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Introduccion




Hemorragia subaracnoidea aneurismatica (HSA)

Ruptura aneurismatica con extravasacion de sangre en el espacio subaracnoideo

5% del total de eventos cerebrovasculares

Asocia un alto grado de discapacidad y mortalidad en pacientes jovenes:
* 42.3% pacientes tratados tienen mal outcome a los 3 meses (mRS 3-6)

 18.4% mortalidad a los 3 meses, 22.9% al aino, 29.0% a los 5 afos

Importancia de encontrar biomarcadores predictores de prondstico /
complicaciones.

Roquer, J., Cuadrado-Godia, E., Guimaraens, L., Conesa, G., Rodriguez-Campello, A., Capellades, J., Garcia-Arnillas, M. P., Fernandez-Candil, J. L., Avellaneda-Gémez,

C., Giralt-Steinhauer, E., Jiménez-Conde, J., Soriano-Tarraga, C., Villalba-Martinez, G., Vivanco-Hidalgo, R. M., Vivas, E., & Ois, A. (2020). Short-and long-term outcome

of patients with aneurysmal subarachnoid hemorrhage. Neurology, 95(13), E1819-E1829. https://doi.org/10.1212/WNL.0000000000010618



Bases epigenética

Varios marcadores epigenéticos descritos en las ultimas décadas:
* Metilacion de DNA

* Modificaciones en histonas
e Remodelaciéon cromatina

: S
* RNA no codificante o GG C

SN GC G 3

Metilacion DNA (DNAm):
e Adicion reversible de grupos —metil a nucledtidos citosina principalmente en dinucledtidos CpG.
* Puede ocurrir a varios niveles (promotor, cuerpo del gen) con distintos efectos.
* En general la metilacion se asocia con la silenciacidon de genes.
* La epigenética es especifica de cada tejido y subtipo celular.
* Varia significativamente a lo largo de la vida (biomarcador de envejecimiento).

Portela, A., & Esteller, M. (2010). Epigenetic modifications and human disease. In Nature Biotechnology (Vol. 28, Issue 10, pp. 1057—-1068).

https://doi.org/10.1038/nbt.1685




Edad biologica

Edad bioldgica/epigenética: deterioro de la capacidad funcional independiente de la edad cronoldgica,
resultado de la interaccion entre genética y entorno.

La estimacion de la edad epigenética en un grupo de individuos con la misma edad cronoldgica podria
ayudar a determinar el impacto de factores estresantes enddégenos o exdgenos en el envejecimiento
bioldgico.

Los cambios epigenéticos son reversibles, por lo que las estimaciones de DNAmM pueden ser utiles para
validar intervenciones anti-envejecimiento.

Horvath, S. (2013). DNA methylation age of human tissues and cell types. Genome Biology, 14(10), R115. https://doi.org/10.1186/gb-2013-
14-10-r115




Relojes epigenéticos

Grupos de CpG combinados con un algoritmo matematico para estimar la edad (en afios) de una fuente de

DNA.

Herramienta mas fiable para estimar edad desde la fecundacion hasta las edades mas avanzadas del ser

humano.
A cada CpG se le asigna un coeficiente y se obtiene la férmula del reloj.

* Aceleracion de la edad (AcEdad): diferencia entre Edad-B y Edad-C.
* Positiva: paciente “envejecido” biolégicamente.

* Negativa: paciente “rejuvenecido” bioldgicamente.

Edad bioldgica

AcEdad
positiva

AcEdad
I negativa
1

Edad cronoldgica



Table 1| Age-related conditions linked to epigenetic age acceleration in specific tissues

Condition Source of DNA Age estimator* Refs

Alzheimer disease Prefrontal cortex Horvath’s clock i

Amyloid load and neuropathology Prefrontal cortex Horvath's clock LD

Blood pressure (systolic) Blood Hannum'sclock o

Body mass index Liver Horvath's clock i

4 / Cancer Blood Allclocks SAEE
Biomarcador de otras pato lo gias e e e
Coronary heart disease Blood DNAm PhenoAge o

Cellular senescence Various Horvath's clock =

(oncogene-induced)

La edad estimada por DNAm se asocia con multiples Centenarian ofispringstatuy)  Blood Honath’ clock

.. . Cholesterol, HDL (not LDL) Blood Hannum'sclockand DNAm PhenoAge 1359
Cond ICIOneS asoc‘adas a edad R Cognitive performance Blood and brain Horvath's clock and DNAm PhenoAge e
C-reactive protein Blood All EE

. , . . . Diet (carotenoids) Blood Hannum'sclockand DNAm PhenoAge 1359

A nivel neuroldégico se han encontrado asociaciones con: Demenia Blood DNAM PhenoAge
Down syndrome Blood and brain Horvath's clock 2

o Enfe rmEdad de Atheimer y Ca rga amiIOide Education Blood Hannum'sclockand DNAm PhenoAge e
Exercise (recreational) Blood Hannum'sclockand DNAm PhenoAge 1359

o Rendimiento Cognitivo Frailty Blood Horvath’s clock and DNAm PhenoAge R
Gender Blood and brain All "

H Cestational week Blood and brain Horvath's clock e

> Enfermedad de Huntington . o I
. Huntington disease Blood and brain Horvath's clock <

© EnfermEdad de Pa rkl nson Income Blood Hannum'sclockand DNAm PhenoAge e
Insulin levels Blood All L

© ICtus Menopause Blood and saliva Horvath's clock =
Mortality(all-cause) Blood All FIRTIT

Obesity Liver and blood Allclocks R

Osteoarthritis Cartilage Horvath's clock D

Parkinson disease Blood All o

Pubertal development Blood Horvath's clock et

Sleep Blood Hannum'sclock o

Smoking Blood DNAm PhenoAge 2

TERT expression Blood and fibroblasts  Horvath's clock =

Triglycerides Blood All 2L

Walking speed Blood DNAm PhenoAge ""

Werner syndrome Blood Hannum'sclockand Horvath's clock o

Horvath, S. (2013). DNA methylation age of human tissues and cell types. Genome Biology, 14(10), R115. https://doi.org/10.1186/gb-2013-

14-10-r115




Bioage & Ictus

Pacientes con ictus isquémico tienen mayor B-age que pacientes sanos.

Ischemic stroke patients are biologically older than their chronological
age

Carolina Soriano-TérragaI, Eva Giralt-Steinhauer', Marina Mola-Caminal’, Rosa M. Vivanco-
Hidalgo?, Angel Ois’, Ana Rodriguez-Campello’, Elisa Cuadrado-Godia®, Sergi Sayols-Baixeras?,
Roberto Elosua?, Jaume Roquerl' , Jordi Jiménez-Conde”

B-age es un mejor predictor que C-age de outcome tras ictus, mortalidad o recurrencia

Biological age is better than chronological as predictor of 3-month outcome in ischemic Biological age is a novel biomarker to predict stroke recurrence
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B-age contribuye significativamente a explicar la carga de hiperintensidades de sustancia blanca

independientemente de C-age. o
Epigenetic Clock Explains White Matter Hyperintensity Burden
Irrespective of Chronological Age

Joan Jiménez-Balado !, Eva Giralt-Steinhauer !*, Isabel Fernandez-Pérez ', Lucia Rey ?,
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Rejuvenecimiento DNAmM

A parte de conocer qué provoca la DNAm, es ésta un factor principal del envejecimiento?

Podriamos, reseteando el metiloma, rejuvenecer el organismo?

nature
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Bioage & HSA

No hay estudios previos que relacionen Edad-B con HSA

Controversia previa sobre relacién entre complicaciones de HSAa (vasoespasmo, DCI) y edad cronoldgica

Hipotesis: La edad bioldgica puede presentar
una mayor asociacion con los outcomes de
HSAa que la edad cronolodgica.

Objetivo:

* Investigar el rol de la edad biolégica epigenética en el desarrollo de complicaciones en la HSAa

(vasoespasmo y DCI), mortalidad y mal prondstico funcional a los 12 meses.

Ryttlefors, 2010; Torbey, 2001; Rautalin, 2022; de Rooij, 2013




Material y métodos

* Influencia de la edad bioldgica en complicaciones y outcomes de la

. . . . Total aSAH
hemorragia subaracnoidea aneurismatica (HSAa) (Jan 2007 - May 2020)
n =423
* Estudio observacional prospectivo Junio 2007 — Mayo 2020.
* Tras criterios de exclusidén: 277 HSAa incluidas en el estudio. | el "’r“lS_A;; el
* Endpoints: desarrollo de vasoespasmo, isquemia cerebral retardada r \
> Inadequate follow-up
(DCl), mal prondstico funcional (mRS 3-5) y mortalidad a los 12 meses. L n=35 )
e Estimacién de DNAm: lllumina Methylation EPIC Beadchip | No epil?"i";’gc data
Quality Control
P> n=9
\Y4
aSAH included in
study
n=277




Relojes epigenéticos utilizados

Reloj epigenético Ne CpG Origen muestra

Horvath (Horvath et al. 2013) 353 CpGs Multiples tejidos (incluye sangre)
Hannum (Hannum et al. 2013) 71 CpGs Sangre periférica

Levine (PhenoAge) (Levine et al. 2018) 513 CpGs Sangre periférica

EN (Zhang et al. 2019) 514 CpGs Sangre periférica y saliva

BLUP (Zhang et al. 2019) 319607 CpGs Sangre periférica y saliva




Material y métodos

Estadistica:

0.4 4

*  Modelos multivariados ANCOVA ajustados por:

ageAcc

* Variables fenotipicas asociadas a un Principal Component

e
[
s

Analysis del conjunto de relojes bioldgicos: DM, HTA, H&H y

ageAcc Zh

tiempo desde inicio de sintomas.

<
N

ageAcc Zhan

e Variables ampliamente descritas en la literatura actuando

Proportion variance

sobre DNAm y edad bioldgica: sexo, tabaquismo.

%

ageAcc
0.1-

ageAcc t

0.04

PC1 PC2 FC3 PC4 PCS

Codke\anidn zntsgp elnjaspepiged e s.

Aryee, 2014; Liu, 2016; Teschendorff, 2013




Resultados

» Caracteristicas basales de la muestra de estudio (N = 277)

Aneurysm treatment & characteristics
Treatment
Endovascular treatment

Demographic characteristics Clinico-radiological scales

206 (74.4%)

Female sex 185 (66.8%) Modified Fisher scale grade: Neurosurgical clipping 60 (21.7%)
Age, years 55.0 (47.0-65.0) 0 3 (1.1%) No treatment 11 (3.9%)
Ethnicity I 31(1 1'02%) Time since onset of symptoms
Caucasian 237 (85.6%) 1T 17.(6.1%) <48 hours 207 (74.7%)
Hispanic 30 (10.8%) ig Tfm@éf ﬁ,)@) >48 hours 70 (20.9%)
Other 10 (3.6%) Hunt and Hess scale orade ’ Aneurysm location
Active smoker 103 (37.3%) ) g 5 (1.8%) Anterior 245 (88.4%)
Illicit drug use 36 (13.2%) ) 150'(54_ 19%) Posterior 32 (11.6%)
Vascular risk factors 3 58 (20.9%) Endpoints
Hypertension 133 (48.0%) 4 32 (11.6%) 12-month modified Rankin Scale
Diabetes mellitus 14 (5.1%) 5 32 (11.6%) 0 96 (34.6%)
Dyslipidemia 55 (19.9%) Previous modified Rankin Scale 1 45 (16.2%)
Antithrombotic pretreatment: 0 262 (94.6%) 2 37 (13.4%)
Antiplatelet 19 (6.9%) 1 11 (4.0%) 3 19 (6.9%)
Anticoagulant 10 (3.6%) 2 1 (0.3%) 4 17 (6.1%)
No 248 (89.5%) 3 3 (1.1%) 5 6 (2.2%)
6 57 (20.6%)
Vasospasm 143 (51.6%)

Delayed Cerebral Ischemia

70 (25.3%)




Resultados

Variables clinicas que se asocian de forma univariada a los endpoints:

Endpoint Variables asociadas

Vasoespasmo Lower C-age
DCI Hypertension

Mal pronodstico 12m  C-age, hypertension, diabetes mellitus, mFS, and H&H

Exitus 12m C-age, hypertension, diabetes mellitus, mFS, H&H, and posterior aneurysm location



Resultados

* Asociacion complicaciones y aceleracion edad

* Los pacientes con vasoespasmo presentan una menor AcEdad (rejuvenecidos) que los pacientes sin vasoespasmo (Horvath y
Levine).

* No se encontraron diferencias significativas en cuanto a DCI.

Vasospasm | | DCI
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Resultados

* Asociacion prondstico y aceleracion edad

* La mortalidad a los 12 meses se asocié con una mayor Acedad (Hannum).

* No se encontraron diferencias en cuanto a mal prondstico a 12 meses.
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Resultados

* Variable interaccion vasoespasmo-DCI

* Nexo fisiopatoldgico entre las dos entidades.

e Las diferencias que existen en AcEdad respecto a la aparicion de vasoespasmo o DCI estan moderadas una por el desarrollo
de la otra?

Total HSAa
N =277

No vasoespasmo Si vasoespasmo No Vasoespasmo Si Vasoespasmo
No DCI No DCI Si DCI Si DCI

N =120 N =87 N=14 N =56




Resultados

* Variable interaccidon vasoespasmo-DClI

Horvath m4'—del conjunto de pacientes con DCI, los que
también presentan vasoespasmo se encuentran
50 - * > significativamente rejuvenecidos biolégicamente
_________ %) __(menor AcEdad).
2.5 1
Q

EN | Zhang-BLUP
0.01-- é ------ <} ------- b--mmmmeg---




Discusion

* Asociacion menor Edad-B e incidencia de vasoespasmo

e Estudios previos muestran resultados discrepantes con Edad-C.

i

* Edad-B podria ser el factor primario que influye en el desarrollo de esta complicacidn.

* Posible relacidon con incremento de la rigidez arterial con la edad y un deterioro de las funciones autonomicas.

Ryttlefors, 2010; Torbey, 2001; Benetos 2002; Mitchell 2004

e Asociacion mayor Edad-B y mortalidad 12 meses

e Estudios previos: Mayor AcEdad relacionada de forma independiente con un incremento de la mortalidad por cualquier
causa, enfermedades cardiovasculares, cancer o ictus isquémico.

* Probable reflejo de procesos bioldgicos intrinsecos de envejecimiento, como eco de exposiciones durante toda la vida (FRCV,
habitos, ambiente).

Marioni, 2015; Perna, 2016; Soriano-Tarraga, 2018




Discusion

* Variable interaccion Vasoespasmo-DCI

AcEdad negativa

I

Alteracién de autoregulacion,
DCI inflamacién, microtrombosis y
despolarizacion cortical
propagada.

AcEdad positiva

Vergouwen, 2008; Carr, 2013; Woitzik, 2012

* Edad-B y prondstico funcional 12 meses
* Depende principalmente de complicaciones (con un rol principal de DCI)

* Las distintas vias descritas previamente tienen AcEdad opuestas y podrian impedir que obtuviésemos resultados
significativos.




Limitaciones

* Al separar por grupos a nivel de complicaciones, algunos grupos quedan con una n reducida.

* Hemos medido los niveles de metilacion en DNA de sangre periférica y, para algunos CpG, la metilacidn

es especifica de cada tejido.

* Podria existir un efecto de causalidad inversa donde tanto la hemorragia como su severidad podrian

influir en las alteraciones epigenéticas.

* El estudio cubre un largo periodo de tiempo (2007-2020), durante el cual pueden haber cambiado las

estrategias de manejo de la HSA, potencialmente influyendo en nuestros resultados.



Conclusiones

* Primera descripcion de la potencial relacion entre Edad-B y el desarrollo de complicaciones y
mortalidad después de una HSAa.

 Una Edad-B rejuvenecida (Horvath i Levine) se asocia con un mayor riesgo de presentar
vasoespasmo.

* Una Edad-B envejecida (Hannum) se asocia con una mayor mortalidad a los 12 meses.

TAKE HOME MESSAGE
Los cambios epigenéticos podrian estar implicados en la
fisiopatologia de las complicaciones en la HSAa.




Muchas gracias




