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1. INTRODUCCION:

1.1. Elictus. Generalidades.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el envejecimiento es el conjunto de
modificaciones morfoldgicas y fisioldgicas que aparecen como consecuencia de la
accion del tiempo sobre los seres vivos, que suponen una disminucién de la capacidad
de adaptacion en cada uno de los érganos, aparatos y sistemas, asi como de la

capacidad de respuesta a los agentes lesivos que inciden en el individuo (1).

La esperanza de vida del ser humano ha aumentado significativamente en las ultimas
décadas, un logro en parte atribuible al avance en las politicas de salud publica y del
estado de bienestar. De hecho, la esperanza de vida es uno de los indicadores
principales que reflejan las politicas sanitarias, sociales y econdmicas de un pais (2)

(figura 1.1).

Pero el aumento en la esperanza de vida es también un reto para una sociedad que
debe adaptarse a esta nueva realidad. Con el envejecimiento comienzan una serie de
procesos de deterioro paulatino de érganos y sus funciones asociadas. Muchas
enfermedades se asocian al proceso de envejecimiento: ciertos tipos de demencia,
enfermedades articulares, cardiacas, algunos tipos de cancer, etc, con los
consiguientes problemas humanos y gastos socio-sanitarios que esto conlleva. Todo
ello ha suscitado un creciente interés de la investigacion médica en los mecanismos

implicados en el proceso al que llamamos “envejecer”.

En el mundo occidental, la principal causa de mortalidad son enfermedades
relacionadas con el aparato cardiocirculatorio, entre las que incluimos los ictus y la

cardiopatia isquémica. (figura 1.2) El ictus es una enfermedad edad-dependiente.



Aunque en los ultimos afios se estaba produciendo una disminucion en la incidencia y
mortalidad de esta enfermedad, recientemente parece haberse producido una
inversidon de esa tendencia, en posible relacién con el envejecimiento de la poblacién,
junto con un mayor conocimiento de los sintomas y mejoria en las herramientas
diagndsticas. A pesar del descenso de las tasas globales de muerte por ictus, este

trastorno sigue siendo una de las principales causas de muerte y discapacidad (3,4)

Es bien conocido que la incidencia del ictus aumenta con la edad, siendo esta el factor
de riesgo mas importante; sin embargo, no se conocen con precisién los mecanismos
implicados en dicha relacion y si los mecanismos del envejecimiento celular

intervienen tanto en la incidencia como en el prondstico de estos trastornos.
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Figura 1.1.- Evolucion de la poblacién mayor, 1900-2051
De 1900 a 2011 los datos son reales; de 2021 a 2051 se trata de proyecciones
Fuente: INE: INEBASE:
1900-2001: Cifras de poblacion.
2011: Cifras de poblacién. Resultados nacionales, Censos de Poblacidon y Viviendas 2011

2021-2051: Proyecciones de la poblacion a largo plazo. Consulta en enero 2014
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Figura 1.2.- Tasas de defunciones de poblacién de 65 y mas afos segun la causa, 1985 y 2011

Fuente: 2011: INE. INEBASE: Defunciones segun la Causa de Muerte. Afio 2011

2012: Poblacion total de Espafia obtenida de la Revisién del Padrén municipal de 2012
1985: INE. INEBASE: Defunciones segun causa de muerte 1985. Resultados Nacionales

1.2. Envejecimiento celular:

El envejecimiento puede ser descrito como una pérdida gradual de control en las

funciones fisioldgicas con el tiempo.

El estudio de aspectos epidemioldgicos y bioldgicos ha generado diferentes teorias
acerca de la naturaleza del proceso de envejecimiento general, en el que la teoria del
envejecimiento celular ha ganado mayor nimero de adeptos. Las macromoléculas que
conforman nuestro organismo van sufriendo dafios que tienden a provocar un
deterioro de su funcidn; pero la célula tiene mecanismos de reparacion de esas
moléculas, de forma que la célula esta en constante equilibrio entre la degradaciény la
reparacion. Cuando este equilibrio se hace inestable y el dafio es mayor que los

procesos de reparacién, la capacidad de control de las funciones celulares se deteriora.
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En este equilibrio es fundamental el estrés oxidativo que ocurre cuando hay un
aumento en la produccion de radicales libres y/o una disminucion de antioxidantes. El
proceso normal de produccién de energia en nuestras células, esencial para mantener
las funciones vitales, tiene lugar en el interior de las mitocondrias. Sin embargo, de
forma colateral, durante este proceso se generan especies reactivas del oxigeno que
son compuestos moleculares inestables, extremadamente reactivos que pueden

alterar todos los componentes celulares (acidos nucleicos, proteinas y lipidos) (5)

El DNA contenido en el interior de las mitocondrias estd mucho mas expuesto al dafio
oxidativo que el DNA del nucleo, ya que estd mas proximo a la fuente de los radicales
libres de oxigenos (RLO) y esta menos protegido, al carecer de histonas (6). Puesto que
el DNA mitocondrial codifica sobre todo componentes de la maquinaria de produccion
de energia, estos componentes acumulan alteraciones que contribuyen a reducir su
funcionalidad, lo que produce una disminucidn de la produccion de energia detectable
a partir de los 50 anos (7). Cuando la produccidn de energia disminuye por debajo de
un umbral, la célula se hace incompetente, desencadenandose el proceso de muerte
celular por apoptosis. La pérdida de celularidad contribuye al proceso de
envejecimiento general del organismo; de hecho, estudios en animales corroboran una

relacion entre el nivel de estrés oxidativo y la longevidad. (8)

Durante el envejecimiento los radicales libres de oxigeno inducen errores casuales y
acumulativos en macromoléculas provocando disfuncion celular y, eventualmente,
muerte celular. La mitocondria esta implicada en este proceso de envejecimiento ya
gue esta considerada como la principal fuente intracelular de anion superdxido, asi
como la principal diana de ataque de los radicales de oxigeno. Los RLOs producidos por
errores en la cadena respiratoria mitocondrial conducen a errores en el DNA

mitocondrial (9,10)
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Desde el punto de vista molecular, los radicales libres actian como potentes agentes
oxidantes y son causa de envejecimiento al combinarse con moléculas como el DNAy
proteinas, a las cuales desactivan. Los aldehidos, también un producto oxidativo,
producen anclajes en el coldgeno y otras macromoléculas, y determinan una pérdida
de la flexibilidad de los tejidos. Otra consecuencia de la oxidacion es la impregnacién
de drganos vitales por pigmentos del citoplasma celular. Estos pigmentos lipidicos

(lipofucsina) aumentan con la edad e interfieren en las funciones celulares (11,12).

De forma paralela se piensa que los RLO estan involucrados en procesos patoldgicos
como la aterosclerosis a través de la oxidacion de lipoproteinas y que muchos factores
de riesgo como la hipertensién arterial y la hipercolesterolemia pueden desencadenar
un desequilibrio entre prooxidacién y antioxidacidn, con lo que también cooperarian

en las enfermedades asociadas al envejecimiento (13-15).

Numerosos genes vinculados a longevidad y senescencia tienen también impacto en la
funcién vascular, sugiriendo nexos entre el envejecimiento celular, el envejecimiento
vascular, el envejecimiento del organismo y la apariciéon de enfermedades

cardiovasculares asociadas con la edad (16).

Se podria considerar la patogenia de las enfermedades edad-dependientes como
resultado de multiples mecanismos interrelacionados; algunos ya conocidos como son
el estrés oxidativo o la excitotoxicidad, pero también otros aiin desconocidos, entre los
gue podrian figurar también los mecanismos involucrados en el envejecimiento celular

(17-20)
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1.3. Ictus y factores prondsticos.

El ictus es una entidad clinica, que se caracteriza por la brusca pérdida de funciones

cerebrales focales, resultado de un dafo vascular que afecta a un territorio particular.
Dicho territorio puede sufrir una brusca interrupcion de su perfusion por una oclusiéon
arterial (ictus isquémico) o bien se puede dafiar por una extravasacion de sangre (ictus

hemorragico).

En el ictus, habitualmente se habla de buen o mal pronéstico en funcion de la escala
de Rankin modificada. Esta escala nos permite utilizar un lenguaje universal y es
utilizada como medida clinica y como medida final en ensayos clinicos. Se considera
que puntuaciones entre 0-2 suponen un buen prondstico, pues representan como peor
situacidn una ligera discapacidad con conservacién de la independencia. Si se obtiene

una puntuacién entre 3-6 hablamos de mal pronéstico (figura.1.3) (21-24)

ESCALA MODIFICADA DE RANKIN

Grado Descripcion
0 Sin sintomas
1 No hay discapacidad significativa pese a los sintomas
(es capaz de llevar a cabo las actividades que realizaba anteriormente)
2 Ligera discapacidad

(incapaz de llevar a cabo todas las tareas que realizaba previamente, pero puedes llevar
sUs asuntos sin asistencia)

3 Discapacidad moderada
(requiere alguna ayuda, pero puade caminar sin asistencia)
4 Discapacidad moderatamente severa
(incapaz de andar sin asistencia e incapaz de atender sus necesidades corporales sin ayuda)
5 Discapacidad severa
(incapaz de levantarse de la cama, incontinente y requiriendo constante atencidn y asistencia
sanitaria)
& Muerte

Figura 1.3. Escala modificada de Rankin.
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A pesar de que en las Ultimas décadas las tasas de mortalidad por enfermedades
cerebrovasculares han descendido notablemente, su carga global sigue siendo muy
importante (representa la primera causa de mortalidad en las mujeres, la segunda
causa de mortalidad en varones y la tercera de discapacidad), llegando a presentar un
mal prondstico en un 40% de los pacientes (25). La OMS prevé un incremento del 27%
en la incidencia de ictus entre los afios 2000 y 2025, en relacion con el envejecimiento
de la poblacidn; este dato, junto a la disminucidn observada en la mortalidad por ictus,
plantea un importante problema socioeconémico, al aumentar la prevalencia de la

discapacidad asociada al ictus (Figura 1.4) (26)

>
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©

RV RV AV AV

|0 Mujeres (global) — & Varones (global) = © Mujeres (35-64) — /A Varones (35-64) —l
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Figura 1.4. Tasas especificas de mortalidad por enfermedades cerebrovasculares segln grupos de edad

y sexo. Espafia 1980-2011.

El descenso en la mortalidad en los pacientes con enfermedades cardiovasculares
puede hacernos pensar que las medidas de prevencion primaria y secundaria, junto al
tratamiento, sean los responsables de esta mejoria. La implantacién del Plan de
Atencidn Sanitaria al Ictus (2007) o la Estrategia Nacional del Ictus (2009) podrian estar
contribuyendo a mantener el marcado descenso de la mortalidad observado en el

periodo 2005-2011(27).
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La hemorragia intracerebral representa Unicamente el 10-15% del total de los ictus,
pero su mayor mortalidad y discapacidad implica una gran relevancia (28). Su
mortalidad es alta: alrededor del 34% en la primera semana, del 50% el primer mes, y
del 59% al afio (29,30) Los factores clinicos que, de forma mas consistente, se han
encontrado como predictores de mayor mortalidad son la edad y la magnitud del dafio
neuroldgico (estimado por la afectacién de la conciencia). Los factores radiolégicos
como el volumen, la presencia de sangre intraventricular, la localizacién infratentorial
y en ganglios basales se asocian con un peor prondstico (31,32) .Unicamente el 20% de
los pacientes con hemorragia cerebral a los 6 meses son funcionalmente

independientes (33).

En los ictus isquémicos hay que hacer algun matiz en cuanto al prondstico funcional en
funcién de los subtipos etioldgicos. Generalmente puede ser producido por tres
mecanismos fisiopatoldgicos diferentes: aterosclerosis, cardioembolismo y
enfermedad de pequefio vaso (infartos lacunares). Los pacientes con infartos lacunares
tienden a tener un prondstico mas favorable comparando con otros subtipos, sin
practicamente mortalidad intrahospitalaria, con buena recuperacion en general y bajo
riesgo de recurrencia; aunque en estudios realizados a largo plazo la proporcion de

pacientes con infarto lacunar que son dependientes a los 3 afnos es alta (42%) (34).

En los infartos lacunares los factores asociados a un peor prondstico son la edad, la
diabetes y la presentacion clinica (35,36). En dos estudios se ha objetivado que la
presencia de infartos subcorticales asintomaticos y leucoaraiosis conlleva un peor
prondstico funcional de forma independiente, sugiriendo que la enfermedad de

pequefio vaso avanzada puede limitar la posibilidad de recuperacién funcional (37,38).

Entre las variables que podemos considerar con capacidad predictiva se encuentran la
edad, la magnitud de la afectacion neurolégica en funcién de la puntuacion de la
escala NIHSS (figura 1.5) en el momento del ingreso, la localizacién, el volumen del

infarto (39-41).
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La aparicion de herramientas terapéuticas especificas, eficaces en el infarto agudo, ha
hecho que adquieran también relevancia prondstica factores como el tratamiento y el
tiempo transcurrido hasta la valoracion por el neurdlogo en el caso de pacientes que
sean candidatos a terapias de reperfusion. Se han caracterizado variables predictoras
de resistencia a la recanalizacion que, en general, atafien al potencial fibrinolitico
intrinseco del individuo, como el tamafio, la localizacién y composicién del trombo, los
factores hemodinamicos como la presion de perfusion del rtPA, y factores radioldgicos

como la circulacién colateral que modifican el prondstico funcional (42-47)
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Figura 1.5. Escala NIHSS.

Hay que destacar que se han hecho estudios usando TC y RM cerebral buscando

correlacién entre la localizacidn del infarto y el pronéstico. La escala ASPECTS (The

Alberta Stroke Program Early CT Score) es un sistema estandarizado para la

interpretacion de la TAC en los ictus isquémicos, que divide la circulacidén anterior en

10 regiones (Figura 1.6). La hipodensidad o falta de diferenciacion entre sustancia

blanca y sustancia gris se puntia como 0, mientras que la preservacion del parénquima

se puntia como 1.
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Un ASPECTS >= 7 sugiere un mejor prondstico con tratamiento trombolitico y terapia

de reperfusion endovascular (OR: 82 [95% Cl 23-290], p< 0,001) (48-51).

Se considera que no todas las regiones valoradas en la escala ASPECTS tienen la misma
relevancia como marcador prondstico ya que que las regiones M4 izquierda (frontal
superior, OR, 5.46; 95% Cl, 1.47-20.34; P=0.012) y M6 derecha (parietal superior, OR,
7.47;95% Cl, 2.07-27.02; P=0.002) estan relacionadas con peor prondstico funcional.
Hay que considerar las limitaciones que tiene esta escala como predictor del
prondstico, que va a depender en gran medida de que se consiga una temprana

recanalizacion del vaso ocluido con las terapias de reperfusion (52,53).

Figura 1.6. Escala ASPECTS. A: Circulacidn anterior; P: Circulacién posterior; C: Caudado; L: Lenticular ;
IC: Capsula interna; I: Insula; M1:cortex anterior arteria cerebral media; M2: Cortex lateral al ribete
insular ; M3: cortex posterior arteria cerebral media; M4,M5 y M6 son los territorios anterior, lateral y

posterior, inmediatamente superiores a M1, M2 y M3.
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A pesar de los datos que disponemos, ante un paciente que acaba de tener un ictus
sigue siendo dificil determinar su pronéstico funcional individual a priori, ya que los
modelos mas amplios, incluyendo todas las variables anteriormente mencionadas con
valor prondstico, sélo explican alrededor del 50% de las variaciones que se dan en la

situacién funcional (54-57).

1.4. Papel de los telémeros y de la telomerasa:

Los teldmeros son estructuras celulares compuestas por repeticiones en tandem de
una secuencia de doble cadena de DNA enriquecida en guanina (TTAGGG) localizadas
en los extremos de los cromosomas de las células eucariotas. Su funcidn es
esencialmente protectora de las agresiones naturales que sufren las moléculas de DNA
tras completarse cada ciclo de replicacidon (58). Regulan la expresion génica, participan
en la replicacién completa de los cromosomas y los protegen de la degradacion por las

nucleasas (59).

Los teldmeros desempeiian un papel muy importante en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica y su funcionamiento anédmalo tiene un enorme impacto en
procesos como el envejecimiento o el cancer. Su funcidon protectora ya fue descrita en
1939 por Barbara McClintock y Hermann Miiller quienes observaron que los extremos
de los cromosomas son cruciales para la transmisidn de la informacidn genética a las
células hijas durante el proceso de divisién celular (60,61). Posteriormente, Hayflick y
Harley demostraron que durante la divisidn celular los teldmeros se acortan en
ausencia de actividad de telomerasa hasta una longitud critica corta que provoca
parada del ciclo celular y senescencia, seguido de apoptosis y muerte celulary,

consecuentemente, la degeneracion tisular relacionada con el envejecimiento (62,63).
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Figura 1.7: Estructura y funcién de la telomerasa.
Esta formada por dos subunidades: una con actividad catalitica de polimerasa reversa, Telomeric End
Reverse Transcriptase (TERT) y un fragmento de RNA complementario a las repeticiones teloméricas,

Telomerase RNA Component (TERC).

a) Regulacion de la longitud telomérica:

En 1970 se establecié el concepto de reloj bioldgico, que plantea que el
envejecimiento es un mecanismo programado, de tal manera que las células tendrian
un tiempo maximo de supervivencia codificado en el DNA, asi como un numero de
mitosis predeterminadas dependiendo de la estirpe celular a la que pertenezcan (64).
Las Unicas células que no tendrian esta caracteristica serian las células cancerosas y

germinales.



En las células germinales y tejidos con altas tasas de renovacidn, la telomerasa esta
activada, asegurando la transmisién de la longitud total del cromosoma en cada
division celular (65). En el resto de las células, la longitud de los telémeros es muy
variable y en cada ciclo replicativo los teldmeros se acortan. Las evidencias acumuladas
en los ultimos afios han llevado a considerar que la longitud de los telémeros esta

relacionada con la edad de los 6rganos y de los tejidos.

La telomerasa es una ribonucleoproteina cuya funcién es la de anadir fragmentos de
DNA con la secuencia repetitiva TTAGGG en los extremos de los telémeros para
mantener una longitud telomérica estable (66,67). Esta formada por una estructura
proteica, compuesta por la subunidad catalitica hTERT, un fragmento de RNA
complementario a las repeticiones teloméricas, Telomerase RNA Component (TERC)

(figura 1.7) y proteinas accesorias especificas.

La transcriptasa inversa (TERT) usa el componente de RNA (TERC) como molde para
sintetizar multiples copias de las secuencias de DNA telomérico y asi evitar el
acortamiento cromosdmico que presenta la actividad catalitica de polimerasa en

reverso de DNA (el componente TERT, Telomeric End Reverse Transcriptase) (68,69).

De esta forma, lo que hace es compensar el acortamiento de los telémeros por
transcripcion inversa usando un RNA intrinseco como molde. Aunque existen
mecanismos alternativos, la actividad telomerasa constituye el principal mecanismo

regulador de la longitud telomérica (figura 1.8) (70-75).

La longitud del telémero va a depender fundamentalmente de dos factores: la erosidon
gue sufre en cada ciclo celular, que provoca su acortamiento y con ello la relacion con
procesos de envejecimiento (figura 1.9) y los procesos de mantenimiento estructural a

través de la actividad de la telomerasa.
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La caracterizacion de los telémeros como uno de los principales determinantes del
envejecimiento, se establecio tras la generacién de un ratdn con delecidn genética en
homocigosis del componente RNA de la telomerasa (TERC). Presentaban dichos
ratones numerosos sintomas de envejecimiento prematuro, lo cual sugeria que la
actividad telomerasa era uno de los principales determinantes del envejecimiento

(76,77).

Por otra parte la generacién del ratén K5-TERT, en el que se sobreexpresa en el epitelio
estratificado el componente catalitico de la telomerasa mostré que estos ratones
mantenian la capacidad homeostatica durante mas tiempo, las enfermedades
asociadas al envejecimiento aparecian mas tarde que los ratones control, y

presentaban una mayor susceptibilidad a tumores (78,79).
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Figura 1.8. A. Telomeros estan localizados al final de los cromosomas formados por miles de
repeticiones de TTAGGG. Estan recubiertos por unas proteinas llamadas shelterinas que se encargan de
evitar degradacidn y favorecer estabilidad.

B. Telémeros en los extremos de los cromosomas visualizados con FISH (fluorescence hibridization in
situ). Se identifican 4 sefiales por teldmero y es una de las 3 técnicas de visualizacién. También esta el
southern-Blott y la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, con la ventaja ésta ultima de
necesitar pequefas cantidades de DNA.

C. Se identifica que a lo largo de la vida la media del tamafio del telémero va disminuyendo
progresivamente.

Tomado de: Calado RT, Young NS. Telomere diseases. N Engl J Med 2009 10;361(24):2353-65.
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b) Teléomeros, telomerasa y enfermedades humanas:

La implicacion de los telémeros en diferentes procesos de envejecimiento celular esta
fuera de toda duda. El descenso de la longitud telomérica a lo largo de los anos
también lo estd, pero no las diferencias acorde al sexo y a la influencia en diferentes

enfermedades (80)

Inicialmente, el complejo teldmeros-telomerasa fue relacionado con las enfermedades
humanas cuando se detectaron mutaciones en el gen DKC1, que codifica una proteina
del complejo de la telomerasa llamada disquerina, en la disqueratosis congénita, una
forma rara de aplasia medular (81,82). Entre sus caracteristicas clinicas se encuentran
la leucoplasia oral, la hiperpigmentacion cutaneay la atrofia lingual, que suelen
aparecer en la primera infancia. Esta enfermedad presenta un aumento de la
susceptibilidad a padecer tumores en diferentes localizaciones y su prondstico viene
determinado por la aparicion de anemia aplasica en la primera o segunda década de la

vida (83).

Tras el descubrimiento de mutaciones en el gen DKC1, presente en el cromosoma X, se
descubrieron mutaciones en TERCy TERT, en otras proteinas del complejo telomerasa,
y en las shelterinas, todas ellas con implicacidn en el acortamiento del tamafio
telomérico (84,85). Se ha objetivado una relacion entre el acortamiento telomérico y el
prondstico funcional de estos pacientes, ya que se ha identificado el tamafio corto del
teldmero con formas mas agresivas de la enfermedad, e incluso formas de
presentacion mas manifiesta en las familias por acortamiento progresivo generacion

tras generacion en las células germinales (86).
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Figura 1.9. Los telémeros se acortan en cada ciclo celular y su erosién es una consecuencia inevitable del
envejecimiento fisioldgico, de factores iatrogénicos y alteraciones genéticas pedisponentes. Si se
produce un acortamiento critico y la célula continua proliferando (ej. Una p53 inactiva) puede
producirse inestabilidad cromosdmica, translocaciones y aneuploidia.

Tomado de: Calado RT, Young NS. Telomere diseases. N Engl J Med 2009 10;361(24):2353-65

En las enfermedades hematoldgicas, se identificaron mutaciones en TERT en pacientes
con anemia aplasica, objetivandose que un 10% de los pacientes con formas adquiridas
de anemia aplasica presentan mutaciones en genes teloméricos (87). Estas mutaciones
se asocian con una longitud telomérica menor, especialmente en los leucocitos, asi
como con una disminucion en la actividad de la telomerasa. Los pacientes que
presentan teldmeros mas cortos tienen una médula 6sea mas hipocelulary en

ocasiones se han asociado con fallo del injerto (66).

Hay que hacer especial mencidn a la fibrosis pulmonar, llegdndose a detectar hasta en
un 15% en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica familiar mutaciones en los genes
teloméricos. En formas esporadicas de la enfermedad también se han descrito

mutaciones en la telomerasa (88).
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Hay que recalcar que en pacientes con fibrosis pulmonar no idiopatica no se han
detectado mutaciones, aunque si se asocia con acortamiento en el tamafio de los
teldmeros, lo que hace pensar que existen alteraciones genéticas aun no identificadas

(89,90)

También se ha relacionado el acortamiento telomérico con manifestaciones clinicas
hepaticas, identificandose mutaciones en TERC y TERT en pacientes con fibrosis,
inflamacidn e hiperplasia nodular regenerativa que conduce a hipertension portal no

cirrética (91,92).

Hay que destacar que en la disqueratosis congénita se detectan complicaciones
pulmonares, como la fibrosis pulmonar, y hepaticas en el curso de la enfermedad,
incluso tras el trasplante de médula dsea (93,94). Hay autores que consideran que las
enfermedades relacionadas con los telémeros forman parte de un mismo patrén
clinico, con genes que determinan el espectro clinico de la disqueratosis congénita y en
otros casos actuando sobre 6rganos diana de forma especifica, como en el pulmdn

(fibrosis pulmonar) o en el higado.

En cuanto a la relacién entre la longitud telomérica y cancer, en los estudios iniciales
no habia acuerdo en cuanto a la relacién entre la longitud telomérica y cancer. En los
primeros estudios realizados en cancer colorrectal y neuroblastoma se relacioné su
aparicion con el acortamiento de los teld6meros; sin embargo, en un estudio realizado
en diferentes tumores, se objetivé que en hasta un 60% de los tumores no sélo no
aparecia un descenso del tamafio telomérico, sino que incluso un aumento (95,96).
Con los afios han aumentado las evidencias en cuanto a la relacién existente entre
acortamiento de los teldmeros y cancer, fundamentalmente en cancer de vejiga,
esofago, estdmago y renales (97,98). También existen estudios que relacionan la
aparicion de tumores con mayor longitud telomérica (99-100). Todo ello sugiere que es
necesario continuar la investigacidn en esta linea para sacar conclusiones al respecto

(101).
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Lo que si que reflejaban los estudios era que el acortamiento de los telédmeros llegaba
a un punto critico que producia inestabilidad cromosdmica y ahi es donde puede

aparecer la carcinogénesis (102,103).

Con el tiempo, la hipodtesis de la pérdida de longitud de los telémeros y el
envejecimiento por una parte y la importancia de la activacion de la telomerasa en
mantener la estabilidad telomérica pero también su relacién con el crecimiento

tumoral, ha adquirido peso (104,105).

La actividad de |la telomerasa generalmente estd ausente en cultivos celulares y en
tejidos normales. Muchos estudios demuestran actividad de la telomerasa en
diferentes cdnceres lo que sugeria un papel en la transformacién tumoral,
estudiandose también en lesiones precancerosas (106-110). Otros estudios abogan por
un papel de los telémeros para el diagndstico y como marcador prondstico (111-114).
El mantenimiento del tamafio del teldmero se ha visto como un mecanismo para evitar
el envejecimiento de las células tumorales y, en la mayoria de los casos, es
consecuencia de una reactivacion de la actividad telomerasa. No obstante, en
ocasiones, se ha observado un acortamiento de los telémeros a pesar de la actividad
de la telomerasa (115,116). Incluso en diferentes tipos de sarcoma, se han reportado
mecanismos diferentes para mantener el tamafio de los telémeros sin actividad de la

telomerasa (117,118).

Se ha seguido analizando tanto el tamafio de los teld6meros como la actividad de la
telomerasa en los Ultimos afios, dando un paso mas mediante el estudio de
polimorfismos en genes que codifican proteinas asociadas a los telémeros (119) con
resultados dispares, identificandose una relacién tanto con el acortamiento telomérico
(120), con el aumento del tamaiio del telémero (121) e incluso sin encontrarse relacion

alguna con la longitud telomérica (122).
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c) Telémero, aterosclerosis y patologia cardiovascular:

Las implicaciones del tamano de los telémeros también han sido relacionadas con
aterosclerosis y patologia cardiovascular. La aterosclerosis es un proceso
fisiopatoldgico implicado en la patogenia de las enfermedades cardiovasculares. El
término aterosclerosis proviene de dos palabras griegas, athéro (pasta) y sklerds
(duro), fue utilizado por primera vez por el médico frances Lobstein en 1833, que en su
libro “Traité d"anatomie pathologique” la definié como “ el endurecimiento y la

pérdida de elasticidad de las arterias ” (123).

No fue hasta 1904 cuando el médico alemdn Marchand recomendé utilizar el término
aterosclerosis que, segun la Real Academia Espafola se define como “endurecimiento
de los vasos sanguineos, en especial de ciertas arterias, por la formacién de ateromas”

(124,125).

El fendmeno de la aterosclerosis afecta a todo el arbol circulatorio, especialmente a las
arterias de mediano y gran calibre. Estas arterias tienen una capa interna, llamada
intima, que juega un papel crucial en el desarrollo de la aterosclerosis y esta formada
por células endoteliales que tienen capacidad antitrombodtica, una membrana basal
rica en coldgeno y células musculares lisas (figura 1.10) (126). Las células endoteliales
son esenciales para la génesis vascular durante el desarrollo embrionario y para la

angiogénesis en el adulto (127,128).

Las células endoteliales regulan la célula muscular lisa produciendo sustancias
vasoactivas como el éxido nitrico (vasodilatador) y la angiotensina Il (vasoconstrictor);
bajo esa membrana basal se encuentra la capa media, formada por células musculares
lisas, fundamental en las grandes arterias porque soporta toda la energia de la sistole

ventricular.
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Separada de la capa media mediante la ldmina eldstica externa, se encuentra la capa
mas externa o adventicia que contiene colageno, pequefios vasos sanguineos y

terminaciones nerviosas fundamentales para mantener la dinamica vascular (129).

Seccion de
una arteria

Tinica interna

Endotelia

Membrana
elastica

Tinca media

Timica externa

Figura 1.10. Esquema de capas de la pared arterial.

En la aterosclerosis se ha evidenciado una longitud telomérica acortada tanto en las
células musculares como en las endoteliales de la placa aterosclerética y, de igual
manera, en leucocitos de sangre periférica en pacientes con aterosclerosis respecto a
controles sanos, existiendo una relaciéon inversa entre el tamafio del teldmero con el

riesgo de presentar manifestaciones cardiovasculares (130-132).
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Una de las arterias donde mas se ha estudiado el tamafio de los telémeros es en la
arteria cardtida interna. En pacientes con aterosclerosis carotidea se ha objetivado un
menor tamafo de los telémeros, medido a través de leucocitos circulantes, en
comparacion con sujetos sanos. También se ha relacionado la longitud telomérica de
las células endoteliales obtenidas de la placa aterosclerética con la posible reestenosis

tras endarterectomia (133).

Una de las formas de manifestacion de la aterosclerosis es la cardiopatia isquémica. En
pacientes con enfermedad coronaria, la longitud telomérica es mas corta que en
sujetos sanos (134), y los telédmeros de células endoteliales son mas cortos en los que

presentan placas de aterosclerosis que en aquellos que no lo hacen (135)

De igual manera, existen estudios que relacionan el menor tamano del telémero con el
riesgo de presentar cardiopatia isquémica en pacientes jovenes, y en otros estudios se
determina que el tamafio de los teldmeros puede ser un biomarcador del riesgo

eventual de muerte en pacientes con cardiopatia isquémica estable (136).

Existen estudios que relacionan algunos polimorfismos del gen TERT como el 1327C>T
(rs2735940) con la presencia de enfermedad coronaria, mientras que trabajos

posteriores no han encontrado esta asociacién (137,138).

Al igual que se han realizado estudios para medir la implicacion de los teldmeros en
patogenia de la enfermedad coronaria, también se han realizado para analizar el
efecto de medidas con impacto terapéutico en la arteriosclerosis coronaria,
considerando que el tratamiento con estatinas puede atenuar el acortamiento
telomérico, a través de efectos pleiotrépicos y antiinflamatorios que evitan el dafno

telomérico secundario al estrés oxidativo (139,140).
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Ademas de las relaciones directas entre enfermedad cardiovascular y telémeros, éstos
se han involucrado también a través de un efecto indirecto con diversos factores de
riesgo cardiovascular. Por ejemplo, uno de los factores de riesgo cldsicos, el sexo
masculino: diversos trabajos han encontrado que las mujeres tienen los telémeros de

mayor longitud que los hombres en la edad adulta (141,142).

La explicacion a las diferencias encontradas respecto a la longitud de los telémeros
entre sexos parece estar mediadas por factores hormonales. Hay evidencias de que los
estrogenos pueden reducir el estrés oxidativo, que se ha relacionado con el
acortamiento telomérico, y que los estrégenos estimulan la produccién de telomerasa,
que protege el tamafio del telémero (143,144). Por otra parte, la testosterona parece
tener escasas propiedades antioxidantes y puede asociarse con un aumento del estrés
oxidativo, lo cual podria contribuir al menor tamano de los telémeros en los varones

(145).

Ademas de los factores biolégicos que explican las diferencias en el tamafo de los
teldmeros entre varones y mujeres, también estan los factores de riesgo
cardiovascular. Esto se debe a que existe una tendencia clasica a que los varones
tengan peores condiciones de salud, por una mayor tendencia al tabaquismo, altos
niveles de sobrepeso y obesidad, y menor actividad fisica (146-149). Todas estas
condiciones estan relacionadas de igual manera con el menor tamafo de los telémeros

y podrian justificar las diferencias entre sexos.

También podrian influir en el tamafio de los teldmeros la HTA, la resistencia a la
insulina y una cantidad menor de HDL (150-152). Otras variables bioquimicas que
podrian jugar un papel son niveles elevados de homocisteina (153), paciente con
insuficiencia renal (154), y otros factores psicosociales como sintomas depresivos,

estrés psicoldgico y el status social (155-157).
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Ademas de los estudios que analizan la relacién entre factores de riesgo y la longitud
del teldmero, también se ha identificado que el tamafio del teldmero puede verse
influenciado por especificos estilos de vida. Entre estos factores, estan la dieta y el

ejercicio fisico (158,159)

La dieta mediterranea se ha relacionado con una longitud del teldmero mayor, y otros
dos estudios han encontrado un mayor tamafio de los teldmeros en personas con
habitos de vida saludables, entre los que se incluyen no fumar, alta ingesta de frutasy
verduras, ausencia de sobrepeso u obesidad y ejercicio fisico (160,161). Todo esto
apoya la teoria de que el estrés oxidativo estd relacionado con la erosion del telémero,
dado que la composicion de éste y las regiones de DNA que lo conforman son sensibles

al dafio oxidativo.

En el caso del ictus, los factores de riesgo convencionales explican solo un 50-60% del
riesgo de padecerlo (162,163), luego deben existir otros factores, ambientales y

genéticos, aun no determinados.

Se han realizado estudios para ver la relacidn entre el ictus y el tamafio de los
teldmeros, con resultados dispares. Se ha asociado un menor tamafio de los teldmeros
con riesgo de ictus cardioembdlico en pacientes con fibrilacidn auricular (164). Existen
estudios que concluyen que una longitud menor del telémero podria estar asociado a
un aumento del riesgo de incidencia, tanto de ictus isquémico como hemorragico
(165,166). Pero otros estudios no han identificado dicha asociacion (167-169). Un
estudio realizado en China encontré una asociacion entre un menor tamafio
telomérico y mayor riesgo de incidencia de ictus de etiologia aterotrombética,
independientemente de otros factores de riesgo vasculares (165); sin embargo, no
identifico dicha asociacion con el ictus lacunar. En este estudio se encontraba que el
menor tamano de los teldmeros podria ser también predictor independiente de un

peor prondstico de fallecimiento de los pacientes con ictus aterotrombdtico.
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Por todo ello, parece razonable concebir una relacién entre los teldmeros y el
prondstico de los ictus, tanto isquémico como hemorragico. Sin embargo, la
naturaleza, la fuerza de dicha asociacidn y las particularidades de la misma, son aun

muy inciertos, precisando mas estudios para caracterizarlos.

1.5. Autofagia.

La autofagia es un proceso que tiene lugar en todas las células eucariotas, encargado
de la degradacion y reciclaje de componentes celulares, actuando como una respuesta
frente a condiciones de falta de nutrientes o cuando las células presentan organelas
dafiadas (170,171). A pesar de eso, un aumento de la autofagia puede facilitar la

muerte celular.

La autofagia se considera un mecanismo de supervivencia celular, en el que si la célula
no es capaz de contener marcadores adversos, puede continuar su accién hasta actuar
como una muerte celular programada, distinguiéndose de otros como la apoptosis y la
necrosis por sus diferencias morfoldgicas. Es conocido que debido al estrés oxidativo y
otros mecanismos, se acumulan errores que conllevan una aceleracién del
envejecimiento celular (172). Estos errores se limitan por diferentes mecanismos, en

los que la autofagia tiene un papel de relevancia.

La homeostasis celular requiere un equilibrio entre la sintesis (anabolismo) y la
degradacion (catabolismo) de macromoléculas (DNA, RNA, proteinas, organelas). Las
células eucariotas tienen dos mecanismos fundamentales para la degradacion de las
proteinas: el proteosoma y los lisosomas. El proteosoma se encarga de degradar la
mayoria de proteinas enddgenas (vida media corta) y esta relacionado con
mecanismos de apoptosis y angiogénesis entre otros (173). Mientras tanto, los
lisosomas degradan proteinas extracelulares (vida media larga) y componentes

intracelulares (macromoléculas y organelas) resultado de la autofagia (174).
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Existen tres tipos de autofagia: la mediada por chaperonas, la microautofagia y la
macroautofagia (a la que nos referiremos como autofagia). La mediada por chaperonas
no requiere la formacidn de vesiculas intermedias, sino que las proteinas son

directamente incorporadas a los lisosomas.

La diferencia entre la microautofagia y la macroautofagia, es que en la primera tiene
lugar una exposicion del contenido citoplasmatico a la superficie del lisosoma por
invaginacién de la membrana limitante, es decir, el lisosoma engloba directamente las
organelas a degradar. Mientras que en la macroautofagia el secuestro de
componentes citoplasmaticos tiene lugar en una doble membrana denominada
autofagosoma, también llamada vacuola de autofagia (170), que posteriormente se
fusionan con los lisosomas formando el autofagolisosoma donde liberan los

componentes citoplasmaticos para su degradacion y reciclado (Figura 1.9).

La macroautofagia o autofagia se considera la principal via de degradacién de
proteinas, organelas y material citoplasmatico, permitiendo de esta manera el reciclaje
intracelular (175). La autofagia es modulada por complejos mecanismos sensores y de
traduccién de sefiales. Algunos de los estimulos que pueden ser integrados dentro de
su regulacién son factores de crecimiento, el estado energético de la célula 'y
situaciones de estrés celular, existiendo multiples vias de sefalizacidon que controlan el

proceso (176).

a) Regulacidn de la autofagia:

El proceso de la autofagia consiste en una serie de pasos secuenciales: 1) Secuestro.
Una Unica membrana secuestra componentes citoplasmaticos, incluido organelas y
forma un autofagosoma. 2) Transporte: el material secuestrado es transportado hacia
el lisosoma. 3) Degradacion. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas. Esas

estructuras se denominan autolisosomas o autofagolisosomas.
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La membrana y los materiales contenidos en el autofagosoma son degradados por las
hidrolasas lisosomales. 4) Reutilizacidn de los productos de degradacién en el

citoplasma (figura 1.11) (177).

Se considera que existen receptores de reconocimiento de organelas citoplasmaticas
que permiten la incorporacidon de macromoléculas dentro del lisosoma, con diferentes
nombres en funcion de la organela a degradar: mitocondria (mitofagia), lipidos
(lipidofagia), patégenos (xenofagia), peroxisomas (peroxifagia) (178). De esta manera,
existe un mecanismo de degradacidn especifica, que actla como control de calidad de

la célula.

La autofagia realiza su funcién a través de la degradacién de proteinas como fuente de
energia y promoviendo la supervivencia celular durante situaciones de estrés
regulando las organelas dafiadas (179-181). Este proceso contribuye a la homeostasis

celular y de los tejidos.

Initiation Vesicle elongation Maturation Docking and fusion Vesicle breakdown
and degradation

Lysosomal
acid hydrolases

Isolation membrane

(phagophore) Autolysosome

Autophagosome

Figura 1.11. Fases de la autofagia. Se inicia con la formacion de una membrana aislada, que conduce a
la formacién del autofagosoma y posterior fusion con el lisosoma. Los contenidos del autofagosoma son
degradados por las hidrolasas del lisosoma, y se libera el material del autolisosoma para el reciclado

metabdlico.

35



La interaccion entre elementos reguladores de la autofagia y de la apoptosis sugiere
una relacién entre los dos procesos y, aunque ni un exceso de autofagia ni un
empeoramiento de su funcidn se ha demostrado como una causa directa de muerte

celular, ambos niveles de funcionalidad pueden estar asociados con apoptosis (182).

El proceso de autofagia es conocido desde hace 40 afios, pero no es hasta los ultimos
15 anos cuando su conocimiento adquiere mayor amplitud. Estudios genéticos,
principalmente en levaduras (S.cerevisiae) y hongos (P.Pastoris y H.Polymorfa) han
aislado 34 componentes moleculares, los llamados genes ATG (“AuTophaGy related
genes “), cada uno de ellos con una funcién establecida y cuyos productos estan

involucrados en este proceso catabdlico (183).

Para que se puedan formar los autofagosomas y su posterior fusién con los lisosomas,
las proteinas ATG deben realizar su funcidn especifica. Estas proteinas se dividen en
tres grupos fundamentales. Uno de ellos se cataloga como sistemas de conjugacidn

por ubiquitina., formado por dos sistemas, ATG8/LC3 y ATG12.

El sistema de ATG 12 estd formado por los genes ATG7 (184), que se transfiere
posteriormente a ATG10 (185), para unirse a ATG5. La unién ATG12-ATGS5 se asocia
con ATG16L y forman un complejo proteico que es esencial en el proceso de autofagia
y que, en su mayor parte, esta difuso en el citoplasma y parte en membranas aisladas
(186). Este complejo ATG12-ATG5-ATG16 se disocia tras formarse la vacuola
autofagica. (187,188). ATG5 se considera imprescindible para la elongacion de
membranas aisladas, pero parece que no sélo regula la autofagia, sino que esta
implicado en regular la apoptosis. La protedlisis de ATG5 genera una proteina que se
traslada del citosol a la mitocondria, donde tras asociarse con BCL-2 o BCL-XL, bloquea
su funcidn proapoptadtica, siendo regulador de senalizacidon entre apoptosis y autofagia

(189).
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Cada vez existe mas informacidn acerca de la relacion entre la autofagia y muerte
celular, asi como la asociacion entre autofagia y supervivencia. Su papel en la
eliminacion de organelas dafiadas, a través del cual elimina patdgenos y agregados
proteicos, le otorga un mecanismo protector que podria hacer aumentar la
supervivencia tanto en enfermedades infecciosas como en enfermedades
degenerativas, protegiendo entre otros, a las neuronas del dafio oxidativo, de |a

sintesis de proteinas defectuosas y de otros estimulos tdxicos.

Por otra parte, contrasta su papel como mecanismo de defensa con su relacién con
mecanismos de muerte celular programada. Diferentes estudios han determinado un
tipo de muerte programada con proliferacion de vacuolas autofagicas y desaparicion

de organelas (190).

Los errores de la autofagia o defectos en su funcidn son una de las razones que
justifica la acumulacion de dafio en el interior de la célula y que vincularia estos
procesos con el envejecimiento celular. Por ello, los cambios en la autofagia se han
relacionado con diferentes procesos fisiopatoldgicos tales como el cancer,
enfermedades degenerativas, metabdlicas, cardiovasculares, pulmonares y como parte
de una respuesta fisioldgica al ejercicio y al envejecimiento (191). Al igual que ocurre

con los teldmeros donde ha sido objeto de mas estudios es en el cancer.

b) Autofagia y enfermedades humanas:

La autofagia puede ejercer una influencia multifactorial en el inicio y progresion del
cancer, asi como en la efectividad de las diferentes terapias. Por una parte, se sugiere
gue la autofagia tiene una funcidn antitumoral salvaguardando las células del estrés
metabdlico al mantener el recambio homeostatico de la mitocondria y limpiando
agregados proteicos (192-195) La deleccidn de proteinas involucradas en autofagia
causa disfuncién mitocondrial, aumento del estrés oxidativo y la susceptibilidad a
estimulos proinflamatorios, conduciendo todos ellos a dafio del DNA y al incremento

del riesgo de desarrollar tumores (196,197).
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En cuanto a la respuesta al tratamiento en el cancer, aunque se acepta un papel de la
autofagia en la supervivencia del tumor durante la quimioterapia, hallazgos
contradictorios sugieren que puede facilitar la citotoxicidad inducida por radioterapia o

quimioterapia en células tumorales resistentes a la apoptosis (198-200).

Las enfermedades neurodegenerativas comparten en su mecanismo patogénico la
disfunciéon mitocondrial y la acumulacién de agregados proteicos (201,202). Diferentes
estudios han demostrado que los autofagososomas se acumulan en el cerebro de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,
encefalopatias espongiformes, Parkinson o Huntington (203-208). Sin embargo, en
modelos animales se ha postulado que su funcidn es protectora contra la
neurodegeneracion y que la acumulacién de autofagososomas representa la activacion

de autofagia como una respuesta fisioldgica beneficiosa (209,210).

Se postula que la regulacion de la autofagia se altera en enfermedades degenerativas
(figura 1.12). Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer la acumulacion de
autofagosomas se acelera y el beta amiloide puede empeorar la funcion del lisosoma
(211). Ademas, el autofagosoma contiene gamma-secretasa que participa en la
formacidn de precursores de beta amiloide cuando se fusiona el autofagosoma con el

lisosoma (212).

La participacidon de la disfuncién mitocondrial en neurodegeneracién se ejemplifica con
el parkinson en modelos murinos, donde la disfuncidon mitocondrial en el
autofagosoma es regulada por distintas proteinas (207,213). De esta manera, podemos
considerar que la autofagia es una respuesta adaptativa en neurodegeneracion, sujeta
a una inhibicién de su funcién por acumulacion patogénica de sustratos, que puede
suponer un fallo en mecanismos de reparacion y una progresién de una determinada
enfermedad (214). El proceso de envejecimiento es similar a la neurodegeneracion en
el sentido de que la acumulacién de material no procesado se acelera, mientras que la

funcién de mecanismos compensatorios, como la autofagia, disminuye (215,216).
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La autofagia también participa durante la infeccidn asistiendo durante la respuesta
inmune degradando bacterias intracelulares y virus (217-219). De igual manera,
contribuye suprimiendo la inflamacion (220). En enfermedades infecciosas, la
autofagia contribuye a la regulacion de la respuesta innata y adaptativa (180, 215-222).
Las proteinas de la autofagia han demostrado tener un papel protector contra
diferentes patégenos. En cambio, diferentes alteraciones pueden aumentar el riesgo
infeccioso, como la pérdida de ATG5, que en ratones aumenta la susceptibilidad a

infeccion tuberculosa (223).

Existe relacién entre los genes de autofagia y la susceptibilidad a enfermedad
infecciosa o inflamatoria. Estudios de asociacidon gendmica han revelado asociacién
entre polimorfismos en genes que regulan autofagia (ATG16L con la enfermedad de
Crohn, y ATGS5 con el lupus eritematoso sistémico) (180,224). Mientras que ATG16L, si
se ha visto relacién con mutaciones y enfermedad de Crohn, considerando que ATG16L

puede tener un efecto protector en dicha enfermedad (225-227).
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Figura 1.12. Efectos de autofagia en la progresion de enfermedad.

La autofagia influye de manera diferente en la progresion de enfermedades. Los efectos beneficiosos se

observan en azul, y los perjudiciales en rojo.

Alteraciones en la autofagia se ha relacionado con cardiomiopatias, hipertrofia

cardiaca, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca y dafno de repercusion

isquémico (228). En éste ultimo, se han identificado alteraciones morfoldgicas de

autofagia que aumentan en respuesta a sefiales de estrés, incluyendo descenso de

ATP, hipoxia y alteracién del balance de calcio (229). La autofagia puede estabilizar las

placas de aterosclerosis por medio de la prevencion de la apoptosis de los macréfagos

y la necrosis de la placa (230,231).
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c) Autofagiay patologia cerebrovascular:

Se han realizado diferentes estudios para ver la relacion entre el ictus y la autofagia. En
la hemorragia cerebral se han realizado modelos animales en ratas a las que
administraban sangre autdloga haciendo dos grupos en funcién de la edad, y
determinando dos biomarcadores, una proteina asociada al microtubulo (LC3) que se
considera un biomarcador del autofagosoma y que puede utilizarse para estimar la
cantidad de autofagosomas antes de que sean degradados por enzimas lisosomales, y
catepsina D, biomarcador lisosoma (232). Sus niveles eran mayores en ratas de mayor
edad, por lo que consideraron como medidas indirectas de una autofagia de mayor

expresion.

También se ha relacionado en la hemorragia cerebral la activacion de la autofagia
como respuesta a la trombina, que como parte de la cascada de la coagulacidn, se

activa tras producirse una hemorragia cerebral para producir hemostasia (233).

El papel de la autofagia en la isquemia cerebral es, al igual que en la hemorragia,
controvertido. Cuando el flujo de sangre se interrumpe en el cerebro, tienen lugar una
serie de mecanismos moleculares que incluyen disfuncién endotelial, excitotoxicidad,
disfuncion mitocondrial, alteracion del balance idnico, estrés oxidativo e inflamacién
(234,235). Estos eventos moleculares pueden conducir a muerte celular y dafio

irreversible del tejido.

Clasicamente se han identificado dos tipos de muerte celular tras una isquemia
cerebral, la apoptosis y la necrosis (236). Recientemente se ha identificado a la

autofagia como un tercer mecanismo de muerte celular (237,238)

Ante la busqueda de nuevas dianas terapéuticas, se han realizado diferentes estudios
ante una eventual influencia de la autofagia como tratamiento neuroprotector.
Recientes estudios han demostrado que la autofagia se activa durante la isquemia e

indica que la induccién de la autofagia podria servir como diana terapéutica (239,240);

41



aun asi, la relacién entre autofagia e isquemia no esta clara, existiendo resultados
contrapuestos, postulando que la activacion de la autofagia protege a las neuronas,

mientras otros indican que la autofagia tiene un papel mas destructivo (241,242).

Cerebral ischemia
o I e It
£

Block
Release autophagic flux

Beclin-1

Autophagy

Figura 1.13. Posibles vias de sefializacién en isquemia y su relaciéon con autofagia.

Lo que si estd mas definido es que en la isquemia cerebral existen diferentes sefiales
implicadas en la activacion de |la autofagia, se desconoce su fuerza de asociacion, y por
lo tanto cual es el papel exacto de la autofagia en la isquemia cerebral (243) (figura

1.13).

Por lo tanto, de la misma manera que con los telémeros, consideramos que la
influencia de la autofagia en la isquemia y en la hemorragia cerebral esta aun por

definir, y por ello adquiere mayor relevancia su estudio.
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2. HIPOTESIS:

La telomerasa, como enzima que condiciona la longitud telomérica, es un marcador de
envejecimiento celular. La autofagia es un proceso homeostatico de degradacion y
reciclaje de componentes intracelulares, en el que el aumento de radicales libres

puede condicionar dafio tisular.

La eventual influencia que las variantes genéticas de estos mecanismos puedan tener

en el prondstico del ictus no ha sido estudiado hasta el momento.

El presente trabajo se sustenta sobre la hipdtesis de que estos mecanismos
desempeiian papeles en la susceptibilidad y prondstico de los pacientes con ictus. Y en

concreto:

- Que la longitud del teldmero podria tener impacto en la capacidad de

supervivencia celular en el tejido dafiado en los pacientes con ictus.

- Que los polimorfismos de la telomerasa, al condicionar la longitud telomérica,
afectan a dicha capacidad de supervivencia celular, hasta el punto de tener impacto en

el prondstico funcional de los mismos.
- Que los polimorfismos de los genes implicados en autofagia, por sus relaciones

con los mecanismos de supervivencia celular, también podria tener importancia en la

magnitud del dafio y situacion funcional tras el ictus.
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3. OBIJETIVOS:

3.1.

3.2.

Principal:

. Investigar el papel de la longitud telomérica en leucocitos de sangre periférica

como eventual biomarcador en el prondstico funcional de pacientes con ictus.

. Comparar la evolucién del tamafio del telémero al diagndstico del ictus vy al
afio de presentar el evento vascular, analizando su posible influencia en el

prondstico.

. Investigar la influencia de los polimorfismos de la telomerasa (TERC-63G>A
(rs2293607) y TERT-1327C>T (rs2735940)) y de la autofagia (ATG5((rs2245214)

y ATG 16 (rs2241880)) en el prondstico funcional de pacientes con ictus.

Secundarios:

. Comparar la longitud telomérica de pacientes con ictus, con otras
enfermedades neurolégicas como la enfermedad de Alzheimer y la demencia

vascular.

. Establecer la asociacidn entre la longitud telomérica y los factores de riesgo

cardiovascular clasicos: HTA, DM, Dislipemia y tabaquismo.

. Analizar los polimorfismos de la telomerasa (TERC-63G>A (rs2293607) y TERT-
1327C>T (rs2735940)) y de la autofagia (ATG5 (rs2245214) y ATG 16
(rs2241880)) en los cuatro grupos de estudio y su posible asociacién con los

factores de riesgo cardiovascular clasicos y el prondstico de los pacientes.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Disefno y poblacion de estudio:

Se ha estudiado una cohorte de pacientes con ictus reclutados de forma prospectiva
entre los pacientes ingresados en el servicio de Neurologia del Complejo Hospitalario

Universitario de Salamanca durante el afio 2012.

Se tomaron, ademas, muestras de pacientes con enfermedades neuroldgicas cuya
mayor prevalencia esta en segmentos de edad similares y han sido relacionadas con la
longitud telomérica: pacientes con Demencia vascular y pacientes con Demencia tipo

Alzheimer.

El diagndstico de DV probable se realizd por un neurélogo atendiendo a los criterios
DSM-IV y NINDS-AIREN tras la anamnesis, la exploracidn fisica, el estudio
neuropsicoldgico —incluido el examen mini-mental (MMSE) —vy los estudios de
neuroimagen (TC y/o RM cerebral). Se aplicaron, ademas, los analisis recomendados
por The Quality Standards Subcommittee of the American Academy of Neurology :
hemograma, electrolitos (incluido calcio), uremia, glucemia, creatinina, pruebas de

funcién hepadtica, T4 libre, TSH y vitamina B12.

El diagndstico de EA probable se realizd por un neurdlogo segun los criterios del
National Institute on Aging y la Alzheimer's Association 4 tras la anamnesis, la
exploracion fisica, el estudio neuropsicoldgico —incluido el examen mini-mental
(MMSE) —y los estudios de neuroimagen (TC y/o RM cerebral). También se aplicaron
los analisis recomendados por The Quality Standards Subcommittee of the American

Academy of Neurology.
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Los pacientes del grupo control preferentemente fueron sujetos vistos en Consultas de
Valoracion Preanestésica para cirugias oftalmoldgicas y traumatoldgicas, todos ellos

originarios de la misma zona geografica

Al grupo de pacientes con ictus, se les realizé seguimiento al afo para valoracion del
estado funcional. En un subgrupo de los mismos (22 pacientes) al final del
seguimiento se obtuvo (ademas de la valoracidn funcional) nueva muestra de sangre

periférica para determinar la longitud telomérica y compararla con la basal al ingreso.

4.2. Definicion de ictus:

En aquellos pacientes con ictus hemorragico el diagndstico se realizé al ingreso con el
TC cerebral basal realizado en urgencias, mientras que el grupo con ictus isquémico fue
reclutado a través de la presencia de una lesidn establecida en el TC cerebral basal, o

bien mediante la realizacion de TC o RM cerebral realizada durante su ingreso.

4.3, Variables analizadas:

4.3.1. Variables dependientes o variables respuesta:

- Pronéstico funcional medido por la escala modificada de Rankin (Figura 1.3). Se
determind mediante llamadas telefénicas y entrevista clinica en aquellos a los que
se les realizd una nueva extraccidon de sangre periférica. A 29 de los pacientes, 23
del grupo de ictus isquémico y 6 con ictus hemorragico no se les pudo realizar el
seguimiento ya que fallecieron durante el ingreso hospitalario o bien en el

seguimiento.

- Estudio de longitud telomérica al ingreso y al afio.
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4.3.2. Variables independientes o covariables:

- Clinicas:

. Edad.

. Sexo.

. Factores de riesgo cardiovascular:

. Diagnéstico previo de Hipertension arterial.

. Diagndstico previo de Diabetes Mellitus.
. Diagnéstico previo de Dislipemia.
. Tabaquismo (fumador o ex-fumador)
. Alcoholismo.

. Clasificacion topografica del ictus (Figura 4.1) (244).

- Radiologicas:

. Presencia de infartos lacunares en el TC basal o en la RM cerebral realizada

durante el ingreso, definido como lesiones hiperintensas en secuencias potenciadas en
T2, hipointensas en secuencias potenciadas en T1, con un tamafo entre 5y 15 mm de
didametro.

. Leucoaraiosis segun la clasificacion de Fazekas. Es un término radioldgico
descrito por Hachinski en 1987 que lo utilizd para definir una alteracion de la imagen
en el TC y en la RM cerebral que consiste en zonas de hipodensidad e hiperintensidad
respectivamente localizadas en la sustancia blanca de regiones periventriculares y
subcorticales (245). La escala de Fazekas para determinar la magnitud de las lesiones
de la sustancia blanca es la mads utilizada, clasificando como grado 0 a la ausencia de
lesion; grado 1 a la existencia de lesiones focales; grado 2 al comienzo de la
confluencia de lesiones, y como grado 3 las lesiones difusas (246,247).

. Estudio neurosonoldgico: mediante el doppler de troncos supradrticos se

analizé durante el ingreso la presencia de placas de ateroma y si presentaban

estenosis >= del 50% que condicionaban repercusion hemodinamica (248).
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A. Infarto total de la circulacion anterior o TACI (fofal anterior circulation infarction).
Cuando el déficit neurologico cumple los tres criterios siguientes:
1. Disfuncion cerebral superior o cortical (afasia, discalculia o alteraciones
visuespaciales)
2. Déficit motor y/o sensitivo en al menos dos de las tres areas siguientes: cara,
extremidades superiores e inferiores
3. Hemianopsia homonima

B. Infarto parcial de la circulacion anterior o PACI (partial anterior circulation infarction).
Cuando se cumple alguno de los criterios siguientes:
1. Disfuncion cerebral superior o cortical (pafasia, discalculia o alteraciones visuespaciales)
2. Dos de los tres criterios de TACI
3. Deficit motor y/o sensitivo mas restringido que el clasificado como LACI (déficit
limitado a una sola extremidad)

C. Infarto lacunar o LACI (facunar infarction). Cuando no existe disfuncion cerebral superior
ni hemianopsia y se cumple uno de los siguientes criterios:
1. Sindrome motor puro que afecta al menos dos de las tres partes del cuerpo (cara,
extremidades superiores e inferiores)
2. Sindrome sensitivo puro que afecta a dos de las tres partes del cuerpo (cara,
extremidades superiores e inferiores)
3. Sindrome sensitivo motor puro que afecta al menos dos de las tres partes del cuerpo
(cara, extremidades superiores € inferiores)
4. Hemiparesia-ataxia ipsilateral
Disartria-mano torpe
6. Movimientos anormales focales y agudos

i

D. Infarto en la circulacion posterior o POCI (posterior circulation infarction). Cuando se
cumple alguno de los criterios siguientes:

Afectacion ipsilateral de pares craneales con déficit motor y/o sensitivo contralateral

Déficit motor y/o sensitivo bilateral

Enfermedad oculomotora

Disfuncion cerebelosa sin déficit de vias largas ipsilaterales (hemiparesia-ataxia)

Hemianopsia homonima aislada

A e

Figura 4.1. Clasificacion topografica del parénquima cerebral segin la clasificacién de la Oxfordshire

Commnunity Stroke de 1991.
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- Genéticas:

. Polimorfismos de genes de autofagia: ATG5 (rs2245214) y ATG 16L1
(rs2241880).

. Polimorfismos de genes de la telomerasa: TERC-63G>A (rs2293607) y TERT-
1327C>T (rs2735940)

4.4, Extraccion del DNA:

Las muestras de sangre periférica recogidas en las primeras 24 horas del ingreso
hospitalario fueron obtenidas mediante venopuncién y recogidas en tubos de 10 ml

con anticoagulante (EDTA).

Se extrajo DNA de alto peso molecular a partir de leucocitos de sangre periférica. La
forma mas habitual en la mayoria de estudios para determinar la longitud del telé6mero
es hacerlo en leucocitos en sangre periférica, por su facilidad de obtener y porque en
un mismo individuo se equipara la longitud telomérica en leucocitos a la de células

somaticas (249,250).

Inicialmente los tubos se centrifugaron dando lugar a la separacién de la muestra
obtenida en 3 fases: el plasma en la parte superior, las células nucleadas en la interfase
y los eritrocitos en la inferior. Una vez seleccionada la interfase, se anadieron 50 ml de
agua bidestilada para provocar la lisis osmética de los eritrocitos. A continuacién se
lavaron las células mononucleadas en tampdn Fornace (0.25 M Sacarosa; 50 mM Tris-
HCl pH: 7.5; 25 mM KCI; 5 mM MgCI2) con objetivo de proporcionar la osmolaridad

necesaria para no romper los leucocitos.

A esta mezcla se le afiadié EDTA 0.5M pH 8 (concentracion final 10 mM) que actua
como quelante de iones divalentes posibilitando asi la inactivacién de las nucleasas,
proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracién final 50 ug/ml) para degradar las
proteinas y SDS (dodecil sulfafo sédico, concentracion final 1%) para romper las

membranas celulares, incubandose la mezcla a 55 2C durante 8-16 h.
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Tras la incubacion, se procedio a la extraccidon y purificacion del DNA tratandolo con
una mezcla de fenol tamponado a pH 8 (para prevenir que el DNA fuera “atrapado” en
la fase intermedia: entre la fase acuosa y la organica) y CIAA (cloroformo:alcohol
isoamilico 24:1). Posteriormente se sometid a centrifugacion. Con este proceso el DNA
permanecio en la fase acuosa y se limpid de otros residuos al mezclarla con CIAAy
centrifugar para separar de nuevo las dos fases, una en la que estaba contenido el DNA
y otra que contenia los detritos celulares. . Una vez recuperada de nuevo la fase
acuosa, el ADN de esta solucién se precipitd mediante la adicion de 2,5 ml de etanol al

100%, a -209C, se lavo con etanol al 70% vy finalmente se suspendié en ddH20 estéril.

La concentracion del DNA obtenido se calculé mediante espectrofotometria en el
Nanodrop® ND 1000. Realizando diluciones estandarizadas con el objetivo final de

obtener una concentracion fija de 5 ng/ul (251).

4.5, Medicidén de la longitud telomérica.

Para realizar el estudio de medida de longitud telomérica, se utilizé la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real. La reaccién en cadena de la
polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR (Polymerase Chain Reaction) es una
técnica que fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los afios 80. Con esta
metodologia se pueden generar en el laboratorio multiples copias de un fragmento de
DNA especifico, incluso en presencia de millones de otras moléculas de

DNA. Se basa en la actividad de la enzima DNA polimerasa que es capaz de fabricar una

cadena de DNA complementaria a otra ya existente.

Sus Unicos requerimientos son que existan nucleétidos - adenina, timina, citosina y
guanina - en el medio y unos pequefios segmento de DNA - oligonucleétidos — de
secuencia complementaria al DNA, que flanquean la regidon de DNA que queremos

amplificar, para que sirvan como cebadores (el cebador, en inglés primer).
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La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta si se optimiza la secuencia de los
cebadores, asi como la temperatura precisa para que estos se unan al DNA en la

localizacidn correcta.

Utilizamos PCR cuantitativa comparativa relativa que permite conocer la longitud
telomérica en una determinada muestra de DNA mediante su comparacién con un
DNA de referencia, por lo que no se obtiene una medida absoluta de la longitud

telomérica en kilobases (252,253)

Una vez que se elimina la contaminacién proteica, es necesario utilizar una muestra de
referencia de DNA con la que comparar todas las muestras que van a ser objeto de
nuestro estudio. Para cada muestra de DNA, la PCR se repite tantas veces como sea
necesario hasta obtener la misma cantidad de DNA probando que de DNA de
referencia; asi podemos calcular la cantidad de copias iniciales del fragmento de DNA

gue estamos estudiando a través del ciclo umbral (Ct).

El Ct es el numero de ciclos de PCR necesarios para que se produzca un aumento de
fluorescencia significativo con respecto a la sefial base y es inversamente proporcional
a la cantidad inicial de moléculas molde. La fluorescencia captada por el lector en las
PCRs del gen 36b4 fue la misma para todas las muestras demostrando asi que partimos
de la misma cantidad de DNA en cada una de ellas (el mismo Ct). Sin embargo, la
fluorescencia captada en las PCRs de los telé6meros varié de unas muestras a otras

dependiendo de la cantidad de copias teloméricas iniciales.

El equipo empleado para llevar a cabo la PCR a tiempo real fue StepOnePlusTM Real-
Time PCR System (Applied Biosystems), compuesto por un termociclador y varios
canales de lectura de fluorescencia. Para el manejo de este equipo se uso el programa

informatico StepOne software 2.1 (Applied Biosystems).
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Como agente fluoréforo se utilizé el SYBR Green incluido en la mezcla comercial SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). El SYBR Green es un agente intercalante
gue se une con gran afinidad al surco menor del DNA bicatenario, aumentando su

fluorescencia unas 1000 veces.

Para detectar las secuencias de DNA se emplean sondas de oligonucledtidos marcadas
con el fluordforo especificas para el gen 36b4 y para las secuencias teloméricas (Figura

4.2)

Secuencias de oligonucleotidos

Telomeros forward 5 -GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT-3"
Telémeros reverse 5-TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA-3"
36b4 forward 5 -CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3"

36b4 reverse 5-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3"

Figura 4.2. Secuencias de los oligonucleédtidos en direccién (5°-3") empleados en la reaccién.

Las PCRs se realizaron en placas dpticas de 96 pocillos (MicroAmp® Fast Optical 96-
Well Reaction Plate with Barcode 0.1 mL, Applied Biosystems). En cada placa se
llevaron a cabo, por cada muestra, dos reacciones diferentes en pocillos diferentes:
una reaccion de amplificacion de telomeros de la muestra y una reaccion de
amplificacién del gen 36b4. Se realizaron tres réplicas de cada amplificacién para

minimizar la variabilidad en la concentracion de las muestras.
Las placas fueron cubiertas con |ldminas trasparentes dpticas para permitir la lectura de
la fluorescencia a través de ellas (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied

Biosystems).

Cada reaccion constd de un volumen final de 20 ul y estuvo compuesta por los

siguientes elementos (Figura 4.3)
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Reactivos Amplificacion telomérica Amplificacion de 36b4

SYBR Green® Master Mix 10 ul 10 pul
Oligonucleotido forward (5 pM) 1l 0.4l
Oligonucledtido reverse (5 pM) 233l 0.4 ul
ddH,O 4.67 pl 7.2l
DNA (Sng/pl) 2 ul (10 ng) 2 ul (10 ng)

Figura 4.3. Cantidades relativas de cada uno de los componentes de la reaccién en funcién del

fragmento de DNA a amplificar.

La eficiencia de PCR fue del 88,915% vy el coeficiente de determinacion de 0,976 en el
caso de la amplificacidn del gen 36b4 y una eficiencia del 76,665% y coeficiente de
determinaciéon de 0,974 en el caso de los teldmeros. Se realizaron controles negativos
en los que se incluian todos los componentes de la reaccidon a excepcion del DNA,

asegurando asi la ausencia de contaminacion en las reacciones de amplificacion.

El programa de amplificacion utilizado fue el que se expone a continuacién (Figura

4.4):

M

W
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—_———Y - o
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952C

10 min. 15 seg.

30 seg. 1 min.

S

40 ciclos

Figura 4.4. Esquema representativo del programa del termociclador para la cuantificacion relativa de
telédmeros mediante PCR a tiempo real cuantitativa relativa. A: Tramo de desnaturalizacidn previa; B:
Tramo de desnaturalizacidn; C: Tramo de anillamiento de los oligonucledtidos; D: Tramo de elongacidn;
Ey F: Tramos de obtencidn de las curvas de fusion de los fragmentos amplificados. En cada tramo se

incluyen su duracion y la temperatura que precisan.
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El analisis de la medida de la longitud telomérica se realizé gracias a los programas

informaticos StepOne software 2.1 (Applied Biosystems) y GenEx 5.2.1 Enterprise.

Los datos obtenidos de las todas las PCRs se exportaron a GenEx 5.2.1 desde StepOne
software 2.1., permitiendo asi una valoracién conjunta. GenEx es un programa
adecuado para el analisis de datos en este caso mediante la realizacidén de una
correccion de las frecuencias de amplificacién del fragmento a estudiar y del gen
reportero. Ademads, normaliza las distintas réplicas de una misma muestra entre ellas y

respecto al DNA de referencia presente en cada placa.

Como resultado final, una vez realizadas las correcciones y normalizaciones referidas
anteriormente, la longitud telomérica se expresa mediante el cociente T/S (relacidn
entre el nUmero de copias de la secuencia telomérica entre el nimero de copias del

gen de copia Unica, 36b4 en nuestro caso).

4.6. Andlisis de los polimorfismos de la telomeresa TERC-63G>A (rs2293607) /
TERT-1327C>T (rs2735940) y de autofagia ATG5/ATG16 (rs2241880)

Para realizar la discriminacién alélica de los polimorfismos de la telomerasa y de
autofagia se realizd PCR a tiempo real, cuyo objetivo es detectar y cuantificar las
secuencias especificas de dcidos nucleicos mediante el uso de fluorescentes en la

reaccion (254).

Para llevar a cabo la discriminacién alélica de los polimorfismos se emplearon sondas
TagMan MGB® (Applied Biosystems) (figura 4.5). Estas sondas son oligonucledtidos
marcados que hibridan especificamente y constan de un donador (fluorocromo) en el
extremo 5, que absorbe energia y pasa al estado excitado, de manera que, al volver al
estado inicial, emite el exceso de energia en forma de fluorescencia. El otro
componente es un aceptor o quencher en el extremo 3" que acepta la energia de la

fluorescencia liberada por el donador y la disipa en forma de calor (255).
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Mientras no haya unidn de la sonda a su blanco, no habra amplificacion y tampoco

sefial de fluorescencia.

Reactivos Cantidades

TagMan® Universal PCR Master NWMix Wo 5 ul
AmpErase® UNG

Sonda-+toligonucledétidos 0.25 1l
ddH O 4.25 M
DNA 0.5 nl

Figura 4.5. Cantidades relativas de los reactivos usados en reacciones de PCR.
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Figura 4.6. Esquema del termociclador utilizados para el genotipado de los polimorfismos. A: Tramo de
pre-PCR; B: desnaturalizacién inicial; C; Desanaturalizacién; D: Anillamiento y elongacién; E: elongacién

final.

Durante la PCR a tiempo real, mientras la sonda conserve su integridad, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor debido a su
proximidad. Sin embargo, durante la amplificacién, la sonda hibrida con su cadena

complementaria de DNA (figura 4.6).
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La enzima DNA polimerasa tiene actividad 5 exonucleasa, por lo que, al desplazarse a
lo largo de la cadena en su capacidad sintética, hidroliza el extremo libre 5" de Ia
sonda. Debido a esto, se produce la liberacién del fluorocromo donador que se
encuentra en ese momento muy alejado espacialmente del aceptor. De esta forma, el
lector es capaz de captar la fluorescencia emitida. Las graficas de puntos resultantes
permiten la discriminacién alélica en cada uno de los pacientes para los polimorfismos

que hemos estudiado (Figura 4.7).
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 4.7. Representacion del genotipado de ATG5, cada nube de puntos representa un genotipado,

siendo homocigotos ambos extremos y heterocizogoto en el centro.
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4.7. Analisis estadistico:

Para las variables clinicas se realizé primero un analisis descriptivo mediante
porcentajes para las variables categdricas y descripcion mediante medias (con
desviacidn estandar) o medianas (y rango inter-cuartilico) para las cuantitativas

(dependiendo de su distribucién normal o no).

Para los objetivos que buscaban asociaciones con el prondstico, se compararon las
diferencias de las variables en funcién del prondstico a los 3 meses utilizando la escala
de Rankin modificada dicotomizada como variable de agrupacion. Las proporciones se
compararon usando test de Chi cuadrado y los test de Student o Mann-Whitney se
usaron para comparar variables cuantitativas entre grupos. El coeficiende Pearson o el
analisis de Spearman se usaron para las correlaciones bivariantes segun la normalidad

O no.

Por la importancia de asentar que la muestra no estaba sesgada por una distribucion
estratificada de las variantes polimérficas debidas a un apareamiento no aleatorio, se
exploré la frecuencia alélica de las muestras mediante Chi cuadrado, con las

frecuencias alélicas esperadas por el principio de Hardy Weinberg.

Los analisis estadisticos se realizaron con los programas informaticos 21.0 para

Windows (SPSS Ibérica, IBM Company).

Para los analisis de los polimorfismos se realizd una dicotomizacion para usar analisis
con dos grado de libertad, asumiendo un modelo dominante en el que clasificamos a
los pacientes en funcidn de que posean o no el alelo que confiere el riesgo en cada uno
de los polimorfismos: en el caso del polimorfismo TERC-63G>A (rs2293607) el alelo G y
en el polimorfismo TERT-1327C>T (rs2735940) el alelo C. En los polimorfismos de
autofagia, el alelo que se ha relacionado con un aumento del riesgo es el G en el

polimorfismo de ATG5 (rs2245214) y el alelo C en polimorfismo ATG16 (rs2241880).
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5. RESULTADOS

5.1.

Descripcion de la muestra:

5.1.1. Caracteristicas basales de la poblacidn:

Hemos estudiado 582 pacientes, de los cuales 291 eran varones (50%) con una media

de edad de 79,4 + 7,8 (DE).

El total de la poblacidn estaba compuesto por 4 grupos:

A. Una cohorte de 135 pacientes con ictus (105 isquémicos y 30 hemorragicos)

Una muestra de 150 pacientes con Demencia vascular.

B
C. Una muestra de 147 pacientes con Enfermedad de Alzheimer.
D

. Una muestra de 150 pacientes como grupo control sin enfermedad.

A continuacion se exponen las principales caracteristicas epidemiolégicas del grupo de

ictus isquémicos y hemorragicos.

Edad y sexo.
Tabla 5.1. Edad y sexo en ictus isquémicos e ictus hemorragicos.
EDAD SEXO
ICTUS ISQUEMICO 76,8 +/- 8.3 32,3% Mujeres/ 67.3% Varones
ICTUS HEMORRAGICO 80,9 +/-9.1 53,3% Mujeres/ 46.7% Varones

Factores de riesgo vascular.

Tabla 5.2. Factores de riesgo vascular en ictus isquémicos e ictus hemorragicos.

HTA DM DISLIPEMIA | TABACO ALCOHOL
ISQUEMIA 78/105(74%) | 30/105(29%) | 48/105(46%) | 30/105(28%) | 12/105(11%)
HEMORRAGIA | 25/30(83%) | 10/30(33%) | 9/30(30%) 7/30(23%) 6/30(20%)
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Mortalidad.

Al igual que el prondstico funcional fue una variabla analizada al afio del ingreso
hospitalario. En los pacientes que presentaron un ictus hemorragico seis fallecieron
(20% del total), mientras que en el grupo de ictus isquémico fallecieron veintitres

(21,9% del total).

El andlisis de la mortalidad en el grupo de ictus isquémico en funcién de la localizacién
territorial del ictus segun la Oxfordshire Community Stroke, refleja que los pacientes
que tuvieron un infarto total de la circulacion anterior (TACI) presentaron mayor

mortalidad (52,2% de los éxitus) en comparacién con el resto de localizaciones (figura

5.1)
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Figura 5.1. Mortalidad en el seguimiento al afio en funcién de la localizacién del ictus.

Al clasificar la mortalidad en funcion de la longitud telomérica, determinando la
longitud media en los pacientes fallecidos tanto en el grupo de ictus isquémico como
en el de ictus hemorragicos observamos que en el grupo de ictus isquémicos fue de

10.45 y en el de ictus hemorragicos de 5.69 (figura 5.2).
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Longitud telomérica y mortalidad
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Ictus isquémico Ictus hemorragico

Figura 5.2. Longitud telomérica media en ictus isquémico y hemorragico que fallecen.

Morbilidad

La morbilidad la analizamos determinando el prondstico funcional de los pacientes, en
funcién de la escala de Rankin modificada, que clasifica a los pacientes en buen y mal
pronéstico funcional, considerando como buen prondstico aquellos pacientes con un

Rankin menor o igual a 2.

En el grupo de pacientes con ictus hemorragico presentaban un buen prondstico
funcional un 36,7% y un mal prondstico funcional en un 63,3%. Esta tendencia se
invertia en el grupo de ictus isquémico, siendo mayor el nimero de pacientes con un

buen pronéstico funcional (59%) (figura 5.3)
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Figura 5.3. Prondstico funcional segun la escala de Rankin modificada.

Leucoaraiosis

La leucoaraiosis segun la escala de Fazekas tuvo los siguientes resultados (figura 5.4).
- Ausencia de lesidn (0): 63 pacientes.
- Existencia de lesiones focales (1): 48 pacientes.
- Confluencia de lesiones (2): 22 pacientes.

- Lesiones difusas (3): 2 pacientes.
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Figura 5.4. Resultados ictus en base a clasificacion de Fazekas: 0: ausencia de lesidn; 1: existencia de

lesiones focales; 2: confluencia de lesiones; 3: lesiones difusas.

Localizacion

Respecto a la localizacién del territorio vascular afectado, los pacientes con ictus
isquémico los clasificamos basandonos en la Oxfordshire Stroke Project Classification

(OCSP) con los siguientes resultados (figura 5.5):

- Infarto lacunar (LACI):38 pacientes (36,2%)

- Infarto parcial de la circulacién anterior (PACI): 31 pacientes (29,5%).
- Infarto total de la circulacion anterior (TACI): 25 pacientes (23,8%)

- Infarto de la circulacién posterior (POCI): 9 pacientes (8,5%)

- Multiinfarto: 2 pacientes (1,9%)
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Localizacion
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Figura 5.5. Localizacion ictus isquémico: PACI (Infarto Parcial de la Circulacién Anterior); TACI (Infarto

Total de la Circulacion Anterior); LACI (Infarto Lacunar); POCI (Infarto de la Circulacién Posterior).

Polimorfismos telomerasa en el subgrupo de ictus
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Figura 5.6. Distribucion de genotipos de TERT-1327 C>T en ictus isquémicos y

hemorragicos.
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Figura 5.7. Distribucidén de genotipos de TERC-63 G>A en ictus isquémicos y

hemorragicos.

Polimorfismos autofagia en el subgrupo de ictus
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Figura 5.8. Distribuciédn de genotipos de ATG5 en ictus isquémicos y hemorrdgicos.
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Figura 5.9. Distribucidon de genotipos de ATG 16L1 en ictus isquémicos y hemorragicos.
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Longitud telomérica y prondstico funcional en

pacientes con ictus (5.2.)

Se estudiaron las eventuales relaciones entre la longitud telomérico y el

prondstico funcional de los pacientes.

Tras analizar, por la prueba de Kolmogorov-Smirnov, que la longitud
telomérica no tenia una distribucién normal, dicotomizamos la longitud
telomérica, mediante la mediana. Aquellos que tenian un valor menor a la
mediana de su grupo formaron el grupo de “telémeros pequenos” y los que tenian un

valor superior a su mediana, formaron el grupo de “telémeros grandes”.

No se encontraron diferencias significativas en las proporciones de
telémeros grandes entre los pacientes con buen y mal prondstico al afio,

definidos estos segln la escala de Rankin.

Tabla 5.3. Pronéstico funcional en base a la longitud telomérica.

Telémeros pequeiios Teldmeros grandes P

Rankin <=2 Rankin >2 Rankin <=2 Rankin >2
Isquemia 23 (24,4%) 14 (14,9%) 38 (40,4%) 19 (20,2%) 0,65
Hemorragia 6 (22,2%) 13 (48,4%) 4 (14,8%) 4 (14,8%) 0,36
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Longitud telomérica en el momento del ictus y al aio (5.3)

Dentro del grupo de pacientes con ictus isquémico y con buen prondstico funcional,
definido segun la escala de Rankin, analizamos al afio en 22 de esos pacientes, una
segunda medida de la longitud telomérica para establecer si existian diferencias con el
resultado basal. En la primera medida, en el estudio basal al ingreso del paciente, la
media de la longitud telomérica fue de 10,27. Mientras al aifo, en esos 22 pacientes

con buen prondstico funcional fue de 14,07 (figura 5.10)

Las diferencias en la longitud telomérica fueron estadisticamente significativas, con

una p< 0,001.
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Figura 5.10. Longitud telomérica basal y al afio.
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Relacion entre los polimorfismos de la telomerasa y el

prondstico funcional (5.4.)

Siguiendo un modelo dominante, se clasificd en dos grupos en funcidn del alelo que
esté en relacion con disfuncion de la telomeresa. En el caso de TERC-63G>A
(rs2293607) la presencia del alelo G, y en el TERT-1327C>T (rs2735940) la presencia de
C.

Tabla 5.4. TERT y prondstico funcional.

Buen Mal pronoéstico

prondstico

CCyCT 63 (56,8%) 48 (43,2%) NS
T 10 (43,5%) 13 (56,5%) NS
Total 73 (54,5%) 61 (45,5%)

Entre el polimorfismo de la telomeresa TERT (rs2735940) y el prondstico
funcional de pacientes con ictus no hubo asociacidén estadisticamente

significativa (p=0,244)

Tabla 5.5. TERC y prondstico funcional.

Buen Mal pronéstico

prondstico

GGYyAG 69 (53,1%) 61 (46,9%)
AA 4 (80%) 1 (20%) NS
Total 73 (54,1%) 62 (45,9%) NS

No se encontrd asociacidon estadisticamente significativa entre el
polimorfismos de la telomeresa TERC (rs2293607) y el prondstico funcional

(p=0, 236).
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Objetivo principal 4: Relacion entre los polimorfismos de

autofagia y prondstico funcional (5.5.)

Para analizar una posible asociacién entre los diferentes polimorfismos se
siguié también un modelo dominante, en el cual se clasificaba a cada alelo
de los polimorfismos en dos grupos, en funcién de que posean el alelo que
segun los estudios se ha relacionado con una disfuncion de la autofagia.

Para el polimorfismo ATG5 (rs2245214) el alelo G, y en el caso de ATG16 el

alelo C.

Tabla 5.6. ATG5 y prondstico funcional.

Buen Mal pronéstico
prondstico
GGy CG 41 (50%) 41 (50%) NS
cc 32 (60,4%) 21 (39,6%) NS
Total 73 (54,1%) 62 (45,9%)

No se identifico relacion estadisticamente significativo entre el
polimorfismo de autofagia ATG 5 (rs2245214) y el prondstico funcional
(p=0,237). Ni tampoco entre el polimorfismo ATG 16 (rs2241880) y el

prondstico funcional (p=0,469).

Tabla 5.7. ATG16 y prondstico funcional.

Buen Mal pronéstico

prondstico

CCyCT 58 (55,8%) 46 (44,2%) NS
T 15 (48,4%) 16 (51,6%) NS
Total 73 62
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RESULTADOS SECUNDARIOS

Caracteristicas epidemiologicas de los diferentes

grupos de estudio (5.6)

La edad de los pacientes con ictus isquémicos era menor, y el grupo de mayor
edad eran los pacientes diagnosticados de Enfermedad de Alzheimer, con

diferencias significativamente estadisticas (p<0,05)

Edad

Control
Alzheimer
Demencia vascular

Ictus hemorragico

Grupos de estudio

Ictus isquémico
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Figura 5.11. Edad en los diferentes grupos de estudio.

En la figura 5.12 se observa que la proporcién de mujeres era significativamente menor en la

cohorte de pacientes con ictus isquémico, siendo mayor en el grupo control (p<0,05)
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Figura 5.12. Porcentaje de mujeres en los diferentes grupos de estudio.

La distribucion de factores de riesgo tampoco fue completamente homogénea:
- La proporcion de hipertensos fue mayor en los pacientes con ictus hemorragicos y en la
demencia vascular y, en cambio, significativamente menor en los controles.
- Menor proporcidn de diabetes mellitus en el grupo control, siendo mayor en pacientes
con demencia vascular.
- Dislipemia: mayor proporcién en la demencia vascular, siendo menor en los ictus
hemorragicos.
- Tabaco: la proporcion de fumadores fue mayor en la demencia vascular, y menor en el
grupo control.
- Alcohol: el consumo endlico de riesgo fue menos frecuente en los controles y en grupo

de enfermedad de Alzheimer.
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Factores de riesgo vascular
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Figura 5.13. Factores de riesgo vascular en los grupos de estudio.

No se encontraron diferencias significativas en la distribucién de los diferentes genotipos de

los polimorfismos entre las diferentes muestras. Ni para los polimorfismos de la telomerasa ni

para los de la autofagia.
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Figura 5.14. Distribucion de genotipos de TERC-1327 C>T en cada grupo.
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Figura 5.15. Distribucion de genotipos de TERC-63 G>A en cada grupo.
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Figura 5.16. Distribucion de genotipos de ATG 5 en cada grupo.
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Longitud telomérica en los diferentes grupos (5.7)

A continuacidn exponemos los valores medios de la longitud telomérica en los diferentes

grupos de estudio (Tabla 5.8) y en la figura 5.18 su representacion grafica.

Tabla 5.8. Media de la longitud telomérica en los diferentes grupos de estudio.

N MEDIA DESVIACION TiPICA
ISQUEMIA 94 10,279 4,547
HEMORRAGIA 27 7,163 2,833
DEMENCIA VASCULAR 28 7,199 1,811
ALZHEIMER 25 7,389 2,204
CONTROLES 28 11,002 2,684
TOTAL 202
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Figura 5.18. Media de longitud telomérica de los diferentes grupos de estudio.
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Al no tener distribuciéon normal se obtuvo la mediana y se clasificé a los pacientes en
dos grupos: aquellos que tenian un valor menor a la mediana de su grupo formaron el
grupo de “ teldmeros pequefios ” y los que tenian un valor superior a su mediana,

formaron el grupo de “ telémeros grandes ”.

En la figura 5.19 representamos la proporcidn en cada uno de los grupos

Telomeros pequenos/grandes
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Figura 5.19. Proporcidn telémeros pequefios/grandes en los diferentes grupos.

En la figura 5.19 se observa que en el grupo de ictus isquémico y en los controles la proporcidn
de telédmeros de mayor tamafio es mayor que en los otros grupos, destacando el ictus
hemorragico, con una frecuencia mayor de telémeros de menor tamafio, existiendo

diferencias estadisticamente significativas (p=0,025).

Las diferencias dadas en cada grupo de estudio en base a la longitud telomérica, podria estar
influenciada por la edad de los pacientes, por lo que analizamos las diferencias existentes en

base a la edad.

Se clasificd a los pacientes en tres grupos: adultos jovenes (hasta 50 afos) , adultos (de los 50 a
los 75 afios) y mayores (mayores de 75 afios). En este Ultimo es en el que se representa el
mayor numero de pacientes, y en el que se mantenian las diferencias objetivadas de forma
global, siendo estadisticamente significativa la diferencia entre los ictus isquémicos y el grupo

control respecto al resto de grupos (p<0,001).
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Figura 5.20. Proporcion de teldmeros en mayores.
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Longitud telomérica y factores de riesgo vascular (5.8)

Se analizd en un primer momento una eventual relacién entre los factores de riesgo y

la longitud telomérica, siendo sus resultados detallados a continuacioén:

Tabla 5.9. Relacion longitud telomérica con los factores de riesgo en ictus isquémicos.

Telomeros pequeios Telédmeros grandes p

Factores de riesgo S| NO Sl NO

HTA 27 % 10 % 40 % 17 % 0,77
DM 9% 28% 19 % 38% 0,35
Dislipemia 18 % 19 % 23 % 34 % 0,42
Tabaco 8% 29% 18 % 39% 0,29
Alcohol 1% 36 % 9% 48 % 0,04
Lacunar 19 % 18 % 31% 26 % 0,77
Placas 17 % 20% 34 % 23 % 0,19
Estenosis 9 % 28 % 16 % 41 % 0,68

Se observé una relacion estadisticamente significativa entre la longitud telomérica y el
consumo de alcohol en pacientes con ictus isquémicos, de manera que en aquellos que

tienen teldmeros de mayor tamafio existia mayor nimero de pacientes alcohélicos.

Se analizaron ademas de los factores de riesgo clasicos, otros datos como la presencia

de infartos lacunares previos, placas de ateroma en el estudio doppler, estenosis

carotideas y la localizacién.
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Este ultimo dato, en funcidn de la Oxfordshire Stroke Project Classication (OCSP), que
clasifica los ictus en base a su localizacidn, sin existir diferencias en los resultados

(p=0,46).
Se realizé un analisis similar en los ictus hemorragicos para determinar si la presencia

de factores de riesgo podrian influir en la longitud telomérica, con los siguientes

resultados:

Tabla 5.10. Relacion longitud telomérica con los factores de riesgo en ictus hemorragico.

Teldmeros pequeinos Telédmeros grandes p
Factores de riesgo  SI NO Sl NO
HTA 15% 4 % 7% 1% 0,60
DM 8% 11% 2% 6 % 0,40
Dislipemia 4% 15 % 4% 4% 0,13
Tabaco 5% 14 % 2% 6 % 0,94
Alcohol 4% 15 % 2% 6 % 0,82

No se objetivé ninguna relacién entre los factores de riesgo clasicos y la longitud

telomérica en los pacientes con ictus hemorragicos.
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Polimorfismos de telomerasa y autofagia y factores de riesgo

vascular (5.9)

Se analizd una posible relacion entre los polimorfismos de telomeresa, TERT (rs2735940) y
TERC (rs2293607), con los factores de riesgo vascular, sin objetivarse asociacion

estadisticamente significativa.

Tabla 5.11. Polimorfismos de telomeresa y factores de riesgo vascular.

TERT p TERC p
Factores de riesgo CCyCT T AGy GG AA
HTA 65(61,9%) 12(11,4%) 0,43 74(70,5%)  4(3,8%) 0,76
DM 22(20,9%) 7(6,6%) 0,25 29(27,6%) 1(0,9%) 0,66
Dislipemia 38(36,1%) 9(8,6%) 0,65  45(42,8%)  3(2,8%) 0,51
Tabaco 22(20,9%) 7(6,6%) 0,25 27(25,7%)  3(2,8%) 0,11
Alcohol 7(6,6%) 3(2,8%) 0,26  10(9,5%) 1(0.9%) 0,47

De igual manera, no se identificé relacidn estadisticamente significativa, entre los
polimorfismos de autofagia ATG 5 (rs2245214) y ATG 16 (rs2241880) con los factores de riesgo

vascular clasicos (Tabla 5.12).

Tabla 5.12. Polimorfimos de autofagia y factores de riesgo vascular.

ATG5 p ATG16 p
Factores de CGyGG CcC CCyCT TT

riesgo

HTA 49(46,6%) 29(27,6%) 0,18  57(54,3%) 21(20%) 0,38
DM 19(18,1%) 11(10,4%) 0,57  24(22,8%) 6(5,7%) 0,47
Dislipemia 30(28,6%) 18(17,1%) 0,50  35(33,3%) 13(12,4%) 0,61
Tabaco 15(14,3%) 15(14,3%) 0,23  20(19,04%) 10(9,5%) 0,19
Alcohol 6(57%)  5(4,7%) 0,74  6(57%) 5(5,7%) 0,09
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6. DISCUSION:

6.1 Introduccion:

En este trabajo hemos explorado el posible papel que dos grupos de mecanismos
celulares relacionados con el envejecimiento celular (longitud de los teldmeros y
autofagia) podrian tener en la patogenia y, por tanto, en el pronéstico de varios

procesos neuroldgicos, fundamentalmente en el ictus.

6.2 Analisis de la poblacion estudiada.

Segun los datos del estudio INTERSTROKE, que determind los factores de riesgo tanto
en ictus isquémicos y hemorragicos en un total de 22 paises diferentes, nuestros datos

se extrapolan en gran manera a sus resultados (256).

Hay diferencias que es oportuno comentar, como la edad media, siendo de 66 afios en
los paises desarrollados que participaron en el estudio (incluso menor en paises en vias
de desarrollo), mientras que en nuestra poblacién la edad media del ictus isquémico es
de 76 afios y el ictus hemorragico de 80 afios. Esto puede deberse al envejecimiento de
la poblacién, con un aumento de la esperanza de vida que en los proximos afios ird en

aumento (figura 1.1.) en los paises occidentales (2).

Las diferencias en la edad media, ain mayores respecto a paises subdesarrollados o en
vias de desarrollo, puede deberse a diferencias geograficas o a que enfermedades
como la desnutriciéon o enfermedades infecciosas estan viendo disminuida su
prevalencia a favor de enfermedades crénicas como el ictus o el infarto de miocardio,
lo que hace que la prevalencia del ictus en dichos paises esté en aumento, a lo que se

suma la carencia de estrategias de prevencién (257,258).
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En cuanto a los factores de riesgo, son equiparables los resultados tanto en ictus
isquémicos como hemorragicos, siendo similares la HTA, el tabaquismo y el habito
endlico, siendo la mayor diferencia en el grupo de hemorragias la presencia de
pacientes diabéticos de un 33% frente al 10% del INTERSTROKE, probablemente
debido a la importante diferencia de edad en nuestro grupo, siendo mayor la

prevalencia de diabetes en nuestra poblacién octogenaria.

6.3 Otras variables del estudio.

Si nos ceflimos a otras variables que hemos incluido, como es la localizacion, en
nuestro estudio destaca la presencia de una alta frecuencia de TACI (total anterior
circulation infart). Nos hemos basado para categorizar los diferentes subtipos de ictus
en la OCSP (Oxfordshire Community Stroke Proyect) prupuesta por Bamford et al en
1991, que incluye infartos lacunares (LACI), de circulacion posterior (POCI), totales de

circulacidn anterior (TACI) y parciales de circulacidn anterior (PACI) (259).

Si comparamos datos en funcion de OCSP con estudios poblacionales como el
INTERSTROKE, los pacientes que se presentaron clinicamente como un TACI fue de un
23,8%, mientras que en el mencionado estudio fue de tan sélo un 7%. En cambio en
una revision sistematica basada en el prondstico en base a la localizacién, de Paci et al

(260), nuestros resultados son practicamente similares.

Hay que destacar el hecho de a que todos nuestros pacientes no se les realizé ninguna
terapia de reperfusién, ya que la muestra sanguinea se extrajo en las primeras 24
horas del ingreso, cuando en nuestro centro hospitalario si se les realiza cualquier
terapia de reperfusién ingresan en la Unidad de Cuidados Intensivos las primeras 24-48

horas.
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Por lo tanto, es de esperar que nuestros resultados de pacientes con infartos totales
de la circulacion anterior fuese aun mayor del que hemos obtenido, ya que son los
pacientes que mayor beneficio pueden obtener de tratamientos de fibrindlisis o

endovasculares.

Este dato adquiere aln mayor importancia si, al igual que el estudio de Paci et al,
comparamos datos de prondstico funcional en base a la localizacion del ictus. Las tasas
de mayor mortalidad fueron en aquellos pacientes con mayor extension de la
isquemia, como se puede esperar en un primer momento, siendo de un 52% en los
TACI si tenemos en cuenta la mortalidad al afio. Si lo comparamos con el total de TACI

de nuestra serie (25 pacientes), casi el 50% de nuestra serie habia fallecido al afio.

Hay que hacer varios matices a esta afirmacion: por una parte, es logico pensar que los
infartos mas extensos estén en relacién con peor pronéstico funcional, como nuestro
estudio, ya que tanto el deterioro clinico precoz como el pronéstico final dependen de
la severidad inicial del ictus (261-263). Lo que no es de esperar, o al menos si requiere
de una reflexidn, es que practicamente el 50% de los pacientes con infarto total de la
circulacion anterior fallezcan al aino. Como hemos comentado anteriormente, no
hemos incluido pacientes fibrinolisados que en el periodo de tiempo en el que se

realizé el estudio era el Unico tratamiento de reperfusién aprobado (264).

Aungue ahora mismo sélo sea una conjetura, un porcentaje de esos pacientes se
beneficiarian en la actualidad del tratamiento endovascular, desde que en 2015 se ha

aprobado como tratamiento de eleccidn en estos pacientes (265-269).

AUn asi, y dado que estamos analizando nuestra serie, la mortalidad de los TACI puede
ser debida fundamentalmente a que al no realizarse ningun tratamiento de
reperfusion es de esperar un peor prondstico funcional, a lo que se suman las
complicaciones debidas a la inmovilizacién y mayor riesgo de complicaciones como

broncoaspiraciones.
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Respecto al resto de localizaciones, los infartos lacunares ocupan el segundo lugar en
mortalidad. Esto puede deberse, a la mayor heterogeneidad clinica con la que puede
manifestarse (disartria-mano torpe, hemiparesia ataxica, sindrome motor puro,
sindrome sensitivo puro, sindrome sensitivo-motor), y a que los infartos lacunares
pueden presentar con mayor frecuencia un empeoramiento clinico tras el primer
evento vascular. Aungue el mecanismo de un eventual empeoramiento no esta
establecido, si que se sugiere un mayor déficit en aquellos con sindrome motor puro, o
gue esté en relacidon con niveles altos de glucemia, al igual que la progresion de

ateromatosis de pequefio vaso (270-272).

En nuestra serie, los infartos parciales de la circulacién anterior son los siguientes
respecto a la mortalidad, coincidiendo con otras series, si bien estas se basaban en el

prondstico a corto plazo, no en el seguimiento al afilo como hemos realizado (259,273).

Si nos basamos en datos globales, llama la atencion la alta tasa de mortalidad en
nuestro estudio, siendo de un 20% en ictus hemorragicos y un de 21,9% en ictus
isquémicos. Si lo comparamos con el INTERSTROKE tan sdlo fue de un 7%, si bien, hay
gue tener en cuenta, que la mayoria de los estudios en los que se realiza el
seguimiento tras presentar un ictus se marca el prondstico funcional a los 3 meses, y
en nuestro caso lo hemos realizado al aio, lo que también puede determinar esa alta

tasa de mortalidad.

También hay que destacar el hecho de que los ictus isquémicos presenten mayor
mortalidad. Esto puede ser debido a que a corto plazo tras un ictus, las hemorragias
estan relacionadas con mayores tasa de mortalidad independientemente de la edad, el
sexo y los factores de riesgo vascular, si bien esa diferencia que inicialmente es 4 veces

superior, tras los 3 meses del ictus se va recortando (274,275)
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Esto afianza el hecho de que tras un afio es de esperar que las tasas de mortalidad
practicamente sean semejantes, a pesar de que en nuestra serie los pacientes con
hemorragias presenten factores que estan implicados con un mayor riesgo y peor
prondstico como son la mayor ingesta de alcohol que en el grupo de ictus isquémicos

(276).

Otro dato que puede explicar dichas tasas de mortalidad, es que la edad de nuestros
pacientes es mayor que en otras series y de que no se les ha administrado ningun

tratamiento de reperfusion.

En lo que respecta al prondstico funcional, un 59% del grupo de ictus isquémico
presentaban al aflo un buen prondstico, definido por una puntuacién menor o igual a 2
de la escala de Rankin, mientras que un 41% estaban incluidos en el grupo de mal
prondstico. Por otra parte, en los ictus hemorragicos, un 36,7% tuvieron un buen

prondstico funcional, mientras que un 63,3% un mal prondstico funcional.

Si nos basamos Unicamente en esos datos, podemos concluir que se cifien a lo que se
espera de que el ictus hemorragico tiene peor prondstico funcional que el ictus

isquémico, aunque dicha informacidn puede tener sus matices.

Hay muchos estudios sobre el pronéstico funcional a corto plazo, y medirlo a los 3
meses de tener el evento vascular es lo habitual, ya que es la medida estandarizada
que se utiliza en los ensayos clinicos (277-280). La recuperacion tras un ictus es
heterogénea, con muchos factores interrelacionados, pero lo que habitualmente
observamos en la practica clinica es una recuperacién hasta alcanzar una meseta,

aungue un empeoramiento en la discapacidad a mas largo plazo es plausible.

Algunos estudios han medido el prondstico funcional a largo plazo, y han concluido
que a los 3 meses de tener un ictus, el prondstico no es estable, y que 1 de cada 6
pacientes puede sufrir un deterioro entre los 3 y 12 meses en el seguimiento (281-

284).
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En un registro Sueco, la mortalidad a los 3 meses era de un 13,2% vy al afo de un 18%,
cifras que se aproximan a las tasas de mortalidad de nuestro estudio de un 20%.
Incluso sélo en los pacientes que eran dependientes el porcentaje variaba de un 16.2%

a los 3 meses, hasta un 28,3% (285).

Probablemente el hecho de que no hemos tenido en cuenta quienes han padecido una
recurrencia del ictus en el seguimiento pueda influir en los resultados ya que tras la

recurrencia las tasas de mortalidad son mayores que tras un primer evento.

6.4. Estudio de la longitud telomérica.

6.4.1. Tamaiio del telémero en los diferentes grupos de estudio.

Incluimos en el estudio otros grupos poblacionales de enfermedades a las que se las ha
relacionado con el tamafio de los telémeros. Para ello, elegimos dos grupos de
enfermedades neurolégicas que se han relacionado con una menor longitud
telomérica, fundamentalmente la enfermedad de Alzheimer que es la que mas
estudios acapara (286-290), y la demencia vascular (291). El acortamiento telomérico
se ha relacionado con deterioro cognitivo, patologia amiloidea y una hiperfosforilacion
de tau, jugando un papel patogénico fundamentalmente en la enfermedad de
Alzheimer. El otro grupo que elegimos fue un grupo control, sano, sin patologia

neurolégica, del mismo grupo de edad (292).

Para realizar las medidas oportunas hemos empleado PCR cuantitativa comparativa
relativa (252,253), que tiene una gran correlacion con la que hasta la fecha habia sido
la técnica de eleccion, que es la medida de los fragmentos de restriccion, la cual ha
guedado relegada como gold standard por ser un proceso lento, que precisa de
grandes cantidades de DNA, y cuya medida puede estar afectada por la inclusion de

secuencias subteloméricas (293).
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Una forma alternativa es la hibridacion in situ florescente (FISH) cuantitativa (Q-FISH),
gue utiliza una sonda marcada que se una al DNA, con el claro inconveniente de que

precisa cromosomas en metafase, siendo limitado su utilizacion (294).

Ha surgido una nueva variante que es FISH de flujo (Flow-FISH) que auna las
caracteristicas de la técnica FISH con las ventajas de la citometria de flujo, pudiendo
diferenciar distintos tipos de células (295). Como desventaja necesita una gran

calibracidn del sistema.

Otras técnicas son de gran aplicacién para detectar los telémeros mas cortos,
denominada Universal STELA, pero que requiere de un proceso laborioso, y mas largo
de duracidén, lo que implica una desventaja a la hora de realizar estudios poblacionales

(296).

Por todos estos motivos, se ha considerado la PCR cuantitativa comparativa relativa,
como la de mayor aplicacién para nuestro estudio poblacional, con las claras ventajas
de que no precisa como en otros estudios cromosomas en divisidn, que no se incluyen
secuencias subteloméricas en la medida del tamafio del teldémero, que nos permite
adquirir resultados en un corto periodo de tiempo y que estos son altamente

reproducibles.

Una vez realizadas las mediciones oportunas en cada grupo de estudio, observamos
como habia diferencias en la longitud telomérica entre los diferentes subgrupos
poblacionales incluidos. Asi el grupo control, sano, tenia mayor longitud telomérica,
siendo algo menor con la media de los ictus isquémicos. Sin embargo, estos dos
grupos, se diferenciaban en gran manera con la media de los otros 3 grupos, ictus

hemorragicos, demencia vascular y enfermedad de Alzheimer.
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El acortamiento de los teldmeros es un mecanismo que se ha demostrado en
fibroblastos, células madre hematopoyéticas, leucocitos, queratinocitos, células
epiteliales y células endoteliales (297-302). Este acortamiento se ha vinculado a una
predisposicion de padecer determinadas enfermedades como el cancer, enfermedades
neurodegenerativas, y patologia cardiovascular. Aunque hay estudios que determinan
que en pacientes sanos con la edad se produce un acortamiento de los telémeros, en

nuestro estudio este hecho no lo hemos visto reflejado (292).

Para analizar una eventual influencia de la edad en nuestros resultados respecto a la
longitud telomérica, dividimos nuestros grupos poblacionales en funcién de la edad,
manteniéndose la diferencia de que en el grupo control el tamaiio del telémero era el
mayor en todos los grupos de edad, lo que nos permite considerar que en sujeto
sanos, sin enfermedades crénicas, y con la Unica presencia de factores de riesgo en un

bajo porcentaje de ellos, el tamafo del telomero se mantiene estable.

Los pacientes con ictus isquémicos presentaban un tamafio de los teldmeros menor
gue el grupo control, con la Unica diferencia de que en este grupo el porcentaje de
todos los factores de riesgo vascular clasicos era mayor. Nuestra hipdtesis es que la
diferencia de tamano de los telémeros entre ambos grupos puede ser a expensas de

una significativa diferencia de factores de riesgo en el grupo de ictus isquémicos.

Hay estudios que reflejan una relacién entre el acortamiento de los telémeros, y la
presencia de HTA, diabetes mellitus, dislipemia y tabaquismo (303-308). Estos factores
se sumarian al estrés oxidativo, a la inflamacién y al aumento del turnover celular

como los principales determinantes del acortamiento telomérico.

Si comparamos el grupo control y los ictus isquémicos, con los otros 3 subgrupos
poblacionales las diferencias son significativas. Tanto en los ictus hemorragicos, como
en la demencia vascular y la enfermedad de Alzheimer de nuestra serie es

francamente menor el tamafio de los teldmeros.
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Este hecho es conocido, en lo que consideramos como enfermedades degenerativas

como se trata de la enfermedad de Alzheimer y la demencia vascular.

Como hemos comentado anteriormente la enfermedad de Alzheimer es la patologia
neuroldgica en la que mas se ha vinculado el tamano del telémero con la probabilidad
de padecer dicha enfermedad. La hipdtesis que mas se vincula es la influencia del
estrés oxidativo en su patogenia, el cual puede contribuir a la erosion del telomero y
causar un acortamiento acelerado. Los estudios que se han realizado con grupos
controles, van en contra de pensar que estos teldmeros mas cortos sean una simple
aceleracién del proceso de envejecimiento (287). Esta ultima afirmacion la
corroboramos con la diferencia existente en nuestro estudio (media de longitud

telomérica en el grupo control de 11,002 y en el grupo de Alzheimer 7,38).

Respecto al ictus hemorragico, la longitud media de los teldmeros era similar a la
demencia vascular y a la enfermedad de Alzheimer. Su diferencia marcada respecto al
grupo control y al de ictus isquémicos, con los cuales compartia un perfil similar de
factores de riesgo vascular clasicos y similares margenes de edad, nos hace pensar que

el menor tamafio de los teldmeros pueda influir en la patogenia de la enfermedad.

La cuestidn de si la pérdida del tamafio del telémero es un factor causal en la
patogenia del ictus hemorragico, o si tanto el menor tamafio telomérico como el ictus
hemorragico son causados por un mecanismo etioldgico diferente requiere
investigaciones afiadidas, aunque existen datos de apoyo que nos hacen pensar que
sean un factor afiadido a los ya conocidos factores de riesgo dentro de la patogenia de

la enfermedad (166,167).
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6.4.2. Longitud telomérica y prondstico funcional en los ictus.

Como objetivo fundamental, una vez establecido que el tamafio del telémero es
diferente en los grupos poblacionales estudiados, buscamos identificar una eventual
relacién entre la longitud telomérica en los ictus isquémicos y hemorragicos con el

pronéstico funcional al afio.

Para ello, analizamos el prondstico de los 135 pacientes con ictus, su prondstico
basandonos en la escala de Rankin modificada. En nuestro estudio no encontramos
relacion entre la longitud y el pronédstico funcional. No existen datos en la literatura
acerca de un posible papel del tamano de los telémeros y su relacion con el prondstico
funcional. Se ha descrito una menor longitud telomérico y el riesgo de padecer un
ictus, bien sea isquémico o hemorragico, pero no el papel que puede jugar en el

prondstico de nuestros pacientes.

No obstante, si que hemos encontrado diferencias en la longitud media de aquellos
pacientes que fallecieron en ambos grupos, siendo esas diferencias aun mayores, si
analizamos la longitud de todos los pacientes incluidos en los grupos de ictus

isquémicos y hemorragicos. En los pacientes con ictus isquémicos que fallecieron la

longitud media fue 10,45, mientras que en los ictus hemorragicos fue de 5,69.

Estos datos consideramos que son relevantes dada la alta mortalidad de nuestra serie
en ambos grupos, de un 20%, por lo que en el caso del ictus hemorragico podriamos
sugerir gue no sélo una longitud menor del telémero puede tener un papel en la
patogenia de la enfermedad, sino que puede suponer un riesgo aumentado de

mortalidad.

En otras patologias, como en el sindrome coronario agudo, también se ha establecido
una relacién entre una menor longitud telomérica y una mayor incidencia de muerte
por cualquier causa, sin encontrar mayor incidencia de sucesos cardiovasculares

adversos, incluidos accidentes cerebrovasculares (309).
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Incluso en estudios en pacientes sanos se encontré una menor supervivencia en los
gue presentaban una menor longitud telomérica, fundamentalmente a expensas de

mortalidad cardiovascular y enfermedades infecciosas (310).

Estos resultados, al igual, que la ausencia de relacién con el prondstico funcional en los
ictus isquémicos, habria que refrendarlo en estudios posteriores, con un nimero

mayor de pacientes.

6.4.3. Longitud telomérica al aio.

Los teldmeros son marcadores de estrés oxidativo, y de envejecimiento celular, en un
marcado ambiente proinflamatorio. Todas estas caracteristicas son las responsables
del dafio en el endotelio vascular, y que aunen el proceso final causante del
acortamiento del teldmero. Por ese motivo, los teldmeros se considera que
disminuyen con la edad, y que estan relacionados con la aparicion de diferentes

patologias.

Consideramos que resultaba de interés el comparar en una muestra de nuestra
poblacidn, la longitud telomérica de forma basal, en el momento del ingreso, y una
segunda medida al afio. Se seleccionaron 22 pacientes, de ambos sexos, y todos ellos
cumplian una serie de requisitos: habian sufrido un ictus isquémico, habian recibido
rehabilitacion, se les habia realizado control exhaustivo de los factores de riesgo
vascular, y presentaban un buen prondstico funcional, definido por una puntuacion

menor o igual de 2 en la escala de Rankin.

En esos 22 pacientes, la media de la longitud telomérica fue de 10,27, mientras que al
afo el resultado fue de 14,07. El resultado es estadisticamente significativo con una
p<0,001. De esta manera demostramos una asociacion estadisticamente significativa, a
favor de que el tamafio del teldmero medido al afio en los mismos pacientes se habia

incrementado.
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Dicho resultado es sorprendente si nos basamos en lo que podemos esperar de que los
teldmeros son marcadores de envejecimiento celular, y lo esperado tras un afio, es
que su tamanfo se haya recortado. Cuando nos planteamos su medida, en un grupo con
unas premisas seleccionadas, nuestro objetivo era demostrar una estabilidad del
tamafio si se realizaba un control estricto de los factores de riesgo y los pacientes

tenian un buen prondéstico funcional.

Hay datos en la literatura que apoyan la idea de que un adecuado control de factores
de riesgo, el ejercicio fisico y la dieta retrasan el acortamiento del telémero y

consecuentemente el envejecimiento celular.

El control de los factores de riesgo vascular se ha relacionado con telémeros de mayor
tamano, a través de un aumento de la actividad de |la telomeresa, siendo la fuerza de
asociacion mayor cuando se realiza de forma conjunta control de factores de riesgo y
estilos de vida saludables, como en un estudio de cancer de prdstata en el que la
abstencidn de tabaco, alta ingesta de frutas y verduras, reducir el indice de masa
corporal y el aumento de ejercicio fisico se relacionaba con longitud telomérica mayor
(311). De igual manera, siguiendo las mismas premisas, se realizé un estudio
exclusivamente en mujeres, determinado mayor longitud del telémero, en cada
condicién por separado, siendo la fuerza de asociacién y el tamafio mayor al combinar

todos los factores y estilos de vida (312).

Song et al demostraron que la duracion del ejercicio se relacionaba inversamente con
biomarcadores que dafian el DNA y los teldmeros y con la expresion de p16, un
biomarcador de envejecimiento celular (313). Werner et al, asociaron el ejercicio en
ratones con elevada actividad de la telomerasa y supresion de proteinas apoptaticas,

como p53y pl6 (314).
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En humanos se ha comparado en leucocitos de atletas que tenian una elevada
actividad de la telomerasa y reducido el acortamiento de los telémeros, en
comparacion con personas que no eran atletas (315). Por todas estas razones, el
ejercicio parece estar asociado con una reduccién del estrés oxidativo y un aumento
de expresidn de proteinas que estabilizan el teldmero, y asi reducir el envejecimiento

celular.

Con la dieta existen resultados en la misma linea. En animales, reduciendo la ingesta
de alimentos, se reduce la carga de oxidacién y con ello se reduce el dafio del DNA,
manteniendo las células biolégicamente jovenes e incrementando la esperanza de vida
hasta en un 66% (316). Los estilos de vida saludables con dieta rica en frutas y en
verduras, combinado con el ejercicio, la disminucidn del indice de masa corporal y la
abstencion del habito tabaquico esta en relacionado con telémeros de mayor tamafio
(310). También se ha relacionado un mayor tamafio con la toma de vitamina Cy E

(317).

El tamafio del telémero es un indicador del envejecimiento bioldgico, en el que
influyen tres posibles mecanimos. Por una parte, el estrés oxidativo como hemos
venido comentado con anterioridad. Un segundo mecanismo es la inflamacion crénica
que promueve el acortamiento del telémero, especialmente en leucocitos,
posiblemente por un aumento del turnover celular (318). Y por ultimo, un aumento de

la resistencia a la insulina puede contribuir a la erosion del telémero (319).

Estos mecanismos probablemente expliquen el efecto protector en el tamario del
teldmero, que tiene el control de los factores de riesgo, el ejercicio fisico, y una dieta
saludable. Asd podriamos explicar los resultados que hemos obtenido en nuestro
estudio, con la aportacion que supone el realizar dos medidas del mismo paciente al
afo, demostrando que no sélo se estabiliza el tamafio del telé6mero en pacientes que

se cumplen esas premisas, sino que incluso aumenta.
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Los estudios que se han realizado con anterioridad se basan en una Unica medida de la
longitud del teldmero, por lo tanto consideramos que el realizar un seguimiento del
tamarfio del teldmero nos puede ayudar a entender la implicaciones fisiopatoldgicas
del telémero en la fisiopatologia del ictus, con las modificaciones que puede suponer
el control de los factores de riesgo y estilos de vida que realizamos como prevencion

secundaria en nuestros pacientes.

6.4.4. Longitud telomérica y factores de riesgo.

En nuestra muestra objetivamos una relacion estadisticamente significativa entre la
longitud telomérica y el consumo de alcohol en pacientes con ictus isquémicos, de
manera que tenian los teldmeros mas largos aquellos que consumian alcohol. Todos
los pacientes que eran consumidores de alcohol, fueron definidos como consumidores
“moderados”, clasificando el consumo de alcohol entre aquellos que no consumian
nada, moderados si ingerian menos de 3 unidades/diarias de alcohol, y un alto
consumo si este era mayor. Los 10 pacientes del grupo de ictus isquémicos que
aseguraron realizar una ingesta habitual, fueron definidos en base a ese criterio como

“moderados consumidores”.

El consumo de alcohol tiene multiples aceptaciones que lo relacionan como habito
saludable o como perjudicial para la salud en funcion de la cantidad ingerida. Por una
parte el exceso se ha asociado a multiples enfermedades, incluyendo el riesgo para
muchos tipos de cancer (320). Por otra parte, su consumo ligero o moderado, se
considera que ejerce notables efectos beneficiosos, reduciendo el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, y ayudando a preservar el nivel cognitivo y el estado

fisico con la edad (321-324).
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Muy pocos estudios han analizado la relacién de la longitud telomérica y el consumo
de alcohol. En un estudio de casos y controles comparando el consumo social y el
abuso, este fue relacionado con menor tamafo del teldmero, probablemente debido a
la relacion entre el exceso de consumo de alcohol y la carcinogénesis (325). Mientras
gue en otro, incluso se relaciona el acortamiento del telémero con un consumo

moderado (326).

Aunque los mecanismos por los cuales el alcohol puede actuar en la actividad de la
telomerasa no son conocidos, podemos especular que un consumo moderado, como el
de nuestros pacientes con ictus isquémicos podria influir en mantener una mayor
longitud telomérica, de la misma manera que ejerce efectos cardiosaludables, su
consumo moderado podria resultar en un beneficio para frenar el envejecimiento
celular. Con el tamafio muestral que tenemos de consumidores de alcohol (1 con
teldmeros pequefios y 9 con teldmeros grandes) seria interesante aumentar el tamafio
muestral e incluir consumidores de abuso en pacientes con ictus para objetivar que
diferencias podemos encontrar, ya que hasta la fecha es el Unico estudio que relaciona

el consumo de alcohol con la longitud telomérica.

No hemos encontrado relacion entre otros factores de riesgo y la longitud telomérica
ni en el grupo de ictus isquémico ni en el de ictus hemorragico. Se han identificado en
otros estudios relacion entre el habito tabaquico y el tener teldmeros mas cortos,
basado en el estrés oxidativo al que se exponen los fumadores, y por la produccién de
citoquinas que determinan una ambiente proinflamatorio en el que se promueve el
acortamiento del telémero (327,328). También se han encontrado relaciones entre la
diabetes y una menor longitud del telémero, siendo mas escasa la asociacién con otros

factores de riesgo (329).
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6.5. Analisis de los polimorfismos de la telomerasa.

Para determinar los genotipos de los polimorfismos de la telomerasa estudiados
utilizamos PCR a tiempo real, que es la que habitualmente se utiliza en los diferentes
estudios. Existen otras técnicas como el southern blot o hibridacién in situ con el
inconveniente de que precisa de mayor tiempo y mayores cantidades de DNA, y los
microarrays con la clara ventaja de poder obtener secuenciacién genémica, pero a
expensas de alto coste. Por estos motivos, la PCR es la que se utiliza en la mayoria de
estudios en este campo, lo cual también supone la ventaja de poder comparar los

resultados obtenidos con los de otros estudios.

Nuestros objetivos fueron dos: buscar una relacién entre los polimorfismos con la
presencia de factores de riesgo vascular, y por otra parte, y al igual que hicimos con el

tamarfio del teld6mero analizar una eventual relacién con el prondstico funcional.

Tanto con el polimorfismo TERT 1327C>T (rs2735940), como con el polimorfismo
TERC-63G>A (rs2293607) no hemos encontrado una asociacion estadisticamente
significativa con los factores de riesgo, y en nuestra muestra tampoco hemos

encontrado que dichos polimorfismos tengan un papel prondstico.

El papel de la telomerasa y la presencia de factores de riesgo se han analizado con
anterioridad, fundamentalmente su relacién con la hipertension arterial (HTA). Segun
Pérez-Rivera et al, existe una asociacién entre la hipertension arterial (HTA) y el
polimorfismo TERT 1327C>T (rs2735940), de manera que los portadores del alelo C
gue se asocia a disfuncion de la telomerasa presentan con mayor frecuencia HTA
(330). En otro estudio se demostrd que ratones deficitarios del componente de RNA de

la telomerasa (TERC -/-) eran hipertensos con mas frecuencia (331).
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En el ictus, tanto isquémico como hemorragico, parece evidente que existe un
componente genético que influye en la aparicidon de los ictus, aunque aun esta lejos de
quedar establecido (332). Este componente, tampoco estd definido si hablamos del
prondstico funcional de nuestros pacientes (333). Los modelos mas amplios y
validados aceptan que conocemos un 50% de los factores que estan implicados en el
prondstico. Por este motivo, sugerimos que el papel de la genética pueda ser un factor

relevante en el 50% del prondstico que desconocemos (56).

El que no hayamos encontrado relacion entre los polimorfismos estudiados y el
prondstico se puede deber a varios motivos. Cuando se hacen estudios de genes
fundamentalmente son de dos tipos: estudios de gen candidato como el nuestro y los
que analizan todo el genoma, conocidos como estudios de genotipado masivo o GWAS

(Genome Wide Association studies).

Por una parte, cuando se buscan polimorfismos de genes candidatos en enfermedades
multifactoriales como es el ictus, nos encontramos con que puede haber varios rasgos
genéticos no definidos, ya que el ictus es una patologia poligénica. Hay que entender
gue en las enfermedades multifactoriales la fuerza de un Unico factor suele ser infima,
si no se tienen en cuenta el resto de factores, mas si cabe cuando hablamos de

genética.

Otro motivo indiscutible, es que el nUmero de pacientes es pequefio, cuando el
objetivo es determinar la influencia de un polimorfismo, que habitualmente requiere
poblaciones de miles de pacientes. Este tamafio muestral como el de nuestro estudio,
suelen conllevar escasa potencia estadistica, que en ocasiones se resuelve con la
realizacion de meta-analisis, aunque los resultados diferentes de cada poblacion,
incluso de etnias diferentes, hace que tengan menos relevancia dichos analisis

conjuntos.
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Si hablamos en concreto de los polimorfismos de la telomerasa, se han realizado
diferentes estudios buscando una relacion con la patologia vascular cerebral, tras
mostrar que el polimorfismo de TERT (rs2735940) y variantes cercanas a TERC estaban
relacionadas con el tamano del teldmero, sugiriendo una participacién de relevancia
de genes asociados a telémeros en el mantenimiento de su biologia (334). Se realizé el
estudio ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) desarrollado en 15, 792 personas
de entre 45 y 64 afios, identificdndose una asociacion entre dos polimorfismos
(rs2736122 y rs2853668) y la incidencia de enfermedad coronaria e ictus en
afroamericanos (335). En un estudio realizado en 23294 mujeres caucdsicas con
polimorfismos en 11 genes candidatos, no se encontrd relacidén con variaciones
genéticas de TERC, aunque si con otros genes candidatos que fueron asociados con un

aumento del riesgo de ictus isquémico (336).

Probablemente, replicando los resultados de diferentes polimorfismos de otros genes
implicados en el mantenimiento del telémero pueda ayudar a determinar si las
variantes genéticas asociadas con la homeostasis del teldmero influyen en el riesgo de

patologia vascular cerebral.

6.6. Analisis de los polimorfismos de autofagia.

En el caso de la autofagia, analizamos dos polimorfismos: ATG5 (rs2245214) y ATG16L1
(rs2241880). De la misma manera, que con los polimorfismos de |la telomeresa,
determinamos una eventual relacion con la presencia de factores de riesgo clasicos y

un posible papel como marcador prondstico.

Tanto con el polimorfismo ATG5 (rs2245214) como con el polimorfismo ATG16L1
(rs2241880) no hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa con la
presencia de factores de riesgo, ni tampoco que estos polimorfismos tengan un papel

con el prondstico en nuestra serie.
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El papel de la autofagia en la patogenia del ictus es controvertido. Es conocido su
figura esencial en la fisiologia de la célula, y como las alteraciones en el proceso de
degradacion y reciclaje de componentes celulares influye en la patogenia de de
diferentes enfermedades, incluido la patologia vascular cerebral (337). Alguna
investigacion indica que el ictus induce activacidn de la autofagia (338). Mientras
diferentes estudios reportan que la autofagia causa disminucidén energética,
fragmentacion del DNA y dafio severo de los componentes intracelulares (339-341),
otros estudios le dan a la autofagia un papal protector frente al ictus isquémico (342-

345)

Existen cada vez mas datos que reflejan que la autofagia en el sistema nervioso central
se puede activar por la isquemia, hipoxia, deprivacién energética, estrés oxidativo y
neurotoxinas (346-349), siendo su accidén inicial aportar respuesta a la célula ante la
falta de nutrientes, de ahi que se relacione con la isquemia, considerando que activa

tras la falta de nutrientes secundaria a la isquemia (350-352).

Incluso se han determinado en un estudio biomarcadores de autofagia en liquido
cefalorraquideo y suero de pacientes con ictus isquémico, Beclinl y LC3B, y

correlacionandose con un buen prondstico funcional (353).

Seleccionamos dos polimorfismos con un papel central en la fisiopatologia de la
autofagia, siendo ATG 5y ATG16L1 destacados en la formacién de la autofagosoma, y
a los que se les ha relacionado con otras patologias como el lupus o la enfermedad de
Crohn, pero en nuestro estudio no hemos encontrado relacién en nuestro estudio ni
con el ictus isquémico ni con el hemorragico, ni en su relacién con los factores de

riesgo vascular ni con el prondstico funcional.
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CONCLUSIONES.

- La longitud telomérica en los pacientes con ictus isquémicos y en el grupo
control es mayor que en los ictus hemorragicos, en la demencia vascular y en la

enfermedad de Alzheimer.

- En los pacientes con ictus isquémicos, la longitud telomérica se relaciona de
forma significativa con el habito endlico, de modo que los consumidores

“moderados” se relacionan con una longitud del teldmero mayor.

- No hemos demostrado asociacion significativa entre la longitud telomérica y

otros factores de riesgo cardiovascular.

- No hemos encontrado asociacidn significativa entre la longitud telomérica y el

prondstico funcional ni en ictus isquémico ni en ictus hemorragico.

- En pacientes con buen prondstico funcional basados en la escala de Rankin al
ano, la longitud del teldmero aumenta de forma significativa, por lo que el
control de factores de riesgo y habitos de vida saludables como la dieta y el
ejercicio fisico, pueden frenar el envejecimiento celular, y con ello el

acortamiento telomérico.

- No se ha objetivado asociacidn estadistica entre los polimorfismos de la
telomerasa TERT-1327C>T (rs2735940) y TERC-63G>A (rs2293607) y los factores
de riesgo vascular clasicos ni con el prondstico funcional en ictus isquémicos y en

ictus hemorragicos.
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- No se ha objetivado asociacion estadistica entre los polimorfismos de autofagia
ATGS5 (rs2245214) y ATG16L1 (rs2241880), y los factores de riesgo vascular
clasicos ni con el prondstico funcional en pacientes con ictus isquémicos y

hemorragicos.
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