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el acortamiento telomérico en pacientes con EPOC después de un seguimiento de 3

afios (r=-0,49, p = 0,001, ajustado por edad) 56

Figura 17. Diagrama de flujo que representa la evaluacion de los pacientes y los

individuos sanos considerados para el analisis en el presente estudio 58

Figura 18. Longitud de los telomeros (T/S) en pacientes no fumadores con obstruccién

del flujo de aire, en comparacion con fumadores con EPOC y controles sanos 60
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ABREVIATURAS.
ADN: acido desoxirribonucleico.

ANOVA: andlisis de la varianza. LOCF: arrastre de la dltima
a tiempo real. observacion disponible, del inglés, last

observation carried forward.
COPD: del inglés, Chronic Obstructive

mMRC: escala modificada para el
Pulmonary Disease. estudio de la disnea, del inglés, modified

CV: Coeficientes de varianza. Medical Research Council

Dlco. capacidad de difusion del KCO: coeficiente de transferencia

- . alveolo-capilar del ~monoxido de
mondxido de carbono en el pulmdn.

carbono.

EPOC: enfermedad pulmonar

. . PaO,: presién parcial de oxigeno en la
obstructiva crénica. 2 P p 9

sangre arterial.

FEV1: Volumen espiratorio forzado en el

primer segundo PaCO;: presion parcial de dioxido de

carbono en la sangre arterial.

FEV1/FVC: cociente del volumen

. . . PM6M: prueba de la marcha de 6
espiratorio forzado en el primer segundo

y la capacidad vital forzada. minutos.

FVC: capacidad vital forzada. gPCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa.

GLIM: modelo lineal generalizado
TL: longitud telomérica.

GOLD: Iniciativa global para el estudio
de la EPOC, del inglés, Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease.

T/S: ratio de la longitud telomérica
relativa.

HR: Hazard ratio. T/S_mCh: Cambio en T/S con

respecto a su media en el tiempo.
IMC: indice de masa corporal

IC/TLC: cociente entre la capacidad
inspiratoria y la capacidad pulmonar

total.
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RESUMEN

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) puede estar asociada con un
envejecimiento acelerado. El acortamiento telomérico es el biomarcador de
envejecimiento por excelencia. En este trabajo se conté con una cohorte bien
caracterizada con seguimiento anual, de 681 pacientes fumadores con EPOC,
fumadores sin EPOC, controles no fumadores sin enfermedad respiratoria, y pacientes
no fumadores con obstruccion de la via aérea similar a la EPOC. Se realizaron
mediciones anuales de longitud telomérica relativa mediante gPCR a toda la cohorte y
se recogio en una base de datos las variables clinicas y de funcién pulmonar de cada
paciente en cada visita. Las medidas absolutas de longitud telomérica se obtuvieron

mediante la técnica de Southern Blot en un subgrupo de 40 pacientes de la cohorte.

En el estudio transversal se observé que los pacientes fumadores con EPOC, al ser
comparados con los fumadores sin la enfermedad, presentaron un acortamiento
acelerado de los teldmeros, y esta tasa de desgaste dependia de la longitud inicial de
los mismos. Asi mismo, se observé que el acortamiento de los telémeros se asocia con
la limitacion del flujo de aire independientemente del tabaquismo, al analizar los
pacientes fumadores con EPOC frente a los no fumadores con obstruccion de la via
aérea. El estudio longitudinal de la cohorte permiti6 encontrar una asociacion
significativa entre el acortamiento acelerado de los teldmeros y el empeoramiento
progresivo del intercambio gaseoso pulmonar, la hiperinsuflacién pulmonar y afectacion
extrapulmonar en pacientes con EPOC a lo largo de 10 afios de seguimiento. Ademas,
los telomeros persistentemente mas cortos durante este periodo de observacion

aumentaron el riesgo de mortalidad.
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ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) may be associated with accelerated
aging. Telomere shortening has been proposed as a biomarker of aging. In this study, a
well-characterized cohort with annual follow-up, of 681 smoking patients with COPD,
smokers without COPD, non-smoking controls without respiratory disease, and non-
smoking patients with COPD-like airway obstruction was analysed. Annual
measurements of relative telomeric length were performed using gPCR in the entire
cohort and the clinical and pulmonary function variables of each patient were collected
in a database at each visit. Absolute measurements of telomere length were obtained

using the Southern Blot technique in a subgroup of 40 patients in the cohort.

In the cross-sectional study, it was observed that smokers with COPD, when compared
with smokers without the disease, presented accelerated telomere shortening, and this
wear rate depended on their initial length. Likewise, it was observed that telomere
shortening is associated with airflow limitation regardless of smoking when analysing
smokers with COPD versus non-smokers with airway obstruction. The longitudinal study
of the cohort found a significant association between accelerated telomere shortening
and progressive worsening of pulmonary gas exchange, pulmonary hyperinflation, and
extrapulmonary involvement in COPD patients over a 10-year follow-up. Furthermore,
persistently shorter telomeres during this observation period increased the risk of all-

cause mortality.
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- INTRODUCCION
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Introduccion

1.- Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

Definicién.

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es una enfermedad comun,
prevenible y tratable que se caracteriza por sintomas respiratorios persistentes y
limitacion del flujo de aire (definida espirométricamente por el cociente FEV1/FVC < 0,7)
debido a anomalias en las vias respiratorias y / o alveolares generalmente causadas por
una exposicion significativa a particulas o gases nocivos, principalmente por el tabaco,
e influenciados por factores del huésped incluyendo desarrollo pulmonar anormal. Se

asocia frecuentemente con comorbilidades que pueden tener un impacto en la

morbilidad y la mortalidad. (Agarwal et al., 2013)

La respuesta inflamatoria que se produce juega un papel fundamental ya que contribuye

a la aparicién de dos patologias:

Enfisema: agrandamiento anormal y permanente de los espacios aéreos distales hasta
los bronquiolos terminales, que se acompafia de la destruccion del parénquima sin

fibrosis evidente y que generalmente se asocia al tabaquismo. Figura 1

Alvéolo normal Alvéolo con enfisema

Alvéolo

Figura 1. Enfisema. Imagen adaptada disponible en https://www.health.harvard.edu/media

/content/ images/cr/205041.jpg
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Introduccion

Bronquitis crénica: implica el engrosamiento de las paredes de los bronquios e
hipersecrecién mucosa con tos y expectoracién durante un periodo de al menos tres

meses al afio durante dos afios consecutivos. Figura 2

BRONQUITIS

Traquea a .

~Bronquio
Inflamacion

)

V&N Pulmones ) N

Bronquitis . l&

¥ 7

y I

Inflamacién

_ Mucosidad

Figura 2. Bronquitis crénica. Imagen adaptada, disponible en https://www.nationaljewish.org
/NJH/media/img/Conditions/bronchitis.png?width=298&height=212

1.1.- Prevalencia.

La EPOC es una enfermedad que aumenta con la edad. En nuestro pais se han

realizado tres estudios epidemiolégicos importantes, IBERCOP, EPISCAN | y Il. Segun

el estudio EPIS-CAN 11 (2021) el 11,8 % de la poblacién mayor de 40 afios en Espafia

padece enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), concretamente en Canarias
es del 11,1%. Las diferencias son significativas entre hombres y mujeres, con una
prevalencia del 14,6 % y del 9,4 % en el &mbito nacional, respectivamente, mientras que
en la comunidad canaria estos porcentajes van desde el 14,9 % en hombres y 8,9% en

mujeres.
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Introduccién

La EPOC es una enfermedad infradiagnosticada, con un 74,7% de pacientes que

desconocen que la padecen en toda Espafia, siendo este dato en Canarias del 70,6%.

En mayores de 80 afios, la prevalencia aumenta hasta el 34,7 % en hombres y el 26,1%

en mujeres, por lo que, de media, la EPOC afecta a casi uno de cada tres individuos

mayores de esta edad. (Soriano et al., 2021) (Figura 3)

o Hombres Mujeres Ambos sexos
Andalucia 10,2 6,7 8,5 79,6
Aragén 14,5 10,7 12,6 76
Asturias 9,1 572 7.1 78
C. Valenciana 12,1 9,1 10,4 74
Cantabria 15,2 7,6 11,3 70,1
Castilla-La
Mancha 13 6,4 97 87,3
Castilla y Leén 13,8 8,8 10,7 87,7
Catalufia 22,7 11,9 17,3 80,6
Extremadura 21,1 12,7 16,9 82,3
Galicia 22,8 10,2 16,8 72,8
|. Baleares 13,6 8,5 11,1 71,2
|. Canarias 14,9 8,9 1.1 70,6
La Rioja 11,7 7,6 9,6 41,2
Madrid 11,5 16,6 14 67,9
Murcia 10,5 8,2 9,4 85,5
Navarra 16 12,3 13,5 68,2
Pais Vasco 16,5 6 10,1 60,7
O 14,6 94 11.8 74,7

Figura 3. Tabla con las prevalencias de la EPOC en Espafia, en las diferentes comunidades

auténomas y diferenciadas por sexo. (Soriano et al., 2021)

1.2.- Etiologia.

El tabaquismo es el factor de riesgo mas importante de la progresion de la enfermedad.

En estudios prospectivos de cohortes se estima que el riesgo absoluto de desarrollar

EPOC entre fumadores es 10 veces superior que entre no fumadores. Aun asi, entre el

35y el 50% de fumadores desarrollaran a lo largo de su vida una EPOC. El riesgo es
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Introduccion

proporcional al consumo acumulado de tabaco, de tal forma que el riesgo es del 26%
en los fumadores de 15-30 paquetes al afio, y se incrementa al 51% en los fumadores

de més de 30 paquetes al afio.

Una proporcion de casos de EPOC ocurre en personas que no han fumado nunca. Entre
estas personas no fumadoras, el tabaquismo pasivo es un factor de riesgo que se ha
implicado en la patogenia de la EPOC. El tabaquismo pasivo es la inhalacion involuntaria
del humo de otra persona que fuma tabaco. Aunque se produzcan riesgos de salud
inferiores a los del tabaquismo activo, obviamente, estos no solo son evitables, sino
involuntarios. Diversos estudios observacionales han demostrado que el tabaquismo

pasivo se asocia a un mayor riesgo de EPOC. (Miravitlles et al., 2017)

También ha sido descrito como factor de riesgo la inhalacién de otras sustancias
procedentes del uso de biomasa (madera, carbon, residuos vegetales y abonos), fuente
principal de energia en paises en desarrollo, siendo a nivel mundial, este tipo de
exposicion muy significativo, lo que segun la GOLD afecta alrededor de unos 3000
millones de personas. En el estudio National Health and Nutrition Examination Survey
Il (NHANES 1Il), en los EE. UU., se constat6 que la exposicién ocupacional puede ser

causa de un 19 % de los casos de EPOC.

No se ha definido claramente si la contaminacion ambiental esta implicada en el
desarrollo de la EPOC. Se sabe que una gran exposicion a la misma tiene una influencia

nociva en personas con enfermedades del aparato respiratorio. (GOLD, 2020)

Existen otros factores como la alteracion del desarrollo pulmonar durante la infancia
(Lange et al., 2015), una mala alimentacion, el estado socioeconémico y padecer
enfermedades tales como asma croénica, secuelas de tuberculosis o bronquiectasias que
pueden llegar a provocar la aparicion de obstruccion en la via aérea en pacientes no

fumadores. (Salvi & Barnes, 2009)
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Introduccion

1.3.- Patogenia.

La patogenia de la EPOC depende de la interaccion entre los factores ambientales y
genéticos. Se han identificado varios mecanismos que intervienen en el desarrollo y

evolucion de la enfermedad.

El enfisema debido a la deficiencia de alfa-1-antitripsina (AAT) es una enfermedad
autosémica recesiva, en la que bajas concentraciones de los niveles de esta proteina
dan lugar a una afectacion pulmonar enfisematosa, independiente del tabaco, aunque
se agrava ante la exposicién de este. Esta es la Gnica forma de expresion de EPOC que
esti asociada con alteraciones en un solo gen y que no requiere interaccion con factores
ambientales (Lara, 2010). Todos los demés casos de la enfermedad parecen ser el
resultado de alteraciones moleculares que se deben a una interacciéon compleja entre

multiples genes y factores ambientales.

Se han identificado distintos genes relacionados con la disminucién de la relacién entre

el volumen espirado en el primer segundo (FEV:) y la capacidad vital forzada (FVC)
como el gen de la SERPINA2 que codifica un inhibidor del plasminégeno tisular que se

expresa en el epitelio de la via aérea.

En los pacientes con EPOC el proceso inflamatorio persiste ain después de dejar de
fumar. Estariamos ante una posible etiopatogenia autoinmune con un desbalance entre

proteinasas y antiproteinasas, favoreciendo el incremento de estrés oxidativo y

disminuyendo o inactivando distintas antiproteinasas (a1-antitripsina, inhibidores
tisulares de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP)), a la vez que
promoviendo la liberacién de proteinasas (elastasa, catepsina G, catepsina B, catepsina

L, catepsina Sy proteinasa-3). (Diez et al., 2009)

El estrés oxidativo juega un papel importante en la patogénesis de la EPOC, ya que

puede danar directamente los componentes del tracto respiratorio y exacerbar otros
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mecanismos involucrados. Se ha observado que existe un aumento de distintos
marcadores de estrés oxidativo (ROS), tanto en el aire exhalado, como en la orina, en

el suero/plasma de los pacientes con EPOC.

La inflamacién crénica en la EPOC se asocia con un aumento en la produccion de
diversos mediadores y proteinas proinflamatorias, incluidas las citocinas, quimiocinas,
enzimas inflamatorias, receptores y moléculas de adhesion, que estan reguladas por
factores de transcripcion génica. Destacan las citocinas proinflamatorias, como TNF-q,
IL-1B8 e IL-6 y entre los mediadores, los que son quimiotacticos para las células
inflamatorias, en particular leucotrienos B4 y la IL-8. Los factores de crecimiento, incluido
el TGF-B, que induce fibrosis en las vias respiratorias pequefias, también se consideran
importantes. Los elementos celulares mas importantes en la inflamacion en la EPOC
son células epiteliales, neutrofilos, macrofagos alveolares, linfocitos CD8 y eosindfilos.

(Cavalcante & Bruin, 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos subyacentes al desarrollo de la EPOC. La respuesta inflamatoria en el
pulmén ante agentes irritantes depende de la interaccion multifactorial de distintos elementos,

nocivos, ambientales y genéticos que van a dar lugar a diferentes patologias como respuesta del
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sistema inmune. Imagen adaptada propiedad de Cavalcante & Bruin, 2009 disponible en

International Journal of COPD.

1.4.- Comorbilidades.

La EPOC a menudo coexiste con otras enfermedades (comorbilidades) que pueden
tener un impacto significativo en el pronostico. Algunas de ellas surgen
independientemente de la EPOC, mientras que otras pueden estar relacionadas
causalmente, ya sea con factores de riesgo compartidos o por una enfermedad que

aumenta el riesgo o agrava la severidad de la otra.

Es posible que las caracteristicas de la EPOC se compartan con otras enfermedades y,
como tal, este mecanismo representa un vinculo entre la EPOC y algunas de sus
comorbilidades (cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, osteoporosis, anemia
normocitica, diabetes mellitus, hipertension, sindrome metabdlico). Ademas, se observa
una mayor frecuencia de depresion y de trastornos de ansiedad. Este riesgo de
enfermedad comérbida puede incrementarse por las secuelas de la EPOC, por ejemplo,

reduccion de la actividad fisica o fumar. (Barnes & Celli, 2009)

Independientemente de que la EPOC y las enfermedades comoérbidas estén
relacionadas o no, el manejo del paciente con EPOC debe incluir la identificacién y el
tratamiento de sus comorbilidades. Es importante destacar que las comorbilidades con
sintomas también asociados con la EPOC pueden pasarse por alto, por ejemplo,
insuficiencia cardiaca y cancer de pulmon (disnea) o depresion (fatiga y reduccion de la

actividad fisica).

Hay evidencias de que existe una amplia asociacion entre la EPOC y el cancer de

pulmon. La asociacion entre enfisema y cancer de pulmén es mas fuerte que entre la
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limitacion del flujo de aire y el cancer de pulmon. El mayor riesgo se observa en sujetos
con ambos hallazgos. La edad avanzada y los antecedentes de tabaquismo aumentan

aln mas el riesgo.

Las comorbilidades aumentan el riesgo de hospitalizacién y mortalidad en pacientes con
EPOC, especialmente a medida que la obstruccion de las vias respiratorias se vuelve

mas grave. (Barnes & Celli, 2009)
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Figura 5. Comorbilidades de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Imagen

adaptada propiedad de Barnes & Celli, 2009, disponible en European Respiratory Journal.

1.5.- Mortalidad.

La falta de reconocimiento y el infradiagnéstico de la EPOC afectan a la precision de los
datos de mortalidad. La institucion GOLD: “estrategia mundial para la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC)” proyecté que la EPOC, que ocup6 el sexto lugar
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como causa de muerte en 1990, se convertiria en la tercera causa de muerte en todo el
mundo para 2020. Actualmente es la tercera causa de muerte en paises desarrollados
detras de las enfermedades cardiovasculares y neoplasias (Soriano et al., 2017). Este
aumento de la mortalidad se debe principalmente a la creciente epidemia de tabaquismo
(aumento de mujeres fumadoras), la reducciéon de la mortalidad por otras causas
comunes de muerte y el envejecimiento de la poblacién mundial, especialmente en los
paises de ingresos altos; y escasez de terapias eficaces para modificar la enfermedad.

(Vestbo et al., 2013)

2.- EPOC y envejecimiento.

El envejecimiento es una degeneracion progresiva de los tejidos que tiene un impacto
negativo en la estructura y funcién de los 6rganos vitales. Es uno de los factores de

riesgo mas importantes para la mayoria de las enfermedades cronicas.

El envejecimiento se caracteriza por la pérdida de la integridad fisiolégica, la disminucion
de la homeostasis, la degeneracion progresiva de los tejidos y la capacidad reducida
para responder a los estimulos ambientales, que contribuyen a un mayor riesgo de

enfermedad y muerte. (Kirkwood, 2005)

El aumento mundial de la esperanza de vida ha ido acompafiado de un aumento en la
prevalencia de enfermedades relacionadas con la edad que resultan en una morbilidad
y mortalidad significativas, y representan una enorme carga para la salud publica y los

recursos econémicos.

Muchos de los cambios que ocurren en los pulmones durante el envejecimiento normal,

como la disminucion de la funcién pulmonar, la pérdida de la retraccion elastica
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pulmonar y el agrandamiento de los espacios aéreos distales, también estan presentes

en la EPOC.

Se ha constatado la presencia de senescencia celular en los pulmones enfisematosos,
estimada por diferentes factores como telémeros acortados, moléculas
antienvejecimiento disminuidas, y niveles elevados de inflamacion y estrés oxidativo, en
comparacién con pulmones sanos, lo que sugiere un envejecimiento acelerado en los

pulmones de pacientes con EPOC. (MacNee, 2016)

El hecho de que la prevalencia de la EPOC aumenta exponencialmente con la edad, y
el que estos pacientes sufren de enfermedades propias del envejecimiento 10 o 20 afios
antes de lo observado en personas sin la enfermedad soportan esta hipétesis. (Divo et

al., 2018)

Al estudiar otras enfermedades pulmonares como la fibrosis pulmonar idiopatica,
también se ha observado que entre el 20% y el 25% de estos pacientes tenian longitudes
teloméricas por debajo del percentil 10 en relacién con los sujetos control de la misma
edad (Cronkhite et al., 2008). Los telémeros cortos en algunos pacientes pueden ser

el resultado de polimorfismos genéticos y de factores ambientales, como el tabaquismo.

2.1.- Biomarcadores de envejecimiento.

Existen distintas caracteristicas biolégicas que contribuyen al proceso de
envejecimiento. Estas se van manifestando con el paso de los afios y han servido de
biomarcadores de envejecimiento en multitud de estudios cuya finalidad es comprender

cudl es el impacto del paso del tiempo en los diferentes organismos. (Figura 6)
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Figura 6. Representacion de los eventos biol6gicos que contribuyen al proceso envejecimiento.
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Imagen propiedad de Lépez-Otin et al., 2013 disponible en Cell.

La inestabilidad genémica es uno de los eventos bioldgicos asociados al envejecimiento.

El ADN a lo largo de la vida se ve continuamente atacado por agentes fisicos, quimicos
y biolégicos exdgenos, asi como por amenazas enddgenas que incluyen errores en la
replicacion del ADN, reacciones hidroliticas espontaneas y especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Hoeijmakers, 2009). Para ello, los organismos han desarrollado
mecanismos de reparacion de ADN que son capaces de combatir la mayor parte del

dafio infligido al ADN nuclear. (Lord & Ashworth, 2012)

Existen regiones cromosomicas, como los telémeros, son particularmente susceptibles
al deterioro relacionado con la edad (Blackburn et al., 2006). Las ADN polimerasas
replicativas carecen de la capacidad de replicar completamente los extremos terminales
de las moléculas de ADN lineales, una funcién especializada de la telomerasa. La
mayoria de las células somaticas de mamiferos no expresan la telomerasa y esto
conduce a la pérdida progresiva de las secuencias protectoras de los telomeros en los

extremos cromosomicos.
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Otro mecanismo importante en el proceso de envejecimiento lo constituyen las

alteraciones epigenéticas que afectan a todas las células y tejidos a lo largo de la vida

(Talens et al., 2012). Los cambios epigenéticos implican alteraciones en los patrones
de metilacion del ADN, modificacion postraduccional de las histonas y remodelacion de
la cromatina. Los sistemas enzimaticos multiples que aseguran la generacién y el
mantenimiento de patrones epigenéticos incluyen ADN metiltransferasas, histonas
acetilasas, desacetilasas, metilasas y desmetilasas, asi como complejos de proteinas

implicados en la remodelacion de la cromatina.

El envejecimiento y algunas enfermedades relacionadas con el envejecimiento estan

relacionadas con la homeostasis proteica o0 proteostasis (Powers et al., 2009). Todas

las células aprovechan una variedad de mecanismos de control de calidad para
preservar la estabilidad y la funcionalidad de sus proteomas. Todos estos sistemas
funcionan de manera coordinada para restaurar la estructura de los polipéptidos mal
plegados o para eliminarlos y degradarlos por completo, evitando asi la acumulacion de
componentes dafiados y asegurando la renovacion continua de las proteinas
intracelulares. En consecuencia, muchos estudios han demostrado que la proteostasis
se altera con el envejecimiento (Koga et al., 2011). La expresién crénica de proteinas
desplegadas, mal plegadas o agregadas contribuye al desarrollo de algunas patologias
relacionadas con la edad, como el Alzheimer, el Parkinson y cataratas. (Powers et al.,

2009)

Los polimorfismos genéticos o mutaciones que reducen las funciones de la hormona del
crecimiento GH, receptor de IGF-1, receptor de insulina o efectores intracelulares como
AKT, mTOR y FOXO, se han relacionado con la longevidad, lo que ilustra el gran

impacto de vias tréficas y bioenergéticas en la longevidad. (Barzilai et al., 2012;

Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010)
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La disfuncién mitocondrial puede contribuir al envejecimiento al aumentar la produccion

de ROS. El envejecimiento esta asociado con la acumulacion de mutaciones en el ADN
mitocondrial. A medida que las células y los organismos envejecen, la eficacia de la
cadena respiratoria tiende a disminuir, lo que aumenta la fuga de electrones y reduce la

generacion de ATP. (Green et al., 2011)

En cuanto al proceso de senescencia celular, cuyo objetivo principal es evitar la

propagacion y eliminar las células dafiadas y potencialmente oncogénicas de los tejidos,
se observado que las células senescentes aumentan a lo largo de la vida, asumiéndose
que este proceso contribuye al envejecimiento. Se requiere un sistema eficiente de
reemplazo celular que implique la eliminacién de células senescentes y la movilizacion
de progenitoras para restablecer el nimero de células. En organismos envejecidos, este
sistema de renovacion puede volverse ineficiente o agotar la capacidad regenerativa de
las células progenitoras, lo que resulta en la acumulacién de células senescentes que

pueden agravar el dafio y contribuir al envejecimiento.

Las células senescentes, a diferencia de las células apoptéticas, permanecen

metabdlicamente activas y exhiben el fenotipo secretor asociado a la senescencia.

La disminuciéon del potencial regenerativo de los tejidos es caracteristico del

envejecimiento. Por ejemplo, la hematopoyesis disminuye con la edad, resultando en
una disminuciéon en la produccion de células inmunes adaptativas, un proceso
denominado inmunosenescencia, y en una mayor incidencia de anemia y neoplasias

mieloides. (Shaw et al., 2010)

El envejecimiento también implica cambios a nivel de comunicacion intercelular, ya sea

endocrino, neuroendocrino o neuronal (Laplante & Sabatini, 2012; Rando & Chang,
2012; Russell & Kahn, 2007; Zhang et al., 2013). Por lo tanto, la sefalizacion

neurohormonal tiende a desregularse en el envejecimiento a medida que aumentan las
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reacciones inflamatorias, disminuye la inmunovigilancia contra los patégenos y las
células premalignas, y la composicién del entorno intra y extracelular cambia, lo que
afecta las propiedades mecanicas y funcionales de todos los tejidos. (Lopez-Otin et al.,

2013)

2.2.- Telémeros y EPOC.

El acortamiento progresivo de los telémeros produce el envejecimiento de los
organismos. Es por ello por lo que se consideran un biomarcador de la edad biol6gica

(Houben et al., 2008; Mather et al., 2011; Armanios, 2013).

Algunos autores han propuesto que el acortamiento de los telémeros podria acelerarse
en pacientes con EPOC y servir como un biomarcador de progresion de la enfermedad
(Houben et al., 2009), una teoria que tiene cierto respaldo clinico porque la longitud de
los telomeros en leucocitos circulantes de pacientes con EPOC se ha relacionado con
eventos importantes para la salud, como la mortalidad por todas las causas, cancer
(Lee, et al 2012; Jin et al., 2018), exacerbaciones y peor funcién pulmonar. (Albrecht

et al., 2014; Rutten et al., 2016).

Diferentes estudios han demostrado que los pacientes con EPOC exhiben telomeros
mas cortos en leucocitos circulantes en comparacién con fumadores sin EPOC de la

misma edad. (Savale et al., 2009; Mui et al., 2009)

En la poblacion general, la longitud de los telémeros es heterogénea, y oscila entre las
5y 15 Kilobases. La variabilidad de la longitud telomérica entre individuos parece estar

determinada genéticamente (Slagboom & Boomsma, 1994), y ciertos factores
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Introduccion

ambientales como la obesidad, el habito tabaquico o el estrés se han relacionado

negativamente. (Epel, 2009)

Segun estudios previos, los telémeros de leucocitos acortan entre 40 y 105 pares de
bases por afio (Houben et al.,, 2011) y cuando alcanzan una longitud critica, su
capacidad para proteger el ADN disminuye, lo que resulta en la detencion del ciclo
celular y finalmente conduce a la senescencia o la muerte celular por apoptosis (Houben
et al., 2008). La longitud telomérica obtenida de cada paciente es un promedio de las
diferentes longitudes teloméricas de las distintas poblaciones leucocitarias presentes en

la sangre en el momento de la extraccion. (Daniali et al., 2013)

Un estudio reciente en poblacién fumadora sin diagnéstico de EPOC con evaluacion
longitudinal de datos clinicos y con una sola medida de longitud telomérica al inicio del
estudio, observé que aquellos fumadores con teldémeros mas cortos presentaban peor

funcién pulmonar a lo largo del tiempo. (Andujar et al., 2018)

Los estudios que sugieren una asociacion entre la longitud de los telémeros y la funcién
respiratoria fueron de disefio transversal. Ningun estudio de pacientes con EPOC midié
la longitud de los telémeros a lo largo del tiempo ni exploré la asociacion entre los
cambios en la relacion de la longitud de los telémeros con las variables clinicas y

fisioldgicas registradas longitudinalmente.

2.3.- Estructura telomérica.

Los telémeros, extremos de los cromosomas, son esenciales para la proteccién de éstos
frente a la recombinaciéon y a la degradacion. Se trata de estructuras especiales de

cromatina, que en el caso de los vertebrados estan compuestos por repeticiones en
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tandem de la secuencia TTAGGG en la hebra que constituye el extremo 3’ de los
cromosomas, denominada hebra rica en guanina (G-rich strand). (Greider & Blackburn,

1985) (Figura 7)

3 \\J» Centrosoma
D

¢ ) Cromosoma
- ) )
A * @ Q y
Célula

=
ADN
y A

J /4 Telomero

Telomero f / é GGGATT
Guanina / '

Adenina f /l ' ,JJ,—

Tl CCCTAA

Citosina

Figura 7. Representacion de los telémeros de los cromosomas donde se observa el extremo 3

de ADN lineal formado por la secuencia TTAGGG. Imagen libre.

La hebra rica en guanina del ADN lineal telomérico presenta un extremo sobresaliente
que puede formar complicadas estructuras. La formacién de tales estructuras en los
telémeros puede suponer un problema para la replicacion del ADN y para la actuacion

de telomerasa (Gomez et al., 2012). Figura 8
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Introduccion

Bucleen T

Figura 8. Interpretaciéon esquematica del ADN lineal telomérico formando complicadas
estructuras en una configuracion de bucle en T con un bucle en D de desplazamiento. Imagen

adaptada propiedad de Gomez et al., 2012, disponible en International Journal of Oncology.

Los telémeros pierden continuamente repeticiones de TTAGGG cada vez que se
produce una divisién celular debido a la replicacién incompleta de los cromosomas
lineales por las ADN polimerasas convencionales que necesitan una doble de cadena
de ADN para poder actuar, produciéndose el llamado "problema al final de la

replicacion”.

2.3.1.- Latelomerasay proteinas del complejo shelterin.

Los telomeros son el sustrato de la telomerasa, enzima responsable de agregar ADN a
los extremos de los cromosomas, manteniendo asi la longitud de los mismos. Se trata
de una ribonucleoproteina formada por dos componentes principales: un componente
de ARN no codificante (TER, ARN de la telomerasa) y un componente proteico con
capacidad transcriptasa inversa (TERT), transcribe el ARN a ADN. (Giardini et al.,

2014)
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El ADN telomérico no apareado presenta repeticiones en tdndem (secuencia TTAGGG).
La telomerasa reconoce dichas secuencias y realiza una extension del telomero en
direccion 5' - 3, utilizando como molde para la sintesis de ADN, su propia molécula de
ARN sin necesidad de cebador alguno y facilitando la accion de las ADN polimerasas

convencionales. (Figura 9)

Falta de ADN en la hebra

Final sin replicar
/) rezagada

/
5 /
4

ccAATcEE
ITrYYrAGGGaY¥¥AGearrAGes
3

= . . . Telomerasa con su propio ARN molde
La telomerasa extiende el final sin replicar "

De nuevo, la telomerasa extiende el final sin replicar
CcAAamcee
GErYrAGCeOGYYAGGGTYTAGGS ll.'..l

5

Se completa la hebra rezagada
ARN molde

“’s-‘
SETETETE mﬂl‘am ceaaveece”
GdrrAcccrf¥¥Yaccarraces 'lll'..llll'..

ADN polimerasa ——= == Abrazadera deslizante

3

Figura 9. Replicacion del ADN telomérico por parte de la telomerasa. El alargamiento de una
cadena de ADN, a través del mecanismo de transcriptasa es seguido por la sintesis de la otra
cadena de ADN telomérico por ADN polimerasa. Imagen propiedad de Blackburn et al., 2015,

disponible en http://science.sciencemag.org/ , VOL 350 ISSUE 6265.

Las células germinales y algunas células cancerosas expresan altos niveles de
telomerasa, lo que previene el acortamiento critico de los teldbmeros y mantiene la

viabilidad celular.
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Introduccion

En los humanos, un conjunto de seis proteinas esta unido al ADN telomérico,
constituyendo el complejo shelterin, compuesto por: TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1y
POT1 (Palm & de Lange, 2008). Este complejo evita la activacion de la maquinaria de
respuesta al ADN dafiado (DNA damage response, DDR), a nivel telomérico y participa
en la regulaciéon de la actividad telomerasa, a nivel de los extremos cromosémicos

también. (Blasco et al., 2011) (Figura 10)

La deficiencia de telomerasa en humanos se asocia con el desarrollo prematuro de
enfermedades como la fibrosis pulmonar, la disqueratosis congénita y la anemia
aplasica, que implican la pérdida de la capacidad regenerativa de diferentes tejidos
(Armanios & Blackburn, 2012). La evidencia reciente también indica que el
envejecimiento puede revertirse mediante la activacion de la telomerasa. (Jaskelioff et

al., 2011)

Los esfuerzos de investigacion actuales se centran en co6mo nuestro conocimiento de la
biologia de los telomeros y su conexion con las enfermedades humanas se puede
trasladar a la clinica para mejorar la salud. Aunque algunas terapias basadas en los
teldmeros ya han llegado a ensayos clinicos, el camino aun es largo. El hecho de que
la disfuncién de los teldmeros pueda tener resultados diferentes e incluso opuestos en
el envejecimiento y el cancer hace que el objetivo de desarrollar terapias
antienvejecimiento y contra el cancer basadas en los telomeros sea un desafio delicado
que requiere una tecnologia altamente controlable. Los resultados obtenidos en
modelos de ratén con terapia génica de telomerasa como tratamiento para
enfermedades asociadas al envejecimiento y sindromes en telémeros, como tratamiento
terapéutico contra el cancer, constituyen oportunidades prometedoras para un mayor

desarrollo clinico. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para determinar los
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Introduccién

efectos no deseados a largo plazo asociados con la reexpresion exdgena de la

telomerasa. (Martinez & Blasco, 2017)

—

3

o

=
( Ra
‘\\-’;/v

Figura 10. Representacion del complejo proteico shelterin unido al telémero, también llamado al

conjunto de proteinas y telémero, telosoma. Imagen propiedad de Journal Of Genetics and

Biotechnology.
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Hip6tesis y Objetivos

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) puede estar asociada con un
envejecimiento acelerado. El acortamiento de los telémeros es un biomarcador de
envejecimiento ampliamente utilizado. Muchos estudios han tratado de caracterizar la
relacion entre la longitud de los telémeros (TL) y la EPOC, sin embargo, todos estos
fueron disefiados transversalmente, imposibilitando avanzar en predicciones de

causalidad.

HIPOTESIS.

La longitud telomérica y su dinamica podria estar implicada en la etiopatogenia 'y
progresion de la EPOC. La longitud de los tel6meros y su progresion en el tiempo
podrian identificar los pacientes que van a presentar mas comorbilidades. Esto
abriria la posibilidad de establecer terapias preventivas para los pacientes con

mayor riesgo.

OBJETIVOS.

El objetivo general de esta tesis fue estudiar los cambios en la dinamica de acortamiento
en la longitud de los telémeros a lo largo del tiempo en una cohorte bien caracterizada
de pacientes con EPOC e individuos control y comprobar su relacion con parametros
clinicos y de funcion pulmonar. Ademas, evaluamos la influencia del humo del tabaco
y de la obstruccion de la via aérea en la afectacion en la longitud de los telomeros,

analizando a pacientes fumadores y no fumadores con limitacion del flujo de aire.
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Hip6tesis y Objetivos

OBJETIVOS GENERALES:

- Evaluar la historia natural de la longitud de los teldmeros en leucocitos

circulantes en relacion con la progresion de la EPOC.

- Avanzar en los mecanismos etiopatogénicos de la EPOC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar la longitud telomérica en leucocitos circulantes en pacientes con
EPOC e individuos control basalmente y en un seguimiento longitudinal (0, 3, 5

y 10 afios de seguimiento).

- Determinar la longitud telomérica en leucocitos circulantes en pacientes no
fumadores con EPOC e individuos control basalmente para evaluar la influencia
del tabaco frente a la obstruccion de la via aérea en el proceso natural de

acortamiento telomérico.

- Evaluar la relacion de la longitud telomérica y su dinamica de acortamiento con
la evolucion del FEV, con la afectacion extrapulmonar (indice de masa corporal,
indice BODE, capacidad de ejercicio estimada con la prueba de la marcha de 6

minutos), exacerbaciones, comorbilidades y mortalidad.

- Estudiar la posible asociacion entre la longitud de los telémeros y los pacientes

que presentan el fenotipo enfisema (indice de masa corporal, DLco, IC/TLC).
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Materiales y métodos

1.- Disefio del estudio.

Esta investigacion se centra en el estudio del acortamiento telomérico como marcador
del proceso de envejecimiento y su relaciéon con la EPOC. Por lo tanto, el estudio se

aborda desde dos perspectivas:

- Estudio transversal. Comparativa entre los diferentes grupos de estudio:
pacientes con EPOC vs. individuos control fumadores y no fumadores, y
pacientes con EPOC vs. individuos no fumadores con obstruccion de la via
aérea. Se determinaron las medidas de longitud telomérica (dado su implicacion
en el proceso de envejecimiento) en estos grupos de estudio y se analizaron en

relacién con los datos clinicos y de funcién pulmonar registrados basalmente.

- Estudio longitudinal. Se realizé el seguimiento durante 10 afios de los pacientes

con EPOC y los fumadores sanos para estudiar la dinamica de la longitud de los

telémeros y su relacién con las demas variables recogidas.

2.- Cohortes de estudio.

2.1.- Sub-cohorte de pacientes con EPOC.

Para llevar a cabo el presente trabajo se dispuso de los datos clinicos y muestras
biolégicas de pacientes fumadores con EPOC diagnosticados por el Servicio de
Neumologia del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (consultas

externas, laboratorio de funcién pulmonar y planta de hospitalizacién) de Tenerife
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(Espafia) desde el afio 1997 al afio 2019. Estos pacientes forman parte del estudio

observacional BODE. (Celli et al, 2004)

Los pacientes incluidos fueron seguidos anualmente desde el 2002 para el estudio de
la progresion de la enfermedad realizando pruebas funcionales respiratorias, recogiendo
muestras de sangre para su analisis bioquimico rutinario y de biologia molecular, asi
como recogiendo la informacién generada en entrevistas personales, creando asi una
base de datos detallada de esta cohorte. De los 263 pacientes con EPOC que se
reclutaron inicialmente, 136 fueron seguidos 3 afios después, 86 tras 5 afios 'y 42 a lo

largo de una década (Tabla 1).

Criterios de inclusion: Los criterios seguidos para la inclusion de los pacientes EPOC

en este estudio fueron:

- Edad = 35 afios.

- Historial de tabaquismo = 20 paquetes/afio.

- FEV1i/ FVC < 70% (medida 20 minutos después de la administracion de 400 mg
de albuterol inhalado).

- Clinicamente estable = 6 semanas previas al estudio.

- Ausencia de otra enfermedad respiratoria crénica que pudiera alterar las pruebas
de funcién pulmonar.

- No existencia de déficit de alfal-antitripsina.

- Ausencia de comorbilidades importantes que condicionaran su prondstico vital a

corto plazo.

- Incapacidad para realizar las pruebas de funcién pulmonar.

- No cumplir todos los criterios de inclusion.
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Variable Al inicio 3 afios de 5 afios de 10 afios de
seguimiento seguimiento seguimiento

N 263 136 86 42

Edad 64,7+9,7 66,7+9,7 68,7+9,7 73,719,7

Género (hombres %) 73,8 73,5 70,9 66,7
IMC 27,4454 27,5£5,2 27,754 27,3%5,6
FEV1(L) 1,52+0,65 1,45+0,62 1,47+0,63 1,36+0,57

FEV1 (% pred) 57421 57421 58+20 56+19
FVC (L) 2,93+0,93 2,87+0,92 2,84+1,01 2,64+0,88

FVC (% pred) 88+23 89+24 88+24 86124

FEV1/FVC (% pred) 51+12 50£12 52+11 51+10
PaO: 71,5%11,7 68,3+11,4 67,9+11,5 67,6+9,9
PaCO: 42,7455 42,3+5,5 42,616,2 43,445,2

IC/TLC (%) 3419 3148 3249 31+9
PM6M (mts) 481+100 473+£104 475+£105 453+127

DLco 72422 64122 62+22 60+25

Kco T7£27 73+£27 76x26 73128

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas de la sub-cohorte de pacientes con EPOC durante el

periodo de seguimiento.

2.2.- Sub-cohorte de fumadores sin EPOC.

Los pacientes fumadores sin EPOC incluidos en el estudio fueron reclutados en el
Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (Tenerife) y en la Clinica
Universitaria de Navarra. Este grupo control estd compuesto inicialmente por 172
pacientes que contaron con visitas anuales para el registro de variables clinicas y de
funcion respiratoria, asi como para la recogida de muestras de sangre. De estos, se
mantiene registro de 85 pacientes durante cinco afios de seguimiento y de 10 pacientes,

10 afios después (Tabla 2).
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Criterios de inclusién: Los criterios seguidos para la inclusion de los fumadores sin

EPOC control fueron:

- Edad = 35 afios.

- Historial de tabaquismo = 20 paquetes/afio.

- FEV1280%.

- FEV4/ FVC = 70% (medida 20 minutos después de la administracion de 400 mg
de albuterol inhalado).

- Clinicamente estables = 6 semanas previas al estudio.

- Ausencia de enfermedad respiratoria.

Variable Al inicio 5 afios de 10 afios de
seguimiento seguimiento

N 172 85 10
Edad 53,4+10,1 58,4+10,1 63,4+10,1
Género (hombres %) 52,3 64,7 50
IMC 27,8+4,9 28,1+4,1 29,7+4,6
FEV1 (L) 2,91+0,73 2,78+0,72 2,34+0,63
FEV1 (% pred) 101+15 101+17 94+9
FVC (L) 3,76+0,96 3,75+0,92 3,22+0,89
FVC (% pred) 107,30£16 109,38+16 104,20+£15
FEV1/FVC (% pred) 776 7416 735
PM6M (mts) 555472 564269 554+73

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas de la sub-cohorte de fumadores sin EPOC durante el

periodo de seguimiento.
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2.3.- Sub-cohorte de no fumadores sin EPOC.

El grupo de pacientes control no fumadores sin EPOC proceden de una cohorte de
15.00 canarios entre 18 y 75 afios, reclutados dentro del estudio de cohortes de
Canarias CDC. El CDC es un estudio de cohortes que estudia la incidencia de los tres
principales problemas de Canarias: cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares
(Cabrera de Ledn et al, 2008). En el presente estudio se incluyeron 166 pacientes
(Tabla 3) seleccionados en base a presentar por lo menos dos generaciones de
ancestros canarios para disminuir el sesgo de una posible estratificacién poblacional
(Maca-Meyer et al, 2004) y que disponian de datos clinicos y muestras de sangre al

momento de su reclutamiento.

- Edad 2 35 afios.
- Ausencia de historial de tabaquismo.

- Ausencia de enfermedad respiratoria declarada.

Variable Al momento del
diagnoéstico
N 40
Edad 57+7
Género (hombres %) 55
IMC 2815
FEV1(L) 3,06+0,91
FEV1 (% pred) 10517
FVC (% pred) 113+18
FEV1/FVC (% pred) 7745

Tabla 3. Caracteristicas demogréficas y clinicas de la sub-cohorte poblacional no fumadora sin

enfermedad respiratoria, grupo control.
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2.4.- Sub-cohorte de pacientes no fumadores con obstruccién del flujo

aéreo.

El cuarto grupo de estudio lo constituyen 80 pacientes no fumadores con obstruccion de

la via aérea diagnosticados por el Servicio de Neumologia del Hospital Universitario de

Gran Canaria Doctor Negrin (Gran Canaria). Los datos clinicos y de funcion respiratoria,

(Tabla 4) asi como sus muestras de sangre fueron cedidas por dicho centro para

incluirse en el presente estudio.

Criterios de inclusion: Los criterios seguidos para la inclusién de los pacientes no

fumadores con obstruccién de la via aérea en este estudio fueron:

- Edad 2 35 afios.

- Ausencia de historia de tabaquismo.

- FEVi/ FVC < 70% (medida 20 minutos después de la administracion de 400 mg

de albuterol inhalado).

- Clinicamente estable = 6 semanas previas al estudio.

Variable

N
Edad
Género (hombres %)
IMC
FEV:1 (L)
FEV1 (% pred)
FVC (L)

FVC (% pred)
FEV1/FVC (% pred)
PM6M (mts)
IC/TLC (%)

Al momento del
diagnoéstico

80
64,54+9,3
45
29,36+5,4
1,68+0,78
66+19
2,90+1,18
93,19+22
58+9
518+109
38+10

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y de funcién pulmonar de la sub-cohorte control de pacientes

no fumadores con obstruccion del flujo aéreo.
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3.- Aspectos éticos y legales.

Los consentimientos informados de los pacientes fueron recogidos acorde a lo
establecido por la ley 41/2002 (BOE-A-2002-22188). Los resultados que se obtienen
tras la realizacion del presente estudio son confidenciales, sélo teniendo acceso los
miembros del equipo investigador. Esta investigacion cuenta con la aprobacion del
Comité Etico de Investigacion del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

(14/12).

4.- Pruebas clinicas y de funcién pulmonar.

Los datos clinicos y los resultados de las diferentes pruebas de funcién pulmonar que
se realizaron anualmente a los pacientes que participaron en el estudio fueron

registradas en las bases de datos.

Las pruebas espirométricas fueron realizadas con un neumotacografo siguiendo la
normativa de la American Thoracic Society (Miller, 1991), obteniendo datos de FEV;
(Volumen espiratorio forzado: volumen méaximo espirado en el primer segundo de una
espiracion forzada), FVC (Capacidad vital forzada: volumen total que expulsa el paciente

desde la inspiracion maxima hasta la espiracion maxima) y el cociente FEV1/ FVC.

También se midieron la capacidad inspiratoria en reposo (IC, inspiratory capacity) y su
relacion con la capacidad pulmonar total (TLC, total lung capacity), la prueba de difusion
del monéxido de carbono (DLco), su ajuste con el volumen alveolar Kco y la presion

parcial de oxigeno y didxido de carbono en la sangre arterial (PaO,y PaCO,).
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Para medir la capacidad de ejercicio se realizé la prueba de la marcha de los 6 minutos
(PM6M) midiendo la maxima distancia recorrida en un pasillo de 30 metros con registro
oximétrico continuo siguiendo la normativa de la ATS (American Thoracic Society,

2002).

Se calculd el indice BODE que permite una evaluacion multidimensional del paciente a
través de 4 parametros: el IMC (indice de masa corporal, calculado como el cociente del
peso en kilogramos y la estatura en metros al cuadrado), el FEV; (%), la disnea (usando
la escala modificada de la MRC (mMRC), y el resultado de la prueba de la marcha de
los 6 minutos (PM6M). El indice obtenido oscila de 0 a 10, siendo 10 el estadio mas

avanzado de la enfermedad y de peor prondstico para el paciente.

Mediante entrevista a los pacientes junto con la valoracién del registro de las historias
clinicas se evaluaron: el tratamiento recibido, las exacerbaciones (y hospitalizaciones),

las comorbilidades (indice de Charlson) (Charlson et al.,1987) y las causas de muertes.

5.- Preparacion de las muestras de sangre y suero.

Se recolecto la sangre de todos los individuos incluidos en el estudio. Para ello se llevo
a cabo la extraccion de 4 mililitros de sangre venosa recogidos en un Tubo BD
Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2 del cual se separ6 una alicuota de 200 pl para

la posterior extraccion de ADN.

A partir de dos Tubos Separadores de Suero Vacutainer® SST™ || Advance se obtuvo
el suero por centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, y se distribuyé en ocho
alicuotas de 500 pl. Tanto la sangre como el suero se guardaron a -80°C para su

posterior uso.
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Adicionalmente se recogieron un Tubo BD Vacutainer® con anticoagulante EDTA K2,
dos Tubos Separadores de Suero Vacutainer® SST™ Il Advance y un Tubo
Vacutainer® Heparina por cada paciente para llevar a cabo el hemograma y el analisis

bioquimico. También se recogié muestras de la primera orina de la mafiana.

Estas muestras se analizaron en el Laboratorio Central del Hospital Universitario

Nuestra Sefiora de Candelaria.

5.1- Extracciéon v valoracién del ADN.

Se extrajo ADN genémico a partir de 200 pl de sangre total mediante kit QIAamp DNA
Mini Kit (GE Healthcare) siguiendo el protocolo de extraccion tal y como detalla el

fabricante. (Figura 11)

w | | w | |

B — P — B —
Muestra de sangre  Union del ADNala  Lavados Elucion
periférica pretratada columna

con Proteinasa K

Figura 11. Proceso de extracciéon de ADN mediante el uso de columnas de silica.
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La lectura espectrofotométrica a 260 nm con el Nanodrop® (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA), permitié determinar la concentracién del ADN extraido. Como
blanco se empled agua libre de nucleasas. También se midi6 la absorbancia a 280 nm
(A280) para estimar la pureza del ADN: considerandose un grado de pureza 6ptimo si

el cociente A260 / A280 = 1,8.

La integridad del ADN aislado se determiné mediante una electroforesis, visualizandose
una Unica banda de gran tamafio (ADN genémico).
Realizamos diluciones estandarizadas con el objetivo final de obtener una concentracion

final de 10 ng/pl de todas las muestras a analizar.

Las muestras de ADN extraidas y sus diluciones a 10 ng/ul se almacenaron a -20° C

hasta su uso.

tiempo real.

La determinacion de la longitud telomérica (TL) en las muestras de ADN gendmico de
la cohorte se llev6 a cabo mediante la técnica de PCR a tiempo real descrita previamente

por Cawthon, 2009.

Esta técnica permite la cuantificacion relativa de la longitud telomérica a través del
célculo del ratio T/S. Este ratio representa la proporcion entre el nimero fijo de
repeticiones en tandem de la secuencia telomérica (T) presentes en la muestra y el

numero de copias de un gen de copia Unica (S), el gen de la albimina.
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Las reacciones de amplificacion de las repeticiones teloméricas y del gen de copia Unica
se realizaron de forma conjunta en la misma reaccién de amplificacién (reaccién
multiplex) (Figura 12). Las muestras se analizaron por triplicado y en placas de 96

pocillos (Applied Biosystems™ MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1mL)

180
160
140
120
100

-d(RFU) / dt

62 54 56 58 B0 62 B4 66 68 70 72 74 76 78 BO 82 B4 86 88 90 02 04 96
Temperature, Celsius

Figura 12. La medicién de la longitud de los telémeros se realiz6 mediante gPCR cuantitativa
multiplex monocromatica. Las lecturas a 74°C proporcionaron los valores de Ct para la
amplificacion de telémeros (T). Las lecturas a 88°C proporcionaron los valores de Ct para la

amplificacion de la albumina.

El equipo empleado para llevar a cabo la PCR a tiempo real fue el modelo Bio-Rad
iCycler iQ Real-Time PCR Detection System. Para el manejo de los resultados obtenidos

en este equipo se uso6 el programa informatico iCycler.

Cada reaccion de PCR const6 de un volumen final de 20 microlitros. Su composicién se
sefiala en la Tabla 5. Se utilizaron para la misma cebadores disefiados para telémeros

y albimina de 79 y 98 pares de bases respectivamente. (Tabla 6).
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Reactivos Microlitros por reaccion de PCR

SYBRGreen PCR Master Mix (BioRad)* 10

Telg 0,9 (0,9 uM)

Telc 0,9 (0,9 uM)

Albu 0,6 (0,6 M)

Albd 0,6 (0,6 uM)

ADN 2 (10 ng/pl)
H20 libre de nucleasas 5
Volumen total 20

Tabla 5. Cantidades y concentraciones de cada uno de los componentes de la reaccion multiplex
de gPCR.

* El SYBR Green fue utilizado como agente fluoréforo. Es un agente intercalante que se une con

gran afinidad al surco menor del ADN bicatenario, aumentando su fluorescencia unas 1000

veces.
Gen Secuencia (52> 37)
Telémero Telg Fw: ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT
Telc Rv: TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA
Albamina Albu Fw: CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGaaatgetgcacagaatecttg

Albd Rv: GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGgaaaagcatggtcgcectgtt

Tabla 6. Cebadores empleados en la reaccién de gPCR para la determinacion de la longitud

telomérica.

En cada placa fue incluida una curva estandar para evaluar la eficiencia de cada
reaccion de qPCR, utilizando para ello una muestra control de telémeros largos
(paciente joven, no fumador, sin enfermedad diagnosticada, menor de 25 afios). La

curva se preparo realizando una dilucion seriada de ADN y comprendié cuatro puntos
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con cantidades conocidas de

respectivamente.

80, 16, 3,2 y 0,64 nanogramos/microlitros,

Esta muestra también fue utilizada como muestra de referencia, afiadiéndola en cada

placa a la misma concentracion que las muestras a analizar (10 ng/pl).

También se afiadié una muestra control de telémeros cortos, procedentes de la linea

celular de cancer de mama MCF-7 (ATCC Cat#HTB-22), en todas las placas que se

analizaron. Por dltimo, como control negativo se utilizé agua. Todas las muestras, asi

como la curva estandar se analizaron por triplicado.

Las condiciones de amplificaciéon de la gPCR se reflejan en la Tabla 7.

Tiempo
15 minutos
15 segundos

15 segundos
15 segundos
10 segundos
15 segundos
10 segundos
15 segundos
Curva de Melting
15 segundos
1 minuto
15 segundos

Temperatura (°C) Numero de ciclos
95 1
94

49
94
62
74
84
88

[

32

[l

95
60 1
95 =l

Tabla 7. Programa de ciclos utilizado para la qPCR multiplex con adquisicion de la sefial de

fluorescencia a los 74°C (para obtener los valores Ct: Ciclo umbral de los amplicones

teloméricos) y a los 88° (para obtener los valores Ct de los amplicones de la albumina).

Posteriormente se realiz6 la curva de melting para confirmar la especificidad de los amplicones.
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La eficiencia de cada reaccion se calculd utilizando la pendiente de la curva estandar
generada en cada placa, tanto para telémeros como para la albimina. Los valores de

eficiencia entre 90% y 110% se consideraron aceptables para el estudio.

La precision y reproducibilidad del ensayo fue determinada a través de la variacion intra
e inter-ensayo. Para determinar la variabilidad entre triplicados de una muestra (intra-
ensayo) se calculd el coeficiente de variacion (CV). Se calcularon las medias entre las
tres repeticiones siempre y cuando los valores entre ellos no difirieran en mas de 0,5

(CV < 5%).

La variabilidad inter-ensayo (entre placas), se calculé6 midiendo la misma muestra en
ensayos independientes y se expresé como el CV de los valores Ct de la muestra,

aceptando solo aquellas placas con un CV < 10%.

Cuantificacion relativa de la longitud telomérica:

La longitud telomérica relativa se calculé utilizando el modelo matemético de Pfaffl et

al, (2002) a través del ratio T/S.

A partir de la eficiencia de la PCR (E) y los ciclos umbrales (Ct) obtenemos como
resultado final un ratio (T/S) entre el valor de las repeticiones teloméricas (T) y del gen
de referencia o housekeeping (S) que sirve como control de carga, corregido por el valor

de una muestra control o calibrador (Ecuacion 1).

Ratio = (E gen diana = repeticiones teloméricas)ACt (calibrador-test)

(E gen de referencia= Albimina)ACt (calibrador-test)
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La eleccion de esta técnica se debe a las diversas ventajas que ofrece al trabajar con
grandes cohortes:

- Baja cantidad de ADN de partida

- Bajo coste econdémico

- Tiempos cortos de obtencion de resultados

- Alta reproducibilidad

- Técnica validada en estudios poblacionales

Se procedié a la determinacion de la longitud telomérica absoluta en un subgrupo de

muestras (40) de la cohorte. Para ello, empleamos el kit comercial TeloTAGGG

Telomere Length Assay® (Roche).

El ADN gendmico (3 microgramos) fue sometido a digestion mediante las enzimas de
restriccion, Hinf | y Rsa I. Tras la digestion, los fragmentos de ADN fueron separados
en un gel de electroforesis y transferidos a una membrana de nailon por Southern

blotting.

Los fragmentos de ADN transferidos se hibridaron con una sonda especifica para las
repeticiones teloméricas marcada con digoxigenina, e incubados con un anticuerpo anti-
digoxigenina acoplado covalentemente a la fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP; DIG

antibody coupled to Alkaline Phosphate).
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La metabolizacién del sustrato CDP-Star por esta enzima genera una sefal

quimioluminiscente que permite visualizar los fragmentos teloméricos.

Como control positivo de telémeros largos se utilizé la muestra de un paciente joven
(<25 afios) sin diagndstico de enfermedad, y como control positivo de telémeros cortos
se us6 una muestra procedente de la linea celular de cancer de mama MCF-7 (ATCC

Cat#HTB-22).

La cuantificacion absoluta se realiz6 empleando el software ImageQuant. (Figura 13)
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Figura 13. Deteccién por quimioluminiscencia de los telémeros en cada muestra. Se establece
un patrén de bandas para la posterior comparacién con el Marcador de Peso Molecular (MWM).
Cuanto mayor es el peso molecular del fragmento, mayor es la densidad 6ptica. La diferencia
entre los telémeros de los distintos cromosomas y en las distintas células dio lugar, tras la
hibridacién, a un arrastre (banda ancha) que abarca todas las longitudes de los fragmentos

teloméricos presentes en cada muestra.
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En cada caso, se establecio el parametro de longitud de telomeros medida en Kilobases
teniendo en cuenta las diferentes intensidades de la sefial de hibridacién. Cuanto mayor

es el peso molecular del fragmento, mayor es la densidad 6ptica.

Para ello se determind la longitud media de los fragmentos teloméricos, en cada

muestra, empleando la siguiente formula:

Media= (DOi) / (DOI/Li), donde DOi es la densidad oOptica en la posicion i y Li es la

longitud de los fragmentos teloméricos, en Kb, en esa posicion.

6.- Andlisis estadisticos.

Se realizaron pruebas t-Student, ANOVA (ANOVA, Analysis Of Variance), y la prueba T
pareada (con variables que seguian una distribucién normal) para evaluar las diferencias
en las medias y proporciones entre las caracteristicas basales y de seguimiento de los
pacientes en los diferentes grupos de estudio. Las pruebas no paramétricas que se

llevaron a cabo fueron: Chi?, la prueba exacta de Fisher y la prueba de Kruskal-Wallis

La correlacion entre la longitud telomérica basal (T/Sp) o el cambio de la longitud
telomérica con variables clinicas y / o de funcién pulmonar se exploré utilizando los
coeficientes de correlacion de Pearson. Se realizé una regresion logistica mdltiple para
probar la asociacion de la longitud telomérica con la susceptibilidad a la EPOC ajustada

por edad, sexo y paquetes/afio.

Para el andlisis longitudinal y mediante el uso de un modelo lineal general para medidas

repetidas (GLIM) se analizé la diferencia de la dindmica de los telé6meros entre pacientes
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con EPOC y fumadores sin EPOC, o dentro de estos grupos entre actuales fumadores
y aquellos ex-fumadores, con la progresion de la enfermedad. Analizando las variables
clinicas y de funcién pulmonar utilizando el cambio en la longitud de los tel6meros como

factor comparativo.

El efecto del cambio en la longitud telomérica relativa a lo largo del tiempo se analiz6 en
relacion con las variables de funcién pulmonar medidas durante el tiempo de
observacion por la variable T/S_mCh: como el cambio en T/S con respecto a su media
a lo largo del tiempo en cada individuo. La edad, el sexo y la media de T/S de cada

individuo se usaron como covariables para el ajuste.

Para analizar el efecto de la longitud de los telomeros sobre la mortalidad (por todas las
causas), comparamos el riesgo de mortalidad a través del ratio T/S durante el periodo
de seguimiento total utilizando un modelo de regresion de la relacion de riesgos
proporcionales de Cox (HR) en un andlisis multivariado. La longitud telomérica relativa
(T/S) se midi6 al inicio, al tercer, quinto y al décimo afio, por lo que los individuos fueron
analizados por su T/S a lo largo del tiempo, utilizando el enfoque LOCF, o arrastre de
la dltima observacion de T/S en los diferentes modelos y por otro lado, analizando tertiles

de T/S durante el seguimiento.

En el modelo multivariado se incluyeron como covariables: edad, sexo, tabaquismo
(paquete de afios de tabaquismo), tabaquismo activo (actuales o exfumadores), FEV1%,

indice BODE y PM6M de cada afio de seguimiento.

Se analiz6 el riesgo de mortalidad en los siguientes 12 meses desde la Ultima evaluacién
clinica. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, utilizando una prueba de log-rank,
se representaron comparando grupos de pacientes con T/S cortos/medios versus T/S

largos a lo largo del tiempo.

49

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccidn https://sede.ull.es/validacion/

Identi fi cador del docunento: 3371828 Cobdigo de verificaci 6n: Lsz3bQ+z

Firmado por: Sara Estefania Cazorla Rivero Fecha: 19/04/2021 12:16:31
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Aida Elizabeth Cérdoba Lanus 20/04/2021 15:06:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Ciro Casanova Macario 20/04/2021 17:06:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar 10/05/2021 10:12:30

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

65 /149



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2021/30566
N° reg. oficina: OF002/2021/30086
Fecha: 20/04/2021 17:19:37

Materiales y métodos

Se consideraron significativos los valores de p < 0,05. Los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo usando el programa SPSS (v.25.0) (SPSS Inc., Chicago; IBM SPSS
Statistics for Windows, Armonk — IBM Corp.) y el programa R (R Core Team (2021). R:
A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/).
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IV. RESULTADOS
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Resultados

1.- Articulo 1.

“Telomere shortening and accelerated aging in COPD: findings from the BODE
cohort”. Cérdoba-Lanus E, Cazorla-Rivero S, Espinoza A, et al. Respiratory Research,
2017. (“Acortamiento telomérico y envejecimiento acelerado en EPOC: hallazgos

en la cohorte BODE”).

Los resultados obtenidos en el citado articulo muestran:

1.1.- Resultados basales.

El andlisis de 121 pacientes con EPOC y 121 controles al inicio del estudio muestra que
el rango de obstruccién del flujo de aire distribuido por etapas GOLD en la EPOC fue el

siguiente: 1 (19,8%), 2 (43%), 3 (28,9%) y 4 (8,3%).

Como se esperaba, los pacientes con EPOC tenian una peor funcién pulmonar y un
indice BODE mas alto que los controles. Sin embargo, los dos grupos fueron similares

en edad, sexo, IMC y puntaje de comorbilidad de Charlson.

La longitud de los telbmeros medida por la relacién T/S se correlacion6 inversamente
con la edad en ambos grupos. Los pacientes con EPOC tenian telémeros
significativamente mas cortos que los fumadores sin EPOC (T/S = 0,68 + 0,25 vs. 0,88
+ 0,52; p <0,0001) incluso después de ajustar por edad, sexo y paquetes/afio (IC 95%:
0,11-0,64; p = 0,003) (Figura 14). No hubo diferencias significativas entre hombres y

mujeres dentro del grupo de pacientes con EPOC o entre los fumadores sin enfermedad.
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Resultados

No hubo relacion entre la longitud de los telomeros y los parametros clinicos y de funcion

pulmonar, asi como con comorbilidades en pacientes con EPOC a nivel transversal.
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Figura 14. Longitud media relativa de los telémeros (T/S) en pacientes con EPOC (n = 121)
frente a fumadores de la misma edad sin EPOC (n = 121).

1.2.- Dinamica de lalongitud de los telémeros.

La diferencia encontrada entre grupos en la longitud de los teldmeros a nivel basal
permanecid significativa después de 3 afios en los 70 pacientes con EPOC y 73
controles fumadores con seguimiento analizados (T/Ss = 0,46 + 0,16 vs. 0,74 +0,52; p
<0,001); incluso después de ajustar por edad, sexo y habito tabaquico en un andlisis de

regresion logistica (IC del 95%: 0,12 a 0,90); p = 0,03).
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La longitud de los telémeros en el grupo control de fumadores sin EPOC disminuy6
significativamente (T/So = 0,83 + 0,56 vs. T/S; = 0,74 + 0,52; p = 0,002) después del
periodo de seguimiento, al igual que en el grupo de pacientes con EPOC (T/Sp = 0,66 +
0,21 vs. T/Ss = 0,46 + 0,16; p <0,001). Sin embargo, cuando comparamos la trayectoria
de los telomeros en el tiempo entre estos grupos, pudimos observar un acortamiento
acelerado de los telémeros en los individuos con EPOC en contraste con el grupo control

(GLIM, modelo lineal general para medidas repetitivas; p = 0,001). (Figura 15)
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Figura 15. Dindmica de la longitud de los telémeros (relacion T/S relativa) en pacientes con
EPOC (n = 70) frente a fumadores de la misma edad sin EPOC (n = 73) después de 3 afios de
seguimiento (p = 0,001, utilizando GLIM - modelo lineal general para medidas repetitivas;

diferencias T/S entre grupos p (T/Sxgroups) = 0,002).
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1.3.- Relacion del cambio de longitud de los telémeros y las variables

clinicas y de funcion pulmonar.

El estudio permitié encontrar una relacion significativa entre la longitud de los telémeros
basalmente y el cambio en la longitud telomérica (r = —-0,49; p <0,001; ajustado por

edad). (Figura 16)

Se pudo evidenciar que aquellos pacientes con un acortamiento mas acusado de sus
teldbmeros presentaban caracteristicas similares de funciéon pulmonar en comparacion
con los pacientes con EPOC que no cambiaron, alargaron o tuvieron una baja tasa de

acortamiento de sus telémeros.
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Figura 16. Correlacion entre la longitud inicial de los telémeros y la tasa de cambio en el
acortamiento telomérico en pacientes con EPOC después de un seguimiento de 3 afios (r =
-0,49; p=0,001, ajustado por edad).
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2.- Articulo 2.

“Shorter telomeres in non-smoking patients with airflow limitation” Cérdoba-Lanus
E, Cabrera-Lopez C, Cazorla-Rivero S, et al. Respiratory Medicine, 2018 (“Telémeros

mas cortos en pacientes no fumadores con limitacién de la via aérea”).

Los resultados obtenidos en el citado articulo muestran:

Se compararon tres grupos de pacientes: fumadores con EPOC, no fumadores con
obstruccion crénica al flujo aéreo (mayoritariamente pacientes con asma) y controles

sanos no fumadores:

Se analizaron en la primera etapa: 80 pacientes no fumadores con limitacion del flujo de

aire y 80 fumadores con EPOC. (Figura 17)

370 subjects suspected of 125 healthy controls

COPD screened for the study from general population
aged 18-75 yrs.

160 age-matched individuals with airflow limitation
with blood sample analysed

/ \

Non-smokers with ‘ Smoker patients ‘
airflow limitation = 80 with COPD = 80

| |

[ Airflow obtstructed individuals contrasted with age- ]

matched healthy subjects with blood sample

£ \

Non-smoking Smoking Non-smoking
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Figura 17. Diagrama de flujo que representa la evaluacion de los pacientes y los individuos sanos

considerados para el andlisis en el presente estudio.
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El rango de obstruccion del flujo de aire distribuido segin el indice GOLD en pacientes
con EPOC fumadores fue el siguiente: 1 (21%), 2 (48%), 3 (20%) y 4 (11%). Los
pacientes fumadores con EPOC presentaron una funcién pulmonar ligeramente peor
que los no fumadores con obstruccion del flujo de aire, medida por el FEV: y el

FEVi1/FVC.

Entre los pacientes con EPOC que fumaron el 33% de ellos presenté un indice BODE

22. Los dos grupos fueron similares en sexo, IMC y puntaje de comorbilidad de Charlson.

La longitud de los telémeros medida por la relacién T/S se correlacioné inversamente
con la edad (r = -0,202; p = 0,05). La longitud de los telémeros en pacientes no
fumadores con limitacién del flujo de aire fue similar a la de los fumadores de tabaco

con EPOC (T/S = 0,61 + 0,19 frente a 0,60 * 0,23).

En un andlisis secundario, se observo que los pacientes no fumadores con limitacion
del flujo de aire presentaban telomeros mas cortos que aquellos controles no fumadores
sin enfermedad de edad similar (57 = 7 afos), independientemente de la edad y el sexo

(0,63 £ 0,20 frente a 0,79 £ 0,40; IC 95%: 0,03-0,79; p = 0,01). (Figura 18)

La longitud de los telémeros entre mujeres y hombres (0,60 + 0,16 frente a 0,63 + 0,22,;
p = 0,44) no mostré diferencias significativas entre los individuos no fumadores con

obstruccion de la via aérea.

La longitud de los telomeros no se asocié con parametros clinicos y/o de funcién
pulmonar. Tampoco se detectaron diferencias significativas en cuanto a longitud de sus
teldmeros entre pacientes con obstruccion del flujo aéreo segin sus antecedentes de
asma, bronquiectasias y/o tuberculosis por lo menos entre los individuos incluidos en

este estudio.
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Figura 18. Longitud de los telémeros (T/S) en pacientes no fumadores con obstruccién del flujo

de aire, en comparacion con fumadores con EPOC y controles sanos.
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3.- Articulo 3.

“Telomere length dynamics over 10-years and related outcomes in patients with
COPD” Cordoba-Lants E, Cazorla Rivero S, et al., Respiratory Research, 2021.
(“Dinamica de la longitud de los telémeros durante 10 afios y resultados

relacionados en pacientes con EPOC”).

Los resultados obtenidos en el citado articulo muestran:

3.1.- Analisis basal.

Se estudiaron 263 pacientes con EPOC, caracterizados por una obstruccion del flujo de
aire distribuidos segun indice GOLD en los siguientes estadios: | (16,7%), 11 (43%), I
(30,8%) y IV (9,5%). Los sujetos con telémeros mas cortos eran de mayor edad
(p=0,005) y fumaban mas cigarrillos por afio (p = 0,023). No se observo una asociacion
significativa entre la longitud de los telomeros y los parametros clinicos y/o de funcién
pulmonar (p> 0,05) en el estudio transversal. La longitud de los telomeros medida por la
relacion T/S se correlacion6 inversamente con la edad en la EPOC (r = -0,236; p
<0,001). La mediana de TL de los pacientes con un promedio de 64 afios fue de 7,8 +

2,7 Kbp mostrando una disminucion a medida que aumento la edad. Figura 19
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Figura 19. Longitud de los telémeros en pacientes con EPOC distribuidos por rango de edad al
inicio del estudio de la siguiente manera: <59 (n = 83), 60-69 (n = 95) y 270 (n = 85) afios (p =
0,022).

3.2.- TFR por andlisis de transferencia Southern.

La longitud de los teldémeros se midi6é en una muestra de cuarenta pacientes con EPOC
mediante la técnica de transferencia “Southern”. La longitud relativa de los telémeros
(T/S) determinada por gPCR en estas 40 muestras se correlacion6 con la longitud de
los telémeros (pb) medida por la transferencia Southern (r = 0,502; p = 0,001). (Figura

20)
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Figura 20. Correlacion entre la medida de la longitud de los telomeros por TFR y la relacion T/S.

3.3.- Analisis longitudinal de la longitud de los telé6meros.

El estudio longitudinal se realizé en los 134 pacientes seguidos anualmente durante 10
afios que presentaron al menos dos medidas T/S durante ese tiempo. 42 pacientes

completaron ese periodo de observacion después de 10 afios de seguimiento.

En su mayoria eran hombres (67%) y tenian una edad media de 61 + 8 afios al inicio.
La longitud media de los telémeros fue de 7583 + 2328 pb al momento del reclutamiento
y de 5755 + 1456 pb 10 afios después. La pérdida media de TL observada para estos

individuos fue de 183 pb / afio.
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3.4.- Acortamiento de la longitud de los telo6meros y funciéon pulmonar

Se analizé el efecto del cambio en T/S en relacién con su valor medio para cada uno de
los 134 pacientes incluidos en el estudio longitudinal en cada visita a lo largo de su

seguimiento.

En general, los pacientes que acortaron mas sus telomeros durante ese tiempo tuvieron
una peor medida de intercambio de gases pulmonares por PaO2, KCO, mayor
hiperinsuflacion pulmonar estatica (IC/TLC) y afectacion extrapulmonar (indice BODE),
incluso después del ajuste por edad, sexo, tabaquismo activo y la media de T/S de cada

sujeto.

También es de resaltar que los pacientes que fallecieron durante el periodo de
seguimiento presentaron un mayor acortamiento de los telémeros en relacién con las

mismas variables clinicas y de funcion pulmonar.

3.5.- Longitud de los teldémeros y riesgo de mortalidad.

Durante el periodo de seguimiento, 87 (33%) de los participantes fallecieron (19,5% por
cancer, 39,1% por causa respiratoria y 5,8% por causa cardiovascular). Los pacientes
con EPOC con telémeros mas cortos (tertiles T1y T2 de T/S) mostraron un mayor riesgo
de mortalidad por cualquier causa (Cox HR = 5.481; p = 0.026). En la cohorte general,
una variacion individual de una disminucién en 0,1 unidades de T/S a lo largo del tiempo

aumento el riesgo de mortalidad (HR = 1,446; p = 0,009). (Figura 21)
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Figura 21. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para pacientes con EPOC con diferente
longitud telomérica. Los pacientes se dividieron en tertiles de T/S (relacién de longitud relativa
de los telémeros): T1 (T/S largo), T2 (T/S medio) y T3 (T/S corto)
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Estudio transversal en pacientes con EPOC y fumadores sanos

El estudio de la cohorte a nivel transversal confirma que los pacientes con EPOC
presentan telémeros en leucocitos circulantes mas cortos que los fumadores sin la
enfermedad, independientemente de la edad y el género. Ademas, la longitud de los
telomeros fue més corta a edad avanzada, tanto en los pacientes con EPOC como en

los fumadores control sin EPOC.

Estudios previos que evaluaron la relacion entre la longitud de los telémeros y la EPOC
han mostrado resultados discordantes. Morla y colaboradores (2006) no pudieron
encontrar diferencias en la longitud de los telémeros entre pacientes con EPOC y
fumadores sin la enfermedad, mientras que otros investigadores si han confirmado que
sujetos con EPOC presentan telémeros mas cortos en comparacion con fumadores y
controles sanos (Houben et al., 2009; Savale et al., 2009; Mui et al., 2009). Estos
resultados discordantes entre los diferentes trabajos podrian deberse a diferencias en
el tamafio muestral o a limitaciones debido a la técnica de medicion, o en el disefio de

los estudios, algunos de los cuales carecian de grupos controles adecuados.

Estudios transversales entre la longitud telomérica y las variables clinicas y de

funcion pulmonar.

La ausencia de relacién entre la longitud de los telomeros y los parametros clinicos y de
funcién pulmonar, observada en nuestra cohorte, estdn en consonancia con los
resultados de Savale y colaboradores (2009). Estos autores s6lo encontraron una
correlacion muy débil entre Pao, y Paco, y la longitud de los telomeros, pero no con los
parametros de la funcién pulmonar. Por otro lado, Rode y colaboradores (2013) en

un estudio
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poblacional amplio reportaron una modesta asociacion entre la longitud de los telémeros
y la funcion pulmonar expresada por el FEVi. Mas recientemente, Rutten y
colaboradores al estudiar varios marcadores de envejecimiento en pacientes con EPOC,
hallaron que la longitud de los telémeros fue el Gnico asociado con la funcién pulmonar
(Rutten et al., 2016). Todos estos estudios fueron de disefio transversal y, en
consecuencia, no fueron adecuados para evaluar la posible relacion entre la longitud de
los telémeros y la progresion de la EPOC. Ademas, el Unico parametro de funcién
pulmonar evaluado fue el FEV1, a lo que debe sumarse que se excluyeron los pacientes

con comorbilidades.

Estudios transversales previos se han concentrado principalmente en la relacion entre
la longitud de los telomeros y el FEVi. En nuestro estudio, ampliamos los andlisis
incluyendo no solo el FEV1, sino también la hiperinsuflacion pulmonar (IC/TLC), la
capacidad de difusion (Kco), el intercambio de gases, la afectacion extrapulmonar
(indice BODE) y su relaciéon con la longitud telomérica. Sin embargo, no pudimos
documentar asociacién alguna entre la longitud de los telomeros y las variables

mencionadas en pacientes con EPOC.

Estudio transversal en pacientes no fumadores con limitaciéon crénica del flujo

aéreo

En este estudio se muestra por primera vez un acortamiento de los telémeros en una
cohorte de pacientes no fumadores con limitacion del flujo de aire similar a la EPOC,

que fue igual en magnitud a la observada en aquellos pacientes con EPOC debido al
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tabaquismo, y mas corta en ambos grupos que en individuos sanos emparejados por

edad, independientemente de la edad y el género.

El humo de tabaco puede empeorar los eventos relacionados con el envejecimiento en
los pulmones o puede acelerar el proceso de envejecimiento en este érgano debido a
la reduccién de las moléculas antienvejecimiento o al estimular las que favorecen el
envejecimiento (MacNee, 2016). Es dificil establecer si ese acortamiento telomérico se
debe a la enfermedad en si misma o al efecto del tabaco en los pacientes con EPOC.
Nuestra hipotesis sostiene que, si hubiese una relacion entre la limitacion del flujo de
aire y la longitud de los telémeros en individuos con obstruccion de la via aérea y sin

antecedentes de tabaquismo, estos también se verian acortados.

Es interesante observar que el 75% de los no fumadores con limitacion del flujo de aire
tenian antecedentes de asma persistente. Esto estd de acuerdo con estudios previos
que han informado que los pacientes con asma grave parecen tener telémeros mas
cortos que los individuos control (Kyoh et al., 2013; Belsky et al., 2014). En contraste,
los resultados difieren de los de un metanalisis que incluyé 13 estudios, donde se
observé una asociacién débil pero negativa entre el asma y la longitud de los telémeros
(Albrecht et al., 2014). Los pacientes con asma en la edad adulta presentan un
aumento significativo de las comorbilidades asociadas con el envejecimiento acelerado,
como la EPOC, las enfermedades cardiovasculares y el cancer. (Fuchs et al., 2017)
Guerra y colaboradores sugirieron que los procesos de envejecimiento acelerado
pueden aumentar el riesgo de que los pacientes con asma persistente desarrollen EPOC
(Guerra, 2014). Estos procesos pueden tener sus propios origenes en una
predisposicion genética, eventos de la primera infancia o alteraciones del desarrollo
pulmonar en las primeras etapas de la vida. De hecho, los estudios de poblacion indican
que la exposicion a contaminantes ambientales puede ser un desencadenante

importante en el cambio de asma a EPOC. (Zheng et al., 2015)
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Otro factor importante que sugiere una relacion entre la exposicion a contaminantes y la
EPOC se relaciona con la inflamacién crénica, asociada al estrés oxidativo posterior,
inmunosenescencia celular y acortamiento de los telomeros (Zeng et al., 2012; Faner
et al., 2012; Amsellem et al., 2011). La inflamacién crénica puede ser el mecanismo
etiologico responsable respaldado por la historia de bronquiectasias o tuberculosis
pulmonar tratada en los individuos no fumadores con limitacion del flujo de aire que no
informaron asma en sus antecedentes. Los Unicos estudios que exploraron esta relacion
mostraron teldmeros mas cortos y expresion alterada de inhibidores del ciclo celular y
senescencia en pacientes con bronquiectasias severas (Birch et al., 2016). No hubo

asociacion entre la longitud de los telémeros y tuberculosis.

Los telémeros son altamente susceptibles al dafio por estrés oxidativo debido a su alto
contenido en guanidina. El dafio oxidativo en las regiones de los telémeros puede inducir
una respuesta persistente al dafio del ADN (DDR) que da lugar a una senescencia
celular replicativa independientemente de la longitud de los telomeros. (Hewitt et al.,

2012)

Nuestros resultados muestran una falta de asociacion entre la longitud de los telomeros
y las variables de funcién pulmonar en la cohorte de pacientes no fumadores con
obstruccion cronica del flujo aéreo, estando en linea con otros estudios de fumadores

con EPOC. (Houben et al., 2008; Savale et al., 2009; Mui et al., 2009)

Estudio longitudinal en pacientes fumadores con y sin EPOC

Este es el primer estudio longitudinal que explora la relacién entre la dinamica de la

longitud telomérica durante un amplio tiempo de seguimiento y las variables clinicas, en
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una cohorte de pacientes con EPOC. Aquellos pacientes que acortaron mas sus
teldmeros durante el periodo de seguimiento tuvieron una peor afectacion pulmonar a
nivel alveolar y extrapulmonar, y peor caracterizacion clinica en comparacion con
aquellos cuyos telémeros no acortaron tanto. Ademas, los pacientes con telémeros mas

cortos presentaron un mayor riesgo de mortalidad por todas las causas.

Segun estudios previos realizados en poblacién general, los telémeros de los leucocitos
acortan 40-105 pares de bases por afio (Houben et al., 2011; Lin et al., 2015).
Encontramos que, en la cohorte de pacientes con EPOC estudiada, con 64 afios de
edad media, la longitud media de los telémeros en el momento del reclutamiento era de
7,6 Kbp disminuyendo a 5,7 Kpb 10 afios después (un desgaste de 190 pb / afio). Un
estudio longitudinal realizado por Ehrlenbach (2009) en sujetos sanos (edad media de
60 afios) mostré un acortamiento de los telémeros de 8,2 Kpb a 7,4 Kpb en 10 afios
(Ehrlenbach et al., 2009). También encontraron que la tasa de acortamiento de los
telémeros fue menor en sujetos mayores de 70 afios, un hallazgo similar al nuestro.
Curiosamente, el grupo de sujetos de menos de 60 afios de nuestro estudio present6
una disminucion de la longitud telomérica ligeramente méas rapida que los grupos de
mas de sesenta y setenta afios. Posiblemente, alcanzar una longitud critica en los
teldomeros puede ser perjudicial para el organismo, lo que provocaria, que, en los
pacientes de mayor edad, se activaran mecanismos de mantenimiento para preservar
la longitud de sus telémeros. Alternativamente, es probable que los pacientes con
telbmeros més cortos murieran antes por lo que no podemos descartar en nuestros

hallazgos un fenémeno que representaria un sesgo de supervivencia.

Estudios clinicos poblacionales con muestras muy amplias han sugerido una relacion
entre la gravedad de la EPOC y el desarrollo de enfermedades caracteristicas en
ancianos (Patel et al.,, 2006; Agusti & Celli, 2017). Recientemente, Divo y

colaboradores (Divo et al., 2018) utilizando un analisis de comorbilidades en red,
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mostraron que los pacientes con EPOC presentan una prevalencia similar de
enfermedades que se ven con frecuencia en las personas sanas de edad avanzada una
o0 dos décadas antes que los individuos sin EPOC. El diagnéstico de EPOC se

fundamenté en lo referido en las historias clinicas y no por espirometria.

Rutten y colaboradores sugirieron un desgaste anticipado de los telémeros en pacientes
con EPOC correspondiente a una edad biolégica 7 afios mayor, aunque ese estudio fue

de disefio transversal. (Rutten et al., 2016)

Un hallazgo importante de nuestro trabajo fue que los pacientes que acortaron mas sus
telomeros durante los 10 afios de observacion tuvieron valores de FEV:
significativamente mas bajos, asi como menor Kco, més hiperinflacion (IC/TLC), peor
oxigenacion (PaO,), mayor indice BODE y menor puntuacion en la prueba de la marcha
de 6 minutos (PM6M) que aquellos pacientes que no acortaron sus telomeros de forma
tan acusada. Estos resultados refuerzan las hipétesis previas, basadas en estudios
transversales, sobre el posible papel de los telomeros como biomarcador de gravedad
en los pacientes con EPOC (Rode et al., 2013; Rutten et al., 2016). Nuestros datos
demuestran, por primera vez, una relacion longitudinal entre el acortamiento de los
telémeros y el empeoramiento de las variables clinicas y de funcién pulmonar mas alla
de las espirométricas en pacientes con EPOC. Aunque no podemos establecer la
causalidad, demostramos una asociacion clara entre el acortamiento de la longitud
telomérica y la funcién extrapulmonar en la EPOC a lo largo de 10 afios. Es de destacar
que nuestros hallazgos respaldan el concepto de que el acortamiento de los teldmeros
es una de las principales causas de la disfuncién tisular que caracteriza el proceso de
envejecimiento in vivo, y ese acortamiento de los telémeros puede considerarse un

biomarcador del envejecimiento.
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Curiosamente, los individuos ubicados en el tertil mas bajo en cuanto a la longitud de
sus telomeros durante el seguimiento presentaron un mayor riesgo de mortalidad en
comparacion con aquellos en el tertil mas alto, independientemente de la edad, el
tabaquismo acumulado y la funcién pulmonar. Diferentes estudios han informado
resultados contradictorios sobre la posible relacion entre longitud telomérica y
mortalidad (Bendix et al., 2014; Rode et al., 2015; Wang et al., 2018), y pocos de ellos
se han realizado en pacientes con EPOC. Nuestros hallazgos estan de acuerdo con Lee
y colaboradores (Lee et al., 2012), quienes encontraron que la longitud de los telomeros
en leucocitos estaba relacionada con la mortalidad por todas las causas y por cancer en

pacientes con EPOC seguidos de media durante 7,5 afios.

Fortalezas y limitaciones

Este estudio longitudinal tiene varias fortalezas. Las mas importantes son: la naturaleza
prospectiva de una cohorte observacional controlada por un equipo multidisciplinar
especializado en neumologia y con experiencia en técnicas de biologia molecular, y la
muy buena caracterizacion de la cohorte de pacientes reclutados en la practica clinica
(los pacientes con EPOC de estudios poblacionales pueden alejarse de la realidad
clinica). Todo esto permite una amplia y rigurosa recogida de variables clinicas, de
funcién pulmonar, comorbilidades, exacerbaciones, hospitalizaciones, mortalidad y de
resultados relacionados con los pacientes. Ademas, el aspecto mas relevante y
diferencial con otros grupos de investigacion es el tiempo de seguimiento de la cohorte
durante 20 afios con controles anuales de los pacientes. Esto es lo que posteriormente
permite tener una muestra suficiente de pacientes que posibilita un analisis de
parametros biolégicos basados en muestras repetidas en el tiempo durante largos

periodos de seguimiento.
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Nuestro estudio presenta ciertas limitaciones: en primer lugar, la longitud de los
telémeros se midi6 en leucocitos circulantes y, por lo tanto, nuestros hallazgos pueden
no reflejar exactamente el proceso que ocurre en el pulmoén. Sin embargo, existen
estudios que apoyan el uso de la medida de longitud de los telémeros en los leucocitos
en sangre en grandes cohortes de individuos como la nuestra, debido a su accesibilidad
y por ser representativa de lo que ocurre en diferentes tejidos (Saferali et al., 2014). En
segundo lugar, el dato de longitud telomérica obtenido de cada paciente es un promedio
de las diferentes longitudes teloméricas de las distintas poblaciones leucocitarias
presentes en la sangre en el momento de la extraccion (Daniali et al., 2013). Por lo
tanto, el posible sesgo en la representacion del grupo celular méas representado entre
los leucocitos fue solventado realizando medidas de la longitud telomérica solo si tras
observar los hemogramas de los pacientes, estos presentaban valores de todas las

subpoblaciones leucocitarias dentro de los rangos de normalidad establecidos.

En tercer lugar, la longitud telomérica de cada muestra individual es un valor medio de
los telomeros de todos los cromosomas, por lo que no se determind la carga de
teldmeros criticamente cortos, que se postularon como mediadores de la senescencia
impulsada por los telémeros (Bendix et al., 2010), y esta determinada por factores
ambientales y genéticos, existiendo una gran variabilidad interindividual entre personas

de la misma edad, lo que dificulta las comparaciones transversales.

En cuarto lugar, en cuanto a la metodologia, trabajamos con medidas relativas de
longitud telomérica obtenidas mediante gPCR en lugar de medidas absolutas que
pueden no ser tan precisas, no obstante, los resultados de qPCR se correlacionaron
fuertemente con los obtenidos con la técnica gold standard de transferencia o Southern.

(Cawthon, 2009)
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Discusién

En quinto lugar, en relacion con la cohorte del estudio, observamos que los individuos
fumadores sin la enfermedad incluidos como controles presentaron un historial de
exposicion al tabaco mas bajo (dada por paquetes/afio) que el grupo de pacientes con
EPOC. A pesar de ello, el analisis entre fumadores actuales y exfumadores en ambas
sub-cohortes no mostré diferencias significativas. Asi mismo, los pacientes no
fumadores con limitacion del flujo aéreo tuvieron un grado de obstruccién mas leve que
los pacientes con EPOC, lo que limité la relacién entre la gravedad de la obstruccion de

las vias respiratorias y el desgaste de los telomeros.

Finalmente, el tamafio de muestral no nos permitié contrastar la asociacién entre el
acortamiento telomérico con causas especificas de mortalidad, pero si hubo un nimero

suficiente de muertes para analizar el impacto con la mortalidad general.
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Conclusiones

1. Este es el primer estudio que confirma la existencia de un acortamiento
acelerado de los telémeros en pacientes con EPOC en comparacion con

controles fumadores sanos.

2. La velocidad de acortamiento de los telomeros en los pacientes con EPOC se

correlaciona inversamente con la longitud telomérica.

3. Los pacientes no fumadores con obstruccion cronica del flujo aéreo presentan
un acortamiento telomérico similar a los fumadores con EPOC, y superior a los
controles sanos de la misma edad, sugiriendo una influencia importante de la

obstruccion de las vias respiratorias sobre la longitud telomérica.

4. Este estudio aporta los primeros resultados longitudinales, a lo largo de 10 afios
de seguimiento, que evidencian que un mayor acortamiento de los telémeros se
asocia con un peor intercambio gaseoso alveolar, mayor hiperinsuflacion

pulmonar y afectacion extrapulmonar en pacientes con EPOC.

5. Este es el primer estudio longitudinal que predice que desarrollar telomeros

cortos o disminuir significativamente la longitud de estos a lo largo del tiempo,

aumenta el riesgo de mortalidad en los pacientes con EPOC.
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CONCLUSIONS

1. This is the first study to confirm the existence of accelerated telomere shortening in

COPD patients compared to healthy smoking controls.

2. The speed of telomere shortening in COPD patients is inversely correlated with

telomere length.

3. Non-smoking patients with chronic airflow obstruction present telomere shortening
similar to smokers with COPD, and superior to healthy controls of the same age,

suggesting a significant influence of airway obstruction on telomere length.

4. This study provides the first longitudinal results, over a 10-year follow-up, which show
that greater telomere shortening is associated with worse alveolar gas exchange, greater

pulmonary hyperinflation, and extrapulmonary involvement in patients with COPD.

5. This is the first longitudinal study to predict that developing short telomeres or
significantly decreasing their length over time increases the risk of mortality in COPD

patients.
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Anexo |

8.1.- Articulo 1

“Acortamiento telomérico y envejecimiento acelerado en EPOC: hallazgos

en la cohorte BODE”
Autores: Cérdoba-Lanis E!, Cazorla-Rivero S?, Espinoza-Jiménez A?, de-Torres

JP3, Pajares MJ*, Aguirre-Jaime A?, Celli B%, Casanova C%6

[ - )

IUnidad de Investigacién, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Ctra. del

Rosario 145, 38010, Santa Cruz de Tenerife, Espafa. elizabeth-cordoba@hotmail.com

2'Unidad de Investigacion, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Ctra.
del Rosario 145, 38010, Santa Cruz de Tenerife, Espafa.

3Departamento Neumologia, Clinica Universitaria de Navarra, Pamplona, Espafia.

“Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA), UNAV, Pamplona, Espafia.

SPulmonary and Critical Care Department, Brigham and Women's Hospital, Boston, MA,

USA.

DOI: 10.1186/s12931-017-0547-4.

Revista: Respiratory Research

Eecha publicacion: abril de 2017

Eactor de Impacto (IF): 3,751

Cuartil: Q1
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Anexo |

8.2.- Resumen

Antecedentes: la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) puede estar
asociada con un envejecimiento acelerado. El acortamiento de los telémeros es un
biomarcador de envejecimiento. Los estudios transversales describen telomeros mas
cortos en la EPOC en comparacién con controles apareados por edad. Ningin estudio
ha descrito la trayectoria de la longitud de los telémeros y su relacion con la progresion

de la EPOC.

Investigamos el acortamiento de los telémeros a lo largo del tiempo y su relaciéon con
los pardmetros clinicos y de funcién pulmonar en una cohorte de pacientes con EPOC

y en controles fumadores sin EPOC.

Métodos: la longitud de los telémeros se midi6 en los leucocitos circulantes mediante
gPCR en 121 muestras de fumadores con EPOC y 121 fumadores sin EPOC pareados
por edad (T/Sp). Las mediciones se repitieron en 70 de esos pacientes con EPOCy 73

fumadores sin la enfermedad después de 3 afios de seguimiento (T/Ss).

Resultados: En el andlisis inicial, se determinaron telémeros mas cortos en pacientes
con EPOC en comparacion con los controles fumadores (T/Sp = 0,68 + 0,25 vs. 0,88 +
0,52, p = 0,003), independientemente de la edad y el sexo. Durante el periodo de
seguimiento, observamos un acortamiento acelerado de los telémeros en individuos con
EPOC en contraste con los controles fumadores (T/So = 0,66 + 0,21 vs. T/S3 = 0,46 +
0,16, p < 0,001, para los pacientes con EPOC y T/Sp = 0,83 £ 0,56 vs. T/S; = 0,74 £
0,52, p = 0,023 para los controles; GLIM, p = 0,001). Este acortamiento se vio
inversamente relacionado con la longitud de los telémeros basales (r = -0,49, p < 0,001).
No se encontr6é una relacion significativa entre la tasa de cambio en la longitud de los

telomeros y el cambio en la funcién pulmonar en los pacientes con EPOC (p > 0,05).
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Conclusiones: los pacientes con EPOC experimentan un acortamiento acelerado de
los telémeros en comparacion con fumadores sin la enfermedad, y esta tasa de cambio
depende de la longitud inicial de sus telomeros. Ademas, la longitud de los telémeros y
su tasa de acortamiento no parecio relacionarse con cambios en los pardmetros clinicos

y de la funcién pulmonar durante 3 afios de seguimiento.
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Telomere shortening and accelerated aging @
iIn COPD: findings from the BODE cohort

Cérdoba-Lands Elizabeth! ,i€azorla-Rivero Saral, Espinoza-Jiménez Adrianal, Juan P. de-Torres?,
Pajares Maria-José*, Aguirre-Jaime Armando?, Celli Bartolomé® and Casanova Ciro*?

Abstract

Background: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) may be associated with accelerated aging. Telomere
shortening is a biomarker of aging. Cross-sectional studies describe shorter telomeres in COPD compared with
matched controls. No studies have described telomere length trajectory and its relationship with COPD progression.
We investigated telomere shortening over time and its relationship to clinical and lung function parameters in a
COPD cohort and smoker controls without COPD.

Methods: At baseline leukocyte telomere length was measured by gPCR in 121 smokers with COPD and 121 without
COPD matched by age (T/So). The measurements were repeated in 70 of those patients with COPD and 73 non-COPD
smokers after 3 years of follow up (T/Sz3).

Results: At initial measurement, telomeres were shorter in COPD patients when compared to smoker controls (T/S =0.
68 £ 0.25 vs. 0.88 £ 0.52, p = 0.003) independent from age and sex. During the follow-up period, we observed an
accelerated telomere shortening in individuals with COPD in contrast to smoker controls (T/So = 0.66 + 0.21 vs.
T/S3=0.46% 0.16, p <0.001, for the patients with COPD and T/So=0.83+0.56 vs. T/S3=0.74£0.52, p =0.023
for controls; GLIM, p=0.001). This shortening was inversely related to the baseline telomere length (r=-0.49,
p < 0.001). No significant relationship was found between the rate of change in telomere length and change in lung
function in the patients with COPD (p > 0.05).

Conclusions: Compared with smokers, patients with COPD have accelerated telomere shortening and this rate of attrition

depends on baseline telomere length. Furthermore, the telomere length and its rate of shortening did not relate to clinical
and lung function parameters changes over 3 years of follow-up.

Keywords: COPD, Telomeres, Aging

Background

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a major
cause of morbidity and mortality throughout the world,
is thought to result from the interaction of environmen-
tal agents such as tobacco smoking or exposure to
biomass fuel and inherited genetic factors [1]. COPD is
a multidimensional disease that frequently coexists with
other age-related co-morbidities such as osteoporosis,
cardiovascular disease, lung cancer, depression and dia-
betes [2, 3].

* Correspondence: elizabeth-cordoba@hotmail.com

Research Unit, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Ctra. del
Rosario 145, 38010 Santa Cruz de Tenerife, Spain

Full list of author information is available at the end of the article

() BioMed Central

It has been suggested that COPD is a disease of accel-
erated aging [4, 5] and telomere length has been pro-
posed as a biomarker of aging [6, 7]. Telomeres consist
of stretches of repetitive hexanucleotides (5"-TTAGGG-3")
that protect the end of chromosomes from being recog-
nized as double-strand breaks and avoid truncation.
Because the DNA cannot be duplicated at the end of the
chromosome, each duplication results in its shortening.
Thus, telomeres get progressively shorter as cells divide, an
event that is known as the end-replication process. Other
mechanisms may also account for the accelerated loss of
telomeres, such as the DNA damage induced by oxidative
stress [8].

There is no uniform acceptance of the interaction be-
tween telomere length and COPD. However, some studies

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
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have shown that patients with COPD exhibit shorter telo-
meres in circulating leukocytes compared to age matched
smokers without COPD [9, 10]. Some authors have pro-
posed that telomere shortening might be accelerated in
patients with COPD and serve as a biomarker of disease
progression [11], a theory that has some clinical support
because the telomere length in peripheral leukocytes of
patients with COPD has been related to important health
outcomes such as all-cause and cancer mortality [12].

The unanswered question fueling the debate about the
meaning of telomere shortening in patients with COPD
is that all of the studies performed have been cross-
sectional in design, not informing whether there are
changes in length over time and whether there is any re-
lationship between those changes and outcomes. That
this is possible in COPD is highlighted by a recent study
that analyzed leukocyte telomere trajectory in a cohort
of individuals with coronary artery disease and found
that this is powerfully influenced by baseline telomere
length in a pattern suggestive of negative feedback regu-
lation [13].

The aim of the present study was to investigate if telo-
mere shortening occurs over time in patients with
COPD and if this shortening is related to clinical and
lung function parameters.

Methods

Subjects

A total of 422 subjects were screened for this study at
the Hospital Universitario La Candelaria, Tenerife and
the Clinica Universitaria de Navarra, Pamplona, Spain.
From these, the control group of 165 smokers without
COPD had a smoking history of > 15 pack-years and
normal lung function (FEV1 > 80%; FEV1/FVC > 0.70).
There were 257 smokers with COPD followed annually
as part of the BODE study [14]. Inclusion criteria: age >
40 years, smoking history >15 pack-years and post-
bronchodilator FEV1/FVC ratio < 0.70 measured 20 min
after administration of 400 mg of albuterol. Pulmonary
function test, spirometry lung volumes and exercise cap-
acity were measured according to ATS-ERS guidelines
[15-17] using the European Community for Steel and
Coal as reference values [18]. Dyspnea was evaluated by
mMRC scale [19]. The BODE Index was calculated as
previously described [14]. Co-morbidity was quantified
using the Charlson index [20]. Patients were clinically
stable (no exacerbation for at least 6 weeks) at the time
of evaluation. Repeated determinations of the complete
blood count revealed similar values at all visits. Exclu-
sion criteria: uncontrolled co-morbidities such as malig-
nancy at baseline, asthma or other pulmonary conditions
than COPD. From the screened group, 121 patients with
COPD were matched with 121 smokers without COPD
and were included in the present study for baseline

Page 2 of 8

comparison (Fig. 1). From these subjects, 70 patients
with COPD age-matched with 73 control smokers
returned for all follow-up evaluations over 3-years
and were analyzed in the longitudinal study. The indi-
viduals included in the final analysis did not have any
relevant clinical difference with the ones that did not
complete the 3-year study (see Additional files 1 and 2).
The study was approved by the institutional review board
at both hospitals. All participants provided written in-
formed consent.

Telomere length measurement
Venous blood was obtained at baseline and at the third-
year post enrollment. DNA was extracted from leuko-
cytes using the QlAamp DNA Mini Kit (GE Healthcare).
Telomere length was measured using a qPCR based
protocol previously published [21, 22]. Briefly, DNA
samples were quantified using the Nanodrop lite spec-
trophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA). Telomere length measurement was performed in
triplicate using 20 ng of DNA. Intra-plate coefficients of
variance (CV) were calculated between the replicates
and samples with CV > 5% were excluded from further
analysis. As a reference DNA sample with shorter telo-
meres we used the DNA from MCF-7 cells. For longer
telomeres, we assayed a DNA from a young control indi-
vidual. These calibrator samples were assayed in tripli-
cate on each PCR plate to control for variation between
plates. Inter-assay variability was controlled by measur-
ing two control DNA samples per run as a normalizing
factor. Inter-plate CV for the calibrator sample was cal-
culated to be <9%. Standard curves were derived from
serially diluted reference DNA. Albumin, being a single
copy gene, was used as a reference gene. The primer
sequences and cycling conditions for the measurement
of telomere length were the same used by others [22].
gPCR reactions were performed in 20 pL reactions for
each individual: 10 pL SYBRGreen PCR Master Mix
(BioRad), 0.9 pM of Telg and Telc and 0.6 pM of Albu
and Albd. All the reactions were performed on tripli-
cates of the telomere and reference gene assays on the
iQ Cycler Real-Time PCR Instrument (BioRad).
Telomere length was calculated as a ratio of telomere
to albumin as previously described [22]. The T/S ratio
for an experimental DNA sample is T, the number of
nanograms of the Standard DNA that matches the ex-
perimental sample for copy number of the telomere
template, divided by S, the number of nanograms of the
standard DNA that matches the experimental sample for
copy number of the albumin single copy gene. The telo-
mere length standardized to the reference single copy
gene (T/S) was calculated using the “AACp with effi-
ciency correction” calculation method [23].
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Individuals included= 422
(with clinical evaluation and blood sample)

.
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COPD =257
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Smokers without
COPD= 165

|

242 age matched individuals analysed in the study
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Patients with
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Death=12 |
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Patients with
COPD=70
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follow-up
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Smokers without
COPD=121
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Lost to f/u= 46

Smokers without
COPD=73

Fig. 1 Consort diagram illustrating the selection and assessment of patients and control smokers included in the study

Statistical analysis
For the cross-sectional analysis, patients with COPD
were categorized in three groups by telomere length
ratio (T/S) tertiles at baseline: shorter, medium or
longer telomeres.

For the longitudinal analysis, telomere length
changes were calculated as the difference between
baseline (T/So) and the third year (T/Ss) of the telo-
mere length measure. Individuals analyzed for follow-
up were categorized as follows: subjects showing a
steeper rate of telomere shortening in contrast to
subjects with a lower telomere shortening rate, main-
tenance or lengthen of their telomeres (defined by the
median telomere length change).

A t-Student, ANOVA, Chi? and Paired Sample T
test were used to test differences in means and pro-
portions of baseline and follow-up characteristics
between groups. The association between baseline
telomere length (T/S) or telomere length change with
clinical and/or pulmonary function variables was ex-
plored using Pearson’s correlation coefficients. A mul-
tiple logistic regression was performed to test the
association of telomere length with COPD susceptibil-
ity adjusting for age, sex and pack years. By using a
general linear modelling for repeated measures (GLIM)
we tested the telomere dynamics difference between
patients with COPD and smokers without COPD, or
within these groups between current and former
smokers. We also conducted a longitudinal analysis
to evaluate the progression of the disease of clinical
and pulmonary function variables using change in
telomere length as comparative factor (GLIM). SPSS
20.0 IBM Co software was used for all statistical
analyses and two-tailed p-values < 0.05 were consid-
ered significant.

Results

Baseline findings

The clinical characteristics and lung function data of
the 121 COPD patients and 121 controls at baseline,
are summarized in Table 1. The range of airflow ob-
struction distributed by GOLD stages in COPD was
as follows: 1 (19.8%), 2 (43%), 3 (28.9%) and 4 (8.3%).
As expected, patients with COPD had worse lung
function and a higher BODE index than controls.
However, the two groups were similar in age, sex,
BMI and Charlson co-morbidity score. Although the
total pack years smoking was higher in COPD pa-
tients, there were more current smokers in the con-
trol group. Telomere length measured by the T/S
ratio inversely correlated with age in COPD (r=
-0.21; p = 0.02) and in smoker controls (r = -0.19; p =

0.02). Given this relationship, all subsequent analyses
were adjusted by age.
COPD patients had significant  shorter  telomeres

than smokers without COPD (T/S =0.68 + 0.25 vs.

0.88 + 0.52, p < 0.0001) even after adjusting for age,
sex and pack-years (95% CI: 0.11-0.64, p = 0.003),
(Table 1 and Fig. 2). There were no significant differ-
ences between males (0.68 + 0.28) and females (0.66 +
0.20) within the COPD group or in the smokers
(0.82 £ 0.53 vs. 0.96 + 0.49 for males and females,
respectively).

There was no relationship between telomere length
and the clinical and lung function parameters (Table 2)
or between patients with less and more severe COPD
(GOLD 1-2 vs. GOLD 3-4 or BODE <2 vs. BODE >2)
(p > 0.05). In addition, no significant associations were
found between comorbidities such as cardiovascular
events, diabetes, hypertension or cancer and relative
telomere length in patients with COPD.
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Table 1 Baseline characteristics of COPD patients and smokers
without COPD included in the study

Page 4 of 8

Telomere length dynamics
This difference in telomere length remained significant

Variable COPD cases Smokers p-value  after 3 years between the 70 patients with COPD age
(N=121) (N=121) matched with 73 smoker controls that presented the
Sex (male%) 66 62 N.S. follow-up (T/Ss=0.46+0.16 vs. 0.74+0.52, p<0.001);
Age (years)® 57+8 57+8 N.S. even after adjusting for age, sex and smoking habit in a
BMI (Kg/m?)? 27+5 28+4 N.S. logistic regression analysis (95% ClI: 0.12-0.90), p = 0.03).
Smoking habit 60425 44422 <0.0001 The _telomere length ratio in th(_e c_or_1tro| group of
(pack-yrs)a smokers without COPD, decreased significantly (T/So=
Active smoking (%) 50 64 0.027 0.83+0.56 vs. T/S3=0.74+£0.52, p=0.002) after the
/5 ratio® 0684025 0.88+0.52 <0.0001 f_ollow-up period. The same occurred in the group of pa-
FEV (" L6640 29407 00001 tients with COPD (T/So = 0.66 + 0.21 vs. T/S3 = 0.46 +
A R ’ 0.16, p < 0.001). However, when we compared the telo-
FEV. (% pred)* 59£21 101:14 <0.0001  mere trajectory between these groups over the follow-up
FVC (% pred)* 89+22 108+15 <0.0001  period, we observed an accelerated telomere shortening
FEV./FVC (%) 53+12 76+5 <0.0001 in individuals with COPD in contrast to the control
Pa0, (MmHg)® 7234143 78.7+10 <0001 9roup (GLIM, general lineal model for repetitive mea-
Keo (%) 7964251 97.3+213 0001  Sures, p=0.001) (Fig. 3).
ICITLC (%) 36+9 45+8 <0.001
6MWD (m)* 523189 551:76 0.03 Relation of telomere length change and clinical variables
mMRC dyspnea® 1(0-2) 0(0-0) 0.006 We found a strong relationship between baseline telo-
BODE index® 1(0-3) 0(0-1) <0.001  mere length and change in telomere length (r =-0.49,
Charlson index® 0(0-1) 0(0-0) N.S. p <0.001; adjusted by age) (Fig. 4).

Data are presented as ®mean + SD and "median (25"-75"pc) and compared
by Student’s t-test or Chi test. “Number of packs of cigarettes smoked per day
x number of years smoking. Percentage BMI body mass index, T/S ratio relative
telomere length, FEV, forced expiratory volume in one second, FVC forced vital
capacity, % pred per cent predicted. PaO2 partial oxygen tension, Kco diffusion
capacity of carbon monoxide, IC/TLC inspiratory to total lung capacity ratio,
6MWD six-min walk distance test. N.S non-significant

Compared with COPD patients that did not change,
lengthened or had a low rate of telomere shortening,
those patients with a more rapid shortening of their telo-
meres had similar lung function characteristics (Table 3).
By using correlation matrices, we were not able to find
any significant relationship between the rate of change
in telomere length and change in lung function in the
patients with COPD (see Additional file 3). This lack of
association was seen whether we compared current vs.
former smokers, number of comorbidities or mortality
(Chiz, p>0.05).

2,00

1.50]

1.00

Relative Telomere Lenght (T/S)

.50

p=0.003

.00

T T
COPD patients (n=121) Smokers without COPD (n=121)

Fig. 2 Average telomere length and SE relative telomere length (T/S) in COPD patients (n = 121) vs. age-matched smokers without COPD (n = 121)
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Table 2 Pulmonary function characteristics of the three groups
of patients with COPD defined by their baseline telomere length

Variable Short T/S*  Medium T/S*  Long T/S*  p-value
(n=40) (n=41) (n=40)

T/S ratio® 0.44+0.09 0.66+0.07 1.09£0.21 <0.001
Sex (male%) 65 66 67 N.S.
Age (years)® 59+7 58+8 55+9 N.S.
BMI (Kg/m?)° 28+6 27+5 27+5 N.S.
Smoking habit! 62 +28 63+24 57+23 N.S.
(pack-yrs)

Active smoking (%) 42 56 52 N.S.
FEV; (L) 170£0.71 1.64+0.67 166+0.74 N.S.
FEV; (% pred)® 61+23 59+21 58+21 N.S.
FVC (% pred)° 89+24 92+22 87+21 N.S.
FEV, / FVC (%) 55+12 51+13 53+12 N.S.
Pa0, (mmHg)® 711+157 71.9£158 735+115 N.S.
Keo (%) 741+256 755+24.1 752+211 NS.
ICITLC (%) 37+6 36+8 35+10 N.S.
6MWD (m)° 517+ 77 537+95 513+92 N.S.
mMRC dyspnea® 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) N.S.
BODE index* 1(0-2) 1(0-3) 1(0-3) N.S.
Charlson index® 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) N.S.

aGroups defined by telomere length (T/S) tertiles: <0.54, 0.54-0.73 and >0.73.
Data are presented as mean + SD and °median (25"-75"pc) and compared
by ANOVA test or Chi; test. “Number of packs of cigarettes smoked per day x
number of years smoking. BMI body mass index, T/S ratio relative telomere
length, FEV: forced expiratory volume in one second, FVC forced vital capacity,
% pred per cent predicted. PaO- partial oxygen tension, Kco diffusion capacity
of carbon monoxide, IC/TLC inspiratory to total lung capacity ratio, BMWD six-min
walk distance test. N.S non-significant

Discussion

This longitudinal study shows that COPD patients
experience an accelerated telomere shortening process
compared with smokers without COPD and this
telomere attrition occurs in close relation to baseline
telomere length. The study also confirms that patients

Page 5 of 8

with COPD have shorter telomeres than smokers who
do not have COPD. However, there were no associations
between telomere length and clinical and lung function
parameters at baseline or between changes in telomere
length and change in those parameters overtime. To our
knowledge, this is the first study reporting the course of
telomere length change in a well-characterized cohort of
patients with COPD and smoker controls.

Telomere length and change over time

In our study, at baseline, telomere length was shorter
with older age, both in the COPD patients and the
smokers without COPD. However, COPD patients pre-
sented shorter telomeres than the control group inde-
pendent of age and sex. Other studies evaluating the
relation between telomere length and COPD have shown
discordant results. Morla et al. [24] failed to find a differ-
ence in telomere length between COPD patients and
smokers, whereas some other studies have reported
shorter telomeres in subjects with COPD compared to
smokers and healthy individuals [8, 10]. These discord-
ant results may have been due to differences in sample
size in the studies or by technical bias or defects in study
design, some of which lacked of appropriate controls.
We found no relationship between telomere length and
clinical or lung function parameters in our COPD co-
hort in the cross-sectional analysis. This is in agreement
with the results of Savale et al. [9] who described a bor-
derline correlation between PaO. and PaCO: and telo-
mere length but strangely not to Ilung function
parameters. However, Rode et al. [25] in a study of more
than 45.000 individuals in a Danish population reported
a modest correlation between telomere length and the
lung function expressed by the FEVi. More recently,
Rutten et al. studying several markers of aging in pa-
tients with COPD, found telomere length to be the only
one associated with lung function [26]. All these studies

1.2
1.0
08 } ————— -s.lfﬁeio.ogyear(pt:ﬂﬂﬂz)

- -

06 W b p=0001

04 Prrregroun=0.002

0.2

Relative telomere lenght (T/S)

0.0 T d
Baseline Third year

== «® = Smokers without COPD ~——8— COPD patients

Fig. 3 Telomere length (relative T/S ratio) dynamics in COPD patients (n = 70) vs. age-matched smokers without COPD (n = 73) after 3 years’ follow-up
(p=0.001, using GLIM - general lineal model for repetitive measures; T/S differences between groups pr/sxgroups)=0.002)
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Fig. 4 Correlation between baseline telomere length and the rate of

change in telomere shortening in COPD patients after 3 years’ follow-up
(r=-0.49, p=0.001, adjusted by age)

were cross-sectional in design and in consequence not
adequate to evaluate the possible relationship between
telomere length and COPD progression. In addition, the
only lung function parameter evaluated was FEV1 and
patients with comorbidities were excluded.

The current report is the first one to document that
COPD patients have an accelerated rate of telomere
shortening in contrast to smoker controls, and this dif-
ference was more marked in those individuals with lon-
ger baseline telomeres. In our study, 85% of the COPD
patients showed telomere length shortening after 3 years
of follow-up, a proportion that is similar to that ob-
served in general population studies [27—-29], however,
the rate of decline is significantly lower in those normal
individuals. It is important to compare our findings with
that of other populations including different pathologies.
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Fazarneh et al. [13] analyzed leukocyte telomere trajec-
tory over 5 years in a cohort of individuals with coronary
artery disease and found, as we have, that telomere
shortening rate is powerfully influenced by baseline telo-
mere length. Our results support a pattern suggestive of
negative feedback regulation in the telomere shortening
dynamics, as has been proposed by others [29]. It may
be that once a critical telomere length has been reached,
activation of certain mechanisms in the cells occur to
prevent telomere shortening over years accounting for
less attrition per replication or maintenance of viable
telomere lengths in subjects with shorter telomeres.

The exact reason why telomeres shorten faster in pa-
tients with COPD was beyond the scope of this study.
However, oxidative stress and inflammation are the most
important factors thought to be responsible for the loss
of telomeric DNA [8], which in turn may favor the de-
velopment of structural tissue damage [30]. Studies on
mouse models of accelerated aging and lung dysfunc-
tion, suggested that this process might enhance suscepti-
bility to COPD [5].

Telomere length and clinical variables

Previous cross-sectional studies have concentrated pri-
marily on the relationship between telomere length and
the FEV1. We expanded on those studies relating not
only FEV1, but also lung hyperinflation (IC/TLC), diffu-
sion capacity (Kco) and gas exchange to telomere length.
Disappointingly, we were unable to document any asso-
ciation between telomere length in COPD patients with
any clinical or functional expression of the disease or
presence of any comorbidities at baseline. This is in gen-
eral agreement with most of the published studies that
have reported poor associations, if any, between the ac-
tual telomere length and the FEV1. Of interest, the stud-
ies that have described an association between telomere
shortening and lower FEV1 have included larger sample
size, thus facilitating a statistical significance to those

Table 3 Pulmonary function variables over time and telomere length rate of change in COPD patients

Variable High rate of shortening® Low rate of shortening maintenance or lengthening®

(n=35) (n=35)

Baseline 3-years p-value Baseline 3-years p-value
FEV; (L) 1.66+0.72 1.59+0.68 0.04 1.60+£0.5 152+0.5 0.15
FEV,(%pred) 59+20 58+20 0.63 59+19 58+19 0.54
FVC (L) 3.01+0.99 2.95+0.98 0.35 3.15+0.94 3.01£097 0.12
FEV./FVC 54+10 53+11 0.21 52+12 52+13 0.77
PaO, (mmHg) 735+79 70.9+9.6 0.04 7214129 68.8+11.6 0.09
Keo (%) 77.3+23.7 749+234 0.21 744+19.1 70.6+20.4 0.16
ICITLC (%) 35+9 31£10 0.03 36+8 32+8 0.02

Data are presented as mean + SD and were compared by Paired Sample T-Test. FEV: forced expiratory volume in one second, FVC forced vital capacity, % pred per
cent predicted, PaO; partial oxygen tension, Kco diffusion capacity of carbon monoxide, IC/TLC inspiratory to total lung capacity ratio. *Subjects consider to analysis in

each group (n=17). "Below the median of telomere length rate of change. “Upper the median telomere length rate of change
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findings. This is important when attempting to relate
statistical associations to practical the clinical application
of those findings.

Because the value of a biomarker resides primarily in
its capacity to reflect association to prognosis or to
change in disease progression, we followed patients and
controls over 3 years. We observed no correlation be-
tween the rate of shortening of telomeres and the
change in lung function, or for that matter with any
other clinical variable, rendering those findings difficult
to interpret of to apply clinically. Perhaps, a longer
period of observation or a larger sample may be neces-
sary to evaluate these clinical and physiological variables
or other patient related outcomes such as exacerbations,
cardiovascular events and all-cause mortality. On the
other hand, these findings suggest that the rate of telo-
mere shortening may not be a viable surrogate marker
of disease progression of major clinical utility.

This study has several limitations. Telomere length
was measured on circulating leukocytes and therefore
our findings may not reflect the process occurring in the
whole lung. Interestingly, telomere length in blood cor-
relates well with telomere length in lung tissue of COPD
[31] and rates of telomere shortening are similar in dif-
ferent tissues [32]. We used qPCR relative telomere
length measures rather than absolute ones which may
result in a loss of precision, however qPCR results were
reported to be strongly correlated those obtained with
southern blot technique [22]. Leukocyte telomere length
is also considered a marker of oxidative stress and in-
flammation, and both contribute to COPD development.
Telomere length is determined by environmental as well
as genetic factors. There is a large inter-individual vari-
ability in telomere length in humans of the same age
that makes difficult any cross-sectional comparisons.
Our control smokers presented a shorter tobacco
exposure history than the cohort of patients with
COPD. However, analysis between current vs. former
smokers in both cohorts did not show significantly
differences. Another limitation is that the sample size
or duration of observation (3 years) may not have
been large or long enough to find significant associa-
tions between telomere shortening and lung function
parameters. In this context, we cannot discard that
our findings may be affected by regression towards
the mean. Further studies with a larger follow-up
period with many time points of measurements are
needed to validate these findings. However, for imple-
mentation of precision medicine, biomarkers need to
have clinical applicability in small numbers, if not in
individuals. Lastly, we did not investigate other
markers of aging; however, other authors who have
done so, and have found telomere length to be the
most relevant of all [26].
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Conclusions

In summary, in this longitudinal observational study we
found that compared with smoker controls, an acceler-
ated telomere shortening occurs in patients with COPD,
even if they had shorter telomeres at baseline. Interest-
ingly, the speed of shortening relates inversely to base-
line telomere length. However, the telomere length and
its rate of shortening did not relate to clinical and lung
function parameters and their change over time, making
telomere length change an unlikely useful biomarker of
COPD progression.

Additional files

Additional file 1: Baseline characteristics of COPD patients with and without
three-year follow-up included in the study. (DOCX 14 kb)

Additional file 2: Baseline characteristics of smokers without COPD with
and without three-year follow-up included in the study. (DOCX 75 kb)
Additional file 3: Correlations between the rate of change in telomere
length and the change in pulmonary function variables in patients with
COPD after three years of follow-up. (DOCX 68 kb)
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Anexo Il

9.1.- Articulo 2

“Telémeros mas cortos en pacientes no fumadores con limitacion de la via

aérea”

Autores: Cérdoba-Lanus E2¢, Cabrera-Lopez C?, Cazorla-Rivero S2¢, Rodriguez-Pérez
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eUniversidad de La Laguna, Santa Cruz de Tenerife, Espafia.

DOI: 10.1016/j.rmed.2018.04.002

Revista: Respiratory Medicine

Eecha publicacion: mayo de 2018
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Anexo Il

9.2.- Resumen

Antecedentes: estudios transversales y longitudinales describen telomeros mas cortos
en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en comparaciéon con
controles no fumadores apareados por edad, pero la relaciéon es confusa debido al
consumo de tabaco. Proponemos que la longitud de los telémeros podria ser similar
entre los no fumadores con limitacién del flujo de aire y los fumadores con EPOC, pero

menor que en individuos sanos.

Métodos: la longitud de los telémeros (T/S) se midié6 por qPCR en leucocitos
sanguineos de 80 pacientes no fumadores y 80 fumadores con limitacion del flujo de
aire de la misma edad. Cuarenta individuos sanos no fumadores sirvieron como
controles. Antropometria, funcién pulmonar, comorbilidades actuales y anteriores se

registraron en todos los individuos.

Se explor6 la relacién entre la longitud de los telémeros y las variables clinicas y de

funcién pulmonar en los tres grupos.

Resultados: la longitud de los telémeros fue similar en los no fumadores y en los
fumadores con limitacion del flujo de aire (T/S = 0,61 + 0,19 vs. 0,60 + 0,23, p> 0,05,
respectivamente). Esta medida fue significativamente més corta en ambos grupos en
comparacion con los controles sanos (T/S 0,79 + 0,40; p = 0,01) independientemente
de la edad y el sexo. No se encontré asociacion significativa entre la longitud de los

telémeros y los parametros clinicos o de funcién pulmonar.

Conclusiones: el acortamiento de los telomeros se asocia con una limitacion del flujo
de aire independiente del tabaquismo. El envejecimiento prematuro o poseer telomeros
mas cortos determinados biol6gicamente podrian ser responsables de este hallazgo,

aungue aun por determinar.
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Shorter telomeres in non-smoking patients with airflow limitation
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ARTICLEINFO

ABSTRACT

Keywords:

copPD

Telomeres

Ageing

Asthma

Non-tobacco smoking

Background: Cross-sectional and longitudinal studies describe shorter telomeres in patients with chronic ob-
structive pulmonary disease (COPD) compared to matched non-COPD controls, but the relationship is con-
founded by tobacco consumption. We hypothesized that telomere shortening would be similar between non-
smoking and smoking individuals with airflow limitation and shorter than non-obstructed controls.

Methods: Telomere length (T/S) was measured by qPCR in blood leukocytes of 80 non-smoking patients and 80
age-matched smokers with airflow limitation. Forty non-smoker healthy individuals served as controls.
Anthropometrics, lung function, previous and current comorbidities were recorded in all individuals.
Relationship between telomere length and clinical and functional variables were explored in the three groups.
Results: Telomeres length was similar in non-smokers and smoker individuals with airflow limitation (T/
S =0.61 + 0.19 vs. 0.60 + 0.23, p > 0.05) respectively. Telomere length was significantly shorter in both
groups compared to healthy controls (T/S 0.79 * 0.40; p = 0.01) independent from age and sex. No significant
association was found between the telomere length and clinical or lung function parameters.

Conclusions: Telomere shortening is associated with airflow limitation independent of smoking status. Weather
premature ageing or biologically determined shorter telomeres are responsible for this finding remain to be
determined.

1. Introduction

respiratory-tract in early childhood, intrauterine growth retardation,
poor nourishment, and poor socioeconomic status, have been reported

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a major cause of
morbidity and mortality throughout the world, is thought to result from
the interaction of environmental agents such as tobacco smoking or
exposure to biomass fuel and inherited genetic factors [1]. COPD is
characterized by the presence of airflow limitation that frequently co-
exists with other age-related co-morbidities such as osteoporosis, car-
diovascular disease, lung cancer, depression and diabetes [2,3].

Tobacco smoking has been considered the most important risk
factor for developing COPD. However, close to 20% of patients with
poorly reversible airflow limitation, similar to COPD have never
smoked. Other factors such as chronic asthma, outdoor air pollution,
biomass and coal smoke, environmental smoke exposure (ETS), occu-
pational exposure, diet, tuberculosis sequelae, repeated lower

to be related to airflow obstruction similar to COPD in non-smokers
[1,4,5].

Furthermore, it has been suggested that COPD is a disease related to
accelerated ageing [6-8]. Telomere length is a biomarker of biological
age [9-11], and its length has been related to mortality and poor out-
comes in COPD patients [12]. Telomeres consist of stretches of re-
petitive hexanucleotides (5’-TTAGGG-3") that get progressively shorter
as cells divide, as a consequence of the known end-replication process.
When telomeres reach a critical length, their ability to protect the DNA
decreases, resulting in cell cycle arrest and eventually leading to cel-
lular senescence or cell death by apoptosis [11,13].

Shorter telomeres have been described in circulating leukocytes of
patients with COPD when compared to smokers without COPD [14-16].

Abbreviations: COPD, Chronic Obstructive Pulmonary Disease; T/S, Relative Telomere length ratio; gPCR, Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction; FEV, Forced Expiratory
Volume in one second; FVC, Forced Vital Capacity; BMI, Body Mass Index; GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; PaO3, Partial OXygen Tension; Kco, Diffusion
Capacity of Carbon Monoxide; IC/TLC, Inspiratory to Total Lung Capacity Ratio; 6MWD, 6-min walk distance; SD, Standard deviation

* Corresponding author. Research Unit, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Ctra. del Rosario 145, 38010, Santa Cruz de Tenerife, Spain.
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However, no studies regarding telomere shortening in non-smoking
patients with airflow limitation similar to COPD have been conducted
before.

We hypothesized that telomere shortening is a feature of individuals
with airflow limitation independent of smoking. To test this hypothesis,
we explored the interaction between telomere attrition and clinical and
lung function parameters, as well as outcomes in a very well char-
acterized cohort of non-tobacco smoking individuals with airflow lim-
itation similar to COPD. Smoking individuals with COPD and non-
smoking individuals without airflow limitation served as controls.

2. Methods
2.1. Study individuals

Patients: 370 individuals suspected of COPD were included in this
study which were patients of the two main hospitals in the Canary
Islands: the Hospital Universitario de Gran Canaria, Doctor Negrin and
Hospital Universitario N/S de Candelaria, Tenerife, Spain. From these
individuals, 80 were non-tobacco users with post-bronchodilator air-
flow limitation that were age-matched with a control group of 80 to-
bacco-smokers with COPD (smoking history of > 15 pack-year) (Fig. 1).
Inclusion criteria: age > 40 years, and post-bronchodilator FEV:/FVC
ratio < 0.70 measured 20 min after administration of 400 mg of albu-
terol. All patients were clinically stable (no exacerbation for at least 6
weeks) at the time of evaluation. Spirometry lung volumes, pulmonary
function test, and exercise capacity were measured according to ATS-
ERS guidelines [17-19] and severity was graded by the Global Initiative
for Obstructive Lung Disease (GOLD) [20]. Dyspnoea was evaluated by
mMRC scale [21] and the BODE Index was calculated as previously
described [22]. Co-morbidities were quantified using the Charlson
index [23]. EXclusion criteria included uncontrolled co-morbidities
such as malignancy at baseline. Asthma was defined by physician di-
agnosis. Controls: based on the availability of healthy controls with
blood sample and > 44 years old from general population (CDC pro-
ject) [24], only forty non-smoker healthy individuals were included in a
second analysis to contrast them with age-matched patients within the
two airflow obstruction groups (Fig. 1). All participants were informed
of study purposes and provided written informed consent. The study
was approved by the ethical committee board at both hospitals.

2.2. Telomere length measurement

DNA from venous blood was obtained at baseline from leucocytes

125 healthy controls
from general population

‘ 370 subjects suspected of ‘ ‘
aged 18-75 yrs.

COPD screened for the study

|

160 age-matched individuals with airflow limitation
with blood sample analysed

/

Non-smokers with
airflow Ilmltatlon 80

with COPD 80

Airflow obtstructed individuals contrasted with age-
matched healthy subjects with blood sample

\

Smoking
patients = 40

Smoker patients J

Non-smoking
controls = 40

Non-smoking
patients = 40

Fig. 1. Consort diagram representing the assessment of patients and healthy
control individuals considered to analysis in the present study.
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using the QlAamp DNA Mini Kit (GE Healthcare). Telomere length was
measured using a qPCR based protocol as already published [16,25,26].
The primer sequences and cycling conditions for the measurement of
telomere length were the same used by others [26] and albumin was
used as a reference gene. qPCR reactions were performed in 20 yL re-
actions for each individual: 10 L SYBRGreen PCR Master Mix (BioRad),
0.9 UM of telomere primers and 0.6 UM of albumin primers. All the
reactions were performed on triplicates on the iQ Cycler Real-Time PCR
Instrument (BioRad).

Telomere length was calculated as a ratio of telomere (T) to albumin
(S) as previously described [26]. The telomere length standardized to
the reference single copy gene (T/S) was calculated using the “AACp
with efficiency correction” calculation method [27].

2.3. Statistical analysis

For the cross-sectional analysis, non-tobacco smoking patients with
airflow limitation were categorized in three groups by telomere length
ratio (T/S) tertiles: shorter, medium or longer telomeres.

A t-Student, ANOVA, Chi?, Fisher Exact, Kruskal-Wallis test were
used to test differences in means and proportions of clinical and lung
function characteristics between non-smokers and smoker patients with
COPD. The association between baseline telomere length (T/S) with
clinical and/or pulmonary function variables was explored using
Pearson's correlation coefficients. A multiple logistic regression was
performed to test the association of telomere length with COPD ad-
justing for age, sex and pack years. SPSS 21.0 IBM Co software was used
for all statistical analyses and two-tailed p-values < 0.05 were con-
sidered significant.

3. Results
Table 1 shows the clinical and lung function data of the patients
Table 1

Baseline characteristics of non-smoking patients with airflow obstruction versus
smokers with COPD included in the study.

Variable Non-smokers with Smokers with p-value
airflow obstruction COPD (N =80)
(N =280)
Sex (male %) 45 57 0.261
Age (years)? 64 + 9 64 + 9 1.000
BMI (Kg/m2)* 29+5 28+ 6 0.089
Smoking habit 0 63 = 30 -
(pack-yrs)?«

Active smoking (%) 0 55 -

T/S ratio® 0.61 +0.19 0.60 = 0.23 0.768
FEV: (L)* 1.69 = 0.78 1.46 = 0.62 0.045
FEV1 (% pred) 66 = 19 60 = 23 0.064
FVC (% pred)* 93 + 21 90 =+ 25 0.337
FEV1/FVC (%) 58 + 8 53 + 12 0.004
IC/TLC (%) 39 x 10 349 0.009
6MWD (m)* 518 = 108 470 = 85 0.004
mMRC dyspnoeal 1 (0-2) 1(0-2) 0.275
EXacerbations® 1(0-2) 0 (0-1) 0.381
Charlson index® 0 (0-1) 0 (0-1) 0.150
Inhaled b2-agonist (%) 73 80 0.354
Inhaled anticholinergic 83 45 0.001

(%)
Inhaled corticosteroid 54 79 0.003

(%)

BMI: body mass index; T/S ratio: relative telomere length; FEVi: forced ex-
piratory volume in one second; FVC: forced vital capacity; % pred: percent
predicted; IC/TLC: inspiratory to total lung capacity ratio; 6MWD: six-min walk
distance test.

a Data are presented as mean + SD.

b Data are presented as median (25th-75thpc).

¢ Number of packs of cigarettes smoked per day x number of years smoking.
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analysed in the first stage: 80 non-tobacco smoking patients with air-
flow limitation and 80 smokers with COPD. The range of airflow ob-
struction distributed by GOLD stages in smoker COPD patients was as
follows: 1 (21%), 2 (48%), 3 (20%) and 4 (11%). Smoking patients with
COPD presented a slightly worse lung function measured by FEV: and
the FEVi/FVC than non-smokers with airflow obstruction. Smoking
COPD patients presented a median BODE index of 1, while 33% of them
scored a BODE index >2. The two groups were similar in sex, BMI and
Charlson co-morbidity score. More than 50% of the patients in the to-
bacco-smoking group with COPD were current smokers. Seventy-five
percent of non-smoking patients with poorly responsive airflow lim-
itation were diagnosed as having persistent asthma, 15% had bronch-
iectasis and 10% had a diagnosis of treated tuberculosis.

Telomere length measured by the T/S ratio inversely correlated
with age (r = -0.202; p = 0.05). All subsequent analyses were ad-
justed by age.

Telomere length in non-smoker patients with airflow limitation was
similar to age-matched tobacco smokers with COPD (T/
S$=0.61 + 0.19 vs. 0.60 £ 0.23) (Table 1).

In further analysis, it was found that non-smoking patients with
airflow limitation had shorter telomere length compared to age-mat-
ched (57 = 7 yrs) non-smoking healthy controls, independent of age
and sex (0.63 = 0.20 vs. 0.79 + 0.40; 95% CI: 0.03-0.79; p = 0.01),
(Fig. 2). There were no significant differences in telomere length be-
tween females and males (0.60 + 0.16 vs 0.63 #* 0.22, p = 0.44)
within the non-tobacco smoking individuals with airflow limitation or
in the healthy controls group (0.86 + 0.48 vs. 0.71 + 0.27,p = 0.21;
for females and males, respectively) (Supplementary table 1).

Telomere length grouped by tertiles (shorter, medium and longer)
showed no association with any clinical and lung function variables. No
significant differences was detected between patients with less and
more severe airflow obstruction, history of exacerbations, asthma,
bronchiectasis and tuberculosis (Table 2) (Supplementary table 2).

Asthmatic patients within the non-smokers group with airflow
limitation were similar in telomere length than the rest of non-smokers.
(Table 3).

Table 2
Clinical and pulmonary function characteristics of non-smoker patients with
airflow obstruction defined by shorter, medium or longer T/S ratio.

Variable Shorter T/S Medium T/S Longer T/S p-value
(n=27) (n=27) (n=26)
T/S ratio® 0.42 = 0.07 0.60 = 0.06 0.83 £ 0.10 <0.001
Sex (male %) 44 30 58 0.120
Age (years)® 65 + 9 67 =9 60 + 10 0.028
BMI (Kg/m2)" 29+ 5 29+ 6 30 + 4 0.658
BMI > 30 (Kg/ 41 37 38 0.961
m?2 %)
FEV1 (L)* 1.59 = 0.67 1.60 = 0.68 1.90 = 0.94 0.272
FEV1 (% pred)* 65 x= 20 69 = 16 65 = 19 0.683
FVC (% pred)” 89 + 26 97 + 18 94 = 19 0.400
FEV1/FVC (%) 59 7 58 + 8 56 = 10 0.509
IC/TLC (%)* 37 £ 10 37 =10 42 = 10 0.172
6MWD (m)* 510 =121 512 = 94 542 + 113 0.555
mMRC 1 (0-2) 1 (0-1) 1 (0-2) 0.735
dyspnoea®
Tuberculosis (%) 11 11 8 0.913
Asthma (%) 78 70 77 0.693
Bronchiectasis 26 15 16 0.523
(%)
EXacerbations® 0 (0-1) 0(0-2) 1(0-2) 0.767
Charlson index® 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0.385

T/S ratio: relative telomere length ratio; BMI: body mass index; FEV1: forced
expiratory volume in one second; FVC: forced vital capacity; % pred: per cent
predicted; IC/TLC: inspiratory to total lung capacity ratio; 6MWD: six-min walk
distance test.

Groups defined by telomere length: < 0.494, 0.495-0.717 and > 0.718.
a Data are presented as mean #+ SD.

b Data are presented as median (25t%-75thpc).
4. Discussion

This study shows for the first time and to the best of our knowledge
that telomere length shortening is similar between non-smoker and
smoker individuals with airflow limitation. Both groups presented
shorter telomere length than non-smoking healthy controls. Moreover,
these findings were independent of age and sex.

1.20

p=0.01

1.00] [

0.807]

0.60

Relative telomere lenght (T/S)

0.40-

Non Smok

s with S

s with COPD

airflow obstruction

Healthy control
subjects

Fig. 2. Telomere length (T/S) in non-smoking patients with airflow obstruction, compared to smokers with COPD and Healthy controls.
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Table 3
Baseline characteristics of non-smoking patients with airflow obstruction in-
cluded in the study.

Variable Asthmatic (n = 60) Other (n = 20) p-value
Sex (male %) 58 50 0.606
Age (years)” 64 =9 65 + 9 0.587
BMI (Kg/m2): 29+ 5 29 + 6 0.876
T/S ratio® 0.61 = 0.19 0.61 +0.18 0.927
FEV: (L)* 1.69 = 0.70 1.70 = 0.99 0.943
FEVi (% pred)* 67 + 16 64 + 26 0.645
FVC (% pred)- 95 + 19 87 + 28 0.230
FEV1/FVC (%)* 57 + 8 58 = 10 0.633
IC/TLC (%) 39+ 9 37 + 12 0.367
DLco (%) 87 = 19 71 = 23 0.003
6MWD (m)* 531 + 113 490 = 96 0.188
mMRC dyspnoea® 1 (0-2) 1(1-2) 0.492

T/S ratio: relative telomere length; BMI: body mass index; FEV1: forced ex-
piratory volume in one second; FVC: forced vital capacity; % pred: per cent
predicted; IC/TLC: inspiratory to total lung capacity ratio; DLco: diffusing ca-
pacity of the lung for carbon monoxide; 6MWD: six-min walk distance test.

a Data are presented as mean * SD.

b Data are presented as median (25th-75thpc).

Some cross-sectional studies have reported shorter telomeres in
smoking individuals with COPD, compared to smokers without COPD
and healthy individuals [11,14,15]. Recently, longitudinal data from
our group demonstrated telomere shortening over time in patients with
COPD in contrast to control smokers whose telomeres did not decrease
to the same degree over the 3 years of the study [16].

Cigarette smoke may worsen ageing related events in the lung or
may accelerate the ageing process in this organ due to the reduction in
anti-ageing molecules or by stimulating pro-ageing ones [8]. Further-
more, it has been difficult to establish whether the shorter telomeres of
patients with smoking related COPD is due to the disease itself or to the
effect of smoking. We hypothesized that if there was a relation between
poorly reversible airflow limitation similar to COPD itself and telomere
shortening, this would be seen in individuals with spirometric airflow
limitation and no history of smoking. In this study, we observed telo-
mere shortening in a non-smoking cohort of patients with airflow
limitation, similar to COPD that was equal in magnitude to that seen in
COPD due to cigarette smoking, and shorter for both group than the
telomere length of age-matched healthy individuals from a similar
population.

It is interesting to note that 75% of the non-smokers with airflow
limitation had a history of persistent asthma. This is in accordance to
previous studies which have reported that patients with severe asthma
appear to have shorter telomeres than control individuals [28,29]. In
contrast, the results differ from those of a meta-analysis that included
13 studies, where a weak but negative association was observed be-
tween asthma and telomere length, particularly in the female sub-
sample [30]. However, the meta-analysis failed to control for smoking
or any other covariates. Patients with asthma in adulthood present a
significant increase in comorbidities associated with accelerated ageing
such as COPD, cardiovascular disease and cancer [31]. Guerra et al.
suggested that accelerated ageing processes may increase the risk of
patients with persistent asthma to develop COPD [32]. These processes
may have their own origins in a genetic predisposition, early childhood
events or attenuated lung development in the first stages of life. Indeed,
population studies indicate that exposure to environmental pollutants
may thus be one important trigger in the shift from Asthma to COPD
[33].

Another important factor suggesting a relationship between ex-
posure to pollutants and COPD relates to chronic inflammation with
subsequent oxidative stress, cellular and immunosenescence and asso-
ciated telomere shortening [4,34,35]. That chronic inflammation may
be one responsible aetiological mechanism is supported by the history

Fyraoy\kire IIBCOS T3 18

of bronchiectasis or old treated tuberculosis in the non-smoking in-
dividuals with airflow limitation who did not report asthma in their
past history. The only studies exploring this relationship, showed
shorter telomeres and altered expression of markers of cell cycle in-
hibitors and senescence in patients with severe bronchiectasis [36] but
no association between telomere length and tuberculosis [37].

Telomeres are highly susceptible to damage by oxidative stress be-
cause of their high content of guanidine residues. Oxidative DNA da-
mage to telomeres regions can induce a persistent DNA damage re-
sponse (DDR) that gives rise to a cell replicative senescence irrespective
to telomere length [38]. Moreover, evidence for increased TAF (telo-
mere DNA damage associated foci) was found in small airway epithelial
cells in lung tissue from COPD patients [39]. Unfortunately measure of
TAF in lung tissue sample of the analysed populations was not possible.
Thus, we cannot discard possible differences between non-dependent
telomere length DNA damage in our patients.

Our results showing a lack of association between telomere length
and pulmonary function impairment in the non-smoking cohort of pa-
tients with airflow obstruction are in line with other studies in smokers
with COPD [11,14,15]. These results differ from reports that have
shown a modest correlation between telomere shortening and the FEV:
[30,40,41]. Our previous longitudinal study on telomere attrition and
COPD did not reveal any correlation between telomere length and
clinical, lung function parameters or the presence of any comorbidities,
or even between the rate of shortening of telomeres and the change in
lung function in patients followed over 3 years [16]. There is no easy
explanation for the differences amongst studies, but it would seem that
if present, the association between telomere length and degree of lung
function impairment is weak at best. However, it cannot be discarded
that discrepancies may be due to different factors such as inter-la-
boratory variation, sample size, or selection and characterization of the
study cohort.

This study has several limitations. Telomere length was measured
on circulating leukocytes and not in lung cells. However, studies sup-
port the use of telomere length in blood leucocytes as surrogates of
telomere length in different tissues [42]. Moreover, in our study a mean
value for the telomeres of all chromosomes in each individual sample
was measured. So, we were not able to determine the load of critically
short telomeres, which were postulated as common mediators of telo-
mere-driven senescence [43]. Further analysis addressing this issue
should be considered. Our non-smoking patients with airflow limitation
had milder degree of obstruction thereby limiting the relationship be-
tween the severity of airway obstruction and telomere attrition. A
larger sample may be necessary to evaluate these clinical and physio-
logical variables. However, the strength of our study is the well char-
acterized clinical cohort of patients with airflow obstruction that in-
cluded variables heretofore never evaluated such as lung hyperinflation
(IC/TLC), diffusion capacity (Kco), the BODE index and/or comorbid-
ities.

In conclusion, shorter telomeres were observed in never smoker
individuals with persistent airflow limitation similar to COPD compared
with age-matched controls. The degree of telomere attrition was similar
to that observed in tobacco-smoking patients with COPD. Our data
suggest an important influence of the airway obstruction in telomere
shortening and the ageing process in non-smokers with COPD.
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Anexo Il

10.1.- Articulo 3

“Dinamica de la longitud de los teldmeros durante 10 afios y resultados

relacionados en pacientes con EPOC”

Autores: Cordoba-Lanis E'3%, Cazorla-Rivero St%, Garcia-Bello MA?, Mayato D?,

Gonzalvo-Hernandez F?, Ayra-Plasencia J*3, Celli B4, Casanova C23,

1Unidad de Investigacion, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria, Santa

Cruz de Tenerife, Espafia.

2Departamento de Neumologia, Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria,

Santa Cruz de Tenerife, Espafia.
3Universidad de La Laguna, San Cristobal de La Laguna, Tenerife, Espafia.

4Pulmonary and Critical Care Department, Brigham and Women’s Hospital, Boston, MA,
USA.

* Ambos contribuyen como primer autor.

DOI: 10.1186/s12931-021-01616-z

Revista: Respiratory Research

Eecha publicacion: 2021

Eactor de Impacto (IF): 3.829

Cuartil: Q1
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Anexo Il

10.2.- Resumen

Antecedentes: la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se ha propuesto
como una enfermedad de envejecimiento acelerado. Muchos estudios han tratado de
caracterizar la relacion entre la longitud de los telomeros (TL), un marcador del
envejecimiento bioldgico y los procesos derivados con la EPOC. Se desconoce si el
acortamiento acelerado de los teldmeros con el tiempo se relaciona con peores

resultados en pacientes con EPOC.

Métodos: la longitud relativa de los telémeros (T/S) se determiné mediante gPCR en
muestras de ADN de sangre periférica en 263 pacientes al inicio del estudio y hasta 10
afios después de la inscripcion. Se incluyeron en el analisis los datos clinicos y de
funcién pulmonar anuales de 134 pacientes con al menos dos medidas de T/S durante

este tiempo.

Resultados: al inicio del estudio, la T/S se correlacioné inversamente con la edad (r = -
0,236; p < 0,001), pero no hubo relacion entre la T/S y las variables clinicas y de funcién
pulmonar (p > 0,05). Durante 10 afios de observacion, hubo un acortamiento medo de
la TL de 183 pb / afio para los pacientes con EPOC. Después de ajustar por edad, sexo,
tabaquismo activo y la media de T/S, los pacientes que acortaron mas sus telémeros
con el tiempo, tuvieron peor intercambio gaseoso, mas hiperinsuflacion y peor afeccién
pulmonar y extrapulmonar durante el seguimiento, (PaO2 p < 0,0001; KCO p = 0,042;
IC/ TLC p < 0,0001; 6MWD p = 0,004 e indice BODE p = 0,009). Los pacientes en el
tertil mas bajo de T/S durante el periodo de seguimiento tuvieron un mayor riesgo de

muerte [HR = 5,48, (1,23-24,42) p = 0,026].

Conclusiones: este estudio prospectivo muestra una asociacién entre el acortamiento
acelerado de los telomeros y el empeoramiento progresivo del intercambio gaseoso

pulmonar, la hiperinflacion pulmonar y la afeccion extrapulmonar en pacientes con
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Anexo Il

EPOC. Ademas, los telomeros persistentemente mas cortos durante este tiempo de

observacion aumentan el riesgo de mortalidad por todas las causas.
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Telomere length dynamics over 10-years ==
and related outcomes in patients with COPD

E. Cérdoba-Lanus'3#t ©S. Cazorla-Rivero'®, M. A. Garcia-Bello', D. Mayato', F. Gonzalvo?, J. Ayra-Plasencia’?,

B. Celli® and C. Casanova'2?

Respiratory Research

()

Abstract

known.

[HR =5.48, (1.23-24.42) p = 0.026].

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) has been proposed as a disease of accelerated aging.
Several cross-sectional studies have related a shorter telomere length (TL), a marker of biological aging, with COPD
outcomes. Whether accelerated telomere shortening over time relates to worse outcomes in COPD patients, is not

Methods: Relative telomere length (T/S) was determined by gPCR in DNA samples from peripheral blood in 263
patients at baseline and up to 10 years post enrolment. Yearly clinical and lung function data of 134 patients with at
least two-time measures of T/S over this time were included in the analysis.

Results: At baseline, T/S inversely correlated with age (r = — 0.236; p<0.001), but there was no relationship between
T/S and clinical and lung function variables (p > 0.05). Over 10 years of observation, there was a median shortening
of TL of 183 bp/year for COPD patients. After adjusting for age, gender, active smoking and mean T/S, patients that
shortened their telomeres the most over time, had worse gas exchange, more lung hyperinflation and extrapulmo-
nary affection during the follow-up, (PaO2 p <0.0001; Ko p = 0.042; IC/TLC p<0.0001; 6MWD p = 0.004 and BODE
index p =0.009). Patients in the lowest tertile of T/S through the follow-up period had an increased risk of death

Conclusions: This prospective study shows an association between accelerated telomere shortening and progres-
sive worsening of pulmonary gas exchange, lung hyperinflation and extrapulmonary affection in COPD patients.
Moreover, persistently shorter telomeres over this observation time increase the risk for all-cause mortality.

Keywords: Aging, COPD, Lung-function, Mortality, Telomeres

Background

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), one of
the leading causes of morbidity and mortality worldwide,
is a disease characterized by a persistent reduction of air-
flow that frequently progresses over time [1, 2]. In addi-
tion, patients with COPD develop 10 or 20 years earlier,
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comorbid diseases characteristically seen in elderly sub-
jects without COPD [3, 4].

COPD has been described as a disease of accelerated
aging and shorter telomere length as a surrogate marker
of biological aging [5, 6]. In humans, telomeres consist
of a repeating sequence of TAAGGG hexanucleotide
located at the ends of chromosomes and have an impor-
tant role in maintaining chromosome integrity and cell
proliferation [7]. Telomeres shorten 30-100 base pairs
during each cell division due to the end-replication prob-
lem of the DNA polymerase [8, 9]. Telomere shortening
and telomere dysfunction may heavily influence the aging
human lung [10]. It has been shown that patients with
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COPD exhibit shorter leucocyte telomeres when com-
pared with smokers without COPD and healthy subjects
[11-13]. Importantly, we have also shown that COPD
patients experience accelerated telomere shortening over
time when compared to smoking controls [13].

Shortening of telomere length may be a risk factor for
all-cause or cause-specific mortality [14, 15]. The same
appears to be true for patients with COPD, as shorter
telomere length has been associated with worse lung
function [16, 17], exacerbations and risk of death [18,
19]. However, these studies suggesting an association
between telomere length and respiratory health were
cross sectional in design. There is one recent study in the
general population relating telomere length with longitu-
dinal assessment of clinical data, but the study had only
one measure of telomere length at baseline. In that study,
smokers with short telomeres at baseline had accelerated
lung function decline over time [20]. No long-term study
of patients with COPD, has measured telomere length
over time and explored the association between changes
in telomere length and clinical and physiological vari-
ables of importance to those patients.

The aim of the present study was to test the hypothe-
sis that telomere length shortening over time in patients
with COPD is associated to clinical, lung function, and
patient-related outcomes in 10 years of follow-up.

Methods
Subjects
A total of 263 were smokers with COPD diagnosis
were screened for this study at the Hospital Universi-
tario La Candelaria, Tenerife, Spain (Tenerife-cohort)
that were followed annually as part of the BODE cohort
[21, 22]. Inclusion criteria: age > 40 years, smoking his-
tory > 15 pack-years and post-bronchodilator FEV1/FVC
ratio < 0.70 clinically stable for at least 6 weeks at the time
of evaluation. Spirometry, lung volumes and exercise
capacity were measured according to ATS-ERS guide-
lines [23, 24]. Dyspnea, evaluated by mMRC scale [25],
BODE Index [21] and Charlson index for comorbidities
[26] were registered at every visit. Exclusion criteria:
uncontrolled co-morbidities such as malignancy at base-
line, asthma or other pulmonary conditions than COPD.
Exacerbations were defined as a worsening of respiratory
symptoms (dyspnea, cough or sputum) that required the
use of antibiotics, systemic corticosteroids, or both or
necessitated emergency room visit or hospital admis-
sion. All-cause mortality was recorded using information
obtained from the family and then confirmed by review-
ing medical records (Fig. 1).

Longitudinal study: included 134 patients from the
overall cohort that were monitored through the 10 years
of follow-up (413 observations). These patients presented
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263 smokers with COPD with clinical and TL
measurement at baseline

L
(41died |
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Fig. 1 Flow diagram representing individuals recruited for the
present study

‘ 17 died
27 lost to f/u

at least two-time longitudinal measures of telomere
length and a mean follow-up of 6 years. From these 42
reached 10 years of observation. As show in Additional
file 1: Table S1, the clinical characteristics of these 42
patients were similar to that of the cohort as a whole,
except for being slightly younger, presenting higher Kco
and able to walk more on the 6MWD test.

In each annual visit of the recruited participants
peripheral blood sample was taken and all the clinical
and functional parameters were recorded.

The study was approved by the institutional review
board of HUNSC (P114/12). All participants provided
written informed consent.

Telomere length measurement

DNA was extracted from whole blood obtained at base-
line, the 3rd-year, the 5th-year and at the 10th-year post
enrolment. The QlAamp DNA Mini Kit (GE Health-
care) was used for this purpose and the resulting DNA
samples were quantified using the Nanodrop lite spec-
trophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA). Telomere length was measured in triplicate in each
sample (20 ng of DNA) using a qPCR-based protocol as
described in a previous publication of our group [13].
Also, calibrator samples were assayed in triplicate on
each PCR plate to control for variation between plates.
Intra-plate coefficients of variance (CV) were calculated
between the replicates and samples with CV > 5% were
excluded from further analysis. Two control DNA sam-
ples were assay per run as a normalizing factor. Inter-
plate CV for the calibrator sample was calculated to be
< 8.5%. Albumin, a single copy gene, was used as a refer-
ence gene.
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Telomere length was calculated as a ratio of telomere
to albumin where the T/S ratio for an experimental DNA
sample is T, the number of nanograms of the standard
DNA that matches the experimental sample for copy
number of the telomere template, divided by S, the num-
ber of nanograms of the standard DNA that matches the
experimental sample for copy number of the albumin sin-
gle copy gene [27]. T/S was calculated using the “AACp
with efficiency correction” calculation method [28].

TRF southern blot analysis

Telomere restriction fragment analysis [29] was per-
formed by southern blot using the TeloTAGGG Telomere
Length Assay Kit (Roche) according to the manufacturer
instructions. The mean telomere length was calculated
using the following: TRF = Y (ODi)/3(ODi/Li), where
ODi is the chemiluminescent signal and ODi/Li is the
length of the TRF at position. Conversion of T/S ratio to
base pair was calculated for every subject based on the
equation: y = 1114.58 + 10,373.13 x of the correlation
analysis, where x is T/S ratio (Additional file 2: Figure S1).

Statistical analysis

Baseline characteristics and outcomes

The 263 patients with COPD were categorized in three
groups by relative telomere length ratio (T/S) tertiles at
baseline: shorter, medium or longer telomeres. T/S was
inversely correlated with age, so all subsequent analyses
were adjusted by this variable. Differences in means and
proportions of baseline and follow-up characteristics
between groups of patients were tested using t-Student,
ANOVA, Chi?, Fisher Exact, Kruskal-Wallis.

Telomere length shortening over time and outcomes
Longitudinal analysis was performed on each individual
having at least two-time T/S measures during their fol-
low-up over 10 years. A total of 134 patients were evalu-
ated during follow-up until time of censoring (drop-out
or death). In this analysis, we considered mortality as
events that occurred during follow-up within the 3 years
after the last clinical evaluation (n = 43). A linear regres-
sion mixed model for repeated measures was performed
to test the association of telomere length dynamics over
follow-up time and the clinical and pulmonary function
variables. The effect of the change in relative telomere
length through time was analysed in relation to pulmo-
nary function variables measured during the observation
time by the variable T/S_mCh: as the change in T/S with
respect to its mean over time in each individual. The age,
gender and the mean T/S of each individual were used as
covariates.

To analyse the effect of telomere length on all-cause
mortality we compared the risk of mortality across T/S

Page 3 0of 9

in each individual of the entire cohort over the total fol-
low-up period by using a Cox proportional hazards ratio
(HR) regression model in multivariate analysis. T/S was
measured four times; at baseline, at the third, the 5th and
at the 10th-year post enrolment. Because every subject
included had an annual evaluation of their clinical and
lung function parameters, we used the last observation
carried forward (LOCF) approach to manage the T/S
measures registered at the four moments (baseline, the
3rd-year, the 5th-year and at the 10th-year post enrol-
ment). Individual T/S values were analysed using the
last observation (T/S) registered, and carried forward in
order to construct the different models.

Mortality risk was tested in every subject included in
the study throughout its follow-up and over the subse-
quent 12 months from the last clinical evaluation, taking
into account that they had at least two-time longitudinal
T/S measures. Kaplan—Meier estimator is used to illus-
trate the association between this time varying covariate
and mortality as a clinical outcome. In the multivariate
model, the following covariates were included: age, gen-
der, smoking status (pack-years of smoking), active smok-
ing (current or ex-smokers), FEV1%, BODE index and
6MWD every year of follow-up.

SPSS 25.0 IBM Co and R software were used for all sta-
tistical analyses and two-tailed p-values < 0.05 were con-
sidered significant.

Results

Baseline analysis

The clinical characteristics and lung function data of
263 COPD patients at baseline distributed by tertiles of
relative telomere length are summarized in Table 1. The
range of airflow obstruction distributed by GOLD stages
in COPD was as follows: | (16.7%), 11 (43%), 111 (30.8%)
and IV (9.5%). Individuals with shorter telomeres were
older and had a higher number of pack-years smoked
(p=0.023). There was no relationship between tel-
omere length and clinical and lung function parameters
(p > 0.05) cross-sectionally. Telomere length measured by
the T/S ratio inversely correlated with age (r=—0.236;
p<0.001). The median TL of the patients’ with an aver-
age of 64 years old, was 7.8 = 2.7 kbp. Additional file 2:
Figure S1 shows that on average, telomere length was
shorter as age increased.

TFR by southern blot analysis

Telomere length was measured in forty COPD patients’
DNA samples using southern blot. Relative telomere
length (T/S) measured by gPCR in these same samples
correlated with telomere length TL in base pairs meas-
ured by southern blot (r=0.502, p=0.001) (Additional
file 3: Figure S2).
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Table 1 Baseline clinical and lung function characteristics of COPD patients grouped by relative telomere length tertiles

Variable Short T/s¢ Medium T/S¢ Long T/S¢ p-value
N=87 N=88 N=88
T/S ratio® 0.40 £0.08 0.60+0.05 0.92+0.22 <0.001
TL (bp)® 5248 + 855 7346 + 535 10,757 + 2371 <0.001
Age?® 66+9 64+9 61+10 0.005
Sex (male %) 76 80 66 0.104
BMIP 28+6 28+5 26+5 0.068
Smoking habit (pack-year)®© 69+ 30 65+ 26 58 +24 0.023
Active smoking (%) 43 43 40 0.888
FEV: (L) 1.49+0.64 1.60 +0.65 1.46 +0.66 0.326
FEV; (% pred)® 58 +21 59+20 55+23 0.544
FVC (% pred)® 87+21 90+23 85+23 0.348
FEV4/FVC (% pred) 52+13 5111 5113 0.930
PaQ?® 71+£12 73+ 11 71+12 0.605
Keo? 79+27 77+24 69+ 26 0.059
ICTLC (%)° 35+8 35+8 34+10 0.875
6MWD (mts)® 477+94 486 + 102 480+ 105 0.824
mMRC dysnea® 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0.210
BODE index® 1(0-2) 1(0-3) 1(0-3) 0.223
Charlson index® 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0.769
Exacerbations® 0(0-1) 1(0-2) 0(0-1) 0.146

T/S ratio relative telomere length, TL telomere length, BMI body mass index, FEV; forced expiratory volume in 1 s, FVC forced vital capacity, % pred per cent predicted,
Pa0; partial oxygen tension, K, transfer factor coefficient of the lung for carbon monoxide, which is DL, IC/TLC inspiratory capacity to total lung capacity ratio,

6MWD 6 min walking distance test. p-values < 0.05 are shown in italics

2 Data are presented as mean +SD

b Data are presented as median (25th-75th pc)

¢ Number of packs of cigarettes smoked per day x number of years smoking

9 Groups defined by relative telomere length (T/S) tertiles: < 0.52, 0.52-0.71 and > 0.71

Longitudinal analysis

The longitudinal study was performed in the 134 patients
followed annually over 10 years that presented at least
two T/S measures over that time. The clinical and pulmo-
nary function characteristics of these patients are shown
in Table 2.

Table 3 shows the clinical and pulmonary function
characteristics at baseline and after 10 years of follow up
in the 42 patients that completed that period of obser-
vation. They were mostly men (67%) and had a medium
age of 61 = 8 at baseline. The telomere length was
7583 + 2328 bp when first recruited and 5755 + 1456 bp
10 years later. The medium loss in TL observed was
183 bplyear.

Telomere length shortening and pulmonary function

The effect of the change in T/S in relation to its mean
value was analysed in each of the 134 patients included in
the longitudinal study throughout their follow-up period.
Overall patients that shortened the most their telomeres
over that time, had worse pulmonary gas exchange meas-
ure by PaO2, Kco, worse static lung hyperinflation (1C/

TLC) and extrapulmonary affection (BODE index), even
after adjustment by age, gender, active smoking and the
mean T/S of each subject (Table 4). Moreover, patients
that died during the follow-up period had more telomere
shortening in relation to the same clinical and pulmonary
function variables.

Telomere length and mortality risk

During the follow-up period, 87 (33%) of the partici-
pants died (19.5% from cancer, 39.1% from a respiratory
cause and 5.8% from a cardiovascular cause). Patients
with COPD with shorter telomeres (T1 and T2 tertiles
of T/S) showed a higher risk of all-cause mortality (Cox
HR = 5.481, p = 0.026) (Table 5, Fig. 2). In the overall
cohort, the individual variation of a decrement in 0.1
units of T/S over time increased the risk of mortality
(HR =1.446, p=0.009).

Discussion

To our knowledge this is the first study to explore the
relationship between telomere length change over
10 years and clinical outcomes, in a cohort of COPD
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Table 2 Baseline characterization of COPD patients who achieved 10 years of follow-up and those who died

Variable Total patients included Alive after 10 year-follow-up  Died during 10 year-follow-up p-value*
(n=134) (n=42)! (n=43)*
Age 649 61+8 69+9 0.001
BMI? 27+5 27+6 28+5 0.781
Smoking habit (pack-year)®* 65+ 26 61+22 70+31 0.139
Active smoking (%) 43 52 33 0.069
FEVi (L) 1.52+0.62 1.61+0.61 1.34 +0.56 0.038
FEV (% pred)® 58 + 21 61+19 51+21 0.027
FVC (% pred)® 89+24 90+23 81+25 0.070
FEV4/FVC (% pred) 5111 54+10 49+11 0.024
PaQ?® 72+ 11 73+10 68+ 10 0.015
Kco® 80+26 90+28 74+23 0.009
ICITLC (%)? 34+8 35+8 33+8 0.143
6MWD (mts)® 495 +90 522 +83 474 +75 0.008
mMRC dysnea® 1(0-2) 1(0-1) 1(0-2) 0.703
BODE index® 1(0-3) 1(0-2) 1(0-3) 0.179
Charlson index® 0(0-1) 0(0-1) 1(0-1) 0.740

Paired sample t test was used

BMI body mass index, FEV; forced expiratory volume in 1's, FVC forced vital capacity, % pred per cent predicted, PaO; partial oxygen tension, K, transfer factor
coefficient of the lung for carbon monoxide, which is DL¢, IC/ TLC inspiratory capacity to total lung capacity ratio, SMWD 6 min walking distance test

¥ p-value between compared groups

2 Data are presented as mean + SD

b Data are presented as median (25th-75th pc)

€ Number of packs of cigarettes smoked per day x number of years smoking

Table 3 Characterization of patients with COPD (N #2) patients. Those patients that shorten their telomeres the
at baseline and at 10 years of follow-up most during the follow-up period, showed worsening
of alveolar gas exchange, lung hyperinflation and clini-

Variable Baseline 10 year-follow-up  p-value

cal outcomes compared with those whose telomeres did
IS ratio® 062+0.22 045+0.14 <0.0001  not shorten as much. Moreover, patients within the low-
L (bp)y* 7583 +£2328 5755+ 1455 <0.0001  est telomere length presented a higher risk of all-cause
BMI® 27+6 27+6 0.981 mortality.
Active smoking (%) 52 40 <0.0001 According to previous studies completed in general
FEV; (L 1.61+0.61 1.36+0.57 <0.0001  populations, leucocyte telomeres shorten 40-105 base
FEV1 (% pred)® 61+19 56+ 18 0.014 pairs per year [14, 30]. We found that the mean telomere
FVC (% pred)® 90+23 86+24 0.043 length in this cohort of COPD patients aged 64 years-
FEVW/FVC (% pred)® 54 +10 51+10 0.022 old at time of recruitment was 7.6 kbp and it decreased
PaG* 73+10 68+ 10 <0.0001  to 5.7 kbp after 10 years, approximately 183 bp/year. In
Keo® 90+28 76+ 24 0.006 addition, the TL observed in COPD patients in this study
ICITLC (%)? 36+8 31+9 0.001 corresponds to that observed by others in healthy sub-
6MWD (mts)® 520+ 84 448 £125 <0.0001 jects of similar age but 10 years older [14]. Rutten and
mMRC dysnea® 1(0-1) 1(0-2) 0.209 colleagues also suggested an anticipated telomere attri-
BODE index® 1(0-2) 1(0-3) 0.003 tion in patients with COPD corresponding to a biologi-
Charlson index 0(0-1) 1(0-1) <0.0001  cal age 7 years older [17]. Other studies using clinical
Paired sample t test was used observations but without telomere length determination,

T/S ratio relative telomere length, TL telomere length in base pairs, BMI body
mass index, FEV; forced expiratory volume in 1 s, FVC forced vital capacity,

% pred per cent predicted, PaO; partial oxygen tension, K¢ transfer factor
coefficient of the lung for carbon monoxide, which is DL¢o, IC/TLC inspiratory
capacity to total lung capacity ratio, SMWD 6 min walking distance test. p-values
< 0.05 are shown in italics

@ Data are presented as mean + SD
b Data are presented as median (25th-75th pc)

have suggested a relationship between COPD severity,
and the development of diseases characteristically seen
in the elderly [31-33]. Recently, Divo and co-workers
[4] using comorbidities network analysis showed that
patients with COPD developed a similar prevalence of
diseases frequently seen in the elderly one or two decades
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Table 4 Longitudinal association between decreased telomere length and lung function and clinical variables
during 10 year-follow-up

Total patients (n = 134) Deaths during follow-up (n = 43) Alive patients (n=91)

B p-value B p-value B p-value
FEV: (L) 0.13 0.022 0.17 0.112 0.11 0.104
FEV1 (% pred) 0.56 0.784 291 0.501 0.59 0.798
FEVA/FVC (% pred) 0.445 0.0008 0.579 0.024 0.377 0.015
PaO, 0.771 <0.0001 1.398 0.0003 0.443 0.053
ICTLC (%) 0.006 <0.0001 0.006 0.021 0.006 0.0009
Keo 0.877 0.042 1.325 0.092 0.817 0.106
6MWD (mts) 4.655 0.004 10.53 0.007 1.769 0.299
BODE index —0.081 0.009 —0.219 0.002 —0.013 0.689

Linear regression of mixed models. B, coefficient

FEV; forced expiratory volume in 1's, FVC forced vital capacity, % pred per cent predicted, PaO; partial oxygen tension, K¢, transfer factor coefficient of the lung for
carbon monoxide, which is DLgg, IC/ TLC inspiratory capacity to total lung capacity ratio, 6MWD 6 min walking distance test. p-values < 0.05 are shown in italics

Table 5 Hazard ratio of all-cause mortality in patients telomeres over time score worse the BODE index, a good
with COPD grouped by tertiles of telomere length predictor of poor outcomes, compared to the FEV1. Pre-
HR (95% CI) p-value viously, one other study reported a correlation between

shorter telomere length and worse oxygenation but not

Model 1 with lung function expressed by the FEV1 [11]. Moreover,
Medium vs. long T/S° 4.803(0.99-23.18) 0.051 other authors proposed that telomere attrition may act as
Short vs. long T/S* 6.267 (1.32-29.82) 0.021 biomarkers of COPD severity [17, 34], impaired exercise
Model 2 capacity [35], health status (activity score domain of the
Short/medium vs. long T/S® 5.481(1.23-24.42) 0.026 SGRQ) and exacerbations [19, 35]. We expand on these
Model 3 findings by demonstrating for the first time a relationship
T/S (decrement 0.1 units)® 1.446 (1.10-1.91) 0.009 between accelerated telomere shortening and worsening
T/5 relative telomere length ratio, CI confidence interval of alveolar gas exchange and clinical extrapulmonary var-
@ Cox HR analysis was adjusted by age, FEV1% and active smoking (current iables in patients with COPD, thus supporting the con-
and former smokers) as covariates. Long T/S was used as the reference level. cept that telomere shortening is a surrogate marker of the

p-value <0.05 are shown in italics . L
aging process in vivo [36].

Interestingly, individuals in the lowest tertile of tel-
omere length through the follow-up were at an increased
risk of mortality when compared to the highest tertile of
TL, independent of age, active smoking and lung func-
tion. A telomere length ratio decrement of 0.1 units had
a predictive risk value for all-cause mortality. Contra-
dictory results have been reported from studies on gen-
eral population exploring the relation between TL and
mortality [15, 37, 38], but very few studies have been
completed in patients with COPD. Our findings are in
agreement with Lee and co-workers [18] who found that
leucocyte telomere length was related to all-cause and
cancer mortality in COPD patients followed a median
of 7.5 years. Similarly, a recent study (MACRO study of
azythromycin), reported an increased all-cause mor-
tality risk for patients that exhibited shorter telomeres
(lowest quartile of TL), although this was only observed
in the placebo group [19]. COPD as a disease of acceler-
ated aging is associated with earlier mortality. However,
the exact mechanism remains unknown but certainly

earlier than in patients without COPD. These observa-
tions supporting accelerated aging as a potential mecha-
nism in patients with COPD, should be associated with
accelerated shortening of telomeres if this were a marker
of aging. Indeed, we have previously shown that COPD
patients shorten their telomeres over time at a higher rate
than healthy individuals of the same age [13].

In this prospective study, COPD patients that short-
ened their telomeres the most over the 10 years of obser-
vation had significantly worse oxygenation (PaOz), lower
Kco, more hyperinflation (IC/TLC), lower BODE index
and lower 6MWT than those patients with less telomere
shortening. As shown in Table 3, these associations were
stronger than that observed between telomere shorten-
ing and the change in FEV1% predicted, suggesting that
accelerated aging affects primarily the lung parenchyma
over the airway tissue itself. In addition, the effects also
seem to impact intensely in the extra-pulmonary com-
ponents of the disease. In this way, patients with shorter
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Fig. 2 Kaplan-Meier survival curves for COPD patients with different telomere length. Patients were divided into tertiles of T/S (relative telomere
length ratio): T1 (long T/S), T2 (medium T/S) and T3 (short T/S)

inflammation plays a role, in consequence, some authors
propose an “Inflammaging” process [39].

Interestingly, some authors have focused their research
on certain molecules and existing drugs in an attempt
to unravel how to control telomere attrition. SIRT1, an
anti-aging protein, whose activation in mice has been
reported to prevent inflammatory responses [40] and to
be involved in the reduction of telomeric attrition [41].
On the other hand, telomerase activation has emerged
as a potential treatment directed to cases with short
telomeres and physiological aging [42]. Recently, met-
formin, the preferred first-line drug against type-2 diabe-
tes is known to reduce oxidative damage accumulation,
chronic inflammation, and increase overall lifespan in
mice [43]. Recently, other studies have suggested that
metformin use may reduce telomere shortening in adults
[44, 45].

This study has several strengths. The most important
is its prospective nature (first of its kind) and the excel-
lent phenotypic characterization of the cohort and their
outcomes registered annually through 10 years. It is also

noteworthy that we were able to calculate the corre-
sponding absolute telomere length data, as supported by
the high correlation found between southern blot and the
gPCR technique used. However, there are also some limi-
tations: First, telomere length was measured in leucocyte
cells and not in lung tissue. However, leukocytes remain
the tissue of choice for TL measurement in large cohorts
of individuals, because it is accessible and representa-
tive of distant tissues [46, 47]. Also, we cannot discard
that the shortening of TL differs in different blood cells
may vary through time. However, the samples were taken
at similar times in all patients, thereby decreasing this
potential bias, and TL was measured only if the patients
presented blood leukocyte and differential counts val-
ues that were within the established normal ranges. Sec-
ond, although 42 patients out of 263 reached 10 years
of observation, their baseline clinical and physiological
characteristics were similar to the group as a whole, sup-
porting the validity of the results in these patients as a
reflection of COPD as a whole. Furthermore, there were
134 patients having at least two measures of telomere
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length with a minimum of 6 years follow-up included
in the longitudinal analysis (413 observations of clinical
and physiological variables) before they were censored or
died. Their results provide further support to the conclu-
sions here presented. Also, this is a single center study. A
validation cohort would be required; however, this is dif-
ficult to achieve due to the complexity of the study design
and the time required for monitoring. Another limita-
tion of this study is the absence of histological or imaging
data, but this does not detract from the results obtained.
Finally, our sample size did not allow us to contrast spe-
cific causes of mortality such as cancer or cardiovascular
disease, however this does not invalidate the overall find-
ings as the multidimensional nature of the different vari-
ables measured moved in the same direction.

Conclusions

In conclusion, this longitudinal observational study
showed that an accelerated telomere shortening over
time is associated with worse alveolar gas exchange
function, worse lung hyperinflation and extrapulmo-
nary affection in patients with COPD. Moreover, having
shorter telomeres is associated with all-cause mortality
risk. Studies with larger cohorts with several time points
of TL measurements, are needed to validate our findings.
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