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Resumen

Antecedentes: Los cambios epigenéticos del acido desoxirribonucleico (ADN),
particularmente la metilacion, pueden modificar el fenotipo de un individuo sin alterar
su genotipo. El estudio de estos cambios ha permitido desarrollar relojes
epigenéticos que se relacionan estrechamente con desenlaces de morbimortalidad,
asi como el célculo de una edad basada en estos cambios, la edad fenotipica. Las
escalas de riesgo de mortalidad cominmente utilizan la edad cronol6égica como uno
de los valores para su calculo, por lo que se realiz6 este estudio para determinar si
el utilizar la edad fenotipica en lugar de la cronolégica permite mejorar la capacidad
predictiva de las mismas.

Material y métodos: Se realizo un estudio retrospectivo observacional analizando
97 expedientes y examenes de laboratorio de pacientes ingresados a la unidad de
cuidados intensivos (UCI) de un hospital de tercer nivel con el diagnostico de
infeccion grave por SARS-CoV-2, calculando para todos la edad fenotipica y
posteriormente las escalas de riesgo Low-Harm, Nutri-CoV, APACHE Il y SAPS I
mediante la edad cronoldgica y la edad fenotipica.

Andlisis estadistico: Se obtuvieron las areas bajo la curva de curvas ROC
(Receiver operating characteristic) de todas las escalas y se compararon mediante
la prueba de DeLong. Asimismo se calcularon valores predictivos positivo (VPP),
negativo (VPN) y precision balanceada.

Resultados: Las areas bajo la curva ROC no tuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre escalas, sin embargo, los valores del VPP y la precision
balanceada mejoraron en 3/4 escalas evaluadas.

Conclusion: La utilizacion de la edad fenotipica podria ser util para disminuir la tasa

de falsos positivos en 3/4 escalas evaluadas y mejorar su utilidad clinica.

Antecedentes

La metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN) es la modificacion epigénetica
mas ampliamente estudiada hasta el momento, siendo capaz de cambiar el fenotipo

de un individuo sin alterar el genotipo. En multiples sitios del genoma humano la



heterogeneidad del grado de metilacion varia con la edad cronoldgica, siendo la
base sobre la cual se han desarrollado diversos relojes epigenéticos capaces de
predecir la edad del sujeto y correlacionar también con desenlaces de
morbimortalidad®. En las células eucariotas, la modificacién epigenética mas comun
es la metilacion de sitios de citosina que preceden a un nucleétido guanina (sitios
CpG), evitando que factores de transcripcién se unan a regiones promotoras y de
esta manera suprimiendo la expresion génica. Es por esto que en el desarrollo de
los relojes epigenéticos es comun que sean estos sitios de metilacion los que son
estudiados. Algunos de los desenlaces con los que la edad biolégica calculada
mediante la medicion del grado de metilacién de estos sitios ha sido correlacionada
van desde enfermedad cardiovascular, consumo de tabaco, obesidad, cancer y

enfermedades neurodegenerativas, entre otras?.

Dentro de los cuidados criticos, se han desarrollado escalas desde hace mas de 30
afios que permiten estimar la gravedad del estado del paciente asi como la
mortalidad intrahospitalaria del mismo. Todas estas incorporan diferentes variables
como son enfermedades preexistentes, valores bioquimicos y/o hematoldgicos,
alteraciones fisiolégicas en diferentes 6rganos y la edad del paciente®. Para calcular
estas se ha utlizado siempre la edad cronolbgica, por lo que a partir del
conocimiento actual que tenemos acerca de la correlacién de la epigenética con los
estados morbosos es que surge la pregunta: ¢, Podra ser posible mejorar la precision
escalas pronésticas utilizando la edad biolégica calculada en lugar de la edad

cronologica en su calculo?

Justificacion

Hasta el momento se desconoce si las escalas prondésticas comunmente utilizadas
para predecir desenlaces en pacientes criticos pueden ser mejoradas mediante el
célculo de la edad epigenética y su incorporacion al momento de obtener las
primeras, por lo que de ser asi, se trataria de una intervencion de bajo costo que

podria utilizarse para mejorar la capacidad predictiva de las mismas.



Marco tedrico

Durante la evolucion de los cuidados criticos, se han desarrollado multiples escalas
prondsticas creadas con el objetivo de predecir mortalidad u otros desenlaces
relacionados en los pacientes ingresados a una unidad de terapia intensiva. A
mediados de la década de los 80 se publicé la escala APACHE (Acute physiology
and chronic health evaluation)?, una de las primeras escalas disefiadas con el fin de
obtener un prondstico en pacientes criticos y que actualmente aiun es ampliamente

utilizada en alguna de sus versiones posteriores®®’,

Asimismo, existen otras escalas que asisten en la evaluacion prondstica como
SAPS (simplified acute physiology score)?, la cual también tuvo una actualizacion
posterior®. Recientemente y a raiz de la crisis sanitaria creada por la pandemia
respiratoria derivada del virus SARS-CoV-2, se han desarrollado escalas validadas
en cohortes de pacientes con esta enfermedad; este es el caso de la escala low-
harm'? utilizada para predecir mortalidad, o de la escala Nutri-CoV*!, que permite
predecir mortalidad y gravedad del cuadro generado por la infeccion. Ninguna
escala es perfecta en su poder predictivo, y esta es un area en continuo proceso de

mejoramiento.

Todas las escalas previamente mencionadas incluyen la edad cronoldgica del
paciente dentro de los parametros a evaluar; sin embargo, paralelamente se ha
puesto de relieve de manera reciente la importancia que reviste la utilizacion de
ciertos biomarcadores para establecer la “edad biol6gica” de un individuo, que
correlaciona mejor con morbilidad y mortalidad que la edad cronoldgica. Entre estos,
se han descrito el dafio genémico con acortamiento telomérico e inestabilidad
cromosémica, dafio mitocondrial por especies reactivas de oxigeno con disfuncién
de las mismas, alteraciones en las vias de sefalizacion de insulina y factor de
crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) y por Ultimo, alteraciones en el epigenoma??,
Las primeras observaciones de este Ultimo marcador fueron realizadas en salmones

jorobados, en donde se not6é que los niveles de 5-metilcitosina (5mC) disminuian



progresivamente con la edad, observacion que posteriormente pudo ser extendida
a mamiferos®!4, Dentro de la misma linea, se ha comparado el nivel de metilacion
de dinucledtidos citosina-fosfato-guanina de células CD4* entre centenarios y recién
nacidos, observandose hipometilacion de estas regiones en los primeros que se
extendia a todos los compartimientos genéticos (intrones, exones, promotores y
regiones intergénicas)!®. Esto motivé la pregunta sobre si era posible predecir la
edad de un individuo a través de la medicidn de areas hipometiladas, por lo que en
2013 Florath et al. estudiaron >480,000 sitios CpG en sangre completa de 965
participantes de 50-75 afios, encontrando 162 sitios fuertemente correlacionados
con la edad cronoldgica de los sujetos?®. En ese mismo afio, Horvath publicé un
articulo en el cual analiz6 8000 muestras de 51 diferentes células y tejidos sanos,
identificando 393 sitios CpG que podian predecir la edad de los sujetos con una
correlacion de 0.96 y un error de 3.6 afios, independientemente del tejido?’.
Asimismo, Hannum et al. publicaron un modelo predictivo derivado del analisis de
485,577 sitios CpG, utilizando 71 de estos para predecir la edad cronologica con
una correlacion del 96% y error de 3.6 afos, validandose este en una segunda
cohorte con similar correlacién entre la prediccion y la edad cronoldgica®. Un afio
después, Weidner et al. describieron que en sangre era posible reducir el nimero
de sitios CpG para predecir la edad del individuo a sélo 3, con una desviaciéon media

absoluta de solo 5 afios?®.

En 2018, Levine y colaboradores publicaron una herramienta que a través de la
introduccion de variables clinicas y de laboratorio de facil acceso y bajo costo,
permite calcular la edad fenotipica de un paciente dado con muy buena correlacién
con la edad cronolégica (r=0.94), y a partir de aquella y su afinamiento con datos
preexistentes de ADN metilado (ADNm) en sangre crearon el DNAmM PhenoAge,
una nueva herramienta cuya diferencia con la edad cronoldgica del sujeto de estudio
se demostrod correlacionaba de manera fuerte con mortalidad por todas las causas

asi como con diferentes causas de morbilidad?°.



Por su parte, recientemente McCrory et al. asociaron algunos de estos relojes con
desenlaces clinicos y mortalidad asi como uno de su propia creacion (GrimAgeAA),
encontrando que los relojes previamente descritos por Horvath y Hannum no fueron
predictivos de la salud del individuo, mientras que el DNAmM PhenoAge se asoci6
con 4 de 9 de los desenlaces estudiados en modelos minimamente ajustados, mas
no cuando se ajusté para otros factores sociales y de estilo de vida. Por su parte,
GrimAgeAA se asocio con 8/9 desenlaces estudiados en modelos minimamente
ajustados, y permanecio asociado de manera significativa a velocidad de caminata,
polifarmacia, fragilidad y mortalidad en modelos plenamente ajustados??.

Hasta el momento, no se ha estudiado si la utilizacion de la edad obtenida mediante
la herramienta de la edad fenotipica en lugar de la edad cronolégica mejora el poder
predictivo de las escalas de mortalidad para pacientes ingresados a un area de

terapia intensiva.
Objetivo

Determinar si el ajustar algunas escalas predictivas en pacientes criticamente
enfermos por COVID-19 grave mediante el uso de la edad calculada por edad

fenotipica mejora su capacidad predictiva.

Disefio del estudio

Estudio retrospectivo observacional realizado mediante busqueda en el registro
electronico de expedientes de nuestra Institucién de pacientes con diagnéstico de
infeccion por SARS-CoV-2 grave que requirieron admision a un area de cuidados
criticos por esta causa en un hospital de tercer nivel, en el periodo comprendido
entre el primero de julio de 2020 al 31 de enero de 2021. Se obtuvieron 97
expedientes, de los cuales se recabd la siguiente informacion:

a) Sexo

b) Edad cronolégica



c) Comorbilidades

d) Fecha de ingreso a la unidad de cuidados criticos

e) Fecha de egreso de la unidad de cuidados criticos (o de muerte, en su caso)
f) Fecha de egreso de hospitalizacion

g) Desenlace (vivio o fallecio)

Con los datos demograficos y algunos examenes laboratoriales solicitados durante
su estancia hospitalaria se calcul6 la edad fenotipica y se calcularon también las
escalas de riesgo APACHE II, Nutri-CoV, Low-Harm y SAPS Il utilizando tanto edad
cronoldgica como edad fenotipica.

Consideraciones éticas

Para la realizacion de este estudio se solicito la aprobacion del comité de ética de
este Instituto. Todas las revisiones de los expedientes se realizaron en el archivo
clinico electronico, los datos obtenidos de los expedientes fueron manejados con
absoluta confidencialidad, los datos de las pacientes no son conocidos mas que por

los autores de este estudio.
Analisis estadistico

Se realizaron curvas ROC (Receiver operating characteristic) para cada escala tanto
con edad cronolégica como con edad fenotipica con los datos de los 97 pacientes y
posteriormente se compararon las areas bajo la curva mediante la prueba de
DelLong. Asimismo, se obtuvieron valores predictivos positivos (VPP), valores
predictivos negatos (VPN) y precision balanceada a través de matriz de confusion
con los puntos de corte establecidos en los respectivos estudios de validacion de
las escalas utilizadas. El analisis fue realizado con el programa R version 4.0.3
usando los paquetes library(dplyr), library(blandr), library(devtools), library(caret),
library(readxl), library(pROC), library(Ime4), library(Imtest).



Resultados

Las caracteristicas de los 97 pacientes estudiados incluyendo sexo, edad
cronologica, edad fenotipica, dias de estancia en unidad de cuidados intensivos
(UCI), dias de estancia intrahospitalaria y comorbilidades se encuentran reportadas
en la tabla 1. El rango de edad cronoldgica se encontré entre 19-85 afios, con
predominio de sexo masculino en esta cohorte (70 hombres vs 27 mujeres). La
mediana de estancia en UCI para sobrevivientes fue de 14 dias vs 13.5 dias para
no sobrevivientes, y las comorbilidades mas comunes fueron obesidad (40/97),
diabetes mellitus 2 (DM2, 37/97) e hipertension arterial sistémica (HAS, 33/97).

En la comparacion de las curvas ROC mediante la prueba de DeLong no se
encontro diferencia estadisticamente significativa en el valor de p en ninguna de las
escalas al valorar la edad fenotipica contra la edad cronoldgica (Low-Harm p=0.20,
Nutri-CoV p=0.69, APACHE Il p=0.67, SAPS Il p=0.71, tabla 2). No obstante, al
comparar los valores absolutos encontrados de VPP, VPN y precision balanceada,
se encontraron diferencias entre los valores calculados mediante edad cronoldgica
contra edad fenotipica en las 4 escalas, siendo estas particularmente notorias en
los VPP de las escalas Low-Harm, APACHE Il y SAPS 1l (0.85vs 1, 0.38 vs 0.67 y
0.08 vs 0.35) y en la precision balanceada de las escalas Low-Harmy SAPS 11 (0.60

vs 0.68 y 0.57 vs 0.67, respectivamente).



Caracteristica
Total (Mujeres/hombres)
Rango edad cronoldgica

(mediana —rango
intercuartilico)
Rango edad fenotipica
(mediana —rango
intercuartilico)
Mediana de dias de
estancia en UCI
Dias de estancia
intrahospitalaria
Prediabetes
Diabetes mellitus 2
Hipertension arterial
sistémica

Hipotiroidismo

Sobrepeso
Obesidad
Grado 1
Grado 2
Grado 3
Morbida
Cardiopatia isquémica
Enfermedad renal cronica
Dislipidemia
Enfermedad pulmonar
obstructiva cronica
Asma
VIH

Cancer

Sobrevivientes
63 (19/44)
19 — 78 (61 — 17)

42-8 —123.8 (89.4 —

24)

14

20

26
20

No sobrevivientes
34 (8/26)
36 -85 (61.5—14)

52.7 — 123.8 (92.9 — 20.2)

13.5

NA

11
13

[
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Neumoconiosis
Gota
Miastenia gravis
Leucemia mieloide crénica
Epilepsia
SAHOS 0

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio.

O O r KR B
w N P O kB O

Edad Low- Nutri- APACHE Il SAPSIII
utilizada Harm CoV
Edad 0.75 0.51 0.74 0.71
cronologica
AUROC
Edad 0.71 0.50 0.73 0.70
fenotipica
Valor de p 0.20 0.69 0.67 0.71
Edad 0.85 0.70 0.38 0.08
cronologica
VPP
Edad 1 0.70 0.67 0.35
fenotipica
Edad 0.33 0.31 0.87 0.95
cronologica
VPN
Edad 0.09 0.26 0.71 0.88
fenotipica
Edad 0.60 0.51 0.67 0.57
PRECISION cronolégica
BALANCEADA Edad 0.68 0.48 0.68 0.67
fenotipica

Tabla 2. Comparacion de area bajo la curva (AUC), valor de p por prueba de
DeLong, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y
precision balanceada obtenidos mediante calculo de las 4 escalas analizadas

utilizando edad fenotipicay edad cronolégica.



Discusion

En la realizacion de este estudio se utilizaron maltiples escalas de riesgo derivadas
en cohortes y contextos clinicos diversos; como quedd demostrado en 1999 por
Lee et al., en ocasiones las escalas de riesgo ameritan ajustes locales debido a la
dependencia de su resultado del contexto en el cual estan siendo evaluadas??. Para
el calculo de muchas de las escalas de riesgo cominmente utilizadas se utiliza la
edad cronoldgica, y como ya qued6 demostrado también mediante el estudio de la
epigenética, la edad cronoldgica a menudo es un mal marcador del estado general
de salud salud del individuo en cuestion'26.17.18 por lo que podria impactar en el
calculo del riesgo volviéndolo menos confiable. Por lo anterior, el objetivo del
presente estudio era valorar si con las herramientas actuales para calculo de edad
epigenética®® se podia mejorar la capacidad predictiva de diferentes escalas de

riesgo mediante una intervencion de bajo costo.

Si bien las areas bajo la curva ROC no tuvieron diferencias estadisticamente
significativas, tenemos que tener en cuenta que no todos los errores cometidos
mediante el calculo inexacto de riesgo mediante escalas pueden suponer el mismo
grado de gravedad, particularmente si aquel pudiera llegar a privar a un paciente de
acceso a un area de cuidados criticos de la cual se hubiera beneficiado debido a
gue resulté en una probabilidad de fallecer mas elevada de la que en realidad tenia.
Partiendo de lo anterior, es importante resaltar que las curvas ROC no son la mejor
manera de comparar la probabilidad de cometer el error de calculo que pudiera
perjudicar al paciente en cuestion, en este caso una probabilidad de mortalidad
calculada mayor a la real que pudiera evitar su ingreso en un area de cuidados
criticos. En este caso, el error a evitar con mayor cuidado seria el tener resultados
falsamente positivos para mortalidad elevada mediante el calculo de la escala en
cuestion, por lo que el hecho de que el VPP haya mejorado al utilizar la edad
fenotipica en lugar de la cronoldgica en 3 de las 4 escalas evaluadas deja entrever
gue probablemente esta intervencién pueda disminuir la probabilidad de que un

resultado falsamente positivo evite el ingreso de un paciente a un area de cuidados



intensivos de la cual podria beneficiarse. Asimismo, se realizo el calculo de la
precision balanceada, en la cual mediante la utilizacion de la edad fenotipica
pudimos observar mejoria en 3 de las 4 escalas evaluadas, siendo hasta del 10%
el aumento de la misma en el caso de la escala SAPS II, indicando que el
desempefio de las escalas al ser utilizadas con la edad fenotipica en lugar de la
cronolégica puede ser superior al brindarnos también un mejor balance entre

sensibilidad y especificidad.

Limitaciones

Una de las limitaciones encontradas en este estudio es el hecho de que los
pacientes fueron reclutados de manera posterior al inicio generalizado de
tratamiento con dexametasona en los casos de infeccion por SARS-CoV-2 grave??,
mientras que las escalas utilizadas fueron todas propuestas y validadas de manera
previa a la publicacion del estudio RECOVERY. Asimismo, otra limitacion es el
hecho de que la muestra fue reclutada en un solo centro y que el tamafio pequefio
de la misma pueda limitar su poder, por lo que se requiere idealmente de realizar
una evaluacién prospectiva y multicéntrica para confirmar los hallazgos encontrados

en este estudio.
Conclusiones

La utilizacion de la edad fenotipica en lugar de la cronolégica para el calculo de
escalas de riesgo puede mejorar el poder predictivo de las mismas, disminuyendo
particularmente la tasa de falsos positivos y pudiendo de esta manera disminuir el
riesgo de calcular probabilidades de mortalidad falsamente elevadas que pudieran
evitar el acceso a una unidad de cuidados intensivos a un paciente que podria tener

beneficio de la misma.
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