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3. Objeto y alcance

Las enfermedades crénicas constituyen uno de los desafios mas dificiles que enfrenta el sistema de
salud mexicano, debido a su aumento exponencial en los ultimos afos, provocando morbilidad y
mortalidad en la creciente poblacion de personas adultas mayores. Entre las enfermedades crénicas
destaca el deterioro cognitivo que conlleva a las enfermedades neurodegenerativas y demencias.
Uno de los principales factores de riesgo para desarrollar enfermedades crénicas es la obesidad,
misma que ha ido aumentando en la poblacién femenina de personas adultas mayores.

En México, a la fecha se han realizado una gran cantidad de programas e intervenciones que han
tenido poco éxito en contrarrestar o evitar este problema, principalmente porque existen pocos
estudios que lo analicen de manera integral, ademas de que los estudios e intervenciones dirigidas
a mujeres adultas mayores son muy escasos. Por lo que el objetivo de este estudio fue encontrar un
conjunto de biomarcadores séricos que pudieran usarse como un predictor diagnostico de posible
deterioro cognitivo asociado a la obesidad en mujeres adultas mayores con obesidad.

En 2019 se llevo a cabo el Estudio FraDySMex (Fragilidad, Dinapenia y Sarcopenia en Adultos
Mexicanos) por parte del Instituto Nacional de Geriatria (INGER) en la Ciudad de México. De esas
muestras, se seleccionaron 80 mujeres que presentaron obesidad y 80 mujeres controles. Se
evaluaron las citocinas sércas IL-6, TNF-alfa, IL-10 y adiponectina, y el factor PPARy para determinar
in perfil inflamatorio; se evalud el perfil redox mediante el cociente GSH/GSSG y la carbonilacién de
proteinas. Se determinaron los biomarcadores séricos de dafio cerebral y neurodegeneracion GFAP

y S100B, y el factor neurotréfico BDNF. Se realizé un analisis mutlivariado de componentes



principales en donde se observd que las mujeres estudiadas se distribuyen en dos poblaciones
completamente separadas, las mujeres con obesidad y sin obesidad, sugiriendo que tienen variables
y patrones distintos. Las variables mas robustas encontradas que se proponen como posibles
marcadores asociados a la edad y obesidad para predecir un potencial riesgo de deterioro cognitivo
son, la disminucién en los niveles de GSH, adiponectina y PPARy; aunados a un incremento en los
niveles de GSSG, IL-6 y S100B.

Una de las limitantes de este estudio fue el bajo nUmero de mujeres estudiadas (solo 80 por grupo),
por lo que para corroborar estos marcadores habria que estudiar a una poblacion mayor. En marzo
de este afio, 2024, se iniciara una nueva version del estudio FraDySMex, y tendremos acceso a las
muestras y datos. De conseguir financiamiento, pretendemos acotar el estudio para centrarnos
especificamente en mujeres adultas mayores de 60 afios con obesidad y deterioro cognitivo, pero

evaluando los marcadores aqui propuestos un nimero mayor de mujeres.

4. Abstract

Chronic diseases, among which cognitive impairment and dementias stand out, constitute one of
the most difficult challenges facing the Mexican health system, due to the increase in the number
of elderly people. One of the main risk factors for developing chronic diseases is obesity, which is
increasing in the elderly female population. Hence, the aim of this study was to find a set of serum
biomarkers that could be used as a diagnostic predictor of possible obesity-associated cognitive
impairment in obese elderly women. Based on the FraDySMex (Fragility, Dynapenia and
Sarcopenia in Mexican Adults) Study of the National Institute of Geriatrics (INGER) of Mexico, 80
women with obesity and 80 controls were selected. Serum cytokines IL-6, TNF-alpha, IL-10 and
adiponectin and the factor PPARy were evaluated to determine the inflammatory profile; the redox
profile was evaluated by GSH/GSSG ratio and protein carbonylation. The serum biomarkers of
brain damage and neurodegeneration GFAP and S100B and the neurotrophic factor BDNF were
also determined. A mutlivariate principal component analysis was performed and it showed that
the women studied are distributed in two separate and clear populations obese and non-obese,
and that these populations have different characteristics. The most robust variables found as
proposed markers are the decrease in GSH, adiponectin and PPARYy, together with the increase
in GSSG, IL-6 and S100B. One of the limitations of this study was the low number of women

studied, so these markers should be corroborated with larger and more limited populations.

5. Introduccion y antecedente

Las enfermedades crénico-degenerativas (ECD) constituyen uno de los desafios mas dificiles que

enfrentan los sistemas de salud en la mayoria de los paises del mundo, debido a su aumento



exponencial en los ultimos afos, provocando morbilidad y mortalidad en la creciente poblacién de
personas adultas mayores (1)

El aumento de la longevidad trae consigo muchos beneficios, sin embargo, no se pueden dejar de
lado ciertas dificultades que no deben ser desatendidas, como la pérdida de las capacidades fisicas
y mentales, la disminucién de la autonomia de las personas, el deterioro de los roles familiares y
sociales, la pérdida de la capacidad econdmica y el riesgo para la salud con consecuencias
incurables y progresivas (2,3). De ahi que exista una brecha entre la esperanza de vida y la
esperanza de vida-saludable, lo que significa que durante los ultimos 10 afos de vida muchas
personas sufren de ECD, cuyo tratamiento tiene un alto costo, tanto para el estado como para las
familias. Actualmente, alrededor del 9.7% de la poblacién mundial son personas adultas mayores, y
se espera que esta poblacion se duplique para el 2050, por lo que encontrar formas de prevenir
dichas enfermedades y el deterioro asociado a ellas es imperativo.

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar ECD se encuentra la obesidad, la cual se
definié por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la acumulacion excesiva de grasa que
se vuelve perjudicial para la salud humana y ha sido declarada emergencia sanitaria, ya que en los
ultimos 50 afios la poblacion de adultos con obesidad casi se ha triplicado en todo el mundo, siendo
la mayor prevalencia en mujeres (15%) que en hombres (11%) (4). México ocupa el segundo lugar
en obesidad mundial y, de acuerdo la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2018) (5),
el 39.1% de personas adultas mayores de 20 afos tienen sobrepeso y el 36.1% obesidad (75.2%).
La obesidad afecta a toda la poblacion; sin embargo, la prevalencia en mujeres fue del 40.2% y de
30.5% para hombres (5).

El exceso de grasa ingerido en la dieta se acumula en el tejido adiposo, en particular en las células
conocidas como adipocitos. Al aumentar su tamafo, debido al excedente de grasa, los adipocitos
incrementan su capacidad para producir y secretar moléculas inflamatorias conocidas como
citoquinas y quimiocinas. Las personas obesas y con sobrepeso tienen niveles séricos alterados con
aumento en diversas citoquinas inflamatorias, entre las que destacan el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6). La obesidad también hace que disminuyan las citoquinas
antiinflamatorias como la interleucina 10 (IL-10) y la adiponectina, esta ultima es una adipocina que
se relaciona con el metabolismo de los lipidos y su disminucion se ha asociado con mayor riesgo a
enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico (6). Entre las moléculas relacionadas con los
mecanismos moleculares en la inflamacién inducida por la obesidad, se ha propuesto la participacion
de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), en particular el tipo gamma
(PPARY), ya que es un factor de transcripcion relacionado con el metabolismo de los lipidos y
azucares, que también regula la respuesta inflamatoria disminuyendo la sintesis de mediadores
proinflamatorios y aumentando la expresidon de genes antioxidantes (7,8). Ademas, PPARYy eleva los

niveles sanguineos de adiponectina, que como se menciono antes, estan disminuidos en personas
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con obesidad y pacientes diabéticos, mejorando el metabolismo de lipidos y glucosa (9).
Conjuntando lo anterior, actualmente se acepta que la obesidad genera un estado de inflacién
sistémica crénica de bajo grado; pero ¢,cual es el problema de tener una inflamacién crénica?

En condiciones normales, el sistema inmune activa la respuesta inflamatoria para contender contra
patdégenos o estimulos adversos; una vez que la amenaza o el dafio se eliminan, la inflamacién se
resuelve y el organismo regresa a la homeostasis. Si la inflamacién no se resuelve, las citoquinas
inflamatorias y las moléculas oxidantes pueden dafnar o incluso inducir la muerte en las células de
los tejidos afectados, fomentando la aparicion de diversas enfermedades.

Se sabe que, durante el envejecimiento, el sistema inmune se encuentra alterado y activa respuestas
inflamatorias (produccion de citoquinas y quimiocinas) sin necesidad, y por lo mismo, también sin
resolucién, generando un estado crénico de inflamacién de bajo grado al que se ha denominado
Inflamma-aging (de inglés: inflamacion y envejecimiento). Por lo que durante el envejecimiento
asociado a obesidad hay un doble estimulo inflamatorio que puede conjuntarse para generar dafio
en el organismo (10, 11).

Por si fuera poco, la inflamacién crénica también contribuye al incremento del estrés oxidante, que
es un factor importante en diversas patologias y en el envejecimiento. El estrés oxidante ocurre
cuando hay un desequilibrio entre la produccion de radicales libres (moléculas inestables que pueden
danar las células al reaccionar con el ADN, proteinas y lipidos) y la capacidad de los sistemas
antioxidantes para contrarrestarlos (12), por lo que durante el estrés oxidante se dafan los tejidos y
se altera la homeostasis celular.

Por lo tanto, la obesidad puede generar efectos nocivos en diferentes érganos al incrementar el
riesgo de desarrollar un amplio espectro de condiciones como: diabetes tipo 2, hipertension,
enfermedades cardiacas, accidentes cerebrovasculares, trastornos musculoesqueléticos, problemas
gastrointestinales y respiratorios y muchos tipos de cancer (13,14). La inflamacién crénica también
puede incidir sobre el funcionamiento del sistema nervioso central (SNC) (15), ya que perturba la
barrera hematoencefalica debido a las alteraciones estructurales en la microvasculatura del cerebro
y la disfuncién endotelial, neuroinflamacion e incremento del estrés oxidante (16). En la actualidad,
ya se ha reconocido la existencia de una asociacion entre la obesidad y el deterioro de la funcién
cognitiva, asi como el riesgo de demencias como la enfermedad de Alzheimer (17). El incremento
en la cantidad de personas con sobrepeso y obesidad a nivel mundial, aunado a una poblaciéon que
envejece cada vez mas, muestran que es esencial comprender la fisiopatologia de la obesidad en el
SNC vy, en particular, en aquellas regiones importantes en el aprendizaje y la memoria (18). En
particular en México, la prevalencia de demencias es superior al 7.3%, con mas del 27.3% en
personas adultas mayores. Ademas, este tipo de enfermedades son mas frecuentes en las mujeres
(19), por lo que el problema de deterioro cognitivo asociado a la obesidad parece agravarse en la

poblacién de personas adultas mayores femenina.



De manera que la obesidad y el envejecimiento son factores de riesgo que, pueden favorecer la
neuroinflamacion, propiciando cambios patoldgicos relacionados con el deterioro de las actividades
cognitivas y motoras (20, 21). Las células mas abundantes en el cerebro son los astrocitos, que se
encargan de dar soporte a las neuronas, ademas de proveer los de nutrientes y de moléculas
antioxidantes, entre otras funciones (22). Sin embargo, la exposiciéon a una inflamacién crénica
prolongada se asocia con la pérdida del fenotipo neuroprotector de los astrocitos (22), ya que al
enfrentarse a diversos dafos o neuroinflamacion, los astrocitos se activan en lo que se conoce como
gliosis. La gliosis se caracteriza por un aumento en la expresion de GFAP, una alta taza de
proliferacion y la formacién de una cicatriz glial compacta para la proteccién contra la extravasacion
de células inflamatorias y agentes infecciosos. La gliosis es una reaccion defensiva para promover la
supervivencia neuronal (23), pero si se mantiene, puede volverse crénica y en ese caso, los
astrocitos reactivos también pueden secretar moléculas inflamatorias como citoquinas y quimiocinas,
contribuyendo a la neuroinflamacion (24). Recientemente se ha reportado que los niveles elevados
de la proteina GFAP en suero pueden servir como un potencial biomarcador de eventos
cerebrovasculares, alteraciones neuroinflamatorios y neurodegenerativas (25). Por otro lado, la
S100B es una proteina fijadora de calcio que se encuentra principalmente en los astrocitos y sus
niveles séricos también han sido empezados a usar como biomarcadores de dafio neuronal y
neuroinflamacién (26).

Finalmente, los factores neurotréficos son factores de crecimiento que promueven la supervivencia
y regeneracion de las neuronas, también denominados neurotrofinas. Entre los mas estudiados se
encuentra el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), que tiene papel importante en la
supervivencia, proliferaciéon y maduracion de las neuronas (27). La produccién de citoquinas
proinflamatorias durante la obesidad ha mostrado reducir significativamente la expresién de BDNF

lo cual se ha asociado con disfuncién cognitiva y demencia (28).

En 2019 en la Ciudad de México, se llevo a cabo el Estudio FraDySMex (Fragilidad, Dinapenia y
Sarcopenia en Adultos Mexicanos) por parte del Instituto Nacional de Geriatria (INGER). En este
estudio participaron mujeres y hombres de 50 afios y mas, residentes en tres municipios (de un total
de 16) del sureste de la Ciudad de México (Cuajimalpa, Magdalena Contreras y Alvaro Obregén).
Estas tres zonas concentran el 12.5% del total de personas de 60 afios y mas en la Ciudad de México
y tienen altos niveles de pobreza (Cuajimalpa: 30.1%; Magdalena Contreras: 32.6%; y Alvaro
Obregon: 27.9%). Un equipo multidisciplinario integrado por geriatras, internistas, médicos
generales, enfermeras, fisioterapeutas, nutricionistas y especialistas en rehabilitacién geriatrica,
realizé una serie de evaluaciones objetivas a los participantes. En 2022 se publicaron los resultados
del rendimiento fisico y la calidad de vida relacionada con la salud (CVRS) de una muestra de 624
pacientes, en donde se encontré que el bajo rendimiento fisico se asocia a una menor calidad de

vida en las personas mayores. Sin embargo, ademas de esas pruebas también se evaluaron los



datos sociodemograficos, comorbilidad, estado cognitivo, sintomas depresivos, ansiedad, fragilidad

y dependencia funcional (29).

6. Objetivo

La obesidad es un proceso que genera de inflamacion y estrés oxidante en el cerebro, lo que se ha
asociado con la pérdida cognitiva durante el envejecimiento. Por todo ello es que en este trabajo se
decidio evaluar algunos marcadores séricos del estado inflamatorio como TNF-a, IL-6, IL-10,
adiponectina y PPARy; tres biomarcadores de dafio o proteccion neuronal y de trastornos
neuroinflamatorios y neurodegenerativos: GFAP, S1000B y BDNF; junto con los cambios en el
estado redox mediante el cociente GSH/GSSG vy el dafio oxidante a proteinas, para para encontrar
un perfil bioquimico diferencial en mujeres mayores de 60 afios con obesidad y compararlo con
mujeres sin alteraciones en el peso corporal.

Posteriormente se realizd un analisis estadistico de componentes principales (ACP) empleando los
datos obtenidos en el perfil bioquimico completo con los datos encontrados en las pruebas de
minimental y de Barthel de FraDySMex (deterioro cognitivo y dependencia, respectivamente), asi
como las variables clinicas de IMC, porcentaje de grasa y edad, para encontrar un conjunto de
marcadores que pudieran ser predictores de posible dafo o deterioro cognitivo asociado a la edad y
la obesidad.

7. Materiales y Metodologia
7.1 Poblacion de Estudio
De las muestras del estudio de Fragilidad, Dinapenia y Sarcopenia en México (Estudio FraDySMex-
2019), detallado previamente (11), se seleccionaron 80 mujeres que presentaron obesidad (IMC >
30) y 80 mujeres controles (IMC < 30).

7.2 Determinaciones morfométricas

Se determiné la talla, el peso y con esos valores se determiné el indice de masa corporal (IMC).
Adicionalmente, se determind la composicién corporal mediante densitometria dual de rayos X
(DEXA). La obesidad fue asignada cuando las mujeres presentaron un porcentaje mayor o igual al

40% de grasa corporal total.

7.3 Evaluacién de los niveles de citocinas séricas y marcadores de dafio neuronal.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,500 rpm a 4°C durante 15 min para obtener el suero.
La concentracion de citocinas en suero se determind mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas (ensayo ELISA). Se evaluaron IL-6, TNF-alfa, IL-10, adiponectina, GFAP, S100B y BDNF
siguiendo las instrucciones del proveedor. Todas las soluciones requeridas se prepararon con agua

desionizada de un sistema Milli-RQ (Millipore, MA). Los sueros se incubaron durante 18 horas a 4



°C con PBS-Tween20 (0.05 %) /BSA al 0.5 %, se lavaron tres veces y se incubaron con el anticuerpo
de deteccion correspondiente durante 2 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos de deteccién
unidos se detectaron usando el sistema a-HRP (avidina-HRP/estreptavidina-HRP) usando
TMB/H202 como sustrato. Las lecturas de densidad éptica fueron a 450 nm (Epoch BioTek,
Winooski, VT, Estados Unidos).

7.4 Determinacién de GSH/GSSG para evaluar el estado redox

Las concentraciones de GSH y GSSG se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) siguiendo el protocolo de Hernandez-Alvarez et al (30). Se utilizaron 50 mL de suero
disueltos en 800 pL de bufer de lisis (10% de HCl y 10 mM de acido batofenantrolindisulfénico). La
suspension se centrifugé a 13,500 rpm y a 4 °C durante 5 min. Se recuper6 el sobrenadante y se
inyectd en un equipo de HPLC usando una bomba binaria 1525 (Waters, MA) conectada a una
columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent, CA; 250 x 4:6 mm i.d., tamafio de
particula: 5 ym). La fase movil constoé de de acetonitrilo al 1% y bufer de fosfato monobasico 20 mM
a pH 7.0, a un flujo de 1mL/min. El GSH y GSSG se detectaron en la misma corrida a 210 nm
empleando un detector UV/visible 2489 (Waters, MA). Se cuantificé el area bajo la curva y la
concentracion de los analitos se deteminé usando una curva estandar de GSH y GSSG a 10, 25, 50,
100, 200 y 400 pM.

7.5 Cuantificacién del dafio oxidante a proteinas por carbonilacion

Se cuantifico el dafio generado a las proteinas por carbonilacién (31). Para aislar las proteinas de la
sangre, ésta se centrifugé a 5000 x g durante 15 min a 4° C. Posteriormente se recuperaron los
sobrenadantes en tubos de 1.5 mL. En una placa de 96 pozos se agregaron 20 yL de muestra y se
adicionaron 20 pL de Dinitrofenilhidrazina (DNPH; 10 mM disuelto en HsPO4 0.5 M), y se dejo incubar
la placa en oscuridad durante10 min a temperatura ambiente. Al terminar el tiempo se anadieron 10
pML de NaOH 6 M y se incubaron durante 10 min mas en oscuridad. Finalmente se ley6 la placa a
450 nm en un lector de microplacas H Reader 1 Elisa Reader (HLAB). La concentracién de carbonilos
en las muestras fue determinada multiplicando el valor de la absorbancia a 450 nm por el factor de

extincién (46.1). Se ajusto el valor obtenido con la concentracion de proteinas en cada muestra.

7.6 Obtencion de proteinas para Western blot.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas como se menciond antes para la obtencion del suero
y el posterior aislamiento de proteinas empleando el correspondiente tampdn de lisis (100 yL de
ditiotreitol 1M, 100 pL fenylmetilsulfonil floruro (PMSF) 0.1M, 1 tableta de mini Complete™ (Roche,
USA), 10 mL T-PER™ (Thermo Scientific). El homogenado se centrifugé a 13,500 rpm a 4 °C durante
15 min. Los sobrenadantes fueron reservados y almacenados a -80 °C en un ultracongelador. Antes
de cada experimento, se determiné la concentracién de proteinas por espectrofotometria a 595nm,
utilizando reactivo de Bradford (Bio-Rad, USA).
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7.7 Western blot

Las muestras de proteinas se separaron por SDS-PAGE usando un gel al 12%. Se cargaron 30ug
de proteina por pozo. Se corrieron a 75 mV por 15 minutos y posteriormente a 120 mV por una hora
y media. Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas en membranas de PVDF
(Amersham HybondTM-P). Los sitios inespecificos para la unidon de los anticuerpos fueron
bloqueados con una solucién de leche al 8% y las membranas fueron lavadas con TBS-Tween20™
(Thermo Scientific, USA). Las membranas se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo
primario anti-PPARy 1:1000 (PPAR gamma Monoclonal Antibody (A3409A, Invitrogen) usando (-
actina 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology sc-47778) como control constitutivo. Después se realizaron
lavados y las membranas se incubaron por 90 min a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario correspondiente. Las bandas de proteinas se revelaron mediante los reactivos de

guimioluminiscencia Inmobilon™ Western (Millipore, USA) (32).

7.8 Analisis de componentes principales

Debido al alto nimero de variables se realizé un analisis de componentes principales para reducir la
dimensionalidad del analisis y colapsarlas en tres nuevas variables, o componentes. El andlisis se
realizé tomando en cuenta la matriz de correlaciones entre las variables. La variacion acumulada
explicada por los componentes calculados fue de 88.3% (componente 1 con un valor de Chi?=243.2
y 75.6 grados de libertad; componente 2 con un valor de Chi?=166.2 y 44.7 grados de libertad;
componente 3 con un valor de Chi?=127.2 y 28.1 grados de libertad). Tanto los graficos como el

analisis de componentes principales fueron generados con el software JMP Pro16.

8. Resultados

8.1 Datos morfométricos

Los datos morfométricos se obtuvieron del Estudio FraDySMex (29) seleccionando Unicamente 80
mujeres que cumplieran con los criterios de obesidad senalados por la OMS (IMC >30) y que fueran
mayores de 60 anos. En la figura 1A se muestra que no hubo diferencias en la dispersion de datos
por edad entre las dos poblaciones de estudio, es decir mujeres con obesidad y mujeres con peso
normal. El promedio de edad para las primeras fue de 73.96 + 7.81 afios, mientas que para las
segundas fue de 72.13 + 9.67. Las figuras 1B, 1C y 1D muestran el porcentaje de grasa, el peso
corporal y el IMC (indice de masa corporal), respectivamente para las dos poblaciones, y como era
de esperarse, las mujeres del grupo con obesidad presentan un incremento significativo en todos los
parametros analizados en comparacion a las que no presentan obesidad: % Grasa Corporal
44.02+2.61 vs. 35.48+3.32; IMC 30.32+4.46 vs. 24.19+2.88.
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Fig. 1 Datos morfométricos.

Las figuras se construyeron utilizando los datos del Estudio FraDySMex (29). Cada punto en las poblaciones de
estudio representa una mujer mayor de 60 afios. N = 80 para cada grupo. * p < 0.001, empleando empleado la
Prueba de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se representa la media+ Error estandar

8.2 Relacién entre la obesidad y los estudios cognitivos

Se emplearon los datos del mini-mental (Figura 2A) y los de la escala de dependencia de Barthel
(Figura 2B) del Estudio FraDySMex correspondientes a las mujeres de los grupos antes
mencionados (29) para correlacionar el deterioro cognitivo con la obesidad. Pero como se observa
en las Figuras 2A y 2B, no se encontré una correlacion directa entre la obesidad y el deterioro
cognitivo. Otra aproximacion fue separar los datos segun el nivel de deterioro del estudio mini-mental
(menor de 24 deterioro severo, entre 25-26 deterioro moderado, arriba de 27 sin deterioro). Como
se observa en la Figura 2C, tampoco en este tipo de analisis se vio una asociacion directa entre la
obesidad y el deterioro cognitivo. Esto es importante, puesto que no es posible decir que la obesidad

es el unico factor determinante para el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento.
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Figura 2. Relacién de la obesidad y deterioro cognitivo en las mujeres adultas mayores con y sin
obesidad.

Las figuras se construyeron utilizando los datos del Estudio FraDySMex (29). Cada punto en las poblaciones de
estudio representa una mujer mayor de 60 afios. N = 80 para cada grupo. Se emple6 la Prueba de Mann-
Whitney para muestras no pareadas y no se encontraron diferencias significativas.

8.3 Determinaciéon de las concentraciones séricas de citoquinas y de PPARy en mujeres adultas
mayores con y sin obesidad

La figura 3 muestras las concentraciones de las diferentes citoquinas evaluadas. Se encontré una
disminucion de casi 45% en las mujeres obesas con respecto a las mujeres no obesas (p<0.0001)
en las concentraciones de la adiponectina (Figura 3A). La adipocina es secretada por las células de
la grasa y se relaciona con el metabolismo de los lipidos, por lo que su disminucién se ha asociado
con mayor riesgo a enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico. La IL-6 es una
interleucina que se emplea como marcador sérico de inflamacion y en la Figura 3B se observa que
las concentraciones séricas de IL-6 fueron alrededor de 39 % mayores en las personas con obesidad
(p<0.0001). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de TNF-a, a pesar que esta citoquinas es una de las que se evaluan de manera

clasica para medir la respuesta inflamatoria y muerte celular (Figura 3C); ni tampoco en la IL-10 que
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es un marcador de la respuesta antiinflamatoria del sistema inmune (Figura 3D). Nuestros resultados
muestran una tendencia a la disminucién en el grupo con obesidad, sin embargo, el resultado no

llega a ser significativo (p<0.06).
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Figura 3. Niveles de citoquinas circulantes en el suero de las mujeres adultas con y sin obesidad.
Cada punto en las poblaciones de estudio representa una mujer mayor de 60 afios. N = 80 para cada grupo. *
p < 0.001, empleado la Prueba de Mann-Whitney para muestras no pareadas.

Puesto que PPARy es un regulador muy importante del metabolismo de lipidos, asi como de los
niveles de adiponectina se evalud esta proteina en el suero. Sin embargo, en este caso no se realiz6
una prueba de ELISA sino que fue necesario hacer los Western blots de todas las muestras. En la
figura 4A se presenta un gel representativo con las muestras de 7 mujeres con obesidad y 7 controles
sin obesidad. La Figura 4B presenta los valores de la densitometria realizada tomando en cuanta las
80 muestras de cada poblacion de estudio. Los resultados se normalizaron primero contra el control
interno de carga (GAPDH), que es una proteina que no cambia, y que asegura que el cargado de lo

geles fuera homogéneo. Después se normalizd contra los valores obtenidos para las mujeres con
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obesidad, que se toman como 1 (es decir como el 100%). De manera que los resultados muestran
que las personas sin obesidad presentan valores aproximadamente 35% mas altos de PPARy que

las que son obesas.
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Figura 4. Niveles de PPARYy en el suero de las mujeres adultas con y sin obesidad.

La proteina PPARYy se evalu6 usando la técnica de Western blot descrita en la seccién de metodologia. Cada
barra representa el promedio de la densitometria de los resultados normalizado con el control de carga GPDH
y después contra las personas con obesidad como valor de 1.0

N = 80 para cada grupo. * p < 0.05, empleado la Prueba de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se
representa la mediat Error estandar

8.4 Evaluacién del estado redox

En la Figura 4 se muestran las determinaciones del estado redox de las mujeres con o sin obesidad.
Los resultados muestran que el glutation reducido (GSH) (Figura 4A) no presenta diferencias, pero
si hay un aumento significativo del glutation oxidado (GSSG) (p<0.0001) (Figura 4B). Mismo que se
ve reflejado en el cociente de (GSH/GSSG) (Figura 4C) indicando que hay un mayor dafio por estrés
oxidante en las mujeres con obesidad y un peor estado redox que en las que no son obesas. Los
niveles de carbonilos indican el dafio a proteinas generado por oxidacién, es decir por un estado
redox deficiente y un estado de estrés oxidante. En este caso encontramos un mayor nimero de

proteinas carboniladas en las personas con obesidad (aprox. 46 % mayor) (p<0.0001) (Figura 4D).
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Figura 4. Analsis del Estado Redox de las mujeres adultas mayores con y sin obesidad.

A y B. Niveles de GSH y GSSG circulantes en el suero. C. Evaluacion del estado redox (cociente GSH/GSSG).
D. Niveles de proteinas carboniladas en la sangre de las mujeres adultas mayores con y sin obesidad.

Cada punto en las poblaciones de estudio representa una mujer mayor de 60 afios. N = 80 para cada grupo. *
p < 0.001, empleando la Prueba de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se representa la mediat Error
estandar

8.5 Determinacioén de las concentraciones séricas de marcadores de dafio al SNC en mujeres adultas
mayores con y sin obesidad

Al analizar los marcadores de dafio en el SNC, no se encontraron diferencias significativas en las
dos poblaciones en BDNF, el cual se asocia con una proteccion y supervivencia de las neuronas
(Figura 5A), ni en GFAP (que se asocia con astrogliosis) (Figura 5B). Pero si se encontré un aumento
significativo en el otro marcador de gliosis S100B (p<0.01) (Figura 5C).
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Figura 5. Niveles de biomarcadores asociados a dano en el SNC, circulantes en el suero de las mujeres
adultas mayores con y sin obesidad.

Cada punto en las poblaciones de estudio representa una mujer mayor de 60 afos. N = 80 para cada grupo. *
p < 0.01, empleado la Prueba de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se representa la mediax Error
estandar

8.6 Analisis de Componentes Principales (ACP)

El analisis de componentes principales se realizé para disminuir el nimero de variables y poder
explicar el fenomeno. Para ello se colapsan las variables y se utiliza el niumero minimo de
componentes que en conjunto expliquen al menos el 75% del fenémeno. En el caso de este estudio
fueron tres componentes principales y explican el 88.36 % de fendmeno. Como se observa en los
ejes Xy Y de las Figuras 6A y 6B, el componente 1 explica el 63.9% del fendmeno y el componente
2 explica el 16.3%, por lo que juntos explicarian el 80.2%, lo que estrictamente es suficiente ya que
el minimo es de 75%. Nosotros agregamos un tercer componente que explica el 8.18% danto un
total de 88.3%. Sin embargo, para esta discusion nos enfocaremos Unicamente en el cuadrante
superior que relaciona el componente 1 con el 2, explicando el 80% del fenémeno.

Es importante mencionar que para este tipo de analisis no se emplean variables categdricas, sino
que se meten todas las variables en el programa y se analizan de manera independiente. Para
construir la Figura 6, se metieron todos datos de cada persona dentro del estudio y el programa los
acomodo segun se relacionan con el fendmeno. Las que se relacionan de manera positiva (las que
aumentan) tiene numeros positivos, es decir, estan en la parte superior de la grafica, mientras las
que se asocian de manera negativa estan por debajo y tienen numeros negativos. Una vez que se
genero la gréafica con los puntos que representan a cada persona, se le asignaron colores. En este
caso, se solicito al programa que le asignara el color rosa a las mujeres que tenian obesidad y el lila
a las que no tenian obesidad. Al conjuntar el componente 2 con el 1 (cuadrante superior en la Figura
6A) y al conjuntar el 3 con el 1 (cuadrante inferior izquierdo en la Figura 6A), se observa que los dos
grupos de estudio se acomodan de manera independiente, sefialando que son dos poblaciones

distintas (obesas y no obesas), que tienen caracteristicas comunes entre si, pero separadas de la
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otra. El cuadrante inferior derecho no se discutira por que al conjuntar el componente 3 con el 2 solo
se explican el 24.46% del fendmeno.

La figura 6B muestra los vectores que representan a cada una de las variables. En este caso, ademas
de tener valores positivos 0 negativos, también es importante la longitud de vector y la direccion. Los
que se mueven en la misma direccion estan asociados entre si y entre mayor sea su longitud, existe
una mayor asociacién. La figura 6C es una sobreposicion de las figuras 6A y 6B, que sirve para
visualizar que variables se asocian a la poblacidén obesa y a la no obesa.

En el cuadrante superior se observa que las variables que se asocian positivamente con las mujeres
no obesas fueron aquellas relacionadas con un estado redox preferentemente reducido como los
niveles de GSH (0.37), y moléculas asociadas con un correcto funcionamiento metabdlico como la
adiponectina (0.27) y PPARYy (0.32), asi como la edad (0.41). Mientras que los niveles de TNFaq, a
pesar de estar positivamente asociados con este grupo, el grado de asociacién fue bajo (0.04).

En el caso de las variables asociadas con el grupo de mujeres con obesidad se observé una fuerte
asociacion con los parametros correspondientes con el fenotipo obeso, como valores altos de IMC
(0.43), y alto porcentaje de grasa (0.46), asi como con parametros correspondientes a un estado
redox preferentemente oxidado, como las proteinas carboniladas (0.23) y los niveles de GSSG
(0.25). También se observd una asociaciéon positiva con los niveles de la citocina IL-6 (0.24) y de
S100B (0.52) involucradas en la modulacion de procesos inflamatorios, mientras que el grado de
asociaciéon de los niveles de IL-10, BDNF vy el puntaje de Mini-mental fue bajo (0.04, 0.1 y 0.005,
respectivamente).

En resumen, nuestros datos indican que las variables positivamente asociadas con las pacientes no
obesas estan relacionadas con un estado redox reducido, asi como un correcto funcionamiento
metabdlico, mientras que las pacientes obesas se encuentran positivamente asociadas con las
variables relacionadas con estrés oxidante, procesos inflamatorios y alto contenido de grasa

corporal.
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Figura 6. Analisis de Componentes Principales.
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Cada punto en las poblaciones de estudio representa una mujer mayor de 60 afios. N = 80 para cada grupo.

9. Discusion
Existen varios reportes donde se encontré que el consumo crénico de dietas con alto contenido
caldrico, asi como la obesidad, se han relacionado con una funcién cognitiva reducida en modelos
animales y humanos (33, 34). Resultados recientes de nuestro laboratorio, usando un modelo animal
de ratas hembra Wistar de mediana edad sometidas a una dieta hipercalérica durante toda su vida,
demostraron que la obesidad incrementa la inflamacion, el estrés oxidante y la senescencia celular,
al mismo tiempo que genera un deterioro cognitivo evaluado como la disminucidon en la memoria
declarativa (35). Sin embargo, nuestro analisis de los datos del estudio FraDySMex (25), no
mostraron esa misma tendencia. Una de las posibles explicaciones es que los primeros estudios
mencionado se realizaron con poblaciones controladas de animales o pacientes de edades y
condiciones de obesidad similares, parecidas a lo que observamos nosotros en nuestro estudio con
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa. Sin embargo, es importante entender que las
poblaciones abiertas de personas no se pueden comportar de la misma manera. Por lo que era de
esperarse que en la poblacion en general, no se encontrara una relacion directa entre “solamente”
tener sobrepeso u obesidad con un deterioro cognitivo. Existen una gran cantidad de factores
socioculturales, econémicos, psicolégico, ambientales, etc., que influyen de manera importante en
este proceso. Por ejemplo, se ha reportado que una poblacion de personas con un mayor nivel
educativo, mayor poder adquisitivo, una vida comunitaria enriquecida y un mejor sistema de salud
tienen un envejecimiento mas exitoso que una poblacién que carece de todos estos beneficios (37).
En las personas influyen factores muy diversos que pueden modificar los resultados, de tal manera
que no es posible decir que una persona obesa tiene menos capacidad cognitiva que una delgada.
Este primer resultado pone de manifiesto que no es posible adaptar los datos de los resultados con
animales o con grupos de estudio muy controlados a la poblacion general. En nuestro estudio
empleamos un analisis de componentes principales para analizar una gran cantidad de variables de
manera integrada, para tratar de encontrar algunos biomarcadores que pudieran ser predictores de
dafio asociado al deterioro cognitivo en mujeres mayores de edad con obesidad.
Nuestros resultados del APC muestran que las mujeres estudiadas se distribuyen en dos poblaciones
completamente separadas, es decir, las mujeres con obesidad (puntos rosas) se agrupan en una
nube bien definida y separada de las mujeres sin obesidad (puntos violetas). Esto quiere decir que
se relacionan mas estrechamente con algunas variables que con otras.
Las variables mas robustas que pudieran estudiarse como marcadores asociados a la edad y
obesidad que podrian predecir un riesgo de deterioro cognitivo que se proponen son la disminucion
en los niveles de GSH, adiponectina y PPARYy, aunados a un incremento en los niveles de GSSG,
IL-6 y S100B.
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Una de las limitantes de este estudio fue el bajo numero de mujeres estudiadas (solo 80 por grupo),
por lo que para corroborar estos marcadores habria que estudiar a una poblacién mayor, pero
también mas acotada. En marzo de este afio, 2024, se iniciara una nueva version del estudio
FraDySMex, en el cual tendremos acceso a las muestras y datos. De conseguir financiamiento,
pretendemos acotar el estudio para centrarnos especificamente en mujeres adultas mayores de 60
afios (MAM) con obesidad y deterioro cognitivo, evaluando seis marcadores que hemos identificado
(GSH, GSSG, S100B, adiponectina, PPARYy e IL-6) en cuatro grupos de estudio:

1. MAM sin obesidad ni deterioro cognitivo;

2. MAM sin obesidad y con deterioro cognitivo;
3. MAM con obesidad y sin deterioro cognitivo;
4

MAM con obesidad y con deterioro cognitivo.

Por otra parte, la gran dispersion en los resultados entre las mujeres evaluadas sugiere que el estilo
de vida, la alimentacion y el entorno social pueden influir en el deterioro cognitivo de las MAM. A
nivel molecular esto debe estudiarse atendiendo a la epigenética, que analiza los cambios en la
expresion de genes (sin modificaciones del ADN) relacionadas con factores ambientales. Por lo que
se piensa evaluar los cambios en la metilacion global del ADN, en particular metilacién e hidroxilacién
de las citosinas, lo cual se ha relacionado con un mal prondstico para longevidad y vida saludable
(reloj epigenético). Ademas, ya hemos iniciado una colaboracion con la Dra. Barbara Vizmanos de
la Universidad de Guadalajara en México, para analizar el tipo de dieta y alimentacion en el
fenémeno.

Finalmente, para entender y después poder enfrentar este problema, hay que analizarlo a la luz
de la perspectiva social y de género. Normalmente los estudios moleculares analizan los resultados
de manera cuantitativa usando estadistica, etc. Pero en este caso seria muy enriquecedor
estudiar la parte cualitativa de la vida de las mujeres adultas mayores y entender que eventos
podrian estar llevandolas hacia la obesidad y el deterioro cognitivo. Por lo que sera muy
importante complementar este estudio con trayectorias biograficas personales para comprender
los contextos sociales, las relaciones con el sistema médico, el entorno familiar y psicosocial de
este grupo de personas, lo que permitird entender los resultados obtenidos para poder atacar

este problema de manera integral.
10. Conclusién

Como conclusion puede decirse que se cumplieron los objetivos del proyecto. Se analizaron todas
las variables de manera integrada y se encontré que las mujeres adultas mayores con y sin
obesidad se agrupan de manera independiente segun sus caracteriastcias. Asi mismo se

proponen continuar con la evaluacién a la baja de los biomarcadores GSH, adiponectina y PPARYy,
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junto con GSSG, IL-6 y S100B a la alta, que podrian predecir un riesgo de deterioro cognitivo en

mujeres adultas mayores con obesidad.
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Correlation of serum markers of inflammation,
oxidative stress, and brain alterations with
cognitive impairment in elderly women with
obesity.
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Obesity is known to generate neuroinflammation and oxidative
stress associated with cognitive impairment during aging. One of
the groups most likely to be affected by obesity is adult women
over 60 years of age, since after menopause they tend to increase
body fat. Elderly women are also more likely to acquire dementia,
as well as various mood disorders such as anxiety, depression, and
fear. Hence, our aim was to evaluate the inflammatory state,
oxidative stress, and neuroinflammation in elderly women with
obesity and relate these factors to their cognitive state. For this
purpose, 80 obese women over 60 years old and 80 controls were
selected from a previous study conducted in three Mexico City

municipalities (EzaDySMey. Study). Serum cytokines (IL-6, TNF-
alpha, IL-10, and adiponectin) were evaluated to determine the
inflammatory profile, as well as GSH/GSSG ratio and protein
carbonylation to establish the redox profile. Two astrocyte
cytoskeleton proteins in serum (GFAP and S100B), which can be
used as biomarkers of intracerebral vascular events,
neuroinflammatory and neurodegenerative disorders, and
neurotrophic protein (BDNF), were also evaluated. The complete
biochemical profile data were correlated with the data previously
obtained from the patients in the mini-mental and Bagiglls, tests.

Our results showed that obese women have a higher systemic pro-
inflammatory profile compared to non-obese older adult women.
In addition, it was observed that the group of obese women present
a more oxidized redox state than the non-obese and a higher degree
of oxidized proteins, suggesting that obesity in older women is a
risk factor in the development of neuroinflammation and cognitive
damage during aging.
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