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1. Resumen.

El envejecimiento representa uno de los factores de riesgo mas grandes para el desarrollo de
enfermedades asociadas a la edad (metabolicas, cardiovasculares y neurodegenerativas) asi como
de diversos sindromes geriatrico. En este sentido, el deterioro cognitivo (DC) representa un paso
fundamental en las enfermedades asociadas con la neurodegeneracion; pues afecta una o mas
funciones cerebrales como memoria, aprendizaje, concentracién y toma de decisiones; lo cual
puede afectar las actividades de la vida diaria y, por lo tanto, incrementar la dependencia de
cuidadores e instituciones especializadas. Uno de los procesos fundamentales en la salud cerebral
es el metabolismo, pues desempefia un papel crucial en la funcioén de los dominios cognitivos. Al
comprender los cambios metabdlicos asociados al envejecimiento cognitivo, podemos desarrollar
nuevas estrategias para prevenir y tratar estas enfermedades debilitantes. En este sentido, la
metabolomica permite analizar a detalle en el envejecimiento y el proceso de neurodegeneracion
asociado a este. Es por lo anterior, que en el presente trabajo, se utilizaron muestras de suero de
adultos mayores (>60 afos) para realizar un andlisis metabolémico comparativo de individuos
sin (n=8) y con DC (n=12) para analizar su metaboloma. Como resultados se identificaron 361
metabolitos putativos, de los cuales unicamente 28 mostraron diferencias significativas.
Interesantemente, algunos de estos metabolitos estan implicados de forma enddgena en el DC,
por ejemplo, se observo que la betaina, el acido heptandico, el acido miristico y el acido
litocdlico estaban en concentraciones altas en DC mientras que la S-adenosil-L-metionina
(SAM) y el acido tridecandico estaban en bajas concentraciones. Una vez que realizamos el
analisis de enriquecimiento, encontramos que la via metabdlica mas alterada por el DC fue el
metabolismo de la betaina. Ademas, también encontramos la Uncarina C como uno de los
compuestos con mayor presencia en individuos con DC. Este compuesto se encuentra en la ufia

de gato (Uncaria tormentosa) y tiene uso etnomédico antineuroinflamatorio.
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2. Introduccion.

2.1 Envejecimiento.

De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el 2030 una de cada
seis personas en el mundo tendra més de 60 afos de edad. En México se espera que para el 2050
alrededor del 20% de la poblacion sean adultos mayores de 65 afios (World Health Organization,
2015). Con el envejecimiento resultan numerosos cambios a nivel de salud, pues con el
incremento de la edad surgen las llamadas “enfermedades asociadas al envejecimiento’ entre las
que destacan las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas, cancer, y los
llamados sindromes geridtricos como la fragilidad, sarcopenia, incontinencia, dolor cronico, las
caidas, entre otras. Es por ello, que resulta fundamental comprender los mecanismos celulares y

moleculares involucrados en la biologia del envejecimiento (Panyard, Yuy Snyder, 2022).

El envejecimiento es un proceso complejo que tiene un origen multifactorial en la adaptacion
biologica evolutiva, pues existen numerosas adaptaciones que alteran la homeostasis a lo largo
del tiempo (Rose et al., 2012). Este proceso ha sido definido por la OMS desde un punto de
vista bioldgico como “el resultado de la acumulacion de una gran variedad de daros
moleculares y celulares a lo largo del tiempo, lo que lleva a un descenso gradual de las
capacidades fisicas y mentales, a un mayor riesgo de enfermedad y, en ultima instancia, a la

muerte” (World Health Organization, 2015).
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2.2 Pilares Moleculares del Envejecimiento.

Diversos estudios han demostrado que existen varios mecanismos moleculares en comun
asociados al envejecimiento, popularmente conocidos como “Hallmarks of Aging” o “Pilares
moleculares del envejecimiento” (Lopez-Otin et al., 2013). A la fecha se han propuesto 12 pilares
y se han clasificado a los pilares como “Primarios” como aquellos que van acumulando dafo
con el paso del tiempo (inestabilidad genomica, acortamiento de telomeros, alteraciones
epigenéticas, pérdida de la proteostasis y macroautofagia desactivada). Los “Antagonistas” que
antagonizan la respuesta al dafo (disfunciéon mitocondrial, senescencia celular y desregulacion
de censado de nutrientes). Los “Integrativos” que surgen por el dafio acumulado por los
primarios y antagonistas, (el agotamiento de las células madre, alteraciones de la comunicacion
intercelular, inflamacién cronica asociada a la edad también llamado “inflammaging” (por el
acronimo en inglés de inflammation-aging) y la disbiosis del microbioma) (Gladyshev et al.,

2021; Lopez-Otin et al., 2023) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica de los doce pilares del envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2023). El
color azul representa los pilares moleculares primarios que son aquellas que se van acumulando con la
edad. El color verde indica el pilar molecular antagonista que representa la respuesta del dafio causado por
el pilar primario. El color rosa es el pilar integrativo que es la suma del pilar primario y antagonista que
causa dafios a nivel de tejidos y sistemas en el organismo.

- Inestabilidad genomica: La inestabilidad gendmica se define como un aumento en la
tendencia de presentar mutaciones u otros cambios genéticos en el dacido
desoxirribonucleico (ADN), que ocurren durante la division celular y se van acumulando
a lo largo del tiempo. Este tipo de dafio puede ser por via endogena, sobre todo en errores
en la replicacion del ADN, defectos de segregacion cromosdmica, procesos oxidativos

(especies reactivas de oxigeno) y reacciones hidroliticas espontaneas. La inestabilidad

14


https://paperpile.com/c/ZitqsH/mVay1

gendmica se acumula en el ADN nuclear, la arquitectura nuclear y el ADN mitocondrial
(Gordon et al., 2014; Huang et al., 2022; Sanchez-Contreras y Kennedy, 2022), por lo
tanto, puede afectar a los mecanismos de reparacion de los tejidos (Blokzijl et al., 2016),
lo que favorece el envejecimiento y la susceptibilidad a patologias relacionadas con la
edad (Vijg y Dong, 2020).

Acortamiento de los telomeros: Los telomeros son las regiones de ADN no codificante
que se encuentran en los extremos de los cromosomas. Son secuencias repetitivas de
ADN que protegen los extremos de los cromosomas y evitan que se desgasten durante la
division celular. Interesantemente, en el proceso de la replicacion mitotica, es decir, cada
vez que una célula se divide a lo largo del tiempo, sus telomeros se acortan hasta llevarla
a la inestabilidad genomica, vias de dafio al ADN y finalmente conducir a la senescencia
celular (Blackburn, Epel y Lin, 2015).

Alteraciones epigenéticas: Hay modificaciones en el ADN que no cambian la secuencia
del ADN, pero si su actividad (sin alterar dicha secuencia), este tipo de cambios son
llamados epigenéticos (Holliday, 2006). Entre los cambios epigenéticos se pueden
encontrar la metilacion del ADN (principalmente en las llamadas islas CpGs), el codigo
de histonas que son cambios postraduccionales de las proteinas histonas, regulacion por
los acidos ribonucleicos no codificantes (ncARN), y los cambios conformacionales de las
regiones cromosomales en el nucleo (Li, 2021). Con la edad estos mecanismos pierden
especificidad generando cambios en la regulacion de la expresion génica y otros procesos
celulares, que dan como resultado en el desarrollo y progresion de varias patologias
humanas relacionadas con la edad, como cancer, neurodegeneracion, sindrome

metabolico y enfermedades dseas (Lopez-Otin et al., 2023).
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Proteostasis: El funcionamiento de las proteinas es un proceso dinamico que depende de
su biogénesis, transporte, plegamiento y degradacion. La desregulacion de las proteinas
comienzan cuando pierden su homeostasis proceso conocido como la proteostasis por la
unidon de las palabras homeostasis y proteinas. Esto conduce a una acumulacion de
proteinas mal plegadas, oxidadas, glicosiladas o ubiquitinadas, que con el paso del
tiempo forman agregados como cuerpos de inclusion intracelulares o placas amiloides
extracelulares (Hipp, Kasturi y Hartl, 2019). El deterioro proteostasico contribuye al
envejecimiento y varias enfermedades como la esclerosis lateral amiotrofica, la
enfermedad del Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y las cataratas (Hipp, Kasturi y
Hartl, 2019).

Macroautofagia desactivada: Es un proceso mediante el cual se engloban elementos
citoplasmaticos (organelos principalmente) por una doble membrana (autofagosoma) que
se fusiona con un lisosoma donde se degradan (Levine y Kroemer, 2019). El declive de
la autofagia relacionado con la edad, incluye pérdida de la funcion de genes y proteinas
que participan en este proceso y se asocia a diversas patologias como lo son el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas y las enfermedades metabolicas (Galluzzi y Green,
2019; Nicolas-Avila et al., 2020).

Desregulacion de la senalizacion nutrimental: La sefializacion de nutrientes es un
proceso complejo que regula el crecimiento, la diferenciacion y el metabolismo celular.
Los nutrientes, como los carbohidratos, las proteinas y las grasas, activan una serie de
sefiales moleculares que provocan que las células activen rutas metabolicas enfocadas en
energia y optimizacion metabolica de nutrientes. Esta red estd altamente conservada y

responde al modo de nutricidon y estimulos como el estrés, activando el anabolismo en
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presencia de nutrientes y bajo estrés. Incluso ayuda a activar vias de defensa celular en
respuesta al estrés y la escasez de nutrientes (Lopez-Otin et al., 2023). A medida que
envejecemos, estos mecanismos comienzan a fallar y demasiada actividad y cambios en
la disponibilidad y composicion de nutrientes hacen que las células envejezcan mas
rapido, por ejemplo, una desregulacion en la glucosa puede llevar a problemas en los
niveles de azucar en la sangre (Lopez-Otin et al., 2023). Otra desregulacion se da en el
metabolismo energético por las variaciones ambientales y los niveles excesivos de las
especies reactivas de oxigeno, causando la dificultad para utilizar ciertos nutrientes
esenciales, lo que podria dar lugar a deficiencias nutricionales y problemas asociados con
la edad (Amorim et al., 2022).

Disfuncion mitocondrial: las mitocondrias tienen el papel central energético en las
células, pero no solo estan implicadas en estos procesos, también son responsables de la
inflamacién que se desencadena por las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) (Lopez-Otin y Kroemer, 2021). Las mitocondrias son importantes para
mantener una salud optima y su deterioro contribuye al dafio durante el envejecimiento,
pues son consideradas como las pilas energéticas de las células (Lopez-Otin y Kroemer,
2021; Amorim et al., 2022). Algunos de los cambios que ocurren en estos organelos son:
acumulacion de dafio al ADN mitocondrial, lo cual puede encender senales de
inflamacién y disminucion de la actividad enzimatica, lo que reduce la capacidad de las
mitocondrias para producir energia (Amorim et al., 2022). Senescencia celular: es un
proceso celular “natural ” que ocurre a medida que las células se replican, pues las células
senescentes dejan de dividirse, aunque estan metabdlicamente siguen activas. La

senescencia celular se produce por una serie de factores, como una respuesta compleja al
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estrés que afecta la funcidon celular, provocada por dafos ambientales como los
xenobiodticos y por factores celulares intrinsecos, como estrés oxidativo, oncogenes y
acumulacion de proteinas (Gorgoulis et al., 2019; Xu et al, 2022). Las células
senescentes se acumulan en multiples tejidos y desencadena un fenotipo secretor
asociado a senescencia o SASP (por sus siglas en inglés) y que estd altamente
correlacionado a inflamacion crénica asociada a la edad llamada envejecimiento
inflamatorio (inflammaging) que se asocia con el desarrollo de diversas patologias (Xu et
al., 2022).

Agotamiento de células madres: las células madres hematopoyéticas (HSC) tienen la
capacidad unica de autorrenovarse y mantener su linaje de forma duradera. Las HSC
pueden generar multiples linajes por su capacidad multipotente generando células
diferenciadas que continuaran dividiéndose (Clevers y Watt, 2018). De esta forma se
pueden ir reparando y manteniendo tejidos, asi como los érganos (Clevers y Watt, 2018).
La plasticidad inducida por lesiones moleculares y su pérdida progresiva inherentes al
envejecimiento de las HSC provoca que se dé un agotamiento en sus capacidades
conforme va pasando la edad en los individuos, retrasando la capacidad homeostatica de
cada tejido (Lopez-Otin ef al., 2023).

Alteracion de la comunicacion intercelular: En el envejecimiento se ven alteraciones
progresivas de la comunicacion intercelular que comprometen la regulacion homeostatica
y hormonal (Amorim et al., 2022). Haciendo que haya deficiencias en las vias de
sefializacion “neuro-inmuno-endocrinas” que incluyen los sistemas adrenérgicos,
dopaminérgicos y los basados en la ruta insulina/IGF-1 y el eje renina-angiotensina,

(Miller et al., 2020; Amorim et al., 2022).
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- Inflamacion cronica: La inflamacidon cronica asociada al envejecimiento se le ha
denominado envejecimiento inflamatorio (Lopez-Otin et al., 2023), consiste en la
desregulacion de las respuestas a estimulos exdgenos y endogenos generados por
patogenos, desafios traumadticos, isquémicos, fisicos y quimicos, liberando citocinas y
quimiocinas tejido especificas que no necesariamente desarrollan por completo la
respuesta inmune y que se va acumulando con el paso del tiempo (Tizazu, Mengist y
Demeke, 2022; Fulop et al., 2023). Si esta inflamacion no se controla puede provocar un
mal funcionamiento en los tejidos afectados (Tizazu, Mengist y Demeke, 2022).

- Disbiosis: El microbioma ayuda a un mantenimiento de 6rganos y de la salud del
hospedero. La alteracion del microbioma, llamada disbiosis, consiste en la alteracion de
la microbiota en distintas regiones, lo que puede provocar una reduccion de la diversidad
microbiana, o una alteracion de su contenido, por ejemplo, una mayor abundancia de
proteobacterias o una alteracion en el viroma que puede dar paso al incremento de ciertos
tipos de virus (Bidell, Hobbs y Lodise, 2022). Las consecuencias de esta modificaciones
pueden producir inflamacion créonica asociada a la edad, infecciones concomitantes,
trastornos metabolicos, cardiovasculares, neuropsiquiatricos, enfermedad hepatica y
crecimiento excesivo de bacterias (Zmora, Soffer y Elinav, 2019; Lépez-Otin y Kroemer,

2021; Bidell, Hobbs y Lodise, 2022).

2.3 Metaboldmica.

Con los recientes avances en tecnologias y metodologias 6micas hemos sido capaces de generar
informacion molecular a gran escala para analizar poblaciones de una manera rapida y eficaz.

Para cubrir todos estos estudios han surgido las llamadas ciencias 6micas enfocadas en el estudio

19


https://paperpile.com/c/ZitqsH/mVay1
https://paperpile.com/c/ZitqsH/kehmc+WiDlc
https://paperpile.com/c/ZitqsH/kehmc+WiDlc
https://paperpile.com/c/ZitqsH/WiDlc
https://paperpile.com/c/ZitqsH/JeOOJ
https://paperpile.com/c/ZitqsH/3lMsK+t6W26+JeOOJ
https://paperpile.com/c/ZitqsH/3lMsK+t6W26+JeOOJ

de la deteccion de genes (gendmica), ARN (transcriptomica), metilacion del DNA e histonas
(epigenoma), proteinas (protedmica) y metabolitos (metabolomica) en una muestra bioldgica en

especifico (Horgan y Kenny, 2011; Hasin, Seldin y Lusis, 2017) (Figura 2).

Figura 2. Tecnologias émicas. En la imagen se puede ver las principales aplicaciones de las diferentes
tecnologias que pueden ser implementadas para conocer el funcionamiento celular, esquematizadas desde
el punto de vista del dogma central de la biologia molecular (Flecha roja). PCR, Microarray. LC-MS,
cromatografia de gases acoplado a masas (GS-MS) y RMN.

Las tecnologias 6micas se enfocan en un estudio holistico de las moléculas que componen una
célula, un tejido o un organismo y tienen como objetivo principal la deteccion de biomoléculas
en una muestra biolodgica especifica de forma no selectiva y no sesgada, para entender esto como
un sistema complejo considero en su conjunto (Bedia, 2018). Hacer esto exige el uso de
tecnologias que permitan analizar de manera masiva muchas muestras que detecten miles de
biomoléculas y no solo una o unas cuantas. Dichas tecnologias como la secuenciacién masiva o

los microarreglos permiten identificar todo el genoma de un organismo (genémica), conocer todo
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el conjunto de ARN (transcriptoma); metilacion de DNA (metiloma), los RNA no codificantes y
las marcas de histonas (epigenoma). Ademads, surgen tecnologias como la espectrometria de
masas acoplada a la cromatografia o la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que nos ayudan a
identificar todo un conjunto de proteinas (proteoma) y en su caso todo un conjunto de
metabolitos (metaboloma) de un organismo, célula o tejido en particular (Horgan y Kenny, 2011;
Hasin, Seldin y Lusis, 2017). Particularmente, el metaboloma es el conjunto de moléculas de
bajo peso molecular que se encuentran en un organismo o en una muestra bioldgica en un
momento dado. Los metabolitos son sustancias de bajo peso molecular (<1.5 kDa) que pueden
estar compuestos de aminoacidos (aa), azicares, nucleotidos, lipidos y péptidos (Srivastava,
2019). Estos se ven involucrados en procesos de almacenamiento, utilizacion de energia,
precursores de proteinas, reguladores de la expresion génica, moléculas y en vias de sefializacion

de los diferentes tipos de metabolismo (Klein y Shearer, 2016; Wishart et al., 2022).

El estudio de estos metabolitos en gran escala se conoce como metaboldmica y permite conocer
en profundidad el fenotipo metabolico de los individuos en respuestas a estimulos externos
(ambientales) e internos (procesos fisioldgicos e intracelulares). Cabe destacar que la
metaboldmica no solo permite la identificacion de metabolitos individuales, sino también la
identificacion de patrones de metabolitos que pueden proporcionar informacion valiosa sobre el
estado fisioldégico o patologico del organismo. La metabolémica se fundamenta en la
identificacion, cuantificacion y andlisis de los metabolitos presentes en una muestra biologica,
tales como la sangre, la orina o el tejido, y su conexion con las circunstancias y variables

existentes (Nielsen y Jewett, 2007).
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Como mencionamos anteriormente, entre los métodos empleados en el estudio de la
metabolomica destacan la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la espectrometria de masas
acoplada a cromatografia (HPLC/MS). En la espectrometria de masas, se ionizan las moléculas
de una muestra y luego se aceleran en un campo eléctrico. La velocidad de las moléculas
ionizadas depende de su relacion masa-carga (m/z). Al medir la velocidad de las moléculas, se
puede determinar su relacion masa-carga. Particularmente en metabolomica la medicion de las
diferencias en la relacion (m/z) entre los metabolitos de la muestra, permite analizar cientos o
miles de estos en un solo estudio. Los resultados son una variedad de metabolitos pertenecientes
a varias clases quimicas y se pueden asociar a diferentes rutas metabolicas. La MS tiene varias
aproximaciones y métodos de separacion previos a su uso como lo son la cromatografia de gases
acoplada a MS (GC-MS), la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a MS (HPLC-MS)
y la electroforesis capilar acoplada a MS (CE-MS) (Wishart et al., 2009; Panyard, Yu y Snyder,
2022). En este sentido destaca la Cromatografia liquida de alto rendimiento (UPLC) que es una
técnica de cromatografia liquida que permite la separacion de componentes de mezclas
complejas, una vez que el UPLC se acopla a la MS esto permite una separacion eficiente de
muestras complejas, asociado a una identificacion rapida de compuestos contenidos en dichas

mezclas.

Por otro lado, el empleo de la RMN en la metabolomica, aunque es menos sensible, cuenta con
caracteristicas unicas y favorables que la hacen beneficiosa, ya que tiene la capacidad de
identificar metabolitos desconocidos, debido a que las tecnologias analiticas cada vez son mas
sensibles al analisis de muestras complejas (Nagana Gowda y Raftery, 2021). La RMN es un

fenomeno fisico basado en las propiedades mecéanico-cuanticas de los nucleos atdmicos para
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estudiar moléculas basadas en el espin magnético de los atomos al pasar por un campo
magnético (Hornak, 1999). La RMN no es destructiva y se puede usar nuevamente la muestra
después de analizarla en el equipo. Ademas, se tiene la ventaja de que se pueden analizar
metabolitos como la glutamina y las coenzimas, las cuales son sensibles a los voltajes de

ionizacion que se usan en el andlisis de MS (Nagana Gowda y Raftery, 2021).

Cabe destacar que la metabolomica consiste de dos enfoques, uno que es dirigido y otro llamado
no dirigido (Wishart, 2019). La metabolomica no dirigida se centra en la deteccion de un perfil
global de metabolitos no conocidos de una muestra. Esto permite generar hipotesis para detectar
biomarcadores y su objetivo es la identificacion integral de metabolitos desconocidos o el
desarrollo de un analisis general de patrones globales metabolicos desconocidos (Zhang et al.,
2016a). Por otro lado, la (Zhang et al., 2016b) metaboldomica dirigida permite la cuantificacion
de metabolitos conocidos en cuestion, ya que este método abarca la medicion de grupos de
metabolitos caracterizados y validados bioquimicamente en diversas bases de datos como la
Human Metabolomic Database una de las bases de datos con mayor referencia utilizada en el
mundo (Wishart et al, 2007; Roberts et al, 2012; Cao et al., 2020). Cabe destacar que la
metabolica dirigida es una parte integral en la investigacion y el diagndstico clinico, pues
permite la caracterizacion de los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad y trastornos
metabolicos (Schrimpe-Rutledge ef al., 2016). Finalmente, la imagenologia de metabolitos es
otra rama de la metabolomica dirigida que permite deteccion y visualizacion “in vivo” e “in

vitro”” de metabolitos en los tejidos (Wishart, 2019).
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La metabolémica por MS permite obtener una gran cantidad de datos de los metabolitos
contenidos en las muestras. Estos son obtenidos a partir de espectros que se obtiene al ionizar la
muestra y separar los iones en funcion de su relacion m/z, estos espectros son los primeros en
obtenerse en el equipo por lo que cominmente se conocen como MS1 (Edmands et al., 2017).
Por otro lado, los patrones de fragmentacion derivados del ion precursor nos proporcionan la
estructura final del compuesto, estos espectros son derivados de los MS1 y se conocen como
MS2 (Edmands et al., 2017). Los analisis de MSn se refieren al uso de MS en tandem lo que
genera una fragmentacion secuencial de los iones para analizar de forma mas detallada
moléculas complejas (Koulman et al., 2009). Estos espectros se pueden obtener a partir de un

pico que representa una coleccion de sefiales a lo largo de varios escaneos (Smith et al., 2014).

Para el andlisis bioinformatico del metaboloma, los datos adquiridos de los metabolitos se
recopilan en bases de datos como lo son: la base de datos del metaboloma humano (HMBD, del

inglés Human Metabolome Database) (Wishart et al., 2009) (https://hmdb.ca), la enciclopedia de

genes y genoma (KEGG, del inglés Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,

https://www.genome.jp/kegg) (Kanehisa and Goto, 2000), MetaboLights

(https://www.ebi.ac.uk/metabolights), =~ mapa de lipidos (del inglés  LipidMaps,

https://www.lipidmaps.org) (Haug et al., 2020), la base de datos de metabolitos y entidades

quimicas  (Metlin, del inglés Metabolite @ and Chemical Entity  Database,

https://metlin.scripps.edu) (Guijas et al., 2018) y la base de datos de metabolitos humanos

relacionados con la edad (MetaboAgeDB, del inglés Human Aging-related Metabolome
Database) que tiene informacidén sobre cambios metabdlicos conocidos asociados con la edad

(https://www.metaboage.info) (Bucaciuc Mracica et al., 2020). Muchos de los patrones de
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espectros se encuentran en estas bases y son necesarios para poder realizar andlisis de

enriquecimiento que nos den las vias de sefializacion afectadas. Para los andlisis estadisticos

previos se utilizan en su gran mayoria modelos lineales generalizados como en las demaés

tecnologias dmicas.

2.4 Deterioro Cognitivo.

Las funciones cognitivas son los procesos mentales que nos permiten pensar, aprender y

recordar, son esenciales para todas las actividades de la vida diaria como comer o leer. Las

funciones cognitivas dependen de dominios neurocognitivos los cuales son:

Atencion compleja: permite mantener una atencion continua, dividida, selectiva y
velocidad de procesamiento.

La funcion ejecutiva ayuda a la planificacion, toma de decisiones, memoria de trabajo y
flexibilidad mental.

Aprendizaje y memoria permite memoria inmediata, reciente y aprendizaje automatico.
Lenguaje que incluye nombrar cosas u objetos, fluidez, gramatica, sintaxis y lenguaje
receptivo.

Habilidades perceptuales motoras que incluye las habilidades de percepcion visual.
Cognicion Social se define como la integracion de procesos mentales que permiten la
interaccion entre sujetos, incluyendo fendémenos como la percepcion social y la empatia o

respuesta afectiva a otros sujetos (American Psychiatric Association, 2013).

El deterioro cognitivo (DC) puede ser desde leve hasta grave, afectando las actividades de la vida

diaria y, por lo tanto, la independencia del individuo (American Psychiatric Association, 2013;
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Drew, Weiner y Sarnak, 2019). El DC se puede caracterizar como amnésico centrado en la
memoria, y el no amnésico, el cual afecta otros dominios como la funcién ejecutiva (Pérez
Palmer, Trejo Ortega y Joshi, 2022). Se puede encontrar como deterioro cognitivo leve (DCL)
que muestra una pérdida de capacidades o destrezas cognitivas que no causan un deterioro
funcional significativo, o deterioro cognitivo severo (DCS) que muestra una pérdida de multiples
capacidades cognitivas que conducen a deterioro funcional (Albert ef al., 2011; Petersen et al.,

2018; Pérez Palmer, Trejo Ortega y Joshi, 2022).

El DC puede ser causado por el envejecimiento per se (Lopez-Otin et al., 2023), por diversos
xenobioticos medioambientales (Garza-Lombo et al., 2019), diversas enfermedades metabolicas
(Simo et al., 2017; Sun et al., 2020; Al-Akl et al., 2024), accidentes cerebrovasculares (Liu et
al., 2015), y la disbiosis (Neuffer et al., 2022). Este puede desencadenar el desarrollo de diversas
enfermedades neurodegenerativas como el EA o diversos tipos de demencias que afectan la

memoria (Figura 3).
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Figura 3. Factores que influyen en el deterioro cognitivo. Las causas mas frecuentes que pueden
ocasionar DC en los adultos mayores son: pérdida de funciones cognitivas, predisposicién genética,
enfermedades metabdlicas, accidentes cerebrovasculares, microbiota, envejecimiento y xenobidticos.

Para poder diagnosticar el DC y su nivel de avance, se han disefiado estudios de medidas
objetivas como son: El MoCA (evaluacion cognitiva de Montreal) y el MMSE (Mini-examen
del estado mental). La evaluaciéon cognitiva de Montreal (MoCA) cuenta con una alta
sensibilidad y especificidad para detectar en etapas tempranas las demencias (Cova et al., 2022).
Su disefio consta de una evaluacioén con una escala de 30 puntos con elementos de evaluacion de
la funcion visual espacial/ejecutiva (7 puntos), el lenguaje (6 puntos), la atencidon/concentracion
(6 puntos), el retraso en el recuerdo de palabras (5 puntos) y orientacién (6 puntos) (Cova et al.,
2022). Donde la suma del MoCA <22/30 indican la presencia de DC. En la actualidad se han

disenado diferentes modificaciones de dicha evaluacion como: el MoCA para sujetos con nivel
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bajo educativo o nulo, discapacidad auditiva y audiovisual, MoCA de 5 min que es una version
mas corta de la prueba y se aplica por via telefonica y diversas adaptaciones culturales en
distintas poblaciones (Cova et al., 2022). Por otra parte, el ensayo de MMSE, el cual es una
breve evaluacion del rendimiento cognitivo que deja de lado cuestiones relacionadas con
trastornos psiquiatricos o de conducta (Folstein, Folstein y McHugh, 1975; Gallegos et al.,
2022), consta de dos partes, la primera analiza las cuestiones relacionadas con la orientacion, la
memoria y la atencion y la segunda evalta la capacidad verbal y escrita (Gallegos et al., 2022).
Es una de las pruebas mas utilizadas a nivel internacional para el diagnostico clinico del DC y se
usa principalmente en individuos de edad avanzada, debido a que es facil de aplicar (Gallegos et
al., 2022), usa una escala de medicion de 30 puntos, donde el puntaje < 24 con DC y puntaje
> 24, sin deterioro cognitivo (SDC). Esto dependerd de las modificaciones que se realizan en
cada pais por su nivel de educacion y cultura (Villa et al., 2004). Sus desventajas son que hay
multiples versiones, falta de exploracion de todos los dominios cognitivos, la falta de derechos
de autor, la falta de sensibilidad a variaciones culturales y al nivel escolar de los participantes

(Gallegos et al., 2022).

3. Antecedentes Particulares.

3.1 Metaboloma y envejecimiento.

Como se mencion6 anteriormente el estudio de la metabolomica es valioso en el proceso de
estudio del envejecimiento para analizar los flujos metabdlicos que ocurren en el envejecimiento.

La gran mayoria de los estudios de metabolomica y envejecimiento se han realizado en muestras

28


https://paperpile.com/c/ZitqsH/1hyLp
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY+Btzlv
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY+Btzlv
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY
https://paperpile.com/c/ZitqsH/uDaam
https://paperpile.com/c/ZitqsH/RvoHY

de sangre (completa, suero y plasma) por su disponibilidad y facilidad de obtencion (Panyard, Yu
y Snyder, 2022), pues cabe destacar que en los adultos mayores no es tan facil obtener otros tipos
muestras. Aunque aln sigue siendo necesario realizar estudios en otras muestras como por
ejemplo, liquido cefalorraquideo (Peters et al., 2020) o en orina para obtener informacion en el
tiempo sobre eventos metabdlicos que han ocurrido en todo el organismo asociados a factores

dietéticos y de microbioma (Swann ef al., 2013) (Figura. 4).
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Figura 4. Caracteristicas de los estudios en metabolomica en adultos mayores de los ultimos afios.
Desde el 2005 el estudio de metabolémica en grandes poblaciones se realizé en RMN, sin embargo, en
los ultimos afios se ha utilizado MS en muestras de sangre en grandes poblaciones. Imagen modificada y
tomada de (Panyard, Yu y Snyder, 2022).

Los hallazgos encontrados en estudios de perfiles metabolomicos en el envejecimiento destacan

cambios en diferentes vias metabolicas, entre las que destacan:
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Lipidos y lipoproteinas. El desbalance entre las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), la
de baja densidad (LDL) y la de alta densidad (HDL) tienen un papel muy importante en el
metabolismo del colesterol, en la enfermedad coronaria, en la isquemia, en la obesidad, en la
diabetes tipo 2 y en la enfermedad cronica renal muchas de las cuales son enfermedades
asociadas a la edad (Schaefer et al., 1995). Ademas, se ha visto que los centenarios y los
nonagenarios tienen niveles bajos de VLDL, asocidndose esto a longevidad principalmente en
mujeres (Li, Ren y Li, 2022). Estas moléculas actlian como mensajeros metabolicos y participan
en el catabolismo y el balance energético. Particularmente se ha visto que la oxidacion de acidos
grasos baja conforme pasa la edad y que la cantidad de acidos grasos libres en sangre se van
acumulando con la edad (Yu et al., 2012). Se ha correlacionado una elevada concentracion en
plasma de acidos grasos saturados como acido palmitico, estearico, miristico y nonacosanoico
con la edad cronolégica y una baja concentracion de &cidos grasos no saturados como acido

linoleico, palmitoleico, araquiddnico y eicosanopentanoico (Yan et al., 2009).

Hormonas esteroideas.  Existe un decremento en las hormonas esteroideas conforme
envejecemos, como en el caso de la menopausia o la andropausia, lo cual se ha visto que afecta
numerosos procesos fisiologicos y se asocia con fragilidad, cancer, inflamacidn, osteoporosis y
Enfermedad de Alzheimer (EA) (Panyard, Yu y Snyder, 2022). Particularmente, la hormona
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) se ha propuesto como un predictor de edad

metabolica en diferentes estudios (Bunning et al., 2020).

Metabolitos del sistema renal y excrecion. El metabolismo de la urea y del correcto

funcionamiento renal sufren cambios relacionados con el envejecimiento, en este sentido, los
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metabolitos como la ornitina, la 6xido-trimetilamina, citrulina, pantotenato y la acetil-arginina,
incrementan su concentraciéon conforme envejecemos. Mds aln, inclusive se ha visto que la tasa
de filtracion glomerular se decrementa con la edad y que esto representa un riesgo para

enfermedades cronicas del rinidn (Macias-Nufiez, Stewart Cameron y Oreopoulos, 2007).

Los aminodcidos. En general, los niveles plasmaticos de aminoacidos en sangre cambian de
forma variable conforme envejecemos. Por ejemplo, diversos estudios han mencionado que el
triptofano, la serina, metionina y la cisteina decrementa sus concentraciones con la edad,
mientras que la tirosina incrementa (Panyard, Yu y Snyder, 2022; Legato, 2023). Muchos de
estos cambios se creen estan asociados inclusive a cambios en el microbioma. Ademas, se ha
demostrado que los cambios en la expresion génica de las enzimas involucradas en la ruta del
triptofano pueden afectar la longevidad en diferentes organismos (Babygirija y Lamming, 2021).
Algunos autores han propuesto a la metionina como un aminoacido predictor de edad metabdlica
(Johnson et al., 2019). Algunos cambios en la concentracion de aminoacidos en sangre se han
visto asociados a enfermedades como sarcopenia, artritis, osteoporosis, y caidas frecuentes

(Deschenes, 2004).

Metabolitos de la dieta. Muchos alimentos juegan un papel vital en nuestro metabolismo, en
este sentido conforme cambiamos de hébitos alimenticios o adoptamos nuevos modificamos
nuestro metaboloma, estos cambios se vinculan a diversas enfermedades asociadas a la edad. Se
sabe que la restriccion caldrica (reduccion controlada en la ingesta calorica sin comprometer la
nutricion adecuada) tiene efectos benéficos sobre la longevidad, pues ayuda a reducir el estrés

oxidativo, la inflamacion y la formacion de productos de glicacion avanzada (Roth y Polotsky,
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2012). Por otro lado, en diferentes estudios se ha visto que la ingesta de valina, isoleucina y
leucina tiene una relacion estrecha con la longevidad e inclusive una correlacion positiva en
mujeres centenarias (Li, Ren y Li, 2022). De la misma forma, se ha visto que la ingesta de
cafeina pudiera tener un mecanismo protector contra la EA, aunque faltan estudios para

profundizar bien en los mecanismos (Londzin et al., 2021).

Metabolitos de la inflamacion. Existe una gran cantidad de metabolitos asociados a este proceso,
como la degradacion de purinas y péptidos, la ornitina, la ruta del triptdfano, acido quinurénico
o metabolitos provenientes del metabolismo del citocromo CYP450 (Phuoc Long et al., 2022).
Ademas, en centenarios se han visto disminuidos metabolitos como el triptofano,
lisofosfocolinas, eicosanoides y aumentados metabolitos como la fenilalanina y
acetilglicoproteinas  (Collino et al., 2013), todos estos se han relacionado con el llamado

“inflammaging” (Panyard et al., 2022).

Metabolitos del estrés oxidativo. Se ha visto que algunos metabolitos como la
8-dihidroguanosina y 8-oxo-7,8-dihidroguanosina pudieran llegar a reflejar el estatus oxidativo
de los individuos (Tsukahara y Kaneko, 2014). Por otro lado, también se ha visto que la
concentracion de esfingolipidos podria reflejar procesos relacionados con la conversion de
esfingomielinas en ceramidas en relacion con el estrés oxidativo y la inflamacion (Yu et al.,

2012).
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3.2 Relacion entre el deterioro cognitivo (DC) y el metaboloma.

Para entender los mecanismos del DC en el envejecimiento en afios recientes se han efectuado
diversos estudios de metaboldomica y se han enfocado en el deterioro cognitivo leve:

- En residentes >65 afios de Shanghai, China donde se identificaron 47 individuos
diagnosticados con DCL por el MMSE y un grupo control (n = 47), a los que se les
realizd un estudio de metabolomica no dirigida en muestras de suero. Interesantemente,
se encontr6 una disminucion de los metabolitos de las fosfatidilcolinas (PC),
lisofosfatidilcolinas (LysoPC), fosfatidiletanolaminas (PE), 4cidos fosfatidicos (PA) y
esfingomielina (SM), esfingosina-1-fosfato (S1P), acidos grasos, ésteres de acidos grasos,
amidas grasas y aminoacidos; asi como un aumento en el 4cido
5(S)-hidroxieicosatetraenoico (5SS-HETE) (Yinjiao Zhao et al., 2022). Ademas, se detectd
que las vias mas desreguladas en DCL eran el metabolismo de los esfingolipidos, la via
de sefializacion de los esfingolipidos, el metabolismo de la colina y el metabolismo de las
purinas. Por otro lado, se identifico que la desregulacion del metabolismo de los
esfingolipidos puede contribuir a la aparicion del DCL (Yinjiao Zhao et al., 2022).

- Por otro lado, en un estudio longitudinal en el cual se utilizaron en combinacion
metaboldmica dirigida y no dirigida realizado en residentes de E.U.A., se realiz6 un perfil
metaboldmico en cerebro (n = 109) y suero (n = 566). Se encontrdé en muestras de cerebro

un aumento en los metabolitos como el 4cido glicolitocolico (GLCA), acido desoxicolato
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(DCA/CA), acido petroselinico, acido linoleico, acido miristico, 4cido palmitico y una
disminucién en el acido palmitoleico. Por otro lado, en las muestras de suero se
encontraron disminuidos al acido petroselinico, acido linoleico, acido miristico, acido
palmitico y acido palmitoleico; y aumentados el GLCA y el DCA/CA (Wang et al.,
2020). Las diferencias de concentracion se deben a que las diferencias de los metabolitos
séricos no eran tan fuertes como las muestras de cerebro, esto porque la circulacion
periférica sirve como un depdsito descendente de todas las perturbaciones patolédgicas vy,
por lo tanto, podria ser mas ruidosa que las muestras de cerebro. Las vias alteradas en
DCL fueron Biosintesis del acido biliar primario (BAs), biosintesis de acidos grasos y
biosintesis de acidos grasos insaturados (FFAs) (Wang et al., 2020).

Ademas, otro realizado en Guang Dong Sheng, China, analiz6 un grupo con DCL
amnésico (n = 33) - DCLa (una afeccion asociada con un riesgo muy alto de EA) y un
grupo control de edad avanzada (CE) (n = 41). Se encontr6 un aumento de a-glucosa,
B-glucosa, mioinositol y glicerol; y una disminucion de valina, leucina, 1-metilhistidina,
aspartato, arginina, glicina, acetato, isobutirato, piruvato, malonato, glutamato, glutamina,
lisina y fosfocolina en individuos con DCLa (Yang ef al., 2022). Entre las vias alteradas
se encontraron aquellas relacionadas con el metabolismo glicolico (glucdlisis,
gluconeogénesis, metabolismo de la galactosa), el metabolismo de los aa de cadena

ramificada (BCAA) (valina, leucina), el metabolismo del aspartato, histidina, glicina y
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lisina, el metabolismo de los glicerofosfolipidos, el metabolismo de los acidos grasos de

cadena corta (SCFA) y el metabolismo de la arginina (Yang et al., 2022).

Por otro lado, los estudios de metabolémica y DC también se han estudiado incluyendo factores

y causas de este como: enfermedades metabolicas, accidentes cerebrovasculares y alteracion del

microbioma:

En particular en individuos con DM2 y DC se han encontrado diversas vias alteradas
relacionadas con el metabolismo de la galactosa y la glucosa, la biosintesis de acidos
grasos insaturados, al metabolismo de alanina, aspartato, glutamato y con la degradacion
de los acidos grasos (Al-Akl ef al., 2024; Luo et al., 2024).

En estudios con individuos con accidente cerebrovascular de tipo isquémico y DC, se
encontrd6 que los metabolitos que cambiaban principalmente eran en particular el
triptofano, la glutamina, el glutamato y los aminoacidos de cadena ramificada. Inclusive
estos se han propuesto como posibles biomarcadores del DC post-ictus (Deterioro
cognitivo después de un accidente cerebrovascular) (Liu ef al., 2015).

Como se menciond previamente el DC también puede ser detonado después de una
cirugia lo que se conoce como disfuncion cognitiva posoperatoria (POCD) y que viene
acompanada de pérdida de memoria, concentracion y comprension del lenguaje (Qian y

Wang, 2020). En este contexto, se ha encontrado que los lipidos, y derivados de la
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carnitina eran los metabolitos que mas cambiaban en individuos con POCD e inclusive se
encontré como un posible biomarcador a la fosfatidilserina (Qian y Wang, 2020).

Otro de los factores asociado al DC es la ya mencionada disbiosis, la cual tiene
importancia en el estudio de la metaboldémica dirigida y repercusiones en el desarrollo el
DC (Neuffer et al., 2022). En este sentido el microbioma intestinal participa en el
metabolismo de los nutrientes y produce metabolitos que participan en el eje
intestino-cerebro (Cryan et al., 2019). A la fecha se ha encontrado que el aumento del
acido propionico producido por las familias de bacterias intestinales Bacteroidetes spp 'y
Firmicutes spp, tiene una asociacion significativa con el DC y la concentracidon en suero,
por cada aumento de 1-DE de acido propidnico en suero (es decir, aproximadamente 20
png/L), las probabilidades de deterioro cognitivo aumentaron un 26% y un 40% (Neuffer
et al., 2022). El consumo elevado de carne y queso, asi como el consumo de alimentos
procesados con conservadores y colorantes; en este contexto niveles séricos altos de
acido propionico se han asociado con mayores probabilidades de DC (Neuffer et al.,

2022).
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3.3 Estudios de Metabolomica en México

Los estudios de metabolémica en México son pocos y se han enfocado principalmente a estudios
de sindrome metabolico en individuos jovenes o en infecciones por COVID-19. En este sentido
uno de los principales estudios es el Proyecto de Exposicion Temprana a Téxicos Ambientales en
Meéxico (ELEMENT) el cual consistio en un estudio de metaboldémica no dirigida en 238 jovenes
con una edad de entre 8 a 14 afos de la ciudad de México (Perng et al., 2017). En este estudio se
identificaron diversos metabolitos alterados relacionados con el riesgo metabdlico como la
1,3-dielaidina, el mioinositol, el urato, la N-acetilglicina, la timina y el dcido dodecanddioico.
Los resultados mostraron que los niveles altos de tirosina y 5’-metiltioadenosina se asocian a un
mayor de riesgo metabolico en hombres. En el enriquecimiento se encontraron alteradas la via
metabolica de lipidos, sintesis de aminoacidos y carbohidratos (Perng et al., 2017). Por otro
lado, también existe un estudio de metabolomica dirigida en 122 individuos con COVID-19 para
identificar el resultado de las infecciones por en la Unidad de Triaje Respiratorio del Hospital
General de Zacatecas del IMSS (Lépez-Hernandez et al., 2021). El primer panel de grupos
control fueron individuos no hospitalizados encontrando los metabolitos relacionados
quinurenina, triptéfano y acido pirtvico. El segundo panel compar6 los no hospitalizados vs
hospitalizados vs intubados y se encontraron alteradas las vias de sintesis de lipidos y el

metabolismo glucolitico (Lopez-Hernandez et al., 2021).

37


https://paperpile.com/c/ZitqsH/FlrW
https://paperpile.com/c/ZitqsH/FlrW
https://paperpile.com/c/ZitqsH/3lgtN
https://paperpile.com/c/ZitqsH/3lgtN

Por otro lado, en el seguimiento de las cohortes de adultos mayores disponibles en México se
han enfocado principalmente en el estudio desde el punto de vista clinico y no desde la
metabolomica, un ejemplo es el Estudio de Salud y Envejecimiento en México (MHAS, por sus
siglas en inglés) que esta disefiado para evaluar prospectivamente el impacto de las
enfermedades en la salud, la funcidon y la mortalidad de los adultos mayores de 50 afios en areas
urbanas y rurales de México (Wong, Michaels-Obregon y Palloni, 2017; Mejia-Arango et al.,

2021) y no tiene analisis metabolomicos.

Otro estudio interesante es el de la Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad de Adultos
Mayores Mexicanos (COSFAMM) que es un estudio longitudinal que inici6 en 2014 en el que
participan mas de mil personas mayores de 60 ano que son derechohabientes del Instituto
Mexicano del Seguro Social de las Delegaciones Norte y Sur de la Ciudad de México. La
COSFAMM recolecta datos sociodemograficos (sexo, edad, estado civil, escolaridad, empleo, y
vivir solo), historial de comorbilidades (evaluado con el Indice de Comorbilidad de Elixhauser),
tabaquismo, actividad fisica, consumo de alcohol, depresion, DC, variables psicosociales (apoyo
social y red social, calidad de vida), baterias estandarizadas para evaluar trastornos del suefio, asi
como mediciones clinicas objetivas (presion arterial y pulso, funcionamiento fisico,
bioimpedancia, toma de muestra sanguinea y medidas antropométricas) (Sanchez-Garcia et al.,

2017). Interesantemente, la COSFAMM no tienen datos de metabolomica, por lo que resulta
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interesante realizar un estudio metabolomico exploratorio, para identificar patrones, tendencias y
asociaciones de metabolitos que puedan ser relevantes para futuras investigaciones mas

detalladas del metabolismo de individuos con DC.

Cabe destacar que los estudios de metabolémica en poblacion mexicana son limitados y mas atn
en la poblacion de adultos mayores. Por lo anterior, en el presente trabajo realizamos un estudio
exploratorio de metabolomica en una muestra de adultos de la Ciudad de México procedentes de
la COSFAMM, que tiene datos de DC para poder analizar las principales diferencias que existen

en metabolitos en individuos con DC y controles sin DC.
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4. Hipotesis

En muestras de suero de adultos mayores con DC encontraremos un perfil metabolomico
alterado, principalmente en vias metabolicas relacionadas con el metabolismo y sintesis de aa,

nucleotidos y lipidos.

5. Justificacion

La metabolémica ha demostrado ser una herramienta muy valiosa para el estudio de las bases
fisiologicas del DC. Sin embargo, a la fecha existen pocos estudios metabolomicos en adultos
mayores con DC. Por lo que, en el presente proyecto pretendemos realizar un primer
acercamiento mediante un estudio exploratorio de metabolémica, para poder identificar patrones,
tendencias y asociaciones de metabolitos que puedan ser relevantes en la poblacion mexicana de

adultos mayores para futuras investigaciones dirigidas y con un mayor niumero de individuos.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general.

Realizar un andlisis exploratorio de las alteraciones en el metaboloma de adultos mayores

mexicanos con deterioro cognitivo.

6.2 Objetivos particulares.

1. Seleccionar muestras de suero de individuos mayores a 60 anos con DC y sanos para
realizar el analisis exploratorio del metaboloma.

2. Obtener el metaboloma de muestras de suero de individuos con DC y sanos mayores de
60 afios.

3. Identificar los metabolitos diferencialmente alterados en adultos mayores con DC.

4. Identificar las vias metabolicas y de sefializacion alteradas en adultos mayores con DC.
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7. Estrategia Experimental

Metodologia Experimental General

1. Seleccion de muestras 2. Aislamiento de la
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Figura 5. Esquema de la Estrategia experimental. Objetivos a lograr desde la parte experimental y
bioinformatica.
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8. Materiales y metodos

8.1 Seleccion de muestras de suero en el estudio exploratorio de perfiles
de metabolomica.

8.1.1 Muestras de la Cohorte de Obesidad, Sarcopenia y Fragilidad de Adultos Mayores
Mexicanos” (COSFAMM)

Al ser un estudio exploratorio se seleccionaron 20 muestras de suero de la cohorte la
COSFAMM, ya que se contaba con acceso a muestras de suero del 2017 resguardadas en
ultracongelacion en el Laboratorio de Biologia del Envejecimiento en el Instituto Nacional de
Geriatria. Se escogié la COSFAMM, puesto que es un estudio longitudinal de adultos mayores
de 60 afios con datos de DC a través del MMSE, sociodemograficos (sexo, edad, estado civil,
escolaridad, empleo, y soledad), historial de comorbilidades (evaluado con el Indice de
Comorbilidad de Elixhauser), tabaquismo, actividad fisica, consumo de alcohol, depresion,
deterioro cognitivo, variables psicosociales (apoyo social y red social, calidad de vida), baterias
estandarizadas para evaluar trastornos del suefio, asi como mediciones clinicas objetivas (presion

arterial y pulso, funcionamiento fisico, bioimpedancia y medidas antropométricas).

Las muestras de suero fueron tomadas de individuos que acudieron a la cita y firmaron un
acuerdo de consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica del IMSS. La toma de
sangre se tomo por venopuncién usando el tubo rojo Vacutainer, el suero separado del coagulo
fue utilizado para el presente estudio. El proyecto fue previamente aprobado por los Comités de
Investigacion, Etica y Bioseguridad del INGER y se encuentran con nimero de registro:
2020-785-108 (Ver anexo 1). Este estudio se realizdo de acuerdo a los lineamientos de la

Declaracién de Helsinki (World Medical Association, 2013) y fue aprobado por la Junta de
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Revision de los Comités de Etica, Bioseguridad e Investigacion del Instituto Nacional de

Geriatria (INGER) (ntimero de registro INP-INGER DI-PI-06/2018).

8.1.2 Caracteristicas de las muestras de suero seleccionadas de la COSFAMM.

Se analizo la condicion del deterioro cognitivo que fue previamente diagnosticada por personal
capacitado utilizando el Mini-examen del estado mental (MMSE) y se seleccionaron de una base
de datos que contaba con el puntaje indicado en una escala de 30 puntos MMSE y se

seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de Inclusion:
e Individuos pertenecientes a la COSFAMM (que hayan firmado el consentimiento
informado).
e Mayores de 60 anos.
® Que contaron con la evaluacion del estudio de MMSE.

e Muestras de suero sin precipitados y correctamente identificadas.
Criterios de exclusion:

e No pertenecientes a la COSFAMM.

e Que no hayan firmado el consentimiento informado.

e Menores de 60 afos.

e Sin estudio del diagnéstico MMSE.

e Muestras que sean diferentes al suero, como el plasma y sangre completa y sin

identificacion.

Para poder identificar el nivel de deterioro cognitivo en los dos grupos DC y SDC se utilizé el
MMSE que adopt6 y validé Sandra Reyes de Beaman y colaboradores en poblacion mexicana

(Villa et al., 2004) como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Escala de Mini-examen del estado mental (MMSE). Se utilizo el MMSE en una puntuacion de
30 en dos grupos SDC y DC.

DC 0-26

SDC 27-30

Al ser un estudio exploratorio se utilizd un total de 20 muestras de suero (n = 8 con SDC
(control) y n = 12 con DC tomadas en el 2017 dentro del estudio COSFAMM seleccionando el

nivel de deterioro cognitivo tomando en cuenta el puntaje MMSE, edad y sexo.

8.2 Identificacion y construccion de metabolomas

8.2.1 Obtencidn de fracciones ricas en metabolitos

Para eliminar las proteinas que interfieren con el estudio del suero se utiliz6 el solvente MeOH
por su capacidad de competir con puentes de hidrogeno con las proteinas permitiendo su
separacion y precipitacion. Brevemente, las muestras de suero fueron descongeladas en hielo a 4
°C, se homogenizo con vortex por 30 s, se tomaron 200 pdel suero en un vial de 1.5 mL y se
centrifugd a 10,835 g x 10 minutos (centrifuge MiniSpin, Cat: 022620100, lot: 1412796M,
Eppendrf North America). Finalmente, se tomaron 150 pL de sobrenadante y se pasaron en un
vial de 1.5 mL, dicho sobrenadante se puso en una disolucion 1:2 (v/v) con MeOH. Se
homogenizoé la disolucion en vortex por 30 s (Nagana Gowda y Raftery, 2019; Estrella-Parra et
al., 2023). Se incubd a -20 °C x 20 minutos la disolucion del sobrenadante y el MeOH. Al salir
de la incubacion se volvid a centrifugar a 10,835 g x 10 minutos. Se recupero el sobrenadante
(350 pL), cuidando de no llevarse el precipitadoen un vial de 1.5 mL y se repitio la
centrifugacion e incubacion con las caracteristicas ya indicadas. Finalmente, se colocaron en un
inserto de 100 pL (vial 12 x 32 boca estdndar con tripi¢ PP-100pk) posteriormente, se resguardd

en hielo seco para su posterior procesamiento en el UPLC-MS/MS.
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8.2.2 Separacién de metabolitos de baja resolucién con cromatografia liquida de
alta eficiencia.

Para obtener los metaboloma el procesamiento de las muestras de suero se realizd en el
Laboratorio de Farmacologia Experimental y Laboratorio de Infectologia e Inmunologia, ambos
ubicados en la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de
los Reyes, (INPer). Se utilizo6 la estrategia de metabolomica semi no dirigida adaptada al sistema
UPLC-MS/MS que consta de un méddulo de cromatografia Acquity UPLC Waters acoplado a un
espectrometro de masas XEVO-TQS Waters con una resolucion de masa unidad (FWHM) de

14.6 (unidades de masa).

La estrategia consistio en dos disefios experimentales que se consideran la cromatografia liquida
y la parte de la deteccion de espectrometria de masas (UPLC-MS). La cromatografia liquida usé
una fase movil que utilizé formiato de amonio y acetonitrilo. El formiato interactia con los
grupos amidas dipolares a través de enlaces idnicos ayudando a mantener un pH estable y, por
otro lado, el acetonitrilo tiene baja interaccion con la fase movil, lo que permite una separacion
répida y reduce la viscosidad de la fase movil. En la fase estacionaria, se seleccion6 una columna
BEH amida que cuenta con un ligando de amida trifuncional que al tener un grupo funcional
carbonilo (C=0) y un grupo amida (NH,) le permite retener los compuestos mas polares por mas
tiempo, como lo son moléculas con carbonilos (-C=0), hidroxilos (-OH), aminos (-NH,) y las

interacciones dipolo-dipolo (Liu et al., 2015; Neufter et al., 2022).

Para la deteccion de los espectros de los metabolitos separados se utilizd un espectrometro de
masas XEVO-TQS de Waters. El equipo tiene un detector con la tecnologia de triple cuadrupolo
(TQ), el cual consiste en 4 barras que tienen 2 con cargas positivas y 2 con cargas negativas, para
generar un campo magnético variable (Figura. 6). Los iones pasan por los cuadrupolos y
producen variaciones en las trayectorias de los iones, que son separados por su carga y masa. La
deteccion de los iones de los metabolitos se realizé utilizando la ionizacion suave que fue una

ionizacién por electroespray positiva (ESI+).
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Figura 6. Partes del equipo UPLC-TQ-MS/MS. A) Representacion del cuadrupolo. B) Diagrama de los
4 cuadrupolos en el equipo, se puede ver en el primer cuadrupolo (MS1), la camara de colision y el

segundo cuadrupolo 2 (MS2).

Para el analisis del UPLC se procesé por triplicado el suero, se utilizaron QC (una mezcla de
todos los sueros) y como blanco (MeOH y fases moéviles) en orden aleatorio inyectando un
volumen de 5 pL en el equipo. El cernimiento de deteccion de masas fue de 50-2000 kDa con un
tiempo de analisis de 20 minutos y temperatura de automuestreador de 5 °C. En la Fase
estacionaria se utilizo la columna cromatografica ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1304,
1.7 um, 2.1 mm x 100 mm, (Serial no. 186004801, WATERS) que mantuvo una temperatura de
35 °C, y contd con lavados un fuerte que fue una mezcla de Isopropanol/MeOH/ACN/H20
(etiqueta miliQ) (40:30:20:10) y lavado débil una mezcla de 600 puL de una mezcla de H20/ACN
(50:50). La Fase movil utiliz6 una mezcla de formiato de amonio (%A) (10 mM, grado HPLC,
catdlogo 17843-50G, Lote: BCBP5469V, (=99), Sigma-Aldrich) y acetonitrilo (%B) (ACN,
hipergrado LC-MS, LiCrhosolv, Supelco, Lote: 11273629310) con una velocidad de flujo de 0.3

mL/min, con una condicién de elucion en gradiente (Tabla 2). Esto permiti6 la separacion de los
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metabolitos en el suero, ya que es una mezcla compleja que necesita ser separada para

posteriormente sea detectada en masas.

Tabla 2. Separacion del suero por gradiente en la columna: Gradiente de separacién para los
metabolitos en la columna ACQUITY UPLC® BEH Amide 1.7 um usando el gradiente:

Tiempo Formiato de Acetonitrilo
amonio
(min) (%B)
(Y0A)

0.0 5.0 95.0
4.00 30.0 70.0
5.50 60.0 40.0
8.50 60.0 40.0
10.50 30.0 70.0
15.00 5.0 95.0

20.00 5.0 95.0

Para el analisis de masas e identificar los metabolitos se utiliz6 el patron de fragmentacion en
electrospray positivo (ESI+), utilizando el primer cuadrupolo para la deteccion de las m/z.
Manteniendo la camara de colision y el segundo cuadrupolo estatico, la adquisicion de datos se
obtuvo por MS1 en modo centroide. Para los pardmetros de MS se utilizaron los siguientes
parametros: Electrospray positivo (ESI+), temperatura de la fuente (150 °C), temperatura de
solvatacion (350 °C) y flujo del gas de desolvatacion: 350 L/Hr. Esto permiti6 detectar los iones
de los metabolitos en ESI+ para su analisis masivo. Utilizamos un enfoque semi no-dirigido, ya
que el inactivar la camara de colision y el segundo cuadrupolo baja la resolucion, pero no pierde
la sensibilidad, esto permite detectar metabolitos putativos de manera no dirigida. Esta
metodologia recibe el nombre de baja resolucion debido a la dificultad de identificar de manera

precisa de algunos metabolitos con m/z similares.
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8.2.3 Pre-procesamiento de espectros e identificacion de metabolitos.

Los equipos de UPLC-MS son sensibles a temperatura, presion atmosférica y esto genera que
cuenten con ruido en los espectros y el cromatogramas (Zeng y Bateman, 2023), por lo que es
necesario que s¢ pre-procesaran (Chen, Li y Xu, 2022). Se obtuvieron los archivos crudos del
equipo utilizando el software MassLyx 4.1. Dichos archivos en formato .RAW se convirtieron a
formato .mzML para ser compatibles para MS-DIAL v.4.9.221218 utilizando Proteowizard v.3
(Smith y Zhang, 2023). Los picos se detectaron con minimo de amplitud de 3000 y una masa de
corte de ancho de 0.1 kDa. Para el suavizado de los picos (Smoothing) se utilizé el método

llamado Weighted moving y con una masa de deteccion de 0-2000 kDa.

Para la identificacion de los metabolitos se utilizé la base de datos MassBank de Norteamérica
adaptada a LC-MS que tiene un total 160,993 espectros, se accedid el 22/04/2024
(https://mona.fichnlab.ucdavis.edu/downloads). Considerando un umbral de identificacion de los
metabolitos se utilizaron QC y blancos para eliminar falsos positivos del analisis de los datos en
ambos grupos. Se estimo la formacion de aductos al momento de la ionizacion de los metabolitos
considerando los solventes de la fase movil (formiato de amonio y &cido acetonitrilo) y el
solvente de precipitacion de las proteinas (MeOH) (Thoben et al., 2023). La lista de aductos
seleccionados fue la siguiente: [M+H]", [M+NH4]", [M+Na]’, [M+CH30H+H]’, [M+K]",
[M+ACN+H]", [M+H-H20]", [M+H-2H20]", [M+2Na-H]", [M+ACN+Na]’, [M+2K-H]",
[M+2ACN+H]", [M+tIsoProp+Na+tH]", [2M+H]", [2M+NH4]", [2M+Na], [2M+K]",
[2M+ACN+H]", [2M+ACN+Na]*, [M+2H]2", [M+H+NH4]2", [M+H+Na]*', [M+H+K]*,
[MH+ACN+2H]>,  [M+2Na]*, [M+2ACN+2H]*, [M+3ACN+2H]*"  [M+2H+Na]*"
[M+H+2Na]*" [M+3Na]*".

8.2.4 Construccion del metaboloma por alineamiento de los grupos.

Para la construccion del metaboloma de los grupos DC y SDC, se utilizd los controles de calidad

(QC) como referencia de deteccion de metabolitos en MS-DIAL con un factor de tiempo de
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retencion (0.05 min) y el factor MS1 (0.015) para comparar similitudes de espectros entre las

muestras en los dos grupos.

8.3 Identificacion de la abundancia de los metabolitos en adultos
mayores con deterioro cognitivo.

8.3.1 Normalizacion de conjunto de metabolomas.

Es importante que se realice una correccion de lote de datos y una imputacion en estudios de
metabolomica masiva para eliminar interferencias por datos faltantes, para ello se construy6 una
base de datos que contd con los siguientes elementos: metabolitos, muestras (suero y QC) y
concentracion (area bajo la curva) (Pang et al, 2024). Usando la guia de la plataforma de

MetaboAnalyst 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/). Para las muestras, el

método de comprobacion de lotes se uso el EigenMS (Karpievitch ef al., 2014) y la evaluacion se

realiz6 por muestra 'y QC.

8.3.2 Analisis Estadisticos del Metaboléma de DC y SDC.

Para verificar el comportamiento de los grupos se realizd un analisis multivariante con el paquete
R Omu (Tiffany y Baumler, 2019; Chen, Li y Xu, 2022). Para la identificacion de metabolitos
implicados y su abundancia en deterioro cognitivo en la plataforma de MetaboAnalyst 6.0. Se
realizo el andlisis estadistico para la identificacion y variacion de metabolitos. Asi como su
diferencia en el grupo DC y SDC se utilizo el andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguida
de un analisis post-hoc BH para un valor p<0.05. Usando los QC para validar los falsos positivos
en los metabolitos detectados con BH. Se realizo el andlisis discriminante de PLS disperso
(sPLSDA) para identificar las concentraciones y sus correlaciones de los metabolitos en DC y
SDC de los metabolitos con una p<0.05. Asi como un el analisis lineal para la identificacion de
las abundancias de los metabolitos en DC y se realizd para multiples covariantes (edad, sexo y
grupos) con los siguientes pardmetros: concentracion, filtrado de datos por QC, la desviacion
estandar relativa (RSD = SD/media). Ademas, de una desviacion estandar relativa con un filtrado

del 10%.
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8.4 Identificacion de vias metabolicas alteradas en DC
8.4.1 Analisis de Vias de Sefializacion y enriquecimiento.

Para identificar las vias que participan en nuestro conjunto de metabolitos se realizé un analisis
de enriquecimiento utilizando la lista de los metabolitos detectados en el andlisis estadistico

utilizando las bases de datos SMPDB en MetaboAnalyst 6.0.

9. Resultados

Los sueros seleccionados de adultos mayores de la toma de muestra del afo 2017 de la
COSFAMM, en el estudio exploratorio utilizé un total de 20 muestras de suero (n= 8 con SDC
(control) y n =12 con DC siguiendo los criterios de inclusién como se muestra en la tabla 3. Para

su procesamiento en el UPLC-TQ.

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras de suero utilizadas en el estudio. Registro de puntuacion de la
MMSE, sexo, edad y folio de individuos seleccionadas para el analisis metabolomico. Sexo (H =hombre
con una n = 12 y M = mujer con una n = 8) y la edad con un rango de 62 a 79 afios con un promedio de
70.4 afios

Nivel del deterioro cognitivo Puntaje MMSE Sexo Edad

8 H 72

6 M 67

25 H 68

23 H 73

26 H 74

DC 26 H 82

(0-26) 26 H 79

26 M 70
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24 H 75
26 M 74

24 H 67

20 M 69

30 H 65

27 H 62

SDC 30 H 67
(27-30) 27 H 77
30 M 65

28 M 64

28 M 64

29 M 74

Los datos crudos adquiridos del UPLC-TQ por el método semi-no dirigido al realizar el
pre-procesamiento, busqueda e identificacion de metabolitos y la construccion del perfil del
metaboloma por muestra. El andlisis del Pre-procesamiento en MS-DIAL identifico en promedio
en DC 312 metabolitos y en SDC el promedio fue de 316 contando metabolitos no identificados
en la base de datos y los metabolitos que se identificaron. Se identificaron un promedio
aproximado de 31 metabolitos putativos en DC y 32 metabolitos putativos en SDC. Lo que nos
brind6 una lista completa de metabolitos identificados por MS-DIAL (Figura 7A) y un
metaboloma completo por muestra para los dos grupos DC y SDC (Figura 7B).
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A)

B)

me

RT [min] m/z Type Metabolite name
045 517.0126 [M+H]+ w/o M52:2-(3 4-dihydroxyphenyl)- 5 8-dihydroxy-7-methoxy-3-[
101 605.1462 [M+H]+ w/fo MS2:methyl (4S,5E,65)-5-ethylidene-4-[2-oxo-2-[(25,3R 45,1
141 417.2067 [M+H]+ w/o MS2:Spironolactone
165 571.1662 [M+2Na-H]+ w/fo MS2:(27)-2-[4-[2-[2-(3 4-dihydroxyphenyl)ethoxy]-2-oxoetH
166 565.1055 M+K]+ wfo MS2:3-[1,1-bis(4-hydroxyphenyl)-3-oxo-3-(2.4,6-trihydroxy
183 4222100 [M+H]+ w/o MS2:NCGC00169202-02!5-chloro-2,4-dihydroxy-6-methyl-
415 874.3309 [M+H]+ w/o MS2:Lyciumin A
465 788.1135 [M+H]+ w/o MS2:Phosphatidylcholine 16:1-22:6
5.20 492.1077 [M=H]+ w/o MS2:(Methylsulfinyl)octyl glucosinolate
548 257.0376 [M+H]+ w/o MS2:Norlichexanthone
568 258.1703 [M+H]+ w/o MS2:FA 16:0-d3
581 527.1783 [M+H]+ w/o MS2:13-(acetyloxy)-1,6-dihydroxy-8-(hydroxymethyl)-4,12,"
582 755.1886 [M+H]+ w/o MS2:Flavone base + 40, C-Hex-CoumaroylHex
5.86 275.2012 [M+H]+ w/o MS2:Nandrolone
707 333.1023 [M+H]+ w/fo MS2:5-[2-(furan-3-yl)ethyl]-8a-(hydroxymethyl)-5,6-dimeth|
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936 346.1147 [M+H]+ w/o MS2:8-2-Amino-3,8-dimmethylimidazo[4,5-flquinoxaline-d
9.87 402.0018 [M+H]+ w/o MS2:Gluconapoleiferin
1091 271.0605 [M+H]+ wfo MS2:Apigenin
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Figura 7. Metabolitos identificados y metaboloma por muestra de suero. A) Los metabolitos
identificados se obtuvieron por tiempo de retencion, m/z, comparacion de datos con iones precursores, su
formacion de aductos en la base de datos de MassBank Mona. B) MS-DIAL nos muestran los metabolitos
identificados en su totalidad en cada muestra donde el eje Y se observa los m/z de cada metabolito y el eje
X nos muestra el ion precursor detectado en un periodo de tiempo.

Se realiz6 una busqueda de los metabolitos en las bases de datos de MassBank Mona, PubChem,

KEGG, HMBD con la ayuda de MBROLE3 y Fiehn lab (http://cts.fichnlab.ucdavis.edu/)

utilizando los InChlKey que nos brind6 MS-DIAL. Las limitaciones que nos encontramos al
hacer esto es la pérdida de informacion de muchos metabolitos que aun no se han anotado en
KEGG y HBMD, de todo nuestro conjunto completo de metabolitos (2721) detectados en el
estudio se identificaron 321 metabolitos anotados (321 registros en KEGG y solamente de estos
habia 238 de HMBD). Ademas, estos metabolitos detectados pertenecen de manera general a
antibioticos, carbohidratos, hormonas, transmisores, lipidos, adcidos nucleicos, acidos organicos,

péptidos, vitaminas, compuestos fitoquimicos y otros (Figura. 8).
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Figura 8. Clases de metabolitos identificados. Graficos de barras de los recuentos de metabolitos. Se
pueden observar en el eje de la Y las categorias de los metabolitos detectados en el suero en nuestros dos
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grupos. Por otro lado, en el eje de la X se puede observar el fold change (veces de cambio) en el conteo de
cada metabolito en las muestras de los dos grupos.

Lo anterior se realizd para la construccion de una base de datos para poder comparar los dos
grupos de estudio. Era necesario antes una correccion por lotes en los grupos por metabolito y
por muestras, esto nos permitio eliminar datos faltantes e incluso posibles datos no relevantes de

metabolitos que nos afectaran en posibles analisis posteriores como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Normalizacion de la concentracion de los metabolitos. Se realizo una correccion por lotes y

normalizacion de los datos como se observa en la grafica a los grupos tomando en cuenta las muestras de
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los sueros que incluyo también los metabolitos detectados en cada muestra por su area para identificar la
abundancia donde se muestra €l antes y después de la correccion por el area para la concentracion donde
(9A) es el grupo de metabolitos y (9B) por grupo de muestras.

A través de un analisis de ANOVA de una via se identificaron 28 metabolitos relevantes entre los
grupos DC y SDC, con diferencias significativas en sus abundancias (p < 0.05). Utilizando un
modelo lineal generalizado, se determinaron los metabolitos mas y menos abundantes en cada

grupo, como se muestra en la Figura 10.

p.log

® 05
@® 10
@ 15
@ 20
@

-log10(raw-p)

-log10(raw-p)

- 26

25

2.4

Compounds

Figura 10. Metabolitos encontrados en el suero de individuos con DC con respecto a SDC
(controles). En la figura se muestran los metabolitos detectados (n=28). El tamafio del circulo nos indica
la significancia del p-valor de 0 a 2.6 y en la escala de amarillo a rojo son todos aquellos metabolitos con
valores de p < 0.0025.

Los metabolitos analizados en los estudios ANOVA test y el modelo lineal generalizado se
realiz6 un sPLSDA que mostro6 la correlacion de los metabolitos basados dos grupos DC y SDC

comparando con el QC. En la Figura 11A se observan los datos de DC que van al PC1 y los
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metabolitos de SDC se van hacia al PC2 mostrando separacion entre los dos grupos. Los
metabolitos que se detectaron mas correlacionados en los grupos separados por sus cargas para

ver la correlacion de los metabolitos con DC y SDC (Figura. 11B).

A) B) Uncarina C o | HEO
Betaina ° | ]
Beta-D-Fructosa-6-fosfato i [ [m}
Piroxicam . L .}
o DC Arbutina o [ | [m]
° ©QC Verruculégeno ° [ | [m]
M © sbC , 2,5-Diclorofenol o HEC  Alto
Acido mefenamico ° | Im]
< (5] Alcohol bencilico o Omm
= R Flutamida ° mac)
Pl Acido tetradecanoico * EEO
& Solasodina *- mEC
@ Cantaxantina o | Im]
- 9 S-Hexil-glutation ° [ [ ]
2 o Inhibidor de la proteinasa E64 ° m | |
g ° Daunorubicina ° EEO
g 8 Tomatidina ° mEC
=] . Soyasaponina-I ° | [m] I
© Acido heptandico o [ [m} .
° . Cloramben ° mmC Baio
° Acido Ureidoglutarico o Omm
) Acido tridecanéico ° m | |
g Clormequat ° [ [m}
., Lufenuron . mEC
& Acido litocélico o Tl
S-adenosil-L-metionina ° Omm
® N-Benciladenina ° mEC
b Limonin ° (m [ |
Biternatol | o Omm
T T T T T
012 014 016 018 020

T
s 10 15 a1
Componente 1 (6.3 %) oadings

Figura 11. Metabolitos correlacionados en los grupos DC y SDC. A) Los resultados del (sPLSDA)
encontraron diferencias entre grupos de muestras DC y SDC. Permitio la visualizacion, comprension de
los metabolitos y su contribucion a la separacion en DC y SDC. B) En el eje de las Y se puede observar la
concentracion de los metabolitos que se clasifican con mayor concentracion en color rojo y menor
concentracion en color azul, esto se valida con los metabolitos que se encuentran en el QC. El eje de las X
nos muestra las proyecciones de los metabolitos en un uso de combinacion lineal de las concentraciones
originales que maximiza la separacion entre los grupos. Esto permite comparar los valores de un
metabolito en diferentes grupos, es decir un metabolito tiene un valor mucho mas alto en un grupo que en

otro, permitiendo observar metabolitos diferencialmente expresados entre los grupos.

Los metabolitos encontrados se buscaron en la base de datos de KEGG en humanos para
identificar qué vias se habian alterado. Se encontraron: al d4cido tetradecanoico, f3
-D-Fructosa-6-fosfato, betaina, arbutina, acido litocélico, acido carglumico, acido tridecanoico,
S-adenosil-L-metionina (SAM), acido heptandico, entre otros metabolitos en los dos grupos.
Muchos de los metabolitos encontrados estan relacionados con pesticidas y en KEGG son
detectados como herbicidas e insecticidas, asi como metabolitos secundarios de los alimentos
(fitoquimicos) que consumen los individuos. Los metabolitos de medicamentos que se

encontraron son en su mayoria antiinflamatorios (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen del perfil metabélico de individuos con DC. La tabla muestra los metabolitos
definidos en la base de datos KEGG vy la clasificacion que le da el paquete de R-Omu.

Clases de metabolitos Metabolitos putatives | KEGG

B-D-Fructosa-6-fosfato | C05345

Betaina C00719

Acido heptanoico C17714

Acido tetradecanoico C06424

Arbutina C06186
Acido litocélico C03990
Endégenos S-adenosil-L-metionina | C00019
Acido tridecanoico C17076

Acido Ureidoglutarico C05829

Uncarina C C17595
Arbutina C06186
Tomatidina C10826
Soyasaponina | C08983
Compuestos fitoquimicos
Solasodina C10822
Betaina C00719
Cantaxantina C08583
Limonin C03514
Piroxicam C01608
Farmacos Acido mefendmico C02168
(Antiinflamatorio, Lolutatic
Antineoplisicos y S-Hexilglutation C02886
Antiandrogenos) Daunorrubicina C01907
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and Kim, 2018)

Flutamida C07653
Inhibido de Proteasas C01341
E-64
Alcohol bencilico C00556
Bitertanol C06853
Chlormequat C18585
Pesticidas (Herbicidas e Lufenuron C18434
Insecticidas) Chloramben C19056
N-Benziladenina C11263
Micotoxina Verruculégeno C20045
(Khoufache et al., 2007)
Xenobiético 2-5-Diclorofenol (Park | C06602

Se identificaron los metabolitos endogenos y se reviso las concentraciones originales entre los

dos grupos DC y SDC, comparandolos con los QC usando graficas de BoxPlot entre los grupos

de los metabolitos endogenos de los resultados del ANOVA (p<0.05). Los metabolitos

aumentados en DC comparados con SDC que fueron B-D-Fructosa-6-fosfato, betaina, acido

heptanoico, 4cido  miristico  (4cido

tetradecanoico),  arbutina,

S-adenosil-L-metionina, acido tridecanoico y acido Ureidoglutarico (Figura. 12).

acido

litocolico,
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Figura 12. Concentraciones de metabolitos endégenos DC vs SDC. Se observan las graficas BoxPlot

que muestran las concentraciones originales detectadas entre los dos grupos. El eje de las Y muestras el

area detectada en el UPLC-TQ y el eje de las X nos muestra la concentracion por grupo que incluyen el

QC
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Las concentraciones fueron normalizadas por correccidon de lotes para eliminar posibles sesgos

provocados de las concentraciones entre los grupos para detectar las abundancias de los

metabolitos entre los dos grupos realizando un volcano plot (Figura. 13A), para analizar las

diferencias en las abundancias de los metabolitos en DC y SDC (Figura. 13C). Se realizd

heatmaps para identificar los patrones del aumento o disminucion de los metabolitos entre los

dos grupos de los metabolitos endégenos detectados con ANOVA y Modelo lineal generalizado

(p<0.05) (Figura. 13B).
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Figura 13. Abundancia de metabolitos en los individuos con DC. Los metabolitos identificados en el
volcano plot (A) nos indica cudles son mas abundantes en color azul (C), y cuales menos abundantes en
rojo (C) al comparar entre DC y SDC. B) el heatmap muestra en las filas las intensidades de los
metabolitos en ambos grupos, Donde se observa con mayor intensidad a metabolitos endégenos como la
betaina, B-D-Fructosa-6-fosfato, comprando los grupos con el QC nos muestra que ambos grupos difieren
en intensidades entre los metabolitos detectados como se muestra en la lineas.

A los metabolitos alterados en DC se les realizo un analisis de enriquecimiento y de sefalizacion
para identificar las vias alteradas en DC. Los resultados se pueden ver en la (Figura 14A y B).
Los metabolitos més importantes en esta via son la Betaina y SAM, ya que estos metabolitos se
encontraron en muchas vias asociadas a metabolismo de aa como el metabolismo de metionina,

metilhistidina, glicina y serina; y biosintesis de la fosfatidilcolina.
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Figura 14. Vias metabélicas identificadas en deterioro cognitivo. A) Analisis de enriquecimiento de
via con mayor impacto por los metabolitos (pathway impact) B) Andlisis de vias significativas
(Enrichment ratio). Se puede observar en la figura 1A las vias mas relevantes detectadas del conjunto de
metabolitos detectados en los grupos muestran la conexion de los dos metabolitos que son la betaina y
SAM que son metabolitos que regulan el metabolismo de los aminoacidos y lipidos. Esto se confirma con
el andlisis de enriquecimiento 1B donde se observa que el metabolismo de la betaina es uno de los mas
alterados en el DC.

10. Discusion

En el presente proyecto se realizd un andlisis exploratorio del metaboloma del suero de
individuos con DC y SDC. Para efectuar este analisis primero se disefid un método de analisis
metabolomico de baja resolucion semi no-dirigido. Este método consistido en adaptar un equipo
de metaboldémica dirigida (UPLC-TQ-MS/MS) para realizar metabolémica no dirigida, para
detectar iones precursores y su concentracion en las muestras de suero. Es importante destacar
que al realizar el analisis de ionizacion con un solo cuadrupolo la resolucion y fragmentacion de

los iones precursores es baja, por lo que se obtienen metabolitos putativos que es necesario
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validar manualmente con bases de datos que registren dichos iones precursores, de ahi su nombre

de semi-no dirigido y de baja resolucion.

Como resultados del metaboloma se encontré que dentro de las vias alteradas més enriquecidas
estaban la via de la metilhistidina, la betaina y la metionina (Fig 10-14). La primer via se ha
relacionado con DC, pues se han detectado niveles bajos de 1-metihistidina afectando el
metabolismo de los aa de cadena ramificada (BCAA), y se sabe que estos aa son intermediarios
metabolicos en la neurodegeneracion, funcién de neurotransmisores, sintesis de proteinas y
estrés oxidativo (Yang et al., 2022). Por otro lado, la via del metabolismo de la betaina participa
en mecanismos a nivel molecular como: metabolismo de lipidos, de la glucosa, transcripcion de
genes inflamatorios y metabolismo de los aminoacidos azufrados (Zhao et al., 2018; Mihara et
al., 2022). La principal funcion de la betaina en el sistema nervioso central es la proteccion
contra la excitotoxicidad causada por el reticulo endoplasmico que lleva a problemas de
sobreestimulacion de los receptores de glutamato (Zhao et al., 2018). Inclusive la homocisteina
que también estd involucrada en esta via induce estrés oxidativo y apoptosis en el sistema
nervioso central y su acumulacion puede producir dafio neuronal y DC (Zhao et al., 2018).
Ademas, la colina que es un precursor de la betaina también se ha relacionado con DCL y su
metabolismo es muy importante en la produccion de betaina a nivel mitocondrial (Y. Zhao, Song,

et al., 2022; Yang et al., 2022).

Nuestros resultados sugieren una relacion estrecha entre el metabolismo de la betaina y la
metionina, pues ambas vias se encontraron alteradas en pacientes con DC (Figuras 10-14). La
betaina, a través de su contribucion a la homeostasis de la metionina, influye indirectamente en
el proceso de metilacion (Yan Zhao et al., 2022). Ademas, la metionina sirve como sustrato para
la metionina adenosiltransferasa (MAT) en la sintesis de (SAM), y este participa como donante
universal de grupos metilo en numerosas reacciones de metilacion asociadas con
neurotransmisores (Yan Zhao et al., 2022). Sin embargo, los niveles altos de betaina encontrados
en las muestras de individuos con DC no sugieren que esta venga del metabolismo de la betaina
a nivel mitocondrial, ya que encontramos un nivel de SAM disminuido en DC (Zhao et al., 2018;
Mihara et al., 2022) y, al analizar a detalle esta via hacen falta precursores que sustenten su

metabolizacion mitocondrial (Figura 15). La falta de la deteccion de estos metabolitos
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probablemente se deba al limitado niimero de muestras de suero analizadas en este estudio
exploratorio. Asi como al hecho de que nuestro estudio sea no dirigido, puesto que no

contdbamos con un set de metabolitos ya conocidos asociados con DC en poblacién mexicana.

Betaina
Qo 9
00 o

68 8 8 88 8 e e e e e e e e e e e e e e e e s s sTeTe s s e Te Te s T8 Th Ve s e Te s e s Te

o 9, 0.0, 0 08, 0,0 0 0, 0,0, 00 0 80 0 08 00 0 80 80 00 90 0.9 0. s 98 .98 ¢ l".."'.'.‘.‘
CICLO DE LA METIONINA Metionina?
L]
J/ SAM o
/ Betaina /]\Betain
o
S5-metil-THF . PRSI
- O Colin
CH;
Metiltransferasas SAM- MS { BHMT
dependientes S THF
2 “enggy, @
SAH FO Q
L]

i e
- Momg,.:
h’drolas;; leing

DMG

Q Homocisteina'?
. [ ]
Taurina @, CDO  Adenosina 1 CBS

GCS () «—— () Cistationina
Glutation O Cisteina

ViA DE TRANSSULFURACION METABOLISMO DE LA
BETAINA

Figura 15. Metabolitos alterados en la ruta de la betaina y la metionina en individuos con DC. En la
figura las flechas rojas indican los metabolitos que se encontraron a la alta o ala baja y los signos de
interrogacion los metabolitos que no se encontraron, pero que serian importantes en la ruta.

Interesantemente, en nuestros resultados solo detectamos la mitad de los metabolitos del
metabolismo de la betaina y la metionina (Figura 15), ya que los metabolitos que mas participan

son la SAM vy betaina. En este contexto, en nuestro estudio encontramos a SAM disminuido en
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suero en individuos con DC; la SAM puede atravesar la barrera hematoencefalica en seres
humanos, y desempena un papel fundamental en la desaceleracion del deterioro cognitivo al
modular factores importantes, como el ciclo metabdlico de la metionina, la metilacion y el
metabolismo de oxidacién (Strous et al., 2009). Inclusive se ha visto que la disminucién de SAM
en el liquido cefalorraquideo puede provocar trastornos del metabolismo de la metilacion en el
sistema nervioso, asi como la deficiencia de hiperhomocisteina, acido folico y vitamina B12

causando DC (de Leeuw et al., 2020).

Por otro lado, el nivel bajo de SAM encontrado en individuos con DC, también nos indica que
los niveles de SAH estarian siendo afectados (Figura 15) sin embargo, no encontramos alteracion
en este metabolito, lo cual puede ser debido a las limitantes antes mencionadas en el nimero de
muestras y los métodos. Entre los metabolitos significativos también se encontro el llamado
acido litocolico, el cual es clave en la via de la biosintesis de los 4cidos biliares y es producido en
la microbiota intestinal a partir del 4acido quenodesoxicélico, cabe destacar que este tiene un
papel fundamental en el eje microbiota, intestino y cerebro (Marksteiner et al., 2018; Dalile et
al., 2019). Inclusive en diversos estudios clinicos se ha visto que los niveles séricos de acidos
biliares hidréfobos toxicos como el acido litocdlico son significativamente mas altos en pacientes
con enfermedad de Alzheimer (EA) y DCL en comparacién con sujetos de control (Ehtezazi et

al., 2023).

Finalmente, dentro de los metabolitos exdgenos no asociados a vias, encontramos a la uncarina C
como uno de los compuestos con mayor presencia en individuos con DC. Interesantemente, este
compuesto tiene uso etnomédico como antineuroinflamatorio (Snow et al., 2019) y se encuentra
en infusiones de té en la planta de la especie Uncaria tomentosa conocida como “urnia de gato”
(Tyler y Tyler, 2023), lo que sugiere que probablemente los individuos estén tomando como
medicina alternativa para el DC estos remedios herbolarios. Inclusive se han reportado efectos de
mejora de la memoria y antineuroinflamatorio en ratas de mediana edad (Garzon, 2019;
Castilhos et al., 2020). Una de las ramas que surgen a partir de estos resultados es el evaluar si
estos remedios pueden ser utilizados como posible tratamiento o como biomarcador

farmacoepidemiologico de DC en individuos que lo consuman.
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11. Conclusiones

El metaboloma de individuos con DC sugiere que las vias de la metilhistidina y el ciclo
betaina-metionina son las rutas mas afectadas. Interesantemente, estas rutas estan implicadas en
procesos de neurodegeneracion, estrés oxidativo y excitotoxicidad y su alteracion podria estar
provocando DC. Finalmente, cabe destacar que se logré estandarizar una nueva metodologia que
permitid hacer un andlisis metabolémico global no dirigido con un equipo de MS de baja
resolucion (UPLC-TQ-MS). Por otro lado, el consumo de plantas como la Uncaria tomentosa 'y
su eficiencia de compuestos presentes para el tratamiento de DC en modelos animales es
conocido. Cabe destacar que los resultados obtenidos no permiten tener una relacion causal

debido a las limitaciones en el tamano de muestra del estudio.

12. Perspectivas

Al ser un estudio exploratorio el nimero de muestras de individuos es bajo por lo que el poder
estadistico no permite realizar conclusiones poblacionales, en este sentido, es necesario llevar a
cabo un andlisis con un tamafio de muestra mayor y de metabolomica dirigida al ciclo
betaina-metionina. Ademas, al ser un estudio transversal, no estamos analizando variables
causales en el estudio, por lo que serd necesario realizar un estudio longitudinal o un seguimiento

a los individuos.
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14. Anexos

14. 1 Aspectos éticos y de bioseguridad.

Los principios éticos en los que se basa esta investigacion estdn de acuerdo con la legislacion
nacional e internacional sobre investigacion en seres humanos, considerando por lo menos:
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud; D.O.F.
6-1-1987, Ley General de Salud; D.O.F. 7-1I-1984 (ultima reforma publicada en D.O.F.
19-111-2014), la declaracién de Helsinki (1964) para los estandares de proteccion para personas
que participan en investigaciones y los principios éticos que deben regir la investigacion clinica,
junto con el Codigo de Nuremberg de 1947 y las Recomendaciones del CIOMS (Council for
International Organization for Medical Sciences) promulgada en 1982 y las Guias de Buenas
Practicas de Investigacion Clinica adoptadas por la Reunion Internacional de Armonizacion del
1996. Cabe destacar que el presente protocolo fue aprobado por los Comités de Investigacion,

Etica y Bioseguridad del IMSS y se encuentran con niimero de registro: 2020-785-108.

14.2 Resultados del ANOVA de una via y estudio post-hoc

Tabla 6. Resultados de metabolitos significativos encontrados en DC y SDC. Los resultados son del
ANOVA de una via y el modelo lineal generalizado obtenidos de MetaboAnalyst 6.0.
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f.valor p.value -loglO0(p) | FDR Fisher's LSD
Acido ureidoglutarico 8.7282 0.0020479 2.6887 0.026592 QC-DC; QC-SDC
Acido tridecanoico 8.7281 0.002048 2.6887 0.026592 QC-DC; QC-SDC
Proteasa inhibidor E-64 8.7193 0.0020574 2.6867 0.026592 QC - DC; QC - SDC
S-adenosil-L-metionina 8.7049 0.0020729 2.6834 0.026592 QC-DC; QC-SDC
Uncarina C 8.6576 0.0021248 2.6727 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Arbutina 8.6018 0.0021879 2.66 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Betaina 8.5861 0.0022059 2.6564 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Alcohol bencilico 8.5854 0.0022068 2.6562 0.026592 QC -DC; QC - SDC
B-D-Fructosa-6-fosfato 8.5832 0.0022093 2.6557 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Piroxicam 8.5799 0.0022132 2.655 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Verruculogeno 8.5324 0.0022692 2.6441 0.026592 DC - QC; SDC - QC
2-5-Diclorofenol 8.5244 0.0022787 2.6423 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Acido mefendmico 8.5157 0.0022892 2.6403 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Solasodina 8.4717 0.002343 2.6302 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Flutamida 8.4494 0.0023708 2.6251 0.026592 DC - QC; SDC - QC
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Limonin 8.4476 0.0023731 2.6247 0.026592 QC-DC; QC-SDC
Cantaxanthina 8.4458 0.0023754 2.6243 0.026592 DC - QC; SDC-QC
S-Hexilglutation 8.4427 0.0023792 2.6236 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Daunorubicina 8.4346 0.0023895 2.6217 0.026592 DC - QC; SDC-QC
Tomatidina 8.4234 0.0024037 2.6191 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Soyasaponina I 8.4216 0.002406 2.6187 0.026592 DC - QC; SDC-QC
Acido heptanoico 8.4023 0.0024308 2.6143 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Acido tetradecanoico 8.3761 0.0024649 2.6082 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Chlormequat 8.3069 0.0025573 2.5922 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Chloramben 8.2277 0.002668 2.5738 0.026592 DC - QC; SDC-QC
Lufenuron 8.2266 0.0026695 2.5736 0.026592 DC - QC; SDC - QC
Acido litocolico 8.1538 0.0027759 2.5566 0.026628 DC - QC; SDC-QC
N-Benziladenina 7.8333 0.0033038 2.481 0.03056 DC - QC; SDC - QC
Bitertanol 7.2853 0.0044827 2.3485 0.040036 QC-DC; QC - SDC
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14.3 Resultados de sPLSDA
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Figura 1A. Grafico de puntuaciones por pares de los 5 componentes en el sSPLSDA. Se muestra por
porcentaje la cantidad de metabolitos que se detectaron en cada componente y nos muestra que muchos
componentes se encuentran en el PCI.
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