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Resumen general

Introduccion

El envejecimiento poblacional experimentado en las ultimas décadas ha producido
un incremento en la incidencia y prevalencia de las enfermedades no transmisibles. Este
fendmeno ha generado un desajuste entre la esperanza de vida y la esperanza de vida
saludable de las personas, produciendo un descenso en la calidad de vida y un aumento de
la discapacidad y dependencia en la poblacion. Existe una amplia heterogeneidad entre las
caracteristicas patoldgicas de estas enfermedades, pero todas surgen de la combinacién de
diferentes factores genéticos, fisioldgicos, ambientales, y comportamentales.

Entre los factores modificables que pueden incidir en el riesgo de desarrollar
diferentes enfermedades no transmisibles se encuentran el estilo de vida y la condicién
fisica, estando el primero determinado por los niveles de actividad fisica y sedentarismo,
la alimentacién, y el consumo de sustancias nocivas, y siendo el segundo muy dependiente
del primero, pero estando a su vez modulado por factores genéticos, que no podemos
modificar, y que también influyen en el riesgo de desarrollar diferentes enfermedades no
transmisibles.

Por tanto, el objetivo general de esta tesis es analizar la importancia del estilo de vida
en la probabilidad de presentar diferentes enfermedades no transmisibles asociadas al
proceso de envejecimiento.

Metodologia

La presente tesis doctoral estd compuesta por 5 articulos cientificos, siendo uno de
ellos una revision sistematica elaborada a partir de las indicaciones de la guia PRISMA, y
siendo los otros 4 estudios originales derivados de dos proyectos diferentes, el AWHS y el
NHANES. El estudio de cohortes AWHS cuenta con una muestra de 5678 personas a las

que se les han evaluado diferentes determinantes del estilo de vida (actividad fisica,
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sedentarismo, alimentacion, etc.), diferentes marcadores de aterosclerosis y salud
cardiovascular, y diferentes parametros bioquimicos. El estudio NHANES proporciona
diferentes datos transversales y representativos de la poblacion estadounidense de manera
periddica. A partir de ellos podemos obtener la prevalencia de diferentes enfermedades, y
el grado de exposicion a diferentes factores de riesgo a nivel ambiental y comportamental.
Resultados

La actividad fisica se asocia de forma positiva a una menor probabilidad de presentar
deterioro cognitivo leve en sujetos con un riesgo genético incrementado para ello. A su vez,
la actividad fisica también se asocia a una menor probabilidad de presentar sarcopenia,
osteoporosis, osteoartritis, y depresion independientemente de otros factores de riesgo.
Aunque diferentes dosis de actividad fisica parecen estar asociadas a mayores beneficios
para cada enfermedad, ninguna de las dosis estudiadas ha resultado tener efectos nocivos o
perjudiciales.

El sedentarismo se asocia a una mayor probabilidad de presentar aterosclerosis
subclinica en diferentes territorios vasculares de manera independiente de otros factores de
riesgo tradicionales y de los niveles de actividad fisica.

Una mayor condicidn fisica cardiorrespiratoria se asocia a una menor probabilidad
de presentar aterosclerosis subclinica en las arterias carétidas independientemente de otros
factores de riesgo en sujetos con un riesgo genético incrementado para ello.

Conclusién

El estilo de vida juega un papel fundamental en la disminucién de la probabilidad de

padecer diferentes enfermedades no transmisibles asociadas al proceso de envejecimiento,

incluso cuando algunos sujetos presentan una mayor predisposicion genética para ello.
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General abstract
Introduction

The ageing population experienced in the last decades has produced an increase in
the incidence and prevalence of non-communicable diseases. This phenomenon has
generated an imbalance between life expectancy and healthy life expectancy, decreasing
quality of life, and increasing disability and dependency. There is a wide heterogeneity
between the pathological features of these diseases, but all of them are the result of different
genetic, physiologic, environmental, and behavioral factors combination.

Among the modifiable factors that can affect the risk of developing different non-
communicable diseases are lifestyle and fitness. The first one is determined by physical
activity, sedentary behavior, diet, and by consumption of potential harmful substances. On
the other hand, fitness is linked and modulated by lifestyle, but also by genetics. Genetic
factors also play a role in the probability of developing non-communicable diseases, but in
contrast to modifiable factors, genetic features cannot be modified.

Therefore, the general aim of this thesis is to analyze the importance of lifestyle in
the probability to present different non-communicable diseases associated to the ageing
process.

Methodology

This thesis is composed of 5 scientific papers, the first one is a systematic review that
was carried out following the PRISMA guidelines, and the other 4 are original studies from
two different projects, the AWHS and the NHANES. The AWHS cohort study was
composed of 5678 participants. This project included the assessment of lifestyle factors,
such as physical activity, sedentary behavior and diet, several cardiovascular health
outcomes and the presence of atherosclerosis, and other biochemical parameters. The

NHANES study provides on a regular basis cross-sectional representative data of the
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United States population. These data allow us to obtain the prevalence of different diseases,
and the exposure of participants to different environmental and behavioral risk factors.
Results

Physical activity is positively associated with lower probability of mild cognitive
impairment in subjects with an increased genetic risk. Indeed, physical activity is also
associated with lower probability to present sarcopenia, osteoporosis, osteoarthritis, and
depression, independently of other risk factors. Although different doses of physical
activity seem to be associated with more benefits for presenting each disease, none of the
doses analyzed are associated with harmful effects.

Sedentarism is associated with an increased probability to present subclinical
atherosclerosis in different vascular territories, independently of other traditional risk
factors and physical activity levels.

A higher cardiorespiratory fitness is associated with a lower probability to present
subclinical carotid atherosclerosis in persons with an increased genetic risk, independently
of other potential risk factors.

Conclusions

Lifestyle plays a key role to decreasing the probability to present different non-

communicable diseases associated to the ageing process, even when some persons have an

increased genetic risk to develop some of these diseases.
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1. Introduccion

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo analizar la importancia del estilo de
vida en relacién con diferentes enfermedades no transmisibles (ENT) cominmente
asociadas al envejecimiento. Por ello, la introduccion se estructurard en los siguientes
cuatro apartados: 1) el envejecimiento, la esperanza de vida y la esperanza de vida
saludable, 2) enfermedades asociadas al envejecimiento y a los ultimos afios de vida, 3)
factores modificables y enfermedades no transmisibles, y 4) condicionantes genéticos:

Apolipoproteina E.

1.1 El envejecimiento, la esperanza de vida, y la esperanza de vida saludable

El envejecimiento es un proceso natural dependiente del tiempo y caracterizado por
una serie de alteraciones funcionales en el organismo a nivel celular y molecular (Figura
1) (1). La velocidad de envejecimiento es variable entre especies, pero también entre
diferentes individuos de la misma especie. Esta heterogeneidad en la velocidad de
envejecimiento entre individuos de la misma especie, es producida por diferentes factores

genéticos, epigenéticos, ambientales y fortuitos (1).
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Figura 1. Principales marcadores del envejecimiento.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «The hallmarks of aging». (1) Licencia:

5261230806696 (Copyright Clearance Center licence number autorization)

El aumento de la esperanza de vida experimentado en las sociedades desarrolladas
en las dltimas décadas es un hecho (Figura 2), y sin duda un éxito fruto del desarrollo y
mejora de la medicina, la salud publica y los servicios sanitarios (2,3). Concretamente, en
el afo 2018, los espafioles tenfan al nacer una esperanza de vida media de 83,2 afios (85,9
afios las mujeres y 80,5 afios los hombres), y los espafioles de 65 anos una esperanza de

vida de 23,5 afios para las mujeres y 19,5 afios para los hombres (4).
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Figura 2. Esperanza de vida al nacer segtin el sexo desde 1908 hasta 2018.
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Fuente: La figura pertenece al informe «Envejecimiento en red n° 25, un perfil de las

personas mayores de Espafia (2020)». (4) Licencia: Creative Commons (CC BY-SA).

Sin embargo, aunque pueda parecer que el aumento de la esperanza de vida por si
solo supone un éxito sin efectos colaterales adversos, esto no siempre es asi. El
envejecimiento de la poblacidn, que incrementa exponencialmente, es actualmente una
nueva realidad demogréfica (Figura 3), y una fuente de preocupacion para los sistemas
sanitarios (5). Aunque el envejecimiento no es un proceso patolégico per se, el incremento
de la edad estd asociado al incremento de la probabilidad de desarrollar diferentes
patologias y enfermedades (6). Una vida mas larga en muchos casos no es equivalente a
una vida acompanada de salud y plenitud funcional. Ya lo advertia el fil6sofo Giacomo
Leopardi a comienzos del siglo pasado, “La vejez es el mal supremo, porque nos priva de
todos los placeres, dejandonos solo el apetito por ellos, y trae consigo todos los
sufrimientos” (7). Y es que el aumento de la esperanza de vida experimentado en las ultimas
décadas (2—4), no se corresponde con el aumento de la esperanza de vida saludable (8),
definida como el numero de afios que se puede esperar que una persona viva con completa

salud (9).
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Figura 3. Distribucién de la ratio de envejecimiento global desde 1960 hasta 2017.
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Fuente: Adaptacion de la figura que pertenece al articulo «Spatiotemporal evolution of global

population ageing from 1960 to 2017». (5) Licencia: Creative Commons (CC-BY 4.0)

En Espana concretamente, en el afio 2018, el porcentaje de vida saludable a los 65
afios respecto a la esperanza de vida a esa misma edad era del 59,0% para los hombres, y
del 48,1% para las mujeres (4). En otros paises desarrollados como Estados Unidos, la
esperanza de vida para los hombres y mujeres de 65 anos de edad es de 17,7 y 20,3 afios
respectivamente, mientras que la esperanza de vida saludable para esos mismos sujetos es
de 12,9 y 14,8 afos respectivamente (10). Estos afios de diferencia entre la esperanza de
vida y la esperanza de vida saludable estdn marcados en muchas ocasiones por la presencia
de multimorbilidad, discapacidad funcional y dependencia, lo que supone una baja calidad
de vida para el individuo, y una carga econdmica elevada para los sistemas de salud

comunitarios.
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1.2 Enfermedades asociadas al envejecimiento y a los dltimos afios de vida

Hace décadas, entre las principales causas de muerte se encontraban las
enfermedades infecciosas, pero con el avance de la medicina, de los sistemas de salud, la
mejora de la higiene, y el desarrollo de los antibidticos, la incidencia de este tipo de
enfermedades ha descendido (11,12). Desde hace unos afios y gracias a estos avances, se
experimentd un cambio de tendencia, y actualmente las ENT ocupan el primer puesto entre
las causas de muerte mds comunes en los paises desarrollados (13), ademds de ser una de
las principales causas de discapacidad funcional y dependencia (14).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ENT, también conocidas
como enfermedades crdnicas, tienden a ser de larga duracion y resultan de la combinacion
de diferentes factores genéticos, fisioldgicos, ambientales y comportamentales (15). Esta
definicion abarca una gran cantidad de enfermedades, existiendo una amplia
heterogeneidad entre todas ellas, pero con la caracteristica comun de ser enfermedades no
infecciosas.

La aparicion de este tipo de enfermedades lleva asociado consigo, en la mayoria de
las ocasiones, un descenso de la calidad de vida, un aumento en la probabilidad de
desarrollar otro tipo de enfermedades, dando lugar a la aparicién de comorbilidad, y un
aumento en la probabilidad de fallecer. A su vez, el coste econdmico asociado a estas
patologias es elevado, incrementdndose de manera exponencial con la existencia de
comorbilidad (16).

La prevalencia de este tipo de enfermedades es muy alta en los paises desarrollados
(17). Aunque existen muchas ENT, algunas de las mas relevantes son las enfermedades
cardiovasculares (ECV), las enfermedades cognitivas y trastornos mentales, las
enfermedades asociadas a diferentes cambios en la composicidn corporal, las enfermedades

musculoesqueléticas degenerativas, y diferentes tipos de neoplasias.
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1.2.1 Enfermedades cardiovasculares

Las ECV son el resultado de diferentes problemas o anomalias a nivel funcional en
el propio miocardio o en el sistema vascular. Actualmente son la causa de muerte
dominante a nivel mundial, alcanzando un total de 18,6 millones de muertes al afio en 2019
(18), lo que supone aproximadamente la mitad de todas las muertes atribuibles a las ENT
(19). Entre las ECV podemos destacar la aterosclerosis, que es la principal causa de
discapacidad y mortalidad en un gran nimero de paises (19,20).

La aterosclerosis es un proceso patolégico complejo en el que materiales grasos y
el colesterol se van depositando y acumulando durante afios dentro del lumen de arterias
medianas y grandes (19). Estos depdsitos se denominan placas, y hacen que la superficie
interna de los vasos sanguineos se vuelva irregular y se estreche su lumen, lo que dificulta
el flujo sanguineo a través del vaso y lo vuelve menos flexible (Figura 4). Eventualmente
esas placas se pueden romper desencadenando la formacion de un coagulo dentro del vaso,
que en caso de progresar puede terminar produciendo un infarto agudo de miocardio o un

accidente cerebrovascular (19).

Figura 4. Imagen ecogrifica de una placa aterosclerdtica en la arteria femoral.

Fuente: Imagen obtenida a través del Estudio Aragon Workers’ Health Study (AWHS)

-38-



Los primeros cambios funcionales y patoldgicos derivados de la aterosclerosis
suelen aparecer en adultos jovenes, y lentamente progresan a lo largo de la vida hasta que
se manifiestan como ECV clinicas, lo que habitualmente ocurre en la quinta década de vida.
En muchas ocasiones estas patologias clinicas suelen derivar en la aparicion de diferentes
eventos cardiacos, entre los que destacan el infarto agudo de miocardio y los accidentes
cerebrovasculares, asociados ambos con una alta tasa de mortalidad y discapacidad (18).

Antes de su manifestacion como ECV clinica, se generan los primeros depdsitos de
materiales grasos y colesterol en determinados territorios vasculares, dando lugar a la
aparicion de aterosclerosis subclinica, que se presenta de forma asintomdtica. Entre los
territorios que habitualmente se ven afectados primero se encuentran las arterias carétidas,
las arterias coronarias, y las arterias ilio-femorales (21,22). Esto es debido a sus
caracteristicas hemodindmicas, aunque la medida en que la aterosclerosis afecta a
diferentes territorios es multifactorial (22). La aterosclerosis subclinica presenta una alta
prevalencia poblacional (Figura 5), alcanzando una prevalencia para cualquier territorio
vascular de entre un 52,7% y un 91,6% en funcién de la cantidad de factores de riesgo
presentes (23).

Por ultimo, cabe destacar que la presencia de ECV fomenta la comorbilidad, ya que
aumenta el riesgo de padecer otro tipo de enfermedades, tanto a nivel cardiovascular (24)

como a nivel cognitivo (25).
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Figura 5 Prevalencia de la aterosclerosis subclinica en diferentes territorios vasculares en
participantes de 2 estudios de cohortes diferentes, el AWHS (Aragon Workers’ Health

Study) y el PESA (Progression of Early Subclinical Atherosclerosis).
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Femoral and carotid subclinical aterosclerosis
association with risk factors and coronary calcium. The AWHS study». (23) Licencia:

5264690941665 (Copyright Clearance Center licence number autorization).

1.2.2 Enfermedades cognitivas y trastornos mentales
1.2.2.1 Deterioro cognitivo leve
El cerebro, al igual que el resto del cuerpo, cambia a medida que el individuo
envejece, produciéndose alteraciones a nivel estructural y funcional (26). El envejecimiento
del cerebro y de las neuronas, sumado al aumento de la esperanza de vida, hace que la
funcion cognitiva se vea afectada, incrementando la probabilidad de sufrir pérdidas de
memoria, y de experimentar una reduccion en el desempefio de tareas cognitivas (26,27).
Por otro lado, y diferencidndolo del descenso en el rendimiento cognitivo habitual
debido al envejecimiento (Figura 6), se encuentra el deterioro cognitivo leve (DCL), que

se define como la evidencia objetiva de un rendimiento cognitivo mas bajo de lo esperado
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para la edad y nivel educativo del individuo en uno o mas dominios cognitivos, pero sin
interferir sustancialmente en las actividades diarias, conservando por tanto la
independencia con ayudas o asistencia minimas (28). Muchos autores han defendido la idea
de que el DCL era la antesala de la progresion hacia la demencia, concretamente hacia el

Alzheimer (Figura 6) (29).

Figura 6. Trayectorias de la funcién cognitiva durante el envejecimiento.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Mild cognitive Impairment and mild dementia: a
clinical perspective». (28) El eje X representa la edad, y el eje Y el deterioro cognitivo.
Los umbrales de deterioro cognitivo leve y demencia se representan mediante franjas
horizontales grises. Licencia: 5261261171635 (Copyright Clearance Center licence

number autorization)

Sin embargo, algunos estudios muestran como tan solo entre un 5-10% de los
pacientes diagnosticados con DCL, finalmente progresan hacia la demencia en un periodo
de 4,5 afos (30). Teniendo esto en cuenta, otros autores han considerado que el DCL puede
ser interpretado como un indice de salud que merece una atencién individualizada y al

margen de la demencia, ya que el DCL presenta una alta prevalencia en la poblaciéon mayor
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(31), especialmente entre los hombres (Figura 7), y se ha asociado a una mayor

probabilidad de discapacidad y a una mayor mortalidad (32-35).

Figura 7. Prevalencia del deterioro cognitivo leve en funcion de la edad y el sexo.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Prevalence of mild cognitive Impairment is
higher in men. The Mayo Clinic Study of Aging». (31) El eje X representa la edad.
Licencia: 5264890651797 (Copyright Clearance Center licence number

autorization).

1.2.2.2 Trastorno por depresion

Por otro lado, los trastornos mentales como el trastorno por depresion o el trastorno
por ansiedad, han evidenciado un claro aumento en los ultimos afios, especialmente la
ansiedad en los adultos jovenes (36), y la depresion severa en la poblacién mayor de 65
afios (37). Concretamente en Espafia, la prevalencia de depresion es mucho més elevada en
mujeres que en hombres, y es mas elevada en la poblacion cuanto mayor es su edad, hasta
alcanzar niveles maximos en torno a la poblaciéon de 80 afios, a partir de la cual la

prevalencia vuelve a disminuir (Figura 8) (38).
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Figura 8. Prevalencia de depresion en Espafia en funcion de la edad y del sexo.
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Fuente: La figura pertenece al informe «Salud mental en datos: prevalencia de los
problemas de salud y consumo de psicofirmacos y farmacos relacionados a partir de
registros clinicos de atencion primaria (2020)», elaborado a partir de la base de datos
clinicos de atencion primaria-BDCAP. El eje X representa la edad.

Se estima que la depresion afecta a mas de 264 millones de personas, y que es la
tercera causa de discapacidad a nivel mundial (39), aumentando ademas el riego de
mortalidad en un 52% (40). Las personas con depresion presentan habitualmente diferentes
sintomas emocionales, neurovegetativos y neurocognitivos, entre ellos bajos niveles de
animo, anhedonia, sentimiento de inutilidad o culpa, fatiga, falta de energia, apetito y suefio
disruptivos, y dificultad para pensar o concentrarse (41). Con frecuencia, estos problemas
llevan a una disminucién de la calidad de vida, discapacidad, ideacién suicida, o incluso
intentos de suicidio (42,43).

Ademas, cabe destacar que existe una relacion bidireccional entre la depresion y las
ECV, haciendo que el riesgo de incidencia de depresion sea mayor para los que presentan
alguna ECV, y que el riesgo de desarrollar alguna ECV sea a su vez mayor entre los que

presentan depresion (44), aumentando por tanto el riesgo de comorbilidad.
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1.2.3 Enfermedades asociadas a cambios en la composicion corporal

El envejecimiento esta asociado a diferentes cambios en la composicion corporal,
que incluso pueden llegar a suceder en ausencia de variacion del peso (45). Entre los
cambios habituales mas destacables, encontramos un aumento de la masa grasa, y un
descenso de la masa dsea y de la masa muscular. Cuando esos cambios son de una magnitud
determinada y tienen una serie de consecuencias concretas, dan lugar a diferentes
patologias, entre las que destacamos las siguientes:

B Obesidad
B Osteoporosis

B Sarcopenia

La obesidad, catalogada por la OMS como una epidemia, ha sido tradicionalmente
definida como un exceso de grasa corporal que es perjudicial para la salud (46).
Habitualmente, se afirma que un individuo presenta obesidad cuando su indice de masa
corporal (IMC) es 230 kg/me (46). Desde el afio 1980, la prevalencia de obesidad se ha
duplicado en mds de 70 paises, y ha continuado creciendo en la mayoria de regiones a nivel
mundial (47). A su vez, cabe destacar que existen diferencias en la prevalencia de obesidad
en funcién de diferentes condicionantes, entre los que podemos destacar el sexo, la edad, o

el pais de procedencia (Figura 9) (48).
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Figura 9. Prevalencia de obesidad en funcién del sexo, edad y regién geografica de

procedencia.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Obesity», publicado en 2005 en The Lancet. (48)

Licencia: 5264701483581 (Copyright Clearance Center licence number autorization).

La presencia de obesidad se asocia al desarrollo de otras patologias, destacando
entre otras la diabetes, hipercolesterolemia, sindrome metabdlico o hipertension, pero la
obesidad también se asocia al aumento de discapacidad y mortalidad, llegandosele a

atribuir unas 300.000 muertes al afio en Estados Unidos (48). Quiza més importante que el
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aumento de la masa grasa en si, es el lugar en el que se localiza, ya que la acumulacién de

tejido adiposo en ciertas zonas, como por ejemplo las zonas viscerales, presenta mayores

riesgos para la salud que la acumulacién de tejido graso en otras zonas (Figura 10) (49,50).

Figura 10. Diferentes zonas de acumulacién adiposa y sus consecuencias para la salud.
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La osteoporosis es una enfermedad esquelético-degenerativa que afecta tanto a la
cantidad como a la calidad del hueso, ya que se caracteriza por la disminucioén de la
densidad mineral 6sea y del contenido mineral 6seo, y por un deterioro en la
microarquitectura del tejido 6seo, haciéndolo mas vulnerable a posibles fracturas por
sobrecarga (51). La prevalencia de la osteoporosis es mas elevada a medida que
envejecemos, y mas elevada en mujeres que en hombres, especialmente tras la menopausia
(51,52). Aproximadamente un 10% de las mujeres de 60 afios padece osteoporosis,
llegando a aumentar el porcentaje hasta el 40% a los 80 anos e incluso al 66% entre las
mujeres de 90 afios (52). La mayor complicacion de la osteoporosis son las fracturas, que
pueden ocurrir en cualquier zona dsea, siendo las mas comunes el cuello del fémur y la

zona vertebral (52).

La sarcopenia es una enfermedad progresiva caracterizada por la disminucion de la
masa muscular esquelética y los niveles de fuerza, que provoca un deterioro de la capacidad
funcional (53). Varios estudios han demostrado que, debido al envejecimiento, la sintesis
proteica y el anabolismo muscular decrecen, provocando una disminucién tanto en el
nimero como en el tamafio de las fibras musculares, especialmente en las fibras tipo II, y
afectando a su capacidad contrictil (54,55) (Figura 11). La sarcopenia, que afecta
habitualmente a la poblacion mayor, alcanza una prevalencia de entre un 1-30% entre la
poblaciéon mayor comunitaria, y de entre un 14-68% entre la poblacion mayor

institucionalizada (56).
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Figura 11. Pérdida de masa muscular y descenso de fibras tipo II a lo largo de la vida.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Live strong and prosper: the importance of skeletal

muscle strength for healthy ageing». (57) Licencia: Creative Commons (CC-BY 4.0).

El desarrollo de obesidad, osteoporosis y sarcopenia depende de diferentes factores
genéticos, ambientales y comportamentales, pero sin duda el envejecimiento aumenta la
probabilidad de desarrollar estas patologias (48,52,55). Estas enfermedades estdn asociadas
a diferentes consecuencias negativas para la salud, entre las que podemos destacar la
pérdida de capacidad funcional, fragilidad, fracturas, dolor, caidas, e incluso un aumento
en la probabilidad de morir (6,51-53,58). A su vez, es comun encontrar casos en los que
un mismo individuo presenta la coexistencia de dos o mds de estas patologias, dando lugar
a la comorbilidad. Diferentes autores ya han descrito la coexistencia de estas enfermedades

acufando nuevos términos (Figura 12) y describiendo sus principales consecuencias

(58.59).
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Figura 12. Nuevos términos para la coexistencia de diferentes patologias asociadas a

cambios en la composicién corporal.
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1.2 4 Enfermedades musculoesqueléticas degenerativas

Entre las enfermedades musculoesqueléticas degenerativas mas comunes asociadas
al envejecimiento se encuentra la osteoartritis, caracterizada por la presencia de
alteraciones en el cartilago articular, el hueso subcondral, los ligamentos, y la cdpsula y
membrana sinoviales, que finalmente conducen al fallo articular (60). La osteoartritis se
desarrolla lentamente, y afecta tanto a articulaciones pequefias, como a articulaciones
grandes, como pueden ser la de la rodilla o la cadera (60,61). Entre los dafios estructurales
mds comunes se encuentra la pérdida de cartilago articular, la presencia de osteofitos,

cambios en el hueso subcondral, y alteraciones en los meniscos (Figura 13).
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Figura 13. Articulacion de la rodilla saludable y con presencia de osteoartritis.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Osteoarthritis». (60) (A) Articulacién que une dos huesos
adyacentes cubiertos por una capa de cartilago articular mediante una capsula de tejido conectivo
revestida por una membrana sinovial formada por macréfagos y fibroblastos. (B, C) Corte
transversal de la superficie articular esquematico (b) e histolégico (c). (D) Corte transversal
histolégico de una superficie articular que presenta un estado avanzado de osteoartritis.

Licencia: 5264711459403 (Copyright Clearance Center licence number autorization).

Esta patologia, suele ir acompaifiada de una mala y reducida funcionalidad articular
al realizar incluso las tareas cotidianas mds simples y bdsicas como vestirse o andar, y
también suele producir rigidez y dolor articular (60,62). Como consecuencia de todo ello,
la osteoartritis se relaciona con una baja calidad de vida, y con una mayor probabilidad de
discapacidad funcional y muerte prematura por cualquier tipo de causa (60,62).

La osteoartritis, que es el tipo mds comun de artritis, alcanza una prevalencia entre
la poblacién mayor de 65 anos de aproximadamente un 60% para las articulaciones de la
mano, un 33% para las de las rodillas, y un 5% para las de las caderas, siendo mds comun

en mujeres que en hombres (60). La patogénesis de la osteoartritis es multifactorial, pero
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entre los factores de riesgo mas importantes para su desarrollo se encuentran la edad y la

obesidad (60,62,63).

1.3 Factores modificables y enfermedades no transmisibles

1.3.1 Estilo de vida

El estilo de vida es una combinacidn de factores comportamentales que modifican
e influyen en la probabilidad de desarrollar la mayoria de las ENT (52,55,60,64-73). Entre
los factores mas relevantes que determinan el estilo de vida de una persona podemos
encontrar la actividad fisica (AF), el sedentarismo, la alimentacion, o el consumo de
diferentes tipos de sustancias como el alcohol o el tabaco.

Aproximadamente un 80% de las ENT se pueden prevenir evitando el tabaquismo,
manteniendo una dieta saludable y un peso equilibrado, practicando AF, y controlando los
niveles de hipertension, diabetes y colesterol (20).
1.3.1.1 Actividad fisica

La AF es definida como cualquier movimiento producido por los musculos
esqueléticos que requiera un consumo de energia (74). El consumo de energia asociado a
cada AF dependera principalmente del tipo de actividad, de su duracidn, y de su intensidad.

Actualmente, existen una serie de recomendaciones de AF y sedentarismo a nivel
mundial establecidas por la OMS en funcion de la edad y otros condicionantes, a través de
las cuales, podemos obtener multitud de beneficios para la salud (75). Concretamente, las
recomendaciones mundiales de AF aerdbica establecidas para personas mayores de 18
afios, aconsejan realizar a la semana al menos entre 150-300 min de actividad fisica
moderada (AFM), o al menos entre 75-150 min de actividad fisica vigorosa (AFV), o una

combinacion equivalente de actividad fisica moderada—vigorosa (AFMV) (75).
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En base al cumplimiento o no de las recomendaciones de AF de la OMS, podemos

diferenciar a los sujetos que son activos de los que son inactivos. Cualquier nivel de AF es

beneficioso para la salud, pero tal y como indican las recomendaciones, los sujetos activos

obtendran mayores beneficios que los que no alcancen el nivel de AF recomendado,

manteniendo ademds unos riesgos asociados a la practica de AF minimos si nos

mantenemos en el rango recomendado (Figura 14) (75).

Figura 14. Relacion entre los niveles de actividad fisica y los beneficios para la salud.

N

Health and fitness benefits G\

Recommended
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7
Inactive 150 300

Weekly physical activity (minutes)

Fuente: Adaptacion de la figura que pertenece a la guia «WHO Guidelines on physical activity

and sedentary behaviour (2020)». Licencia: Creative Commons (CC BY-NC-SA 3.0 IGO).

Asi pues, la AF es un factor clave en el estilo de vida de las personas, ya que se ha

demostrado su papel protector frente a las ECV, diferentes enfermedades o trastornos

mentales, y varias enfermedades musculoesqueléticas entre otras (65—-68). A su vez, existe

evidencia de que la practica de ejercicio fisico (EF), definido como la AF planificada,

estructurada, y repetitiva que tiene un objetivo concreto (74), es eficaz a la hora de
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disminuir los principales marcadores del envejecimiento a nivel celular y molecular (Figura
15) (76), siendo también eficaz en el tratamiento de hasta 26 ENT, entre las que se
encuentran la depresion, la ansiedad, la demencia, la obesidad, la diabetes, el sindrome

metabdlico, la hipertension, la osteoartritis, la osteoporosis y el cancer (77).

Figura 15. Resumen de los principales efectos antienvejecimiento del ejercicio fisico

regular ante los efectos del envejecimiento multisistémicos.
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Fuente: La figura pertenece al articulo «Exercise attenuates the major hallmarks of ageing». (76)

Licencia: 5302430204437 (Copyright Clearance Center licence number autorization).
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A pesar de la eficacia demostrada de la practica de AF para mejorar la salud,
aproximadamente un 31,1% de los adultos a nivel mundial, y un 36,2% a nivel europeo son
inactivos (78,79). Desde hace unos afos, la inactividad fisica se ha catalogado de pandemia,

dado que es una de las principales causas de riesgo de muerte a nivel mundial (80).

1.3.1.2 Sedentarismo

La investigacién sobre las consecuencias del sedentarismo para la salud ha
aumentado exponencialmente en los ultimos afios, proliferando multitud de definiciones
del mismo concepto que han creado cierta confusion (81). Segin los dltimos acuerdos
alcanzados por el Sedentary Behavior Research Network, el comportamiento sedentario se
define como cualquier comportamiento durante el dia caracterizado por un gasto energético
<1.,5 equivalentes metabdlicos (MET), mientras se esta sentado, reclinado, o tumbado (81).

Es importante no confundir el ser sedentario, que implica pasar mucho tiempo
teniendo un comportamiento sedentario, con el ser inactivo, que implica no cumplir las
recomendaciones mundiales de AF de la OMS. En los ultimos afios, muchos estudios han
evidenciado el efecto negativo para la salud que tiene el sedentarismo independientemente
de los niveles de AF alcanzados (72), aunque los estudios mas recientes relacionados con
el sedentarismo, los niveles de AF, y el riesgo de mortalidad por diferentes causas, han
evidenciado como el sedentarismo tiene una baja influencia sobre el riesgo mortalidad en

sujetos muy activos (Figura 16) (82—-84).
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Figura 16. Riesgo de mortalidad por cualquier tipo de causa segtn el nivel de actividad

fisica y las horas que pasamos sentados al dia.
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Fuente: La gréfica pertenece al articulo «Does physical activity attenuate, or even
eliminate, the detrimental association of Sitting time with mortality? A harmonized
meta-analysis of data from more than 1 million men and women». (82) Licencia:

5264720833413 (Copyright Clearance Center licence number autorization).

Aunque en algunos casos altos niveles de AF (60-75 min/dia de AFM) puedan paliar
los efectos negativos que tiene el sedentarismo sobre algunos indicadores de salud (82—-84),
el sedentarismo se ha convertido sin duda en un factor de riesgo independiente de los
niveles de AF para muchas ENT, ya que genera unas adaptaciones fisioldgicas negativas

propias y diferentes de las que supone la inactividad (85,86).
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1.3.1.3 Alimentacién

El patrén alimentario, que representa la totalidad de lo que un individuo come y
bebe habitualmente, juega un papel fundamental en la salud de las personas, influyendo en
la probabilidad de desarrollar o prevenir ciertas ENT (87).

En las ultimas décadas, la investigacion en el campo de la nutricion se ha centrado
en estudiar como influyen diferentes patrones alimentarios en la salud, en lugar de estudiar
el efecto que tienen ciertos nutrientes o alimentos de manera individual, ya que pueden
existir ciertos efectos sinérgicos o antagdénicos entre los diferentes alimentos que componen
la dieta (88).

Varios de estos patrones se han relacionado con beneficios para la salud (89,90),
pero entre ellos, uno de los mas estudiados y que mayores beneficios proporciona es el
patron de la dieta mediterranea, que se ha asociado a un descenso de la mortalidad y
multimorbilidad que generan las ENT asociadas al envejecimiento (91). Concretamente, la
adherencia a la dieta mediterrdnea se ha asociado con una menor probabilidad de ECV,
diabetes, obesidad, sindrome metabdlico, algunos tipos de cancer, depresion, deterioro
cognitivo, demencia, e incluso un menor riesgo de fractura dsea (90-94).
1.3.1.4 Consumo de sustancias

El consumo de ciertas sustancias nocivas para la salud como el alcohol o el tabaco,
son conductas que podemos modificar, y que sin duda inciden en la probabilidad de
desarrollar diferentes tipos de ENT (95-97).

Aunque algunos estudios previos hayan defendido que el consumo de cierta
cantidad de algunas bebidas alcohdlicas pueda ser beneficioso para prevenir ciertas
enfermedades o incluso la mortalidad por cualquier tipo de causa en algunas poblaciones
(98), el conjunto de la evidencia actual permite afirmar que desde una vision global de la

salud, el consumo de cualquier cantidad de alcohol es perjudicial (96), por lo que el balance
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riesgo beneficio del consumo de alcohol indica que la unica cantidad de alcohol segura para
la salud es cero.

Por otro lado, el consumo de tabaco, independientemente de la forma de consumo,
ya sea a través de cigarrillos, cigarrillos electronicos o pipas de agua (cachimbas), esta
asociado a una mayor probabilidad de desarrollar diferentes tipos de cancer, enfermedades
y eventos cardiovasculares, enfermedades respiratorias, y en definitiva a un aumento en la

probabilidad de morir (97,99).

1.3.2 Condicion fisica

La condicion fisica (CF) se define como la capacidad de llevar a término las
actividades de la vida diaria con vigor y diligencia, sin cansancio indebido, y con energia
suficiente para disfrutar de las actividades del tiempo libre y para afrontar las emergencias
imprevistas que se presenten (74). Teniendo en cuenta esta definicion, podemos afirmar
que la CF influye en gran medida en la capacidad funcional, grado de dependencia y calidad
de vida de las personas.

Alcanzar y mantener una buena CF debe ser un objetivo prioritario a lo largo de la
vida, pero aun mas durante el envejecimiento. Tener una buena CF nos garantiza una mayor
calidad de vida (100), un menor riesgo de desarrollar ENT (101), y en general, un menor
riesgo de dependencia, discapacidad y muerte (101-103).

No obstante, a medida que envejecemos, los diferentes componentes involucrados
en definir la CF de una persona (resistencia cardiorrespiratoria, fuerza muscular, velocidad,
potencia, flexibilidad, equilibrio, composicion corporal, etc.) se ven alterados, produciendo
un descenso en el nivel de CF (102,104). La magnitud y rapidez de la disminucion de CF
debida al envejecimiento dependerd de diferentes factores, entre los que se encuentran el
nivel maximo de CF alcanzado a lo largo de la vida, y el estilo de vida que adoptemos

mientras envejecemos (105) (Figura 17). La CF esta directamente asociada a todos los
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factores que definen el estilo de vida, y aunque diferentes aspectos genéticos también
influyen en tener una mejor o peor CF (106), son los diferentes aspectos modificables (AF,
alimentacion, y sedentarismo principalmente) los que van a cobrar un mayor peso, siendo

ademads sobre los que podemos incidir.

Figura 17. Cambios en la condicién fisica y sus consecuencias durante el envejecimiento
en funcién del nivel de condicién fisica mdximo alcanzado y el estilo de vida adoptado

durante el proceso de envejecimiento.
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1.4 Condicionantes genéticos: Apolipoproteina E

Existen diferentes factores inherentes a la persona sobre los que no tenemos control
ni posibilidad de variacion o modificacion, entre los que se encuentran los condicionantes
genéticos, que entre otras cosas, pueden predisponer en mayor o menor medida al desarrollo
de ENT (107).

Entre los condicionantes genéticos mas estudiados en la literatura relacionados con
las ENT, se encuentra la apolipoproteina E, que es polimorfica y presenta tres alelos en
humanos: épsilon 3 (e3), €épsilon 2 (e2), y épsilon 4 (e4). La variante e3 es el alelo méds
frecuente (~77,1% en la poblacion general), mientras que las variantes e2 y e4 son menos
comunes, con unas tasas de ocurrencia aproximadas de 7,8% y 15,1% respectivamente
(108). De la combinaciéon de estos tres alelos, surgen seis genotipos diferentes, tres
homocigotos (e2e2, e3e3,y ede4), y tres heterocigotos (e2e3, e2e4,y e3ed).

La apolipoproteina E épsilon 4 (APOE e4), se ha asociado a diferentes ECV
(109,110), principalmente porque su presencia estd asociada con la hipertension, unos
niveles de colesterol de baja densidad (LDL-c) y triglicéridos plasméaticos incrementados,
y también con un grosor intima-media carotideo (GIM-c) mayor (111-113). Ademas, la
presencia de la APOE e4 también se ha asociado con varias enfermedades cognitivas, entre
ellas el DCL, la demencia, y la enfermedad de Alzheimer (109,114), siendo los
homocigotos e4e4 los que mayor riesgo presentan, lo que sugiere que existe un efecto dosis-
respuesta (114,115). Sin embargo, en algunos grupos de poblacién no se dan estas
asociaciones (116-118), por lo que se ha sugerido en la literatura que diferentes factores
ambientales o comportamentales como la AF, pueden afectar a la expresion de este factor
de riesgo genético minimizando sus consecuencias patogénicas en ciertas ENT (119-124).

Por otro lado, la presencia de la apolipoproteina E épsilon 2 (APOE e2), se ha

asociado a unos niveles mas bajos de LDL-c, y por tanto a la proteccion frente a ciertos
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tipos de ECV (111,125). Incluso algunos estudios han evidenciado la asociacion entre la
presencia de la APOE e2 y un menor riesgo de Alzheimer proponiendo cual seria el
mecanismo neuroprotector implicado (126). Por ultimo, también cabe destacar su

asociacion a una menor fertilidad, pero a una mayor longevidad (125,127).
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2. Hipotesis

Los diferentes componentes que definen el estilo de vida son clave e influyen en la
probabilidad de presentar diferentes enfermedades no transmisibles durante el proceso de

envejecimiento.

Un estilo de vida saludable y una buena condicion fisica proporcionaran beneficios
para la salud incluso en individuos que presenten un riesgo genético incrementado para

desarrollar diferentes enfermedades no transmisibles.

2. Hypotheses

Lifestyle is a key factor in the probability to present different non-communicable

diseases during the ageing process.

Healthy lifestyle and high fitness have benefits in health outcomes even in persons

with increased genetic risk of developing different non-communicable diseases.
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3. Objetivos

El objetivo general de 1a presente Tesis Doctoral es analizar la importancia del estilo
de vida en la probabilidad de presentar diferentes enfermedades no transmisibles asociadas

al proceso de envejecimiento.

Los objetivos especificos enmarcados en cada uno de los cinco articulos que

componen esta Tesis Doctoral son:

Articulo I. (1) Analizar y sintetizar la evidencia cientifica relacionada con los
niveles de actividad fisica y el riesgo de deterioro cognitivo leve en portadores sanos

del genotipo APOE e4.

Articulo I. (2) Revisar la literatura que investiga si el efecto de la actividad fisica

en estos sujetos estd directamente asociado a su cantidad e intensidad.

Articulo II. Examinar la asociacion entre el tiempo sentado y la presencia de placas

de ateroma carotideas y femorales en adultos varones.

Articulo III. Analizar la asociacion de diferentes niveles de actividad fisica con la
prevalencia de sarcopenia, osteoporosis y osteoartritis en la poblacion americana no

institucionalizada de 50 anos o mas.

Articulo IV. (1) Analizar la asociaciéon de cumplir con las recomendaciones
mundiales de actividad fisica aerdbica y la depresion en la poblacion americana no

institucionalizada de 50 anos o mas.

Articulo I'V. (2) Analizar el riesgo de mortalidad por cualquier tipo de causa que

tiene la asociacion conjunta de actividad fisica y depresion en esa poblacion.
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Articulo V. (1) Analizar la asociacion de diferentes genotipos APOE con la

presencia de aterosclerosis en las arterias carétidas.

Articulo V. (2) Analizar la asociaciéon del nivel de condicion fisica
cardiorrespiratorio y la presencia de aterosclerosis en las arterias carétidas en

portadores del genotipo APOE e4e4.
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3. Aims

The general aim of the present Thesis is to analyze the importance of lifestyle in
the probability of having different non-communicable diseases associated to the ageing

process.

The specific aims of each of the five articles that compose this Thesis are:
Manuscript I. (1) To analyze and synthetize the scientific evidence related to
physical activity levels and cognitive decline risk in cognitively healthy APOE e4

subjects.

Manuscript I. (2) To review the literature that investigates whether the effect of

physical activity in these subjects is directly associated with amount and intensity.

Manuscript II. To examine the association of sitting time with the presence of

carotid and femoral atherosclerosis plaques on male adults.

Manuscript III. To analyze the association of physical activity with the prevalence
of sarcopenia, osteoporosis, and osteoarthritis in non-institutionalized Americans

over 50 years old.

Manuscript IV. (1) To analyze the association of meeting the aerobic physical
activity recommendations and depression in non-institutionalized Americans over

50 years old.

Manuscript IV. (2) To analyze the all-cause mortality risk of the joint association
of physical activity and depression in non-institutionalized Americans over 50 years

old.

Manuscript V. (1) To analyze the association of APOE e4 carrier status with

carotid atherosclerosis.
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Manuscript V. (2) To analyze the association of cardiorespiratory fitness with

carotid atherosclerosis in APOE e4e4 carriers.
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4. Material y métodos

En este apartado se detallaran los procedimientos generales utilizados para obtener
los resultados que dan lugar a la presente Tesis Doctoral. Esta consta de un articulo de tipo
revision sistematica y de cuatro articulos originales derivados de diferentes proyectos y
estudios de investigacion. La metodologia concreta de cada estudio individual puede
consultarse en el manuscrito correspondiente en la seccion de Resultados y Discusion de

este documento.

4.1 Revision sistematica

La revision sistematica que forma parte de la presente Tesis Doctoral fue elaborada
siguiendo las indicaciones detalladas en la guia PRISMA (Preferred reporting items for
systematic reviews and meta-analyses) (128).

El protocolo de revision fue establecido de manera previa al comienzo del proceso

de revision de la literatura cientifica.

4.1.1 Fuentes de datos y estrategia de biisqueda
Para la elaboracion del estudio se revisaron sistematicamente las bases de datos de
PubMed, SportDiscus, Cochrane Library, y Web of Science, con el objetivo de recopilar
todas las investigaciones de interés publicadas hasta el 13 de abril del 2021.
La estrategia de busqueda utilizada en las diferentes bases de datos se realizé a
través de la combinacion de diferentes términos indexados y de texto libre:
B PubMed (términos indexados): “Exercise” [Mesh] AND “Cognitive Dysfunction”
[Mesh] AND “Apolipoprotein E4” [Mesh].
B PubMed, SportDiscus, Cochrane Library, y Web of Science (texto libre): (“Physical
Activity” OR “Exercise”) AND (“Memory impairment” OR “Age-associated
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memory impairment” OR “Late-life forgetfulness” OR *“age-related cognitive
decline” OR “Mild Cognitive Impairment” OR “Cognitive Decline” OR “Cognitive
Dystunction”) AND (“Apolipoprotein E4” OR “Apoe4” OR “Apo E4” OR “Apoe
4” OR “Apoe epsilon 4” OR “Apolipoprotein E-4” OR “Apo E-4” OR “Apo E 4”

OR “Apolipoprotein E epsilon4”).

4.1.2. Criterios de inclusion y de exclusion

Para elaborar la revision solo se recopilaron estudios originales, excluyendo todo
tipo de informes de simposios, cartas al editor, resimenes de conferencias, libros, opiniones
de expertos y revisiones de cualquier tipo.

Los criterios de inclusion utilizados fueron que los estudios trataran el tema de
interés de la revision, fueran estudios de disefo longitudinal, utilizaran a humanos como
participantes, estuvieran publicados en inglés, y que la muestra que utilizaran estuviera
formada por personas sin lesiones cerebrales o diagnosticadas con algun tipo de trastorno
mental en el momento de comenzar el estudio.

Por otro lado, los estudios fueron excluidos si no proporcionaban informacién de
como se habia evaluado la funcién cognitiva o la AF, si evaluaban la AF conjuntamente
con el resto de actividades llevadas a cabo en el tiempo libre (incluyendo actividades
sedentarias), o si utilizaban como variable resultado la demencia y no el DCL. Los estudios
que no evaluaron especificamente el impacto de la AF en el DCL en portadores del genotipo
APOE e4 y aquellos relacionados con la experimentacion animal fueron asimismo

excluidos.

4.1.3. Evaluacion del riesgo de sesgo
Se evalud el riesgo de sesgo de los estudios incluidos a través de diferentes

herramientas en funcién del disefio que presentaba cada investigacion. Se utilizé la
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Newcastle-Ottawa Scale (NOS) (129) para evaluar los estudios de cohortes, y la escala
PEDro (130) para evaluar los ensayos controlados aleatorizados.

La NOS utiliza un sistema de puntos para evaluar la calidad de los estudios
basandose en varios aspectos de tres elementos clave: la seleccion de los participantes, la
comparabilidad de los grupos de estudio, y las variables de interés. La puntuacion mas alta
que puede obtener un estudio es de 9 puntos, y la mds baja de 0. Por otro lado, la escala
PEDro utiliza once criterios para evaluar la calidad metodologica de los estudios del cero
al once basidndose en tres aspectos: la validez interna, la interpretabilidad, y la validez
externa o aplicabilidad.

En base a las puntuaciones obtenidas por cada estudio, a los evaluados a través de
la NOS se los denominé como de calidad baja, moderada y alta para las puntuaciones de 0-
3, 4-6 y 7-9 respectivamente, mientras que a los estudios evaluados a través de la escala
PEDro, se los denominé de calidad baja, moderada y alta cuando obtuvieron las

puntuaciones de 0-4, 5-8,y 9-11 respectivamente.

4.2 Proyecto AWHS y subproyecto APOE

4.2.1 Muestra y disefio del proyecto

El proyecto AWHS es un estudio longitudinal de cohorte que comenzé en febrero
de 2009 con el propdsito de evaluar las diferentes trayectorias de los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales y emergentes, y su asociacion con las anomalias metabodlicas
y la aterosclerosis subclinica en la poblacion espafiola de mediana edad y libre de cualquier
ECYV clinica (131).

La cohorte estd compuesta por 5678 trabajadores de una fabrica de automocion
ubicada en Figueruelas (Zaragoza), y aunque el proyecto AWHS abarca muchas tomas de

diferentes datos a lo largo del tiempo (Figura 18), para el desarrollo de esta Tesis Doctoral,
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se han utilizado datos de 2646 participantes de entre 39 y 59 anos pertenecientes a la
cohorte y que fueron invitados y accedieron entre 2011 y 2014 a completar una serie de
exploraciones adicionales relacionadas con la evaluacion de la presencia de aterosclerosis
subclinica, y cuestionarios sobre estilos de vida.

Figura 18. Cronograma del proyecto AWHS.

ACTIVITY 2/01%9 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019
Enrollment and X N N N N N N N N N
informed consent
Clinical exam X X X X X X X X X X
Laboratory X X X X X X X X X X
analyses

1/3 > 1/3 » 1/3
Biobanking X 13 > 1/3 > 1/3
1/3 » 1/3 » 1/3
DNA extraction X
Ancilla 1/3 > 1/3 » 1/3
rary 13 > 1/3 > 1/3
questionnaires 1/3 » 1/3 » 1/3
Carotid, aortic, 1/3 > 1/3 > 1/3
iliac and femoral 1/3 > 1/3 > 1/3
ultrasound and 1/3 > 1/3 > 1/3
ABI index
Calci 1/3 > 1/3
s:of'::m coronary 13 >1/3
9 13 > 1/3
Follow-up for X X X X X X X X X X
clinical events

Fuente: La figura pertenece al articulo «Aragon workers’ health Study — design and cohort

description». (131) Licencia: Creative Commons (CC BY).

Por dltimo, a finales del afio 2017 se elaboré un subproyecto cuyo objetivo era
relacionar el estilo de vida y la CF con la salud tanto a nivel cardiovascular como mental
en funcion de la presencia de diferentes genotipos APOE. Para ello se localiz6 a todos los
participantes del proyecto AWHS que habian sido identificados como portadores del
genotipo APOE e4e4 en fases previas del proyecto, y se selecciond de manera aleatoria

mediante emparejamiento (matching) al mismo nimero de participantes pertenecientes al
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proyecto AWHS identificados como APOE e3e3,y APOE e3e4 en base a su edad, sexo,
nivel de estudios y habitos de tabaquismo. Una vez seleccionados, se les invito a participar
en el subproyecto, que incluia la reevaluacion de presencia de aterosclerosis subclinica, la
evaluacion de la AF y suefio mediante acelerometria, la evaluacion de diferentes parametros
de CF, y la evaluacion del estilo de vida, diferentes factores comportamentales, y funcion
cognitiva mediante cuestionarios. En este subproyecto se invité a participar a 120
trabajadores pertenecientes a la cohorte original del AWHS, de los que finalmente

aceptaron participar 90.

4.2.2 Comité de ética del proyecto

El proyecto se llevo a cabo siguiendo las Normas Deontoldgicas reconocidas por la
Declaracion de Helsinki de 1975 (revisada en la 64 Asamblea General, Fortaleza, Brasil,
octubre 2013), las Normas de Buena Préctica Clinica y cumpliendo la legislacion y la
normativa legal espafiola que regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto
223/2004 sobre regulacion de ensayos clinicos). El proyecto fue aprobado por el Comité
de Etica de Investigacién Clinica de Aragén (CEICA), recibiendo el dictamen favorable de
dicho Comité (anexo 1).

Todos los participantes fueron correctamente informados de los objetivos del
estudio, las pruebas a las que serian sometidos explicando detalladamente las incidencias y
posibles complicaciones o efectos secundarios de las mismas, y el manejo que se daria a
los datos y resultados obtenidos a través de dichas pruebas. Como requisito indispensable
y de manera previa a la participacion en el estudio, todos los participantes tuvieron que

firmar un consentimiento informado (anexo 2).
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4.2.3 Pruebas y valoraciones del proyecto y subproyecto
4.2.3.1 Valoracion de la aterosclerosis subclinica

Para valorar la presencia de aterosclerosis subclinica, se utilizé la ultrasonografia.
Concretamente se utilizé el sistema de ultrasonidos Philips TU22 (Philips Healthcare,
Bothell, WA, USA) para observar la presencia de placas en dos territorios vasculares
(femoral y carotideo) en ambos lados, izquierdo y derecho. Las imagenes por ultrasonidos
fueron tomadas mediante sondas lineales bidimensionales de alta frecuencia (Philips
Transducer L.9-3, Philips Healthcare), utilizando el protocolo del Bioimage Study para las
arterias carétidas (132), y un protocolo disefiado especificamente para las arterias femorales
(133). La presencia de placa se definié como una estructura focal que sobresale en la luz
de la arteria al menos 0,5 mm o >50% del grosor de la capa intima-media circundante.
Todas las mediciones se analizaron utilizando marcos controlados por electrocardiograma
correspondientes a las didstoles terminales (onda R) (134).
4.2.3.2 Valoracion de la actividad fisica y sedentarismo

Para evaluar la AF habitual de los participantes, se utilizaron dos tipos de
metodologias diferentes, los cuestionarios y la acelerometria.

El cuestionario utilizado para valorar la AF y comportamiento sedentario de todos
los participantes del proyecto AWHS fue la version espafiola (135) del cuestionario sobre
la frecuencia de realizacion de AF utilizado en el Nurses’ Health Study (136) y el Health
Professionals’ Follow-up Study (137) (anexo 3).

Para calcular el nivel de AF total realizado por cada participante, se asigné un coste
metabdlico a cada actividad utilizando los MET establecidos en el compendio de
actividades fisicas propuesto por Ainsworth (138), y se multiplicé por el tiempo medio que
el participante indic6 haber practicado esa actividad durante el dltimo afio. De la suma total

de todas las actividades, se obtuvo el nivel de AF de cada participante en MET-h/semana.
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Para evaluar el comportamiento sedentario habitual entre semana y de los fines de
semana, se utilizaron diferentes preguntas en base a la duracion de diferentes conductas
sedentarias habituales que implicaran estar sentado o recostado (ver la television, estar
sentado en el ordenador, estar conduciendo...), pudiendo contestar desde nunca, hasta mds
de 9 horas/dia en diferentes intervalos de horas o fracciones de las mismas en caso de ser
la duracion inferior a 1 hora.

Por otro lado, en la muestra del subproyecto APOE, se utilizaron los acelerémetros
ActiGraph GT3x+ (ActiGraph, Pensacola, FL, USA) para evaluar los niveles de AF de los
participantes. Para ello, se pidi6 a los voluntarios que llevaran el dispositivo en su mufieca
no dominante durante 7 dias consecutivos. Los acelerometros se programaron para registrar
aceleraciones a 30 Hz con un rango dindmico de +6 G. Posteriormente, los registros de
aceleracion fueron descargados y procesados con el software ActiLife v.6.13.4 (ActiGraph,
Pensacola, FL, USA). Los registros se dieron como validos si incluian al menos 10 h/dia
durante >4 dias, siendo necesario que al menos 3 dias fueran entre semana y 1 dia de fin de
semana. El tiempo de sedentarismo y de AF a diferentes intensidades se clasifico utilizando
los puntos de corte propuestos por Montoye (139): (a) Sedentarismo: <2859 counts/min,
(b) AF ligera: 2860 — 3940 counts/min, (c) AFM: 3941 — 5612 counts/min, (d) AFV: >5613
counts/min, (€) AFMV: >3941 counts/min.
4.2.3.3 Valoracion de la ingesta alimentaria habitual

La evaluacion de la ingesta habitual de alimentos se realiz6 a través de un
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos previamente validado en Espafa (140)
(anexo 3). Dicho cuestionario recoge la frecuencia de consumo en el ultimo afio de 136
alimentos, incluyendo ademds preguntas sobre consumo de suplementos y dietas

especiales. El cuestionario valora la frecuencia de consumo de cada alimento considerando
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nueve frecuencias diferentes, que van desde “nunca o casi nunca”, hasta “mas de seis veces
al dia”.
4.2.3.4 Valoracion del genotipo

Se obtuvieron muestras de sangre de todos los participantes. Posteriormente, se
aisl6 el ADN de las muestras de sangre completas utilizando el kit FlexiGene DNA
AGF3000 (Qiagen, Valencia, CA, USA) en una estaciéon de trabajo AutoGenFlex 3000
(Autogen, Holliston, MA, USA), y la identificacion del genotipo se realiz6 en la Unidad de
Genética del Parque Cientifico de Madrid. Las muestras de ADN se colocaron sobre placas
de 384 pocillos y se diluyeron en una mezcla de TagMan Genotyping MasterMix y una
mezcla de TagMan SNP genotyping assays. Las reacciones cuantitativas de PCR se
realizaron en un aparato de PCR a Tiempo Real HT7900 (Applied Biosystems) y SDS 2.4
(Applied Biosystems). Se utilizaron muestras con genotipos conocidos como controles
positivos y negativos para facilitar la identificacion del genotipo, asi como blancos, para la
amplificacion dentro de cada medida.
4.2.3.5 Valoracién de la funcién cognitiva

La funcién cognitiva fue evaluada a través de un cuestionario a los participantes
incluidos en el subproyecto APOE.

El cuestionario utilizado era una version ampliada mediante diferentes test
cognitivos del Montreal Cognitive Assessment (MoCA). La ampliacién del cuestionario
original se cred para que la bateria de test fuera mas precisa a la hora de detectar DCL en
sujetos adultos de mediana edad, incluyendo a su vez otros cuestionarios, como el de

actividad funcional de Pfeffer (141) (anexo 4).
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4.2.3.6 Valoracion de la condicion fisica

La CF fue evaluada a través de diferentes pruebas a la muestra que compuso el
subproyecto APOE.

Se evalué la CF cardiorrespiratoria a través del test de banco submaximo Chester
Step Test (142). Para ello, los participantes debian subir y bajar de un escalon al ritmo
indicado mediante un metrénomo. El test comienza a un ritmo de 15 ciclos/min durante 2
min (primer nivel), y se va incrementando la velocidad 5 ciclos/min cada 2 min hasta el
quinto nivel (final del test), o hasta que el participante alcance una frecuencia cardiaca (FC)
del 80% de su FC méxima estimada mediante la férmula (220 — edad), lo que ocurra
primero. Al final de cada nivel se registra la FC y la percepcion subjetiva de esfuerzo.
Finalmente, el consumo maximo de oxigeno (VO...) se estimd trazando la linea en un
grafico FC/VO.... que mejor se ajustaba a las frecuencias cardiacas registradas durante la
prueba, y proyectando una linea hasta la FC maxima estimada, estimando asi el consumo
de oxigeno correspondiente, que serd el VO...estimado del participante (Figura 19). La
estimacion del VO.... a través de este método presenta un error estandar de 3,9 mL/kg/min
de O, frente al VO... medido durante un test mdximo a través de una ergoespirometria con
analisis de gases respiracion a respiracion (142), siendo este el método de referencia para

medir el VO.....
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Figura 19. Estimacion del consumo médximo de oxigeno a través de los datos de

frecuencia cardiaca obtenidos durante el Chester Step Test.
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Fuente: Elaboracién propia

También se evalu6 la fuerza mdxima de prension manual a través de una
dinamometria manual méxima utilizando un dinamémetro (TKK 5001, grip A, Takei). Para
ello los participantes se encontraban en bipedestacion, con el brazo del lado evaluado en
ligera abduccidn (~10°, sin tocar el resto del cuerpo), y el codo y la muiieca en 0° de flexion.
Se registraron dos intentos con cada una de las manos dejando un periodo de recuperacion
adecuado entre intentos, dando por vélido finalmente el mejor intento de cada una de las
manos.
4.2.3.7 Datos clinicos y sociodemograficos

Entre otras valoraciones, también se llevaron a cabo la medicién de la presion
arterial y FC en reposo a través de un oscilémetro digital OMRON M10-IT (OMRON
Healthcare Co. Ltd., Japdn), el peso (bascula SECA 778), la talla para el calculo del indice
de masa corporal (IMC), y el perimetro de cintura (cinta métrica GulicK II 67019). Los
participantes aportaron a su vez informacion acerca de su historia clinica, indicando

antecedentes personales y familiares de ECV precoz, toma de medicamentos, tabaquismo
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(fumador, no fumador, exfumador) y diagndstico de hipertension arterial,
hipercolesterolemia y diabetes mellitus.

Las concentraciones de glucosa, triglicéridos, HDL-c y colesterol total se
determinaron en condiciones de ayuno >8 h mediante andlisis enzimdticos con el equipo
ILab 650 de Instrumentation Laboratory. La insulina ultrasensible se determiné mediante
inmunoandlisis de quimioluminiscencia con el equipo Access de Beckman Coulter. La
hemoglobina glicosilada se determiné mediante intercambio de cationes en columna de
fase inversa usando el equipo ADAMS Alc HA-810 de Arkray Factory. Las
concentraciones de LDL-c se calcularon usando la férmula de Friedewald cuando los
valores de triglicéridos eran < 400 mg/dL (143).

Los participantes completaron un cuestionario adicional sobre caracteristicas
sociodemogréficas que incluia: edad, nivel de estudios (primarios, bachillerato, formacién
profesional y universitarios), estado civil, situacion laboral actual, tipo de puesto de trabajo
(manual o de oficina), turno de trabajo (rotatorio mafiana-tarde, rotatorio mafiana-tarde-

noche, central, o noche), y numero de convivientes en la unidad familiar.
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4 3 Estudio NHANES

El NHANES es un estudio llevado a cabo por el NCHS de manera anual con el
objetivo de evaluar el estado nutricional y de salud de una muestra representativa de la

poblacién no institucionalizada de los Estados Unidos de América.

4.3.1 Muestra y disefio del estudio

Se trata de un estudio de carécter transversal que utiliza un disefio de muestreo
complejo, aleatorio, estratificado y de multiples etapas (Figura 20), que sobremuestrea
ciertos subgrupos de poblacion, como ciertas minorias étnicas o adultos mayores, lo que
proporciona una excelente validez externa. El estudio selecciona aleatoriamente cada afio
a unos 7000 residentes de todo el pais, y les invita a participar de manera voluntaria y

confidencial.

Figura 20. Disefio del proceso de seleccion de la muestra del estudio NHANES.
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Fuente: Figura tomada de la ponencia «<NHANES: History, data collection,

and future directions», llevada a cabo por la Dr. Kristen Herrick.
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El disefio del estudio permite combinar datos de diferentes oleadas para agrupar a
un mayor numero de participantes, obteniendo asi una potencia estadistica mayor y unos
resultados mds fiables. Las instrucciones para combinar diferentes oleadas estan

disponibles a través de diferentes tutoriales (144).

4.3.2 Comité de ética del estudio

Todos los participantes del estudio han proporcionado un consentimiento informado
de manera previa a su participacion en el estudio, y el Ethics Review Board del NCHS ha
aprobado los procedimientos de las diferentes mediciones llevadas a cabo y de la recogida

de datos de las diferentes oleadas, y ha publicado los datos anonimizados en linea para su

uso publico (145).

4.3.3 Pruebas y valoraciones del estudio

El estudio completo incluye una amplia bateria de pruebas, test y cuestionarios en
cada una de las oleadas en las que se ha llevado a cabo, por lo que detallar y explicar todas
y cada una de ellas va mds alla de los objetivos e intereses de la presente Tesis Doctoral.
Ademas, cabe destacar que en cada oleada desde el comienzo del estudio se han ido
modificando tanto las pruebas a realizar como la metodologia empleada para ello, por lo
que para un mayor detalle de la metodologia empleada en cada oleada para obtener los
diferentes datos y resultados podemos recurrir a la pagina web del estudio, en la que se
indican de manera pormenorizada los procedimientos utilizados (146).

En los siguientes apartados vamos a detallar la metodologia empleada para obtener
los datos utilizados en los articulos que forman parte de la presente Tesis Doctoral y utilizan

datos del estudio NHANES.
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4.3.3.1 Datos sociodemograficos

En el estudio se valoran diferentes aspectos sociodemograficos a través de
cuestionarios. En ellos se incluyen preguntas para obtener informacion a nivel personal,
familiar, y del entorno doméstico y laboral.

Entre los datos sociodemogréficos mds relevantes encontramos el sexo, la edad, la
etnia, el lugar de nacimiento, la nacionalidad, el dominio del idioma, el estado civil, el nivel
educativo, el nimero de personas de la familia y que habitan en el domicilio, o los ingresos
anuales familiares y del domicilio.
4.3.3.2 Valoracién de la composicion corporal

Para evaluar la composicidon corporal, se utiliz6 entre otros métodos la densitometria
dual de rayos X (DXA). Se utilizé un densitémetro Hologic QDR-4500 (Bedford, MA)
para realizar valoraciones de cuerpo completo, y densitdmetros Hologic QDR-4500
(Bedford, MA) y Hologic Discovery (Bedford, MA) para la valoracion del cuello femoral
y de la columna vertebral. Posteriormente las imdgenes obtenidas fueron analizadas
utilizando los softwares APEX™ 4.0 y Discovery 12.4 en funcién de la oleada en la que se
realizaron las valoraciones pero, como se ha comprobado, la combinacion de datos
analizados con ambos softwares es compatible y no altera los resultados (147). Los detalles
de los protocolos concretos pueden ser consultados en los manuales del estudio (148).

Mediante estas valoraciones se obtuvieron datos relativos a la cantidad y porcentaje
de grasa total y por diferentes dreas corporales, al contenido mineral dseo y densidad
mineral dsea total y en diferentes dreas de interés, y a la masa magra total y por diferentes

areas corporales.
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4.3.3.3 Valoracion de la actividad fisica

Para evaluar la AF se utilizaron dos cuestionarios diferentes. El primero se utiliz6
de 1999 a 2006, y el segundo desde 2007 hasta las ultimas oleadas llevadas a cabo.

En el cuestionario utilizado entre 1999 — 2006, se evaluaba la AF llevada a cabo en
los ultimos 30 dias, teniendo en cuenta la actividad en el trabajo o doméstica, la actividad
para el transporte o viajar, y la actividad realizada en el tiempo libre. Se registré cada una
de las actividades que los participantes afirmaron realizar, asi como su duracién y su
frecuencia, y se les asign un gasto energético en MET utilizando como referencia el
compendio de actividades desarrollado y actualizado por Ainsworth en aquel momento
(149). Finalmente se calcularon los MET-min/semana de cada actividad multiplicando el
valor MET asignado a cada actividad por el numero total de minutos a la semana de esa
actividad, después, se sumaron todos los MET-min/semana de cada una de las actividades
realizadas para obtener el calculo total de la AF llevada a cabo por cada participante.

El cuestionario utilizado para valorar la AF de los participantes incluidos desde el
afio 2007 es el Global Physical Activity Questionnaire (GPAQ), creado por la OMS (150).
Este cuestionario (anexo 5), analiza la AF habitual realizada durante una semana en tres
dominios diferentes (AF en el trabajo o doméstica, AF para el transporte o viajar, y AF
realizada en el tiempo libre). El cuestionario también considera durante cudnto tiempo se
ha llevado a cabo cada actividad, y a qué intensidad (moderada o vigorosa). Finalmente y
siguiendo el protocolo del GPAQ, podemos calcular la AF total llevada a cabo por cada
participante en MET-min/semana (151).
4.3.3.4 Valoracion de otros datos de salud

Para evaluar o cuantificar otros aspectos que pueden ser relevantes para la salud de
los participantes, el estudio NHANES cuenta con una amplia bateria de cuestionarios. Entre

ellos encontramos uno de condiciones médicas, en el que se pregunta a los participantes
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sobre la prevalencia de diferentes enfermedades como el asma, anemia, artritis, cancer,
gota, diferentes eventos cardiacos ... y también sobre las consecuencias que hayan podido
tener estas enfermedades en el pasado y también actualmente (episodios agudos, visitas o
ingresos hospitalarios, tratamientos...).

Entre los cuestionarios utilizados en varias oleadas del estudio, también se incluye
el Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9), que fue creado y ha sido ampliamente utilizado
para evaluar la depresion (152). Este cuestionario cuenta con nueve items que evaluan los
sintomas de depresion de las dos tltimas semanas (anexo 6). El resultado del test varia entre
0y 27 puntos, ya que cada una de las nueve preguntas puede ser respondida desde O (para
nada), hasta 3 (casi todos los dias). Los resultados de >10 puntos representan la presencia
clinica de sintomas de depresion (153). Este es un punto de corte utilizado habitualmente,
y que se ha demostrado que maximiza la combinacion de sensibilidad y especificidad (154).

Por ultimo, cabe destacar que también se incluyen otros cuestionarios sobre
diferentes habitos de vida como son el consumo de alcohol (anexo 7) o de tabaco (anexo

8).

4.3 4 Registros de mortalidad asociados

Aunque el estudio NHANES es de carécter transversal, existen datos de mortalidad
de uso publico de la base de datos National Death Index (NDI) vinculados a los
participantes del estudio NHANES que participaron entre las oleadas de 1999 —2014. Estos
datos han sido vinculados por el NCHS, y proporcionan informacién sobre la mortalidad
de los participantes desde su fecha de inicio en el estudio NHANES hasta el 31 de

diciembre de 2015. En estos datos se registran tanto las defunciones como las causas.
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4 4 Analisis estadisticos

Dado que algunos de los analisis estadisticos utilizados en los diferentes articulos
que componen la presente Tesis Doctoral son comunes, se ha decidido optar por describir
los diferentes analisis utilizados en un mismo apartado. No obstante, algunos de los
métodos descritos a continuacion solo se han utilizado en uno de los articulos, por ello,
para conocer en mayor detalle los analisis estadisticos llevados a cabo en cada estudio, los
mismos se pueden consultar en la siguiente seccion de Resultados y discusion.

Merecen especial mencion los articulos III 'y IV, dado que para llevar a cabo todos
los analisis estadisticos se tuvo en cuenta el disefio complejo de la seleccion de la muestra,
por lo que dichos analisis se realizaron considerando e incorporando las variables de
estratificacion y los pesos combinados apropiados proporcionados por NHANES (144).

En la mayoria de las ocasiones el software utilizado para llevar a cabo los diferentes
andlisis estadisticos fue el Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (v.24.0 IBM
Corp., Armonk, NY, USA), aunque para realizar algunos andlisis o procesos concretos
también se utiliz6 el lenguaje de programacion estadistica R (v. 344 y v. 404, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) utilizando diferentes paquetes. El

nivel de significacion estadistica para todos los test se fij6 en p< 0,05.

4.4.1 Andlisis descriptivos

En los cuatro articulos originales que componen la presente Tesis Doctoral se han
llevado a cabo en primer lugar analisis estadisticos descriptivos de las principales variables
utilizadas en cada caso. Los analisis descriptivos se han llevado a cabo para toda la muestra,
y para diferentes subgrupos creados en cada caso en funcion de diferentes variables de

interés. Las variables continuas se han presentado a través de su media y desviacion
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estandar (SD), o a través de su media y error estandar (SE), las variables categoricas se han
presentado a través de su porcentaje y numero de participantes (n).
A su vez, se estudid la normalidad en la distribucion de las variables continuas

mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

4 4.2 Diferencias entre grupos

Se estudiaron las diferencias entre los diferentes grupos creados a través de test para
muestras independientes (test t de Student) cuando se trataba de dos grupos, o a través de
test de andlisis de las varianzas (ANOV A) con ajuste de Bonferroni para las pruebas post-
hoc cuando se trataba de més de dos grupos.

En el caso de las variables categéricas, se estudio la diferencia en la distribucion

entre grupos a través de tablas de contingencia aplicando el test Chi-cuadrado.

44 .3 Andlisis de regresion

En los cuatro estudios se utilizaron modelos de regresion logistica binaria con el
objetivo de utilizar los coeficientes para calcular el Odds Ratio (OR) para cada situacion
determinada, (principalmente presencia o ausencia de determinada enfermedad o
condicion), en funcion de la variable de exposicion seleccionada. En cada caso se introdujo

un ajuste en el andlisis en base a las potenciales variables de confusién identificadas.

444 Andlisis de mortalidad

En uno de los estudios (articulo IV) se utilizaron modelos de regresion de riesgos
proporcionales de Cox para calcular las razones de riesgo de muerte en cada grupo de
interés. Al igual que en los anteriores modelos de regresion, en cada caso se introdujo un
ajuste en el andlisis en base a las potenciales variables de confusion identificadas. También
se utilizaron curvas de supervivencia ajustadas para ilustrar la supervivencia libre de
eventos de los diferentes grupos o patrones creados. Con el objetivo de minimizar el sesgo

de causalidad inversa, se excluyeron las muertes sucedidas dentro del primer afio de
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seguimiento. A través del estudio del paralelismo de los graficos log-log supervivencia y a
través de la correlacion del tiempo de seguimiento y los residuos de Schoenfeld se
comprobd la ausencia de violacion de los supuestos de riesgos proporcionales de los

modelos creados.

4.4.5 Imputacion de datos y andlisis de sensibilidad

En uno de los estudios, antes de realizar los andlisis, después de considerar la
naturaleza aleatoria de los datos faltantes, y después de comprobar que la cantidad de datos
faltantes era inferior al 20% por cada variable de las que presentaban datos faltantes, se
decidi6 imputar los datos de los casos con alguna variable faltante para no perder potencia
estadistica. Para ello se utiliz6 la estimacion de valores por maxima verosimilitud a través
del algoritmo EM (Estimacion y Maximizacion). La seleccion de las variables utilizadas
para imputar los datos faltantes se basé en la importancia y relacion con la variable a
imputar, y en el cdlculo de coeficientes de correlacion de Pearson para evaluar la relacion
entre las variables. Después de realizar los diferentes analisis pertinentes con todos los
datos (incluyendo los casos con valores imputados), se decidi6 comprobar la robustez de
los resultados obtenidos realizando los mismos andlisis tan solo con los casos completos

(no incluyendo casos con valores imputados).
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5. Resultados y discusion [Results and discussion]

5.1 Articulo 1
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Abstract: Physical activity (PA) reduces the risk of cognitive decline (CD) in the general population.
However, little is known about whether the presence of the apolipoprotein E epsilon 4 allele (APOE e4)
could modify this beneficial effect. The aim of this systematic review was to analyze and synthetize
the scientific evidence related to PA levels and CD risk in cognitively healthy APOE e4 carriers.
Four electronic databases were analyzed. Only original articles with longitudinal study design were
selected to analyze the relationship between PA and CD in APOE e4 carriers. Five studies were
included in the systematic review. All studies except one stated that PA is a protective factor against
CD in APOE e4 carriers. Moreover, partial support was found for the hypothesis that a greater
amount and intensity of PA are more beneficial in CD prevention. The results support the idea that
PA is a protective factor against CD in APOE e4 carriers. Nevertheless, it would be necessary to carry
out further studies that would allow these findings to be contrasted.

Keywords: exercise; APOE e4; Cognitive Dysfunction; mild cognitive impairment

1. Introduction

Cognitive decline (CD) in older adults is an ever-growing problem because the number
of older adults is increasing [1] and because longer life increases the likelihood of loss of
memory and decline in the performance of cognitive tasks [2,3]. Cognitive performance
is considered an important aspect of healthy aging [4]. There is an increasing interest in
this subject, which is now a priority in public health [5], and the European Innovation
Partnership on Active and Health Aging [6], has also recognized its relevance. Therefore,
the prevention of CD should be an area of increasing interest for research in public health.

Mild cognitive impairment (MCI) is one construct of CD that has received considerable
attention in the literature, mainly because it has been widely sustained that MCI progresses
to dementia, Alzheimer’s disease in particular, in a high proportion of individuals [7], and
also because of its high prevalence, even in the community. Several studies have suggested
the idea that CD, which includes MCI, may be considered a health index because both
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have been associated with an increased mortality rate in the general population [8-10].
Moreover, it has been shown that CD is associated with disability in the general population,
even after controlling for dementia [11]. Consequently, the prevention of CD should be a
subject of particular attention.

A multitude of risk factors of different typology have been associated with CD [2,12,13];
age is the most important one [3], although cardiovascular diseases are also risk fac-
tors [2,12,14]. Other characteristics such as low educational level [12], depression and
anxiety [10,15,16], vitamin B12 or D deficiency [12] as well as certain lifestyles that include
smoking and physical inactivity [14] may also play a role in CD.

Among the previously documented risk factors of CD, a major genetic risk factor
is the presence of the apolipoprotein E epsilon 4 allele (APOE e4) [2,17]. The human
apolipoprotein E gene is polymorphic, presenting three alleles: epsilon 3 (e3), epsilon
2 (e2) and epsilon 4 (e4). The e3 variant is the most frequent allele (~77% in the gen-
eral population), while e2 and e4 are less common, with occurrence rates of 7.8% and
15.1%, respectively [18]. APOE e4 presence is associated with several risk factors and
diseases [19-22], including faster CD [2,23]. Homozygotes have the highest risk, followed
by heterozygotes, implying that the effect of APOE e4 on CD is dose-dependent [17,24].
The underlying mechanisms by which APOE e4 is associated with early CD suggest that
APOE e4 is deficient in beta-amyloid clearance and accelerates beta-amyloid deposition
to form amyloid plaques in the brain [20]. The toxic amyloid plaques injure synapses and
ultimately cause neurodegeneration and CD [25].

On the other hand, protective factors of CD have also been reported [12,14,26], includ-
ing intellectual activity and lifestyles aspects such as social interaction and physical activity
(PA) [27,28]. PA may act on several risk factors related to CD, and a relationship between PA
and neurogenesis, plasticity and higher white matter volume has been shown [29-31]. Sev-
eral studies demonstrate how cardiovascular diseases and their risk factors are associated
with CD and lower performance in multiple cognitive domains [32,33]. However, PA is
beneficial in the prevention of cardiovascular diseases and their risk factors [34-36], as well
as other known risk factors for CD such as depression or anxiety [35,37]. Therefore, PA may
indirectly prevent CD by counteracting the CD risk factors. It has also been reported that
PA is beneficial for the prevention of MCI and CD in the general population [12,29,31,38,39].
Recent meta-analyses also suggest that PA reduces the risk of suffering CD [27,40]; how-
ever, none of the studies reviewed were differentiated according to the genotyping of the
participants based on the presence of APOE e4. This is a source of concern, since perhaps
the effect of PA in subjects with high genetic risk of CD, APOE e4 carriers, is different from
the effect that PA has in subjects without genetic risk, APOE e4 non-carriers. In order to
create useful strategies for the prevention of severe neurodegenerative diseases, it is crucial
to investigate the role that PA may have against neurodegeneration in these subjects with
increased genetic risk.

Some studies have analyzed to what extent the amount and intensity of PA influence
its potential beneficial effect for the prevention of CD in the general population. Several
studies have suggested that higher levels of PA (exercise engaged in >3 days/week at
intensity greater than walking) or vigorous intensity PA is more beneficial [41-44], but
discrepant results have also been reported [40], and the question is not settled.

On the basis of the previous reports, the main aim of this systematic review was
to analyze and synthetize the scientific evidence related to PA levels and CD risk in
cognitively healthy APOE e4 subjects (without previous CD) and to review the literature
that investigates whether the effect of PA in these subjects is directly associated with
amount and intensity.

2. Materials and Methods

This work used the model of preferred reporting items for a systematic review and
meta-analysis (PRISMA) [45] to ensure accuracy and comprehensiveness. A review protocol
was written prior to reviewing the literature.
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As all analyses were based on publicly available summary statistics, no ethical ap-
proval from an institutional review board or informed patient consent was required.

Four electronic databases were analyzed systematically using different keywords and
Boolean operators. The databases analyzed were PubMed, SportDiscus, Cochrane Library
and Web of Science (WOS). The strategy included searching by index terms (MeSH) and
by free text. The search by index terms used in PubMed was: “Exercise” [Mesh] AND
“Cognitive Dysfunction” [Mesh] AND “Apolipoprotein E4” [Mesh]. The search by free text
used in PubMed, SportDiscus, Cochrane Library and WOS was: (“Physical Activity” OR
“Exercise”) AND (“Memory impairment” OR “Age-associated memory impairment” OR
“Late-life forgetfulness” OR “age-related cognitive decline” OR “Mild Cognitive Impair-
ment” OR “Cognitive Decline” OR “Cognitive Dysfunction”) AND (“Apolipoprotein E4”
OR “Apoe4” OR “Apo E4” OR “Apoe 4” OR “Apoe epsilon 4” OR “Apolipoprotein E-4”
OR “Apo E-4” OR “Apo E 4” OR “Apolipoprotein E epsilon4”).

For the present systematic review, only original articles published up to 13 April 2021
were analyzed, excluding all types of symposium reports, letters to the editor, conference
abstracts, books, opinions of experts and reviews of any kind. The inclusion criteria used
were that the studies covered the theme of the present review (relationship between the
risk of CD (which includes cases of MCI), and PA in participants genotyped with e4 allele),
were longitudinal studies, used humans as participants, were published in English and
that the sample used was composed of people without brain injuries or diagnosed mental
disorders at baseline.

Studies were excluded if they did not provide information on how the cognitive
function or the PA was evaluated, if the PA was evaluated jointly with the rest of the
activities carried out in the free time (including sedentary leisure activities) or if they were
related to dementia and not specifically to CD. Papers that did not specifically assess the
impact of PA on CD in APOE e4 and those related to animal experimentation were all
excluded.

Applying these criteria and using the search strategy described, the process of article
selection is illustrated in Figure 1.

Two reviewers (J.L.P-L. and A.G.A.) carried out the selection process independently
based on the criteria previously established. Any discrepancies were resolved by consensus,
and in some cases, a third reviewer (J.A.C.) was consulted to resolve disagreements. Starting
from the initial search after applying the search criteria and strategies, the articles were first
selected based on the title and abstract, identifying key and thematic keywords related or
unrelated to our aim, then those duplicated articles were eliminated, and the last screening
was performed after a complete and exhaustive reading of the full text, selecting the papers
to be included in our systematic review. Finally, after the article selection process, the
bibliography of the articles was reviewed in order to identify articles that could meet our
inclusion criteria.

Data from the studies, such as the longitudinal follow-up time, the population sample
used and its characteristics (average age of the participants in the baseline, sex and geno-
type), the cognitive function and PA evaluation method, the covariates (confounders) used
in the studies, the study design and the main results, were extracted based on a second
reading of the full text of the articles included in the systematic review. Moreover, the
results of the included studies were grouped according to whether they compared the
risk for CD among different PA levels only in e4 carriers or in e4 carriers vs. non-carriers.
Participants of the studies were considered APOE e4 carriers if they carried at least one
e4 allele.
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Literature search using
PubMed, SportDiscus,

Cochrane Library and WOS
n =464
L J
Excluded based on title
and abstract
4 n=411

Selected based on title
and abstract
n=>53

Duplicates
P excluded
\ 4 n=11

Full papers screened
n=42

Excluded based on full
text (not directly
related with topic)

n =37

Papers included in the
Systematic Review
n=>5

Figure 1. Flow diagram of search strategy in databases (PubMed, SportDiscus, Cochrane Library and Web of Science). Note:
WOS—Web of Science.

Quality assessment was performed using the Newcastle-Ottawa Scale (NOS) for
cohort studies [46] and the PEDro scale for randomized controlled trials [47]. The NOS
for cohort studies uses a “star” rating system to judge quality based on three aspects of
the study: (a) selection of participants, (b) comparability of study groups and (c) out-
come of interest. The maximum number of stars a study may receive in each of these
three categories is 4, 2 and 3, respectively. The highest rating a study can receive is 9
stars. A detailed description of the NOS criteria for assessing quality can be found in the
Supplementary Materials.

The PEDro scale consists of 11 criteria that assess the methodological quality of the
experimental studies based on three aspects: internal validity (criteria 2-9), interpretability
(criteria 10-11) and external validity or applicability (criterion 1).

In the NOS, we assigned scores of 0-3, 4-6 and 7-9 to indicate low, moderate and
high-quality studies, respectively, and, in the PEDro scale, we assigned scores of 0—4, 5-8,
and 9-11 to indicate low, moderate and high-quality studies, respectively.
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3. Results
3.1. Study Selection

As shown in Figure 1, the initial electronic database search yielded 464 hits in total.
A total of 411 articles were excluded following screening titles and abstracts, 11 articles
were removed for duplicates and 37 articles were excluded following screening of full texts.
A total of five articles from the electronic search met the inclusion criteria, and, after the
manual search, no articles were added.

3.2. Description of Included Studies

There are several differences in the design and the methodology of the different
included studies. Four of them have a prospective cohort design [48-51], and the other is a
randomized controlled trial [52]. Between-study differences were observed in the methods
to assess the exposure and outcome. Moreover, the range of follow-up time among the
studies is quite broad, from 18 months [51] to 10 years [52].

Several studies were carried out on Americans [48,50,52], one on Mexican-Americans [50]
and another on American populations of Indian, African, Asian and Hispanic descent [52].
In the latter study, it should be noted that all the participants in the baseline had type II
diabetes and overweight or obesity [52]. Another study was conducted on Caucasians [51],
and the last one was carried out on Asians [49].

Regarding all the participants of the studies that compared the risk for CD among
different PA levels in e4 carriers vs. non-carriers (Table 1), a total of 7148 participants
were included, and 1425 of them were APOE e4 carriers, 5043 were non-carriers and the
remaining 680 were reported as having a missing or unknown genotype (nine study partic-
ipants from one article [48], and 671 study participants from another [52]). Moreover, the
population sample of the studies ranged from 78 participants [51] to 3802 participants [52].

Taking into account all the participants of the studies that compared the risk for
CD among different PA levels in e4 carriers (Table 2), a total of 792 participants were
included, but the samples of the studies also varied between 26 participants [51] and
474 participants [48].

3.3. Assessment of Main Variables

To assess PA, different types of questionnaires were used. Two of the studies used
questionnaires created ad hoc that were not validated [49,50], while the others used vali-
dated questionnaires such as the Minnesota Leisure Time Physical Activity Questionnaire
and the 1985 National Health Interview Survey [48], Paffenbarger Physical Activity Ques-
tionnaire [52] or the Stanford Brief Activity Survey [51].

To assess cognitive function, all the studies used specific tests or questionnaires, and
although there is considerable diversity, in all the studies except one [48], the Mini-Mental
State Examination (MMSE) [49,51], or its modified version, the Modified Mini-Mental State
Examination (3MSE) [50,52], were used, both of which are employed worldwide [53].

Tables 1 and 2 show the questionnaire used in each of the studies to assess PA, cognitive
function and the criteria for establishing CD or MCI based on the cognitive assessment
tests used throughout the follow-up. Three of the included studies used MMSE or 3MSE
cutoff points to define CD [49,50,52], another used Petersen’s criteria for MCI [48] and the
remaining study used cutoff points in at least one of the principal outcome indices (DRS-2
and RAVLT) [51]. Tables 1 and 2 display the different criteria used in each study to classify
the participants among the different PA levels.

3.4. Risk of Bias Assessment

There was a heterogeneous quality in the methodology of the included studies, since
two had high quality [48,50], and the others had moderate quality [49,51,52] (Table 3).
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Table 3. Newcastle-Ottawa and PEDro Quality Assessment of the studies included in the systematic review.

Quality Assessment of Cohort Studies with NOS

Study Selection Comparability Outcome

NOS QS
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Krell, J. et al. * * * * * * * 7
Niti, M. et al. * * * * * * 6
Shih, I. et al. * * * * * * * * 8
Woodard, J.L. et al. * * * * * 5

Quality Assessment of RCT Studies with PEDro Scale

Study
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Pg%r"

Espeland, M. et al. * * * * * * . 7
Abbreviations: NOS = Newcastle-Ottawa Scale; QS = Quality Score; RCT = Randomized Controlled Trial; * = One point.

3.5. Risk of CD among Different PA Levels

Two tables summarize the results of the included studies. Table 1 compares the studies
that analyze the risk in APOE e4 carriers vs. non-carriers in relation to PA levels, and
Table 2 compares the studies that analyze the risk between carriers with different PA levels.

Regarding the results provided in Table 1, Shih et al. stated that those carrying APOE
e4 who accomplished more than 35 MET-hours/week had a 2.20-fold increased hazard
ratio (HR) (95%CI: 1.29, 3.74, p < 0.05), and those carrying APOE e4 who performed less
than 35 MET-hours/week had a 3.44-fold increased HR (95%CI: 1.85, 6.39, p < 0.05) of
developing cognitive impairment compared to persons who were not APOE e4 carriers
and who performed more than 35 MET-hours/week [50]. Krell-Roesch et al. stratified their
results based on the intensity of PA (light, moderate and vigorous) and also based on the
moment in life when PA was performed (midlife or late life). Based on this stratification,
no differences in MCI risk were found for light and vigorous PA performed in midlife
or late life between APOE e4 carriers and non-carriers (Table 1). Nevertheless, when
compared to APOE e4 non-carriers who did not perform moderate PA in midlife, APOE
e4 carriers who did not perform moderate PA in midlife had a 2.07-fold increased HR
for MCI (95%CI: 1.32, 3.26, p < 0.05), while APOE e4 carriers who performed moderate
PA in midlife had a 1.53-fold increased HR for MCI (95%CI: 1.10, 2.15, p < 0.05). When
compared to APOE e4 non-carriers who did not perform moderate PA in late life, APOE
e4 carriers who did not perform moderate PA in late life had a 1.89-fold increased HR for
MCI (95%CI: 1.37, 2.61, p < 0.05), and those APOE e4 carriers who performed moderate PA
in late life had a 1.43-fold increased HR for MCI (95%CI: 1.05, 2.95, p < 0.05) [48]. Woodard
et al. revealed that the predicted probability of CD for APOE e4 carriers who reported low
levels of PA (<2 days/week of low intensity) was significantly higher (p = 0.006) compared
to APOE e4 non-carriers who reported low or high levels of PA (<2 days/week of low
intensity, or >3 days/week of moderate to heavy intensity, respectively) [51]. The article
by Woodard et al. also shows that the predicted probability of CD for APOE e4 carriers who
reported high levels of PA was not statistically different from that for APOE e4 non-carriers
who reported low or high levels of PA (p > 0.05) [51]. Espeland et al. found that APOE
e4 carriers who were involved in the PA intervention group had reduced odds for CD
(OR =0.84, 95%CI: 0.52, 1.36, p > 0.05) as compared with non-carriers belonging to the
control group [52].

Referring to the results provided in Table 2 that compare the risk of CD among APOE
e4 carriers who showed different PA levels, Woodard et al. revealed that the predicted
probability of CD for APOE e4 carriers who reported low levels of PA (<2 days/week
of low intensity) was significantly higher (p = 0.006) compared to carriers who reported
high levels of PA (>3 days/week of moderate to heavy intensity) [51]. Krell-Roesch et al.
stratified their results based on the intensity of the PA (light, moderate and vigorous) and
also based on the moment in life when PA was performed (never, only in midlife, only
in late life, or always in midlife and late life). Based on this stratification, no significant
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differences for suffering MCI were found among carriers who performed or who did
not perform light or moderate PA in different moments of their lifespan; however, those
carriers who had performed vigorous intensity activity in midlife and late life (always) had
lower risk of developing MCI in comparison with those who never performed vigorous
PA: HR = 0.46 (95%CI: 0.22, 0.95, p < 0.05) [48]. Niti et al. reported that participants who
performed at least one PA had 0.34 odds for CD (95%CI: 0.17, 0.68, p < 0.05) compared with
participants who did not perform any PA [49].

4. Discussion

In relation to the aims of this systematic review, the results support the notion that PA
is a protective factor against CD in APOE e4 carriers independently of the methodology
used to assess the PA or the criteria to establish CD and PA levels, since this is confirmed
by four of the five studies included in this systematic review. It is remarkable in this first
review of previous reports in the literature that PA was effective in preventing CD in
high-risk individuals such as APOE e4 carriers. However, there are several issues related to
the methodology of included studies that must be taken into account in the interpretation
of the results.

As can be seen in Tables 1 and 2, all the studies except one [51] showed results adjusted
by different confounders, the most common being age and educational level. However,
only two studies carried out a follow-up period >5 years [50,52]. Moreover, the short period
of follow-up in some cases, the >20% loss of participants, the self-reported PA and the fact
that the results were not adjusted by important confounders such as age, educational level
or cardiovascular risk factors could affect the results.

The methodology used to assess PA in the studies had some weaknesses, as the
researchers used questionnaires, which are based on self-reported PA and, therefore, may
over- or underestimate participants’ PA. Some advantages of this type of questionnaire in
studies such as those included in the present review are apparent, such as their simplicity,
low cost, and ease of administration in large samples in a short period of time [54]. There
is wide recognition that the choice of method may be a trade-off between accuracy level
and feasibility [55], but when the aim is establishing a dose-response relationship, the use
of motion sensors such as accelerometers would be important, although their use in large
population studies is less feasible and they are not 100% accurate [54,56,57].

In addition, as can be seen in Tables 1 and 2, the use of different questionnaires to assess
PA among studies, and the use of different cutoff points to define the different PA levels,
make it difficult to compare among studies. Moreover, the heterogeneity in the method
to assess cognitive function and in the definition and criteria used for establishing CD or
MCT also complicates the comparison among studies. Nevertheless, the comparability of
studies is supported to some extent because these criteria are commonly used in clinical
practice to confirm the presence of CD.

Furthermore, most of the included studies only specified if the participants were
APOQOE e4 carriers, and therefore cases, or were APOE ¢4 non-carriers, and therefore controls,
but did not specify whether there were any APOE e2 carriers in control groups. This could
be of interest, because, as evidence suggests, APOE e2 has been associated with a reduced
CD risk [58].

Despite these circumstances, all the included studies except one [52] support the
idea that PA is a beneficial factor in terms of CD. The absence of significant differences
in this