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Resumen

La longitud telomérica leucocitaria absoluta (LTLa] es considerada un marcador del envejecimiento celu-
lar y podria ser un biomarcador de la prevalencia y progresion de enfermedades metabdlicas. El objetivo
de este estudio fue determinar la LTLa por gPCR, en un estudio transversal, su asociacién con variables
bioquimico - clinicas y los distintos componentes del sindrome metabdlico (SM). Por otra parte, se reali-
zaron dos estudios prospectivos controlados para evaluar los cambios en la LTLa en individuos con dia-
betes tipo 2 (DT2), sometidos a un tratamiento antidiabético y en pacientes con obesidad luego de una
cirugia bariatrica (CB). Observamos una disminucién de la LTLa con el aumento en el nimero de compo-
nentes del SM (0, 1, 2 componentes o SM; p<0,001), y también, diferencias entre los grupos Ovs. 1 (p =
0,010),0vs. 2 (p< 0,001) y 0 vs. SM (p<0,001). En DT2 observamos cambios en la LTLa luego del trata-
miento. Sin embargo, encontramos una asociacidn positiva significativa entre la variacién de la LTLa y la
dosis de metformina empleada (p = 0,048). En pacientes obesos, la LTLa aumentd significativamente a
los 6 meses post-CB (p=0,013), lo cual se debe, probablemente, al mejoramiento del estado metabdlico
y a la disminucién del estado de inflamacién observados. Este aumento se evidenci6 principalmente a
expensas de los pacientes con obesidad mérbida, (p = 0,022}, en los cuales los mayores aumentos en la
LTLa se asociaron a mayores descensos en la PCR como marcador de inflamacién (p = 0,024).
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Introduction: The absolute leukocyte telomere length (aLTL]) is considered a marker of cellular aging and
could be a biomarker of the prevalence and progression of metabolic diseases. Objective: Our objective
was to determine the aLTL by qPCR, in a cross-sectional study, and assess its association with biochem-
ical-clinical variables and the different components of Metabolic Syndrome (MS]. On the other hand, two
prospective controlled studies were performed to evaluate changesin aLTL in individuals with type 2 dia-
betes (T2D) undergoing antidiabetic treatment, and obese patients after bariatric surgery (BS). Results:
We observed a decrease in the aLTL with the increase in the number of components of the MS (0, 1, or 2
components or MS; p<0.001], observing differences between groups 0 vs 1 (p=0.010), 0 vs 2 (p<0.001])
and 0 vs SM (p<0.001]. In T2D, a variation was found in aLTL after antidiabetic treatment. However, we
found a significant positive association between the variation in aLTL and the dose of metformin used
(p=0.048]). In obese patients, aLTL significantly increased 6 months after BS (p=0.013), which is prob-
ably due to the improvement in the metabolic status and the decrease in the inflammation status. This in-
crease was observed mainly at the expense of morbidly obese patients (p=0.022), in whom the greatest
increases in aLTL were associated with greater decreases in PCR as a marker of inflammation (p=0.024).
Keywords: Telomere Length, Metabolic Syndrome, Obesity, Diabetes.
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Introduccién

Los telémeros son un gran complejo de nucleoproteinas,
que se encuentraenlos extremos de los cromosomas, y estan
compuestos por secuencias repetitivas cortas no codifican-
tes?. En los vertebrados, incluidos los humanos, la secuencia
repetitiva (TTAGGG/CCCTAA) se extiende hasta unos 15 kb de
longitud en forma de doble cadena y hacia el extremo 3’ de los
cromosomas, unos 50 a 300 nucleétidos como cadena sim-
ple?*. La hebra sobresaliente 3’ de ADN telomérico se inserta
en el ADN de doble cadena a partir de la formacion de un T-
loop estabilizado por proteinas de unidn a telémeros. Esta es-
tructura estable protege los extremos de los cromosomas de
la degradacién, recombinacidn o fusién con otros extremos
cromosomicos, ademads de evitar la activacién de los meca-
nismos de reparacién de dafo del ADN. En este sentido, los
telémeros funcionales desempefian un papel esencial en la
integridad y la estabilidad de los cromosomas®®.

Durante la replicacion del ADN, la longitud de los teléme-
ros puede sufrir una reduccién de alrededor de 20 a 40 pares
de bases por afio debido al problema de replicacion final™, lo
que induce la senescencia replicativa o apoptosis de las cé-
lulas, cuando se alcanza un umbral de acortamiento critico.
Segun este mecanismo, los telémeros actdan como un reloj
mitdtico que determina la vida replicativa de una célula, y la
medida de la longitud telomérica (LT) se reconoce como un
importante biomarcador del envejecimiento celular®*L,

Los telémeros se acortan a medida que avanza la edad del
individuo y estan relacionados con un mayor riesgo de mor-
talidad y de aparicién de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento. No obstante, la LT es una caracteristica indi-
vidual, que puede variar entre individuos de una misma edad
en respuesta a factores genéticos y ambientales'?14,

El estrés oxidativo y la inflamacién son los principales pro-
cesos celulares asociados al acortamiento acelerado de la
LT. La acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS])
conduce a una mayor tasa de acortamiento debido a una
reparacién menos eficiente de las roturas de una sola hebra
en los propios telémeros, que resultan mas susceptibles al
dafio oxidativo por el alto contenido G en su secuencia>?.
Ademas, se ha demostrado que las células senescentes que
producen marcadores proinflamatorios como la interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a] se carac-
terizan por tener telémeros criticamente cortos'® . Teniendo
en cuenta que la inflamacién crénica se reconoce como el
mecanismo fisiopatolégico central involucrado en la génesis
de la enfermedad metabdlical®, parece razonable considerar
que la presencia del sindrome metabdlico (SM] determine un
desgaste adicional de la LT.

El SM es un conjunto de factores cardiometabélicos in-
terrelacionados que incluye obesidad central, hipertensién
arterial, hiperglucemia, dislipidemia aterogénica (hipertrigli-
ceridemia y disminucién del colesterol de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL). Todos ellos estan asociados con
una esperanza de vida mas corta y son conocidos por ser los
principales factores de riesgo para el desarrollo de patologias

relacionadas con la edad como la enfermedad cardiovascular
(ECV) y la diabetes?®2L. Por lo tanto, una temprana y precisa
identificacién de individuos de alto riesgo de SM podria serim-
portante para prevenir este tipo de enfermedades.

La obesidad y, fundamentalmente, la central o visceral, es
el principal componente del SM que determina la progresion
a estas complicaciones metabdlicas y es un factor de riesgo
independiente de las complicaciones cardiovasculares®?. Se-
gun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS], el sobrepeso
y la obesidad constituyen uno de los factores de riesgo de
mortalidad en el mundo, que causan al menos 3,4 millones
de muertes por afo. La gravedad de la enfermedad queda
de manifiesto considerando que su prevalencia mundial se
ha triplicado entre 1975 y 202023, De acuerdo con la 4° En-
cuesta Nacional de Factores de Riesgo para Enfermedades
no Transmisibles (ENFR) realizada en 2018 en la Republica
Argentina, 6 de cada 10 personas presentaban exceso de
peso (sobrepeso + obesidad) y 3 de cada 10, obesidad. Es-
tas cifras representan un incremento en la prevalencia de
obesidad del 22 % con respecto al 2013 y del 74 % respecto
de la primera edicién, del afio 2005, de dicha encuesta®®. Los
pacientes con sobrepeso u obesidad tienen mayor probabili-
dad de presentar distintas comorbilidades, de acuerdo con la
magnitud del exceso de peso y su localizacion central o pe-
riférica, como son la dislipemia aterogénica, la diabetes tipo
2 [DT2], la hipertensidn arterial, el higado graso no alcohdli-
co y el sindrome de ovario poliquistico?®. Las intervenciones
mas conservadoras como la implementacién de una dieta
hipocalérica, de un plan de actividad fisica o de tratamiento
farmacolégico pueden resultar eficaces en el abordaje del
sobrepeso o la obesidad moderada. No obstante, ante casos
de obesidad mdrbida, los cuales presentan frecuentemente
complicaciones que aumentan significativamente la morbi-
mortalidad por enfermedad cardiovascular, la intervencion
quirdrgica resulta la Unica estrategia capaz de producir un
descenso de peso suficiente y sostenible a mediano y largo
plazo. Si, adem3s de ello, la cirugia bariatrica condujese a una
reversién de las comorbilidades, representaria un beneficio
para la biologia del telémero y un impacto directo en la salud
del individuo.

EnArgentina, la prevalencia de diabetes es cercana al 10%,
similar a la de otros paises latinoamericanos y a la mayoria
de los paises industrializados®®2?. La DT2 es una enfermedad
cronica, de origen multifactorial, que se presenta en alrede-
dor del 90 % de los pacientes con diabetes y esta caracteriza-
da por una serie de trastornos metabdélicos como sobrepeso/
obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina (IR] secunda-
ria a sobrepeso/obesidad y un estado de inflamacién subcli-
nica sistémica, secundaria a una hiperactividad de la inmu-
nidad innata2l. En este contexto de inflamacién subclinica,
con la subsecuente exacerbacion de la IR y dafio progresivo
de la célula beta pancreatica, existe en los pacientes con DT2
un estado de hiperglucemia sostenido en el tiempo que, si no
es debidamente controlado, genera dafio tisular progresivo.
Uno de los mecanismos a través de los cuales la hipergluce-
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mia contribuye al dafio es el aumento del stress oxidativo en
el nivel celular como consecuencia de la produccién elevada
de especies reactivas del oxigeno (ROS] por la cadena respi-
ratoria mitocondrial durante los estados hiperglucémicos. El
aumento de la produccién de ROS puede alterar en forma di-
recta lipidos, proteinas y ADN y afectar vias de transduccion
de sefales, lo que resulta, en ocasiones, en modificaciones
oxidativas irreversibles. En ausencia de una adaptacién apro-
piada del sistema de defensa antioxidante endégeno, la acu-
mulacién de ROS activa vias de sefalizacién que promueven
el dafio celular y contribuyen al desarrollo de las complicacio-
nes y progresion de la enfermedad?®-29,

Como se mencion6 anteriormente, el estrés oxidativo y la
inflamacién son los principales procesos celulares asociados
al acortamiento acelerado de la LT. Diversos trabajos han evi-
denciado una disminucién significativa de la LT en pacientes
con obesidad y DT2, cuando se los compara con individuos
controles pareados por sexo y edad. En ellos se observa que
el grado de disminucién de la LT se incrementa conforme con
el mayor tiempo de exposicién a estados inflamatorios y ni-
veles elevados de R0S3%-32. Ademas, se ha reportado que el
aumento en el nimero de componentes del SM que presenta
un individuo se correlaciona con una disminucién progresiva
del tamario del telémero, hecho que representa un perfil me-
tabélico mas severo en aquellos pacientes con telémero mas
corto!!, Por nuestra parte, hemos publicado un trabajo que
corrobora estas afirmaciones y encontramos que las mujeres
obesas metabdlicamente sanas tienen telémeros mas largos
que las mujeres obesas con sindrome metabdlico. En este
sentido, la medida de la LT puede predecir el deterioro de la
condicién metabélica de unindividuo.

El objetivo de este estudio fue analizar la longitud de los
telémeros enindividuos con distintas enfermedades metabg-
licas: en primer lugar, comparar la longitud telomérica entre
individuos normopeso metabdélicamente sanos e individuos
con obesidad y sindrome metabdlico o metabdlicamente sa-
nos, y buscar una relacién con el nimero de alteraciones me-
tabdlicas; ademas, estudiar el cambio de la longitud de los te-
I[émeros luego de la compensacién metabdlica de individuos
con reciente diagnéstico de diabetes de tipo 2; por dltimo,
analizar el cambio de la longitud telomérica luego de una ciru-
gia bariatrica en individuos obesos comparandolo de acuerdo
con el tipo de intervencién quirdrgica y el grado de obesidad.

Materiales y métodos
Diseno del estudio y poblaciones
Estudio epidemioldgico transversal

Se incluyeron en el estudio individuos adultos no relacio-
nados, de ambos sexos, pertenecientes a la poblacién general
de Venado Tuerto, provincia de Santa Fe. Fueron reclutados
aleatoriamente, entre 2011 y 2017, a través de un disefio de
muestreo estratificado, en multiples etapas .

Se procedié al diagndstico de SM mediante los criterios del
Adult Treatment Panel lll [ATP I1l]34, a partir de la presencia de
tres o mas de los factores de riesgo cardiometabdlico. La pre-

sencia de obesidad se determiné a partir del indice de masa
corporal (IMC) >30 Kgm (2). Se procedid a la conformacién de
3 grupos: uno de individuos con peso normal y sin componen-
tes del SM, que conformd el grupo control, llamado NPO (NP:
normopeso, 0: sin componentes del SM); el segundo grupo,
OMS ,(0: obesos, MS: metabdlicamente sanos, de acuerdo con
el trabajo logrado por un consenso de sociedades médicasin-
ternacionales®®) conformado por individuos con obesidad y
que presentan hasta 2 de las alteraciones metabélicas carac-
teristicas del SM y un tercer grupo de individuos con obesidad
y SM, llamado OSM (0: obesos, SM: sindrome metabdlico).

Estudios prospectivos controlados

Protocolo de compensacidon metabdlica en individuos con

DT2 mediante tratamiento farmacoldgico y cambios en el

estilo de vida
Con el objetivo de analizar los efectos del control metabdlico

sobre la LTLa a partir de cambios en el estilo de vida, estudia-
mos un subgrupo de individuos con DT2, antes y después de la
intervencién con un tratamiento farmacolégico y cambios en
el estilo de vida. Se incluyeron pacientes con DT2 de reciente
diagnéstico y con descontrol metabdlico, caracterizado por la
determinacion de hemoglobina glicosilada (HbAlc) mayor de

8 %, los cuales conformaron el grupo preintervencion (0 me-

ses). Estos pacientes recibieron tratamiento farmacoldgico y

medidas higiénico - dietéticas con el fin de lograr la compensa-

cién metabdlica, demostrada por una disminucién en el valor
de HbAlca 7 % o menos. El tratamiento farmacolégico incluyé
la utilizacién de drogas antidiabéticas orales, segun prescrip-
cion médica. Las medidas higiénico - dietéticas incluyeron die-
tay ejercicio fisico en todos los pacientes. Todos los pacientes

fueron reanalizados después de b meses de tratamiento y

constituyeron el grupo posintervencion (6 meses). Todos los

participantes dieron su consentimiento informado por escrito

y fueron seleccionados de acuerdo con:

¢ Criterios de inclusién: adultos caucasicos no relaciona-
dos; de ambos sexos; de 30 a 70 afos; nativos argenti-
nos y residentes en zonas urbanas de Buenos Aires; sin
antecedentes patoldgicos personales previos excepto la
posible existencia de hipertensién, dislipidemia y/o so-
brepeso / obesidad.

* Criterios de exclusién: cualquier patologia excepto los
factores de riesgo cardiovascular mencionados; embara-
zo; etilismo; drogadiccién; antecedentes o sospecha de
pancreatitis; consumo reciente de agentes hipergluce-
miantes como, por ejemplo, tratamiento con corticoides
(<3 meses] e inestabilidad en el peso corporal (pérdida
>3 kg en los dltimos 12 meses).

Protocolo de intervencién con cirugia bariatrica en indivi-
duos con obesidad

Por otro lado, estudiamos un subgrupo de pacientes con
obesidad antes de la cirugia barigtrica (preintervencion) y 6
meses después (posintervencion). La cirugia bariatrica la-
paroscopica fue indicada de acuerdo con criterios habitua-
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les de nuestra practica clinica, basados en los siguientes

requisitos de seleccién:

¢ Criterios de inclusion: pacientes entre 18 y 65 afios, con
indicacién absoluta de cirugfa bariatrica, con IMC mayor
que 40 kg/m?2 (indicativo de obesidad mérbida) o IMC
mayor que 35 kg/m2, con grandes comorbilidades aso-
ciadas, susceptibles de responder al descenso de peso
(diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial, dislipe-
mia, sindrome de apnea obstructiva del suefio].

* Criterios de exclusién: 1- Contraindicaciones absolutas
para cirugia o cirugia bariatrica: trastornos de la coagu-
lacion; alta comorbilidad; infeccién activa; trastornos
endocrinolégicos que justifiquen la obesidad; inestabi-
lidad psicolégica o dificultades en la comprensién del
procedimiento o los tratamientos asociados; Inmuno-
deficiencias primarias o secundarias: infeccién por HIV/
SIDA, enfermedad oncolégica activa, medicacién con
corticoides o inmunomoduladores/inmunosupresores
crénicos; trasplantes; 2- Antecedente de enfermedades
crénicas con inflamacién sistémica: enfermedad infla-
matoria intestinal, asma bronquial, autoinmunes (artri-
tis reumatoidea, esclerodermia, lupus, polimiositis] y
neurodegenerativas (esclerosis lateral amiotréfica, Alze-
heimer, neurosifilis, esclerosis multiple, polineuropatias
inflamatorias); 3- Tratamiento con drogas que pudiesen
afectar el metabolismo de los hidratos de carbono o de
los lipidos, asi como también con antioxidantes.

Determinaciones bioquimicas, clinicas y antropométricas
Cada individuo reclutado informé su edad y sexo. Las me-

didas antropométricas (altura, peso, circunferencia de cin-
tura [CC]] y el IMC se determinaron mediante un protocolo
estandarizado.

Para las determinaciones bioquimicas, los participan-
tes asistieron en ayunas de 12 horas, y se les determiné
en suero la glucemia en ayunas (GSA), el colesteral total,
colesterol de alta densidad (c-HDL] y los triglicéridos (TG)
por métodos enzimaticos utilizando kits comerciales en
un autoanalizador Hitachi 727. La insulina sérica se midié
mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
en el sistema autoanalizador Cobas E411. Los niveles séri-
cos de proteina C reactiva de alta sensibilidad [hs-CRP) se
midieron mediante un ensayo de inmunonefelometria de
particulas en un sistema Siemens BN perspectiva Nefel6-
metro y la hemoglobina glicosilada (HbAlc) se determing
por el método inmunoturbidimétrico en un sistema Archi-
tect. Como indicador de IR, se utilizé el Homeostatic model
assessment (HOMA] calculado como glucemia (mM] x in-
sulinemia (mUI/L) / 22,5. El colesterol de lipoproteinas de
baja densidad (c-LDL) se calculd mediante la férmula de
Friedewald: CT (mg/dl) — [c-HDL (mg/dl) + TG (mg/dl) / 5].

Estudios moleculares

Se procedid a la extraccién del ADN genémico, a partir de
leucocitos de sangre periférica, por la técnica del CTAB?®, La
integridad del ADN gendmico se evalué mediante electro-
foresis en gel de agarosa. Las concentraciones de ADN de
cada muestra se determinaron mediante espectrofotome-
tria a 260nm, en un espectrofotémetro DS-11 (Denovix”).
Las relaciones de absorbancias A260/280 y A260/230

Tabla I. Caracteristicas bioquimicas, clinicas y antropométricas de la poblacién.

NPO OMS OSM

Media + DS Media + DS Media + DS
Edad (afios) 36+13a 42 £15h 51+ 10c
Peso (Kg) 62,18+ 7,98a 90,05+41,81b 93,70+ 17,62b
IMC (Kg m?) 22,43+ 1,72a 32,/0+5,07b 31,94 +5,45b
CC (cm) 78,13+6,91a 102,11+ 12,32b 107,71+ 13,33c
HbAlc (%) 5,4+0,5a 5,4+0,6a 5,2%0,3a
GPA[mgdL'l] 95+ 343 93+9a 109+41b
CT (mgdL-1) 185*42a 196 £ 35a 194 + 34a
c-HDL (mgdL?) 109+ 32a 119%27a 118*31a
c-LDL (mgdL?) 57+ 13a 56+ 13a 43+9b
TG (mgdL?) 89 +4ba 96 +40a 180+ 104b

» NPO, normopeso sin componentes del sindrome metabdlico; OM, obeso metabdlicamente sano con hasta 2 alteraciones metabdlicas del sindrome
metabolico; 0SM, obeso con sindrome metabdlico; IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura; GPA, glucemia plasmatica en ayunas; CT,
colesterol total; LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; TG, triglicéridos; HbAlc, hemoglo-
bina glicosilada. Las variables se presentan como media + desviacién tipica (DS) para cada grupo. Los valores de las variables para cada grupo que no
comparten el mismo caracter presentan diferencias significativas con una p< 0,05.
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permitieron evaluar la pureza de las muestras. Luego de la
cuantificacién, las muestras se diluyeron a una concentra-
cién de 5 ng/pl en un volumen de trabajo de 30 ul y se con-
gelaron a -20°C hasta su utilizacién.

Determinacién de la LTLa absoluta

La determinacion de laLTLa absolutaen muestras de ADN
genomico se llevé a cabo por PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR) con el método de SYBR ™ Green, como se ha descrito
previamente®’. Para cada muestra de ADN, se realizé la am-
plificacién por el método de real time en un ciclador Step One
de Applied Biosystem, de un fragmento de 75 pb de un GCU
(gen de copia Unica ribosomal, Ribosomal Protein Lateral
Stalk Subunit PO, RPLPO) y de las secuencias, teloméricas
con primers especificos (RPLPO: Fw: 5’CAGCAAGTGGGAAGGT-
GT AATCC3’; Rv: 5’CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA3'; telémero:
Fw 5’CGGTT TGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT3’; Rv:
5'GGCTTGCCTTACCC TTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT3’). Ambas
PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl que contenia
20 ng de DNA, 1X SYBR ™ Green Master Mix y 250 nM de pri-
mers para RPLPO o 100 nM para la reaccién de telémeros.
Las condiciones de PCR fueron: 10 min a 95°C, seguidos por
45 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a 60°C. La curva
de melting se realizé con 1 ciclo de 20 segundos a 95°C,
15 segundos a 50°C y 98°C con una rampa de temperatura
de 0,3°C/seg. Cada muestra se analizé por duplicado y, en
todos los ciclados, se incluyeron estandares de concentra-
cién conocida y un control negativo, sin templado, en el que
el ADN fue sustituido por agua. Se construyeron curvas de
calibracién para ambas secuencias a analizar, utilizando
cinco diluciones seriadas de oligonucledtidos sintetizados
que contienen las repeticiones TTAGGG para las secuencias

teloméricas y un oligémero que contiene el producto de
L]

Figura 1. Longitud telomérica leucocitaria absoluta

(LTLa) en funcién de la edad para la poblacién general.
Linea de regresién lineal.
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RPLPQ para el GCU. Ambas curvas se pusieron a punto hasta
obtener una misma eficiencia de la reaccién, entre un 90 y
110 %. Para cada muestra en estudio, a partir de la curva de
oligonucledtidos de repeticiones TTAGGG, se obtuvo el valor
de Kpb/reaccién y de la curva del GCU, el nimero de copias
del genoma diploide/reaccién. El valor de Kpb/reaccién se
dividi6 por el nimero de copias del genoma (diploide)/reac-
cién para calcularla LTLa en Kpb por genoma diploide huma-
no (relacion T/S).

Anilisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con SPSS Statistics
20.0. Un valor de p inferior a 0,05 fue considerado estadis-
ticamente significativo. La distribucién normal de los datos
se evalué mediante la prueba de Shapiro - Wilk. Las com-
paraciones de las caracteristicas bioquimicas y clinicas y
de la LTLa se realizaron por ANOVA de una via, seguido de
la prueba post hoc de Bonferroni para multiples factores o
grupos y prueba T para muestras relacionadas. Un andlisis
univariado de ajuste de covarianza (ANCOVA) o regresion
lineal multiple y estudio de variables ficticias permitira el
ajuste por variables confundidoras. La asociacién entre
LTLa y variables cuantitativas se analizé mediante andlisis
de correlacién parcial. Se utilizé test t para la comparacién
de datos pareados con el fin de analizar las variaciones en
las caracteristicas bioquimico - clinicasy enla LTLa luego de
las intervenciones en individuos con obesidad y DT2.

Resultados
Estudio transversal. Regresién de la LTLa con la edad
Estudio transversal. Caracterizacion de la poblacion

La poblacién estudiada involucré a 250 individuos: 84
mujeres y 149 hombres (36,1 %y 64,9 %, respectivamente)
y una edad media de 43 + 14 afos. El 35,9 % (n = 84] de
la poblacién no presenté SM y era normopeso (grupo NPQ);
26,5 % [(n=62] de los individuos era metabdlicamente sano
y presentaba obesidad (grupo OMS]) y el 37,6 % (n =88] pre-
sentaba SM y obesidad (grupo 0SM). La caracterizacion bio-
quimica, clinica y antropométrica de cada grupo se puede
observarenlaTablal.

Estudio transversal. Determinacién de la LTLa

La LTLa media fue de 12,40 + 6,30 kpb para el grupo NPO;
de 8,72 £ 4,73 Kpb para el grupo OMS y 9,17 + 5,22 kpb para
los individuos OSM. La LTLa media para el grupo NPO difiere
significativamente de la de los grupos OMS y 0SM (p<0,001
en ambos casos). Al analizar el efecto que ejercen los facto-
res de riesgo cardiometabdlicos sobre la LTLa, se encontré
una asociacién significativa entre el mayor nimero de com-
ponentes SMylamenorLTLa (p<0,001;R2=0,06,B=-1,275;
IC 95% B = -1,926/-0,624), que resistid el ajuste por los fac-
tores de edad y sexo (p = 0,004). El estudio post hoc mostré
diferencias en particular entre los grupos O vs. 1 (p = 0,008);
Ovs.2 (p=0,001) y0Ovs.SM (p<0,001). De esta manera, una
menor LTLa se asocié a un mayor nimero de componentes
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Preintervencién

Tabla Il. Caracteristicas bioquimicas, clinicas y antropométricas de los grupos pre y posintervencion.

Posintervencién

Media = DS

Media + DS

Peso (kg)
IMC (kg m-2)
CC (cm)
HbA1c (%)
GPA (mg dL-1)
CT (mgdL-1)
c-HDL (mg dL-1)

93,25+19,71a
33,/6+5,30a
106,67 £ 15,74a
9,81+1,94a
198,16 £89,11a
212,96 +74,98a
40,40 £ 7,08a

91,37 +19,/3b
33,10+5,33b
104,62 £12,74a
6,51+1,01b
123,64 +£45,33b
207,08 £50,46a
42,32+9,62a

76 (mgdL-1)

197,67 £129,96a

213,54+ 110,00a

» IMC, indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura; GPA, glucemia plasmatica en ayunas; CT, colesterol total; LDL, colesterol de lipoproteinas
de baja densidad; HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; TG, triglicéridos; HbA1c, hemoglobina glicosilada. Los valores de las variables para
cada grupo que no comparten el mismo caracter son significativamente diferentes con una p< 0,05. Las variables se presentan como media + desvia-

cion tipica (DS) para cada grupo.

del SM. La presencia de al menos un componente tuvo un im-
pacto negativo sobre la LTLa. No encontramos una asociacion
significativa entre la LTLa y ninguno de los componentes del
SM en particular nicon el IMC, el HOMA o la PCR.

Estudio longitudinal de pacientes con DT2. Caracterizacion
de grupos pre y posintervencion.

Se estudiaron 30 individuos con DT2, de los cuales 7 mu-
jeres (26,9 %) y 19 hombres (73,1 %) completaron el proto-
colo de intervencion, con una edad media de 49,35 + 12,55
anos. Las determinaciones bioquimico - clinicas permitie-
ron caracterizar a la poblacion de estudio. Al comparar los
grupos pre y posintervencién, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los valores de HbAlc
(p<0,001) y glucemia (p = 0,001}, lo cual demostré una
correcta compensacion metabélica de los pacientes luego
del tratamiento farmacoldgico y los cambios en el estilo de
vida (Tabla Il). Ademds, se observé una disminucién en el
peso (p=0,039) e IMC (p=0,030). El resto de las variables
bioquimico - clinicas analizadas no mostré cambios luego
de laintervencion.

Estudio longitudinal de pacientes con DT2. Determinacion
delalTLa

Al evaluar comparativamente la LTLa de los pacientes en
los diferentes momentos del estudio, se evidencié un com-
portamiento aleatorio: en algunos pacientes se observd
una disminucién de la LTLa luego del tratamiento, en otros
se mantuvo y en otros hubo un aumento de la LTLa (Figura
2]. Las variaciones en la LTLa no se asociaron al tiempo de
tratamiento ni al nivel de compensacion metabdlica eva-
luada por la glucemia y la HbAlc. Tampoco se encontrd una
asociacion entre la LTLa de cada momento del tratamiento

con ninguna de las variables bioquimico - clinicas analiza-
das. En cambio, se hallé una asociacion positiva, significa-
tiva entre la variacién de la LTLa luego del tratamiento y la
dosis de metformina empleada [p =0,007;R=0,518;B =
0,003;1C95% B = 0,001/0,005), ya que los individuos que
recibieron las mayores dosis de metformina mostraron un
aumentoenlaLTLa.

Estudio longitudinal de pacientes con obesidad. Caracteri-
zacion de la poblacién

La poblacién total consistié en 22 personas, de las cuales
el 54,5 % fueron mujeres (n = 12] y el 45,5 %, hombres (n =
10], conuna edad media de 52,91 + 6,16 afios (rango =41 -
63 afos]). El abordaje quirdrgico fue por BGYRenel 72,7 % de
los casos (n = 16) y por gastrectomia en manga en el 27,3
% (n=6).EnlaTablalll, se muestran las caracteristicas bio-
quimico - clinicas y antropométricas de la poblacién en los
dos momentos del estudio. Luego de la cirugia bariatrica, se
observé una disminucién del peso y de los parametros rela-
cionados con la masa corporal (IMC, nivel de grasa visceral,
circunferencia de cintura, contenido de grasa, masa libre de
grasa y masa de masculo esquelético). Ademds, se observd
una mejora en los niveles de TG, glucemia y HbAlc. También
hubo un aumento significativo en la insulino-sensibilidad
demostrado por un descenso del HOMA y una disminucién
significativa en el nivel de inflamacién medido por la PCR-us
al mes de la cirugia.

Estudio longitudinal de pacientes con obesidad. Determi-
nacion de laLTLa

Se observé una LTLa media significativamente aumenta-
da alos 6 meses de la cirugia en comparacion con los niveles
basales prequirdrgicos (3,45+1,26 Kpb vs. 5,07+3,10 Kpb, p
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Figura 2. Variacion de la LTLa en funcién del tiempo de tratamiento y la dosis de metformina.
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» Andlisis estadistico: comparacion de medias por test T para muestras relacionadas; los circulos representan la LTLa de cada individuo a tiempo 0 y 6
meses, unidos mediante lineas punteadas. Por regresién lineal, con la media (linea entera) y los intervalos de confianza para la media (linea puntea-
da), se evalud la asociacion entre la variacion de la LTLa y la metformina, a los 6 meses de tratamiento, en funcion de la dosis.

=0,013). No se encontrd ninguna correlacién significativa en-
tre la variacion de la LTLa y la ausencia de cambio en las va-
riables bioquimico - clinicas y antropométricas analizadas,
asi como tampoco, cambios debidos a la presencia de DT2.

Por otro lado, al subdividir a los pacientes por la presencia
de obesidad u obesidad mérbida, los pacientes obesos mér-
bidos, a los 6 meses de la cirugia, presentaron un aumento
de la LTLa (3,47+1,47 Kpb a 5,23+2,86 Kpb, p = 0,022}, un
menor nivel de inflamacién medida por PCR us (p =0,005) y
un menor IMC (p<0,001). Los pacientes obesos, por otro lado,
si bien disminuyeron significativamente el IMC (p<0,001),no
presentaron cambios significativos en la LTLa (3,434,085
Kpb a 4,78+3,66 Kpb p = 0,287] ni en los niveles de inflama-
cién (p = 0,966]. Analizando las variables bioquimicas, clini-
cas yantropométricas, observamos que los obesos mérbidos
que presentaron mayores aumentos en la LTLa son aquellos
que mostraron mayores descensos en la PCR como marcador
de inflamacién (r=-0,570; p =0,024) (Figura 3].

Discusién

El SMrefiere a una agrupacién de factores de riesgo cardio-
metabdlicos que aumenta de 2 a 3 veces el riesgo de desarro-
llar ECV y 5 veces DT2%0. Siguiendo los criterios del Il Panel
de Tratamiento para Adultos [ATP Ill) del Programa Nacional
de Educacién sobre el Colesterol (NCEP), se puede identificar
de manera precisa y temprana a los individuos con alto ries-
go de desarrollar SM y, por lo tanto, se podrian llevar a cabo
estrategias para la prevencion del desarrollo de dichas enfer-
medades.

Sibien se usan marcadores biolégicos para medir el esta-
do metabdlico de un individuo en el momento de la toma de la
muestra, utilizamos la LTLa como biomarcador, ya que refleja
la carga acumulada del estrés oxidativo y la inflamacién que
se producen durante el curso de la vida, es decir, la historia
metabdlica del paciente como precursora de las enferme-
dades relacionadas con el envejecimiento. Con el aumento
de la edad, se ha descripto una pérdida lenta y gradual de la
LTLa®%32 como resultado de la incapacidad de la ADN polime-
rasa de replicar completamente los extremos cromosémicos
con cada divisién celular®®’. Al analizar la relacién entre la
LTLa y la edad de los pacientes, encontramos una asociacion
inversa (p=0,006): los individuos de edades mas avanzadas
presentaron LTLa mds cortas que los individuos mas jévenes.
Consistente con nuestros resultados, un estudio sistematico,
que incluyé 124 estudios transversales y 5 longitudinales,
analizé la asociacién de edad con LTLa en leucocitos de indi-
viduos adultos y demostré una correlacion negativa®.

Ademas de relacionarse con el envejecimiento fisioldgico,
el acortamiento telomérico en sangre periférica se ha des-
cripto en pacientes con cancer*®43, pacientes diabéticos**
“8y en individuos con SM y se relacioné con el aumento de los
factores de riesgo de ECV*® como el aumento de la presién ar-
terial?, los altos niveles de glucosa en ayunas*®4’, obesidad
y tabaquismo'#. Teniendo en cuenta estas referencias, nues-
tro objetivo fue analizar la asociacién entre la LTLa, las va-
riables bioquimico - clinicas y los componentes del SM, dado
que el acortamiento de los telémeros es un reflejo del estrés
oxidativo crénico al que se ven sometidas las células de los
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Preintervencién

Tabla Ill. Caracteristicas bioquimicas, clinicas y antropométricas de los grupos pre y posintervencion.

Posintervencion

Media = DS

Media + DS

Peso (kg)
IMC (kg m-2)
CC (cm)
HbAlc (%)
GPA (mgdL-1)
CT (mgdL-1)
c-HDL (mgdL-1)
c-LDL (mgdL-1)
76 (mgdL-1)
PCR-us (mgL-1)

120,32+22,76a
42,68 + 5,26a
125,68+ 16,17a
6,62 + 1,56a
121,06 +39,71a
185,81 + 32,23a
4?7,10+9,41a
99,30 + 32,43a
174,36+ 76,21a
7,14+515a

88,95 + 14,86b
31,66 + 3,69b
102,26 + 13,80a
5,68+0,72b
94,23 +45,33b
182,77 +40,37a
49,93+10,03b
111,43 + 34,16a
107,14 + 41,70b
3,27 £4,05b

» Lasvariables se presentan como media + desviacién tipica (DS) para cada grupo. IMC: indice de masa corporal; CC, circunferencia de cintura; GPA, gluce-
mia plasmatica en ayunas; CT, colesterol total; LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; TG,
triglicéridos; HbA1c, hemoglobina glicosilada; PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible. Los valores de las variables para cada grupo que no comparten

el mismo caracter son significativamente diferentes en p< 0,05.

pacientes con el aumento de los factores de riesgo. Encontra-
mos una asociacién significativa entre el mayor nimero de
componentes del SM y la menor LTLa (p<0,001; R2 = 0,06, B
=-1,275;1C95% B =-1,926/-0,624).El grupo de individuos sin
ningln componente del SM (grupo 0) presentd diferencias
en la LTLa con respecto al grupo 1 (p =0,008], al grupo 2 (p
=0,001) y al grupo SM (p<0,001}, con lo cual inferimos que
la presencia de al menos uno de los componentes asociados
al SM ejerce una influencia negativa sobre la homeostasis de
los telémeros. Debido a que el SM, con frecuencia, progresa
y culmina en el desarrollo de la DT2, el objetivo siguiente fue
analizarlaLTLa en pacientes con DT2 de reciente diagndstico,
através de un estudio prospectivo controlado, para ver su po-
sible accidn sobre el acortamiento telomérico observado en
dichos pacientes. En 2005, se establecié |a asociacidn entre
LT en células blancas circulantes y la presencia de DT2°%; en
ella la LT en leucocitos de pacientes diabéticos es significa-
tivamente menor que en los controles sanos, en parte por la
mayor susceptibilidad al dafio oxidativo del ADN en estos pa-
cientes®.

Por otro lado, un estudio mostré una disminucion del 50 %
en el SMy la DT2 con solo 3 semanas de un tratamiento que
consisti6 en una intensa modificacién del estilo de vida me-
diante dieta y actividad fisica®. De acuerdo con lo comenta-
do, pensamos que la mejora en alguno de los componentes
del SM através de tratamientos farmacolégicos o medidas hi-
giénico - dietéticas, que mejoran la compensacién metabdlica
de los pacientes, se puede ver reflejada enla LTLa.

Los resultados de este estudio indican que los 30 pacien-
tes pudieron ser compensados metabdlicamente, lo que re-

Figura 3. Variacién de la LTLa en funcion de la variacion
de los niveles de PCR-us.
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» Por regresion lineal, con la media (linea entera) y los intervalos de con-
fianza para la media (linea punteada), se evalué la asociacién entre la
variacién de la LTLa a los 6 meses de tratamiento en funcién de la varia-
cién de PCR-us. R=coeficiente de correlacion de Pearson y significancia
con valores de estadistico p<0,05.
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sultd en una disminucién estadisticamente significativa en
los valores de HbAlc (p < 0,001) y glucemia (p = 0,001) en-
tre los grupos pre y pos-intervencién. Al evaluar comparativa-
mente la LTLa entre los individuos en los diferentes momen-
tos del estudio, observamos un comportamiento aleatorio de
la LTLa, que no se asocid a ninguna variable bioquimico - cli-
nica ni a la compensacién metabdlica evaluada por glucemia
y HbAlc ni al tiempo de tratamiento. En un trabajo reciente
de seguimiento a b afios, fueron estudiados 3.600 pacientes,
de los cuales el 44 % presentd un acortamiento en la LTLa; en
el 22 %, esta se mantuvo estable y se alargd en el 34 % de los
individuos estudiados®>°%. Nuestros datos también apoyan
la nocién de un patrén dindmico que incluye acortamiento y
alargamientodelaLTalolargo del tiempo. Elmecanismo para
esta LT oscilante de la reserva de leucocitos en circulaciéon no
estd claro, pero puede deberse a diferencias en las fracciones
celulares o a verdaderos efectos bioldgicos, tales como la ac-
tivacién de la telomerasa transitoria®>°6. Por otro lado, uno de
los principales hallazgos de nuestro estudio fue la asociacién
positiva, significativa entre la variacién de la LTLa, luego del
tratamiento, y la dosis de metformina empleada (p = 0,007].
Hay evidencia de que el uso de metformina, que es la principal
droga utilizada para el tratamiento de la DT2, esta relaciona-
daconladisminucion del estrés oxidativo en la célula, demos-
trado por la disminucién en la concentracion de las especies
reactivas del oxigeno ROS®’, con lo cual, concluimos que la
metformina podria tener un efecto positivo en los pacientes
con DT2, que puede trasladarse a los telémeros. Se puede de-
cir que nuestros resultados apoyan las evidencias de la met-
formina como farmaco con caracteristicas geroterapéuticas
debido a su accidn antiinflamatoria directa, mas alléd de serun
agente hipoglucemiante®®°%,

Por dltimo, se observé que la longitud de los telémeros
aumenta en los pacientes sometidos a cirugia bariatrica, lo
cual se debe, probablemente, al mejoramiento del estado
metabdlico y la disminucién del estado de inflamacién. Al es-
tudiar si una disminucién significativa de los niveles de infla-
macién podria mejorar la LTa, subdividiendo a los pacientes
en obesos y obesos moérbidos, observamos que los pacientes
obesos mérbidos, a los 6 meses de la cirugia, presentaron un
aumento significativo de la LTa y una disminucién significati-
va de los niveles de inflamacién, mientras que los pacientes
obesos no presentaron cambios.

Se concluye que, aunque los mecanismos que subyacen
al desarrollo del SM son complejos, el estrés oxidativo y la
inflamacién pueden desempefar un papel crucial en este
proceso y podrian contribuir al acortamiento acelerado de los
telémeros. En este trabajo, pudimos evidenciar que la presen-
cia de uno o mas factores de riesgo caracteristicos del SM se
asocian con una menor LTLa, la cual es todavia menor en el
grupo de pacientes con SM. En este sentido, cabe destacar la
importancia de contar con una adecuada identificacion clini-
ca, bioquimica y genético - molecular en los individuos OMS o
incluso en los individuos sanos, donde la longitud telomérica
alterada para su edad se constituiria en un buen marcador del

estado metabdlico y serviria para individualizar pacientes a
intervenir en forma temprana. A través de los resultados del
presente trabajo, se contribuye al conocimiento de las bases
moleculares que definen una forma de presentacion clinica o
fenotipo especifico de obesidad, como es la que se presen-
ta en individuos obesos sin el desarrollo de las alteraciones
metabdlicas caracteristicas del SM, los denominados obesos
metabdlicamente sanos. En ese sentido, medidas de inter-
vencién como la cirugia bariatrica, de alto costo para el sis-
tema de salud, que tiene un impacto relevante en la obesidad
mdrbida y en obesos con SM, podrian ser replanteadas para
pacientes OMS, los que presentan una menor evolucién hacia
la diabetes tipo 2 y la enfermedad cardiovascular. Asi se pro-
duce una contribucion concreta al sistema de salud, ya que
este fenotipo de obesidad no se estaria beneficiando con una
intervencion tan compleja y costosa y se veria beneficiado
con medidas de intervencidn mas simples en cuanto al estilo
de vida como la dietoterapia y la actividad fisica.

Por otro lado, la LTLa debe ser entendida como una va-
riable dindmica, que depende, entre otras cosas, de las con-
diciones del estilo de vida y del estado metabdlico, y que,
particularmente a través de los estudios de intervencidn,
redundaria en beneficios mas sostenibles a mediano y largo
plazo no solo en el nivel de las caracteristicas antropométri-
cas de los pacientes afectados, sino también en el estado de
inflamacién subclinica, con la consecuente disminucién del
estrés oxidativo, reflejado, en este caso, en un aumento del
tamano telomérico. Se desprende la necesidad de mantener
un adecuado control, dentro de las metas establecidas, de los
diferentes pardmetros metabdlicos (lipidos, glucemia, esta-
do oxidativo, inflamacidn, etc.) mediante diferentes medidas
de intervencién, ya sea con cambios en el estilo de vida o con
drogas, mas alla del peso, para mejorar el impacto en la fun-
cién celular, del cual el telémero se constituye en un marca-
dor fundamental.

Los hallazgos obtenidos a partir de este trabajo podrian
influir positivamente en la prediccién, prevencién y el trata-
miento de la obesidad y diabetes. Las medidas de interven-
cidn que tengan en cuenta los factores inflamatorios, de es-
trés oxidativo e IR y, en un futuro cercano, las intervenciones
de tipo farmacoldgico personalizado a partir de la caracteri-
zacion genética — epigenética - marcadores de inflamacién
y de respuesta al ambiente de cada paciente impactaran
claramente en el diagndstico y prondstico del individuo con
obesidad y las alteraciones metabdlicas asociadas.
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