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1. Introduccién

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) constituyen un grupo amplio
y heterogéneo de mas de 300 entidades diferentes que cursan con afectacién del
parénquima pulmonar de diversa etiologia, presentaciones clinicas y patrones
radiolégicos y anatomopatoldgicos [1]. A pesar de las diferencias, se clasifican
conjuntamente puesto que comparten la alteracion del espacio alveolo-intersticial con
pérdida progresiva de la arquitectura pulmonar, provocando una afectacion irreversible

del funcionalismo respiratorio y del intercambio de gases [2].

Entre las diferentes EPID, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la mas frecuente y de
peor prondstico [3]. Presenta un curso clinico progresivo e irrevocable, siendo el
trasplante pulmonar el Unico tratamiento capaz de mejorar la supervivencia cuando el
paciente es candidato a ello [3]. Por estos motivos, la FPI ha suscitado un gran interés
cientifico, siendo la EPID mds estudiada. No obstante, otras EPID no FPl también pueden

presentar un curso fibrosante progresivo asocidndose a un peor prondstico [4].

El desarrollo de fibrosis pulmonar, como fase final de varias EPID, se vehicula mediante
complejos mecanismos no totalmente conocidos. Diversos factores genéticos,
ambientales y moleculares relacionados con el envejecimiento celular y la activaciéon
epitelial alveolar aberrante se han sugerido como elementos clave en la patogenia de la
enfermedad [5-9]. Una sélida evidencia cientifica establece la FPI como una enfermedad
por envejecimiento acelerado tisular [9-11]. Y, aunque los mecanismos de dicha
asociacién aun no se conocen con exactitud, la disfuncion telomérica se ha postulado

como uno de los mas importantes.

La completa elucidacion de los mecanismos responsables del envejecimiento celular y
de las vias causantes de la fibrogénesis pulmonar es de gran importancia para la
comunidad médico-cientifica dedicada a la EPID. La comprension de la patogenia de la
enfermedad es clave para propiciar el cambio de su historia natural mediante la
optimizacién del manejo diagndstico —terapéutico, la estratificacidn del prondstico y la

prediccién del riesgo de enfermedad.



1.1 Clasificacion de la enfermedad pulmonar intersticial difusa

En el afio 2002, la American Respiratory Society junto con la European Respiratory
Society establecieron un consenso internacional para la clasificacién de la EPID [12].
Desde entonces, se han producido avances en el conocimiento de algunas entidades,
describiendo otras nuevas y detallando nuevos patrones anatomopatoldgicos. Por este
motivo, en el afio 2013 ambas sociedades actualizaron la clasificacién de la EPID (Fig. 1).
Esta nueva clasificacidon reemplaza el histérico Gold Standard diagnéstico histolégico por
un manejo integrado dindmico mediante la valoracién multidisciplinar de los casos [1],
la cual requiere la integracion de la informacidn clinica, radioldgica e histoldgica y la
discusién conjunta entre diversos especialistas (Neumologia, Radiologia, Anatomia

Patoldgica, Reumatologia) para llegar a un diagnéstico definitivo.

Enfermedad pulmonar intersticial difusa
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Figura 1. Actualizacion de la clasificacion de EPID 2013. Segun la ultima actualizacion,
la EPID se clasifica en 4 grandes grupos incluyendo enfermedades ya descritas en la
clasificacion previa y afiadiendo otras nuevas como la fibroeslastosis pleuropulomonar
idiopdtica.



1.2 Etiologia de la fibrosis pulmonar

El conocimiento fisiopatolégico ha ido evolucionando e incorporando las vias
patogénicas de envejecimiento como elementos clave en la alteracidn reparativa
epitelio-mesenquimal de la FPI, tal como inicialmente postularon Moisés Selman y Annie
Pardo [6]. De acuerdo a dicha teoria, la fibrosis pulmonar es consecuencia de complejos
mecanismos que se fundamentan en la activacidon aberrante de las células epiteliales
alveolares (CEA), las cuales segregan multiples factores de crecimiento y
metaloproteinasas (MPPs), entre otros, induciendo la expansion de fibroblastos y
miofibroblastos, la alteracion de la membrana basal y la produccion exagerada de matriz
extracelular (MEC) con la consiguiente alteracién de la relacion epitelio — mesénquima

y la destruccidn de la arquitectura pulmonar [6,7,9].

Los mecanismos que comportan la hiperactivacion andmala de las CEA no se conocen
con exactitud. No obstante, una sélida evidencia cientifica avala el envejecimiento
celular como factor clave en la patogenia de la enfermedad [9-11]. Los pacientes con
FPI presentan alteraciones en la mayoria de los mecanismos celulares y moleculares que
vehiculan el proceso de envejecimiento [6,9-11,13-16]. Estos se conocen como los
“hallmarks of aging” e incluyen procesos relacionados con la disfuncién mitocondrial,
cambios epigenéticos [disregulacién de microRNAs o cambios de la metilacion del acido
desoxirribonucleico (ADN)], inestabilidad gendmica, disfuncién telomérica con
acortamiento anormal de los teldmeros, aumento del estrés oxidativo y la senescencia
[17]. Este envejecimiento celular y molecular condiciona una pérdida de la integridad
del epitelio alveolar en sujetos genéticamente predispuestos, provocando un deterioro
progresivo de la capacidad de responder de forma adecuada a las agresiones externas

(contaminacion, virus, tabaco, microaspiraciones) repetidas [6,7].

Dicha respuesta celular aberrante se perpetua incluso en ausencia del agente externo
daiino. La transicion epitelio — mesénquima, la diferenciaciéon celular, migracion y
senescencia de las CEA y los fibroblastos conducen a un desequilibrio entre los factores
antifibroticos y profibroticos, en beneficio de estos Uultimos. El dafio del
epitelio/membrana basal perpetua asi el remodelado pulmonar cadtico y provoca una

fibrogénesis pulmonar irreversible [6] (Fig. 2).
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Figura 2. Hipoétesis fisiopatoldgica del desarrollo de la FPI. En pacientes genéticamente
predispuestos, con limitada capacidad celular reparativa, la exposicion repetida a
agentes externos dafinos provoca una respuesta aberrante del epitelio alveolar. Esto
desencadena un desequilibrio entre mediadores profibréticos y antifibréticos,
induciendo la activacion y acumulo de fibroblastos y miofibroblastos, la disrupcion de la
Idmina basal y la produccion exagerada de MEC. Este remodelado pulmonar cadtico
persiste en el tiempo, incluso en ausencia del factor dafiino, provocando una fibrogénesis
pulmonar irreversible y favoreciendo la progresion de la enfermedad.

Por tanto, la patogenia de la fibrosis pulmonar se enmarca en la conjuncién de una
arquitectura genética determinada (variantes genéticas implicadas principalmente en la
integridad epitelial), una biopatologia relacionada con el envejecimiento celular y
molecular que dificulta la reparacién, y la reprogramacién epigenética [9]. En
consecuencia, la compleja interaccién entre la susceptibilidad genética de un individuo
a la activacién aberrante de las CEA y la exposicién repetida a factores ambientales de

riesgo conducen al desarrollo de la enfermedad [6-9].
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1.2.1 Factores de riesgo

Los factores que podrian contribuir al desarrollo de la fibrosis pulmonar se han evaluado
principalmente en el contexto de la FPI. Esta es una entidad, por definicién, de causa

desconocida. No obstante, se han descrito los siguientes potenciales factores de riesgo

(Flg. 3)3,6,13,18-22:
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Figura 3. Factores implicados en el desarrollo de la FPI. Aunque no se conocen con
exactitud los mecanismos responsables de la hiperactivacion andmala de las CEA, se han
sugerido diversos factores enddgenos y exdgenos (ambientales) capaces de
desencadenar la enfermedad. La exposicion ambiental u ocupacional, algunas
infecciones viricas, el reflujo gastroesofdgico, las microaspiraciones o el tabaco, entre
otros, parecen estar implicados en el desarrollo de la FPI en individuos genéticamente
predispuestos. Esto confiere el reconocimiento de enfermedad multifactorial.

Factores ambientales y ocupacionales:

El habito tabaquico se ha asociado fuertemente con la FPI, especialmente en individuos
con una dosis acumulada superior a 20 paquetes-afio [3]. El riesgo de desarrollar la
enfermedad es un 60% superior en fumadores, los cuales presentan la enfermedad a
una edad mas temprana que los no fumadores [20]. También se ha reportado un mayor

riesgo de desarrollar FPI debido a la exposicidn inhalatoria de una amplia variedad de
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factores ambientales u ocupacionales como el polvo de metales (plomo, acero, latdn),
polvo de madera, agricultura, ganaderia, cria de aves, peluqueria, entre otros
[3,17,18,20,21]. Del mismo modo, algunos estudios epidemioldgicos han descrito una
asociacion de la enfermedad con la contaminacién, reportando una mayor incidencia de
FPI en paises mas industrializados [22]. Sin embargo, estos resultados deben
interpretarse con cautela debido a que dichos estudios epidemioldgicos presentan

sesgos y limitaciones [3].
Factores microbianos:

Mudltiples estudios han evaluado el rol de la infeccidn viral crénica en la etiopatogenia
de la FPI, habiendo detectado la presencia de Citomegalovirus, Virus Herpes 7 y 8, virus
Epstein-Barr y virus Hepatitis C en muestras pulmonares de pacientes [3,18,19]. Sin
embargo, otros estudios también han reportado una asociacién negativa [3]. Esto puede
ser debido a que la evaluaciéon de las asociaciones putativas de virus y otros microbios
en la FPI presenta factores de confusidn en algunos estudios, especialmente en aquellos
realizados cuando la enfermedad se trataba con inmunosupresores [3,18]. Por tanto, no
es posible concluir con certeza el papel de la infeccién en la patogenia de la enfermedad.
En un futuro, el estudio del microbioma podria ser clave para entender el papel de los

microorganismos en el desarrollo de la enfermedad [3,18].
Reflujo gastroesofagico (RGE):

Se hipotetiza que el RGE causa la microaspiracion del contenido gastrico, tanto acido
como no 4cido, provocando un dano pulmonar persistente que podria contribuir al
desarrollo de FPI en individuos genéticamente predispuestos [22]. Esta teoria se
fundamenta en diversos modelos animales y en la alta prevalencia de RGE en pacientes
con FPI [3,18,22], siendo del 67-94% de los casos [22]. No obstante, se desconoce si los
cambios en la presidn intratoracica secundarios a la reduccion de la distensibilidad
pulmonar podrian provocar RGE, el cual a su vez podria contribuir a la progresion de la
enfermedad. Los estudios sobre el tratamiento antirreflujo en pacientes con FPI han
reportado resultados contradictorios. Mientras algunos estudios retrospectivos han

mostrado un efecto positivo en la supervivencia y la reduccién de la progresion de
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enfermedad y la tos [18,22]; otros han reportado resultados negativos [18]. Por tanto,

el papel del RGE en la patogenia de la FPI no puede concluirse con firmeza.
Otros factores:

La ausencia de tolerancia inmunoldgica en pacientes con FPl se ha sugerido tras
objetivar la presencia de 1) autoanticuerpos contra una variedad de antigenos del
huésped; vy, 2) agregados de linfocitos compuestos por células T CD3*y células B CD20*

en el tejido pulmonar adyacente a zonas fibrosantes activas [18,23].

Otros factores de riesgo como la diabetes mellitus [18,22] y la apnea obstructiva del

suefo [18,24] también se han postulado recientemente.
1.2.2 Factores genéticos

Multiples estudios avalan una mayor probabilidad de desarrollar fibrosis pulmonar
segun la composicidn genética del individuo [13,25-57], acreditando también el caracter
heredable de la enfermedad. La primera evidencia surgié de diversos estudios familiares
y con gemelos [25,26,38,43], los cuales describieron una asociacion entre FPl y genes
relacionados con los sistemas de defensa del huésped y del mantenimiento de la

longitud de los telémeros [57].

En las familias estudiadas, se describieron inicialmente 10 genes relacionados con dichos
mecanismos, representando alrededor del 25% de los genes asociados con la agregacion
familiar de fibrosis pulmonar [28,57]. En dichas familias, el fenotipo clinico descrito para
los familiares afectos portadores de variantes genéticas fue muy amplio, incluyendo la
FPI, la neumonitis por hipersensibilidad, la fibroelastosis pleuroparenquimatosa, la EPID
asociada a conectivopatia o la neumonia intersticial no especifica (NINE) [58-60]. A pesar
de la pobre correlacién entre el genotipo y el fenotipo en estos casos, Newton CA et al.
describieron una répida progresion fibrosante como manifestacién clinica comun para
los portadores de variantes genéticas relacionadas con la integridad de la longitud
telomérica, con independencia del diagndstico dogmatico de un tipo concreto de EPID

[60].

El riesgo genético de desarrollar una forma espordadica de FPl también ha sido evaluado.

Mediante genome-wide association studies (GWAS) se identificaron variantes genéticas
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raras y comunes en genes relacionados con la defensa del huésped, el mantenimiento
de la longitud de los telémeros, la adhesion célula-célula, la reparacion del ADN, la
sefializacion mitdtica, la inmunidad innata, la sefializacion mTOR y/o las vias de
sefializacion profibrética, entre otras (Tabla 1) [44-52, 57]. De estos genes, MUC5B
presentd la mayor asociacion con la FPI, vinculdndose con hasta el 30-35% del riesgo de
desarrollar la enfermedad [63]. Concomitantemente, la secuenciacién del exoma
completo, en inglés whole-exome sequencing (WES), de casos de EPID asociada a artritis
reumatoide (AR) también reportd variantes genéticas en vias de defensa del huésped y

de regulacién telomérica [63,65].

Los resultados de estos estudios apoyan la contribuciéon de determinados factores
genéticos al desarrollo de un fenotipo fibrosante pulmonar. Sin embargo, todavia no es
posible calibrar el impacto de dichas variantes genéticas raras y comunes como factores
desencadenantes de la enfermedad. Diversos modelos animales han evaluado su efecto
bioldgico [66-68], sugiriendo que no causan directamente fibrosis [58]. Si no, que la
variacion genética aumenta la susceptibilidad individual al desarrollo de un proceso
fibrosante pulmonar [58]. Los individuos adquieren dicha predisposicidon genética al
nacimiento; pero, no todos los portadores de las variantes genéticas raras y comunes
presentaran la enfermedad. Y, en caso de hacerlo, ésta se desarrollara lentamente
requiriendo décadas para manifestarse [58]. Por tanto, otros factores de riesgo,
anteriormente expuestos (Fig. 3), son fundamentales en el desarrollo de la enfermedad;
y, se consideran potenciales desencadenantes de los complejos mecanismos del proceso

fibrosante pulmonar en individuos genéticamente predispuestos [5-7, 58].

Esta teoria etiopatogénica determina la fibrosis pulmonar como un rasgo complejo
multifactorial y poligénico [5-8,37,55] [Fig. 4) que, como cualquier otra enfermedad
compleja, presenta interacciones gen-gen y gen-ambiente, heterogeneidad genética y
otros mecanismos de control todavia desconocidos [69,70]. Por este motivo, la
interpretacidon y la aplicacién clinica de los datos genémicos es extremadamente

complicada en el ambito de la EPID y, parcialmente explica su “heretability gap”[42,71].
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Tabla 1. Genes asociados con EPID en la edad adulta

FUNCION

INFORMACION

GENES IDENTIFICADOS MEDIANTE GWAS

1. Aclaramiento mucociliar de via
aérea y oido medio

MUC5B

2. Implicacion en el transito del
esperma al Utero

3. El sistema mucociliar se ha
asociado con la afectacion del ileo y
colon en la enfermedad de Crohn y

en la colitis ulcerosa

1.El polimorfismo en el promotor de MUC5B es el factor de
riesgo de mayor asociacién con la FPI. Provoca un aumento de
la expresion de MUC5B en los bronquios terminales y en las
zonas de panalizacion.

2. 2011: Seibold et al>? describieron asociacion entre el alelo T
SNP rs35705950, reportando:

Odds ratio para FPI
a) heterocigotos: 9,0 (95% Cl, 6,2 to 13,1)
b) homocigotos: 21,8 (95% Cl 5,1 to 93,5)
Odds ratio para casos familiares

Zhang et al.%® confirmaron los hallazgos de Seibold et al**

3.2013: Hunninghake, G. M et al.* reportaron asociacion entre
MUC5B e "interstitial lung abnormalities" (ILAs), sobre todo en
adultos de mas de 50 afios

4. 2018: Juge, P.-A et al.%? describieron asociacion entre el alelo
T SNP rs35705950 con EPID- AR

GNES RELACIONADOS CON FIBROSIS PULMONAR CON MANIFESTACIONES SINDROMICAS

Biologia de los telémeros

TERT, TERC, RTEL1, PARN,
DKC1, NOP10, TINF2,
ZCCHCS8, ACD, NHP2,

NAF1, POT1, RPA

Reparacion ADN

Senescencia

SFTPA1, SFTPA2, SFTPC,

ABCA3 Metabolismo del surfactante

Variantes genéticas raras y comunes

Sindrome telomérico

La fibrosis pulmonar es la principal manifestacién en el
adulto
Anticipacion genética
Implicaciones prondsticas: rapida progresion de la afectacion
pulmonar con peor supervivencia y alta morbi-mortalidad
relacionada con el trasplante, especialmente infecciones y
complicaciones hematolégicas

Acortamiento telomérico

Variantes genéticas raras

SFTPA1, SFTPA2: afectacion en adultos

SFTPC: adultos con alta frecuencia en nifios

ABCA3: inicio enfermedad en la infancia. Raro en adultos

Amplia variedad de afectacion radioldgica: vidrio deslustrado,
reticulacion, quistes bilaterales de tamafio variable.
Afectacion predominante de Iébulos superiores

Afectacion pulmonar no EPID coexiste con la afectacion
fibrosante pulmonar: enfisema, adenocarcinoma pulmonar

No afectacion extrapulmonar
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Biogénesis de los organelos de los
lisosomas

HPS1, HPS4, AP3B1

Trafico de proteinas a lisosomas o a
organelos lisosémicos

Codifica una proteina con un
dominio peptidasa C-terminal
FAM111B involucrado en la reparacion del
ADN, regulacién del ciclo celulary la
apoptosis

Trafico retrégrado de proteinas
COPA desde el aparato de Golgi al reticulo
endoplasmatico

Codifica por esfingomielinasa 4cida
SMPD1 lisosomal que convierte la
esfingomielina a ceramida

Codifica la neurofibromina, proteina
citoplasmatica que regula diversos
procesos intracelulares, incluyendo

la via RAS-AMP ciclico, la cascada
ERK/MAP quinasa, adenilil ciclasa y
el ensamblaje del citoesqueleto

NF1

Tabla original de Lurdes Planas Cerezales

Sindrome Hermansky-Pudlak (OMIM 203300, 614073,
608233)

La afectacidn fibrosante pulmonar se relaciona sobre todo
con HPS1

Afectacion extrapulmonar: sobre todo albinismo y didtesis
hemorragica. Otros: colitis, pérdida de agudez visual,
neutropenia, déficit inmune, cardiomiopatia y/o insuficiencia
renal

Defectos en multiples organelos citoplasmaticos: lisosomas,
granulosomas, granulos densos plaquetarios
Poiquilodermia hereditaria con afectacion de tendones,
miopatia y fibrosis pulmonar (OMIM 615704)

Fibrosis pulmonar progresiva de inicio en adultos jovenes

Infancia: poiquilodermia con telangiectasias, anomalias
pigmentarias, lesiones eccematosas, alopecia, hipohidrosis,
afectacién de tendones, debilidad muscular progresiva,
disfagia, severas dificultades de movilizacidn, o silicosis a
consecuencia de las contracturas

Sindrome COPA (OMIM 616414)

Afectacion autoinmune pulmonar, renal y articular

Afectacion de nifios y adultos jévenes. Inicio en la primera o
segunda década de vida

Afectacion extrapulmonar: altos titulos de anticuerpos, artritis
inflamatoria, dafio articular y alteracién renal

Penetrancia incompleta

Enfermedad Niemann-Pick [o Acid Sphingomyelinase
Deficiency (ASMD)] tipo B (OMIM 607616)

Causada por una reduccion de los niveles de la enzima
lisosomal acido ensfingomielinasa, con disminucion de la
actividad 4cido esfingomielinasa

Afectacion extrapulmonar: afectacion crénica progresiva
multiorgdnica, especialmente progresivo hiperesplenismo,
trombocitopenia, aumento del colesterol LDL y triglicéridos
con disminucién de colesterol HDL

Multiples érganos (pulmdn, higado, bazo, rifidn) presentan
histiocitos y células residentes espumosas

No afectacién neuroldgica

Neurofibromatosis tipo 1 (OMIM 162200)
Afectacion parenquimatosa del adulto: EPID, bullas
Frecuente asociacion con hipertension pulmonar

El 50% de los casos son de novo

Afectacion extrapulmonar: especialmente manchas café con
leche, nédulos de Lisch, pecas axilares e inguinales, tumores
fibromatosos de piel. Neoplasia (meningioma,
neurofibrosarcoma, rabdomiosarcoma, entre otros).
Dificultades de aprendizaje (30%), déficit intelectual (10%)

*Enfermedades sindrémicas: Unicamente se incluye una breve descripcion de cada una de ellas. Las

enfermedades monogénicas que cursan con afectaciéon pulmonar fibrosante de presentacion en la

infancia no se mencionan en esta tabla (Sindrome Cerebro-pulmdn-tiroides, Enfermedad de Gaucher tipo

1, Sindrome RIDDLE, vasculopatia asociada a STING)
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Figura 4. Fibrosis pulmonar como rasgo complejo. Los rasgos complejos estdn
vehiculados por interacciones gen-gen y gen-ambiente, heterogeneidad genética y otros
mecanismos [69]. Por tanto, no presentan una herencia Mendeliana [70,71]. La mayoria
de las variantes identificadas solo suponen un discreto incremento del riesgo de
enfermedad y explican una pequeia parte de la heredabilidad. A) Las interacciones de
multiples variantes en diversos genes junto con la influencia del ambiente resulta en el
desarrollo de una enfermedad compleja multifactorial. Los “polygenic risk scores” en FPI
han determinado su cardcter altamente poligénico con centenares (o incluso miles) de
potenciales variantes genéticas asociadas, la mayoria de ellas aun por identificar [46].
B) En los rasgos complejos, la “jarra de enfermedad” de cada individuo puede llenarse
con dos tipos de factores de riesgo. La cantidad de susceptibilidad genética no cambia
con el tiempo; pero los factores ambientales si pueden incrementarse con los afios o las
décadas. Una vez que la “jarra de enfermedad” se llena, se desarrolla la enfermedad
[72].
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1.2.3 Agregacion familiar

La mayor evidencia cientifica de la existencia de una predisposicion genética a la fibrosis
pulmonar es la agregacion familiar de una amplia variedad de fenotipos fibrosantes
pulmonares [42,73]. Aunque todavia se desconoce como los diferentes tipos de EPID se
agrupan en las familias [74], los drboles genealdgicos reportados muestran la existencia
de familiares afectos de EPID en diversas generaciones sucesivas, mostrando un patrén
de herencia autosdmica dominante en el 80% de los casos [41]. Concomitantemente,
diversos estudios reportan que al menos el 20% de los pacientes con FPI presentan un
familiar de primer grado afecto de EPID [38-42], incluso si los familiares crecieron
separados en medios diferentes [25,36,37,43], concluyendo que la agregacion familiar

es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la enfermedad [39,75].

En este contexto, se define la fibrosis pulmonar familiar (FPF) como la presencia de al
menos 2 casos de EPID en una familia [33,36-42,73,74]. No es un concepto limitado a la
FPI. Si no, que cualquier EPID de causa conocida o desconocida, puede presentarse en
un contexto familiar asociada a una alteracién genética [40,41,75]. Por tanto, la FPF se
manifiesta en un amplio y heterogéneo espectro de presentaciones clinicas
[37,41,42,60], incluso entre miembros de la misma familia [60], y con independencia de
la variante genética reportada [42,60]. Aunque la neumonia intersticial usual (NIU) es el
patron radiolégico y anatomopatolédgico predominante en muchas series de casos [37],
se ha reportado la existencia de hallazgos radioldgicos no caracteristicos de EPID en

muchos pacientes, lo que complica la clasificacion clasica por entidades de los casos [42].

A pesar de la gran heterogeneidad, la FPF tiene 2 caracteristicas comunes a todas las
presentaciones clinicas: 1) una temprana edad de inicio de la enfermedad (edad media
de 58-62 afios segun la serie) [37] con un fendmeno de anticipacidén genética [37,42]; y,
2) un curso clinico progresivo [42,59,76]. Cutting CC et al. reportaron una peor
supervivencia de los casos familiares con independencia del tipo de EPID, sugiriendo la
necesidad de investigar y considerar la historia familiar de fibrosis pulmonar en la
estratificacidon de riesgo de los pacientes [77]. Por este motivo, la designacién de FPF se
considera una posible medida prondstica de mayor utilidad que el diagndstico

dogmatico de EPID siendo una herramienta no invasiva y rdpida para sopesar los
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requerimientos de una intervencién asistencial temprana [77]. Las caracteristicas

clinicas de la FPF se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la FPF

Caracteristicas de la FPF

Edad de inicio 58-62 afios®’
Edad de inicio en Los hijos pueden desarrollar la enfermedad antes que el caso
familiares indice (fendmeno de anticipacion genética)3”42

EPID idiopatica o de causa conocida (mas frecuente EPID
fibrosantes) 37:41,42,60

Presentacion Pobre correlaciéon genotipo - fenotipo
clinica
Afectacion extrapulmonar frecuente
(Tabla 1)

Patrén NIU 50%37

Radiologia
Otros patrones radiolégicos No NIU#?
Patrén predominante NIU3/
Anatomia
patoldgica Otros hallazgos menos frecuentes: NINE, neumonia organizativa,

neumonitis por hipersensibilidad, sarcoidosis**

La historia familiar es un factor de mal prondstico (a considerar

Pronéstico e g . . 77
en la estratificaciéon del riesgo de los pacientes)

Tabla original de Lurdes Planas Cerezales
Una amplia evidencia cientifica sugiere que tanto las formas esporadicas como
familiares de EPID comparten una misma base genética [27,29,44,53-56,78], que
contribuye a cambios patobioldgicos comunes y a un progresivo remodelado pulmonar
cadtico; reflejando el espectro de la predisposiciéon genética al desarrollo de fibrosis
pulmonar [27, 78]. Aunque la escasa correlacidon genotipo — fenotipo no permite
establecer un diagnéstico clinico individual de EPID, la identificacién de una variante

genética patogénica relacionada con el desarrollo de fibrosis pulmonar si podria en
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algunos pacientes y en el contexto clinico adecuado, inferir el curso clinico y una posible
afectacion extrapulmonar [42]. La gran heterogeneidad clinica de la FPF no incluye
Unicamente diversos tipos de EPID; sino que, en ocasiones, la fibrosis pulmonar puede
presentarse como la afectacion pulmonar de algunas enfermedades genéticas o
sindromes. Estas son enfermedades monogénicas que siguen los patrones de herencia

Mendeliana y cursan con afectacién de diversos érganos y sistemas (Tabla 1).

La afectacidon extrapulmonar mas evaluada de la FPF es la relacionada con el sindrome
telomérico, dado el valor prondstico que la disfuncién telomérica ha demostrado tener
en EPID [60,79]. Ademds de la afectaciéon extrapulmonar, la FPF también puede
presentar de forma concomitante afectacién pulmonar no fibrosante, especialmente

enfisema y cdncer de pulmén, los cuales se consideran fuertes predictores de FPF [74].

En los ultimos afos, se han realizado grandes avances en el conocimiento de las
caracteristicas clinicas de la FPF y de la variacién genética en EPID. Dos iniciativas
internacionales y multidisciplinares, surgidas respectivamente de la American Fibrosis
Foundation [80] y de la European Respiratory Society [81], han propuesto recientemente
un consenso inicial sobre el estudio genético en adultos con EPID fibrosante. Sin
embargo, su implementacion clinica presenta diversos retos. Entre ellos, la
disponibilidad de los medios técnicos y humanos para su implementacion y desarrollo,
la alta especializacién y tecnificacidn de los equipos humanos, la posibilidad de trabajo
multidisciplinar con la inclusidon de genetistas y asesores genéticos o equivalentes, la
incertidumbre en la interpretacion de los resultados de los estudios genéticos y/o la falta
de infraestructura para ampliar el estudio a familiares afectos y no afectos candidatos a

ello, entre otros.
1.3 Envejecimiento celular

El envejecimiento, o aging en inglés, se caracteriza por una pérdida progresiva de la
integridad fisiolégica, que conduce a un deterioro de las funciones y a una mayor
vulnerabilidad a la muerte que afecta a la mayoria de los organismos vivos [17]. El
aumento exponencial del conocimiento de las vias moleculares y celulares relacionadas
con la vida, la muerte y la enfermedad ha despertado un enorme interés cientifico por

los procesos responsables del envejecimiento celular. En los ultimos afios, su
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investigacion ha demostrado tener paralelismos con la investigacion previa del cancer,
la cual en el afio 2000 culmind con la enumeracién de los seis “hallmarks of cancer” [82]
gue posteriormente se ampliaron a diez [83]. A raiz de dichos paralelismos, se establecio

la actual teoria conceptual del envejecimiento celular [17].

A priori, el cdncer y el envejecimiento pueden parecer procesos opuestos, considerando
gue el cancer es la ganancia aberrante de aptitud celular mientras que el envejecimiento
podria considerarse como la pérdida de dicha aptitud [17]. Sin embargo, tras un mayor
conocimiento de ambos procesos, el cancer y el envejecimiento podrian compartir vias
moleculares y celulares comunes [17]. Diversas investigaciones han determinado que la
causa general del envejecimiento es la acumulacion de dafio celular en el tiempo [17,
84-86], el cual, concomitantemente, podria proporcionar ciertas ventajas aberrantes a
algunas células provocando de forma eventual cancer [17]. En este contexto, el cancer
y el envejecimiento se consideran como dos manifestaciones de un mismo proceso
subyacente: la acumulacion de dafio celular [17]. Esta teoria conceptual se fundamenta
también en la existencia de un crecimiento celular excesivo o una hiperactividad celular
incontrolada en varias de las patologias asociadas con envejecimiento celular, como la

arterioesclerosis [17,87].

En este marco conceptual, diversas investigaciones se han centrado en describir las vias
fisioldgicas que provocan el dafio celular y/o intentan restablecer la homeostasis, las
conexiones entre ambas vias y las posibles intervenciones exdgenas capaces de atrasar
el envejecimiento [17]. A este respecto, en 2013 Ldpez-Otin C et al. propusieron y

describieron los nueve “hallmarks of aging” [17] (Fig. 5).
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Figura 5. Hallmarks of aging. Los nueve “hallmarks of aging” se clasifican en tres
categorias segun las conexiones funcionales entre ellos. En primer lugar, aquellos
“hallmarks” que se consideran ser la causa primaria del dafio celular. En el medio, los
“hallmarks” que forman parte de la respuesta compensatoria o antagonista al dafio
celular, que actuan inicialmente mitigando el dafio. No obstante, si eventualmente se
cronifican o exacerban, se convierten en mecanismos deletéreos. Finalmente, en ultimo
lugar, los “hallmarks” integrativos son el resultado de los mecanismos de las categorias
anteriores, siendo los ultimos responsables de la pérdida funcional asociada al

envejecimiento [17].

En enero de 2023, tras una década de grandes avances en el conocimiento de los

mecanismos responsables del envejecimiento, Ldopez-Otin C et al. actualizaron los
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“hallmarks of aging” anadiendo tres nuevos: alteracion de la macroautofagia, la

inflamacién crénica y la disbiosis [88].

1.3.1 Longitud telomérica como biomarcador de envejecimiento

celular

Durante las ultimas décadas, la longitud telomérica se ha considerado como uno de los
mejores biomarcadores de envejecimiento celular [88,89]. La American Federation for
Aging Research (AFAR) establece que los cuatro criterios que un buen biomarcador de

envejecimiento celular debe cumplir son [90]:
1. predecir la esperanza de vida restante mejor que la edad cronoldgica
2. monitorizacion de los mecanismos subyacentes al proceso de envejecimiento,
pero no de una enfermedad especifica
3. ser susceptible de pruebas repetidas no dafinas para el individuo, y
4. ser testable tanto en animales de laboratorio como en humanos

En base a esto, a continuacidn, se detalla el valor de la longitud telomérica como
biomarcador de envejecimiento argumentando las razones a favor y en contra, asi como

también las controversias actuales segun la evidencia cientifica disponible.

Razones a favor:

La longitud telomérica (LT) presenta diversas propiedades que la hacen adecuada para
ser utilizada como biomarcador de envejecimiento. En primer lugar, satisface los
criterios 3 y 4 de la AFAR, puesto que su estudio puede realizarse tanto en animales

como en humanos, siendo minimamente invasivo.

En segundo lugar, una sélida evidencia cientifica establece que los telémeros reducen
progresivamente su longitud con la edad de forma fisioldgica estableciendo una
correlacién inversa entre LT y la edad cronoldgica a lo largo de todo el curso de la vida
[88, 89, 91,92]. La reduccidn critica de la LT desencadena lo que se ha denominado
senescencia replicativa, la cual se considera un mecanismo de sefalizacidon de estrés o

dafio al ADN que protege la integridad del genoma y previene la replicacién de células
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gue podrian albergar alteraciones genéticas [92]. En combinacidn con otros “hallmarks
of aging”, la estabilidad gendmica podria verse alterada como parte de un proceso de
envejecimiento fisiolégico dando lugar a un mayor riesgo de enfermedades como el
cancer, la hipertensidn, la arterioesclerosis, la cirrosis hepatica, la fibrosis pulmonar vy la
enfermedad cardiovascular entre otras patologias de mayor incidencia en la edad
avanzada, en las que se ha reportado acortamiento telomérico (AT) [92, 93-95]. Estas

asociaciones sugieren el poder del AT como predictor de enfermedad [89].

En tercer lugar, aunque la LT es parcialmente heredable [96,97], una pérdida acelerada
de LT puede ocurrir a consecuencia de factores ambientales y exposiciones como el
tabaco, la contaminacidn, la dieta, el ejercicio o el estrés [92,98-100]; los cuales también
contribuyen al desarrollo de enfermedades por envejecimiento como la obesidad, la
diabetes mellitus o la enfermedad neurodegenerativa [92, 100-103]. Esto demuestra la
gran capacidad de respuesta que tiene la LT tanto a exposiciones adversas como

beneficiosas [89].

En cuarto lugar, diversos estudios epidemioldgicos han reportado una asociacion
significativa entre AT, envejecimiento y varios resultados biolégicos en términos de
morbilidad y mortalidad [88,104,105]. Como ejemplos, Montiel Rojas D et al.
concluyeron que el AT es un factor de riesgo independiente para el deterioro funcional
en las poblaciones europeas de edad avanzada [106]; mientras que Cawthon RM et al.
reportaron asociacion entre AT y una menor supervivencia en individuos de mas de 60
afos debida a enfermedad cardiovascular o infecciones, sugiriendo la contribucion del
AT a la mortalidad de muchas de las enfermedades relacionadas con envejecimiento

[107].

Finalmente, una de las mayores evidencias sobre el papel de la LT como biomarcador de
envejecimiento proviene de algunas enfermedades hereditarias monogénicas que
muestran signos de envejecimiento prematuro y que se correlacionan con una LT mucho
mas reducida que controles sanos de la misma edad [88,108,109]. Estas patologias se
han denominado trastornos del espectro telomérico o telomeropatias [88,108,110] y
sus sintomas y edades de presentacién son muy variables. Sin embargo, comparten

mecanismos moleculares heredados genéticamente vinculados con la biologia de los
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teldmeros, presentando fenotipos superpuestos de penetrancia incompleta

[88,108,110].

Razones en contra y controversias:

A pesar de las propiedades expuestas, también existe una evidencia cientifica que
cuestiona el papel de la LT como biomarcador de envejecimiento al no cumplir

estrictamente los criterios 1y 2 de la AFAR [88,89,91].

En primer lugar, aunque los modelos in vitro e in vivo aportan una soélida evidencia
cientifica de que la LT es un reflejo del nivel de senescencia celular y del estrés oxidativo,
los estudios epidemioldgicos y clinicos son menos concluyentes [88,89,91]. Las
asociaciones del AT con el envejecimiento y los resultados biolégicos en términos de
morbilidad y mortalidad, se han realizado en base a estudios epidemioldgicos con
criterios de inclusién heterogéneos y enfoques metodoldgicos y estadisticos muy
diversos con resultados no comparables [88,89,91] e, incluso, contradictorios [111-112].
Los estudios animales y sus resultados sobre el impacto del AT en la salud del organismo
no son extrapolables a humanos, puesto que la LT es altamente especifica de cada
especie y las manifestaciones de los modelos animales no son congruentes con un

envejecimiento humano normal [91].

En segundo lugar, recientes estudios han sugerido que la LT no seria un buen marcador
clinico de envejecimiento funcional en poblaciones de edad avanzada, pero si podria ser
un factor clave en estudios longitudinales centrados en poblaciones jévenes o de
mediana edad [113]. Puesto que las trayectorias del envejecimiento comienzan a
divergir en la edad adulta temprana [114], es importante tener en cuenta 1) la posible
contribucidn de la tasa de AT de cada célula y tejido al resto de “hallmarks of aging”, y
2) la posibilidad de que la LT sea solo un buen biomarcador de envejecimiento de un
tejido especifico y no del organismo completo [88,89,91]. Aunque los telémeros se
acortan con la edad, cada tipo celular tiene una tasa de AT distinta y, por tanto, existen

diferentes tasas de envejecimiento de tejidos y érganos en un mismo individuo [88].

Finalmente, el fendmeno del AT relacionado con la edad es extremadamente complejo
y muchos de los mecanismos bioldgicos subyacentes a este proceso todavia no se

conocen con exactitud. Existe un gran debate sobre si el AT se comporta como un reloj
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mitotico celular o bien como un biomarcador de estrés; o, si forma parte de un

mecanismo de transduccion de sefiales de estrés a la célula [89].

En base a lo expuesto, existe una disconformidad sobre el valor de la LT como
herramienta para evaluar el grado de envejecimiento de las poblaciones humanas. Y, en
ausencia de ensayos clinicos aleatorizados, la relacidon causal entre LT y capacidad
funcional de un individuo durante el envejecimiento sigue siendo motivo de estudio
[88,89,91]. En un futuro, importantes cuestiones sobre la tasa normal de AT en humanos
y su variacion, la medida de LT mas relevante bioldgicamente (LT promedio o la mas
corta), los factores que pueden acelerar el AT, los factores que pueden mejorar la LT, y
el valor predictivo de la tasa de AT para una edad especifica y unos resultados de salud
concretos, entre otras, deberian ser abordadas. Por este motivo, son necesarios
estudios longitudinales de medicién de la LT a lo largo de décadas y en poblaciones bien
caracterizadas social, médica y bioldgicamente. Asi mismo, los estudios de pacientes
centenarios o con sindromes progeroides también podrian ser de gran interés cientifico

[91].
Papel actual de la LT en el envejecimiento celular:

La marcada heterogeneidad de estados de salud observados en individuos de edad
avanzada sugiere que, aunque la edad cronolégica es un factor de riesgo importante
pata el deterioro funcional, la edad bioldgica puede predecir con mas exactitud el grado
de envejecimiento de un individuo [88,115]. Actualmente, la LT es el predictor de edad
bioldgica mas investigado, aunque nuevos predictores como el reloj epigenético estan

emergiendo.

Una creciente evidencia cientifica sugiere que diversos predictores de edad bioldgica
pueden reflejar diferentes aspectos del proceso de envejecimiento, reportando vinculos
entre algunos de ellos [88,116]. Un ejemplo son los cambios epigenéticos y de expresidn
génica asociados al AT progresivo [117]. En este escenario, la comunidad cientifica
considera que la combinacién de diversos predictores de edad biolégica puede ayudar
a comprender los complejos mecanismos responsables del envejecimiento y estimar

trayectorias individuales de senectud [88,118,119].

27



Por este motivo, la LT se utiliza cada vez mas como un potencial biomarcador en la
medicina personalizada [89,104]. A pesar de los efectos pleiotrépicos de los telémeros
y de que la tasa de AT, entre otros aspectos, todavia no se conocen con exactitud, la
comunidad cientifico-médica estd realizando un gran esfuerzo para poder dar un
significado clinico a los valores de LT que permita su uso asistencial. Concretamente,
determinar la edad bioldgica de un individuo para predecir su riesgo de mortalidad y
estratificar el riesgo de los pacientes en grupos con diferentes requerimientos
asistenciales [104]. Sin embargo, la transferencia del conocimiento molecular de la
biologia de los teldmeros y del envejecimiento a la practica clinica se ve obstaculizada
por una serie de factores bioldgicos y técnicos, que se detallaran en los siguientes

apartados.
1.4 Teldmeros, telomerasa y telomeropatias

En 1938, el genetista norteamericano Hermann Joseph Muller acufio el término
“telémero” del griego “telos” (fin) y “meros” (parte). Sus investigaciones con moscas de
la especie Drosophila melanogaster expuestas a rayos X, evidenciaron que los extremos
de los cromosomas irradiados, a diferencia del resto de material genético, no
presentaban deleciones o inversiones gracias a la presencia de un casquete protector:

el “gen terminal” o “teldmero” [120].

A pesar de la importancia de dicho descubrimiento, el gran escepticismo de la época
hacia la genética provocé el cese de las investigaciones. Fueron reanudadas 30 afos mas
tarde cuando se empezd a desvelar el proceso de replicacién del ADN. James Watson,
descubridor de la estructura en doble hélice, identifico el llamado “problema de la

I"

replicacion terminal”. Segun este y debido a las especiales caracteristicas del proceso
replicativo, el extremo 3’ no podia ser completamente replicado por la DNA polimerasa
provocando un acortamiento de los cromosomas. Tras esto, un desconocido
investigador ruso, Alexsei Matveevich Olovnikov, evidencié la vinculacién entre “el

I”

problema de la replicacion terminal” y la senescencia celular, descrita previamente por
Leonard Hayflick. Segun Olovnikov, el problema de la replicacion terminal era la causa
del acortamiento progresivo de los teldmeros, determinando asi el nimero de divisiones

gue una célula podia llevar a cabo antes de detener su ciclo celular. El modelo de
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Olovnikov postulaba que los telémeros actuaban como un reloj molecular capaz de
controlar el proceso de envejecimiento [120]. Por tanto, Olovnikov fue el primer
investigador que identificé el problema del acortamiento telomérico y planteé la

hipdtesis del envejecimiento celular a partir de éste.

Concomitantemente, tanto Olovnikov como Watson sugerian la existencia de un
mecanismo celular capaz de mantener la longitud telomérica durante la replicacidn
normal del ADN. Unos afios mas tarde, en la década de los 70, se descubrid esa
estrategia celular: la telomerasa. Elizabeth Blackburn jugd un papel crucial en ese
descubrimiento. Sus investigaciones con Joseph Gall centradas en Tetrahymena
thermophila, un protozoo ciliado; y, posteriormente, con Jack Szostak utilizando la
levadura como vector, llevaron al descubrimiento de las secuencias teloméricas y de la
enzima que las sintetiza. Blackburn y Szostak sugirieron que la elongacién de los
teldmeros se debia a la actividad de una enzima desconocida que sintetizaba telémero,

después llamada telomerasa [120].

A pesar del gran avance en el conocimiento sobre la biologia de los telémeros, los
resultados probados de las diversas investigaciones entraban en contradiccién. Por un
lado, se habia demostrado la existencia de acortamiento telomérico tras cada divisién
celular; y, por el otro, se habia descubierto la replicacién telomérica. Esta contradicciéon
obtuvo respuesta tras las investigaciones que Elizabeth Blackburn llevé a cabo con su
estudiante Carol Greider en los anos 80. Ambas determinaron que el proceso de
replicacion telomérica tiene lugar de forma independiente al resto del ADN
cromosémico mediante un proceso de transcripcién inversa realizado por la enzima
telomerasa. Ademas, también describieron las diferentes subunidades que esta enzima
posee y los tipos celulares donde expresa su actividad [120]. Debido a estos
descubrimientos, Elizabeth Blackburn, Jack Szostak y Carol Greider recibieron el Premio

Nobel de Medicina en el afio 2009.

1.4.1 Estructura y estabilizacidon telomérica

Los teldmeros son estructuras nucleoproteicas muy especializadas formadas por la repeticion

en tandem de los nucleétidos TTAGGG, siendo ADN no codificante [121] (Fig. 6).
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Figura 6. Telomero Estructura nucleoproteica de ADN no codificante formada por la

repeticion en tdndem de los nucledtidos TTAGGG.

Estas regiones cromosdmicas repetitivas tienen una longitud variable entre diferentes
organismos y tipos celulares de un mismo organismo [121,122]. En humanos, los
teldmeros tienen una longitud media de 8-14kb en células de sangre periférica en recién
nacidos. Sin embargo, puesto que su tamafio disminuye con la edad, la longitud
telomérica media para un individuo de 90 afios es de 3-7kb. En cambio, la mayoria de
ratones utilizados en investigacion tienen unos telémeros con longitud media de 50-
100kb. Estas diferencias dificultan mucho el desarrollo de modelos animales para el

estudio de las alteraciones teloméricas [121].

Los extremos de los teldmeros no estan formados por ADN bicatenario. En realidad, la
cadena 3' es aproximadamente 75-300 bases mas larga que la cadena terminal 5'
formando un fragmento de ADN monocatenario sobresaliente. Este fragmento
sobresaliente contiene la secuencia TTAGGG y se conoce como la “G-rich strand”. Su
cadena complementaria contiene la secuencia complementaria CCCTAA, denominada
“C-rich strand”. La cadena sobresaliente envuelve el ADN telomérico interactuando con
él para formar el llamado “T-loop”. Como resultado de este bucle, se genera una regién
de ADN telomérico de triple cadena, conocida como “D-loop”, imprescindible para la

estabilizacidn de la regién terminal de ADN telomérico [121] (Fig. 7).
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Los teldmeros se estabilizan aun mas por la presencia de un complejo proteico muy
especifico que se asocia al ADN telomérico. Este complejo recibe el nombre de “shelterin
complex” y estd formado por 6 diferentes proteinas: TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TPP1 y
POT1 (Fig. 7). Por diversos mecanismos, todas ellas son necesarias no solamente para
mantener la estructura y la funcion de los teldmeros, sino también para evitar que el
ADN telomérico sea reconocido como ADN dafiado [121,123]. Adicionalmente, tanto los
teldmeros como las regiones subteloméricas estan enriquecidas en componentes de
heterocromatina, tales como histonas y proteinas HP1 [121,123]. Esto no solamente
favorece la estabilidad del telémero; sino también un nivel superior de control para su
estructura y longitud [123] mediante la regulacién de la actividad telomerasa y de la

expresion de diferentes genes [92].

i . TPP1|POT1
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Figura 7. Estructura de los extremos de los telomeros Esta estructura previene que el
extremo del telémero sea reconocido como un punto de rotura del ADN por parte de los
mecanismos de reparacion del mismo. El “complejo shelterina” estd formado por 6
proteinas: TRF1 se une al ADN telomérico de doble cadena como un dimero junto con
TRF2. TIN2 interactua con TRF1 y TRF2, reclutando al heterodimero POT1/TPP1. POT1 se
une con alta afinidad al fragmento “G-rich”. TRF2 interacciona también con RAPI,
uniéndola al complejo. Ademds, los teldmeros y las regiones subteloméricas estdn
enriquecidos en componentes de heterocromatina, incluida la asociacion de proteinas
HP1 y la trimetilacion de la histona 3 lisina 9 y la histona 4 lisina 20, lo que contribuye
aun mds a su estabilidad [121].
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Esta compleja estructura terminal telomérica se encarga de las siguientes funciones:

proteger la integridad del genoma mediante el mantenimiento de la estabilidad
cromosomica. Previene la fusién y la recombinacién de los cromosomas vy la
degradacion de los nucledtidos por parte de los mecanismos de reparacion del
ADN

asegurar la correcta segregacion cromosémica durante la mitosis

regular la expresion génica mediante el silenciamiento transcripcional de genes
cercanos al telémero, llamados TPE (telomere position effect), o de otros
situados a gran distancia, llamados TPE-OLD (telomere position effect over long

distances).

Estas funciones de control superior se regulan de forma estricta y dependen de una

longitud minima de repeticiones teloméricas, de la conformacién “T-loop” y de la

correcta funcionalidad del complejo “shelterina” [92].

1.4.2 Telomerasa y replicacion telomérica

En mamiferos, el extremo 3° del ADN telomérico se alarga mediante el complejo

telomerasa a través de un proceso de transcripcidon inversa. Este complejo enzimatico

esta formado por varias proteinas o subunidades [121] (Fig. 8):

TERT o hTERT (telomerasa transcriptasa inversa): subunidad catalitica de la
enzima

TERC (RNA telomerasa codificada por el gen TERC): subunidad de 4cido
ribonucleico (ARN) de 454 nucledtidos de longitud utilizada como “template” o
modelo. Contiene la regién complementaria de ARN a la repeticiéon TTAGGG que
permite la hibridacidn al extremo 3’del ADN telomérico. En la sintesis de esta
subunidad es necesaria otra enzima: PARN (Poly(A)-specific ribonuclease).
Proteinas estabilizadoras necesarias para el ensamblaje y estabilidad del
complejo telomerasa: dyskerin protein (codificada por el gen DKC1), NHP2,

NOP10vy TCBA1, entre otras.
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e Proteinas facilitadoras de la sintesis de DNA telomérico: RTEL1 (regulador de la
longitud telomérica) una DNA-helicasa encargada de desplegar el T-loop, entre

otras
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Figura 8. Componentes de la telomerasa Este complejo enzimdtico es una ADN
polimerasa dependiente de ARN, es decir que puede producir ADN a partir de un molde
de ARN mediante un proceso de transcripcion inversa. Es responsable del mantenimiento
de la longitud de los teldmeros mediante la adicidon sucesiva de secuencias especificas de
ADN ricas en el nucledtido guanina (TTAGGG) en el extremo 3’ de las cadenas de ADN de

los teldmeros, situados en los extremos de los cromosomas eucariotas.

La replicacion del ADN telomérico requiere de maquinaria enzimatica especifica, el
complejo telomerasa, y de un mecanismo de replicacidon independiente al resto del
material genético. Esto es debido al problema de replicacién final del ADN, el cual
provoca un acortamiento telomérico de entre 50 y 100 nucledtidos en cada ciclo de
replicacion y, por lo tanto, en cada division celular [121]. En mamiferos, el extremo final
3’del teldmero se alarga gracias a la actividad del complejo telomerasa mediante
transcripcion inversa [121]. La subunidad catalitica del complejo telomerasa, TERT, se
une a TERC, un molde de ARN complementario a la repeticidn telomérica. Asi, TERT
afiade nucledtidos en direccidén 5°- 3" utilizando como molde la secuencia de ARN de

TERC. Una vez completada la secuencia de ADN complementaria al ARN rica en guaninas,
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la secuencia complementaria rica en citosinas se sintetiza a partir de una actividad DNA
polimerasa. Tras la secuenciacién de ambas cadenas de ADN telomérico, diversas
proteinas con actividad helicasa son necesarias para facilitar la elongacién telomérica
mediante la alteracién de la doble cadena de ADN. De esta forma, el complejo
telomerasa avanza y repite el mismo mecanismo construyendo el telémero de forma
discontinua. Tras sucesivos ciclos de extensidn, se genera un extremo 3" mds largo que
el 57, a partir del cual se sintetizard la cadena retardada mediante la ADN polimerasa.

De esta forma, se genera la estructura bicatenaria del telémero [121].

La estructura, estabilidad y replicacion teloméricas resultan procesos interconectados

gue se regulan unos a otros mediante los componentes explicados [121].
1.4.3 Actividad telomerasa, longitud telomérica y envejecimiento

La actividad telomerasa se subordina a la expresién del gen TERT, la cual es tejido
dependiente, y se supedita a diversas interacciones proteina-proteina que regulan el
ensamblaje del complejo proteico y su reclutamiento en los telémeros. Los
componentes de la telomerasa, y en particular TERT, se expresan a un alto nivel durante
el desarrollo embrionario para permitir la alta tasa de proliferacion celular existente
durante ese periodo. Sin embargo, una vez finalizada esa etapa, la expresion de TERT se
produce Unicamente en las células de la linea germinal y células madre, especialmente
en aquellas que presentan una alta tasa de recambio celular como la médula ésea, entre
otras. Para el resto de las células humanas adultas, la expresién de TERT es baja o esta
reprimida, por lo que sus telédmeros se acortan progresivamente tras cada division

celular [121].

Cuando el telémero alcanza una longitud critica, probablemente cuando el “T-loop” no
se puede mantener [92], la célula lo identifica como ADN dafiado y activa una respuesta
celular que provoca el arresto del ciclo celular. La prolongacién en el tiempo de este
arresto inducird finalmente la senescencia celular y posterior muerte celular por
apoptosis (Fig. 9). La mayoria de las células madre especificas de un tejido no expresan
suficiente TERT que permita replicar los teldmeros tras cada division celular; por lo que,

su capacidad proliferativa disminuye con la edad. Con el tiempo, el agotamiento de las
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células madre impide la renovacion de los tejidos. Por este motivo, el AT se ha

reconocido como uno de los “hallmarks” del envejecimiento [17,88,121,123].
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Figura 9. Acortamiento telomérico Este proceso puede ocurre de forma fisiolégica con
la edad. Sin embargo, diversos factores genéticos, epigenéticos, ambientales y de
comportamiento humano pueden impactar en la longitud telomérica, acelerando el AT

y contribuyendo al desarrollo de enfermedades por envejecimiento.

En este contexto, las sucesivas divisiones de una célula comportan una pérdida de Ila
viabilidad celular que, junto con el AT, contribuyen a la aparicion de enfermedades
degenerativas durante el proceso fisiolégico de envejecimiento humano. Son ejemplos
de esto la infertilidad, la reduccidn de la viabilidad de las células madre, la reduccién del
potencial angiogénico, la mala cicatrizacion de heridas o la arterioesclerosis, entro otros.
En este proceso de envejecimiento fisioldégico también participan una amplia variedad
de factores medioambientales y exposiciones, tales como la contaminacién, el tabaco,

la dieta, el ejercicio o el estrés. Estos factores pueden acelerar el acortamiento
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telomérico vy, por tanto, pueden contribuir a la aparicion de enfermedades por

envejecimiento tales como la diabetes o las patologias neurodegenerativas [92].

Sin embargo, varios sindromes de envejecimiento prematuro muestran un AT acelerado
que comporta la aparicién de patologia degenerativa a una edad mas temprana. Este
seria el caso de la Ataxia telangiectasia, la Disqueratosis Congénita o el Sindrome de
Werner, entre [123]. Estos y otros ejemplos de enfermedades hereditarias
monogénicas, con signos de envejecimiento prematuro, presentan una longitud

telomérica mucho menor que controles sanos de su misma edad [92].
1.4.4 Telomeropatias primarias y secundarias

Las enfermedades genéticas hereditarias con alteracidn telomérica (variantes genéticas
en genes que codifican para proteinas del complejo telomerasa y/o AT) reciben el
nombre de Telomeropatias. Este gran grupo de patologias tienen una edad de
presentacion y una sintomatologia muy variable; pero comparten algunas alteraciones
genéticas y, por tanto, pueden presentar fenotipos superpuestos con penetrancia

incompleta y expresividad variable [92,108,110,123].

Telomeropatias primarias

También se conocen como “telomere disorders” o “telomere maintenance syndromes”.
Se caracterizan por la presencia de variantes genéticas en los genes encargados de
mantener la longitud telomérica. La edad de presentacidén es muy variable y tienen un
amplio espectro de sintomas que pueden solaparse. Sin embargo, comparten similares
mecanismos moleculares subyacentes; por lo que a menudo presentan una penetrancia
variable. Por este motivo, individuos de una misma familia con la misma variante

genética pueden presentar fenotipos diferentes.

Concomitantemente, debido a que la heredabilidad de la longitud telomérica puede
producir anticipacién genética, los individuos con telomeropatias primarias presentan
riesgo de enfermedad a una edad mds temprana que los casos con alteraciones
genéticas en la telomerasa y longitud telomérica normal. Por tanto, el AT heredado

puede conducir a una deplecidon temprana de células madre y/o a la acumulacién de
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células senescentes; vy, asi desarrollar una enfermedad a una edad mdas temprana

[92,108,124].

Las primeras investigaciones realizadas en este campo provienen del estudio de
enfermedades monogénicas raras de presentacion infantil. Sin embargo, actualmente
abarcan enfermedades comunes que se manifiestan en la edad adulta. A pesar de la
gran variabilidad de fenotipos y enfermedades, el defecto en la longitud telomérica es
comun a todos ellas. Por este motivo, la agrupacion de estas patologias en un mismo
sindrome, el sindrome telomérico (Fig. 10), es crucial para la toma de decisiones clinicas.
Dado que la alteracion telomérica en los individuos afectos esta presente en sus células
madre, la afectacion simultanea de varios érganos puede coexistir aunque predomine

una enfermedad en concreto [92,108,110,124].

Telomeropatias primarias de la infancia

La primera enfermedad que se relaciond con una mutacion de la telomerasa fue la
Disqueratosis Congénita (DC) [92,108,124]. Inicialmente, se identific6 una variante
genética en DKC1, gen que codifica para la proteina diskerina. Sin embargo, estos
pacientes también pueden presentar variantes genéticas en TERC, TERT, TRF1, TRF2,
TINF2, NOP10, entre otros [92,108,124]. Las manifestaciones clinicas caracteristicas son
la hiperpigmentacién cutdnea, la leucoplasia oral y la distrofia ungueal. La mayoria de
pacientes no recibe atencién médica hasta la aparicion de fallo medular (aplasia medular
o linfopenia), fibrosis pulmonar o cancer; siendo éstas las principales causas de muerte.
Otras manifestaciones menos frecuentes son enfisema pulmonar, baja estatura, cirrosis
hepatica, osteoporosis, abundantes caries dentales y pérdida de pelo. Algunos pacientes
presentan efectos secundarios tras trasplante de médula ésea en forma de toxicidad

pulmonar y posterior fibrosis [92].

La DC presenta una superposicidon clinica y genética con el Sindrome de Hoyeraal-
Hreidersson, Sindrome de Coats Plus, Sindrome Revesz, entre otros [92,108,124]. Estas
manifestaciones clinicas similares se describieron antes de evidenciar que compartian
un mismo defecto genético; y, probablemente por ese motivo, su nhomenclatura es

diferente [108].
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Telomeropatias primarias de la edad adulta

En la edad adulta, las alteraciones teloméricas mas frecuentes son las variantes
genéticas en TERT o TERC. Su mayor prevalencia se encuentra en individuos afectos de
FPI, siendo del 8-15% en casos familiares y del 1-3% en casos esporddicos [108]. Otras
variantes genéticas en PARN o RTEL1 también han sido identificadas en estos pacientes.
Respecto al AT, aproximadamente el 37% de los casos familiares y el 25% de los
esporadicos presenta una longitud telomérica inferior al percentil 10 [92]. En casos
familiares, se ha reportado un patrén de herencia autosémica dominante en el 80% de
las familias afectas con una penetrancia dependiente de la edad [92,108,124]. Por tanto,
los pacientes portadores de variantes genéticas en genes del complejo telomerasa
pueden presentar afectacion fibrosante pulmonar, especialmente FPI, desde la juventud
hasta la vejez; siendo ésta la telomeropatia primaria mas frecuente en la edad adulta

[92,108,124].

Otras telomeropatias primarias de la edad adulta son la cirrosis hepdtica, la anemia
apldsica o la leucemia mieloide aguda [92,108,124]. Tanto la fibrosis pulmonar como la
anemia aplasica y/o la cirrosis hepatica pueden presentarse en un mismo paciente, pero
en diferentes momentos de su evolucién vital. Esto demuestra que el acortamiento
telomérico induce disfuncidn celular en varios tejidos, incluso cuando los pacientes

presentan afectacién predominante de un érgano [92].
Sindrome telomérico

Dado que todas las telomeropatias primarias presentan un defecto subyacente comun,
se ha postulado la idoneidad de agruparlas dentro de un mismo sindrome clinico (Fig.
10). El fenotipo de las alteraciones teloméricas es muy heterogéneo, por lo que la
impresidn inicial podria ser que el AT produce casos aislados de FPI, anemia aplasica o
DC, entre otras. Sin embargo, los individuos afectos presentan con frecuencia afectacion
subclinica concomitante en varios érganos, incluso cuando los sintomas predominantes
se deben a la afectacidn de un solo tejido. Por ejemplo, los pacientes con FPI portadores
de variantes genéticas en el complejo telomerasa tienen mayor riesgo de desarrollar
anemia aplasica o cirrosis hepatica. Del mismo modo, los individuos con anemia aplasica

y alteraciones teloméricas presentan una mayor incidencia de fibrosis pulmonar tras la
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exposicidon a farmacos toxicos pulmonares utilizados tras el trasplante medular, incluso
sin sintomatologia respiratoria previa [108,124]. Por este motivo, la concurrencia de FPI
y anemia apldsica, junto con cirrosis hepatica, es especifica y altamente predictiva de un

defecto telomérico [108].

Por otro lado, tras un andlisis exhaustivo del érgano afecto, se podria concluir
errédneamente que su alteracién es de caracter autoinmune, a pesar de su falta de
respuesta al tratamiento inmunosupresor. En este contexto, cada una de las entidades
enumeradas presenta una amplia y variable afectacién, desde alteraciones analiticas
inespecificas y sin traduccidn sintomatica hasta el fallo organico, que pueden coexistir

en un mismo paciente [124].

Por tanto, las alteraciones teloméricas reunen diversas entidades que inicialmente
fueron consideradas dispares y definen un complejo sindrome de manifestacion
predominante en la edad adulta. La identificacion del amplio espectro de
manifestaciones del sindrome telomérico es importante para el diagndstico,

tratamiento y seguimiento de varias patologias [108].
Telomeropatias secundarias

Estas alteraciones son debidas a variantes genéticas en genes que codifican por
proteinas involucradas en la reparacidon del ADN vy la interacciéon con el complejo
shelterina. Los pacientes presentan AT, pero éste no suele ser inferior al percentil 10.
Dado que las células somaticas no presentan actividad telomerasa, el dafio del ADN
telomérico no puede ser reparado provocando una alteracién telomérica precoz. Entre
estas telomeropatias se encuentra la ataxia telangiectasia, el Sindrome de Bloom, el

Sindrome de Werner o el Sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford [92].
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Figura 10. Sindrome telomérico Permite comprender las consecuencias del AT
progresivo y del desgaste de las células madre por envejecimiento. Su espectro es muy
amplio y abarca trastornos comunes relacionados con la edad que podrian catalogarse
como idiopdticos. Los avances en el conocimiento de las alteraciones teloméricas han
permitido reconocer una entidad clinica distinta que se presenta como un agrupamiento

de afectacion hematoldgica, pulmonar y/o hepdtica, entre otras [108,124].
1.4.5 Correlacion genotipo — fenotipo

El sindrome telomérico tiene un comportamiento genético Unico. Una variante genética
patogénica especifica no altera directamente el fenotipo; sino que contribuye a un
cambio hereditario en el ADN: la longitud del telémero [124]. Debido a esto, la longitud
telomérica estd altamente implicada en la edad de presentacion, el tipo y la severidad

de la enfermedad [108,124,125].
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Longitud telomérica como modificador de la severidad de la enfermedad

El estudio de las familias portadoras de variantes genéticas en el complejo telomerasa
ha permitido evidenciar que la LT es un modificador de la severidad de la enfermedad
mediante un mecanismo de anticipacidon genética. En estas familias, los miembros de
mayor edad con telémeros mas largos no desarrollaran la enfermedad hasta la década
de los 60-70, mientras que su descendencia inmediata puede presentar patologia de
mayor severidad hacia la mitad de la vida; y, a su vez, la siguiente generacion puede

verse afectada aun mas gravemente en la infancia [92,108,124,125].

Esta anticipacién en la edad de presentacion y severidad de la enfermedad es simultanea
al acortamiento progresivo de los telémeros con cada generacidn sucesiva. El AT se
produce en las células germinales, las cuales presentan una pérdida total o parcial de la
actividad telomerasa debido a alguna variante genética; y, en consecuencia, la progenie

hereda los telé6meros cada vez mas cortos junto con la variante [92,108,124-125].
Longitud telomérica y tipo de enfermedad

El acortamiento progresivo de los telémeros con las sucesivas generaciones provoca
también una evolucion del tipo de enfermedad. En los progenitores, la fibrosis pulmonar
suele ser la manifestacién mas frecuente; mientras que, en las sucesivas generaciones,
el fallo medular es cominmente la alteracidén predominante en adultos jovenes. Segln
este patrén, la DC se manifestard eventualmente en generaciones posteriores. Por
tanto, el espectro completo del sindrome telomérico puede observarse en una sola
familia. Sin embargo, se desconoce cudntas generaciones son necesarias para que la
alteracion evolucione desde una afectacién predominantemente pulmonar a una
hematoldgica. Probablemente, el grado de pérdida de funcién de la telomerasa y la
longitud telomérica inicial del miembro precursor de la familia se relacionan con el

numero de generaciones necesarias [108,124-126].

Esta particularidad de las alteraciones teloméricas plantea un desafio clinico de gran
magnitud. Las generaciones mas mayores pueden no desarrollar enfermedad hasta afios
después del diagndstico de un familiar mas joven; y, ademas, el tipo de enfermedad
puede ser diferente. Por tanto, las decisiones clinicas y el consejo genético de estos

casos resultan extremadamente dificil [108]. El conocimiento del patrén cambiante de
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la enfermedad es necesario para considerar la posibilidad que los descendientes de los
pacientes con FPl pueden ser portadores de variantes genéticas en el complejo
telomerasa y de AT; vy, por tanto, pueden tener riesgo de desarrollar fallo medular o,

incluso, DC [125].
1.4.6 Mecanismos patoldgicos del acortamiento telomérico

El AT produce una respuesta celular muy similar en todos los tejidos: la senescencia
celular o apoptosis. Sin embargo, la manifestacidon fenotipica de estas alteraciones da
lugar a una amplia variedad de patologias, citada anteriormente. El modelo animal de
ratén “telomerase-knockout” ha permitido proponer qué mecanismos son los

responsables de esa diversidad de fenotipos y enfermedades [108,124,126].
Agotamiento de células madre en tejidos con alta tasa de recambio celular

El recambio celular del tejido hematopoyético es notablemente alto, con una tasa
estimada de 10° células producidas cada hora. La hematopoyesis se basa en un proceso
de renovacién y diferenciacién de células madre oligoclonales. Tanto en humanos como
en ratones, el AT provoca defectos cualitativos y cuantitativos de las células madre
hematopoyéticas causando el agotamiento de éstas. Existen diversas pruebas de ello.
En humanos, la anemia aplasica puede tratarse mediante un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos, evidenciando que el agotamiento de las células madre
se debe principalmente a las alteraciones teloméricas que presentan y a la alta
sensibilidad del tejido hematopoyético a la LT. Por otro lado, las principales causas de
morbi-mortalidad del trasplante hematopoyético son la fibrosis pulmonar o la toxicidad
hepatica secundarias a los fdrmacos de acondicionamiento previos al trasplante. Por
tanto, en un futuro, la prueba de regimenes terapéuticos de intensidad reducida debera

realizarse en individuos seleccionados con alteraciones teloméricas [126].

Otros tejidos como el epitelio intestinal también presentan una afectacién similar que

se expresa en forma de atrofia vellosa [108,124,126].
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Muiltiples estimulos se afiaden a las alteraciones teloméricas en tejidos de baja tasa

de recambio celular

A diferencia de la médula 6sea, el tejido pulmonar tiene una baja tasa de recambio
celular: 2% a la semana en el caso de células alveolares epiteliales. Mediante un modelo
animal se ha demostrado que, debido a la baja tasa de replicacion celular en el pulmon,
el defecto telomérico no es suficiente para inducir afectacidon pulmonar en ratones. Un
segundo agravio es necesario. Diversos estudios han comprobado que, en ratones
portadores de alteraciones teloméricas, la exposicion al humo del tabaco podria
provocar un dafio adicional a las células epiteliales pulmonares superando su umbral de
dano celular y desarrollando un fenotipo de destruccion del espacio aéreo conocido

como enfisema. La radiacién podria ser otro ejemplo de dafo adicional [108,126].

En este escenario, la necesidad pulmonar de un segundo agravio se relaciona,
probablemente, con su baja tasa de recambio celular; y, por tanto, con un agotamiento
replicativo retardado. Esto explicaria porqué las enfermedades pulmonares secundarias
a telomeropatias representan un fenotipo atenuado que se expresa después de la

mediana edad [108,124,126].

1.4.7 Determinantes genéticos y heredabilidad de la longitud

telomérica

El estudio de las funciones y de la actividad del complejo telomerasa se ha realizado
mediante modelos animales en ratones, los cuales presentan una LT mayor (media de
50-70kb) que los humanos (media de 10kb). Por este motivo, la disfuncién organica en
este modelo animal aparece solamente cuando la actividad telomerasa es nula y
después de varias generaciones de ratones con teldmeros progresivamente mds cortos.
Las investigaciones con diversas cepas de ratones (mTR-/-, CAST/EiJ) con delecién de
telomerasa por bioingenieria han demostrado que la telomerasa por si sola no es
esencial. La primera generacidn de ratones “telomerase knockout” no presentd fenotipo
alguno. Sin embargo, tras la crianza de generaciones sucesivas, los ratones con
teldmeros cortos desarrollaron enfermedad degenerativa que fue mas evidente en
tejidos con alta tasa de recambio celular. Los fenotipos observados para las deleciones

de TERCy TERT fueron idénticos y Unicamente presentaron afectacion tisular cuando los
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teldmeros se acortaron. Gracias a estos modelos animales, se establecid que la
anticipacion genética se debe a un mecanismo de AT progresivo, y que el
empeoramiento del fenotipo con las sucesivas generaciones se produce por la

acumulacién de telémeros disfuncionantes [124,125,127,128].

Por tanto, la ausencia de telomerasa por si sola no es suficiente para desarrollar una
enfermedad degenerativa. El AT es el principal determinante genético para la expresion
de un fenotipo y su gravedad [124,125,127,128]; y, ademas puede limitar la capacidad
de regeneracién tisular aunque la actividad telomerasa esté presente [128]. Los
teldmeros cortos son capaces de producir enfermedad degenerativa incluso en un
modelo animal de ratdn “telomerase wild-type”. Este hecho tiene implicaciones para
individuos normales que heredan telémeros cortos, sugiriendo que el AT puede
contribuir, por si solo y en presencia de telomerasa, a la deplecion de células madre

limitando la capacidad regenerativa de un tejido [128].

La heredabilidad de la LT también se demostré mediante estudios en humanos. La
progenie de individuos con variantes genéticas en TERT o TERC tiene telémeros cortos
en comparaciéon con controles emparejados por edad, incluso cuando no heredan la
variante en cuestion. Adicionalmente, una serie de estudios gemelares y no gemelares
han demostrado que la LT parental (especialmente la paterna) influye en la longitud del
teldmero en los descendientes. Eisenberg DTA et al. evidenciaron que la LT del esperma
aumenta con la edad del padre; mientras que una mayor edad materna en el momento
de la concepcidn parece asociarse con una LT menor en la descendencia [129]. Estas
observaciones apoyan la teoria de que la longitud de los telémeros es un rasgo
genéticamente determinado y que el AT probablemente sea suficiente para causar
fenotipo. Este aspecto podria ser especialmente relevante para aquellos trastornos con
penetrancia dependiente de la edad y, por tanto, considerados como de herencia

compleja [108].

En resumen, los determinantes genéticos de la LT son 1) la heredabilidad de la variacién
genética en regiones no teloméricas, es decir, variantes genéticas en genes relacionados

con la LT;y, 2) la variabilidad de LT de los gametos que producen zigotos [89].
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1.4.8 Determinantes ambientales de la longitud telomérica

Multiples hallazgos indican que la LT también puede modularse de forma significativa

por diversos factores ambientales y por el estilo de vida a lo largo de la existencia (Tabla

3) [89]. Vaiserman AM et al. demostraron que las exposiciones en las primeras etapas

de la vida pueden afectar al estado de salud y a la longevidad de los individuos

directamente expuestos y también a su descendencia [89,130]. Esto es debido a la

transmisidn parental de la LT, de tipo epigenético [89], expuesta en el apartado anterior.

Concomitantemente, las exposiciones ambientales de la vida adulta (Tabla 3) también

han demostrado tener un impacto en la LT a lo largo de la vida [89].

Una mejor comprension de los mecanismos de afectacion de la LT por parte de los

factores ambientales podria conducir al desarrollo de estrategias de prevencién o de

tratamiento especificamente dirigidas a revertir el efecto daiino en los telémeros,

promoviendo asi la duracién de la salud [89].

Tabla 3. Determinantes ambientales de la longitud telomérica

Primeros anos de vida Edad adulta

Eventos intrauterinos desfavorables
LT al nacer

Vida adversa

Bajo nivel socioecondmico de la familia
Negligencia infantil

Abuso infantil

Baja escolarizacion de los padres

Infecciones
Estrés psico-emocional
Nutricidn
Actividad fisica

Consumo de alcohol

Estado civil

Intervenciones terapéuticas

Tabla original de Lurdes Planas Cerezales
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1.4.9 Métodos de medida de la longitud telomérica

La interpretacion adecuada de los resultados de los estudios epidemiolégicos centrados
en evaluar la LT requiere de la comprension de la metodologia usada para medir dicha
longitud vy, sobre todo, del conocimiento de la eficiencia y la reproducibilidad, entre
otras, de la técnica utilizada. El protocolo habitual se basa en la medicién de la LT en
leucocitos de sangre periférica. Aunque éstos presentan una LT parecida a la del resto
de células hematopoyéticas, podrian no ser un tipo celular adecuado para sustituir el
estudio de otros tejidos menos accesibles, puesto que su LT difiere de la del resto de

tejidos no hematopoyéticos y presentan tasas de AT diferentes [91,122].

Adicionalmente, es importante tener en cuenta que la LT de los leucocitos representa
una longitud promedio de los telémeros de toda la poblacidn de leucocitos, la cual esta
compuesta por granulocitos y linfocitos [91]. Estas subpoblaciones tienen longitudes
teloméricas promedio diferentes. Los linfocitos presentan telémeros mas cortos que los
granulocitos a todas las edades, puesto que los granulocitos estan mas estrechamente
vinculados con las células madre hematopoyéticas, que estan menos diferenciadas [91].
Ademas de la LT absoluta, dichas subpoblaciones también difieren en su tasa de AT. En
ambas poblaciones, existe una tasa de reduccién de la LT bifasica con una aceleracién
del AT durante la infancia y la vejez, y una pérdida lineal de LT durante la adolescencia 'y
la edad adulta. Sin embargo, durante las fases de AT mas acelerado, los linfocitos
presentan una tasa de AT mas pronunciada que los granulocitos [91]. Por tanto, las
fluctuaciones en estas subpoblaciones celulares especificas podrian afectar en gran
mediad a la LT promedio de los leucocitos, contribuyendo a la variacién intraindividual

de LT [91].

Existen diferentes métodos que permiten medir la LT, los cuales presentan una
reproducibilidad y precisién método dependiente [91]. Ademads, cada técnica presenta
ventajas y desventajas, midiendo una parte diferente del complejo telomérico.
Concomitantemente, cada método presenta un error de medicién distinto. Por ejemplo,
en y entre los geles para el Southern Blot; o, entre y dentro de los pocillos y placas para
la PCR cuantitativa. Dichos errores rara vez se incorporan al andlisis estadistico. Debido

a la gran heterogeneidad de resultados basados en estudios poblaciones de LT, existe
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un debate considerable sobre qué método podria afectar los resultados y debilitar su

comparabilidad entre técnicas [91].

Adicionalmente a lo mencionado, tanto Southern Blot como PCR, ambos utilizados sobre

todo en estudios epidemioldgicos, emiten un resultado en forma de LT media. Se

desconoce todavia si la senescencia celular se induce en presencia de un telémero

criticamente corto o debido a una longitud promedio de telémeros mas corta. Por tanto,

se desconoce si estos métodos miden el pardmetro telomérico biolégicamente mas

relevante [91].

Las principales técnicas de medida de la LT se detallan a continuacion y se resumen en

la Tabla 4 [91,122,131,132]:

Telomere Restriction Fragment (TRF) — Southern Blot: es la técnica original,
siendo una modificacién del Southern Blot, considerada como el Gold Standard.
Sus ventajas incluyen una alta reproducibilidad y la expresion de la LT en un valor
absoluto usando como unidad el par de bases o, debido al TRF, en fragmentos
de restriccion terminal. También podria permitir determinar la distribucion de la
LT, aunque esta medida se utiliza muy poco ya que requiere de la medicion de la
anchura de las bandas del gel en relacién con el ADN de referencia, lo cual es
dificil y propenso al error humano [91]. Entre sus desventajas cabe mencionar
1) la necesidad de disponer de una cantidad considerable de ADN (3ug por
muestra); y, 2) la medicion tanto de las regiones teloméricas como de las
subteloméricas, lo que podria resultar en una sobreestimacion de la LT media
[91].

Quantitative polymerase chain reaction (qPCR): este método mide la LT
promedio relativa determinando la proporcidén relativa de las repeticiones
teloméricas (ratio T/S) en comparacion con una muestra de referencia. El
promedio de LT en pares de bases se calcula multiplicando el ratio T/S por el
coeficiente de una ecuacién de regresidn que describe la relacién entre la
relacion T/S y un conjunto de muestras, cuya longitud absoluta se midio
mediante Southern Blot. Las ventajas de la gPCR son 1) requiere menor cantidad
de ADN (50ng por muestra); 2) un alto rendimiento; y, 3) menor coste. Sin
embargo, su mayor desventaja es gran variabilidad de resultados,
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principalmente porgué no existe una muestra de referencia estandarizada. Por
este motivo, se ha cuestionado la precision de la gqPCR en estudios
epidemioldgicos a pesar de su bajo coste y alto rendimiento [91].

Flow cytometry plus FISH: permite medir la LT en cromosomas individuales. Sus
ventajas son 1) medir la LT de células individuales de un tipo celular concreto,
reportando también la distribuciéon de la LT de ese tipo celular; 2) mayor
precisiéon puesto que utiliza controles de referencia internos y sondas de
hibridacién altanamente especificas de las regiones teloméricas en comparacion
con las otras técnicas, las cuales introducen errores de medida al incluir las
regiones subteloméricas (Southern Blot), perder alguna secuencia al usar sondas
de hibridacién menos especificas (gPCR), alterar la LT segun la enzima de
restriccion utilizada (Southern Blot) o confiar en la estabilidad de una referencia
para medir la LT relativa (qPCR) [91]. Dada la alta especializacién técnica y la
necesidad de cultivo celular que presenta este método, sus desventajas son 1)
elevado coste, 2) menor eficiencia y, 3) mayor experiencia técnica. Esto limita en
gran medida su uso en investigaciones poblacionales [91].

TeSLA: permite medir teldmeros de longitud mds corta, detectando los
teldmeros de los extremos de los cromosomas desde <Kb hasta 18kb, lo que
permite tener mas informacién sobre las LTs mds cortas. Sus ventajas son 1)
mejoria de la especificidad y eficiencia de las mediciones de la LT; y, 2) margen
de error muy pequefio al detectar y anotar automdaticamente los tamafios de
banda mediante un software que proporciona la LT promedio y el porcentaje de
teldmeros mas cortos. Sus desventajas son su limitada experiencia y validacion
[133].

Métodos bioinformaticos: se trata de técnicas de medicién de la LT novedosas y
prometedoras que, mediante WGS, calculan la LT utilizando los datos de
secuenciacion. Existen diversas herramientas: Motif counter, TelSeq y gMotivo;
las cuales mostraron un elevado nivel de concordancia con los resultados de
gPCR. Su uso, ademas de medir la LT, permitiria ampliar el rango de posibles
estudios sin coste analitico adicional. Sin embargo, al igual que TeSLA, todavia

no disponen de experiencia suficiente [104].
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Tabla 4. Técnicas de medida de la longitud telomérica

METODO

MEDIDA VENTAIJAS

DESVENTAJAS

TRF - Southern
Blot

qPCR

Flow citometry

Considerado el Gold
Standard
Alta reproducibilidad
Regiones teloméricas y
subteloméricas
Expresion de LT en valor
absoluto

Menor cantidad de ADN
LT promedio relativa de
repeticiones teloméricas
(ratio T/S) comparando
con muestra de
referencia

Alto rendimiento

Menor coste

Medir LT de un tipo celular
concreto

LT en cromosomas L
Mayor precision

Cantidad considerable de
ADN

Sobreestimacion de la LT
(infraestimacidn del AT)

Gran variabilidad de
resultados

Moderada correlacién con
TRF-Southern Blot

Muestra ADN de alta calidad

Alta especializacidn técnica
y requerimiento de cultivo
celular. Por lo que tiene:

-mayor coste

plus FISH individuales
Alta correlacion con TRF- L
Southern Blot -menor eficiencia
Considerado Gold Standard -uso limitado
Especificidad y eficiencia
TeSLA Teldmeros de longitud Limitada experiencia y
mas corta Margen de error muy validacion
pequefio
Alta correlacidn con gPCR
Métodos LT usando los datos de Ampliacién del rango de Limitada experiencia y
bioinformaticos WGS estudio sinicoste analitico validacion
adicional
Tabla original de Lurdes Planas Cerezales
1.4.10 Longitud telomérica, medicina personalizada vy

controversias para su uso clinico

La implementacion de la medida de la LT en la practica clinica habitual se ve

obstaculizada por diversos factores [89,104], que se resumen a continuacion (Fig. 11):
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Genética

LT en medida

promedio
Epigenética
Diversas técnicas de
Ambiente medidade LT
Estilode Diferencias
vida entre laboratorios

Manejo y procesamiento
de la muestra de ADN

Uso de LT leucocitaria
de forma rutinaria

Variabilidad de LT

Variabilidad de LT interindividual
intraindividual

Imagen original de Lurdes Planas Cerezales

Figura 11. Factores que cuestionan el uso de la medida de longitud telomérica en la
prdctica clinica habitual Diversos factores bioldgicos, analiticos y metodoldgicos
influyen en la determinacion de la LTy, por lo tanto, generan grandes controversias sobre
el uso de dicha longitud en estudios epidemioldgicos y clinicos, asi como también en la
prdctica clinica habitual. Estas controversias impiden la extension de la determinacion
de LT como exploracion clinica complementaria y condicionan su limitada disponibilidad
a algunos centros que puedan contar con los altos y especificos requerimientos técnicos
y humanos necesarios para llevar a cabo la medida y su posterior contextualizacion

clinica.

Factores biolégicos:

La LT depende de factores genéticos, epigenéticos, ambientales y de comportamiento
humano. Estos factores individuales impiden la identificacion de una relacién causal

clara entre la condicién a estudio y los teldmeros [104].
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Factores pre-analiticos y analiticos:

Variabilidad interindividual de la LT: se debe a los factores bioldgicos ya
mencionados y se ha comprobado reiteradamente en diversos estudios
epidemioldgicos. Esta variabilidad interindividual complica sustancialmente la
interpretacion de los resultados a nivel individual [89].

Variabilidad intraindividual de la LT: se debe a la variabilidad de LT entre
diferentes tejidos de un mismo individuo. Incluso algunos estudios han
objetivado variabilidad dentro del mismo tejido dependiendo de la zona de
muestreo [134]. Sin embargo, en algunos casos, la correlacién de LT entre
algunos tejidos puede llegar a ser moderada o alta a pesar de estas diferencias
[89,122].

Determinacion de LT en leucocitos de sangre periférica: ésta es la muestra mas
habitual en estudios humanos puesto que permite evitar procedimientos
invasivos. Aunque diversos estudios han objetivado una correlacién positiva
entre la LT con la de otros tejidos adultos como piel, musculo esquelético o grasa
subcutdnea, su correlacién con tejidos de baja tasa de recambio celular no es tan
clara [89]. Concomitantemente, los leucocitos son una poblacién heterogénea
formada por diversos tipos celulares como linfocitos, monocitos, granulocitos,
etc. Esta composicion poblacional leucocitaria es muy variable, incluso en
individuos sanos, segun diversas exposiciones. Por tanto, la LT leucocitaria es un
parametro muy dindmico que refleja cambios transitorios en el sistema
inmunolégico que nada tienen que ver con el envejecimiento, como por ejemplo
la inflamacidn o la infeccién. Por tanto, la variacion de la LT leucocitaria refleja la
historia de respuesta inmune de unindividuo a lo largo de su vida, representando
al menos en parte, el envejecimiento del sistema inmunolégico del individuo
[89]. La hematopoyesis clonal también puede afectar la dindmica de LT
leucocitaria. Este proceso aumenta con la edad del individuo y tiene lugar en
presencia de determinadas variantes genéticas “de novo” del complejo
telomerasa y en sujetos con la LT mds corta [89]. La aparicién de clones
hematopoyéticos con mayor potencial replicativo debido a las variantes

genéticas “de novo” en células madre hematopoyéticas puede permitir que
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varios individuos pospongan alcanzar la LT critica, influenciando asi la LT

leucocitaria promedio [89].

Factores metodoldgicos:

e Existencia de diversas técnicas de andlisis de LT con resultados expresados en
diferentes medidas de longitud, con ventajas y desventajas propias de cada
técnica (Tabla 4) y con pobre estandarizacién de uso en estudios humamaos.

e Expresion de LT en medidas promedio: muchas de los métodos de andlisis de LT
expresan sus resultados como LT promedio, la cual se desconoce si es
representativa o no de los procesos que vinculan LT con envejecimiento.

e Existencia de variaciones entre laboratorios y entre técnicas: los resultados
obtenidos por una técnica y/o laboratorio en concreto pueden diferir
sustancialmente, lo que complica su uso en estudios epidemiolégicos y clinicos
[89].

e La precisidon y la reproducibilidad de las mediciones de LT dependen, junto del
método de medida y del laboratorio, de otros factores como la recogida,

procesamiento, almacenamiento y extraccién de las muestras de ADN [89].

Estos factores condicionan la existencia de diversas controversias para el uso clinico
rutinario de la medida de LT. En un futuro, el uso de la LT en la practica clinica habitual
requerird de 1) la optimizacion de las técnicas de medida para mejorar su sensibilidad,
repetibilidad y rendimiento [89]; y, 2) la consideracion de que el proceso de
envejecimiento es complejo e incluye multiples vias que actian a diferentes niveles
bioldgicos, por lo que dificilmente puede medirse con precisidon con un solo biomarcador

[89, 104].

La medida de cada uno de los “hallmarks of aging” mide diferentes aspectos del
envejecimiento. Por lo tanto, las estimaciones de edad bioldgica obtenidas de forma
independente con diferentes enfoques de medicidn pueden no coincidir entre si. En este
contexto, seria razonable pensar que el uso de la LT puede mejorar el poder predictivo
compuesto para estimar la edad bioldgica, mientras que su uso como biomarcador Unico
es cuestionable en muchos casos. Por este motivo, se considera que varias medidas

pueden complementarse unas a otras mejorando el poder predictivo de la medida
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compuesta de la edad bioldgica de un individuo. La implementacion de la LT como
biomarcador de envejecimiento para estudios epidemioldgicos y clinicos debera

contemplar en un futuro este concepto [89,104].

Tras la optimizacion de las técnicas de medida de LT y de la incorporacién del método
compuesto de prediccion de la edad bioldgica, la LT deberia interpretarse como un
estado general del organismo o individuo que se asocia con una potencial
susceptibilidad de riesgo para determinadas enfermedades. La medicidn de la LT podria
constituir un método de seguimiento de la salud de un individuo, activando una alerta
si el paciente presenta una LT en el percentil mas bajo o si su tasa de AT es mas rapida
de lo habitual [104]. En pacientes de riesgo se podrian desarrollar protocolos de
screening y diagndstico de enfermedades concretas y promover cambios de estilo de

vida que puedan retrasar o prevenir la aparicidon de determinadas enfermedades [104].

Asi mismo, el uso de la LT también podria constituir una base sobre la que desarrollar
futuras terapias. En este sentido, grandes avances han tenido lugar en el ambito de
ciertas neoplasias. Concretamente, en neoplasias mieloproliferativas se ha desarrollado
un inhibidor de la actividad telomerasa, Imelstat (GRN163L), el cual ya dispone de
diversos ensayos clinicos en marcha [135]. Del mismo modo, otros grupos de
investigacion centrados en telomeropatias también han desarrollado terapias capaces
de inducir la actividad telomerasa y la proliferacion celular, disminuyendo el dafo al
ADN, el estrés oxidativo y la senescencia celular mediante un péptido, el GSE4, en

Disqueratosis Congénita [136] y en fibrosis pulmonar [137].

La aplicacién de los teldmeros en la medicina personalizada requiere de futuros grandes
estudios prospectivos centrados en evaluar el coste beneficio de medir la LT en la
practica clinica habitual. El avance de las técnicas de secuenciacion mediante WGS y de
analisis bioinformdatico permitiria desarrollar una técnica de medicién basada en datos
computacionales Unicamente. Esto podria representar un nuevo método de referencia
para la determinacién de la LT. Sin embargo, la investigacion en este campo es esencial,
siendo también indispensable establecer una técnica Unica y bien representativa de
medida de LT que permita un progreso mas rapido de la investigacién de la implicacién

telomérica en la salud y la enfermedad [104].

53



1.5 Envejecimiento, disfuncién telomérica y fibrosis pulmonar

La edad es el factor de riesgo mds importante de las enfermedades relacionadas con el
envejecimiento. Por tanto, el incremento de la edad de la poblacion mundial se
acompafa de un aumento de la incidencia de enfermedades relacionadas con los
mecanismos moleculares y celulares responsables del envejecimiento. Estas incluyen
enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas, entre otras, que
provocan la pérdida de las capacidades de los individuos para llevar una vida normal,
causan discapacidades o incluso hasta la muerte. Estas enfermedades suponen una gran

carga para la economia social y el sistema sanitario [138].

Respecto al pulmdn, su envejecimiento fisioldgico se basa en cambios estructurales y
una pérdida progresiva de su integridad fisioldgica que conduce a la alteracién de sus
funciones. Las modificaciones pulmonares estructurales y funcionales que ocurren de
forma habitual con la edad incluyen el estrechamiento de los discos intervertebrales, la
pérdida de la fuerza de la musculatura respiratoria, la pérdida de la elasticidad
pulmonar, los cambios estructurales de la via respiratoria con disfuncién del sistema
mucociliar y de la efectividad de la tos, entre otros. Esto se traduce en una pérdida
fisioldgica anual de unos 30ml de volumen expirado maximo en el primer segundo y de
la capacidad vital forzada (FVC), que también se asocian con una disminucion de la
capacidad de difusiéon de monéxido de carbono (DLCO) y de presion arterial de oxigeno

[139].

Existen dos tipos de afectacion pulmonar relacionada con la edad: aquellas que ocurren
en cualquier momento de la vida pero su severidad aumenta con la edad, como el asma
o la apnea obstructiva del suefio; y aquellas que ocurren en poblacion de edad avanzada,
entre las que se incluyen la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o la FPI

[139].
1.5.1 Envejecimiento y fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar, especialmente la FPI, ocurre en la gran mayoria de casos a partir
de la mediana edad y sobre todo en adultos mayores. Esto ha suscitado la consideracién

de la edad como uno de los factores de mayor riesgo de enfermedad y la concepcidn de
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la FPI como un trastorno relacionado con el envejecimiento. Aunque todavia se

desconocen con exactitud los mecanismos que asocian FPI a envejecimiento, la mayoria

de los “hallmarks of aging” han sido evaluados en pacientes con FPI objetivando que la

alteracion de los mismos contribuye al proceso reparativo aberrante epitelio-

mesénquima y a la progresion de la enfermedad, sugiriendo la existencia de un proceso

acelerado de envejecimiento celular [17,139].

Inestabilidad gendmica: el acimulo de daiio al ADN dependiente de la edad es uno
de los componentes del envejecimiento mas reconocidos al afectar la renovacién de
las CEA tras un agravio. Diversos estudios han comprobado la existencia de
inestabilidad gendmica en pacientes con FPI, la cual afecta a genes involucrados en
vias celulares criticas para la homeostasis de las CEA participando en la patogénesis
de la enfermedad [139].

Acortamiento telomérico: el AT se considera uno de los mecanismos mas influyentes
en el proceso de envejecimiento celular. Cuando lo telémeros alcanzan su LT critica,
activan una respuesta de daino al ADN que provoca senescencia celular o apoptosis.
La disfuncion telomérica ha sido ampliamente evaluada en pacientes con FPl y se
detallara en los siguientes apartados.

Senescencia celular: se considera un evento critico para el envejecimiento y hace
referencia al arresto del ciclo celular junto con la expresién de un fenotipo secretor
asociado a la senescencia caracterizado por la liberaciéon de factores inflamatorios,
reguladores del crecimiento y de remodelacion tisular. La senescencia de las CEA, en
probable relaciéon con el AT, contribuye al perfil secretor de estas células en la
patogenia de la FPI [139]. Del mismo modo, algunos estudios han concluido que los
fibroblastos pertenecientes a los focos fibroblasticos de la FPl presentan
caracteristicas propias de células senescentes [139].

Disfuncion mitocondrial: las mitocondrias juegan un papel crucial en la homeostasis
celular, la capacidad bioenergética y la longevidad celular al producir la mayor
cantidad de ATP y regular la muerte celular programada. El envejecimiento se asocia
con la existencia de disfuncién mitocondrial, la cual provoca un desequilibrio entre
procesos de fision y fusién celular que resultan en una produccion excesiva de

especies reactivas de oxigeno (ROS), que dafian el ADN mitocondrial durante el
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metabolismo oxidativo. El acimulo de ADN mitocondrial dafiado y la disminucién de
la mitofagia resulta en la pérdida de la sintesis de proteinas mitocondriales, llevando
a la célula a la senescencia [139]. En pacientes con FPl se ha documentado la
existencia de una produccidon excesiva de ROS y una alteracién del balance
oxidante/antioxidante pulmonar. Concomitantemente, las CEA en pacientes con FPI
presentan una disfuncién mitocondrial y una alteracién de la mitofagia [139].

e Pérdida de la proteostasis: la homeostasis de las proteinas incluye mecanismos
relacionados con la estabilizacion de proteinas correctamente plegadas y con
procesos de degradacion proteica mediante dos sistemas proteoliticos implicados
en el control de calidad de las proteinas: el sistema de autofagia lisosomal y el
sistema ubiquitina-proteasoma. Diversas investigaciones han comprobado una
reduccidn exagerada de la autofagia en pacientes con FPI [139].

e Alteraciones epigenéticas: en pacientes con FPI se han descrito alteraciones tanto
en la metilacién de regiones del ADN como en la accion de micro ARN (miARN) que
provocan el silenciamiento de varios genes anti-fibréticos implicados en la
regulacion de la actividad de los fibroblastos, provocando un incremento de la

actividad profibrogénica [139, 140].

La alteracion de estos mecanismos no Unicamente contribuye al proceso de respuesta
aberrante de las CEA, sino que también se encarga de perpetuar el proceso de

fibrogénesis pulmonar contribuyendo a la progresion de la enfermedad.
1.5.2 Disfuncion telomérica y afectacion pulmonar

El sindrome telomérico tiene su manifestacién pulmonar mas comun en forma de FPl o
enfisema [66, 92, 108, 124-127, 141-143]. En ambas patologias, existe una pérdida de la
integridad alveolar. En modelos animales de ratén “telomerase-knockout” se evidencid
gue el AT limitaba la capacidad regenerativa alveolar mediante la afectacion de las CEA
tipo ll; e, inducia dafio al ADN causando senescencia en las células madre alveolares [66].
Esta disfuncion telomérica de las CEA, las cuales son células con una baja tasa de
recambio celular, provoca un fenotipo bastante bien tolerado de novo. Sin embargo,
ante el dano pulmonar de un segundo insulto o agravio, la respuesta celular es

catastroéfica. Por este motivo, las enfermedades pulmonares “teloméricas” tienen un
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fenotipo clinico atenuado que presenta sintomas en la fase adulta avanzada, una media
de 4 décadas después que el fallo medular y debido a un proceso evolutivo mas lento.
En portadores de variantes genéticas en genes del complejo telomerasa, la exposicién
al humo del tabaco o a téxicos pulmonares provoca una afectacion pulmonar con declive
funcional y exacerbaciones que conducen al fallo respiratorio [66]. Un claro ejemplo de
patologia pulmonar tras exposicién a un segundo agravio seria por ejemplo la radiacién
/ radioterapia (RDT) y la consiguiente fibrosis pulmonar y/o neumonitis radica. Diversos
estudios, tanto experimentales en modelos animales como observacionales en
humanos, han demostrado una alta sensibilidad a la radiacidon en casos portadores de

alteraciones teloméricas [144].

La respuesta celular de las CEA a la disfuncién telomérica es la senescencia, a pesar de
la cual, el intercambio gaseoso es posible al menos durante un tiempo y de forma
parcial, atenuando aun mas la aparicién de sintomatologia respiratoria [66]. Sin
embargo, algunos estudios también concluyen que las CEA pueden presentar una
proliferacion andmala con posterior fallo regenerativo tisular y remodelacién pulmonar

[142].

Tradicionalmente, la fibrosis pulmonar y el enfisema se han considerado entidades
clinicas diferentes. Sin embargo, en los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que
hasta el 20% de pacientes pueden presentar de forma concomitante enfisema y EPID
[125,142]. En una misma familia, las manifestaciones pulmonares de la disfuncién
telomérica son heterogéneas y pueden incluir la FPI, el sindrome combinado fibrosis
enfisema (CPFE), la EPOC, el asma o el neumotdrax [142]. Por este motivo, en diversos
foros internacionales se empieza a postular el término de “lung related
telomeropathies” para designar a aquellas patologias pulmonares que cursan con
disfuncién telomérica. Sin embargo, todavia no hay suficiente evidencia cientifica para

apoyar esta propuesta.
1.5.3 Disfuncion telomérica vy fibrosis pulmonar

La disfuncidn telomérica ha sido ampliamente evaluada en pacientes con fibrosis
pulmonar como uno de los “hallmarks of aging” esenciales para el desarrollo de la

enfermedad [6,9,17,126,145]. La identificacién de variantes genéticas raras y comunes
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en genes asociados a los teldmeros tanto en casos esporadicos como familiares de
fibrosis pulmonar apoyé la implicacion de la disfuncién telomérica en la patogénesis de
la enfermedad [44-48,55,58,77,139]. Estas variantes genéticas causan
aproximadamente el 20% de los casos de FPI familiar, los cuales presentan AT [139,146-
148]. Ademas, un 20-30% de los casos de FPl esporddica que no son portadores de
variantes genéticas en el complejo telomerasa también presentaron AT inferior al

percentil 10 en comparacidn con controles sanos [149].

Las alteraciones mediante las cuales la disfuncidn telomérica contribuye al desarrollo de
la fibrosis pulmonar todavia no se conocen con exactitud. Sin embargo, se ha postulado
que las variantes genéticas en el complejo telomerasa o la respuesta proliferativa de las
CEA a un agravio repetido conducen a un AT y a su posterior senescencia y/o apoptosis
[139]. Mediante estudios pre-clinicos (cultivos in vitro y modelos animales) se ha
corroborado esta teoria concluyendo que la senescencia de las CEA dependiente de la
disfuncién telomérica limita la reparacion alveolar y da paso a una sefializacién

mesenquimal profibrdtica [139].

En este contexto, diversos estudios se han realizado demostrando no solo la implicacidn
de la disfuncién telomérica en la patogenia de la fibrosis pulmonar, sino también su
aplicabilidad en el dmbito clinico. Dichas investigaciones han concluido que, en el
apropiado contexto clinico, la disfuncidon telomérica puede estratificar el riesgo de
enfermedad y pronosticar su curso evolutivo, lo que supone un gran avance para el

manejo personalizado de los pacientes con fibrosis pulmonar.

1.5.4 Disfuncidn telomérica y estratificacion del riesgo de fibrosis

pulmonar

Inicialmente, diversos estudios transversales demostraron que los casos esporadicos de
FPI presentan una LT significativamente menor que individuos control de la misma edad
[13,79,125,149]. En 2008, Alder JK et al. reportaron un defecto telomérico global en
individuos con FPI describiendo AT en sus linfocitos, granulocitos y CEAs, entre otros
tipos celulares [13,125]. También objetivaron que hasta en el 10% de los pacientes del
estudio no portadores de variantes genéticas en genes relacionados con el complejo

telomerasa y sin historia familiar de EPID, presentaron una LT en el rango de los
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pacientes portadores de variantes genéticas relacionadas con los telémeros [13]. Del
mismo modo, Cronkhite JT et al. también reportaron que una proporcion significativa de
pacientes con FPI presentaron AT aln en ausencia de variantes genéticas en el complejo
telomerasa, sugiriendo una mayor predisposicion al desarrollo de la enfermedad para

aquellos individuos con AT [149].

En 2015, Snetselaar R et al. publicaron un estudio sobre la LT en 359 pacientes con EPID,
con y sin agregacion familiar, compardndola con la LT de 173 individuos sanos [150]. Las
EPIDs incluidas en el estudio fueron: FPI, sarcoidosis, neumonia organizativa, EPID
asociada a conectivopatia, neumonitis por hipersensibilidad, EPID asociada al tabaco y
NINE. Todas ellas presentaron una LT inferior en comparacién con los controles sanos,
siendo la sarcoidosis la que mostré una diferencia menor respecto a ellos. Los casos de
FPI mostraron un AT mayor en comparacién con la sarcoidosis (p<0.001) y al resto de
EPIDs. Respecto a las dos enfermedades granulomatosas incluidas en el estudio, la

neumonitis por hipersensibilidad presenté una LT menor que la sarcoidosis [150].

En base a estos resultados, se considera que existe una mayor probabilidad de
desarrollar fibrosis pulmonar en individuos con los telémeros mads cortos de la
poblacién, en los cuales también se ha reportado un mayor riesgo de enfermedad
extrapulmonar mediada por los teldmeros [13,125]. Esta afectacidon extrapulmonar
incluye alteraciones hematoldgicas como la anemia aplasica o la trombocitopenia, y/o

hepaticas como la cirrosis hepatica criptogénica, entre otras [13,125].

Por tanto, el AT es un factor de riesgo para desarrollar un fenotipo fibrosante pulmonar
gue puede coexistir con afectacidon extrapulmonar en un amplio rango de gravedad,
desde anomalias de laboratorio asintomadticas hasta la insuficiencia organica

[13,108,124,125,149).
1.5.5 Valor prondstico de la disfuncién telomérica en fibrosis

pulmonar

Tradicionalmente, la afectacion fibrosante pulmonar se ha clasificado como “leve”,
n “"

“moderada”, “severa” e “incipiente” segun parametros funcionales. Sin embargo, esta

definicidon no estd estandarizada y los ensayos clinicos utilizan el umbral FVC del 50-55%

59



predicho y DLCO 35-40% predicho para separar los pacientes en fase leve a moderada
de aquellos con enfermedad severa. De esta manera, se generaliza el control de la
progresién de la enfermedad, se pauta tratamiento y se indica el trasplante pulmonar.
Sin embargo, la FPI no progresa de forma lineal [151] y las EPID no FPI también pueden
presentar un curso clinico variable, incluso progresivo en algunos casos [152]. Por tanto,
el Unico uso de parametros fisiolégicos como la FVC en la estadificacion inicial del
prondstico de un paciente probablemente simplifica en exceso dicha estadificaciéon

[153].

Las variables demograficas o bioldgicas no se incluyen de forma rutinaria para el
seguimiento de los pacientes ni en la toma de decisiones terapéuticas; y, todavia se
desconoce si podrian reflejar diferentes fenotipos biolégicos o clinicos siendo relevantes
para el tratamiento y/o prondstico de la enfermedad. En FPI se ha desarrollado un
modelo multidimensional de prediccidn de riesgo, el GAP index [154]. Este modelo de
screening establece de forma rdpida y simple el riesgo de muerte al primer afio teniendo
en cuenta la edad, el género, la FVC y la DLCO. Sin embargo, este modelo presenta

errores al no cubrir todos los fenotipos bioldgicos [153].

Por este motivo, existe un gran interés en identificar y desarrollar biomarcadores
capaces de facilitar el proceso diagndstico, pronosticar el curso evolutivo de la
enfermedad y predecir la respuesta al tratamiento en el ambito de la EPID. En este
sentido, el valor prondstico de la disfuncion telomérica ha sido ampliamente evaluado

apoyando su papel como biomarcador.

En 2014, Stuart BD et al. demostraron por primera vez una asociacion independiente
entre AT y menor supervivencia en FPI [79]. Su estudio observacional con validacién
independiente de 3 cohortes de pacientes FPI y EPID no FPI de Dallas, Chicago y San
Francisco concluyd que, tras ajustar el analisis por variables relevantes como la edad, el
género masculino, el porcentaje de FVC previsto y el porcentaje de DLCO previsto, el AT
se asocio de forma independiente a una menor supervivencia de la FPI [79]. Esta
asociacién también se objetivd en las 3 cohortes de validacién a pesar de presentar
diferentes caracteristicas demograficas, fisioldgicas y de supervivencia basales [79].
Ademads, estos resultados fueron congruentes con los publicados por Dai J et al. en 2015

para una cohorte china de FPI [155].
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Respecto a las EPID no FPI, la LT no se asocio significativamente a la supervivencia en el
anadlisis multivariable del estudio de Stuart BD et al. [79]. Sin embargo, resultados
opuestos se obtuvieron en pacientes con EPID no FPI que eran portadores de variantes
genéticas en genes relacionados con los teldmeros [59,60]. Newton CA et al.
describieron un fenotipo progresivo con supervivencia reducida en pacientes con
variantes genéticas en cuatro genes relacionados con los telémeros,
independientemente del diagndstico de EPID [60]. Tampoco se reportaron diferencias
significativas en la supervivencia entre los diferentes grupos de genes [60]. Resultados
similares fueron también descritos por Borie R et al. [59], sugiriendo que el efecto de la
variantes genéticas relacionadas con los telémeros predice mds la progresion acelerada
de la fibrosis pulmonar que un diagndstico clinico y/o un patrén histolégico particulares
[60]. En consecuencia, y dada la falta de importancia pronéstica de la histopatologia y
los riesgos asociados con la biopsia pulmonar, Newton CA et al. sugirieron equilibrar
cuidadosamente los riesgos y beneficios de la biopsia de pulmén para los portadores de
variantes genéticas relacionadas con los telémeros [60], recomendando una mayor
vigilancia y la derivacién temprana para trasplante pulmonar independientemente del

diagndstico de EPID [60].

En este contexto, también se evalud la morbi-mortalidad del trasplante de pulmén en
pacientes con fibrosis pulmonar y disfuncion de los telémeros. Silhan LL et al.
describieron por primera vez una mayor tasa de complicaciones hematoldgicas e
infecciosas con una alta frecuencia de insuficiencia renal y toxicidades raras relacionadas
con medicamentos inmunosupresores propios del periodo postrasplante [156]. Otros
autores también reportaron un menor tiempo hasta la aparicién de disfuncién crdénica
del injerto pulmonar [157] con inmunidad alterada al citomegalovirus [158]. Los
resultados de estos estudios apoyan que los pacientes con fibrosis pulmonar vy
disfunciéon telomérica tienen mayor riesgo de presentar una elevada morbilidad y
mortalidad post trasplante pulmonar, especialmente aquellos con sindrome
mielodisplasico concomitante [159]. En este contexto, Borie R et al. propusieron la
necesidad de desarrollar recomendaciones especificas sobre la realizaciéon de pruebas
genéticas teloméricas previas al trasplante y a la evaluacidn pretrasplante de riesgos, asi

como un régimen inmunosupresor postrasplante personalizado para pacientes con EPID
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y telomeropatia, recomendando equilibrar el uso de tratamiento inmunosupresor para

prevenir y afrontar la elevada morbi-mortalidad postrasplante de estos pacientes [159].

Ademas de en el ambito del trasplante, la carga de eventos adversos relacionados con
los corticosteroides y con otros farmacos inmunosupresores también ha sido evaluada
para pacientes con FPI que, antes de la era antifibrotica, habian sido tratados con
inmunosupresores [160]. Newton CA et al. reportaron wuna supervivencia
significativamente peor en términos de muerte, trasplante, hospitalizaciéon y
disminucion de la FVC para pacientes con disfuncién telomérica [160]. En base a los
resultados mencionados, se ha sugerido la necesidad de evaluar de forma personalizada
el uso de farmacos inmunosupresores en estos pacientes en contexto de una

agudizacién de la enfermedad o del trasplante pulmonar [161].

1.5.6 Caracteristicas epidemiolégicas, radioldgicas y patoldégicas

de la disfuncién telomérica en fibrosis pulmonar

Tal y como ya se ha citado, cualquier tipo de EPID puede presentar disfunciéon
telomérica. No obstante, la caracterizacién epidemioldgica, radioldgica y patoldgica de
la disfuncidn telomérica en EPID se ha realizado en base al estudio de series de casos vy,

por tanto, mas investigaciones seran necesarias en un futuro.

En 2016, Newton CA et al. [60] evaluaron la existencia de diferencias fenotipicas y de
curso evolutivo entre 115 pacientes con fibrosis pulmonar portadores de variantes
genéticas en TERT, TERC, PARN, y RTEL1. El AT de estos casos fue mayor para las
variantes en TERC, seguido de TERT, RTEL1 y PARN. La media de edad al diagndstico fue
estadisticamente significativa entre los diferentes grupos de pacientes: los portadores
de variantes genéticas en TERC se diagnosticaron a una edad media mas temprana (51
anos), seguidos de los portadores de variantes en TERT (58 anos), los portadores de
RTEL1 (60 afios) y los casos de PARN (64 aiios). El diagndstico mas frecuente en todos
los grupos de pacientes fue la FPI seguida de la fibrosis pulmonar inclasificable y de la
neumonitis por hipersensibilidad. La fibroelastosis pleuropulmonar presenté mayor

prevalencia que las EPIDs asociadas a enfermedad del tejido conectivo.

62



Ademas, se valoraron imagenes de TC toracico en 73 pacientes y muestras de biopsia
pulmonar quirirgica en 42 pacientes. Radiolégicamente, un 43% de los TCs toracicos
objetivd un patréon de NIU, seguido en frecuencia por el patrén de posible NIU v,
alrededor del 20%, presentaron patron inconsistente con NIU. Ademas, se observé una
asociacién estadisticamente significativa entre enfisema y tipo de variante genética
telomérica (p=0.0032). Los portadores de variantes en RTEL1 (40%) y TERT (40%)
presentaron enfisema asociado a su EPID (p=0.026 y p=0.028, respectivamente). Los
hallazgos histopatoldgicos fueron los siguientes: el 50% de las biopsias analizadas
presentaron un patrén de NIU. La micropanalizacién se objetivd en el 73% de los casos;
y, la existencia de focos fibroblasticos en el 80.9% de las biopsias analizadas. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes variantes genéticas y el

patron histoldgico [60].

Respecto a la supervivencia, y tal y como ya se ha comentado en apartado anterior, el
anadlisis de supervivencia demostré que no habia diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes entidades diagndsticas. Los casos con FPI presentaron
una supervivencia media de 2.75 afios (95% Cl 1.64-4.61), siendo de 3.11 afios (95% Cl
2.56-4.82) para los casos no-FPI [60].

1.5.7 Estudio genético telomérico en la practica clinica habitual de

la fibrosis pulmonar

De acuerdo a lo expuesto en los apartados anteriores, las pruebas genéticas teloméricas
(medida de la LT y secuenciacion de genes relacionados con los teldmeros) podrian ser
una herramienta de gran utilidad para la practica clinica en fibrosis pulmonar en
términos de beneficios en salud relacionados con la supervivencia y la morbilidad de la

EPID y su manejo personalizado.

Sin embargo, la implementacién clinica de dichos estudios genéticos tiene aun diversos
desafios que enfrentar y resolver. Tal y como ya se menciond previamente en los
apartados 1.4.9 y 1.4.10 de la presente memoria, la medicién de la LT es uno de los
mayores retos para la implementacion asistencial del estudio genético telomérico, al
enfrentar importantes dificultades técnicas que requieren de maquinaria muy especifica

y personal altamente calificado. A pesar de que se han desarrollado diversos métodos
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de analisis de la LT, éstos expresan su resultado en diferentes medidas no comparables
entre ellas y presentan diversas ventajas y desventajas (Tabla 4), siendo imprescindible

llegar a un consenso sobre el método a utilizar asistencialmente.

En segundo lugar, la heredabilidad epigenética de la longitud de los telémeros implica
una herencia independiente de una variante genética patogénica en un gen relacionado
con los teldmeros [162]. La LT por si sola presenta una heredabilidad del 36% al 78%
[149], lo que contribuye al riesgo de enfermedad incluso cuando la variante genética en
el complejo telomerasa es “wild type” [124]. Esto conduce a la aparicion de anticipacion
genética y fenocopias, afectando a individuos con y sin una variante genética patogénica
con un fenotipo fibrosante pulmonar progresivo independientemente del diagndstico
de EPID [42,60,124,125,162]. Concomitantemente, diversos factores influyen en la LT de
un individuo a lo largo de su vida, siendo la LT una caracteristica multifactorial (Fig. 11)

y, por tanto, dificil de estandarizar.

Dadas estas dificultades, la patogenicidad de las variantes genéticas en genes
relacionados con los teldmeros no es posible predecirla con precision utilizando
Unicamente la medida de LT [80]. Sin embargo, la LT si puede argumentar causalidad
dependiendo de la variante genética en concreto y de la historia clinica del paciente [80].
Por este motivo, es necesario interpretar e integrar los datos clinicos, bioldgicos,
computacionales y de segregacién, entre otros, de forma adecuada para afrontar las
complejidades de la identificacion de los determinantes genéticos del acortamiento de

los telémeros [80,162].
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2. Hipotesis

1. Los pacientes con fibrosis pulmonar y disfuncién telomérica pueden presentar

afectacién extrapulmonar relevante para su manejo clinico

2. Identificar signos clinicos extrapulmonares puede sugerir la existencia de una
disfuncién telomérica subyacente en pacientes con fibrosis pulmonar sin

agregacioén familiar de EPID

3. Conocer la probabilidad pretest de acortamiento telomérico en EPID sin
agregacion familiar permitiria seleccionar los pacientes candidatos a estudio

genético, optimizando asi los recursos sanitarios

4. La edad bioldgica, expresada mediante el acortamiento telomérico, tiene mayor

valor predictivo que la edad cronolégica en términos de supervivencia en EPID

5. El acortamiento telomérico impacta en el prondstico de pacientes con fibrosis
pulmonar
6. La disfuncion telomérica podria influenciar en la morbilidad y mortalidad

postrasplante pulmonar en pacientes con EPID

7. El trasplante pulmonar se considera el Unico tratamiento que mejora la
supervivencia en EPID avanzada para aquellos pacientes que reunen los criterios
requeridos. Sin embargo, la tasa de éxito y posibles complicaciones posteriores

pueden ser variables dependiendo de marcadores bioldgicos.

8. La disfuncién telomérica podria asociar mayor mortalidad y morbilidad post-

trasplante.
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3. Objetivos

1. Evaluar las caracteristicas clinicas predictoras de acortamiento telomérico en

pacientes con FPI

2. Analizar la probabilidad pretest de acortamiento telomérico en pacientes con
FPI
3. Determinar qué pacientes con FPI esporadica serian candidatos a estudio de

longitud telomérica

4, Investigar el impacto del acortamiento telomérico sobre la supervivencia en

pacientes con FPI (esporadica y familiar)

5. Estudiar el valor predictivo prondstico del acortamiento telomérico en

pacientes con FPI

6. Evaluar la morbilidad, mortalidad y calidad de vida post trasplante pulmonar en

pacientes con EPID fibrosante progresiva y disfuncion telomérica

7. Analizar la viabilidad del trasplante pulmonar en términos de supervivencia y

calidad de vida post trasplante en EPID fibrosante con disfuncidn telomérica

72



73



A

MATERIAL
METODOS Y RESULTADOS

74



75



4. Material, métodos y resultados

4.1 Predictive factors and prognostic effect of telomere shortening in

pulmonary fibrosis

RESUMEN:

El acortamiento anormal de los telédmeros, como mecanismo que vincula
envejecimiento celular con la FPI, podria ser de utilidad para la practica clinica. El
objetivo de este estudio fue identificar los pacientes con FPI con mayor riesgo de AT e

investigar las implicaciones clinicas de dicho acortamiento.

Métodos: se incluyeron pacientes con FPl esporadica de forma consecutiva al
diagndstico y se siguieron clinicamente durante 3 afios. Previo al inicio del tratamiento
antifibrético, se analizé la LT en ADN de linfocitos de sangre periférica mediante qPCR y
Southern Blot. Para validar los resultados de la cohorte espafiola, se utilizaron muestras
de ADN de linfocitos de sangre periférica de una cohorte mejicana de pacientes con FPI
esporadica. Los resultados se evaluaron segun la mortalidad o la necesidad de trasplante
de pulmdn. Para el analisis estadistico se utilizd un modelo de regresidn logistica

multivariante.

Resultados: La agregacion familiar, la edad <60 afos y la presencia de alteraciones
inmunoldgicas y/o hematoldgicas inespecificas se asociaron con una mayor probabilidad
de AT. Durante el periodo de seguimiento del estudio, el 66,6% de los pacientes menores
de 60 anos con AT fallecié o requirié trasplante pulmonar independientemente del
grado de afectacion funcional respiratoria al diagndstico. En cambio, los pacientes
mayores de 60 afios con AT no presentaron de forma significativa peor supervivencia o

mayor necesidad de trasplante pulmonar.

Conclusiones: Estos resultados indican que los pacientes con FPl esporddica jévenes
(<60 afios) con alguna alteracién inmunoldgica y/o hematolégica inespecifica asociada

presentaron mayor riesgo de AT con un peor prondstico.
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ABSTRACT

Background and objective: The abnormal shortening
of telomeres is a mechanism linking ageing to idio-
pathic pulmonary fibrosis (IPF) that could be useful in
the clinical setting. The objective of this study was to
identify the IPF patients with higher risk for telomere
shortening and to investigate the outcome implications.
Methods: Consecutive Spanish patients were included
at diagnosis and followed up for 3 years. DNA blood
samples from a Mexican cohort were used to validate
the results found in Spanish sporadic IPF. Prior to treat-
ment, telomere length was measured through quantita-
tive polymerase chain reaction (qQPCR) and Southern
blot. Outcome was assessed according to mortality or
need for lung transplantation. A multivariate regression
logistic model was used for statistical analysis.

Results: Family aggregation, age of <60 years and the
presence of non-specific immunological or haematolo-
gical abnormalities were associated with a higher prob-
ability of telomere shortening. Overall, 66.6% of
patients younger than 60 years with telomere shorten-
ing died or required lung transplantation, independent
of functional impairment at diagnosis. By contrast, in
patients older than 60 years with telomere shortening,

Correspondence: Maria Molina-Molina, Respiratory
Department, University Hospital of Bellvitge, Feixa Llarga s/n,
16th Floor, Hospitalet de Llobregat, Barcelona 08907, Spain.
Email: mariamolinamolina@hotmail.com

Received 11 November 2017; invited to revise 15 January and
6 May 2018; revised 13 February and 7 July 2018; accepted
12 September 2018 (Associate Editor: Elisabetta Renzoni; Senior
Editor: Yuben Moodley).

© 2018 Asian Pacific Society of Respirology

SUMMARY AT A GLANCE

The study establishes predictive factors for telomere
shortening in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)
and demonstrates clinical implications in pulmo-
nary fibrosis. Sporadic IPF patients younger than
60 years and/or presenting non-specific immuno-
logical or haematological abnormalities were at
higher risk of telomere shortening. A poor prognosis
is more frequently associated with a young disease
onset.

the negative impact of telomere shortening in outcome
was not significant.

Conclusion: Our data indicate that young sporadic IPF
patients (<60 years) with some non-specific immuno-
logical or haematological abnormalities had higher risk
of telomere shortening, and furthermore, they pre-
sented a poorer prognosis.

Key words: familial pulmonary fibrosis, genetics, idiopathic
pulmonary fibrosis, telomere disorders, telomere shortening.

INTRODUCTION

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is the most devas-
tating interstitial lung disease (ILD). Although the path-
ogenesis remains unclear, there is evidence that IPF is
an age-related disease. The mechanisms linking IPF to
ageing, including abnormal shortening of telomeres,

Respirology (2019) 24, 146-153
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are currently under study.'"! The frequency of telome-
rase mutations accounts for 8-15% of cases of familial
pulmonary fibrosis (FPF) and 1-3% for sporadic cases,
with an autosomal-dominant inheritance and age-
dependent penetrance."® Importantly, however, telo-
mere attrition has been identified even in the absence
of telomerase mutations.>® There is also evidence that
IPF may be more likely to develop in subjects with the
shortest telomeres.”” Thus, telomere shortening is a
risk factor in developing the disease. Short telomeres
are detected in lymphocytes, granulocytes and alveolar
epithelial cells.> Moreover, pulmonary fibrosis may
occur in the setting of a complex syndrome in which
telomere dysfunction may associate extra-pulmonary
manifestations.” This systemic effect could explain the
post-transplant lung complications and drug-related
toxicities.''* Furthermore, poor patient outcome has
been recently associated with short telomeres.'*'

In this context, the identification of a telomere-
mediated disorder in lung fibrosis is relevant for prog-
nostic implications, diagnostic approach and treatment
of patients facing lung transplant. Therefore, the evalu-
ation of telomere length (TL) would be helpful for per-
sonalizing the management of IPF patients. However,
two facts must be considered: (i) telomere shortening
has been described in a minority of IPF patients'"'®
and (ii) genetic studies are expensive and complex, and
their availability depends on the skilled technicians
and economic resources. Thus, optimizing the clinical
suspicion of telomere involvement in IPF would be rel-
evant to improve the diagnostic yield. Hence, we evalu-
ated clinical features that help to identify IPF patients
with higher risk of telomere shortening.

METHODS

Study cohorts
This observational prospective study was approved by
the Ethics Committee of University Hospital of Bellvitge
(approval number PR082/13), and all patients signed
the written informed consent before inclusion in the
study. The derivation cohort consisted of 106 consecu-
tive IPF patients referred to the ILD unit from June
2013, who were evaluated at diagnosis and followed up
for 3 years. Lung transplantation and mortality were
reported. IPF diagnosis was established in accordance
with guidelines.'”'® FPF was considered when two or
more relatives from the same family were affected.
Epidemiological and clinical data were collected. All
patients were tested using the same haematological and
immunological panel (Tables S1, S2, Supplementary
Information). The criteria for considering non-specific
haematological abnormality was the presence of a
decrease in the haemoglobin (Hb, <12 g/L for females
and <13 g/L for males), platelet (<150 000/L) and/or
leucocyte values (<3900/L), following the World Health
Organization (WHO) definitions, in at least two different
determinations, with no identified cause and no clinical
relevance. The criteria for considering non-specific
immunological abnormality was the increase of auto-
antibodies, in two separate blood analyses, but without
the titre required to be considered an immunological
domain (Table S2, Supplementary Information). An
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expert rheumatologist evaluated every patient with
some of these immunological abnormalities. Patients
with connective tissue disease (CTD) or interstitial
pneumonia with autoimmune features (IPAF), asbesto-
sis or any other type of fibrotic ILD were not included.*
All patients signed a written informed consent for
genetic testing. The telomere study was performed at
the moment of diagnosis.

The independent validation cohort (Mexican cohort)
consisted of 102 IPF patients, blindly selected, with no
history of family aggregation and diagnosed at the
‘Instituto  Nacional de Enfermedades Respiratorias,
Ismael Cosio Villegas’, Mexico City, following published
criteria.'” The normal values for the Mexican cohort
were the same except in the evaluation of anaemia;
due to the difference in altitude, the WHO definitions
were adjusted by altitude (2250 m) and anaemia was
considered when Hb was <13.2 g/L in females and
<14.8 g/L in males.®® All patients consented to be
included for genetic testing and the protocol was
approved by the Bioethical Committee.

The control population utilized to obtain the telo-
mere z-score consisted of 243 healthy subjects, with no
cancer, no respiratory disease, nor any degenerative
disorders such as diabetes, haematological, liver or kid-
ney disease. Seventy-one percent were Caucasian and
29% Hispanic. DNA was obtained by oral swab and
peripheral blood. More details are in Figures S1 and S2
(Supplementary Information). The Bioethical Commit-
tee approved the protocol and all subjects consented to
inclusion.

Sample collection

TL analysis was performed using DNA samples isolated
from mouth epithelial cells and peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC). Oral swabs (Isohelix, SK-2S, Cell
Projects Ltd), previously validated in normal subjects
and other telomeropathies, were used for collection of
cheek epithelial cells and DNA was extracted using a
commercial kit (Isohelix, Cell Projects Ltd).*** DNA
from PBMC was obtained as previously described.*

TL analysis

The relative TL was assessed by quantitative polymer-
ase chain reaction (qPCR), as previously described,
and then was confirmed by Southern blot. The qPCR
determines the ratio of telomere (T) repeat copy num-
ber to single-copy (S) gene (36B4) copy number (T/S
ratio) in experimental samples, as compared with a ref-
erence DNA sample. This methodology was also vali-
dated for the TL measurement in buccal cells. As TL
changes with age, a z-score value was obtained to allow
the comparisons between individuals of different ages.
The z-score compared the T/S value in each individual
with the age-matched mean and SD of the values
obtained in the controls (individual’s value — popula-
tion mean/population SD, age-matched population of
within 9 years on average). The z-score below the 25th
percentile of a normal distribution was considered telo-
mere shortening. Severe TL reduction was identified
when z-score was below the 10th and 1st percentiles.

© 2018 Asian Pacific Society of Respirology
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Telomere shortening was also measured from blood
DNA of each patient by Southern blot analysis of telo-
mere restriction fragment (TRF) (TeloTAGGG Telomere
Length Assay, Roche), which was considered the gold
standard to determine TL.>*** Correlation of TL mea-
surements by using both methods are detailed in
Figure S3 (Supplementary Information). Analysis from
both cohorts was done in the same laboratory.

Statistical analysis

Descriptive statistics were expressed as mean (SD) or
median (interquartile range) and valid percentage for
continuous and categorical data, respectively. The rela-
tionship between the length of telomeres and clinical
variables was assessed using the chi-square test (exact
Fisher test with observed frequencies <5) for categori-
cal variables, whereas continuous variables were tested
using t-test (Mann-Whitney U-test when not normally
distribution).

Clinical variables that showed association with the
presence of telomere shortening on univariate analysis
(P-value < 0.1) were used to construct the correspond-
ing multivariate logistic regression backward stepwise
model. Receiver operating characteristic (ROC) curves
were constructed to predict the presence of telomere
shortening. The Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit
test was performed to assess the overall fit of the
model.*® Finally, predictors from this model were used
to test the probability of telomere shortening, which
was calculated by following this formula: Exp (b)/

L Planas-Cerezales et al.

(1 + Exp(b)), where b = —1.088 + 1.069 (in the case of
presence of immunological abnormalities) + 1.422
(in the case of presence of haematological abnormali-
ties) + 0.987 (if age < 60 years).

The 3-year survival data was calculated through mul-
tivariate Cox regression model. Survival graphics were
done using the Kaplan-Meier method, and differences
were assessed with the log-rank statistic. Hazard ratios
(HR) and 95% CI were calculated. Data for mortality
analysis were censored at the date of death or lung
transplant. Patients lost to follow-up were censored at
the last visit date.

All tests were two-tailed, and significance was set at
5%. Statistical software package for Windows (SPSS ver-
sion 20.0, IBM, Chicago, IL,USA) was used.

RESULTS

Patient characteristics

A total of 106 patients from derivation cohort, 68 IPF
and 38 FPF (from 28 different pedigrees) were
included. As shown in Table 1, FPF patients were
younger than the IPF population (P = 0.021), while the
male/female ratio was higher in the IPF group
(P = 0.046). ANA < 1:320 titres were the most common
non-specific immunological abnormality. Mild platelet
count reductions and mild anaemia were the most
prevalent haematological abnormalities (Table 1).

Table 1 Patient characteristics from derivation and Mexican cohorts

Derivation cohort (n = 106) Mexican cohort (n = 102)

n (%) n (%)
FPF patients IPF patients IPF patients
(n=38) (n=68) P-value® (n=102) P-value*

Age (years, mean (SD)) 60.8 (11.9) 66.3 (10.9) 0.021 65.0 (8.3) 0.157
Males 21 (56.8) 52 (76.5) 0.046 85 (83.3) 0.268
Smoking history 0.324 0.521

Non-smoker 17 (45.6) 22 (32.4) 27 (31.8)

Current smoker 2 (5.4) 2(2.9) 6(7.1)

Former smoker 18 (48.6) 44 (64.7) 52 (61.2)
Non-specific haematological abnormalities 5(13.5) 10 (14.7) 0.881 49 (48) <0.001

Platelet decrease 0(0.0) 5(7.4) 10 (9.8)

Anaemia 4(10.5) 1(1.5) 38 (37.2)
Non-specific immunological abnormalities 11 (29) 11 (16.2) 0.209 34 (33.3) 0.013

ANA 1 < 320 homogenic pattern 3(7.9) 3(4.4) 29 (28.4)

Other 8(21.1) 8(11.8) 5 (4.9)
Signs of telomere syndrome® 2 (5.4) 0(0.0) 0.674 0(0.0) NA
Relative telomere length, mean (SD) 1.0 (0.3) 1.3(0.3) <0.001 1.65 (0.6) <0.001
z-Score, mean (SD) -1.5(1.0) —-0.6 (0.99) <0.001 —0.337 (1.5) 0.453
Telomere shortening 31 (81.6) 26 (38.2) <0.001 42 (41.2) 0.048

<25th Percentile 7 (22.6) 10 (38.4) 20 (47.6)

<10th Percentile 10 13 (41.9) 8 (30.8) 10 (23.8)

<1st Percentile 11 (35.5) 8(30.8) 12 (28.6)

“Mann-Whitney U-test or chi-square test comparing IPF and FPF patients from derivation cohort.

*Mann-Whitney U-test or chi-square test comparing IPF patients from derivation and Mexican cohort.

¥Signs of telomere syndrome in these two patients included: premature hair greying, menopause and cryptogenic liver cirrhosis.
ANA, Anti-Nuclear Antibody; FPF, familial pulmonary fibrosis; IPF, idiopathic pulmonary fibrosis; NA, not applicable.
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Figure 1 Probability of telomere shortening in idiopathic pul-
monary fibrosis patients. Receiver operating characteristic anal-
ysis of significant variables derived from the logistic regression
model in its capacity to predict presence of telomere shortness
(area under the curve: 0.670, SE: 0.044, P <0.001, 95% CI:
0.580-0.751).

Reduced TL was first identified by using oral swab
(Supplementary Information, Fig. 1). Peripheral blood
telomere shortening was found in 57 of 106 (53.8%)
Spanish patients (Table 1). FPF patients presented
higher prevalence of telomere shortening (81.6%) with
a shorter TL compared with sporadic IPF (38.2%)
(P <0.001) (Table 1). A positive correlation was
observed between the two sets of TL measurements
performed by both the qPCR-Southern blot of blood
DNA and by the qPCR on DNA extracted from buccal
cells (R = 0.690) (Fig. S3, Supplementary Information).
One hundred and two sporadic IPF patients from the
Mexican cohort were evaluated to validate the predic-
tive factors for telomere shortening in the derivation

149

cohort by using blood DNA (Fig. S2, Supplementary
Information). Table 1 summarizes the Mexican IPF
patient characteristics.

Clinical features for predicting telomere
shortening

To evaluate whether telomere attrition could be associ-
ated with some potential predictive factors, we ana-
lysed the differences between patients with and
without reduced TL (Table 2). Patients with telomere
shortening were younger (P = 0.001), without differ-
ence in smoking status (Table 2).

The main predictive factor for telomere shortening
was family aggregation. To determine whether some
clinical variables could be related to telomere shorten-
ing in patients with no family aggregation, we per-
formed a multivariate logistic regression analysis.
Independent variables were selected from the univari-
ate analysis according to P-value <0.1: age transformed
as a binary variable (<60 years), non-specific haemato-
logical and immunological abnormalities. Telomere
shortening was considered a dependent variable. As
shown in Figure 1, IPF patients younger than 60 years
and those with non-specific immunological or haema-
tological abnormalities had a higher risk of reduced
TL. Pre-test probability modelling including these three
independent clinical variables associated with telomere
shortening was used. The probability of telomere short-
ening increased progressively with the number of puta-
tive predictors. Therefore, the probability for telomere
shortening in an IPF patient without any of these char-
acteristics would be 25.2%, rising to 91.6% for those
having all three variables (Table 3). This final model
was well calibrated, with P-values of 0.889, by using the
Hosmer-Lemeshow test. The capacity of the significant
variables derived from the logistic regression model to

Table 2 Patient characteristics according to telomere shortening

IPF patients from

derivation FPF patients
and Mexican cohort from derivation
n=170 cohort n= 38
No telomere Telomere No telomere Telomere
shortening  shortening shortening shortening
n=103 n=67 P-value n=6 n=32 P-value
Age (years, mean (SD)) 67.5 (8.6) 62.5 (9.9) 0.001 63 (10.6) 60.0 (12.4) 0.568
Males 81 (78.6) 56 (83.6) 0.426 4 (66.7) 18 (66.5)  0.635
Smoking history 0.354 0.038

Non-smoker 28 (30.8) 21 (33.9) 0 (0) 17 (53.1)

Current smoker 3(3.3) 5(8.1) 1(16.7) 1(3.1)

Former smoker 60 (65.9) 36 (58.1) 5 (83.3) 14 (43.8)
Non-specific haematological abnormalities 32 (31.1) 25(37.3) 0.339 1(16.7) 5(15.7) 0.947
Non-specific immunological abnormalities 19 (18.4) 26 (38.8) 0.003 2(33.3) 8 (25) 0.671
Bone marrow aplasia, n = 68 0 1(4) 0.186 0 113.1) 0.661
Signs of telomeric syndrome (early greying hair) 0 0 0.186 0 2 (6.5) 0.661
Relative telomere length, mean (SD) 1.725 (0.53) 1.141(0.28) <0.001 1.405 (0.09) 0.979 (0.24) <0.001
z-Score, mean (SD) —-0.283 (1.06) -1.539 (0.74) <0.001 -0.161(0.23) -1.794 (0.89) <0.001

FPF, familial pulmonary fibrosis; IPF, idiopathic pulmonary fibrosis.

Respirology (2019) 24, 146-153 © 2018 Asian Pacific Society of Respirology
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Table 3 Probability of telomere shortening in IPF patients with no family aggregation

Presence of

Presence of immunological haematological Age < 60 Probability of presence
abnormalities abnormalities years of telomere shortness (%)

- - - 25.2

+ - - 49.5

- + - 58.3

- - + 47.5

+ + - 80.3

+ - + 72.5

- + + 78.9

+ + + 91.6
Multivariate logistic regression model for telomere shortening
Independent variables OR 95% Cl P-value
Non-specific immunological disorders 2.913 1.409-6.024 0.004
Non-specific haematological disorders 4.145 1.010-17.655 0.049
Age < 60 years 2.684 1.297-5.553 0.008

IPF, idiopathic pulmonary fibrosis.

predict telomere shortening was evaluated through
ROC curve with an area under the curve (AUC) of
0.670 (95%CI: 0.580-0.751, P < 0.001) (Fig. 1).

Disease outcome and telomere shortening

To evaluate the role of telomere shortening in progno-
sis, the 3-year survival (lung transplantation and mor-
tality) was compared among patients with and
without telomere attrition. Of the 106 patients, 16
(15.1%) returned to their referral hospital and the
follow-up was lost. Among the 90 patients who were
followed up, 29 patients received anti-fibrotic treat-
ment (pirfenidone n = 16, nintedanib n = 13, 15 cases
with telomere shortening and 14 cases without). 27.8%
of IPF patients and 34.4% of FPF died or required
lung transplant. Lung transplantation was performed
in 12 (13.3%) cases, most of them (83.3%) with telo-
mere shortening. Mortality was reported in 15 (16.7%)
patients and 9 (60%) showed telomere shortening.
The cause of death was related to IPF progression. No
impact of anti-fibrotic treatment was observed on
survival differences, although the number of treated
cases was limited as both drugs were commercially

approved after the recruitment began. Thus, reduced
TL would have a negative impact on the 3-year sur-
vival rate (Table 4).

A multivariate logistic COX regression analysed the
possible implication of clinical characteristics associ-
ated with telomere shortening (immunological or hae-
matological minor abnormalities and age) and disease
progression (baseline forced vital capacity (FVC) and
diffusing capacity for carbon monoxide (DL¢p) and
gender). Age was the strongest related factor associ-
ated with poor outcome. Remarkably, the 3-year sur-
vival rate was significantly lower in younger patients
(<60 years, 44% vs 81%, respectively, P = 0.010)
(Table 4, Fig. S4 (Supplementary Information)),
although all of them had a GAP index I, stage I, at
diagnosis. No differences were found in FVC and
DLco among patients (P > 0.05). IPF and FPF patients
younger than 60 years with telomere shortening pre-
sented higher probability for lung transplant or death
(HR = 3.579, 95% CI: 1.074-10.900) (Fig. 2).

Data on extra pulmonary affectation and non-
specific immunological and haematological abnormali-
ties are included in Tables S1-S5 (Supplementary
Information).

Table 4 Lung transplant and mortality in patients according to age and telomere shortening

Age < 60 years (n = 27)

Age > 60 years (n= 63)

IPF
n=15

FPF
n=12

IPF
n=46

FPF
n= 17

Final number
of patients in

Telomere No telomere Telomere No telomere Telomere No telomere Telomere No telomere
shortening shortening shortening shortening shortening shortenings shortening shortening

follow-up n=9 n=6 n=12 n=0 n=15 n=31 n=10 n=7
% Death or lung 56% (n = 14) 19% (n=12)

transplant 66.6% 16.6% 66.6% 0 26.6% 19.4% 10% 14.3%
Transplant (n) 5 0 4 0 0 2 1 0
Deaths (n) 1 1 4 0 4 4 0 1

FPF, familial pulmonary fibrosis; IPF, idiopathic pulmonary fibrosis.

© 2018 Asian Pacific Society of Respirology
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Figure 2 Transplant-free survival (TFS) time according to the
presence or absence of telomere shortening (TS) and age lower
or higher than 60 years. TFS period was considered the time
from study baseline to the date of death or lung transplantation.
A combined outcome variable (death or lung transplantation)
was estimated. Patients who survived or did not have a trans-
plant throughout follow-up were censored at the date of the end
of the study. A total of 26 patients had a transplant or died dur-
ing follow-up study period. Patients younger than 60 years with
TS had statistically lower mean follow-up time (P = 0.034). —,
Absence of TS and age >60 years; ——, presence of TS and age
>60 years; , absence of TS and age <60 years; ——, pres-
ence of TS and age <60 years

DISCUSSION

The study reveals for the first time that sporadic IPF
patients younger than 60 years display a high pre-test
probability for reduced TL that increases even more
when non-specific haematological and/or immunologi-
cal abnormalities are present. Furthermore, telomere
shortening would be a valuable marker of outcome,
especially in those cases younger than 60 years of age.
Therefore, while age has been described as a prognostic
factor in the global IPF population (worse prognosis in
older patients), our results show the poorest prognosis
in young IPF patients with telomere shortening. Hence,
telomere (biological) age would be a better prognostic
factor than chronological age.

Our most important finding was the different ratio of
shortened telomeres depending on the clinical pheno-
type. Thus, although the overall probability of telomere
shortening was 25%, in those patients younger than
60 years of age who presented some non-specific immu-
nological and haematological abnormalities, the probabil-
ity was almost 100%. In addition, even in IPF patients
older than 60 years, the age group at which most of them
are diagnosed,'” the presence of the identified blood or
immunological abnormalities may increase suspicion of
an impact of telomere shortening on outcome. Family
aggregation is the most robust independent predictive
factor for telomere shortening.*”* However, another
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strong predictive factor evidenced by our results is age, in
accordance with the recent data from Newton et al* and
Borie et al.* for telomere mutations in FPF.

A reduction of TL has been recently associated with
worse survival in retrospective cohorts.'**-** Newton
et al. reported a 2-3-year survival rate in the analysis of
telomere-related gene mutations from 64 families. How-
ever, the mean age for those mutation carriers was
58 + 10 years.* The results from our prospective cohort
highlight that the prognosis associated with telomere
shortening depends in part on the age of disease onset,
suggesting that the sooner the lung fibrotic process
develops the faster the lung ageing and disease progres-
sion occur. Several hypotheses could explain this obser-
vation, including genetic anticipation and higher cell
turnover in younger patients with the same gene defect.

Another important novelty of this study is the use of
an oral swab as an easy non-invasive method for TL
assessment that presents a good correlation with the
blood DNA analysis. This test could be performed at
the patient’s home, thereby facilitating the screening of
gene mutation carriers.

The prevalence of telomere attrition in our FPF
patients is higher than described, probably as most
previous studies considered telomere shortening under
the 10th percentile.'®**® However, other telomere dis-
eases may develop with a telomere reduction under
the 25th percentile.*” Furthermore, we also found a
negative impact on disease outcome with this degree of
telomere reduction.

The main limitations of the present study are the small
sample size of the subgroup of patients younger than
60 years (which reduces the statistical power) and the lack
of other genetic analysis such as MUC5B or SP gene vari-
ants.?® Furthermore, the possible effect of environmental
exposures on TL could only be analysed for tobacco.

In conclusion, identification of telomere shortening
in pulmonary fibrosis is important in predicting patient
outcome. Our study determines a probability pre-test
model for telomere shortening that detects IPF patients
with higher risk and, therefore, that most benefit from
genetic study.
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4.2 Lung Transplant Improves Survival and Quality of Life Regardless of

Telomere Dysfunction

RESUMEN:

La EPID es la primera indicacion de trasplante pulmonar actualmente. La disfuncion
telomérica se ha asociado con una elevada morbilidad y mortalidad postrasplante
pulmonar. En este contexto, el objetivo del estudio fue evaluar la morbimortalidad y la
calidad de vida de los pacientes con EPID fibrética tras el trasplante pulmonar segun la

presencia o no de disfuncién telomérica.

Métodos: los pacientes con EPID fibrosante que se sometieron a trasplante pulmonar se
dividieron en 2 grupos, segun la presencia o no de disfuncién telomérica en el momento
del diagndstico. Se considerd disfuncidon telomérica la presencia de AT y de variantes
genéticas en genes del complejo telomerasa identificadas mediante WES. La evaluacion
postrasplante incluyd: 1) mortalidad y complicaciones a corto y largo plazo; y, 2) calidad

de vida postrasplante.

Resultados: el 55% de los pacientes trasplantados presentaron una variante genética
rara en genes relacionados con el complejo telomerasa. Los pacientes con AT
necesitaron con mayor frecuencia circulacion extracorpérea y presentaron mayor tasa
de complicaciones hematolégicas en el postoperatorio inmediato, una estancia mas
prolongada en la unidad de cuidados intensivos y mayor numero de ingresos
hospitalarios a largo plazo. Sin embargo, la supervivencia al afo postrasplante fue
superior al 80% independientemente de la presencia de disfunciéon telomérica, con

mejoria de la calidad de vida y retirada de oxigenoterapia.

Conclusiones: La morbilidad postrasplante es mayor en pacientes con disfuncién
telomérica y difiere segin el tiempo transcurrido postrasplante. No obstante, el
trasplante pulmonar mejora la calidad de vida a largo plazo y presenta complicaciones

manejables con independencia de la disfuncidn telomérica.

86



i‘ frontiers
in Medicine

ORIGINAL RESEARCH
published: 30 July 2021

doi: 10.3389/fmed.2021.695919

OPEN ACCESS

Edited by:

Ramcés Falfan-Valencia,

Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias-Meéxico (INER), Mexico

Reviewed by:

Ernesto Juarez,

Hospital de Especialidades, Centro
Meédico Nacional Siglo XXI, Mexico
Dmitri Chunikov,

INSERM U1068 Centre de Recherche
en Cancérologie de Marseille

(CRCM), France

*Correspondence:
Mania Molina-Molina
mariamolinamolina@hotmail.com

Specialty section:

This article was submitted to
Pulmonary Medicine,

a section of the joumal
Frontiers in Mediicine

Received: 15 April 2021

Accepted: 27 May 2021

Published: 30 July 2021

Citation:

Planas-Cerezales L,

Arias-Salgado EG, Berastegui C,
Montes-Worboys A,
Gonzalez-Montelongo R,
Lorenzo-Salazar JM,

Vicens-Zygmunt V, Garcia-Moyano M,
Dorca J, Fiores C, Perona R, Roman A
and Molina-Molina M (2021) Lung
Transplant Improves Survival and
Quiality of Life Regardless of Telomere
Dysfunction. Front. Med. 8:695919.
doi: 10.3389/fmed.2021.695919

Check for
m;-J

Lung Transplant Improves Survival
and Quality of Life Regardless of
Telomere Dysfunction

Lurdes Planas-Cerezales', Elena G. Arias-Salgado ?°, Cristina Berastegui*,

Ana Montes-Worboys', Rafaela Gonzalez-Montelongo ®, José. M. Lorenzo-Salazar?®,
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Introduction: Fibrotic interstitial lung diseases (ILDs) are the first indication for lung
transplantation (LT). Telomere dysfunction has been associated with poor post-transplant
outcomes. The aim of the study was to evaluate the morbi-mortality and quality of life in
fibrotic ILDs after lung transplant depending on telomere biology.

Methods: Fibrotic ILD patients that underwent lung transplant were allocated to
two amms; with or without telomere dysfunction at diagnosis based on the telomere
length and telomerase related gene mutations revealed by whole-exome sequencing.
Post-transplant evaluation included: (1) short and long-term mortality and complications
and (2) quality of life.

Results: Fifty-five percent of patients that underwent LT carried rare coding
mutations in telomerase-related genes. Patients with telomere shortening more frequently
needed extracorporeal circulation and presented a higher rate of early post-transplant
hematological complications, longer stay in the intensive care unit (ICU), and a higher
number of long-term hospital admissions. However, post-transplant 1-year survival was
higher than 80% regardless of telomere dysfunction, with improvement in the quality of
life and oxygen therapy withdrawal.

Conclusions: Post-transplant morbidity is higher in patients with telomere dysfunction
and differs according to elapsed time from transplantation. However, lung transplant
improves survival and quality of life and the associated complications are manageable.

Keywords: interstitial lung disease, pulmonary fibrosis, genetics, telomere shortening, telomere disorders, lung
transplantation
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INTRODUCTION

Fibrotic interstitial lung diseases (ILDs) are comprised of
parenchymal lung disorders with progressive, irreversible fibrosis
that present a devastating clinical course (1). Idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF) is the most lethal fibrotic ILD. Although
new anti-fibrotic medications slow disease progression, lung
transplantation (LT) remains the treatment option that improves
lung function and survival in those cases that can benefit from
this procedure (2). After several years with an increasing trend,
fibrotic ILD is often now reported as the first indication for
LT (3).

In previous studies, pulmonary fibrosis has been linked to
aging and repair defects, especially telomere attrition (4-14).
Rare coding mutations in telomere-maintenance genes (TERT,
TERC, PARN, RTEL1, DKCI, TINF2, NAFI, ACD, NOPIO0,
NHP2) and telomere shortening have been identified in different
fibrotic ILDs, irrespective of family aggregation (4-6, 9, 10,
12, 15, 16). Regardless of gene mutations and ILD diagnoses
(17), telomere shortening has been associated with disease
progression, reduced survival, and poor LT outcomes (18, 19).
Telomeric disease onset frequently appears in young adults;
therefore, LT may be necessary in most patients (18). However,
some reports have shown a high morbidity and mortality
related to LT in fibrotic ILD cases with telomere defects (20—
25). Furthermore, increased immunosuppressive drug-related
toxicities have also been reported (26, 27), especially during
post-transplant prophylaxis regimens (20-22), probably due to
the associated T cell immunodeficiency (28). Nevertheless, most
studies evaluating the effect of telomere dysfunction in LT lack
a control group that allow to differentiate those effects only
attributed to this biological defect (20-24).

A systematic assessment of telomere length in the pre-
transplant study could be useful for optimizing LT protocol
among fibrotic ILD cases. However, limited data exists about the
LT in pulmonary fibrosis depending on telomere biology and
the different technical interventional approaches. The aim of the
study was to compare the morbidity, mortality, and quality of
life of fibrotic ILD patients that underwent LT with and without
telomere dysfunction.

MATERIALS AND METHODS
Study Population

This prospective observational study included 20 patients from
the ILD Unit of Hospital Universitari de Bellvitge (HUB) with
any form of fibrotic ILD that underwent LT at the Hospital
Universitari Vall dHebron, in Barcelona. The Ethics Committee
of HUB approved the study and all patients provided written
informed consent before inclusion. A telomere genetic study was
performed at the moment of diagnosis. Diagnosis was performed
following the international clinical guidelines for ILDs (29-31).
Patients were recruited at the time of referral to the LT evaluation,
with a post-transplant follow-up period of at least 3 months.
Patients were excluded if they did not consent to the telomere
genetic test.

Clinical data were prospectively recorded from patient
inclusion. Surgical, post-surgical procedure, and management
protocols were blinded to the laboratory tests and followed
national and international guidelines (32, 33). The Lung
Allocation Score (LAS) was used to assess the allocating process
of donated lungs. The decision for unilateral vs. bilateral lung
transplant was based on the presence of pulmonary hypertension
or microbiological colonization. In those cases, a bilateral
lung transplant was performed. A standard immunosuppression
regimen was initiated after LT and adjusted as tolerated. The
prophylaxis for cytomegalovirus (CMV) was initiated after
the surgical procedures in all patients, using ganciclovir 3-5
mg/kg/12 h during the Intensive Care Unit (ICU) stay, followed
by valganciclovir 900 mg/day when oral intake was tolerated.
The treatment was maintained for 12 months in serum-negative
pre-transplant cases and 6 months for those serum-positive. The
post-transplant evaluation included: (1) type of complications
observed during the first 24 h, the first 30 days, and after the
first month; and, (2) assessment of the quality of life after 6
months of LT based on an improvement of forced vital capacity
(FVC) and health status questionnaires (K-BILD and ATAQ-
IPF), oxygen therapy withdrawal and declared independence for
daily life activities.

Telomere Genetic Studies

The telomere genetic study was performed at fibrotic ILD
diagnosis and consisted of: (1) a telomere length screening of
DNA isolated from mouth epithelial cells (oral swab) using a
commercial DNA isolation kit (Isohelix, Cell Projects Ltd.) (34)
and further validation based on DNA from peripheral blood; (2)
asequencing analysis of the known telomere related-genes (TRG)
described so far as a cause of pulmonary fibrosis. The assessment
of telomere dysfunction in donors was unavailable in our study
due to the great inherent lung transplant technical difficulties.

Telomere Length Analysis

The relative telomere length was performed in the Instituto de
Investigaciones Biomédicas (CSIC/UAM) and initially assessed
by quantitative polymerase chain reaction (QPCR), as previously
described (19, 35, 36). Since telomere length changes with age,
a Z-score value was obtained to allow the comparisons of the
telomere length between individuals of different ages. The Z-
score compared the Telomere Shortening T/S ratio value in each
individual with the age-matched mean and standard deviation
(SD) of the values obtained in the controls. The Z-score below the
25 percentile of a normal distribution was considered as “short
telomere.” A severe telomere length reduction was identified
when Z-score was below the 10" percentile.

Telomere shortening was confirmed by telomere restriction
fragment (TRF) assay (TeloTAGGG Telomere Length Assay,
Roche) from peripheral blood DNA of each patient, as previously
described (36, 37) (Figurel). A positive correlation (r =
0.689) was observed between the two sets of telomere length
measurements performed by either the qPCR on DNA extracted
from buccal cells or by the Southern Blot of blood DNA,
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FIGURE 1 | (A) Telomere length and gPCR essential primary data of all study patients: telomere length was measured, at diagnosis, from oral epithelium DNA,
through quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) and Z-score was obtained as described in Methods section. The gPCR determines the ratio of telomere (T)
repeat copy number to single-copy (S) gene (36B4) copy number (T/S ratio), as compared with a reference DNA sample. The Z-score below the 25th percentile of a
nomal distribution was considered “telomere shortening.” (B) gPCR validation through TRF Southern Blot: telomere shortening was validated in each patient from
blood DNA by telomere restriction fragment (TRF) Southern Blot analysis (TeloTAGGG Telomere Length Assay, Roche), which is considered the gold standard to
determine telomere length. A representative southern blotting image is shown. The absolute telomere length of the telomeres in blood DNA samples from controls (C
lanes) and patients (F lanes) was measured (C) Distribution of the absolute telomere length (kb) obtained by TRF Southern Blot in blood samples of controls and
patients vs. age (years).

in accordance with a previous study published by Demanelis
etal. (38).

The control population for telomere Z-score calculation
consisted of 243 healthy subjects, with no respiratory disease,
cancer, or any degenerative disorders such as diabetes,
hematological, liver, or kidney disease. Other characteristics
from the control population were described previously (19).
Oral swab and peripheral blood sample were also processed in
controls for DNA isolation. The same protocol described above
was followed to process control DNA samples.

Sequencing Analysis and Identification of
Rare Coding Mutations in TRG

Patients with telomere shortening were subjected to whole-
exome sequencing to obtain genetic variation at the telomere
maintenance genes. Whole-exome sequences were obtained
by the Instituto Tecnoldgico y de Energias Renovables (ITER).
Briefly, DNA samples were processed with Nextera DNA
Exome Kit with dual indexes following the manufacturer’s
recommendations (Illumina Inc., San Diego, CA). Library sizes
were evaluated on a TapeStation 4200 (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA) and their concentration determined by the
Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher, Waltham, MA).
Samples were sequenced along with 1% of a PhiX control V3 to
an average depth >50X (after removal of duplicate reads) on a
HiSeq 4000 instrument (Illumina Inc.) with paired-end 75-base
reads. Reads were preprocessed with bcl2fastq v2.18 and aligned
(>99.70% of reads were mapped) to hgl9 with BWA-MEM
0.7.15-r1140 (39). BAM files were processed with SAMtools
vl.3 (40) and Picard v2.10.10, and small insertion/deletions
(indels) and single nucleotide variants (SNVs) were identified
with the HaplotypeCaller following the Best Practices workflow
recommendations for germline variant calling in GATK
(v3.8) (41). Detected variants were annotated for frequency in
gnomAD, function and pathogenic potential with SnpEff v4.3
(42) and ANNOVAR v18.04.16 (43) based on data from different
sources. We simplified the prioritization of pathogenicity
potential by focusing only on the results in the previously-
known TRG: TERT (chr5:1,253,262-1,295,184), TERC
(chr3:169,482,308-169,482,848), DCKI  (chrX:153,991,031-
154,005,964), PARN (chr16:14,529,558-14,726,585), RTELI
(chr20:62,289,163-62,328,416),  TINF2  (chr14:24,708,849—
24,711,880), and TERFI (chr8:73,921,097-73,960,357). Among
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the TRG set, we prioritized the variants that were likely to
alter the function of the encoded proteins based on a CADD
phred score >15 (standard threshold for deleteriousness) and
rareness in the population (<0.5% in genomAD). On those
patients that these criteria did not evidence a prioritized variant,
we opted for prioritizing one variant applying more liberal
filters but showing a predicted damage potential based on the
effect (frameshift, stop gain/loss, splice site, codon deletion,
non-synonymous change, etc.). Given the uncertainty in their
pathogenic potential, we will refer to the prioritized variants as
rare coding mutations thereafter.

Statistical Analysis

Categorical variables were presented as the number of cases and
percentages, while continuous variables were presented as the
mean and SD or median and the interquartile range (IQR). In
continuous variables, the group means were compared using
the Student’s ¢-test and the group medians were compared with
the Mann-Whitney U-test. Fisher’s exact test or a Pearson’s X2-
test were applied to assess the relationship between categorical
variables. Time until death was assessed using the Kaplan-Meier
estimator. Analyses were performed with R 3.4.0 (44). A p-value
<0.005 was considered statistically significant.

RESULTS

Patient Characteristics

From 274 fibrotic ILD patients that had been tested for telomere
attrition at diagnosis, 20 cases underwent LT from June 2013
to October 2018. Telomere attrition was identified in 12 (60%)
patients and rare coding mutations in TRG in 11 of them (55%
of the cohort) (Supplementary Table 1). Patients underwent
LT at a younger age if telomere dysfunction was present.
Idiopathic pulmonary fibrosis and FPF were the most frequent
diagnoses. The anti-fibrotic therapy was prescribed in 12 patients
at diagnosis (Table 1).

A similar pre-transplant functional status was reported for
patients with or without telomere dysfunction (Table 2). Oxygen
therapy was prescribed in all patients with telomere dysfunction
(n = 12, 100%), with a median time of prescription of 12.5
months (range 11.0-16.2); and in 7 (87.5%) patients without
telomere disorders with a median prescription time of 9.0 months
(range 7.5-12.5) (p = 0.090). The pre-transplant health status
questionnaires ATAQ and K-BILD were scored in the entire
patient series. Patients with telomere dysfunction presented a
worse pre-transplant health status compared to the patients
without telomere disorders, with a median ATAQ score of 108
(8.27) and a median K-BILD score of 22.5 (16.0), (p = 0.032 and
p =0.036, respectively) (Table 2).

Regarding the LAS score, the patients with telomere disorders
had a median LAS of 43.1 (range 38.4-51.3) with no statistically
significant difference from patients without telomere dysfunction
(p = 0.283) (Table 2). Despite the median time from diagnosis to
the LT was lower in those cases with telomere dysfunction (p =
0.076), the time on the waiting list was similar among the patients
with and without telomere disorders (p = 0.877) (Table 2).

Surgical Procedure and Immediate

Post-surgery Requirements

Unilateral LT was performed in 14 (70.0%) cases. In both groups
of patients, with and without telomere disorders, unilateral LT
was the main choice.

Although no statistically significant differences were found
during the surgical procedure, more cases with telomere
dysfunction required extracorporeal circulation (ECC); among
four patients, three of them presented telomere dysfunction. A
longer time for ECC was registered for the telomere dysfunction
group (median 150 min, range 122-244). The time of ischemia
was also longer for patients with telomere disorders (median
6.88 h, range 5.25-7.69) (Table 3).

Regarding the first 24h after LT, 15% of overall cases
presented relevant complications, including hemodynamic
instability, phrenic or diaphragmatic paresis, hypovolemic
shock, thrombocytopenia, and primary graft dysfunction
(Supplementary Table 2). No significant differences were
observed by telomere dysfunction (p = 0.495) (Table 3).
However, mild hematological complications during the first 24 h
after LT were only reported in patients with telomere disorders
(Supplementary Table 2).

Concerning the ICU admission period, the average stay was
longer for patients with telomere dysfunction with a median
of 30.0 days [(range 7.75-40.8 days, p = 0.352)] (Table 3).
Time of respiratory support required, difficult weaning, and
tracheostomy did not differ significantly due to the presence of
telomere dysfunction (p = 1.000) (Table 3).

Complications and Morbidity After Lung

Transplant
We analyzed the complications reported and hospital admission
requirements after LT. More than one complication per patient
was reported regardless of telomere dysfunction (p=1.000)
(Table 4). During the first month, complications were present
in 9 (81.8%) patients with telomere disorders, and in all
patients (n = 8, 100%) without (p = 0.485) (Table4).
Renal failure was the main complication in the overall
population (Supplementary Table 3). A higher rate of primary
graft dysfunction and hypovolemic shock was more frequently
reported for patients with telomere dysfunction; while phrenic
or diaphragmatic paresis and hemodynamic instability were
more present in patients without. The main hematological
complication, thrombocytopenia, was only described in telomere
dysfunction group, although pre-transplant thrombocytopenia
was only present in one of those cases (Supplementary Table 3).
After the first month of LT, all patients with telomere
dystunction (n = 11, 100%) and 7 (87.5%) patients without
telomere disorders had complications (p = 0.421). As shown in
Table 4, endocrine dysfunction and infections were predominant
in both groups. Chronic lung allograft dysfunction (CLAD)
and post-transplant CMV replication were higher in patients
without telomere alterations [n = 5 (62.5%) and n = 7, (87.5%)
respectively]. However, patients with telomere dysfunction
showed a lower rate of CMV negativity after Valganciclovir (n
= 4, 44.4%) with a higher rate of hematological complications
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TABLE 1 | Patient characteristics.

All patients (n = 20) With telomere Without telomere P-value
shortening (n = 12) shortening (n = 8)

Age at lung transplant [years, mean (SD)] 56.6 (9.39) 51.8(9.18) 63.8(3.11) 0.001
Gender (n, %)
- Males 15 (75.0) 9(75.0) 6(75.0) 1.000
- Females 5(25.0) 3(25.0) 2(25.0)
Smoking history at diagnosis (n, %):
- Non-smoker 3(15.0) 2(16.7) 1(12.5) 1.000
- Current smoker 3(15.0 2(16.7) 1(12.5)
- Former smoker 14 (70.0) 8(66.7) 6(75.0)
Diagnosis (n, %):
- IPF 8(40.0) 4(33.3) 4 (50.0) 0.961
- FPF 8(40.0 5(41.6) 3(37.9)
- HP 1(5.0) 0(0.0) 1(12.5)
- CPFE 1(5.0) 1(8.3) 0(0.0)
- DIP 1(5.0) 1(8.3) 0(0.0)
- CTD-ILD 1(5.0) 1(8.3) 0(0.0)
Pre-transplant treatment (n, %):
- Pirfenidone 7(35.0 2(16.6) 5(62.5) 0.062
- Nintedanib 5(25.0) 3(25.0) 2(256.0 1.000
- Corticosteroids 4(20.0) 2(16.6) 2(25.0 1.000
- Corticosteroids + immunosuppressive drug 5(25.0) 5(41.6) 0(0.0) 0.055
Telomere shortening (n, %):
- n, below 15! percentile 3(25.0) 3(25.0 0(0.0) NA
- n, below 10" percertie 4(33.3 4(33.3 0(0.0)
- n, below 25" percentie 5(41.7) 5(41.7) 0(0.0)
Relative telomere length [mean, (SD)] 1.13 (0.33) 0.95 (0.29) 1.40 (0.17) 0.001
Z-score [mean, (SD)] -1.15(1.22) —1.83(1.04) —0.006 (0.44) 0.001
Likely causal variants in telomere-maintenance genes (n =1 8) (n, %): 11 (65.0) 10(83.3) 1(12.5) NA
- RTEL1 5(45.5) 5 (50.0) 0(0.0
- DKC1 2(18.2) 2(20.0) 0(0.0
- PARN 1(09.1) 0(0.0) 1 (100)
- TERT 3(27.3 3(30.0 0(0.0)

IPF, idiopathic pulmonary fibrosis; FPF, familial pulmonary fibrosis; HR, hypersensivity pneumonitis; CPFE, combined pulmonary fibrosis and emphysema; DIF, desquamative interstitial
pneumonia; CTD-ILD, connective tissue disease-associated interstitial lung disease; NA, not applicable.

due to CMV treatment (n = 3, 33.3%) (Table 4). Long-term
complications are summarized in Supplementary Table 4. The
type of complications according to telomere dysfunction and
time after LT are summarized in Table 5.

Regarding hospital admissions after LT, patients with telomere
dysfunction presented more hospitalizations (p = 0.033) and 2.9
times higher risk for readmission [Incidence Rate Ratio of 2.91,
95%CI = 1.11-7.59, (p = 0.029)] (Table 4). Infections were the
main cause of readmission in both groups of patients (Table 6).

Survival and Quality of Life After Lung

Transplant

At the end of the study, 17 of 20 subjects (85%) survived after
transplantation: 10/12 with telomere dysfunction (83.3%) and 7/8
(87.5%) without. Survival after LT is represented in Figure 2A.
Patients with telomere shortening had a median post-transplant
follow-up period of 39 months (range of 27-50 months) with

two deaths reported. One subject died after bilateral LT due to
multi-organic failure in the first 24 h; and the other patient died
after 17 months of post-transplant follow-up due to stage IIIB
cervical squamous-cell carcinoma. Both had a telomere length
below the 10" percentile and one of them carried a rare coding
RTEL1 gene mutation (chr20:62317210). No TRG mutations
were identified in the other patient. The median post-transplant
follow-up period in patients without telomere dysfunction was
15 months (range of 12-19) with one death reported after 17
months of unilateral LT due to CLAD. The time from diagnosis
to LT was shorter in those cases with telomere dysfunction.
Therefore, we also analyzed survival from diagnosis to the end of
the study period. No significant differences were found between
both groups; 5 years (range 5-6 years) vs. 6 years (range 4-7
years), with and without telomere dysfunction, respectively.
Post-transplant quality of life assessment reported a significant
improvement in respiratory functional and health status for
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TABLE 2 | Pre-transplant functional status.

All patients (n = 20) With telomere Without telomere P-value
shortening (n = 12) shortening (n = 8)
LAS [median, (Q1;Q3)] 40.3 (37.3;46.0) 43.1(38.4:51.3) 39.1(36.9;41.2) 0.283
Time from diagnosis to transplant [months, mean (SD)] 42.1(32.1) 36.2 (36.7) 51.0(23.3) 0.284
Time from diagnosis to transplant [months, median (Q1;Q3)] 33.1(24.0;50.3) 26.5(21.9;36.3) 51.2 (30.8;67.6) 0.076
Waiting list time [months, median (Q1;Q3)] 5.00 (1.75;8.00) 5.00 (2.75;7.25) 4.00 (1.00;9.25) 0.877
FVC [L, mean (SD)] 1.87 (0.44) 1.96 (0.39) 1.73 (0.50) 0.294
FVC [%, mean (SD)] 45.3(11.1) 45.9(13.8) 44.5 (6.92) 0.764
DLCO [%, mean (SD)] 22.8(5.71) 21.2 (6.06) 24.7 (5.10) 0.2556
Basal SatO; <90% in WT6m [n, mean (SD)] 79.2 (5.76) 79.2 (5.14) 79.0 (6.97) 0.932
6-min walk test distance [n, mean (SD)] 292 (83.5) 274 (77.7) 319(89.9) 0.267
Oxygen therapy (n, %) 19 (95) 12 (100) 7(87.5) 0.400
Time with oxygen therapy before transplant [months, mean (SD)] 12.8 (5.55) 14.3 (6.02) 10.1 (3.63) 0.076
Time with oxygen therapy before transplant [months, median (Q1,Q3)] 12.0 (9.00;15.5) 12.5(11.0;16.2) 9.00 (7.50;12.5) 0.090
ATAQ score [mean (SD)] 102 (13.3) 108 (8.27) 92.6 (14.4) 0.032
K-BILD score [mean (SD)] 28.4(15.1) 22.5(16.0) 36.7 (9.20) 0.036
LAS, lung alfocation score; F\VC, forced vital capacity; DL.CO, diffusion capacity for carbon monoxide; LT, lung transplant.
TABLE 3 | Surgical technique and immediate post-operative requirements.
All patients (n = 20) With telomere Without telomere P-value
shortening (n = 12) shortening (n = 8)
Type of lung transplant (n, %): 1.000
- Unilateral 14 (70.0) 8(66.7) 6(75.0)
- Bilateral 6 (30.0) 4(33.3) 2(25.0)
Ischemia time [h, mean (SD)] 6.61(2.82) 6.86 (2.55) 6.23 (3.33) 0.658
Ischemia time [h, median (Q1,Q3)] 6.42 (4.75;7.69) 6.88 (5.25;7.69) 5.42 (4.22;6.83) 0.354
Extracorporeal circulation need (n, %) 4 (20.0) 3(25.0) 1(12.5) 0.619
Extracorporeal circulation time [min, median (Q1;Q3)] 122 (88.0;197) 150 (122;244) 70.0 (70.0;70.0) 0.180
Stay in ICU [days, median (Q1:;Q3)] 22.0 (7.50;36.5) 30.0 (7.75;40.8) 17.0(7.00;22.5) 0.352
Post-operative complications in the first 24 h (n, %) 18 (90.0) 10(83.3) 8(100) 0.495
Difficult weaning (n, %) (h = 19) 10 (52.6) 6 (54.5) 4 (50.0) 1.000
Tracheostomy (n, %) (n = 19) 10 (52.6) 6 (54.5) 4 (50.0) 1.000

all patients. The mean FVC increase after LT for the entire
study population was 0.55L (p = 0.0003) [95%CI: 0.21-0.89].
As shown in Figure 3, pre-transplant FVC-values (L) and the
absence of family aggregation significantly influenced the post-
transplant FVC-value (L) (p = 0.007, respectively). Regarding
the health status, a significant improvement was reported overall
through ATAQ-IPF and K-BILD scores, with p < 0.001 for both
questionnaires. No differences in ATAQ-IPF and K-BILD post-
transplant scores were found in telomere dysfunction patient
group (Table 7). Likewise, no differences were found for declared
daily life activity independence and active life after LT among
patients with and without telomere disorders. Nine out of 10
(90%) patients with telomere dysfunction reported daily life
activity independence, and 6 out of 10 (60%) had an active life
(p = 1.000). In addition, oxygen therapy withdrawal was possible
in 16 out of 17 (94.1%) patients of the overall population: 9 out
of 10 (90.0%) with telomere dysfunction and 7 out of 7 (100%)
without it (Table 7).

Lung Transplant in Familial Pulmonary
Fibrosis

Family aggregation was reported in 8 (40.0%) patients and
telomere shortening was present in 5 (62.5%) of them. Rare
coding TRG mutations were identified in 4 out of 8 (50.0%)
patients. A similar pre-transplant functional status was reported
according to family aggregation without differences in the
time from diagnosis to the LT (Supplementary data Table 5).
FPF cases presented a non-significant higher rate of difficult
weaning and a greater need for tracheostomy. No differences
were found in the ratio of the other complications during
the first 24h and the first month. Long-term complications
were reported in all patients. Those cases without family
aggregation presented a trend of higher rate for mechanical,
nephrological, hematological, endocrine, and infectious
complications  (Supplementary Table 5).  Survival  after
transplantation according to family aggregation is represented
in Figure 2B.
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TABLE 4 | Long-term complications after lung transplant.

All patients (n = 20) With telomere Without telomere P-value
shortening (n = 12) shortening (n = 8)
=1 complication after transplant (n, %)* (n = 20) 18 (20.0) 11 91.7) 7(87.5) 1.000
Post-operative complications in the first 24 h (n, %) 18 (90.0) 10 (83.3) 8(100) 0.495
Complications during the first month (n, %) 17 (89.5) 9(81.9 8(100) 0.485
Complications after the first month (n, %) (h = 19) 18 (94.7) 11 (100) 7(87.5 0.421
Allograft dysfunction (n, %) 8(42.1) 3(27.3 5(62.5) 0.181
Nephrological complications (n, %) 7(35.0) 4(33.3) 3(37.5) 1.000
Positive pre-transplant CMV serology (n, %) 18(90.0) 11 ©1.7) 7 (87.5) 1.000
Post-transplant CMV replication (n, %) (n = 19) 14 (73.7) 7(63.6) 7(87.95) 0.338
Hematological alterations due to CMV treatment (n, %) (h = 15) 4(26.7) 3(33.3) 1(16.7) 0.604
CMV negativity after treatment (n, %) (n = 16) 9(56.2) 4 (44.4) 5(71.4) 0.358
Infectious complications (n, %) 12 (60.0) 6 (50.0) 6(75.0) 0.373
Hematological complications (n, %) 6 (30.0) 4(33.3) 2(25.0) 1.000
Endocrine complications (n, %) 15(75.0) 8(66.7) 7 (87.5) 0.603
Hospital admissions after transplant [median (Q1;Q3)] (n = 19) 1.0 (0.00;3.00) 2.00 (1.00;3.00) 0.00 (0.00;1.25) 0.033

* =1 compiication at any time after lung transplant.

TABLE 5 | Post-transplant complications according to telomere dysfunction and time after lung transplantation.

Type of post-transplant complications First24 h During the first month After the first month
Telomere No telomere Telomere No telomere Telomere No telomere
shortening shortening shortening shortening shortening shortening
Endocrine (n, %) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 8(67) 788
Post-transplant CMV replication (1, %) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 7 (68) 7(88)
Infectious (n, %) 0(0.0 0(0.0) 0(0.0 0(0.0 6 (50) 6 (75)
Allograft dysfunction (n, %) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(25) 5(62)
Hemodynamic dysfunction (n, %) 4(33) 3(38) 3(25) 3(38) 0(0.0) 0(0.0
Hematological (n, %) 4(33) 0(0.0) 2(17) 0(0.0) 4(33) 2 (25)
Mechanical (n, %) 3(29) 3(38) 2(17) 3(38) 0(0.0) 0(0.0
Primary graft dysfunction (n, %) 2(17) 1(12) 2(17) 1(12) 0(0.0) 0(0.0
Donor lung infection (n, %) 0(0.0) 1(12) 0(0.0) 1(12) 0(0.0) 0(0.0)
Atrial fibrillation (n, %) 2(17) 0(0.0) 1(8) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Renal {n, %) 1(8 1(12) 0(0.0) 0(0.0) 4(33) 3(39
Miopathy of critical patient (n, %) 1(8 0(0.0) 1(8 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0

DISCUSSION

Previous studies have analyzed LT morbidity and mortality
in patients with telomere abnormalities with controversial
results (19-25). Our study reveals for the first time a long-
term positive LT outcome in overall fibrotic ILD population
regardless of telomere dysfunction. Furthermore, we report
the order in appearance and the frequency of the subsequent
complications according to elapsed time from transplantation
and presence of telomere dysfunction. Therefore, while a
higher rate of LT complications has previously been reported
in patients with telomeropathy (19-25), our study highlights
the long-term benefits of LT despite telomere dysfunction
by optimizing the knowledge and the management of
transplant morbidity.

Our main finding was the benefit of LT in survival of fibrotic
ILD regardless of telomere dysfunction. We report a good
LT outcome in the overall study population with a survival
rate >80% and a similar post-transplant follow-up. Previous
studies have also evaluated the impact of transplantation for
pulmonary fibrosis in ILD patients carrying telomere disorders.
Swaminathan et al. reported a significantly higher risk of death
for patients carrying variants in TERT, RTELI, or PARN (25);
while Newton et al. showed the association between telomere
length below the 10™ percentile and worse post-transplant
survival (23). Although this poor outcome was related to systemic
complications of telomere dysfunction, Borie et al. reported no
differences in survival between controls and telomerase mutation
carriers with higher risk for hematological complications (21).
Similarly, Silhan et al. also described a reasonable post-transplant
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TABLE 6 | Causes for hospital admission after lung transplant.

Patient  Family Percentile Likely causal Hospital admissions  Infectious cause Other causes
aggregation telomere length  gene(s) after transplant
PATIENTS WITHOUT TELOMERE SHORTENING
1 Yes 75-50" Not tested Urinary sepsis None
2 No 50251 Not tested Lower right lobe pneumonia (P None
aeruginosa)
3 No 50-25" Not tested Respiratory infection (Rhinovirus) ~ CLAD
PATIENTS WITH TELOMERE SHORTENING
4 No <25t TERT None Cervical lymphadenectomy (M1
squamous cell carcinoma of
unknown primary origin)
5 Yes <25t TERT Respiratory infection (MRSA) Suspected unconfirmed CLAD
Empyema (S.aureus)
6 No <25 RTEL1 Acute gastroenteritis None
Elbow abscess
Influenza A virus infection
7 Yes <25t DKC1 CMV viremia Fever of unknown origin
Lower right lobe pneumonia +
non-complicated
parapneumonic pleural effusion
8 No <1oh RTEL1 None CLAD
9 No <10t Not found None Pulmonary embolism
Cervix squamous cell carcinoma
stage lliIB
10 No <10" RTEL1 Respiratory infection (Respiratory ~ None
syncytial virus)
Bacteremia (Paeruginosa)
Influenza b virus infection
11 No <1t DKC1 Respiratory infection (x2) Acute ILD exacerbation in native
Perianal condylomatosis lung
ILD progression in native
lung (X2)
12 Yes <1t Not found Cavitated pneumonia None

(Raeruginosa) +
bacteriemia (Paeruginosa)

survival despite a higher rate of post-transplant complications
(20). In addition, LT feasibility was also assessed for other
telomeropathies like dyskeratosis congenital (45) and in the case
of multiple solid organ transplantation (46) with a favorable
long-term post-transplant outcome.

The controversial results reported so far are probably due
to a wide dispersion of methods and lack of control group in
most studies (19-25). Moreover, a broad variety of transplant
centers were involved in the previous studies with great
heterogeneity of national organ transplant programs and center-
specific pre-surgical, surgical, and post-surgical procedures. Very
few randomized studies have been conducted in LT for the
general population leaving some topics with a lack of evidence
and outcomes far from optimal for many patients (47). Hence,
making decisions in LT is sometimes highly controversial and
requires an evidence-experience balance. Considering these
arguments, we prospectively assessed LT outcomes according to
telomere dysfunction as the only differential biological marker
among recipients in our single-transplantation center cohort. No
differences were found in pre-transplant functional status for the

overall study population despite the younger mean age of the
telomere dysfunction group of patients, the fibrotic ILD and/or
the pre-transplant treatment prescription.

Animportant issue when considering survival is to investigate
the quality of patient survival. Although morbidity and mortality
have previously been assessed in fibrotic ILD with telomeropathy
(20-25), knowledge is lacking about outcomes in terms of quality
of life. Our study describes for the first time the post-transplant
benefits in quality of life despite telomere disorders and their
complications. The enhancement of post- transplant quality of
life was reported for the overall study population through the
improvement of ATAQ and K-BILD scores and the feasibility for
independent and active life with oxygen withdrawal. Hence, our
study shows quality of life gains for transplanted ILD patients
regardless of telomere dysfunction.

However, this favorable effect needs to be balanced
with the higher rate of post-transplant morbidity reported
for telomeropathies. Therefore, our research thoroughly
investigates the morbidity profiles according to elapsed time
from transplantation. The post-transplant appearance and
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FIGURE 2 | (A) Post-transplant sunvival according to presence or absence of telomere dysfunction. Patients with telomere dysfunction had a greater post-transplant
follow up period due to an earlier requirement of lung transplant after pulmonary fibrosis diagnosis. As previously described in Table 2, a shorter time from diagnosis
to transplantation was reported for patients with telomere dysfunction. (B) Survival after lung transplant according to family aggregation. A worse post-transplant
survival was reported for family aggregation patients group during the first year. However, at 24 months, post-transplant survival was =50% regardless of family
aggregation. Since genetic studies have not yet been implemented in routine clinical practice in most centers, further studies are needed to evaluate family
aggregation as an outcome predictor regardless of the underlying genetic defect.
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FIGURE 3 | Post-transplant FVC (L) models. We analyzed the impact in post-transplant FVC of the following variables: the pre-transplant FVC, the age at the time of
lung transplantation and the absence of telomere dysfunction and pulmonary fibrosis family aggregation. A statistically significant impact in post-transplant FVC was
reported for pre-transplant FVC and the absence of family aggregation. The absence of telomere dysfunction did not statistically impact in post-transplant FVC.
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TABLE 7 | Quality of life after lung transplant.

All patients (n = 20) With telomere Without telomere P-value
shortening (n = 12) shortening (n = 8)
Post-transplant FVC [ L, mean (SD)] 242 (0.77) 2.31(0.51) 2.57 (1.05) 0.524
Post-transplant FVC [%, mean (SD)] 60.4 (17.6) 53.0 (12.7) 70.4 (19.0) 0.045
Post-transplant ATAQ score [mean (SD)] 58.2 (12.9) 60.6 (15.0) 54.7 (9.16) 0.333
Post-transplant K-BILD score [mean (SD)] 60.1(9.14) 60.1 (9.66) 60.0 (9.10) 0.983
Oxygen withdrawal after transplantation (n, %) 16 (94.1) 9(90.0) 7 (100) 1.000
Independence for daily life activities after transplantation (n, %) 15(88.2) 9 (90.0) 6(85.7) 1.000
Active life after transplantation (n, %) 11 (64.7) 6 (60.0) 5(71.4) 1.000

Indspendence for dally life activities: feeding, personal hyglene and dressing tasks without help. Active life: to be able to retum to work and/or hobbies.

predominance of complications could be chronological and
change according to successive clinical requirements after
transplantation and patient susceptibility. Telomere dysfunction
is associated with immunodeficiency (28) and poor outcomes
of immunosuppressive drugs (26, 27). Thereby, it could explain
our higher rate of hospital admissions after transplantation
for the telomere dysfunction group due to a wide variety of
infections. The post-transplant antibiotic prophylaxis in these
cases is a hypothesis that still needs to be evaluated. The CMV
post-transplant prophylaxis performed could explain a similar
rate of CMV relapsing viremia in those cases with or without
telomere dysfunction, deviating from previous reports (24).
Although a similar effect, CMV prophylaxis toxicity was mainly
reported in telomere dysfunction cases as thrombocytopenia or
leukopenia. Hematological complications are highly associated
with telomeropathy (20, 21) and may complicate further due
to ECC in the early post-transplant period and long-term
drug toxicities.

The main limitations of the present study are the small sample
size of our series and the lack of a validation cohort. However,
LT experience and protocols may differ among centers, which
represents a major difficulty for homogeneously increasing the
number of cases or finding a proper validating cohort with
patients screened for telomere length at diagnosis.

Hence, increasing the knowledge about when and why
each complication appears would set specific prevention and
management strategies in order to tip the balance in favor of
survival benefits. Pre-transplant work-up considerations should
include telomere disorders in order to establish variations
in care (48). However, wider evidence is clearly needed
to identify interventions that work best for this subset of
ILD patients.

In conclusion, our results support the survival gains of lung
transplant regardless of telomere disorders.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are
publicly available. This data can be found in the European
Variation Archive (EVA), accession numbers PRJEB46414
and ERZ2875159.

ETHICS STATEMENT

The studies involving human participants were reviewed
and approved by Ethics Committee of Hospital Universitari
de Bellvitge. The patients/participants provided their written
informed consent to participate in this study.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

The participation level of each author is the following: LP-C and
MM-M had full access to all of the data in the study, and take
responsibility for the integrity of the data and the accuracy of
the data analysis, including and especially any adverse effects, and
contributed to statistical analysis and interpretation. LP-C served
as principal author. MM-M served as corresponding author.
LP-C, EA-S, CB, RP, AM-W, CE AR, and MM-M contributed
to the study concept and design. LP-C, CB, VV-Z, MG-M,
AR, and MM-M contributed to identification and inclusion of
patients and clinical data collection. LP-C, EA-S, AM-W, RG-M,
JL-S, VV-Z, MG-M, ]D, CF, RP, AR, and MM-M contributed to
patient’s sample collection and processing. LP-C, EA-S, AM-W,
RG-M, JL-S, CF, RP, and MM-M contributed to analysis and
interpretation of data for the work. LP-C, EA-S, CB, RG-M, JL-S,
AM-W, CE RP, AR, and MM-M contributed to the writing of
the manuscript. All authors contributed to review critically of the
draft and approved the final manuscript.

FUNDING

This study was funded by Instituto de Salud Carlos III
through project PI18/00367 (Co-funded by European Regional
Development Fund, ERDE a way to build Europe), Spanish
Society of Respiratory (SEPAR), Barcelona Respiratory Network
(BRN), and Fundaci6 Ramoén Pla Armengol. RP laboratory
was funded by grants PI20-00335 (Fondo de Investigaciones
Sanitarias, Instituto de Salud Carlos III, Spain supported by
FEDER funds). MM-M was funded by grants PI18/00367
(Fondo de Investigaciones Sanitarias, ISCIII, Spain, supported
by FEDER funds), AC19/00006 (Projects of International
Programs, ISCIII, Spain, supported by FEDER funds), Cohorte
FPI CIBERES-ISCIII, Barcelona Respiratory Network-Fundation

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

July 2021 | Volume 8 | Article 695919



Planas-Cerezales et al.

Transplant Gains in Telomere-Related ILD

Ramon Pla Armengol, Spanish Society of Respiratory (SEPAR),
and Catalan Society of Respiratory (SOCAP-FUCAP). CF was
funded by Ministerio de Ciencia e Innovacion (grant RTC-
2017-6471-1; AEI/FEDER, UE), and by Cabildo Insular de
Tenerife (CGIEU0000219140).

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank Josep M Palma, nurse specialist
for ILD Unit of Hospital Universitari de Bellvitge, for
his contribution obtaining blood samples; the Biobank

REFERENCES

1. Cottin V, Wollin L, Fischer A, Quaresma M, Stowasser S, Harari S. Fibrosing
interstitial lung diseases: knowns and unknowns. Eur Respir Rev. (2019)
28:180100. doi: 10.1183/16000617.0100-2018

2. Raghu G, Collard HR, Egan JJ, Martinez FJ, Behr ], Brown KK, et al.
An official ATS/ERS/JRS/ALAT statement: idiopathic pulmonary fibrosis:
evidence-based guidelines for diagnosis and management. Am J Respir Crit
Care Med. (2011) 183:788-824. doi: 10.1164/rccm.2009-040GL

3. Chambers DC, Cherikh WS, Goldfarb SB, Hayes D Jr, Kucheryavaya AY,
Toll AE, et al. The International Thoracic Organ Transplant Registry
of the International Society for Heart and Lung Transplantation: thirty-
fifth adult lung and heart-lung transplant report-2018; focus theme:
multiorgan transplantation. J Heart Lung Transplant. (2018) 37:1169-
83. doi: lO.lOlG/j.healun.ZOl 8.07.020

4. Armanios M. Syndromes of telomere shortening. Annu Rev Genomics Hum
Genet. (2009) 10:45-61. doi: 10.1146/annurev-genom-082908-150046

5. Armanios M Telomerase and idiopathic pulmonary fibrosis. Mutat Res. (2012)
730:52-8. doi: 10.1016/j.mrfmmm.2011.10.013

6. Armanios M, Blackburn E. The telomere syndromes. Nat Rev Genet. (2012)
13:693-704. doi: 10.1038/nrg3246

7. Townsley DM, Dumitiu B, Young NS Bone  marrow
failure and the telomeropathies.  Blood.  (2014)  124:2775-
83. doi: 10.1182/blood-2014-05-526285

8. Armanios M. Telomeres and age-related disease: how telomere

biology informs clinical paradigms. J Clin Invest. (2013) 123:996-
1002. doi: 10.1172/JC166370
9. Alder JK, Cogan JD, Brown AE Anderson CJ, Lawson WE, Lansdorp PM,

et al. Ancestral mutation in telomerase causes defects in repeat addition
processivity and manifests in familial pulmonary fibrosis. PLoS Genet. (2011)
7:¢1001352. doi: 10.1371/journal.pgen.1001352

10. Tsakiri KD, Cronkhite JT, Kuan PJ, Xing C, Raghu G, Weissler JC, et al. Adult-
onset pulmonary fibrosis caused by mutations in telomerase. Proc Natal Acad
Sci USA. (2007) 104:7552-7. doi: 10.1073/pnas.0701009104

11. Hao LY, Armanios M, Strong MA, Karim B, Feldser DM, Huso D, et al. Short
telomeres, even in the presence of Telomerase, limit tissue renewal capacity.
Cell. (2005) 123:1121-31. doi: 10.1016/j.cell.2005.11.020

12. Armanios M, Alder JK, Parry EM, Karim B, Strong MA, Greider CW. Short
telomeres are sufficient to cause the degenerative defects associated with aging.
Am ] Hum Genet. (2009) 85:823-32. doi: 10.1016/j.ajhg.2009.10.028

13. Selman M, Pardo A. Revealing the pathogenic and aging-related mechanisms
of the enigmatic idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med.
(2014) 189:1161-72. doi: 10.1164/rccm.201312-2221PP

14. Von Zglinicki T, Martin-Ruiz CM. Telomeres as biomarkers
for ageing and age-related diseases. Curr Mol Med. (2005)
5:197-203. doi: 10.2174/1566524053586545

15. Snetselaar R, van Moorsel CHM, Kazemier KM, van der Vis J], Zanen P, van
Oosterhout MEM, et al. Telomere length in interstitial lung diseases. Chest.
(2015) 148:1011-8. doi: 10.1378/chest.14-3078

16. Borie R, Kannengiesser C, Nathan N, Tabéze L, Pradére P,
Crestani B. Familial pulmonary fibrosis. Rev Mal Respir. (2015)
32:413-34. doi: 10.1016/j.rmr.2014.07.017

HUB-ICO-IDIBELL  (PT17/0015/0024) integrated in the
Spanish National Biobanks Network for their collaboration;
and CERCA Programme/Generalitat de Catalunya. We are
also grateful to all the patients involved in the study and
their families.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmed.
2021.695919/full#supplementary-material

17. Newton CA, Batra K, Torrealba [, Kozlitna ], Glazer CS,
Aravena C, et al. Telomere-related lung fibrosis is diagnostically

heterogeneous but uniformly progressive. Eur Respir ] (2016)
48:1710-20. doi: 10.1183/13993003.00308-2016

18. Molina-Molina M, Borie R. Clinical implications of telomere
dysfunction in lung fibrosis. Curr Opin  Pulm Med. (2018)

24:440-4. doi: 10.1097/MCP.0000000000000506

19. Planas-Cerezales L, Arias-Salgado EG, Buendia-Roldén I, Montes-Worboys
A, Lopez CE, Vicens-Zygmunt V, et al. Predictive factors and prognostic effect
of telomere shortening in pulmonary fibrosis. Respirology. (2019) 24:146-
53. doi: 10.1111/resp.13423

20. Silhan LL, Shah PD, Chambers DC, Snyder LD, Riise GC, Wagner CL, et al.
Lung transplantation in telomerase mutation carriers with pulmonary fibrosis.
Eur Respir J. (2014) 44:178-87. doi: 10.1183/09031936.000600 14

21. Borie R, Kannengiesser C, Hirschi S, Le Pavec ], Mal H, Bergot E, et al.
Groupe d’Etudes et de Recherche sur les Maladies “Orphelines” Pulmonaires
(GERM"“O”P). Severe hematologic complications after lung transplantation in
patients with telomerase complex mutations. J Heart Lung Transplant. (2015)
34:538-46. doi: lO.lOlG/j.healun.2014.l 1.010

22. Tokman S, Singer JP, Devine MS, Westall GP, Aubert JD, Tamm M, et al.
Clinical outcomes of lung transplant recipients with telomerase mutations. J
Heart Lung Transplant. (2015) 34:1318-24. doi: 10.1016/j.healun.2015.05.002

23. Newton CA, Kozlitina J, Lines JR, Kaza V, Torres F, Garcia CK. Telomere
length in patients with pulmonary fibrosis associated with chronic lung
allograft dysfunction and post-lung transplantation survival. J Heart Lung
Tmnsplant (2017) 36:845-53. doi: lO.lOlG/j.healun.ZOl 7.02.005

24. Popescu I, Mannem H, Winters SA, Hoji A, Silveira F, McNally E, et al.
Impaired cytomegalovirus immunity in idiopathic pulmonary fibrosis lung
transplant recipients with short telomeres. Am J Respir Crit Care Med. (2019)
199:362-76. doi: 10.1164/rccm.201805-08250C

25. Swaminathan AC, Neely ML, Frankel CW, Kelly FL, Petrovski S,
Durheim MT, et al. Lung transplant outcomes in patients with pulmonary
fibrosis with telomere-related gene variants. Chest. (2019) 156:477-
85. doi: 10.10 l6/j.chest.2019.03A030

26. Newton CA, Zhang D, Oldham JM, Kozlitina J, Ma SE Martinez FJ,
et al. Telomere length and use of immunosuppressive medications in
idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. (2019) 200:336-
47. doi: 10.1164/rccm.201809-16460C

27. Molina-Molina M. Telomere shortening behind the harm of
immunosuppressive therapy in idiopathic pulmonary fibrosis. Am | Respir
Crit Care Med. (2019) 200:274-5. doi: 10.1164/rccm.201812-2330ED

28. Wagner CL, Hanumanthu VS, Talbot CC Jr, Abraham RS, Hamm D, Gable
DL, et al. Short telomere syndromes cause a primary T cell immunodeficiency.
J Clin Invest. (2018) 128:5222-34. doi: 10.1172/JCI120216

29. American Thoracic Society, European Respiratory Society. American

Thoracic Society/European Respiratory ~ Society  international
multidisciplinary ~ consensus  classification  of  the  idiopathic
interstitial pneumonias. Am ] Respir Crit Care Med. (2002)

165:277-304. doi: 10.1164/ajrcem. 165.2.ats01

30. Travis WD, Costabel U, Hansell DM, King TE Jr, Lynch DA, Nicholson
AG, et al. An official American Thoracic Society/European Respiratory
Society statement: update of the international multidisciplinary classification

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

July 2021 | Volume 8 | Article 695919



Planas-Cerezales et al.

Transplant Gains in Telomere-Related ILD

3L

32

35.

36.

3%

38.

39.

40.

41.

of the idiopathic interstitial pneumonias. Am J Respir Crit Care Med. (2013)
188:733-48. doi: 10.1164/rccm.201308-1483ST

Raghu G, Remy-Jardin M, Myers JL, Richeldi L, Ryerson CJ, Lederer D], et al.
Diagnosis of idiopathic pulmonary fibrosis. An official ATS/ERS/JRS/ALAT
clinical practice guideline. Am ] Respir Crit Care Med. (2018) 198:e44—
68. doi: 10.1164/rccm.201807-12555T

Orens JB, Estenne M, Arcasoy S, Conte JV, Corris P, Egan JJ, et al.
International guidelines for the selection oflungtransplantcandidates: 2006
update—a consensus report from the Pulmonary Scientific Council of the
International Society for Heart and Lung Transplantation. ] Heart Lung
Transplant. (2006) 25:745-55. doi: 10.1016/j.healun.2006.03.011

. Weill D, Benden C, Corris PA, Dark JH, Davis RD, Keshavjee S, et al. A

consensus document for the selection of lung transplant candidates: 2014.
An update from the Pulmonary Transplantation Council of the International
Society for Heart and Lung Transplantation. ] Heart Lung Transplant. (2015)
34:1-15. doi: 10.1016/jAhealun.2014.06.014

. McMichael GL, Gibson CS, O'Callaghan ME, Goldwater PN, Dekker GA,

Haan EA, et al. DNA from buccal swabs suitable for high-throughput SNP
multiplex analysis. J Biomol Tech. (2009) 20:232-5.

Cawthon, RM. Telomere measurement by quantitative
PCR. Nucleic Acids Res. (2002) 30:e47. doi: 10.1093/nar/30.
10.e47

Arias-Salgado EG, Galvez E, Planas-Cerezales L, Pintado-Berninches
L, Vallespin E, Martinez P, et al Genetic analyses of aplastic anemia
and idiopathic pulmonary fibrosis patients with short telomeres,
possible implication of DNA-repair genes. Orphanet | Rare Dis. (2019)
14:82. doi: 10.1186/513023-019-1046-0

Carrillo J, Martinez P, Solera ], Moratilla C, Gonzilez A, Manguan-
Garcia C, et al. High resolution melting analysis for the identification of
novel mutations in DKC1 and TERT genes in patients with dyskeratosis
congenita Blood Cells Mol Dis. (2012) 49:140-6. doi: 10.1016/j.bcmd.2012.
05.008

Demanelis K, Jasmine F, Chen LS, Chernoff M, Tong L, Delgado D, et al.
Determinants of telomere length across human tissues. Science. (2020)
369:eaaz6876. doi: 10.1126/science.aaz6876

Li H, Dumbin R. Fast and accurate longread alignment with
Burrows-Wheeler transform. Bioinformatics. (2010) 26:589—
95. doi: 10.1093/biocinformatics/btp698

Li H, Handsaker B, Wysoker A, Fennell T, Ruan J, Homer N, et al.
1000 Genome Project Data Processing Subgroup. The Sequence
Alignment/Map  format and  SAMtools.  Bioinformatics. ~ (2009)
25:2078-9. doi: 10.1093/bioinformatics/btp352

DePristo MA, Banks E, Poplin R, Garimella KV, Maguire JR, Hartl C,
et al. A framework for variation discovery and genotyping using next-
generation DNA sequencing data. Nat Genet. (2011) 43:491-8. doi: 10.1038/
ng.806

42. Cingolani P, Platts A, Wang le L, Coon M, Nguyen T, Wang L, et al. A program
for annotating and predicting the effects of single nucleotide polymorphisms,
SnpEff: SNPs in the genome of Drosophila melanogaster strain w1118; iso-2;
iso-3. Fly (Austin). (2012) 6:80-92. doi: 10.4161/ly.19695

43. Yang H, Wang K. Genomic variant annotation and prioritization
with  ANNOVAR and wANNOVAR. Nat Protoc. (2015) 10:1556-
66. doi: 10.1038/nprot.2015.105

44. R Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing.
Vienna: R Found Stat Comput. Available online at: http//wwwR-Project.org/
(accessed February 10, 2015).

45. Giri N, Lee R, Faro A, Huddleston CB, White FV, Alter BP, et al.
Lung transplantation for pulmonary fibrosis in dyskeratosis congenita:
case report and systematic literature review. BMC Blood Disord. (2011)
11:3. doi: 10.1186/1471-2326-11-3

46. Lebeer M, Wuyts WA, Cassiman D, Laleman W, Nevens E Pirenne
J, et al. Multiple solid organ transplantation in telomeropathy:
case series and literature review. Transplantation. (2018) 102:1747-
55. doi: 10.1097/TP.0000000000002198

47. Abelson D, Glanville AR. Controversies and emerging topics
in  lung transplantation.  Breathe (Sheff).  (2018) 14:278-
87. doi: 10.1183/20734735.027018

48. Courtwright AM, Lamattina AM, Takahashi M, Trindade AJ, Hunninghake
GM, Rosas 10, et al. Shorter telomere length following lung transplantation
is associated with clinically significant leukopenia and decreased chronic
lung allograft dysfunction-free survival. ER] Open Res. (2020) 6:00003-
2020. doi: 10.1183/23120541.00003-2020

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Publisher’s Note: All claims expressed in this article are solely those of the authors
and do not necessarily represent those of their affiliated organizations, or those of
the publisher, the editors and the reviewers. Any product that may be evaluated in
this article, or claim that may be made by its manufacturer, is not guaranteed or

endorsed by the publisher.

Copyright © 2021 Planas-Cerezales, Arias-Salgado, Berastegui, Montes-Worboys,
Gonzdlez-Montelongo, Lorenzo-Salazar, Vicens-Zygmunt, Garcia-Moyano, Dorca,
Flores, Perona, Roman and Molina-Molina. This is an open-access article distributed
under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use,
distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the original
author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original publication
in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

12

July 2021 | Volume 8 | Article 695919



99



5

DISCUSION




101



5. Discusion

En los ultimos afos, el envejecimiento celular acelerado y su implicaciéon en la
fisiopatologia de la fibrosis pulmonar estdn siendo ampliamente evaluados,
especialmente en la FPI. Esta es la EPID fibrética mds frecuente y de peor prondstico
con una afectacion crdnica, progresiva e irreversible de causa desconocida [3]. Aunque
su evolucidn clinica es devastadora, se han descrito diferencias en el curso clinico y la

supervivencia de los pacientes afectos [18,19,154,163].

En este contexto, uno de los grandes retos asistenciales de la FPIl es pronosticar la
evolucién de los pacientes en el momento del diagndstico. Con este fin, en los Ultimos
afos se han desarrollado varias escalas multidimensionales de prediccién de riesgo,
como por ejemplo el indice GAP [154] o el ROSE [164]. Ambos utilizan variables
demograéficas y de funcionalismo respiratorio, entre otras, que demostraron mediante
regresion logistica su valor predictivo en FPl. A pesar de su utilidad clinica, estos
modelos de prediccion de riesgo no tienen en cuenta los datos epidemioldgicos o
bioldgicos de los pacientes y, por tanto, no cubren todos los fenotipos biolégicos y/o

clinicos existentes [153].

La edad cronoldgica es una de las variables prondsticas incluida en dichos modelos. Su
relevancia en la fisiopatologia de la enfermedad se sugiere considerable, puesto que la
edad media de presentacion de la FPI es entre los 65-70 afios con una incidencia que
aumenta con la edad [165]. Sin embargo, diversos estudios han demostrado la existencia
de un envejecimiento celular acelerado que contribuye al desarrollo y a la progresion de
la FPI [17,139], reportando alteraciones en todos los “hallmarks of aging” y sugiriendo
gue la edad biolégica seria un factor determinante en la patogénesis de la enfermedad.
Los resultados de nuestra investigacion apoyan esta teoria y muestran que la edad
telomérica (o bioldgica) podria ser una variable pronéstica en FPI mucho mads

significativa que la edad cronoldgica.

Como concepto fisioldgico, la edad bioldgica establece la edad funcional de cada célula
de un organismo sin tener en cuenta el factor tiempo ni afectar de forma homogénea a

todos las células, tejidos u organismos. Su estimacion es posible gracias a biomarcadores
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como la LT o la metilacién de genes asociados con el envejecimiento. El AT, como medida
de esa edad telomérica o bioldgica, es el “hallmark of aging” que establece la mejor
teoria actual del envejecimiento, siendo motivo de estudio en diversas enfermedades.
Por este motivo, su presencia y valor prondstico en FPl han sido extensamente
evaluados, siendo postulado como potencial biomarcador capaz de estratificar el riesgo

en estos pacientes [60,79].

En este contexto, se sugiere que la determinacion de la LT podria ser de gran utilidad
clinica en FPI y vehiculizaria el inicio de su manejo personalizado, abriendo el debate
sobre las indicaciones del consecuente estudio genético de determinacién de LT y
analisis de la variacion genética en el complejo telomerasa. Nuestra investigacidon
propone un modelo de probabilidad pretest de AT en FPI, el cual permitiria identificar
aquellos pacientes con una alta probabilidad de disfuncién telomérica al diagndstico,

siendo candidatos a estudio genético telomérico.

Dicho modelo de probabilidad pretest se basa en la existencia de diferentes
proporciones de LT en funcidn del fenotipo de los pacientes, uno de los principales
resultados de nuestro trabajo de investigacién. Aunque la probabilidad global pretest
de AT en FPI fue del 25%, los pacientes mas jovenes de 60 afios con alteraciones
hematoldgicas e inmunoldgicas inespecificas presentaron una probabilidad pretest de

AT superior al 90%.

El efecto combinado de dichas variables clinicas estd en concordancia con las bases
bioldgicas de la disfuncidn telomérica y del envejecimiento, orientando su funcion en la
patogénesis de la enfermedad. Respecto a la variable “alteraciones hematoldgicas
inespecificas” y la variable “alteraciones inmunoldgicas inespecificas”, ambas valoradas
como independientes en nuestro modelo de regresion logistica multivariante para AT
en FPI, su significacién estadistica evidencia la subyacente telomeropatia presente en
estos pacientes. Los casos con FPI y AT pueden presentar con frecuencia una afectacién
subclinica concomitante, especialmente a nivel hematoldgico y/o inmunolégico, aunque
sus sintomas predominantes se deban a la afectacién del tejido pulmonar. Estas sutiles
alteraciones son mucho mas frecuentes que los cuadros larvados incluidos en el clasico

sindrome telomérico. Por tanto, es razonable objetivar que el AT en pacientes con FPI
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pueda predecirse con la existencia de alteraciones extrapulmonares inespecificas

concomitantes a dicho nivel.

La agrupacién de afectaciones en diversos tejidos con un Unico mecanismo patoldgico
subyacente permite reconocer el sindrome telomérico. Su manifestacion clinica mas
frecuente en la edad adulta es la FPI [108,124]; sin embargo, la identificacién de su
amplio espectro de afectaciones clinicas tiene importantes implicaciones en el
diagndstico, manejo, tratamiento y seguimiento de varias patologias [108]. Por este
motivo, ademas de su valor predictivo de AT, las alteraciones inmunoldgicas y/o
hematoldgicas concomitantes deberian ser consideradas en el manejo holistico de los
pacientes con FPI, especialmente, en relacién a las posibles complicaciones y/o efectos
adversos de algunos tratamientos como la RDT, los inmunosupresores u otros toxicos

pulmonares [156,161].

Por su parte, la variable “edad inferior a 60 aflos” evidencia que los pacientes con AT, y
por tanto con mayor edad bioldgica, pueden presentar una enfermedad por
envejecimiento tiempo antes de lo que la edad cronolégica podria condicionar. Este
hallazgo remarca la relevancia de la edad bioldgica en la patogénesis de la FPI y sugiere
la utilidad de su determinacion en la estimacion de la susceptibilidad de un individuo al

desarrollo de enfermedades por envejecimiento.

Concomitantemente, nuestros resultados también demuestran que la edad bioldgica
tiene un mayor valor pronéstico en FPI que la edad cronoldgica. Una significativa menor
supervivencia, evaluada en términos de mortalidad y necesidad de trasplante pulmonar
a 3 afios, fue objetivada en los casos de FPI mads jovenes de 60 afios con AT. En estos
pacientes, clasificados al diagndstico como GAP | — estadio |, la aplicacién de las
convencionales escalas multidimensionales de riesgo infraestimaria su prondstico, dada
probablemente la temprana edad de debut de su enfermedad. Sin embargo, la
incorporacion del AT, o en su defecto de la probabilidad pretest de AT, como
biomarcador prondstico en su evaluacion inicial permitiria ampliar el espectro de
fenotipos bioldgicos incluidos en la prediccién de riesgo, aumentado su consistencia y

fiabilidad.
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De nuestro estudio también se desprende que el valor prondstico de la edad bioldgica
y, en consiguiente del AT, dependen en parte de la edad de presentacién de la
enfermedad. Es decir, cuanto antes se presenta la afectacién fibrosante pulmonar en la
vida de un individuo, mayor envejecimiento celular acelerado se produce y mas rapido
progresa la enfermedad. La anticipaciéon genética, tipica de las telomeropatias y
vehiculizada por la heredabilidad de la LT, podria explicar este fendmeno. El AT
heredado y la consiguiente deplecién temprana de células madre y/o acumulacion de
células senescentes, provocaria el desarrollo de una enfermedad a una edad mas
temprana y de mayor severidad que los antepasados con una LT superior [92,108,124].
El acortamiento progresivo de los teldmeros con cada generacidon sucesiva
condicionaria, por tanto, la anticipacion de la edad de presentacién y la severidad de la

enfermedad [92,108,124-125].

Sin embargo, a pesar de que la “edad menor de 60 afios” fue la variable mas
fuertemente asociada con mal prondstico en nuestro estudio, también se describié una
peor supervivencia a 3 anos en los casos de FPI con AT y edad superior a los 60 afios en
comparacion con los pacientes sin AT de cualquier edad. En ambos grupos de pacientes
con AT, tanto jovenes como mayores de 60 afos, la peor supervivencia estuvo siempre

relacionada con la progresién de la FPI.

Estos resultados ponen de manifiesto las importantes implicaciones clinicas del AT para
la FPI y evidencian su valor prondstico en esta enfermedad. Asi mismo, nuestros
hallazgos son congruentes con los diversos estudios previos realizados en diferentes
cohortes de FPI independientes, las cuales, indistintamente de sus diferentes
caracteristicas demograficas, fisioldgicas y de supervivencia basales, presentan una

menor supervivencia en presencia de AT [59,60,79,155].

Respecto a la EPID no FPI, las cuales también presentan una LT menor en comparacion
a controles sanos [150], la presencia de variantes genéticas en el complejo telomerasa
condiciona una peor supervivencia y una mayor tasa de progresién [59,60]. En nuestro
trabajo de investigacion, los portadores de variantes genéticas en RTEL1, DCK1y TERT
fueron los Unicos pacientes con AT que, ademas, requirieron someterse a trasplante
pulmonar a una edad media de 51 afios, edad significativamente menor a la de los casos

sin AT. Estos resultados ponen de manifiesto una vez mas la relevancia de la edad
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telomérica o bioldgica en la fisiopatologia de la enfermedad y evidencian nuevamente

el papel de la disfuncién telomérica como biomarcador prondstico en EPID fibrosante.

Ademas, y en linea con estudios previos [59,60], nuestros hallazgos también secundan
la existencia de un fenotipo progresivo con supervivencia reducida en presencia de
variantes genéticas en el complejo telomerasa con independencia del tipo de EPID al
diagndstico. En este contexto sugieren que las variantes genéticas en el complejo
telomerasa pueden predecir mucho mejor el curso clinico progresivo acelerado de la
fibrosis pulmonar que un diagndstico clinico y/o patréon radiolégico/histolégico en

particular.

El mencionado valor prondstico de las variantes genéticas en el complejo telomerasa, y
de la disfuncién telomérica en general, se asocia significativamente con la agregacion
familiar de EPID. La historia familiar de fibrosis pulmonar es el factor de mayor riesgo
para el desarrollo de EPID [39] y el factor predictivo mas robusto de AT [37, 41]. En
nuestra investigacion, el 81,6% de los casos con FPI familiar presentaron acortamiento
de los teldmeros, siendo severo o muy severo en un 77,4% de ellos. La tasa de AT en
casos de FPI esporadica fue significativamente menor, corroborando la asociacidn entre
disfuncién telomérica y agregacion familiar de EPID. Otro dato de gran relevancia de
nuestra investigacion es la edad media de presentacién de la enfermedad. En los casos
familiares, la edad media fue significativamente menor que en los casos de FPI
esporadica, lo que nuevamente demuestra que los individuos con mayor AT y, por tanto,
mayor edad bioldgica desarrollan fibrosis pulmonar tiempo antes de lo que la edad

cronolégica podria condicionar.

Asociado a esto, la literatura cientifica también describe el valor pronéstico de los
antecedentes familiares de EPID [77]. Segun Cutting CC et al., la historia familiar de
fibrosis pulmonar predice una menor supervivencia tanto para FPI como para EPID no
FPI. De hecho, en su estudio los pacientes con EPID no FPIl y antecedentes familiares de
fibrosis pulmonar presentaron una peor supervivencia, siendo similar a la devastadora
evolucidn de la FPl esporadica [77]. Nuestros resultados fueron congruentes con Cutting
CC et al. En nuestro proyecto de investigacion, la FPI esporadica y la FPF fueron los
diagndsticos mayormente reportados entre los pacientes trasplantados incluidos en el

estudio. Esto sostiene que los casos con antecedentes familiares de EPID tienen un
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riesgo Unico para una enfermedad mas progresiva, demostrando que la historia familiar
de fibrosis pulmonar es mas predictiva del prondstico que la clasificacion clinica de la

EPID [77].

En base a esto, se plantea como el algoritmo diagndstico terapéutico de la EPID deberia
incluir la historia familiar como util modificador del prondstico y considerar el potencial
valor del estudio genético telomérico. Dada la capacidad de prediccidon prondstica que
tanto la agregacion familiar como la disfuncion telomérica han demostrado, diversos
autores recomiendan balancear cuidadosamente las indicaciones, los riesgos y los
beneficios de la biopsia pulmonar en portadores de variantes genéticas teloméricas [60],
advirtiendo de la necesidad de un seguimiento clinico estrecho y derivaciéon temprana a

trasplante pulmonar con independencia del tipo de EPID.

En conformidad con lo mencionado y con nuestros resultados, la EPID fibrosante en
pacientes jovenes con disfuncion telomérica y/o antecedentes familiares de fibrosis
pulmonar tiene una elevada probabilidad de presentar un curso clinico rapidamente
progresivo con independencia del tipo de EPID, de una menor edad de presentacién de
la enfermedad y del tratamiento pautado. Actualmente, el trasplante pulmonar sigue
siendo el tratamiento que permite mejorar la funcion pulmonar y la supervivencia de
aquellos casos candidatos que se puedan beneficiar del procedimiento [3]. De hecho, en
los ultimos afios, la EPID se considera la primera indicacion de trasplante pulmonar
[166]. En este contexto, y teniendo en cuenta que la mayoria de los casos de EPID
familiar y/o con disfuncion telomérica reportados presentan una edad inferior a los 60
anos, el trasplante pulmonar seria muy probablemente considerado como Unico
potencial tratamiento de su EPID rapidamente progresiva en ausencia de

contraindicaciones para el mismo.

Por este motivo, la comunidad cientifica tiene un creciente interés en evaluar la
viabilidad del trasplante pulmonar en presencia de disfuncién telomérica. Diversas
investigaciones han corroborado que su valor prondstico no Unicamente abarca la
supervivencia y el curso evolutivo de la EPID; si no también la morbilidad y mortalidad
asociadas al trasplante pulmonar. Swaminathan et al. reportaron un significativo mayor
riesgo de muerte post trasplante en portadores de variantes genéticas en TERT, RTEL1,

0 PARN [167]; mientras que Newton et al. describieron una peor supervivencia post
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trasplante asociada con AT severo, inferior al percentil 10 [157]. En ambos estudios, la
elevada mortalidad fue debida a una elevada tasa de complicaciones sistémicas

asociadas a la disfuncion telomérica.

En base a estos resultados, diversos foros internacionales han cuestionado si el
trasplante pulmonar es factible en estos pacientes dadas las multiples complicaciones,
la elevada mortalidad y la escasez de donantes. Estas consideraciones podrian tener un
significativo impacto en los pacientes con EPID y sus familias. Por esta razén, nuestra
investigacion también evalud la viabilidad del trasplante pulmonar, comparando la

morbi-mortalidad post trasplante segun la presencia o no de disfuncién telomérica.

En concordancia con lo ya publicado, nuestro estudio también reporté una mayor
morbilidad post trasplante en EPID con AT y/o variantes genéticas en el complejo
telomerasa. Sin embargo, nuestra principal y novedosa contribucidn cientifica, fue
determinar que esa mayor tasa de complicaciones post trasplante es manejable; vy, qué
en caso de proporcionar el correcto manejo, el trasplante pulmonar también mejora la

calidad de vida y la supervivencia de la EPID con disfuncién telomérica.

Este impacto positivo del trasplante fue congruente con otras investigaciones
previamente publicadas. Borie et al. reportaron la misma supervivencia post trasplante
entre controles y portadores de variantes genéticas en el complejo telomerasa [159].
Asi mismo, Silhan et al. describieron una razonable supervivencia post trasplante en
presencia de disfuncion telomérica a pesar de una elevada morbilidad [156].
Adicionalmente, la viabilidad del trasplante pulmonar también se evalud para otras
telomeropatias, como la disqueratosis congénita [168] o en casos con necesidad de
trasplante doble de higado y pulmdn [169], reportando también un favorable resultado

a largo plazo.

Los resultados que se desprenden tanto de nuestro estudio como de los mencionados
son controvertidos y poco comparables. Esto se debe a la elevada dispersion de disefios
y métodos utilizados y a la ausencia de un grupo control en la mayoria de los estudios
centrados en trasplante pulmonar [156-159,167,170,]. Ademads, en dichas
investigaciones, participaron una amplia variedad de centros trasplantadores con una

gran heterogeneidad de protocolos de trasplante pulmonar, tanto nacionales como
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propios de cada hospital, asi como también de procedimientos prequirurgicos,
quirdrgicos y post quirdrgicos muy variables. En poblacién general, se han llevado a cabo
muy pocos estudios de trasplante pulmonar aleatorizados; por lo que todavia existe una
falta de evidencia en algunas areas y los resultados del trasplante pulmonar estan lejos
de ser 6ptimos para muchos pacientes [171]. En este escenario, la toma de decisiones
en trasplante pulmonar es a veces un proceso muy controvertido y requiere de un

equilibrio entre la evidencia y la experiencia.

Considerando estos argumentos, nuestra investigacién presenta las siguientes
fortalezas. Se realizd una evaluaciéon prospectiva de los resultados del trasplante
pulmonar en EPID segun la presencia o no de disfuncidon telomérica, como unico
marcador biolégico diferencial entre los receptores. Nuestra cohorte de pacientes se
trasplantd en un Unico centro trasplantador, por lo que se sometié al mismo protocolo
de trasplante pulmonar. Asi mismo, tampoco se observaron diferencias en el estado
funcional previo al trasplante ni en la puntuacion LAS entre los pacientes incluidos, a
pesar del tipo de EPID fibrética, la prescripcidén terapéutica previa al trasplante y la

menor edad del grupo de pacientes con disfuncion telomérica.

Como aspecto novedoso, nuestro trabajo de investigacién evalué por primera vez el
grado de calidad de vida con el qué los pacientes sobreviven al trasplante pulmonar. Con
independencia de la disfuncion telomérica, se observé una mejoria global de la calidad
de vida post trasplante siendo factible recuperar una vida activa y retirar el soporte de
oxigeno. Sin embargo, a pesar del consecuente impacto positivo, estos resultados no
disponen de evidencia cientifica previa con la que compararse y su reproducibilidad
depende en gran parte de aspectos como el manejo post quirurgico, la rehabilitacién, el
acceso a determinados cuidados, entre otros; todos ellos muy variables segun las
condiciones socioecondmicas del pais, del centro trasplantador y del paciente

trasplantado.

En cualquier caso, nuestro proyecto de investigacion describe que el impacto positivo
del trasplante pulmonar tanto en la supervivencia como en la calidad de vida en
pacientes con telomeropatia debe balancearse con su elevada morbilidad
postrasplante. Por este motivo, uno de los principales objetivos de nuestro estudio fue

investigar los perfiles de morbilidad para analizar qué estrategias de prevencién y/o
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manejo de dichas complicaciones serian Optimas a cada fase del post trasplante.
Nuestros resultados evidenciaron que la aparicién y predominancia de las
complicaciones post trasplante podria ser cronolégica y fluctuar segun 1) los
requerimientos clinicos asistenciales propios de cada fase del post operatorio y del post

trasplante a largo plazo; vy, 2) la susceptibilidad del paciente.

Dicha susceptibilidad condiciona que la morbilidad reportada esté en intima relacion
con las manifestaciones sistémicas del defecto telomérico. Por ejemplo, la disfunciéon
telomérica se ha asociado con inmunodeficiencia [172] y con una elevada tasa de
efectos adversos y complicaciones en relaciéon con el tratamiento inmunosupresor
[160,161]. Esto podria explicar la mayor tasa de ingresos hospitalarios post trasplante
en contexto de una amplia variedad de infecciones en el grupo de pacientes con
trastornos teloméricos. La profilaxis antibidtica de estos casos es una hipdtesis que aln
no ha sido evaluada. Sin embargo, la profilaxis post trasplante del CMV si tiene
experiencia previay, en nuestro estudio, podria explicar la similar tasa de replicacién del
virus con independencia de la disfuncién telomérica; resultados totalmente opuestos a
los de estudios previos [158]. No obstante, a pesar de la similar tasa de replicacién, los
pacientes con alteraciones teloméricas presentaron efectos adversos derivados de la
toxicidad medular de la profilaxis del CMV, especialmente trombocitopenia y

leucopenia.

Las complicaciones hematoldgicas también estan altamente asociadas con la disfuncién
telomérica [156,159]. En nuestro estudio, junto con las infecciones, las complicaciones
hematoldgicas fueron predominantes y se presentaron Unicamente en pacientes con
disfuncién telomérica, sobre todo, durante el post operatorio inmediato y el primer mes
post trasplante. Este hallazgo podria estar en clara relacion con el uso de la circulacién
extracorpérea, la cual fue necesaria durante mayor tiempo en el acto quiridrgico de los
pacientes con disfuncidon telomérica. Aunque este dato no alcanzd la significacidon
estadistica en nuestro analisis, si supone una potencial estrategia de prediccion y
prevencion de complicaciones que asegure el éxito del trasplante pulmonar en
presencia de disfuncién telomérica. Del mismo modo, la existencia de un sindrome
mielodisplasico concomitante previo al trasplante pulmonar podria también

incrementar aun mas la tasa de complicaciones hematolégicas post trasplante; lo que
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pone de manifiesto la necesidad de desarrollar recomendaciones especificas para esos

pacientes [159].

En base a esto, conocer cuando y por qué aparecen las complicaciones post trasplante
permite establecer posibles estrategias de prevencion y gestidn de las mismas, capaz de
inclinar la balanza de la elevada morbilidad de la disfuncion telomérica a favor de los
beneficios en supervivencia; siendo necesaria la evaluacion pre trasplante de riesgos, el
equilibrio del uso del tratamiento inmunosupresor y la valoracién de la susceptibilidad

genética de los pacientes [159].

De acuerdo a todo lo expuesto, la disfuncion telomérica y su valor prondstico abren la
puerta a la estratificacion de pacientes en EPID y ponen de manifiesto la necesidad de
un manejo customizado. En este contexto, se considera cada vez mds imprescindible
evaluar de forma individualizada el manejo de estos casos y sus familiares haciendo
especial énfasis en la necesidad de equilibrar las indicaciones de la biopsia pulmonar, el
uso de farmacos inmunosupresores, la posible afectacién extrapulmonar concomitante

y la elevada morbilidad post trasplante.

Este manejo personalizado depende en gran medida de la incorporacion del estudio
genético telomérico al algoritmo diagndstico de la EPID. Recientemente, las indicaciones
de estudio genético se han consensuado en dos propuestas internacionales
multidisciplinarias [173,174]. Sin embargo, el uso clinico del estudio genético telomérico
aun no es ampliamente accesible y su disponibilidad es heterogénea entre centros,
regiones y paises. La elevada complejidad técnica y la gran especializacion de los
recursos humanos implicados en la interpretacion de los datos gendmicos son
probablemente dos de las mayores limitaciones para la aplicacion clinica de las pruebas
genéticas teloméricas de forma homogénea a nivel mundial. Y, aunque los costes
derivados de dichas técnicas son cada vez menores, su valor econdmico todavia podria

ser demasiado elevado en paises en vias de desarrollo y/o subdesarrollados.

Nuestro modelo de probabilidad pretest de AT en FPI podria contribuir a mejorar la
equidad en términos de genética en salud. Puesto que permite reconocer qué pacientes
tienen una alta probabilidad pretest de AT, su utilizacidon podria ayudar a seleccionar los

pacientes que mas se beneficiarian del estudio genético y de la inversion de los recursos
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existentes. Asi mismo, y especialmente para aquellos centros o paises en los que la
realizacion del estudio genético sea totalmente inviable, el reconocimiento de las
variables clinicas predictoras de AT en un paciente con FPI podria propiciar un estrecho
seguimiento sistematico de las posibles complicaciones derivadas de la alta sospecha de

una disfuncién telomérica subyacente.

Otra novedad importante que nuestro estudio de investigacidon aporta es el uso de un
frotis o swab del epitelio yugal como método facil y no invasivo para evaluar la LT, el
cual presenta una buena correlacién con la LT del ADN de leucocitos de sangre
periférica. En este método, la recogida de la muestra no requiere de personal
especializado, siendo factible realizarlo en el mismo domicilio del paciente. Esto, ademas
de reducir el impacto de la asistencia sanitaria en la vida del enfermo, también ayuda a
reducir los costes sanitarios derivados del desplazamiento al hospital y de la realizacién

de exploraciones, optimizando la gestién de recursos.

Las limitaciones de nuestro estudio se enumeran a continuacion. En primer lugar, el
pequeiio tamafio muestral para el subgrupo de pacientes con edad inferior a los 60 afios
y los diferentes subgrupos de nuestra cohorte de EPID fibrdtica trasplantada. Esto
condiciona una reduccion del poder estadistico del estudio. Sin embargo, es importante
considerar que la EPID es una enfermedad rara con una baja incidencia poblacional. En
consecuencia, la incidencia de EPID en menores de 60 afios es aun menor y la proporcién

de pacientes trasplantados es por tanto mucho inferior.

En segundo lugar, el tabaco ha sido la Unica exposicion ambiental recogida en nuestro
estudio. Puesto que la LT se ve determinada e influenciada por factores genéticos y
ambientales multifactoriales, la ausencia de datos sobre exposiciones adicionales podria

condicionar la reproducibilidad de los resultados.

En tercer lugar, no fue posible analizar la variacién genética en genes del complejo
telomerasa en los pacientes incluidos en el modelo de probabilidad pretest de AT en FPI,
asi como tampoco para validar las variables clinicas predictoras de AT. Esto reduce la

validez interna de nuestro estudio.

Finalmente, en cuarto lugar, la ausencia de una cohorte de validacidon para nuestra

cohorte de EPID fibrética trasplantada condiciona la reproducibilidad de los resultados.
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Sin embargo, la experiencia en el manejo del trasplante y los protocolos asistenciales
difieren entre centros y paises, lo que representa una enorme dificultad para

incrementar de forma homogénea el nimero de casos o encontrar una cohorte de

validacién apropiada.
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CONCLUSION
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. Conclusion

Las variables clinicas “edad inferior a 60 afos”, “presencia de alteraciones
hematoldgicas inespecificas” y “presencia de alteraciones inmunoldgicas
inespecificas” predicen la existencia de acortamiento telomérico en fibrosis

pulmonar idiopatica.

La probabilidad pretest de acortamiento telomérico en fibrosis pulmonar idiopatica
puede evaluarse mediante un modelo de probabilidad que incluye las variables
clinicas predictoras identificadas. A mayor numero de variables predictoras

presentes, mayor probabilidad de acortamiento telomérico.

Los pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica esporadica con mayor probabilidad
de acortamiento telomérico son: menores de 60 afios, con alteraciones
inmunoldgicas y hematoldgicas inespecificas, siendo candidatos ideales para estudio

genético telomérico.

El acortamiento telomérico se asocia con una reduccion significativa de Ia
supervivencia en fibrosis pulmonar idiopatica esporadica y una rapida progresion de

la enfermedad.

El acortamiento telomérico es un potencial biomarcador prondstico en fibrosis

pulmonar idiopatica capaz de predecir el curso clinico de la enfermedad.

La disfuncion telomérica asocia una elevada morbilidad post trasplante pulmonar en
enfermedad pulmonar intersticial difusa fibrotica progresiva, sin impactar
negativamente en la supervivencia post trasplante ni en la calidad de vida a largo

plazo.

La viabilidad del trasplante pulmonar y sus beneficios a largo plazo en pacientes con

enfermedad pulmonar intersticial difusa fibrética y disfuncion telomérica son
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factibles optimizando el conocimiento y el manejo de su elevada morbilidad post

trasplante.
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