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Resumen

El sindrome de fragilidad se asocia a un envejecimiento adverso y disminucion de las
reservas fisiologicas. La causa subyacente de la fragilidad es multifacética, la cual incluye la
inmunosenescencia, inflamacion, entre otras alteraciones, las cuales conducen a la
discapacidad cognitiva, fisica y la muerte. Por lo tanto, el descubrimiento de biomarcadores
proteicos puede ser un paso adelante para el diagnostico y prondstico de este sindrome.
Actualmente, los biomarcadores en saliva se utilizan como predictores tempranos de
enfermedades. La recoleccion de saliva no es invasiva y es simple, lo que constituye un factor
primordial para realizar pruebas en la poblacion fragil. Los objetivos principales de esta
investigacion fueron analizar indicadores cognitivos, fisicos y funcionales del sindrome de
fragilidad y explorar la determinacién de perfiles proteicos en saliva para su posible
evaluacion y correlacion con este sindrome en un estudio piloto realizado a un grupo de 34
adultos mayores no institucionalizados de la provincia de Salamanca. Para la evaluacién de
los marcadores cognitivos, fisicos y funcionales se emple6 un protocolo de escalas (tests),
que evaluaron indicadores bio-conductuales y psicosociales, y para la deteccion de
biomarcadores en los 68 analitos de saliva obtenidos, se utilizé el método protedmico de
monitoreo de reaccion multiple (SRM), en donde se detectd un perfil proteico diferencial de
9 proteinas: CYTC, CYTD, CYTS, CYTB, MIF, ALBU, CD44, COX3 y B2MG. Se
realizaron analisis multivariantes y multivariados para la obtencion de los resultados. Las
conclusiones alcanzadas fueron la vinculacién existente de aspectos multifactoriales tanto
bioldgicos, fisicos, funcionales, cognitivos y sociales del adulto mayor con el sindrome de
fragilidad. Asi como la deteccion de un perfil proteico diferencial relacionado con respuesta
inflamatoria persistente de bajo grado a morbilidades asociadas, como el envejecimiento
vascular, la adiposidad, problemas del estado de animo, deterioro cognitivo global y frontal,
alteraciones de la marcha, fuerza de presion manual y la actividad fisica. En futuras
investigaciones se recomienda aumentar el tamafio de la muestra para poder obtener mayores
resultados, asi como perfeccionar la metodologia para poder llegar a una verificacion y

validacion de los potenciales biomarcadores ya mencionados.

Palabras Clave: Fragilidad, Saliva, Inflamacion, Inmunosenescencia, Biomarcadores

y Protedmica.






Abstract

The frailty syndrome is associated with adverse aging and decreased physiological
reserves. The underlying cause of frailty is multifaceted, which includes immunosenescence,
inflammation, among other alterations, which lead to cognitive and physical disability, and
death. Therefore, the discovery of protein biomarkers may be a step forward for the diagnosis
and prognosis of this syndrome. Currently, biomarkers in saliva are used as early predictors
of diseases. Saliva collection is non-invasive and simple, which is a primary factor for testing
in the frail population. The main objectives of this research were to analyze cognitive,
physical and functional indicators of frailty syndrome and to explore the determination of
protein profiles in saliva for their possible evaluation and correlation with this syndrome in
a pilot study carried out on a group of 34 non-institutionalized older adults from the province
of Salamanca. For the evaluation of the cognitive, physical and functional markers, a wide
compendium of scales (tests) was used that evaluated bio-behavioral and psychosocial
indicators, and for the detection of biomarkers in the 68 saliva analytes obtained, the
proteomic method of multiple reaction monitoring (SRM/MRM), where a differential protein
profile of 9 proteins was detected: CYTC, CYTD, CYTS, CYTB, MIF, ALBU, CD44,
COX3, and B2MG. Multivariate analysis were performed to obtain the results. The
conclusions reached were the existing link of multifactorial biological, physical, functional,
cognitive and social aspects of the elderly with the frailty syndrome. As well as the detection
of a differential protein profile related to a persistent low-grade inflammatory response to
associated morbidities, such as vascular aging, adiposity, mood problems, global and frontal
cognitive impairment, gait disturbances, manual pressure force, and physical activity. In
future research, it is recommended to increase the size of the sample in order to obtain better
results, as well as to improve the methodology in order to achieve verification and validation

of the already mentioned potential biomarkers.

Keywords: Frailty, Saliva, Inflammation, Immunosenescence, Biomarkers and

Proteomics
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Introduccion

Los avances en ciencias médicas, las mejoras en las condiciones de vida y las
intervenciones eficaces de salud publica han aumentado la esperanza de vida a lo largo de
los afios. El principal impulsor de la esperanza media de vida es la disminucion de la
mortalidad infantil y juvenil (Niebla-Céardenas et al., 2022). Sin embargo, la mortalidad en la
vejez también ha disminuido y en consecuencia la esperanza de vida a partir de los 60 afios
se ha alargado (Mathers et al., 2015). En 2019, el nimero estimado de personas que
envejecieron fue de 1000 millones y se espera que aumente a 1400 millones para 2030 y 2100
millones para 2050 (OMS, 2020). Por lo tanto, comprender el envejecimiento y enfermedades
relacionadas con el envejecimiento ha adquirido importancia para orientar las intervenciones

sanitarias preventivas y terapéuticas.

El envejecimiento es un fenémeno complejo que implica cambios metabdlicos y a
veces, estructurales en cada nivel organizativo jerarquico del cuerpo, desde las células hasta
los 6rganos, que conducen al deterioro funcional (Niebla-Cardenas et al., 2022). Los estudios
observacionales en humanos sobre la poblacion anciana sugieren que la edad fisiolégica no
siempre coincide con la edad cronoldgica y que el proceso de envejecimiento varia en
velocidad y caracteristicas de un individuo a otro (Alvarado-Garcia et al., 2014). Por lo tanto,
es importante poder estratificar la poblacion anciana que tiene un mayor riesgo de tener una
edad fisioldgica avanzada y dolencias relacionadas con el envejecimiento, ya que la edad es
un factor de riesgo para muchas enfermedades cronicas y sindromes geriatricos que incluye
el sindrome de fragilidad, inestabilidad, incontinencia, enfermedad cardiovascular (ECVA),
diabetes mellitus (DM) y neurodegeneracién (Niccoli & Partridge, 2012; Kirkland &
Tchkonia, 2017).

El sindrome de fragilidad se asocia con el envejecimiento adverso, con ella es probable

tener mayores resultados de salud desfavorables frente a factores estresantes externos o
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internos, debido a la disminucion de las reservas fisioldgicas (Pansarasa et al., 2019). Es
decir, el sindrome de fragilidad se asocia a la disminucion de la capacidad de recuperacion
del cuerpo y al aumento en la probabilidad de discapacidad fisica, cognitiva y pérdida

funcional progresiva, hospitalizacion e incluso la muerte.

Los mayores costos de atencién médica asociados al sindrome de fragilidad son
multifactoriales, incluyendo el costo de la atencion de enfermeria, medicamentos,
tratamientos de fisioterapia, consultas médicas y visitas de emergencia (Hajek et al., 2018).
El sindrome de fragilidad se asocia a otras comorbilidades y aumentan el uso de recursos
sanitarios hospitalarios y los costes relacionados (Garcia-Nogueras et al., 2018), por lo que
se hace evidente la importancia de la deteccion temprana, asi como la evaluacion del riesgo.
Debido a ello la posibilidad de una deteccion oportuna mediante el uso de biomarcadores,
podrian ser métodos muy eficaces para evaluar la eficiencia de nuevas intervenciones contra
el sindrome de fragilidad. Tal es el caso de los biomarcadores que se dirigen a parametros
clinicos relacionados con la respuesta inflamatoria (Saedi et al., 2019). Actualmente, la
evidencia afirma que dichos biomarcadores en las mediciones del estado basal estan
asociados con el fenotipo de fragilidad de Fried y el indice de fragilidad de Rockwood
(Collerton et al., 2012; Mitnitski et al., 2015). Se cree que los cambios en el proteoma de los
pacientes unifican el proceso fisiopatoldgico que sustenta la progresion acelerada hacia la
fragilidad (Saedi et al., 2019).

Idealmente, los biomarcadores deberian evaluarse utilizando métodos minimamente
invasivos para disminuir el riesgo de infeccion en esta poblacion vulnerable. Ademas, el
método debe ser asequible y sencillo, de forma que facilite la repeticién de pruebas en un
gran nimero de personas. El analisis de biomarcadores en fluidos salivales se ajusta a estos
criterios, ya que es un proceso minimamente invasivo de alto rendimiento con métodos

ampliamente utilizados.
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.1 Envejecimiento y Fragilidad

I.1.1  Situacion del envejecimiento en Espafia

La poblacion residente en Espafa se sitta, segun cifras poblacionales en 46.65.302
habitantes, de los cuales aprox. 9.1 millones son personas mayores de 65 afios, constituyendo
el 18.5% de la poblacion total de Castilla y Ledn, Asturias, Galicia, Pais Vasco, Aragon y
Cantabria, las cuales son las comunidades autdbnomas mas envejecidas superando el
porcentaje del 21% (Pérez-Diaz et al., 2020) , siendo los castellanoleoneses la cuarta posicion
no solo espafiola, sino a nivel europeo de tener adultos mayores con edades que comprenden
los 84.3 afios de edad (Belén-Ramos, 2019).

.2 Cambios Morfoldgicos y Funcionales en el
Envejecimiento

1.2.1  Envejecimiento Cerebral y Cognitivo; Sistema Nervioso Central

El envejecimiento es un proceso multifactorial, en donde existe una disminucion del
tamanio del cerebro (Harada, 2013). Se ha demostrado que la disminucion del hipocampo esta
relacionada con diabetes mellitus (DM), hipertensién (HAT), obesidad, depresidn, etc.; este
posee alta capacidad de neuro plasticidad (Bano et al., 2011), tanto en materia blanca como
en gris. El volumen de materia gris es de menor tamafio en la corteza prefrontal, 16bulos
temporales (temporal medial) (Raz et al., 1997), mientras en la materia blanca, se observa
mayor pérdida de volumen en la rodilla del cuerpo calloso (Madden et al., 2009), donde se
interconecta con la corteza bilateral dorsolateral prefrontal e hipocampo, mientras que en el
area subcortical es en la sustancia negra y el cerebelo (Murman, 2015; Schulte et al., 2005).
En el envejecimiento existe mayor deterioro en los pares frontales y ganglios basales, los
cuales hacen que haya déficits sensoriales periféricos y un deterioro estructural,

observandose en la respuesta motora (Schulte et al., 2005).

Las Inteligencia cristalizada y fluida tienen cambios a lo largo de la vida, estos
conceptos fueron propuestos por Catell en 1963. La cristelizada, es el cimulo de habilidades
y recuerdos que resultan de las experiencias adquiridas previamente y forma lo que se conoce
como conocimiento adquirido (Catell et al., 1963). Los adultos mayores tienden a

desempefiarse mejor en tareas que requieren este tipo de inteligencia, en comparacién de los
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adultos més jovenes. En tanto la inteligencia fluida, es la habilidad de procesar, aprender
nueva informacion, resolver problemas y manipular el medio que nos rodea (Gémez-
Zermefo & Pefia Cereceres, 2013). Las funciones ejecutivas (FE), la velocidad del
procesamiento (VP), la memoria y la habilidad psicomotora son considerados dominios
cognitivos fluidos, muchas de estas, especialmente las habilidades psicomotoras y la VP
alcanzan su punto maximo en la tercera década de la vida y se va deteriorando cada afio
(Salthouse et al., 2012), reflejandose asi en la lentitud de la velocidad de la marcha y caidas
(Holtzer et al., 2014). Existe una heterogeneidad significativa entre el razonamiento
perceptivo y la VP (Wisdom et al.,, 2012). Algunas habilidades cognitivas, como el
vocabulario son resistentes al envejecimiento del cerebro e incluso puede mejorar con la edad

y forman parte de las funciones cristalizadas (Gonzélez et al., 2013).

VP es la rapidez con la que se realizan las actividades cognitivas, asi como las
respuestas motoras. La desaceleracion de este proceso en la vejez puede afectar el
rendimiento de otros dominios cognitivos (fluidez verbal) (Harada et al., 2013). Salthouse
(1996) propone que la VP en el envejecimiento crea un descenso generalizado, siendo asi
que el enlentecimiento del procesamiento inicial de tareas complejas no permite después
contar con informacion necesaria para completar la tarea o para la llegada de otra. Esta
disminucion en la VP en personas sanas podra estar asociada por cambios en la sustancia

blanca (reduccion en las fibras nerviosas y degeneracion de mielina)

Rodriguez et al., (2022) mencionan que la atencion es la habilidad de concentrarse o
enfocarse a estimulos especificos, en esta existen tres redes atencionales que llevan a cabo
las funciones de alerta, orientacion y control ejecutivo. La red de alerta permite iniciar y
mantener un estado de atencion, excitacion sobre un estimulo especifico (interviene el
talamo, corteza frontal y parietal); la red de orientacion permite seleccionar el objeto
(intervienen la corteza parietal lateral y campos oculares frontales) y la red de atencion
ejecutiva, tiene como objetivo monitorear y resolver conflictos entre respuestas (participan
la corteza prefrontal cingulada anterior y lateral). Los procesos atencionales influyen en la
disminucion del rendimiento cognitivo de los ancianos, en la inhibicion y en la memoria
operativa, lo que influye en la rapidez y calidad de respuestas (Pereiro Rozas & Juncos
Rabadéan, 2002). El cambio mé&s notable de los procesos atencionales con la edad es en la
atencion selectiva y dividida. En la atencidn selectiva es la habilidad de enfocar informacion

especifica del medio, ignorando al mismo tiempo informacion irrelevante, mientras que la
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atencion dividida es la habilidad de enfocarse en hacer multiples actividades al mismo tiempo
(Harada et al., 2013).

En el envejecimiento también hay un deterioro en la memoria de trabajo (MT), la cual
Badelley & Logie (1999) describieron como la asociaciéon entre los componentes méas
complejos del procesamiento de informacion, ya que no es solo retener informacién, sino
también manipularla, este es un componente de FE ligado a procesos atencionales y de
control (encargado el ejecutivo central), la cual tiene sustento en las cortezas prefrontales. Se
considera que desempefia varias FE como coordinar, centrar, cambiar la atencion y activar
representaciones dentro de la memoria a largo plazo; esta funcién no se almacenaréa
temporalmente. El ejecutivo central podra ser una construccion unitaria (el control y division

atencional) (Posner et al., 2012).

A partir de los 50 afios la memoria comienza a sufrir fallas discretas en esta funcion
(Rodriguez et al., 2022), relacionados con la ralentizacion de la VP (Salthouse, 1996),
reduccién de la inhibicién de informacion y deterioro del uso de estrategias para nuevas
habilidades y recuperacion de informacion aprendida (Lezak et al., 2012). La memoria a largo
plazo esté dividida en memoria declarativa y no declarativa. La primera (explicita), almacena
eventos de forma consciente y dentro de ella se encuentra la memoria semantica y episodica
(Haran et al., 2012), mientras que por su lado, la memoria semantica trata de informacion,
uso de lenguaje y conocimiento practico, como saber el significado de las palabras, la
memoria episddica (memoria autobiografica), estd relacionada con recordar eventos
personales que ocurrieron en un lugar y tiempo determinado (Kolb & Whishaw, 2006). La
memoria episddica se va perdiendo a lo largo de la vida, mientras que la memoria semantica
se perdera sobre todo en la veje (Aizpurua & Koutstall, 2015) Existe también deterioro en la
memoria prospectiva, la cual, su funcion es recordar al sujeto realizar una accion prevista en
el futuro (Haran et al., 2012). Mientras tanto la memoria no declarativa (implicita) es otro
gran conjunto de memoria. Se ha evidenciado relacion entre su deterioro y la disminucion en
los volimenes basales de materia gris en Iobulos frontales y temporales (Rodriguez et al.,
2022). Este tipo de memoria se tiene afuera de la conciencia de las personas, tal es el caso de
la memoria procedimental e involucra destrezas de memoria motora y herramientas
cognitivas (condicionamiento clasico) y priming, ademas, de ser la que se conserva con la

edad (Lezak et al., 2012; Murman 2015). En el envejecimiento se suele generar disminucion
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en la cantidad de informacion que se adquiere y dificultad en el acceso y recuerdo de la misma
(Rodriguez et al., 2022).

El Lenguaje estd compuesta por habilidades cognitivas cristalizadas y fluidas, el cual
se encuentra intacto en el envejecimiento e incluso podrd mejorar. Rabadan (1998) ha
demostrado que al afectarse la memoria de trabajo (MT) podria pasar a afectar todos los
aspectos del lenguaje, especialmente los mas complejos. La resistencia de la capacidad verbal
al declive por envejecimiento se asocia a procesos compensatorios. La reduccion en la
densidad de materia gris, relacionada con la edad en areas del lenguaje, conducen a una
reorganizacion funcional, de la red a través de un aumento en la conectividad funcional que
resulta del reclutamiento de nuevas areas, cercanas a las regiones centrales del lenguaje
(Rodriguez et al., 2022).

Las habilidades viso espaciales/construccion son un grupo de funciones cognitivas
implicadas en la capacidad de comprender el espacio en dos y tres dimensiones. En ellas
participa la percepcion, la cual es la capacidad de apreciar la ubicacion fisica de los objetos
(Rosselli et al., 2015). El reconocimiento visual de objetos, formas, gestos y signos
convencionales se mantiene estable en edad avanzada. El juicio viso perceptivo y la
capacidad de percibir la orientacion espacial disminuye con la edad, mientras que la
capacidad para copiar una figura simple no se ve afectada por ella, pero si se vera en el caso
de copiar un disefio complejo (Murman, 2015). Esto también ocurrird en la planificacion y
direccion de movimientos relacionados con la orientacion. Se dice que los efectos viso
espaciales proceden de deterioros de memoria (Alescio-Lautier et al., 2007). Es un hecho que
a nivel fisioldgico y funcional hay un aumento del cristalino, miosis senil, reduccion de
fotorreceptores en la retina central, lo cual contribuye en la reduccion de la funcion visual y
la poca capacidad de adaptarse a la oscuridad, deslumbramiento y agudeza visual dindmica
(Lord et al., 2018); esta informacion visual contribuye al equilibrio y locomocién. Se ha
demostrado que la ausencia de vision en la marcha (suavidad y ritmo en el caminado) esta

asociada al aumento de caidas en personas mayores (Lord et al., 2018).

La percepcion auditiva relacionada con el tono desciende en el envejecimiento,
observando dificultades para discriminar cambios en el tono y problemas para diferenciar
ruidos de fondo (Rodriguez et al., 2022).
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La propiocepcion, como representacion sensorial interna del cuerpo en el espacio,
planificacion y coordinacion del movimiento, es una capacidad importante para mantener el
equilibrio, ya que hay un control postural, el cual influira también en el sistema visual y
vestibular; esta capacidad se ird deteriorando con el tiempo (Goble et al., 2009; Lord et al.,
2018).

Las FE son susceptibles a un deterioro con la edad, estas involucran toma de decisiones,
capacidad de autocontrol, resolucién de problemas, flexibilidad, planificacion vy
secuenciacion de respuestas; y multitarea, apreciacion de similitudes y descripcion de
proverbios (Baddeley & Logie, 1999).

Con el envejecimiento también hay cambios morfoldgicos y fisiolégicos, como en la
mitocondria muscular, en donde existe un dafio, lo que resulta una produccién de adenosina
trifosfato (ATP) y aumento de reactivos del oxigeno (ROS) (Short et al., 2005). En los husos
neuromusculares, predominantemente en las terminaciones primarias, que responden a
cambios en la longitud y velocidad de musculo (Goble et al., 2009), la pérdida de masa
muscular conduce a la reduccion del nimero de fibras musculares en el envejecimiento
(aprox. 50%), que se pierden mediante la apoptosis, la cual esta inducida por un dafio en el
ROS del acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial, afectando principalmente a la gran
fibra rapida tipo Il (Dickinson et al., 2002). Los mecanismos de pérdida de masa muscular
son la denervacion de neuronas motoras y la perdida de soporte trofico (Tomilson et al.,
1977). La proteina Kinasa B (AKT) y la diana de rapamicina en células de mamifero.
(mTOR) son importantes mediadores de la vida y de la funcién muscular (Rodriguez-Pérez
et al.,, 2011). En la vejez hay un deterioro en la fosforilacion de AKT, estos hacen que
disminuya la sintesis de proteina, interrumpan la reparacion, el equilibrio regenerativo del
musculo y disminuya el tamafio general de este y la fuerza. En el envejecimiento la reduccion
de la sefializacion de la factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) en la restriccion

caldrica, se asocia a la conservacion de masa muscular (Colman et al., 2010).
1.2.2  Envejecimiento del Sistema Musculo-Esquelético

En el sistema musculoesquelético, los tejidos afectados con la edad son el musculo,

hueso, cartilago y tendon.
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En cuanto a la informacién téctil también existen cambios morfoldgicos en los
crepusculos de Meissner y Pacini. La pérdida de los crepusculos de Pacini se asocia con la
reduccion de la vibracion sensorial en miembros inferiores comparados con miembros

superiores, los cuales se asociaran a caidas (Vrancken et al., 2006).

Respecto a la masa muscular, existe un deterioro, el cual se empieza hacer notoria a
partir de la sexta década de vida, debido a la inactividad fisica que contribuye al desarrollo
de sarcopenia y dara origen a la fragilidad (Hubbard et al., 2010). Se ha demostrado que se
pierde un 20% de fuerza de agarre que se tenia a los 20°s, en los 60°s, también se observara
una reduccion del 28% en la fuerza de las piernas en hombres y mujeres. Similares
disminuciones ocurren en musculos proximales y distales (Doherty, 2022); en miembros
distales esta reduccion de energia se observara en la subida de escaleras, lentitud de la
marcha, pérdida del equilibrio y arrastre de pies (Lord et al., 2018). Esto traerd como
consecuencia la reduccion de actividades de la vida diaria (AVDB), independencia y calidad
de vida (Hairi et al., 2010).

En el transcurso a la vejez existen marcados cambios en la estructura ésea. En
particular, las células formadoras de hueso (CMM) proliferan a tasas mas lentas, tienen una
autofagia reducida y se diferencian preferentemente en adipocitos frente a osteoblastos del
envejecimiento, ademas juegan un rol importante junto con los telomeros en esta etapa de
vida (Diaz-Martinez, 2022). Adicionalmente la desregulacion de hormonas en los
osteoblastos, los osteocitos, alteraciones en la respuesta celular a hormonas, metabolismo de
la vitamina D, ingesta excesiva de vitamina A, puede provocar una disminucién de la masa

Osea y aumento en la incidencia de fracturas (Olmos et al., 2007).

Segun Martin et al. (2004), en el envejecimiento existen cambios en el cartilago
articular asociado a un decremento del ndimero de condrocitos, que derivan en una
disminucion general de la sintesis de matriz extracelular (MEC). El fenotipo secretor
asociado a la senescencia (FSAS) se encuentran en el cartilago junto con los condrocitos,
estos provocan aumento de la expresion de mediadores inflamatorios y proteasas que
degradan la matriz. Los condrocitos senescentes se asocian al acortamiento de telémeros. Se
ha demostrado que la acumulacion de ROS afectara a la apoptosis de los condrocitos, la
senescencia, la sintesis de MEC vy la sefializacion a través del 6xido nitrico (ON) (Varela-

Eirin, et al., 2019). También existe una mayor descomposicion de colageno tipo Il, mayor
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proporcién de sulfato de queratan y pequefias moléculas desorganizadas (Dejica et al., 2012).
También se produce un aumento de la expresion de catabolismo, genes que codifican
citocinas proinflamatorias y la metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) en el
cartilago articular, vinculado a la degeneracion y pérdida de cartilago causando rigidez
articular, inflamacién sinovial y subcondral, edema de la médula 6sea con aumento de la
presion en la cavidad de esta, lo cual puede irritar los nerviosos en el hueso sinovial y

periarticular, causando dolor en las articulaciones (Grote et al., 2019).

Los tendones son estructuras altamente organizadas que unen masculos a los huesos y
que producen movimientos, estos con la edad tienen cambios en la estructura (tamarfio de
fibra), reduccidn en la densidad y desorganizacion de la fibrilla de colageno. Ademas, tienen
una disminucion en el contenido de agua y proteoglicanos, lo que suele conducir a un
incremento de calcificacion, acumulacion de lipidos y aumento en la reticulacion
(Magnusson & Kjaer, 2018). La inflamacion y la expresion de MMP en los tendones
aumenta, lo que contribuye a cambios estructurales y manifestaciones clinicas (Kietrys et al.,
2012).

Por altimo, los érganos tendinosos de Golgi (ubicados en el musculo-tend6n), son muy
sensibles al movimiento y responden a los cambios en la tension muscular. La
retroalimentacion por estos receptores, hacen que haya una regulacién en la concentracion

del musculo, ayudandose a la coordinacion de la inhibicién autégena (Lord et al., 2018).
1.2.3 Envejecimiento de la Vision

La pérdida de visidn se debe a la disminucién en el nimero de células receptoras de la
retina y en el nimero de nervios en las vias visuales, lo que causa un impacto negativo en la
percepcion y el andlisis de los detalles y la profundidad de la imagen, la degradacion de la
capacidad de adaptacion a la oscuridad, y la pérdida de vision periférica(Rodriguez et al.,
2022).

1.2.4  Envejecimiento del Sistema Vestibular

Los canales y 6rganos otoliticos que se encuentran en el sistema vestibular cumplen la
funcién de mantener en equilibrio a la persona mientras se encuentra de pie, en movimiento

y para controlar la navegacion (Bernal, et al., 2011). Existen sintomas que podemos observar
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si hay un deterioro en este sistema con la edad; los cuales seran vértigo, mareo y nauseas.
Ademaés, habré un deterioro en el reflejo vestibulo-ocular, responsable en la estabilizacion de
la visién durante los movimientos, 6sea un deterioro entre el sistema vestibular, el equilibrio

y la velocidad de la marcha en adultos mayores (Kerber et al., 2006).
1.2.5 Envejecimiento en el Sentido del Gusto y del Sistema Gastro-Intestinal

En el envejecimiento existe una mayor confusion entre lo salado y lo agrio, ademas de
una degeneracion en la saliva, la cual es esencial para la deglucidn, el habla, el gusto y perdida

total y parcial de piezas dentales (Rodriguez et al., 2022).

Por otra parte, existe un deterioro en la funcion del sistema gastro-intestinal, incluyendo
la funcién inmune, la cual se ve afectada en intolerancia de nutrientes ingeridos o encontrados
en la microbiota (Soenen et al., 2016). La regulacion del apetito y energia, contribuye a la
Ilamada anorexia del envejecimiento, afectando la pérdida de peso y al musculo esquelético
(Wysoki & Sobdw, 2015). Hay decremento en la secrecion del acido del estomago (lo que,
dada su importancia en la defensa no inmunoldgica contra patdgenos adquiridos (Connor &
Moréin, 2014), predispone al desarrollo de bacterias, lo cual se ha asociado con un bajo peso
corporal e ingesta reducida de micronutrientes (Gil-Montoya et al., 2015). La disfuncion de
la barrera intestinal puede estar relacionada con atrofia de la mucosa y dafio a la estructura
epitelial con proteina de union en adultos mayores (Connor & Moréain, 2014). También el
envejecimiento se asocia con disminucion en el nimero de gldndulas de Brunner en el
duodeno, al igual que estrefiimiento, incontinencia fecal, diarrea (Wysoki & Sobow, 2015),
asociada con cambios de estructura en el pancreas y disminucion en concentraciones de

lipasa, lo cual comprendera la absorcion de lipidos (Maynard & Weinkove, 2018).

El tracto gastrointestinal representa el érgano inmunoldgico mas grande en términos de
linfocitos. Los cambios en la funcion inmunolégica de la mucosa estan relacionados con el

equilibrio entre las citocinas inflamatorias y antiinflamatorias (Wysoki & Sobdéw, 2015).
1.2.6  Envejecimiento del Sistema Cardiovascular

Los cambios en la estructura y la funcién cardiovascular propios de la senescencia
facilitan el desarrollo de diversas ECVA, debido a que con la edad, la pared de la aorta y las

arterias centrales elasticas se engruesan por crecimiento de las capas intima y media, debido
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a la proliferacién de células musculares lisas, invasion por células madre hematopoyéticas de
la medula 6sea, aumento de la matriz intercelular y tejido colageno, ademas de fractura de
fibras elasticas (Lakatta & Levy, 2003). Existe una disfuncion endotelial alrededor de los 60
afios, este jugard un rol critico en la génesis de ateromatosis (preferiblemente en la aorta),
considerado un alto factor de riesgo de enfermedad arterial clinica, que normalmente se
distiende con el latido cardiaco y aumenta su rigidez provocando: aumento de la amplitud,
velocidad de la presion (distincion de la presion sistdlica y diastolica) y onda de pulso
(O"Rourke and Hashimoto 2007). También se observa un incremento de la masa cardiaca del

ventriculo izquierdo por hipertrofia del cardiomiocito (Lakatta & Levy, 2003).
1.2.7  Envejecimiento del Sistema Respiratorio

Los cambios en el envejecimiento se explican por la disminucion lenta y progresiva
de:1) la presion de retraccion elastica del pulmén, determinada por las fibras elasticas del
tejido pulmonar y por la tensién superficial del liquido que recubre el interior de los alvéolos.
Esta alteracion genera un aumento de la distensibilidad pulmonar (caracteristico del pulmon
envejecido y también de lo que se conoce como enfisema) (Enright et al., 1994). 2) la
distensibilidad del térax (Oyarzun, 2009). 3) de la fuerza de los musculos respiratorios; los
factores propios del musculo que explican este decremento serd la hipoplasia de fibras
musculares y la disminucion del numero de neuronas periféricas, interferencias en el
transporte activo del ion de calcio en el reticulo sarcoplasmatico, disminucion de la sintesis
de miosina de cadena pesada y de la generacion de ATP mitocondrial (Rodriguez-Roisin et
al., 1999).

1.2.8  Envejecimiento del Sistema Genito-Urinario

Los rifiones van perdiendo peso, ademas experimentan una disminucion gradual en la
velocidad de filtracion en sangre y se estrechan las arterias que los irrigan, debido a ello no
suministraran suficiente sangre, por lo que habra un decremento en las paredes de las
pequefias arterias, provocando deterioro en la capacidad de nefronas, para eliminar productos
de desecho y medicamentos, asi como la incapacidad para concentrar o diluir la orina para
eliminar &cidos (Terry &Preminger, 2019). Existe un cambio notable en la vejiga y la uretra
(en mujeres se reduce el tamafio y revestimiento se vuelve mas fino) en la vejez. La capacidad

de la persona para demorar la miccion después de haber sentido necesidad de orinar se
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reduce; la cantidad de orina residual aumenta, por lo que se orina con méas frecuencia y se
presenta mayor riesgo de infecciones de vias urinarias, al igual que de incontinencia urinaria.
Mientras tanto, la prostata tiende a agrandarse, obstruyendo el flujo urinario, el cual

ocasionara una retencion urinaria y posiblemente lesion renal (Terry & Preminger, 2019).

1.3 Fragilidad

El envejecimiento no es homogéneo, en este periodo de vida, se puede presentar el
sindrome de fragilidad, que se define por aspectos biomédicos o psicosociales. ES un
sindrome geriétrico fisiol6gico caracterizado por la disminucion de la reserva y resistencia a
factores estresantes como resultado del declive acumulativo en mdltiples sistemas
fisioldgicos, generando vulnerabilidad hasta la muerte (Walston et al., 2006). En la
actualidad, existen varias definiciones de fragilidad, lo que dificulta el descubrimiento y
verificacion de biomarcadores relacionados con el diagndstico, cribado e investigacion de

este sindrome, que incluye discapacidad, comorbilidad o vejez avanzada.

Para operacionalizar y estandarizar la definicién del sindrome de fragilidad, se utilizan
comunmente dos modelos complementarios. Fried et al. (2001) propusieron un fenotipo de
fragilidad (FF) definicion basada en reglas) segun el cual se considera que los individuos son
fragiles cuando presentan simultaneamente tres 0 mas de los cinco déficits enumerados
(pérdida de peso no intencional, debilidad, bajos niveles de actividad fisica, lentitud, poca
resistencia y energia). Aquellos sin caracteristicas asociadas al sindrome de fragilidad se
consideraron robustos, los que cumplian con una o dos caracteristicas se consideraron en una
etapa de pre fragilidad y con mas de dos, fragilidad. El fenotipo de fragilidad (modelo de
Fried) se usa con frecuencia, aungue se enfoca mas en evaluar de la funcion fisica, dando

poca consideracion a la salud mental y comorbilidades (Gray et al., 2013).

Otro modelo del sindrome de fragilidad es el propuesto por Rockwood & Mitnitski
(2007), donde la fragilidad se define en términos de acumulacion de déficits en multiples
aspectos. Los autores disefiaron el indice de fragilidad (IF), que considera una serie de
marcadores del estado de salud (tipicamente 30 a 40 elementos, por ejemplo, presencia o
ausencia de una condicion médica particular o desempefio deficiente en una serie de tareas
funcionales). El déficit se indica asignando el valor 1y la ausencia el valor 0. Por tanto, esta

escala mide el grado de fragilidad de una persona (Rockwood, et al., 1994; Rockwood y
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Mitnitski, 2007). Algunas investigaciones han encontrado que el IF es confiable y preciso
(Caoimh et al., 2019). Ademas, se ha observado que esta escala es més replicable y receptiva
que el FF (Feenstra et al., 2021). Gracias a este modelo se puede predecir la salud y la
mortalidad, asi como la identificacion de individuos con alto riesgo de muerte y la
acumulacion de déficits individuales, utilizando modelos computacionales, como se observa
en las investigaciones de Rutenberg et al (2017), donde se generaron varios modelos
individuales de trayectorias de salud humana segun la edad. En este aparecen nodos
especificos de diferentes redes como fragilidad, déficits fisioldgicos, actividades de la vida
diaria, lesion y muerte. Estos nodos establecen nuevas conexiones, creando modelos que
facilitan la comprension del dafio localizado, causado por la fragilidad (Rutenberg et al.,
2017; Farrell et al., 2020). Este enfoque evalla e identifica una gran cantidad de indicadores
potenciales (Collerton et al., 2012), combinando estas medidas de biomarcadores en el IF
para permitir la deteccion de un efecto sistémico que podria enmascararse si estas variables
se usaran de forma aislada (Mitnitski, 2015). Ademas, esta herramienta refleja la
acumulacién de dafio en todo el organismo debido a procesos de reparacion macroscopico
(funcionales y cognitivos) y alteracion microscopica (déficit a nivel de tejido y células)
(Howlett & Rockwood, 2013; Yin, 2020). Cuando se utiliza el IF, se deben tener en cuenta
la etnia y los factores sociales. Por ello, existen varios indices de fragilidad validados a nivel
mundial, para ser utilizados de acuerdo a las caracteristicas de la poblacién a estudiar. Un
ejemplo de IF es el indice de Fragililidad-Valoracion Integral Geriatrica (IF-VIG), que se
desarroll6 para reconocer la progresion de la fragilidad agrupandolo en cuatro categorias
comUnmente utilizadas en la practica clinica: sin fragilidad (puntuacion del IF-VIG < 0.2),
fragilidad leve (puntuacion del IF-VIG 0.2 —0.35), fragilidad moderada (puntuacion del IF-
VIG 0.36-0.5) y fragilidad severa (puntuacion del IF-VIG > 0.5), en poblacién espafiola
mayor. Este indice consta de 22 preguntas que se utilizan para evaluar 25 déficits de ocho
dimensiones diferentes, proporcionando una puntuacion final que va de 0 a 1 (Ambléas-
Novellas, et al., 2017).

Algunos cambios moleculares en el sindrome de fragilidad de los ancianos se reflejan
en biomarcadores. Por lo tanto, el estudio de estos cambios podria ser util en la deteccion y
el diagndstico del sindrome de fragilidad. Como se analiza en las siguientes secciones, la
inflamacion es uno de los signos mas relevantes del envejecimiento y podria ser una posible

via patogénica subyacente que vincule la fragilidad y el envejecimiento.
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1.4 Sistema Inmunoldgico en el Envejecimiento

Existen cambios significativos en el sistema inmunoldgico en el envejecimiento, que
afecta tanto a la funcién y eficacia inmunitaria, y se conocen como inmunosenescencia
(Wilson et al., 2017). Se cree que los efectos adversos del deterioro inmunitario asociado con
la edad se manifiestan en un mayor riesgo de infecciones y cancer, en una menor respuesta a
las vacunas y un aumento en enfermedades auto inflamatorias (Wilson et al., 2017; Fulop et
al., 2018). Si una infeccién no es controlada de manera efectiva por el sistema inmunoldgico,
podré volverse cronica y eventualmente conducir a enfermedades inflamatorias crdnicas y/o
enfermedades relacionadas con la inflamacion (enfermedades neurodegenerativas, ECVA,
DM, fragilidad y algunos tipos de cancer). Por lo tanto, se considera que la disminucion de
la fuerza de respuesta inmunitaria con la edad es una de las causas de la morbilidad y la
mortalidad (Niebla-Céardenas et al., 2022).

En el deterioro inmunitario asociado al envejecimiento, se producen marcados cambios
cuantitativos y cualitativos en los linfocitos. EI nimero de células T virgenes se reduce
significativamente, probablemente debido a los efectos a largo plazo de la involucion timica
y el agotamiento de las reservas debido a los contactos con antigenos durante la vida (Fulop
etal., 2018). Esto hace que sea mas dificil para los ancianos luchar contra los nuevos desafios
patdgenos o generar respuestas inmunitarias efectivas a las nuevas vacunas. Por el contrario,
aumentan las células T de memoria, especificamente de citomegalovirus (CMV), lo que
provoca una infeccion persistente y una estimulacion inmunitaria (Pawelec, 2018). Ademas,
esta estimulacion cronica puede conducir al agotamiento de las células T, lo que afecta la
funcién efectora de las células T (Fulop et al., 2018). Los cambios cuantitativos en el
compartimiento de células T incluyen una inversion de la relacion CD4/CD8 (Wikby et al.,
2005). El repertorio de receptores de células T también se reduce en la inmunosenescencia
(Egorov et al., 2018; Thomas et al., 2020). Ver Fig. 1.

Otro efecto de la involucion timica es la disminucion de la eficiencia del proceso de
educacion timica, de modo que mas células T autorreactivas escapan a la periferia, lo que
aumenta el riesgo de respuestas autoinmunes y promueven la inflamacién en el cuerpo
(Egorov et al., 2018; Thomas et al., 2020). En términos de linfocitos B, se reduce la cantidad
de células plasmaticas en la médula 0sea de las personas mayores y, en algunos casos, hay

menos cambios de clase e hipermutacion somatica. Estos cambios pueden dificultar la

15



Exploracion de un Perfil Proteico en Saliva con los Marcadores Cognitivos,
Fisicos y Funcionales del Sindrome de Fragilidad

Respuesta innata

Respuesta

Actividad Adaptativa
proinflamatoria

‘ Monocito ‘
Neutréfilo

'\
Linfocito B
En alerta para

responder a Inversion CD4/CD8
lesiones tisulares CD28
Produccién de

o0 patbégenos b
Linfocitos T Nativos
00 Macréfago
ok - 9 +
M1 g

ADN de la
médula 6sea

Linfocito T l\/_lemo_rla de los
Linfocitos T,
estimulacion crénica

... y agotamiento
Citocinas Proinflamatorias . .

Fig. 1. La Inmunosenescencia interfiere en una serie de aspectos de las células inmunitarias
innatas y adaptativas, como la involucion timica, las respuestas alteradas de las células Ty B, el
aumento de los niveles séricos de IgG e IgA y la inflamacidn crénica de bajo grado. Autoria
propia, sacado de: Translational Research into frailty from bench to bedside: Salivary biomarkers
for inflammaging.

respuesta a la vacuna y la inmunidad a largo plazo debido a una respuesta de anticuerpos
comprometida (Ventura and Casciaro et al., 2017; Frasca et al., 2020).

A medida que se han realizado mas estudios en humanos, se ha vuelto cada vez mas
dificil rastrear las consecuencias para la salud del deterioro inmunolégico, debido al
envejecimiento (Lopez-Otin, et al., 2013; Fulop et al., 2018). En el sindrome de fragilidad,
la evidencia respalda las alteraciones en el compartimiento de células T del sistema
inmunitario adaptativo. EIl primer conjunto de evidencias, proviene de resultados de un
analisis post hoc del estudio de control de casos anidados donde mostrd, que las mujeres
mayores fragiles tenian recuentos significativamente mas altos de células T CD8+ y
CD8+CD28-, mientras que las frecuencias de células T CD4+ eran significativamente menor

en los fragiles que en los no fragiles (Semba et al., 2005).

Otra evidencia proviene del estudio de cohorte multicéntrico (MACS) del sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), donde los pacientes con infeccion por VIH tenian una
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mayor vulnerabilidad al fenotipo de fragilidad, que se determind mediante recuentos de
células T CD4+, independientemente de la carga viral del VIH en plasma o terapias
antirretrovirales (Desquilbet et al., 2007; Desquilbet et al., 2009). Finalmente, la evidencia
de un estudio piloto mostro que las personas fragiles tenian recuentos mas altos de células T,
que se expresaron en el receptor de quimiocinas CC 5 (CCR5), lo que provocé un fenotipo
proinflamatorio tipo 1 (Loetscher et al., 1998) y, contribuyendo significativamente a varias
condiciones inflamatorias en comparacion con las personas no fragiles (Loetscher et al.,
1998). El aumento de la frecuencia de células T CCR5+ en adultos mayores fragiles no se
atribuyo al sindrome de fragilidad asociada a las células T CD8+, y se observd un aumento
gradual en los recuentos de células T CCR5+ (De FU, et al., 2008).

Otro fendmeno relacionado con el deterioro inmunolégico asociado con la edad y con
el brazo innato del sistema inmunoldgico es la inflamacion. Como se discutira en la siguiente
seccion, la inflamacion es una respuesta inflamatoria cronica, subclinica y estéril en el cuerpo
que surge en la vejez (Pansarasa et al., 2019). Esta respuesta inflamatoria se correlaciona con

muchos sindromes geriatricos, incluida la fragilidad.

1.5 Inflamacion y Fragilidad

La inflamacién es una respuesta inmune compleja a estimulos dafiinos, como
patdgenos, irritantes o células dafiadas. Una vez que un patdgeno atraviesa las barreras
fisioldgicas, fisicas y quimicas del cuerpo, la respuesta inflamatoria del sistema inmunitario
innato es la primera linea de defensa para eliminar el patégeno (Prasad, et al., 2016). Esta
respuesta es fundamental para limitar la propagacion de patégenos o la acumulacion de
células dafiinas en el cuerpo. Sin embargo, la destruccion concomitante del tejido circundante
sano resultante del efecto espectador requiere un control estricto de este proceso. Por lo tanto,
se requieren mecanismos antiinflamatorios como la secrecion de IL-10 para limitar el dafio
causado por la respuesta inflamatoria (Lopez et al., 2021). En las personas mayores, la
inflamacion se asocia con morbilidad, disminucion de la autonomia funcional y fragilidad
(Pansarasa et al., 2019). La relacion del sindrome de fragilidad con algunas lipoproteinas
también podria explicarse indirectamente por la inflamacion: una disminucion de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) esta relacionada con un aumento del estado
inflamatorio (Abbatecola, et al., 2004). Por lo tanto, un aumento del colesterol HDL también
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se relaciona con la discapacidad, mortalidad y disminucién de longevidad y, como tal, es un
factor determinante del sindrome de fragilidad (Fulop et al., 2018).

El delicado equilibrio entre los mecanismos proinflamatorios y antiinflamatorios se
inclina hacia el lado proinflamatorio con el envejecimiento. Este fendbmeno se denomina
inflamacion afiosa “inflammaging” y se desencadena por una inmunidad innata no especifica.
La inflamacion se caracteriza por un estado inflamatorio crénico, sistémico y de bajo grado
en ausencia de infecciones, que puede mediar tanto en el dafio tisular, como el dafio endotelial
(Franceschi et al., 1995). Se manifiesta a traves de niveles sericos elevados de citocinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a), proteina C reactiva (PCR) y disminucion de citocinas
antiinflamatorias como Interlucina 10 (IL-10) (Bailys et al., 2013; Juarez-Cedillo et al.,
2019).

Las causas subyacentes de la inflamacion no se han dilucidado claramente, son
multifactoriales, estan relacionadas con agentes infecciosos encontrados a lo largo de la vida,
incluyendo infecciones virales latentes o persistentes (Hag & McElhaney, 2014), cambios en
la microbiota y disfunciones metabdlicas y celulares (absorcion de toxinas bacterianas como
LPS) (Li et al., 2011; Lee et al., 2016; Cardoso et al., 2018). Més especificamente, se cree
que la inflamacion es el resultado de los efectos acumulativos de la estimulacion y el ataque
de la autofagia defectuosa, la pérdida de la homeostasis de las proteinas y el aumento del
estrés endoplasmico que aumenta la “basura celular”, como las proteinas mal plegadas, la
disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo, las células T senescentes, perfil secretor de
células senescentes (fenotipo secretor asociado a la senescencia, SASP), disbiosis de la
microbiota intestinal e intestino permeable (Fulop et al., 2018; Fulop et al., 2019). Estos
eventos culminan con el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 y la secrecion asociada de

citocinas proinflamatorias (Lopez-Otin et al., 2013).

Los principales actores inmunitarios en la inflamacién son los monocitos y macréfagos,
especialmente los subtipos M1 que producen citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Li et
al., 2011; Munawara et al., 2021). Las células inmunes también cambian la expresion de su
marcador de superficie y son menos eficientes en la produccion de especies reactivas de
oxigeno. Estas células se encuentran en un estado de paralisis inmune y favorecen la
produccidn de citocinas proinflamatorias frente a las antiinflamatorias. La paralisis inmune

podria deberse al aumento de los niveles de cortisol. Este aumento de cortisol es un
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mecanismo compensatorio de la disminucion de los niveles de dehidroepiandrosterona
(DHEA) que se produce con el envejecimiento fisiologico. Tras una respuesta de estrés en
un contexto de envejecimiento, no se produce una recuperacion completa de todas las

funciones celulares innatas (Namioka et al., 2017) ver Fig. 2

El sistema de informacion integrado y flexible (SASP) es uno de los vinculos que unen
lainflamacion, el envejecimiento adverso y la fragilidad. La senescencia celular esta asociada
con la detencion del ciclo celular, la resistencia a la apoptosis y los telémeros acortados
(Thomas et al., 2020). Las células senescentes se acumulan en multiples tejidos durante el
envejecimiento debido a la eliminacion comprometida de los leucocitos. Las células
senescentes tienen un SASP Unico que incluye muchas citoquinas proinflamatorias,
interleucinas, colagenasa intersticial (MMP1) o colagenasa 3 (MMP13) (Coppé et al., 2008)
que juegan un papel importante en muchas enfermedades, como las complicaciones

aterosclerdticas (Namioka et al., 2017).

La inflamacidn es uno de los factores que contribuyen a las dolencias relacionadas con

la edad y la fragilidad, incluidas la enfermedad neurolégicas y ECVA (Thomas et al., 2020).
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Fig. 2. Enla Inflamacmn hay varios factores pueden desregular la homeostasis intracelular
durante el envejecimiento, intensificando la secrecion de citocinas y quimiocinas inflamatorias.
Autoria propia, sacado de: Translational Research into frailty from bench to bedside: Salivary

biomarkers for inflammaging.
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1.5.1 Pautas para seleccionar biomarcadores inflamatorios potenciales del

sindrome de fragilidad

Es necesario pautas adecuadas para la seleccion de biomarcadores potenciales cuya
presencia o alteracion pudiera estar relacionada con el sindrome de fragilidad. Sin embargo,
esta no es una tarea facil, ya que los cambios moleculares asociados con el envejecimiento
aun no se comprenden bien ni se caracterizan sistematicamente, ya que seria necesario definir
un panel especifico de biomarcadores dutiles para el diagnéstico y/o prondstico.
Recientemente, se han establecido estudios clinicos centrados en criterios de valoracion,
examinando diferentes biomarcadores candidatos, para identificar marcadores conocidos y
nuevos asociados con el envejecimiento, la enfermedad y su relacion con el proceso de
envejecimiento. Entre estos estudios, se describiran brevemente dos, ya que han servido
como ejemplos en el disefio e implementacion de la investigacion. El primero, Targeting
Aging with Metformin “TAME” (Justice et al., 2018), se basa en una intervencion guiada
por la gerociencia. Este modelo fue propuesto por los grupos de trabajo de definiciones de
biomarcadores del Instituto Nacional de Salud (NHI) y los marcadores de orientacion de la
Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Esta investigacion
involucr6 un ensayo clinico aleatorizado doble ciego (duracion de 6 afios) que usé
metformina para atacar las vias de envejecimiento molecular. El objetivo fue alargar la vida
humana mediante la prevencion y reduccién de la incidencia de multimorbilidad y deterioro
funcional provocados por los biomarcadores presentes en esta poblacion. En ausencia de un
conjunto de biomarcadores de envejecimiento especificos para dichos estudios, se convoco
a un panel de expertos para seleccionar los biomarcadores de acuerdo con los siguientes
criterios: (i) confiabilidad y viabilidad de la medicién de biomarcadores en un entorno
clinico; (ii) relevancia del biomarcador en el envejecimiento para asegurar que los cambios
fueran constantes; (iii) datos consistentes del biomarcador para predecir la mortalidad por
todas las causas, los resultados clinicos y funcionales; y (iv) capacidad de respuesta a la
intervencion en un corto periodo de tiempo. En este ensayo se incluyeron marcadores
bioquimicos, medidas clinicas y fisiologicas (velocidad de prension, fuerza de prension,
evaluacion cognitiva, espirometria, presion arterial, entre otros) que debian ser apropiados
para la poblacion y el tamafo, la duracion, el costo y la logistica. La muestra estaba
compuesta por una poblacion masculina y femenina no diabética de 65 a 80 afios de edad.

Inicialmente, se seleccionaron 258 biomarcadores relacionados con el envejecimiento o
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enfermedades relacionadas con la edad: 229 de 258 se basaron en una revision exhaustiva de
la literatura, mientras que 29 se seleccionaron clinicamente (cancer, cognitivo,
cardiovascular, etc.) durante el proyecto. Siguiendo los criterios de seleccion de
biomarcadores, se omitieron 77 biomarcadores porque no estaban basados en sangre. Otros
39 biomarcadores fueron excluidos debido a la baja confiabilidad y viabilidad en ensayos
grandes o porque requerian un ensayo de inmunoplex, que puede ser confiable, pero no a
gran escala, ademas de mostrar inconsistencia en la detectabilidad de varias citocinas que
formaban parte de estos biomarcadores. Como resultado, se evalué el uso de 86
biomarcadores, con base en: (i) frecuencia de uso; (ii) utilidad para el diagnéstico o
seguimiento de la enfermedad clinica; y (iii) opinion de expertos (relevancia e impacto en la
literatura a través de PubMed y datos publicados en Diabetes Prevention), sobre la magnitud
del efecto del biomarcador en las publicaciones, la validez aparente del biomarcador y la
sensibilidad al cambio en un marco de tiempo minimo de 6 afios. Cabe sefalar que cada
biomarcador se cribd por separado para cada enfermedad clinica y funcionalidad,
excluyéndose las enfermedades agudas o graves por la diferencia en los resultados obtenidos.
Ademas, se calculé el tamafio del efecto estimado con cada causa de muerte y se realizé un
cribado de las intervenciones y cambios porcentuales. Si estos estaban disponibles, el
biomarcador se consider6 adecuado para ser evaluado utilizando el tratamiento con
metformina y comparandolo con el grupo de referencia o control. Con base en este proceso
sistematico, solo 8 biomarcadores fueron adecuados para el estudio en este ensayo en los
siguientes niveles: Inflamatorio (IL-6, TFNRIII, CRP), respuesta al estrés y mitocondrias
(GDF15), sefializacion de nutrientes (IGF-1), envejecimiento renal (CYTC) cardiovascular
(NT-proBNP) y envejecimiento metabdlico (hemoglobina Alc). La combinacion de
biomarcadores fue capaz de predecir con mayor precision la morbilidad, discapacidad y
mortalidad. El reloj epigenético de un biomarcador de envejecimiento estuvo fuertemente
asociado con la edad cronoldgica y predijo el riesgo de mortalidad y los resultados clinicos,

aunque aun no se ha probado epidemiologicamente.

El segundo estudio (Ahadi et al., 2020) fue una cohorte de 106 personas sanas de 29 a
75 afos de edad que fueron examinados por diferentes tipos de medidas 6micas (transcritos,
proteinas, metabolitos en células mononucleares sanguineas y ensayos de citocinas en suero
en ensayos clinicos). Los microbiomas nasales e intestinales se analizaron mediante

secuenciacion de ARNr 16S en una visita trimestral hasta 4 afios con muestras adicionales
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adquiridas durante un periodo de estrés fisiolégico. Se identificé un nuevo marcador
relacionado con la edad al comparar individuos resistentes a la insulina (R1) con individuos
sensibles a la insulina (S1). Se analizaron las células mononucleares de sangre periférica y se
obtuvieron 51 pruebas de laboratorio de cada participante por visita, lo que generé 18
millones de observaciones. El envejecimiento se identificd a través de cambios en los niveles
de marcadores durante un periodo corto de tiempo (2 a 3 afios) y definid tipos de vias
moleculares que también cambiaron con el tiempo en individuos especificos, conocidos
como ageotipos, que brindan una evaluacién molecular del envejecimiento personal
reflejando el estilo de vida de cada sujeto, lo que fue Gtil en este estudio para monitorear e
intervenir en el proceso de envejecimiento. Para comprender los patrones entre los individuos
y realizar andlisis Omicos, se hicieron tres tipos de andlisis de identificacion 1)
reconocimiento de marcadores y vias que estaban asociados con la edad de los individuos. 2)
identificacion del envejecimiento molecular, diferenciando entre participantes que eran
resistentes a la insulina y aquellos que eran sensibles a la insulina y 3) descubrimiento de

marcadores personales y vias que diferian entre los individuos a medida que envejecian.

Este fue un analisis sistematico para encontrar marcadores (expresion de la mediana de
genes, proteinas plasmaticas, metabolitos, citoquinas, microbios y marcadores clinicos) que
mostraron una fuerte correlacién (utilizando la prueba de Spearman) con la mediana de edad
de cada participante del estudio. Tras el analisis del indice de masa corporal (IMC) y el sexo,
los resultados identificaron 184 moléculas con diferentes tendencias y niveles de asociacion
positiva y negativa. Con respecto a las vias bioldgicas relacionadas con la edad, hubo una
importante elevacién de la respuesta de movimiento de fase aguda, receptor tipo Toll, vias
inflamatorias y de coagulacion de los diferentes tipos de moléculas. Diez de las 184
moléculas encontradas en esta investigacion se identificaron en el grupo resistente a la
insulina, mientras que ninguna se encontré en el grupo sensible a la insulina. Este estudio ha
demostrado como con el tiempo los individuos son capaces de cambiar. El analisis de los
analitos recolectados de 43 sujetos en 5 visitas médicas durante 700 dias mostré cambios
significativos. No se observd una correlacion significativa entre la ingesta dietética y el
tiempo en 28 sujetos con habitos dietéticos (evaluados mediante pruebas de alimentacion
estandarizadas). Se observo que las ingestas dietéticas eran generalmente estables y que la
alteracion de la dieta no era responsable de los cambios longitudinales en los marcadores

clinicos.
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El objetivo de identificar, seleccionar y estudiar biomarcadores relacionados con la
edad en ambas investigaciones se cumplio, pero la sistematizacion para lograrlo es bastante
diferente y en ocasiones puede resultar compleja. Se observo las estrategias de observacion
y direccion realizadas por Justice et al. (2018) que iban de lo general a lo especifico, este
selecciond un gran nimero de biomarcadores para su estudio y se descartd paulatinamente
hasta quedar solo ocho biomarcadores que cumplian con los criterios previamente
establecidos (que estaban mas centrados en la presencia del biomarcador en la literatura y la

opinidn de los expertos).

Los biomarcadores estudiados fueron plasmaticos, descartando otro tipo de fluidos,
centrandose en el nivel clinico (enfermedades ademas de funcionalidad) y aquellos cambios
observados a lo largo del tiempo. Por su parte, el estudio de Ahadi et al. (2020) utiliza el
andlisis émico, que en la actualidad sigue siendo un area poco explorada en el estudio de
biomarcadores de cualquier fluido (liquidos proximales y periféricos). Esto es
particularmente cierto en una poblacién que envejece, donde la estrategia de analisis de
biomarcadores puede ir de lo especifico a lo general, ya que este estudio se enfoca en los
participantes individuales. Entre los 106 sujetos del estudio, se identificaron patrones
moleculares de Rl o Sl en cada participante, estudiando las relaciones de estas moléculas con
la nutricion, la actividad fisica y la medicacion. Ambos estudios destacan la importancia que
tiene el sistema inmunitario en el envejecimiento debido a los cambios observados a lo largo

del tiempo.

Sin embargo, a los efectos de esta investigacion se optd por el estudio de Ahadi et al.
(2020) ya que nuestra investigacion abarca el estudio de biomarcadores salivales
relacionados con factores fisicos y funcionales del sindrome de fragilidad. Empezando por
36 marcadores asociados con deterioro cognitivo y fragilidad fisica. Estos incluyen niveles
elevados de IL-6 (Wikby et al., 2005), proteina C reactiva (CRP), factor de necrosis tumoral
(TNF-alfa y beta), acido urico, IL1-beta, IL1-alfa, velocidad de sedimentacidn de eritrocitos
(ESR), relacion cortisol/dehidroepiandrosterona, IL1RA, IL-13, CD4, CDS8, IL6R, IL-18,
receptor 1 de TNF-a (TNFR1), TGFbeta, IFNalfa, IFNbeta, cortisol, homocisteina,
fibrindgeno, molécula adhesiva intercelular 1 (ICAM-1), células progenitoras osteogénicas
circulantes (COP) y beta 2-microglobulina (B2MG) (O’Bryant et al., 2010; Lee et al., 2016;
Ferrucci y Fabbri, 2018). Es importante mencionar que algunos estudios han relacionado la

elevacion de estas citoquinas proinflamatorias en la fragilidad cognitiva con la atrofia
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hipocampal y talamica, la cual se asocia con niveles bajos de citoquinas antiinflamatorias,
que causa deterioro cognitivo y reduccion de la plasticidad neuronal, reflejandose en un

deterioro de las FE, la VP y atencion selectiva (Mooijaart et al., 2013; Namioka et al., 2017)

1.6 Proteinas Inmunes Estudiadas

1.6.1 Gldbulos Blancos en Sangre Periférica

Son células inmunitarias circulantes. Los recuentos de glébulos blancos al igual que
los neutrofilos aumentan en individuos fragiles. Los recuentos altos de globulos blancos
predicen la el sindrome de fragilidad futuro en personas sanas de 60 afios (Wilson et al.,
2017). También se asocia con eventos cardio o cerebrovasculares y mortalidad por cancer
(De Martinis, et al., 2006; Li et al., 2011). Los neutréfilos son de suma importancia para la
respuesta inflamatoria, ya que son los primeros leucocitos en llegar al sitio de la inflamacién
e iniciar la cascada de eventos que conducen a la inflamacion. Los recuentos mas altos de
neutrofilos estan asociados con una baja actividad fisica y el sindrome de fragilidad (Wilson
et al., 2017). Con el envejecimiento, los neutrofilos pierden parte de su actividad quimica y
quimiotéctica para neutralizar patégenos y, por lo tanto, pueden contribuir a la inflamacion
sistémica (Dewan et al., 2012). En el compartimiento de linfocitos, hay menos células T que
expresan CD28 vy los recuentos de CD4/CD8 se invierten en individuos fragiles segln la

respuesta inmune (Ventura et al., 2017).
1.6.2 Interleucina 6 (IL-6)

Citocina proinflamatoria pleiotropica implicada en la regulacién de las respuestas
inmunitarias. Es el estimulante mas potente y ampliamente eficaz para la produccién de
proteinas de fase aguda por parte de los hepatocitos humanos (Tilg et al., 1994). La IL-6
tambien promueve la expansion y activacion de las células T y la diferenciacion de las células
B. Se ha encontrado que los niveles de IL-6 son marcadores importantes para muchas
enfermedades. Los niveles séricos altos (por ejemplo: 2.5 pg/ml) predicen discapacidad y
fragilidad incidentes, en particular, una velocidad de marcha mas lenta (Ferrucci et al., 1999;
Ferrucci et al., 2005). Ademas, los niveles mas altos de IL-6 se correlacionan con un mayor

numero de enfermedades cronicas (Fabbri et al., 2015), incluidas cardiovasculares,
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neuroldgicas (demencia, enfermedad de Parkinson), musculoesqueléticas, cancer, sindrome

de fatiga cronica y depresion clinica (Hiles et al., 2012).

En el contexto del sindrome de fragilidad, el aumento de IL-6 se asocia con
discapacidad cognitiva, sarcopenia y mortalidad (Wilson et al., 2017). Por el contrario, el
polimorfismo de un solo nucledtido en el gen de la IL-6 que se asocia con niveles plasmaticos
mas altos de esta citocina es menos frecuente en los centenarios, lo que subraya la posible

asociacion de la IL-6 con la mortalidad y el envejecimiento no saludable (Wilson et al., 2017).

PCR, IL-6, TFN-a y recuento de neutr6filos mostraron asociaciones positivas con el
modelo de Fried, el modelo de Rockwood y asociaciones inversas con la ALBU (Aziz et al.,
2015). Los niveles elevados de PCR, IL-6 y TFN-o estan asociados con la IR en sujetos
ancianos no diabéticos (Abbatecola et al., 2004), enfermedad coronaria y eventos de
insuficiencia cardiaca (Fulop et al., 2006). Los niveles elevados de IL-6 también se asocian
con una limitacion en las ABDV (Li et al., 2011).

1.6.3 Proteina C Reactiva (PCR)

Proteina secretada por el higado en respuesta a la IL-6, miembro destacado de las
proteinas inflamatorias de fase aguda. Promueve la produccién de citocinas proinflamatorias
mientras circula en el plasma sanguineo como un homopentamero estable. La PCR se une a
la fosfocolina, un constituyente comdn de los recubrimientos de polisacéaridos de patégenos
bacterianos y membranas celulares de mamiferos. Luego actla como opsonina, facilitando la
fagocitosis de patdgenos y células muertas o moribundas (Mortensen y Zhong, 2000;
Volanakis, 2001). La PCR se considera un gran biomarcador de inflamacidn sistémica de
importancia clinica (Stoner et al., 2013). Los niveles elevados en plasma estan asociados con
enfermedad vascular progresiva (Wang et al., 2011), edad, depresion (Duggal et al., 2014),
sarcopenia, sindrome metabdlico (SM) (Fulop et al., 2012), discapacidad y deterioro
cognitivo en individuos mayores de 65 afios, pero no siempre es un predictor significativo de
mortalidad. Existe una estrecha correlacion entre los niveles séricos de PCR y la IL-6. Se han
encontrado correlaciones significativas entre los niveles de PCR y el agarre manual.
Curiosamente, la PCR se ha convertido en un marcador del sindrome de fragilidad especifico
del sexo en el que sblo se ha establecido una asociacién entre el sindrome de fragilidad y

mujeres entre 60 y 90 afios (Gale et al., 2013).
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Es probable que los niveles de PCR en saliva y la PCR en sangre estén correlacionados
porque la PCR se sintetiza principalmente en el higado. No hay produccidn local de PCR en
la boca y lo méas probable es que llegue a la saliva a través de la sangre, por lo que hay una
mayor dilucion en los niveles de PCR salival (Ouellet-Morin et al., 2011). Out et al. (2012)
sugieren que la PCR salival en niveles bajos es un buen indicador de PCR sistémica, mientras
que, en niveles mas altos, es menos probable que se correlacione con los niveles en sangre
(Out et al., 2012), ya que puede indicar una infiltracion anormalmente alta de sangre debido

a inflamacién local, dafio tisular o mala salud bucal (Engeland et al., 2019).
1.6.4 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Citocina proinflamatoria y un pirégeno enddgeno producido por células asesinas
naturales (NK), macréfagos, microglia y otros tipos de células (Slavish et al., 2015). También
juega un papel en la estimulacion de la respuesta de fase aguda y sus niveles aumentados
estan asociados con la longitud de los telomeros de los leucocitos (Pavanello et al., 2017). El
TNF-a activan a las prostaglandinas y a otras sustancias relacionadas con la percepcion del
dolor y otros procesos en el cuerpo, incluida la remodelacion de los tejidos y la apoptosis de
las células tumorales y la desregulacion (Filop et al., 2019; Goodsell, 2005). TNF-a es un
biomarcador potencial para el sindrome de fragilidad (Hubbard et al., 2009). En personas
mayores, el TNF-a se asocia con ECVA (Stoner et al., 2013), osteoporosis, enfermedad de
Alzheimer (EA) (Franceschi et al., 2001), DM Il (Recasens et al., 2005) y mortalidad
(Giacomini et al., 2018).

La pentraxina 3 (PTX3) se secreta en respuesta al TNF-a por los macrofagos y los
componentes de los vasos sanguineos. Se ha asociado con pérdida de peso o delgadez en la
poblacién anciana hipertensa y sus altos niveles se asocian con deterioro cognitivo y

potencialmente con el sindrome de fragilidad en esta poblacion (Yano et al., 2010).
1.6.5 Interleucina 1 (IL-1)

Citocina proinflamatoria que mide la respuesta del huésped a la invasion microbiana,
la inflamacion, la lesidn tisular y las reacciones inmunologicas (Garlanda et al., 2013). IL-1
es sindnimo de mediador endogeno leucocitario, factor activador de linfocitos, asi como

factor de células mononucleares, catabdlico, factor activador de osteoclastos y hemopintina-
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1 (Jandinski, 1988). La IL-1p se produce como resultado de la escision proteolitica por parte
del inflamasoma, principalmente por macrdofagos y células epiteliales. Ademas de atraer
leucocitos a los tejidos inflamados, la IL-1 también provoca la desgranulacion de basofilos
y eosindfilos, estimula la sintesis de tromboxano en macréfagos y neutrofilos y potencia la
activacion de neutrdfilos por péptidos quimioatrayentes. La IL-1B es mitogena para las
células mesangiales del rifion, las células gliales del cerebro y los queratinocitos (Ganter et
al., 1989).

Junto con las otras citoquinas proinflamatorias TFN-a e IL-6, la IL-1p juega un papel
importante en la sensibilidad al dolor (Mika et al., 2013) y la fatiga que puede restringir la
actividad fisica y contribuir al sindrome de fragilidad (Thoma et al., 2011). Un analisis
realizado en pacientes geriatricos admitidos en el centro de trauma de un hospital mostr6 que
las personas frégiles tenian niveles séricos de IL-1B mas altos en comparacion con las

personas no fréagiles (Palmer et al., 2019).
1.6.6 Interleucina 4 (IL-4)

Interleucina Th2 producida por linfocitos T, granulocitos y mastocitos (Landau et al.,
2019). Tiene efecto antiinflamatorio, definida como una “citoquina inmunorreguladora
prototipica” (Mika et al., 2013). Dada la asociacion del sindrome de fragilidad con ECVA,

esta citocina puede ser un biomarcador indirecto del sindrome de fragilidad.
1.6.7 Interleucina 10 (IL-10)

Citocina antiinflamatoria que inhibe la sintesis de numerosas citocinas (TFN-a, IFN-y,
IL-2 y TEN-B) y suprime las respuestas proinflamatorias Th1l. La secrecion de I1L-10 es baja
en tejidos no estimulados y regula su propia expresion en un bucle de retroalimentacion
negativa. La IL-10 también mejora la supervivencia y proliferacion de linfocitos B (Fulop et
al., 2006), asi como la produccion de IgA, que es la principal inmunoglobulina en la
inmunidad salival (Stoner et al., 2013). IL-10 es una miocina y el ejercicio fomenta un
entorno de citocinas antiinflamatorias. La frecuencia del polimorfismo de un solo nucleétido
de IL-10 aumenta los niveles séricos de esta citoquina, la cual se incrementa en los
centenarios y se especula que es preventivo contra la sarcopenia (Wilson et al., 2017). En el

sindrome de fragilidad, el papel directo de la IL-10 ain no esta claro.
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1.6.8  Molécula de Adhesivo Intercelular-1 (ICAM-1)

Tiene altos niveles tanto en deterioro cognitivo como en el sindrome de fragilidad fisica
(Lee et al., 2016). Este biomarcador estd asociado con una mayor produccién de IL-6 y TNF-

a, lo que sugiere que esté relacionado con la cascada proinflamatoria (McCabe et al., 1993).
1.6.9 AlbUumina (ALBU)

Proteina abundante en los fluidos corporales (plasma, liquido sinovial y liquido
cefalorraquideo), que funciona como proteina transportadora. Esta involucrado en la
respuesta inflamatoria del cuerpo ante infecciones y/o condiciones agudas y/o cronicas que
se asocian con un estado inflamatorio persistente de bajo grado, como la obesidad. Los
niveles bajos de albumina sérica y plasmatica se asocian prospectivamente con una mayor
fragilidad y mortalidad (Phillips et al., 1989; Yanagita et al., 2020). Se ha propuesto que esta

hipoalbuminemia sea un indicador de desnutricion.

Por lo tanto, la ALBU es un biomarcador potencialmente relacionado con el sindrome
de fragilidad como resultado de la compleja interaccion del sistema nervioso (SN), endocrino,
inmunoldgico y la dieta, los cuales son factores importantes que contribuyen a el sindrome

de fragilidad.
1.6.10 Cistatina-C (CYTC)

La CYTC es un potente inhibidor de la cisteina proteasa. La CYTC es una proteina no
glicosilada que tiene un peso molecular menor, cuya concentracion esta determinada por
filtracion glomerular, la cual cumple un papel fisioldégico importante como regulador local
de actividad de esta enzima, ademas se ha demostrado in vitro para regular ciertos aspectos
del sistema inmunitario (Hart et al., 2013; Mussap & Plebani, 2004). Se ha encontrado que
la CYTC tiene una mayor asociacion con fractura de cadera (Ensrud et al., 2013), ECVA
(Shilpak et al., 2005), mortalidad y enfermedad renal en etapa terminal. Se ha llegado a
demostrar que es un mejor marcador, que la creatina en su estado basal (eGFR Cr).
(Dalrymple et al., 2013; Hart et al., 2013). Altos niveles de CYTC (calculados en cuartiles)
estan asociados a una etapa intermedia de fragilidad y muerte, estos resultados son similares
si valoramos los bajos niveles de eGFR CYTC en seguimiento, por lo que nos indican que el
avance de fragilidad no es Unicamente por CYTC, sino también del fallo renal y la
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disminucion de la eGFR CYTC, ante estos resultados existen otras investigaciones que
demuestran que los altos niveles de CYTC se asocia con altos grado de fragilidad,
independientemente de otros medidores bioldgicos y de un nivel normal del funcionamiento
renal (Hart et al., 2013).

La relacion entre CYTC y marcadores inflamatorios no esta bien caracterizado,
particularmente en personas sin complicaciones renales, pero se ha tratado de estudiar dicho
problema, dando como resultado una correlacién positiva en 5 biomarcadores TNF-a, STNF-
R1, and sSTNF-R2, CRP y IL-6 (Keller et al., 2007), donde se ha demostrado que TNF-a es
eliminado por el rifion, mientras que la PCR y IL-6 por el higado.

Altas concentraciones de CYTC se asocian a alto IMC y bajos niveles de colesterol
HDL y LDL, alta prevalencia de hipertension sistmécmia (HAS), sarcopenia (Kim, 2016),
pobre desenvolvimiento en la actividad fisica (Odden et al., 2006) y ECVA (Yaffe et al.,
2008).

1.6.11 Cistatina D (CYTD)

Cistatina salival, la cual tiene una distribucién tisular muy restringida que comprende
solo glandulas salivales y lagrimales (Collins & Grubb, 1998). Es un inhibidor lisosomal, que
secreta cistatina proteasa y puede desempefiar un papel en el control de actividad proteolica
durante los procesos inflamatorios (Dyhrfort et. al, 2018). El rango de las concentraciones
normales en saliva va de 0.12 -1.9 uM (Freije et al., 1993). La CYTD inhibe las catepsinas
H, Sy L, pero no la B, esta se purifica por la saliva e inhibe la proliferacion, la migracion y
la invasion de células, lo que indica una actividad supresora, protectora contra los efectos
potencialmente dafinos (Collins & Grubb, 1998), ademas de ser codificada por el gen CST5
(Balbin et al. 1993). El analisis transcriptoma también ha indicado que la CYTD podria

alterar la expresién génica, incluida la de genes.

Investigaciones han demostrado que el CYTD es un potencial biomarcador para la
deteccion de traumatismo craneoencefalico. Se ha encontrado en los arrays de citoquinas,
una reduccion de la secrecidn de varias citoquinas pro tumorales, como fibroblastos factor de
crecimiento 4, CX3CL1/fractalkine, neurotrofina 4 oncosta-tin-M, quimiocina pulmonar,
activacion regulada de quimiocina/ CCL18, y factor de crecimiento transformante B3

(Ferrer-Mayorga et al., 2015).
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1.6.12 Cistatina S (CYTYS)

Cistatina localizada en la saliva (Abrahamson et al., 2003), posteriormente se demostrd
que estos inhibidores también pueden encontrarse en lagrimas, orina y plasma seminal. Son
proteinas no glicosiladas en 121 amino&cidos que se sintetizan con péptidos y sus secuencias
maduras contienen los tipicos motivos de las cistatinas tipo 2. La CYTS aparece en diferentes
formas en la saliva, debido a la fosforilacion parcial de los sitios. Los genes de CYTS estan
ubicados en el locus mutagénico del cromosoma 20, que podrian igualarse a la CYTD y ser
vistas como cistatinas glandulares especializadas y funcionar en la secrecién, como inhibidor
de la defensa de las cisteinas peptidasas exdgenas (Saitoh & Isemura, 1993). Esta tiene 50%
de homologia con la CYTC (Abrahamson et al., 2003). La familia de las cistatinas Il, se
localizan en el cromosoma 20, el cual incluye a las cistatinas C, D, S, SN y SA (Isemura et
al., 1991).

Recientemente a esta proteinas se le ha considerado un biomarcador seroldgico novel
para la deteccidn precoz de cancer colorrectal, gastrico y de ovario (Duo 2018; Wang et al.,
2021; Cai et al., 2022)

1.6.13 Cistatina B (CYSB)

Es una de las tres mas importantes cistatinas a nivel funcional bioldgico. La cual se
compone de 98 aminoacidos (27) y se ubica en el cromosoma 21 (Pennacchio et al., 1998).
Esta cistatina es miembro de la familia de inhibidores de la cisteina proteasas. Presenta
alteraciones de perdida de funcion en el gen de la CYSB, ya sea a través de una unidad de
repeticion multiplicada en el promotor o a través de mutaciones puntuales en el gen
estructural, se presenta en pacientes con epilepsia mioclonica progresiva, ataxia, retraso
mental leve, demencia progresiva y susceptibilidad a la inflamacion de la cornea debido al
aumento de apoptosis en el cerebro y a la pérdida de células granulares del cerebelo, que con
frecuencia muestran nucleos condensados ADN fragmentado y cambios celulares, lo cual se
observo en el modelo de roedores presentado por Pennacchio (Pennacchio et al., 1998).
Experimentos in vitro muestran que la CYSB es un inhibidor reversible de union fuerte de
las catepsinas B, H, L y S, y la cisteina proteasa vegetal papaina (Barrett et al., 1986). La
agregacion de proteinas puede ser secundaria a agresiones externas o al envejecimiento, sin

embargo, las formas hereditarias de enfermedades neurodegenerativas como el EP,
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Huntington o EA estan directamente relacionadas con la agregacion de proteinas mutantes.
Agregados proteicos en forma de amiloide, ovillos neurofibrilares, inclusiones
intracitoplasmaticas o intranucleares, conducen a una mayor produccion de las especies
reactivas de oxigeno y disfuncion del sistema ubiquitina/ proteosoma. El periodo de
supervivencia es variable y los sintomas motores progresan a medida que el paciente

envejece.
1.6.14 Factor Inhibidor de la Migracion de Macrofago (MIF)

Citocina proinflamatoria, la cual participa en la respuesta inmune innata como
adaptativa a patdgenos bacterianos, desempefiando un papel en el desarrollo y progresion de
miopatias inflamatorias en varios musculos como el esquelético (Kanwar et al., 2018;
Walston et al., 2006). Puede ejercer efectos apoptoticos de la proteina X similar a NIP3. La
MIF regula la homeostasis de la glucosa y sera importante para 6rganos del sistema musculo
esquelético, especulamos que los niveles de la MIF pueden reflejar el estado de metabolismo
de la glucosa en la sarcopenia (Kanwar et al., 2018). La expresion de MIF en los sitios de
inflamacion sugiere un papel mediador en la regulacion de la funcién de los macréfagos en

la defensa del huésped, contrarrestando la actividad antiinflamatoria de los glucocorticoides.

La MIF es uno de los biomarcadores inflamatorios existentes para el diagndstico de la
sarcopenia 0 ECVA, esta no actla sola, sino actla en compafiia de mas biomarcadores. Los
niveles de esta proteinas también se elevaran en sujetos con deterioro renal y DM (Schottker
etal., 2013).

1.6.15 CD44 Antigeno

Es una glicoproteina transmembranal que juega un papel en las interacciones celulares,
la adhesion y migracion celular, ayudandolas a detectar y responder a los cambios en el
microambiente tisular. EL CD44 es una célula multi estructural y multifuncional, la cual
también es conocida como antigeno de Hermes, Pgpl, MDU3 y p80, se encuentra presente
en linfocitos, timocitos y granulocitos (Dalchau et al., 1980). Esta ha sido reconocida como
antigeno de superficie celular, localizado en las dendritas y axones de las neuronas; en
roedores ha sido detectado en el giro dentado. EI AH es uno de los principales componentes

de la matriz extra celular y se liga con el CD44, el cual este se relaciona con el desarrollo de
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células tumorales, su migracion e invasion (Yoshida, et al., 2012), desarrollo neuronal, la
plasticidad sinéptica (aprendizaje y memoria), la epileptogénesis, respuesta a lesiones y
neurodegeneracion (Wlodarczyk et al., 2011). Se ha observado que el CD44 aumenta a
medida que aumenta el grado del glioma. Este puede llegar a ser una diana terapéutica para
los gliobastomas. EI CD44 existe como una gran familia de isoformas que se producen por
el empalme de hasta 20 exones, que generan 20 sitios de unién para cada isoforma (Naor et
al., 1997). Las células madre tumorales y la inhibicion de CD44 en gliobastomas puede tener

efectos benéficos / terapéuticos sobre las células madre tumorales (Yoshida et al., 2012).

También existe un gran numero de forma de CD44, también llamada CD44 estandar
(CD44s), el cual tiene una combinacion de variantes (CD44v) generadas mediante empalmes
alternativos extensos y que contienen los exones “estandar” (Ponta et al., 2003). El CD44 se
expresa predominantemente en la materia blanca del cerebro humano (principalmente en las
células gliales, en particular astrocitos) de forma negativa (Bignami and Dahl et al., 1986).
En roedores se ha detectado la union neuromuscular del musculo esquelético (Gorelewicz et
al., 2009). Estas se localizan en la corteza cerebral, putamen, talamo, hipocampo, cerebelo,
espina dorsal, quiasma éptico (Sretavan et al., 1994) y se produce una regulacion al alza de
CD44 en las motoneuronas faciales, pero no en los astrocitos de la materia gris (Jones et al.,
1997). El CD44 esté sujeto a protedlisis extracelular e intermembrana, los anticuerpos contra
su extremo N podran fallar al detectar la molécula en células, en las que la tasa de
procedimiento protedmico es alta (Dzwonek & Wilczynski, 2015). EI CD44 juega una
importante funcion sensoriomotor y retencién de memoria espacial (Naruse et al., 2013).

1.6.16 Beta-2-Microglobulina (B2MG)

Es un polipéptido de bajo peso molecular (11.800D), el cual forma una cadena ligera
de antigenos del complejo de histocompatibilidad (MHC) de clase I, presente en la superficie
de todas las células nucleadas. Es un marcador en diversas situaciones de activacion
inmunitaria como las infecciones virales, procesos inflamatorios y tumores (Gazapo &
Caturla, 1996). Es sintetizado por linfocitos y sus concentraciones séricas o liquido
cefalorraquideo dependen de la renovacion de la membrana celular y velocidad de aclarado,
ya que se elimina por filtracién glomerular, siendo reabsorbido y catabolizado en los tubos

renales proximales (Bernier, 1980).
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El B2MG es un marcador inflamatorio susceptible a la modificacion de glicacion
avanzada, la cual estimula la B2MG secretando multiples citocinas proinflamatorias y el TFN
alfa de los macrofagos humanos (Wilson et al., 2017). Un estudio chino demostré que los
niveles medios, (medidos por cuartiles de B2MG) tienen una relacion significativa con el IF
(1.8 mg/L and 0.16, respectivamente; 188 (11.3%). EI B2MG tenia un mayor riesgo del
sindrome de fragilidad prevalente con ajuste (95% CI: 1.04, 2.71; P =0.034) para el FF y
1.51 (95% CI: 1.01, 2.27; P = 0.044) para IF, sin embargo, estos resultados no se encontraron
con sujetos sin enfermedad renal o cancer. Otra investigacion ha demostrado elevados niveles
de B2MG y bajos niveles de eGFRB2M, los cuales se asocian con la prevalencia del sindrome
de fragilidad (Kim et al., 2017). Shinkai et al., (2003) encontraron que un alto nivel de B2MG,
era un factor de riesgo comudn para la diminucién funcional en adultos mayores sin

discapacidad.
1.6.17 Citocromo C Oxidasa Polipéptido 111 (COX3)

Tal como lo menciona Shoubridge (2001) el citocromo C oxidasa (COX) es la enzima
terminal de la cadena respiratoria mitocondrial, la cual cataliza la transferencia de electrones
desde el citocromo c¢ reducido a oxigeno molecular. Se compone de 13 subunidades
estructurales, tres de las cuales estan codificadas en mtDNA y forman el ndcleo catalitico de
la enzima. La mayoria de las deficiencias de COX3 son trastornos autosémicos recesivos; las
mutaciones en los genes de la subunidad COX3 se codifican por mtDAN vy estas estan
asociadas con amplio espectro de fenotipos clinicos que van desde enfermedades aisladas,
hasta enfermedades multisistémicas (Shoubridge, 2001). La pérdida de contenido y funcién
mitocondrial suele observarse en la sarcopenia que afecta a los sujetos mayores, los cuales
no todos llegan a una fractura de cadera, pero si a una discapacidad o multimorbilidad (Dodds
etal., 2018).

.7 Enfermedades Relacionadas con la Fragilidad

1.7.1  Enfermedades Infecciosas asociadas a la Fragilidad

Las respuestas inmunitarias alteradas relacionadas con el envejecimiento hacen que los

ancianos sean mas susceptibles a nuevas infecciones como la gripe. La poblacion fragil, en
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particular, es mas susceptible a las enfermedades infecciosas que las personas mas jovenes
(Mathei et al., 2011).

En los adultos mayores, las infecciones respiratorias también pueden afectar

negativamente el estado de fragilidad durante y después de la recuperacion de la infeccion.

La informacién actualmente disponible sobre la asociacion de la fragilidad con la
gravedad de las enfermedades infecciosas es limitada, sin embargo, se sabe que la fragilidad
se ha asociado con una menor probabilidad de recuperacion en personas mayores
hospitalizadas por influenza y enfermedades respiratorias agudas (Lees et al., 2020). Hughes
et al., (2019) encontraron que los episodios respiratorios mas severos pueden tener un
impacto perjudicial en la fragilidad en comparacion con los episodios menos severos. A
veces, las enfermedades respiratorias cronicas son exacerbaciones de enfermedades

subyacentes (Hughes et al., 2019).

Con respecto a la influenza, la verdadera carga de esta podria durar mas all& del periodo
de la enfermedad y generar impactos duraderos en la salud del afectado. Las investigaciones
informaron que la fragilidad de los adultos mayores hospitalizados con influenza vy
enfermedad respiratoria aguda se asocian con menores tasas de recuperacion (Lees et al.,
2020).

Investigaciones recientes en Asia han observado que la pre-fragilidad sélo se asocia
con la aparicion de neumonia, deterioro de la fuerza fisica, déficit del estado nutricional,
deterioro de la funcion oral, depresion y confinamiento en el hogar. También se observo que
la fragilidad en adultos mayores fue significativa en asociacion con la hospitalizacion por
neumonia en comparacion con la no fragilidad (Iwai-Saito et al., 2021). El otro estudio
realizado en China ha demostrado que la fragilidad aumenta la mortalidad a 1 afio asociada
a la neumonia adquirida en la comunidad y, por tanto, es un factor de riesgo de neumonia
grave (Luo et al., 2020).

Otrainfeccidn viral respiratoria es la enfermedad por coronavirus (COVID-19) causada
por el Sindrome Respiratorio Agudo Severo-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (Goyal et al.,
2020). El desarrollo de COVID-19 en personas con sindrome de fragilidad se asocia con mal
pronostico y alta mortalidad. Un estudio ha demostrado que una alta carga de enfermedad
aumenta la probabilidad de hospitalizacién, siendo méas probable que los hombres sean

34



Capitulo |
Conceptualizacion Tedrica

admitidos que las mujeres (Feijoo et al., 2020). En mujeres, la edad fue un factor protector
para la COVID, pues se demostrd que las mujeres jovenes tenian mayor incidencia de
contagio, mientras que los hombres no, pero estaban en riesgo. La incidencia bruta de esta
patologia aumenta con la edad, al igual que ciertas patologias provocadas por la

inmunosenescencia. (Feijoo et al., 2020).
1.7.2  Neurodegeneracion y Fragilidad

Existe evidencia de la asociacion entre el sindrome de fragilidad y deterioro cognitivo
basada en los mecanismos fisiopatolégicos compartidos, como las enfermedades vasculares
y la inflamacién (Panza et al., 2017). La evidencia sugiere que la salud mental y la cognicion
pueden verse afectadas incluso desde las primeras etapas de fragilidad (Han et al., 2014).
Esta combinacion conduce a mayores niveles de discapacidad y una menor calidad de vida

en comparacion con la fragilidad o el deterioro cognitivo por si solos (Feng et al., 2017).

En 2013, el Grupo de Consenso Internacional organizado por la Academia
Internacional sobre Nutricion y Envejecimiento (I.LA.N.A) y la Asociacion Internacional de
Gerontologia y Geriatria (I.A.G.G) definié las caracteristicas de la fragilidad cognitiva: 1)
existencia de fragilidad fisica y deterioro cognitivo y 2) exclusion de un diagnéstico clinico
de EA o cualquier otra forma de demencia (Kelaiditi et al., 2013). VVarios cambios patoldgicos
asociados con el deterioro cognitivo y con la demencia, como la resistencia a la insulina (R1),
la inflamacion cronica y la disfuncion mitocondrial, estan asociados con la obesidad (De
Felice y Ferreira, 2014; Seo et al., 2021). Ademas, el deterioro cognitivo se relaciona con la
fragilidad, compartiendo bases fisiopatologicas y algunos desenlaces como discapacidad,
alteraciones de la marcha, caidas, fracturas, hospitalizacion e incluso mortalidad (Robertson,
et al., 2014; Casas-Herrero et al., 2019). La fragilidad cognitiva se puede considerar como el

paso inicial de la neurodegeneracion, que ha unido la fragilidad fisica y la cognitiva.

Dos marcadores medidos en suero/plasma se asociaron con el deterioro cognitivo y la
fragilidad: la sirtuina 1 y la CYTC. Se ha informado que la sirtuina 1 esta involucrada en la
via que controla la expresion de los péptidos beta-amiloides, que forman las placas asociadas
con laEA, a través de ADAM10 (Donmez et al., 2014). Los niveles de sirtuina 1 disminuyen
con la edad, pero esta disminucion es mas pronunciada en personas con deterioro cognitivo

y sindrome de fragilidad en comparacion con personas sanas de la misma edad (Kumar et al.,
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2014). Por otro lado, la disminucién de la CYTC sérica se asocia con atrofia cortical y
subcortical, lo que contribuye a un mayor riesgo de deterioro cognitivo (Liu et al., 2014) vy,
en consecuencia, a caidas, marcha inestable y lenta, falta de equilibrio y tiempos de reaccion
lentos (Casas-Herrero et al., 2019; Robertson et al., 2014). Estas son las principales
manifestaciones motoras de la fragilidad cognitiva (Montero-Odasso et al., 2016). Por tanto,
las personas que sufren fragilidad cognitiva con un proceso inflamatorio serdn maés
susceptibles a enfermedades neurodegenerativas, como la EA, ya que las citocinas
proinflamatorias podrian ser las responsables del estado inflamatorio en el cerebro (Petrus y
Lee, 2014). Las infecciones pueden inducir péptidos amiloide-p, que tienen verdadera
actividad antimicrobiana y contribuyen al mantenimiento del estado inflamatorio a través del
sistema inmunitario innato (Fulop et al., 2016). Por lo tanto, las proteinas amiloides
bacterianas podrian influir en el depdsito de B-amiloide en el cerebro a través de dos vias
diferentes: la induccion de la neuroinflamacion o el mimetismo molecular, es decir, el
plegamiento incorrecto de las proteinas neuronales a través de la siembra cruzada (Friedland,
2015). Como plantearon algunos autores, el microbiota intestinal podria desempefiar un papel
en la regulacion del depdsito de amiloide en el cerebro a través de la modulacion de la
inflamacién (Cattaneo et al., 2016). La nutricién alterada, el sistema inmunoldgico y los
cambios estructurales asociados con el envejecimiento pueden promover la disbiosis
intestinal proinflamatoria. Muchos taxones microbianos estan sobrepresentados en las
personas mayores fragiles, incluidos aquellos que producen mediadores metabdlicos como
los acidos grasos de cadena corta (AGCC) que modulan la inflamacion y mejoran la
sensibilidad a la insulina y las respuestas anabdlicas (Di Sabatino, et al., 2018). Ademas, los
anaerobios facultativos, que estan asociados con un aumento de citocinas inflamatorias, se
vuelven dominantes en los intestinos de las personas mayores (Biagi et al., 2010). Varios
autores destacaron el hecho de que muchas taxonomias de bacterias intestinales pueden
producir proteinas amiloides. Estas proteinas podrian ser fagocitadas por las células del
sistema inmunitario entérico y luego entregadas al sistema nervioso central (SNC) o ingresar
directamente a la circulacion sistémica como consecuencia de un “intestino permeable”, es
decir, una alteracion de la permeabilidad de la mucosa inducida por la disbiosis del
microbiota (Friedland, 2015). Esto ha sido corroborado por un estudio que detecto
lipopolisacaridos (LPS) derivados de bacterias Gram-negativas en el hipocampo y la corteza

temporal de pacientes con EA en un anélisis post-mortem (Zhao et al., 2017). La importancia
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del microbiota en la modulacién de la inflamacion sistémica y la neuroinflamacién también
ha sido subrayada por la asociacion entre el crecimiento excesivo del microbiota oral en la
periodontitis y la EA (Harding et al., 2017; Shoemark et al., 2015). Otros autores también
han hecho hincapié en el papel potencial del nervio vago en la transduccion de sefiales del
microbiota intestinal al cerebro (Leung y Thuret, 2015). En general, el aumento de la
inflamacién local y sistémica que ocurre durante la fragilidad puede contribuir a procesos

neurodegenerativos, como lo ejemplifica la EA.
1.7.3 Enfermedades cronicas y fragilidad

El envejecimiento es el mayor factor de riesgo para la mayoria de las enfermedades
cronicas que generan tanto morbilidad como mortalidad. Nuevos hallazgos sugieren que las
enfermedades y/o sus tratamientos pueden acelerar las patologias del envejecimiento
(Kennedy et al., 2014). El vinculo entre el envejecimiento y las enfermedades crénicas es
multifactorial, incluidos los cambios en el microbioma intestinal, la desregulacion metabdlica

y el sistema inmunitario.

En términos de metabolismo, la DM, al igual que otras enfermedades crénicas o
comorbilidades, puede exacerbar la desregulacion metab6lica asociada con el
envejecimiento. Una de las preguntas mas importantes a abordar es cobmo la sobrenutricion y
la obesidad pueden afectar el metaboloma del envejecimiento. Estos problemas también son
relevantes para la inflamacién, ya que el tejido adiposo es una fuente importante de citoquinas
inflamatorias (Kennedy et al., 2014). Un aumento del estado inflamatorio puede provocar
fragilidad y desregulacion en los sistemas del cuerpo. Como se menciono anteriormente, la
inflamacion puede ser una causa subyacente comUn de envejecimiento adverso y enfermedad

cronica (Salvioli et al., 2013).

Las enfermedades crdnicas confieren un alto costo de atencion médica, y algunas
enfermedades estan asociadas con una mayor hospitalizacion o costos generales de atencion
médica que otras. La asociacion entre fragilidad y enfermedades cronicas es, por tanto, uno

de los factores que contribuyen a los costes sanitarios asociados al sindrome de fragilidad.
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1.7.4  Enfermedades Cardiovasculares (ECVA)

La HAS, DM, obesidad (especialmente la obesidad abdominal) y el estilo de vida
sedentario parecen ser factores compartidos de fragilidad y enfermedad cardiovascular
(ECVA). La inflamacién de bajo grado es un factor importante en el desarrollo de ECVA.
Veronese et al. (2017) demostraron que la pre-fragilidad se asocié con un 23% maés de riesgo
de ECVA, mientras que la fragilidad se asocié con un 70% mas de riesgo de ECVA
(Veronese et al., 2017). El sindrome de fragilidad se puede asociar con un mayor riesgo de

ECVA debido a la inflamacion, asi como a la estructura y funcién muscular comprometida.
1.7.5  Arteriosclerosis

Enfermedad inflamatoria que puede derivar en enfermedad arterial coronaria, arterial
periférica 0 ECVA (Fulop et al., 2018). Se ha demostrado que la fragilidad aumenta el riesgo
de aterosclerosis (Korada et al., 2017). En esta enfermedad, las células endoteliales se dafian
y se acumulan células espumosas. Las células espumosas aumentan como resultado de la
deposicion de particulas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) que contienen colesterol en
el endotelio. Este proceso induce una reaccion inflamatoria, incluyendo la interaccion entre
las células innatas, las células inmunitarias adaptativas y las células endoteliales (Libby et
al., 2011). Las células espumosas se forman cuando los macrofagos engullen particulas que
contienen lipidos. En la aterosclerosis, existe el endurecimiento de la pared arterial, asi como
un estrechamiento de la luz que puede dificultar la perfusion de los érganos. Las células T
senescentes contribuyen a la aterosclerosis, al secretar macrofagos que estimulan IFN-y
(interferén-gamma) (Thomas et al., 2020). Los estudios muestran que los niveles altos de
CRP e IL6 estan asociados con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares en las

personas mayores (Ferruci y Fabbri, 2018).
1.7.6  Hipertension ArterialSistémica (HAS)

Es uno de los padecimientos mas importantes del sistema cardiovascular. Se asocia con
eventos cardiovasculares y cerebrovasculares, trastornos cognitivos, enfermedades renales y
la muerte (Liu et al., 2020). La hipertension arterial (HAT) es la forma mas prevalente de la
hipertension arterial sistémica (HAS) primaria en la poblacion envejecida y se asocia en parte

con una presion del pulso y una velocidad de la onda de pulso mas alta (Staessen et al., 2000).
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Los cambios en la cognicion y el estado de &nimo estan asociados con un mal control de la
presion arterial (Piotrowicz et al., 2016). La HAS es mas comun entre las personas frégiles
en comparacion con las personas pre fragiles y no fragiles (Liu et al., 2014). La HAS y la
fragilidad pueden tener una fisiopatologia comdn a través de la arteriosclerosis, la

inflamacion o el estrés oxidativo sostenido (Liu et al., 2020).
1.7.7  Sarcopenia

La sarcopenia es la atrofia muscular asociada con el envejecimiento y con la hipoplasia
(la disminucién del namero de fibras) asi como con la atrofia del musculo esquelético (la
reduccion del tamafio de las fibras) (Narici, et al., 2003). La disminucion concomitante de la
fuerza muscular se ve exacerbada por la disminucion de las fibras musculares tipo 1l y las
mitocondrias, y el aumento del deposito de grasa en el parénquima (Wilson et al., 2017). La
sarcopenia puede provocar cambios en la marcha y el rendimiento fisico en los adultos
mayores. Por lo tanto, se asocia con pérdida de movilidad, independencia reducida y aumento
de la mortalidad.

La sarcopenia puede ser el resultado de cambios hormonales, como el aumento de
cortisol/(DHEA), la desnutricidn, la reduccion de la actividad fisica, el deterioro inmunitario
asociado con la edad y la inflamacion (Wilson et al., 2017). Una cantidad significativa de
energia metabdlica se gasta en la produccion de citocinas inflamatorias, lo que reduce la
cantidad de energia disponible para otras funciones esenciales, como el mantenimiento de la
masa muscular (Fulop et al., 2016). Se encontré que los marcadores inflamatorios IL-6, TNF-
alfa y CRP estaban elevados en adultos mayores con sarcopenia (O’Bryant et al., 2010). En
términos de energia, la disfuncién mitocondrial del masculo esquelético también prevalece
en la edad avanzada, disminuyendo en volumen y nimero, asi como con una biogénesis
reducida (Petersen et al., 2012).

Existe un “eje intestino-musculo” que involucra mediadores microbianos que influyen
en el anabolismo del musculo esquelético y el ejercicio fisico, favoreciendo la biodiversidad
de la microbiota intestinal (Grosicki et al., 2018). Las dietas ricas en grasas pueden promover
la disbiosis de la microbiota intestinal y, por lo tanto, favorecer la inflamacion sistémica.
Fabbri et al. (2017) demostraron que una mayor masa grasa total se acompafia de una pérdida

simultanea de masa corporal magra, lo que predice una tasa mas rapida de disminucién de la
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calidad muscular en los adultos mayores (Fabbri et al., 2017). Estudios recientes también han
demostrado que la microbiota intestinal esta involucrada en la fisiopatologia del sindrome de
fragilidad al promover la inflamacién crénica y la resistencia anabolica. Por tanto, la

microbiota intestinal podria ser una mediadora entre la fragilidad y la sarcopenia.

Uno de los mayores desafios en la actualidad es determinar qué viene primero, la
sarcopenia y luego la fragilidad o la fragilidad y luego la sarcopenia. Sin embargo, existen
limitaciones en la informacion disponible. Se debe considerar que estas patologias
representan una interrupcion permanente de la homeostasis de los organismos con una
probabilidad limitada de cambio (Cesari et al., 2014). La sarcopenia y la fragilidad son
condiciones distintas pero relacionadas. La sarcopenia no es un biomarcador del sindrome de
fragilidad; sin embargo, la ausencia de sarcopenia puede ser importante para excluir un
diagnéstico de fragilidad. También habra que considerar que la prevalencia de sarcopenia o
fragilidad también varia en funcion de las técnicas utilizadas para evaluar los diferentes

parametros de estas enfermedades (Davies et al., 2017).

Un estudio transversal japonés mostré que los participantes con sarcopenia y fragilidad
(medida por los criterios del fenotipo de fragilidad) tenian una mala calidad de vida, una alta
incidencia de caidas y niveles bajos de vitamina D, proteinas y energia. El estudio también
muestra que las personas fragiles tienen un mayor porcentaje de debilidad en las
extremidades inferiores, fuerza muscular y requieren mas cuidados a largo plazo, debido a la
intensidad de las caidas (Mori y Tokuda, 2019).

1.7.8  Patologias Esqueléticas

La fragilidad fisica esta relacionada con patologias esqueléticas y deterioro cognitivo
que comparten bases fisiopatologicas y resultados comunes, como alteraciones de la marcha,
caidas, fracturas, discapacidad e incluso mortalidad (Casas-Herrero et al., 2019; Robertson
etal., 2014). Las fracturas dseas estan relacionadas con complicaciones significativas, como
mayor miedo a las caidas, pérdida de autonomia, riesgo de discapacidad, disminucion de la
calidad de vida y mortalidad anticipada en personas mayores (Amouzougan et al., 2017;
Bailly et al., 2014; Bonafede et al., 2016). La baja masa 6sea relacionada con la edad debilita
el esqueleto y aumenta la probabilidad de fracturas 6seas (Amouzougan et al., 2017;

Bonafede et al., 2016). La incidencia de fractura de cadera es un problema de salud mundial
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en aumento que afecta principalmente a poblaciones de edad avanzada (Dhanwal et al.,
2011), asi como las fracturas vertebrales, aunque en menor grado (Walters et al., 2017).

La fractura de cadera tiene graves consecuencias clinicas por la morbilidad asociada,
la susceptibilidad del paciente a la depresion severa y la pérdida de autonomia. Estos factores
contribuyen a la reduccion de la salud, la recuperacion deficiente o parcial y la fragilidad
(Duggal et al., 2014). La incidencia de infecciones bacterianas en pacientes con fractura de
cadera antes de la cirugia es del 43-48%, mientras que el 20-30% de los pacientes mueren a
causa de la fractura de cadera (Edwards et al., 2008). La fractura de cadera desencadena un
estado de estrés agudo que comparte similitudes con quemaduras graves, sepsis y ECVA, lo
que da como resultado una inmunosupresion progresiva (Xiu et al., 2013) y un aumento del

riesgo de infeccion.
1.7.9 Patologias Metabdlicas

1.7.9.1 Diabetes Mellitus (DM)

Estudios recientes han demostrado que la DM, la Rl y la lipotoxicidad aumentan la
infiltracion de neutrofilos, la proliferacion de macréfagos y la secrecion de mediadores
inflamatorios, contribuyendo a un estado proinflamatorio en el organismo (Ferruci y Fabbri,
2018). La DM también esta relacionada con la fragilidad y la pre-fragilidad, ya que se
caracteriza por la disminucion de las reservas en multiples sistemas fisioldgicos. En 2019, la
Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) identificé a la DM como una de las principales
causas de ECVA (Jiménez Navarro et al., 2020). Ademas, la DM juega un papel importante
en el desarrollo de la aterosclerosis debido a la produccion excesiva de angiotensina Il que
puede causar dafio mitocondrial al aumentar la inflamacion crénica (Eguchi et al., 2018). La
prevalencia de esta patologia varia alrededor del mundo (Soysal et al., 2016), ya que puede
presentarse como parte del sindrome metabdlico (SM) o como una sola enfermedad. Existe
la posibilidad de que los episodios de hipoglucemia asociados con la DM desempefien un

papel en el aumento del riesgo de fragilidad (Niccoli y Partridge, 2012).

El sindrome metabolico (SM) se refiere a un conjunto de trastornos relacionados con
la obesidad abdominal, la dislipidemia, HAS y la Rl (Andersen et al., 2016) EI SM se
caracteriza por niveles mas altos de leptina que se asocian con la prevalencia del sindrome

de fragilidad (Hubbard et al., 2010). En las funciones cognitivas, este SM se relaciona con
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un deterioro de las FE (Lin et al., 2015) y en si se asocia con una alteracién metabdlica
sistémica, que involucra al sistema endocrino e inmunolégico. El sistema inmunoldgico juega
un papel en su fisiopatologia y, al mismo tiempo, se ve afectado por esta patologia. Asi, en

este sindrome se observa un estado proinflamatorio y una inflamacion cronica de bajo grado.
1.7.9.2 Obesidad

Indicada por un IMC mas alto de lo normal y cambios en la composicion
muscular/grasa corporal, se asocia con numerosas condiciones, destacando la RI, que
aumenta la inflamacién a través de la obesidad central, los adipocitos la liberacion
quimioquinas C-C 2 (CCL2) por parte de los adipocitos y la acumulacion tisular de
macréfagos M1 (Ferruci y Fabbri, 2018), monocitos y linfocitos T (Vandanmagsar et al.,
2011). A su vez, laacumulacion de linfocitos B y macro6fagos provoca un aumento de la masa
corporal (Weisberg et al., 2003). Muchos estudios han indicado que un aumento en el IMC,
la circunferencia de la cintura, el tejido adiposo intramuscular y pericéardico se asocia con
puntajes mas altos de fragilidad y probablemente con sarcopenia (Hubbard et al., 2010; Crow
et al., 2019; Karczewski et al., 2018).

1.7.9.3 Dislipidemia

Aunque numerosos estudios han examinado esta patologia, los resultados son
inconsistentes. Un conjunto de resultados mostr6 que la concentracion de HDL era mayor en
personas en estado no fragil (61, 7 mg/dl) frente a pre fragil (58.1 mg/dl p =0.04). Sin
embargo, otro estudio mostré que la pre-fragilidad y la fragilidad estaban asociadas con un
mayor riesgo de concentracion baja de lipoproteina de baja densidad (HDL) y alta de
lipoprotetina de baja densidad (LDL) (Sergi et al., 2015). Estos resultados son similares a los
de Reykjavik (2015), que mostré que los niveles de HDL y LDL eran més bajos y los niveles
de triglicéridos eran mas altos en las personas fragiles frente a las no fragiles, alcanzando
niveles aln mas altos en los sujetos con SM (Veronese et al., 2017). El colesterol puede
inducir el inflamasoma NLRP3 que estimula la produccion de IL-1B, produciendo
complicaciones ateroscleroticas y problemas de perfusion (Ordovas-Montanes y Ordovas,
2012).
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1.8 Biomarcadores de Fragilidad en Fluidos Salivales

1.8.1 Proteémica

La etiologia del sindrome de fragilidad se ha asociado con cambios en varias
situaciones fisioldgicas, incluida la inflamacion (Walston et al., 2002). Muchas de las
alteraciones observadas en el sindrome de fragilidad ocurren a nivel de proteinas (como
defectos en la sintesis y el metabolismo de proteinas), anomalias de la funcion mitocondrial,
desequilibrio redox y desregulacion de la apoptosis de los miocitos (Marzetti et al., 2012;
Joseph et al., 2012). Asi, el descubrimiento de biomarcadores proteicos podria ser un paso

adelante para el diagnostico y pronostico de esta patologia multifactorial.

Actualmente, no existe un unico biomarcador que logre suficiente precision predictiva,
diagndstica y pronostica para ser introducido de forma rutinaria en la practica clinica, ya sea

solo o0 en combinacion con datos clinicos y demograficos (Lippi et al., 2015)

Entender los mecanismos moleculares y la complejidad del sindrome de fragilidad es
uno de los retos actuales de la comunidad cientifica. Aunque el conocimiento en esta area ha
aumentado notablemente en los ltimos afios gracias al desarrollo de nuevos enfoques en
gendmica y la protedmica (y aplicaciones de la proteémica en la investigacion biomédica
traslacional). Actualmente, los estudios de protedmica centrados en biomarcadores de
fragilidad son limitados, ya que la mayoria de ellos han utilizado una pequefia cohorte para
la evolucion y tienen como objetivo confirmar el papel de los mecanismos inflamatorios en
la fragilidad (Pan et al., 2020). Tal es el caso de la iniciativa FRAILOMIC

(www.frailomic.org), que se basa en enfoques protedmicos que tienen como objetivo

identificar un conjunto de biomarcadores, que seran la base para desarrollar “kits listos para
usar”. Esta estrategia podria utilizarse en la practica clinica para mejorar la capacidad de
prediccién, el diagnostico precoz y la monitorizacion de la fragilidad (Erusalimsky et al.,
2016).

La evaluacién de un gran panel de biomoléculas (proteinas bioactivas), incluidas las
citoquinas proinflamatorias y metaloproteasas, denominadas sistema de integracion
informado y sensible (SASP), e involucradas en la patogénesis y la progresion de la
fragilidad, es una estrategia de un modelo multivariante/multidimensional (Calvani et al.,

2015). Este enfoque se basa en gran medida en el uso de técnicas de proteémica, que permiten
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la identificacion de proteinas previamente no seleccionadas, asi como la deteccion de firmas
protedmicas que reflejan periodos de tiempo especificos. Como resultado, caracterizan a las
personas con mayor riesgo de desarrollar fragilidad o pre-fragilidad, asi como pacientes
fragiles con mayor riesgo de progresar hacia un peor deterioro cognitivo y funcional (Frantzi
etal., 2014).

Por lo tanto, para comprender la etiologia y las consecuencias del sindrome de
fragilidad, se deben disefiar nuevos métodos que permitan la estratificacion de los pacientes,
la prevencion, el diagndéstico precoz y el seguimiento del tratamiento de la fragilidad en la
poblacion anciana. Actualmente, las pruebas invasivas son el estandar de oro para identificar
biomarcadores de procesos inflamatorios mediante la obtencion de fluidos como plasma y/o
suero. Estas pruebas son incomodas para las personas y requieren personal altamente
capacitado. Por el contrario, se estan estudiando otros fluidos proximales mas accesibles,
como la saliva, para identificar biomarcadores relevantes. Este enfoque tiene varias ventajas
sobre otros convencionales, como la reduccion de los costos de salud como resultado de la
recoleccion de muestras no invasiva y sin estrés que no requiere profesionales y entornos de
atencion médica especializados. Ademas, la recogida de muestras es méas segura y rapida
gracias a la posibilidad de autorecogida. Por lo tanto, la recoleccidn repetida de muestras es
mas sencilla (Slade et al., 2003). Las comparaciones entre los proteomas del plasma y la
saliva han indicado que el 20-30% de las proteinas que se encuentran en la saliva estan
presentes en la sangre (Yan et al., 2009). Los cientificos han reconocido durante mucho
tiempo que la saliva sirve como un espejo de la salud, ya que contiene el repertorio completo
de proteinas, hormonas, anticuerpos y otros analitos que se miden con frecuencia en los
analisis de sangre (Slowey, 2015). Ademas, el analisis de la saliva se lleva a cabo para una
amplia gama de afecciones, incluidos los canceres orales y las ECVA (Gohel et al., 2018;
Khurshid et al., 2018).

A pesar de estas ventajas, también es necesario desarrollar algunas funciones de
biobanco para resaltar la necesidad de muestras salivales clinicas de alta calidad, recolectadas
en condiciones estandarizadas, para proporcionar una excelente linea de validacion de
biomarcadores; el objetivo de encontrar nuevos proyectos es crear nuevas investigaciones
para descubrir nuevos diagndsticos y tratamientos, en este caso para el sindrome de
fragilidad. Este enfoque debera considerar que la relacion entre la saliva y el envejecimiento

no es estatica y también que la cavidad oral alberga una variedad de microbios que influyen
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en la salud local y sistémica. Adicionalmente, es necesario tener en cuenta que la fuerza 'y
naturaleza de las asociaciones entre la saliva y los marcadores inmunes en sangre pueden
depender de la salud oral y/o fisica de la poblacién en estudio. La enfermedad aguda o la
inflamacion del compartimento oral o sistémico pueden afectar el grado de correlacion entre
los marcadores inmunes salivales y séricos. Ademas de la salud fisica bucal, la edad, el
tabaquismo, la contaminacion sanguinea, el tiempo de recoleccion de las pruebas y la calidad
del suefio pueden tener efectos agudos y cronicos en el entorno inmunologico bucal, todos
estos factores deberan ser controlados (Riss et al., 2014). Establecer la confiabilidad de la
medicion es un componente clave para validar nuevas medidas bioldgicas (de Almeida et al.,
2008). Merece la pena mencionar que algunos hallazgos sobre los marcadores inflamatorios
en la saliva son inconsistentes y algunos estudios emplean diferentes enfoques de un so6lo
complejo que impide la comparacion de resultados (Slavish et al., 2015). En cuanto a la
recoleccion de muestras, la mayoria de los investigadores recolectaron saliva utilizando el
método de baba pasiva (salivette). Varios estudios han informado correlaciones deficientes
entre la saliva y la sangre al buscar marcadores inflamatorios (Minetto et al., 2007; Sjogren,
2006; Riis et al., 2014), pero otros muestran una correlacién significativa para los mismos
biomarcadores (Nam, et al. 2019), como es el caso de la IL-1B, CRP e IL-6 (Nam et al.,
2019). Una de las razones de las inconsistencias entre los estudios podria ser el momento en
que se realiza el muestreo (Slavish et al., 2015). Ademas, aunque hay cierta infiltracion de
proteinas de la sangre a la saliva, como se sefial6 anteriormente, la mayoria de las proteinas
no pueden cruzar facilmente las maltiples barreras entre estos dos compartimentos. Por lo
tanto, la pregunta es si estos marcadores inflamatorios reflejan una respuesta local o
sistemica. Por ejemplo, la IL-6 puede provenir de los macrdfagos tisulares locales y de las
células acinares de las glandulas salivales y, en consecuencia, la IL-6 salival puede reflejar
una respuesta inflamatoria local mas que una respuesta metabdlica sistémica. En términos de
biomarcadores inflamatorios salivales para el sindrome de fragilidad, la evidencia sugiere
que el suero de personas mayores fragiles tiene niveles elevados del subconjunto de células
supresoras derivadas de mieloides, que pueden suprimir las respuestas de las células T, asi
como las citocinas proinflamatorias requeridas para la diferenciacion y el resultado de la
disfuncion inmunolodgica. Por ello, varios estudios han encontrado niveles mas altos de

marcadores inflamatorios en saliva que en sangre (Miller et al., 2014).
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Recientemente un estudio sobre la IL-6 usando saliva demostrd que tiene una relacion
significativa con los niveles de fragilidad y actividad fisica. En este estudio se detectaron
diferencias significativas entre individuos robustos y fragiles en las concentraciones de saliva
(Gomez-Rubio et al., 2022).

Actualmente, la fase de descubrimiento de biomarcadores en los fluidos salivales
humanos se basa en enfoques no dirigidos que podrian resultar en la identificacion de una
gran cantidad de biomarcadores potenciales. Los enfoques no dirigidos también se
denominan imparciales, ya que el descubrimiento de nuevos biomarcadores putativos se
realiza sin suposiciones previas sobre las cuéles podrian ser potencialmente prometedores.
Sin embargo, los métodos para llevar a cabo un andlisis no dirigido tienden a ser
relativamente intensivos y no pueden manejar la inmensa complejidad del proteoma del
fluido salival. Desde un punto de vista practico, esto limita el analisis a las proteinas méas
abundantes, que representan sélo una fraccion estrecha o pequefia del proteoma. En
consecuencia, un analisis no dirigido puede ser mas relevante cuando se utilizan fluidos
salivales humanos en lugar de sangre, como fluidos cercanos a los tejidos afectados u
homogeneizados de tejidos. Este enfoque se puede utilizar para identificar un conjunto inicial
de objetivos de proteinas que se pueden evaluar mas a fondo utilizando métodos mas

sensibles.

1.8.2  Tecnologias moleculares de alto rendimiento para el descubrimiento de

biomarcadores en la saliva humana

Las pruebas moleculares rapidas y simples son importantes para la aplicacion clinica
de biomarcadores inflamatorios salivales. Los métodos utilizados van desde los
inmunoensayos mas convencionales hasta las técnicas mas avanzadas. El progreso en varias
técnicas de alto rendimiento en el analisis de muestras ha permitido evaluar a muchas

personas para muchos parametros.

Los inmunoensayos son pruebas que se utilizan para cuantificar niveles de
biomarcadores especificos dentro de una muestra, utilizando concentraciones de
biomarcadores para generar una curva estandar. Luego, sus valores se interpolan en la curva
estandar para definir los niveles de biomarcadores (O’Brien et al., 2006; Haran et al., 2012).

Los lectores de microplacas estandar utilizados para inmunoensayos, como el ensayo de
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inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), incluyen software que admite la deteccién de
absorbencia para bioensayos y célculos de las concentraciones correspondientes en funcién

de la interpolacion de la densidad Optica en la curva estandar (Xiao y Wong, 2012).

Se han utilizado diferentes enfoques protedmicos para la caracterizacion del proteoma
en fluidos proximales. La espectrometria de masas (MS) se ha convertido en una de las
tecnologias més potentes de los Ultimos afios en la caracterizacion proteémica. La deteccion
rapida y de alto rendimiento de proteinas en voliumenes de muestra diminutos sin
preprocesamiento puede utilizarse en el diagnostico de muchas enfermedades (Schwartz et
al., 1995). El uso de espectrometria de masas requiere cantidades mas pequefias de material
y tiene un mayor rendimiento que los métodos de secuenciacion convencionales (Amado et
al., 2005). El analisis de biomarcadores de proteinas empleando electroforesis en gel de
diferencia bidimensional (2D-DIGE) junto con MS (identificacion de 300 proteinas
aproximadamente) y cromatografia liquida-MS (LC-MS) puede identificar mas de 1050
proteinas en una muestra (Hu et al., 2005; Xiao y Wong, 2012). Se ha demostrado que solo
se pueden analizar 1929 proteinas en la saliva humana, frente a las 3020 encontradas en el
proteoma plasmatico, de las cuales 597 se pueden encontrar en comUn entre dos tipos de
muestra (Ohshiro et al., 2007)

Otra técnica protedmica para el estudio de los fluidos salivales es el andlisis de
espectrometria de masas (MS/MS) de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-TOF) (Filaire et al, 2004). MALDI-TOF, SELDI-TOF y SDS-PAGE (SDS, PAGE
y IEF). Estas técnicas son las mas utilizadas. El primero y el segundo han sido empleados
para estudiar la composicion proteica de saliva total y saliva de glandulas especificas, con o
sin estimulacion, lo que permitié la separacion de méas de 30 bandas (Schwartz, 1995;
Schipper et al., 2007). Una debilidad del Método de fraccionamiento de péptidos (IEF) es
que utiliza anfolitos portadores, los cuales tienen la necesidad de desalar previamente las

muestras, lo que lleva mucho tiempo y podria provocar la pérdida de proteinas.

Una ventaja de deteccion de SELDI-TOF-MS sobre MALDI-TOF-MS es su capacidad
para realizar un prefraccionamiento miniaturizado en chip de muestras de saliva. La
optimizacion de los sistemas tampon puede aumentar potencialmente la resolucion y los
resultados ayudan en el disefio de esquemas de purificacion para aislar proteinas salivales

especificas con métodos cromatograficos clasicos (Schipper et al., 2007). Los geles de
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proteinas salivales no son diferentes de los protocolos utilizados para tefiir otros tipos de
muestras, incluido el azul de Coomassie (limites de deteccion mas altos), la tincion con plata
y los colorantes fluorescentes (alto rango dinamico). Los problemas asociados con 2DE
incluyen una recuperacion deficiente de proteinas hidrofébicas y un poder de resolucion
limitado para proteinas con masa molecular relativa baja/alta (Ms) o pl basicos (Peng et al,
2003). Una desventaja del uso de geles de poliacrilamida es su incapacidad para resolver y

detectar el proteoma de bajo peso molecular (<10 kDa).

Posteriormente, el Monitoreo de Reaccion Mdltiple (MRM o SRM) ha surgido como
el método de eleccion para realizar la validacion con una gran cantidad de biomarcadores
candidatos para la validacion/verificacion en saliva y otros fluidos. SRM/MRM es una
técnica de espectrometria de masas en tindem (MS/MS) que se realiza en espectrometros de
masas de triple cuadrupolo. Esta técnica implica la seleccién de un ion precursor y un péptido
que actla como sustituto de la proteina de interés, que es seleccionada por el primer
cuadrupolo. El ion precursor (péptido intacto protonado) se fragmenta luego en el segundo
cuadrupolo, y uno de los fragmentos es seleccionado por el tercer cuadrupolo, llegando al
detector. Este par de iones precursor/producto se denomina transicién y la cuantificacion de
la proteina se basa en la sefial que llega al detector. Esta fragmentacion ocurre en un
experimento LC/MRM-MS en una escala de tiempo de milisegundos. Se pueden seleccionar
diferentes transiciones en funcion del tiempo de retencidn. Este tipo de andlisis permite la

cuantificacion de cientos a miles de péptidos/proteinas (Cheng et al., 2020).

Finalmente, puede ser importante resaltar que multiplex-MRM se puede emplear como
plataforma de descubrimiento de biomarcadores debido a su viabilidad en la identificacion
cuantitativa de hasta varios cientos de proteinas en un solo analisis LC/MRM-MS; por lo
tanto, esta plataforma podria compararse con microarrays de proteinas. Se han realizado

varios estudios de biomarcadores utilizando este enfoque.

En general, el desempefio de SRM/MRM fue es menos tan exitoso como ELISA en
varias otras patologias. Se espera lograr un rendimiento optimo en fragilidad, como se
describe en SASP-Atlas (Proteomics atlas of senescence-associated-secretome for aging
biomarker development) desarrollado recientemente por Birgit Schilling y colaboradores
(Basisty et al., 2019). Esta es la primera base de datos que contiene el contenido de exosomas

y secretomas solubles, que se puede utilizar para identificar componentes SASP o candidatos
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a biomarcadores para la carga de senescencia e identificar componentes SASP,
envejecimiento y enfermedades relacionadas (Nelson et al., 2012).

Un aspecto a tener en cuenta es gque existe una diferencia entre los biomarcadores que
fallan durante el proceso de verificacion y aquellos que ni siquiera pueden evaluarse, en su
mayoria debido a la falta de anticuerpos adecuados o reactivos de afinidad. De hecho, en

ambas situaciones, los biomarcadores se consideran cominmente no verificables.

Otro aspecto importante es el costo de un estudio completo desde el descubrimiento
hasta la verificacién. Anderson et al. (2019) discutio los desafios y costos de realizar un

estudio completo desde el descubrimiento hasta la verificacion
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