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RESUMEN ESTRUCTURADO

INTRODUCCION. La obesidad es un problema de salud mundial con repercusion
en multiples 6rganos y sistemas. En el presente estudio se evalua la expresion de
elementos de la apoptosis en la corteza cerebral de sujetos con
sobrepeso/obesidad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION. jLa causa de pérdida neuronal en encéfalos
de sujetos con sobrepeso/obesidad esta asociada a la muerte celular mediada por
apoptosis, con incremento de las caspasas de la via intrinseca y extrinseca, que
lleve al incremento de caspasas efectoras?

HIPOTESIS. Sujetos con sobrepeso/obesidad tendran un significativo incremento
en la expresion inmunohistoquimica para caspasas, en particular un incremento de
las caspasas ejecutoras, en el estudio post-mortem de la corteza cerebral.

OBJETIVO GENERAL. Describir la expresion inmunohistoquimica de
componentes de la apoptosis en tejido cerebral post-mortem de la corteza cerebral
frontal de individuos con sobrepeso/obesidad.

MATERIALES Y METODOS. Se realizan reacciones de inmunohistoquimica con
los anticuerpos anti-caspasa 1, 3, 4, 6, 8 y 9 de bloques de parafina de 8 sujetos del
grupo problema con sobrepeso/obesidad y de 8 sujetos del grupo control con peso
normal. Se realiza la toma de forma aleatoria fotomicrografias de 64 campos a 400
aumentos de cada laminilla. Se realiza analisis de imagenes con el software imageJ
y se obtiene la media de expresion de porcentaje de células con expresion positiva.

RESULTADOS. Los analisis de la prueba U de Mann-Whitney mostraron que las
muestras de cerebro del grupo con sobrepeso/obesidad tienen medias
significativamente mayores de caspasa 1 y caspasa 8 que las muestras del grupo
de peso normal.

CONCLUSIONES. No hay una clara activacion de la via extrinseca o intrinseca
de la apoptosis, por lo que la expresion incrementada de caspasa 1 y 8 en sujetos
sobrepeso/obesidad puede deberse a vias alternas de muerte celular y no por las
vias clasicas de la apoptosis.

PALABRAS CLAVE. Apoptosis, caspasas, sobrepeso, obesidad,
inmunohistoquimica, corteza frontal, tejido adiposo.



MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION

El tema basico y fundamental al que se dirige el presente estudio es sobre la
asociacion que se presenta el sobrepeso/obesidad y la expresion
inmunohistoquimica de elementos de la apoptosis en la corteza cerebral en
humanos. La evaluacion de caspasas en la corteza cerebral ha sido poco estudiada
en animales con sobrepeso y obesidad; este es el primer trabajo en el que se evalua
la expresion inmunohistoquimica en la corteza cerebral en sujetos humanos con

sobrepeso/obesidad.

Actualmente, es dificil la obtencion de tejido cerebral humano post-mortem, por lo
que la extensa mayoria de los estudios se realizan en modelos animales y en

humanos mediante el analisis de estudios de imagen en sus diversas modalidades.

El tema de la obesidad es fundamental en investigacion médica y se encuentra en
crecimiento la investigacion con respecto a este tema, ya que desde el afio 2000
hasta 2022 se han publicado 339,921 articulos registrados en PUBMED (US
National Library of Medicine National Institutes of Health), de los cuales estan
relacionados por palabras MESH “obesity and brain” 19,022 articulos; “obesity and

caspases” 1,041 articulos; y “obesity, caspases and brain” 72 articulos.



2. ANTECEDENTES

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que
afecta negativamente a la salud !"l. Seguin estimaciones de la Organizacién Mundial
de la Salud, uno de cada cinco adultos en todo el mundo tendra problemas de
obesidad en 2025. La obesidad mundial se ha duplicado desde 1980 . El indice de
masa corporal (IMC) se utiliza para definir la obesidad de acuerdo con la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En adultos, la OMS define "sobrepeso

como un IMC de 25.0 a 29.9 y "obesidad" como un IMC 2= 30.0 .,

La obesidad debe ser considerada una verdadera enfermedad. El
sobrepeso/obesidad aumenta el riesgo de contraer enfermedades, como
hipertension arterial, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad coronaria,
vasculopatia cerebral, litiasis vesicular, artropatia, poliquistosis ovarica, sindrome

de apnea del suefio y algunas neoplasias * °.

La correlacion entre el IMC y el riesgo de enfermedad no es lineal. Mas del 60 % de
la carga mundial de morbilidad por obesidad afecta a personas con un IMC =30, que
constituyen solo ~10 % de la poblacién mundial . Tanto que se ha informado de
individuos con sobrepeso/obesidad que pueden tener mortalidad menor, lo que se

describe como "paradoja de la obesidad" ["1.

Ademas, en la obesidad se genera estrés oxidativo asociado a una respuesta
inflamatoria cronica, en la que existe un desequilibrio en relacion con la liberacion

de hormonas y adipocinas que provocan pérdida de homeostasis corporal [€l.



La obesidad podria considerarse una enfermedad hereditaria. Casos de obesidad
monogénica han revelado que los circuitos hipotalamicos regulan la homeostasis
energética, el apetito, el hambre y la saciedad °l. Esta aportacion de la genética es
constante, pero varia segun las situaciones desde las raras formas de obesidad
monogeénica (5% de los casos) y la denominada obesidad poligénica (u obesidad
comun) que es mas frecuente (95% de los casos) ['%. En la revision sistematica de
Kanmiki et al (2022) sobre la transmision multigeneracional del sobrepeso/obesidad,
utiliza estimaciones meta-analiticas para la sintesis cuantitativa; utilizaron 25
estudios con una poblacién combinada de 238,771 individuos. Alrededor del 60%
de los estudios revisados informaron wuna asociacion positiva entre el
sobrepeso/obesidad abuelo-nieto, de los cuales 11 fueron estadisticamente

significativos '],

Los avances en el estudio del acido desoxirribonucleico (ADN) y sus alteraciones
han aumentado considerablemente nuestra comprension de la funciéon de la
epigenética en la regulacion del metabolismo y el gasto energético en la obesidad
(2] La epigenética, parece desempefiar un papel mucho mas importante que el IMC
en la determinacion del riesgo de las comorbilidades de la obesidad . Los
mecanismos epigenéticos actualmente conocidos incluyen la metilacion del ADN,
las modificaciones de histonas y la regulacion mediada por micro acido ribonucleico
(miARN) U3l En un estudio de Thaker (2017), se observd una asociacion
significativa con niveles elevados de ciertos miARN (miR-486-5p, miR-486-3p, miR-
142-3p, miR-130 b y miR-423-5p) con el IMC en nifios con obesidad, con un cambio

significativo en el perfil de 10 miARNs con cambio de peso ['4. En adultos "9 se



realizé un amplio estudio del genoma de los sitios de metilacion de citosina fosfo-
guanina de 479 individuos. Se informé un aumento de la metilacién en el locus factor
3a inducible por hipoxia (HIF3A) en la sangre y el tejido adiposo. Las modificaciones
de histonas estan involucradas en la regulacién epigenética de la adipogénesis y

pueden desempefiar un papel importante en el desarrollo de la obesidad ["9],

2.1. EL TEJIDO ADIPOSO

La investigacion de la ultima década ha aumentado nuestra comprension del papel
que juega el tejido adiposo en la salud y la enfermedad. El tejido adiposo es ahora

reconocido como un érgano metabdlico y endocrino altamente activo 161,

La patogenicidad del tejido adiposo se basa en su notable plasticidad para ser
reprogramada durante la obesidad, en las perspectivas de morfologia tisular,
composicion de la matriz extracelular, angiogénesis, homeostasis inmuno-
metabolica, y ritmo circadiano ['7l. La obesidad desencadena alteraciones en las
células madre adiposas, estas células perjudican la remodelacién del tejido adiposo,
lo que induce inflamacion sistémica de bajo grado y la resistencia progresiva a la

insulina 8],

El tejido adiposo generalmente se clasifica como tejido adiposo blanco, encargado
de almacenar energia, y el tejido adiposo pardo, que media la termogénesis ['9l. La
funcidén termogénica de la grasa parda se debe al uso de la proteina desacopladora-

1 (UCP-1), la energia se transfiere desacoplando el gradiente de protones para la



fosforilacion de adenosin difosfato (ADP) a adenosin trifosfato (ATP) en la
membrana de la pared interna de la mitocondria ?%. Ademas, hay adipocitos beige
o “brillantes" que pueden surgir por dos modelos: 1) los adipocitos beige pueden
formarse a través de la reprogramacion de los adipocitos blancos: diferenciacion de
blanco a beige, o0 2) los adipocitos beige surgen a través de la diferenciacion de
novo a partir de progenitores de adipocitos residentes en tejidos. Este proceso de

conversion de adipocitos beige y blancos parece ser reversible 211,

Para comprender el desarrollo del tejido adiposo, se estan rastreando los origenes
de los adipocitos maduros hasta su precursor adulto y ancestros embrionarios 221,
El examen histolégico temprano del desarrollo embrionario de raton identifico que
la capa de mesodermo era el origen principal de la mayoria de los adipocitos. Sin
embargo, los adipocitos cefalicos se pueden rastrear con el marcador de cresta
neural Sox10-Cre, y se cree que tienen un origen en la cresta neural 2. En modelos
animales con obesidad inducidos por dieta, se ha informado que los progenitores
en tejido adiposo visceral proliferan rapidamente y se diferencian en adipocitos. En
la obesidad, el tejido adiposo visceral exhibe respuestas inflamatorias elevadas, que

son menos frecuentes en el tejido adiposo subcutaneo 231,

Se ha informado que los cambios en el grosor cortical del cerebro estan asociados
con la acumulacion de tejido adiposo blanco visceral, asi como enfermedades
cerebrales de vasos pequenos, lesiones de sustancia blanca, infarto lacunar silente,
incluso hay informes de neuroimagen sobre la asociacién entre la enfermedad de

Alzheimer y tejido adiposo blanco visceral (figura 1) 241,
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Figura 1. Posibles vias relacionadas con el tejido adiposo blanco visceral implicadas en la patogenia
de la enfermedad neurodegenerativa. El tejido adiposo blanco visceral tiene el potencial de influir en
el metabolismo del BA, el metabolismo de tau, la activacién microglial y la neuroinflamacion a través
de varias vias, incluidos los acidos grasos derivados del tejido adiposo blanco visceral, las
propiedades inmunoldgicas del tejido adiposo blanco visceral, el acido retinoico derivado del tejido
adiposo blanco visceral, y resistencia a la insulina regulada por tejido adiposo blanco visceral.
Abreviaturas: AD, Alzheimer's disease; AB, Amyloid B; SFAs, saturated fatty acids; PUFAs,
polyunsaturated fatty acids; MUFAs, monounsaturated fatty acids; FAHFA, fatty acid esters of
hydroxy fatty acids; FASN, fatty acid synthase; RA, retinoic acid; CDK, cyclin-dependent kinase; NF-
kB, nuclear factor kappa B; RAR, retinoic acid receptor; Tregs, regulatory T cells; CCL, chemokine
(CC-motif) ligand; CCR, CCL receptor; CX3CL1, C-X3-C motif chemokine ligand 1; NLRP, nucleotide
binding domain leucine-rich repeats and Pyrin domain containing receptor; NKT, natural killer T;
CXCR, chemokine (C-X-C motif) receptor 124,

El receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma (PPARG) es un
receptor hormonal nuclear que regula la diferenciacion de adipocitos. PPARG se
expresa en células precursoras de adipocitos comprometidos, o "pre-adipocitos”, y

se activa alin mas tras la diferenciacion en adipocitos 2°!.



Chakraborty et al ?%! identificaron niveles de diferenciacién de clona (CD) 10 como
un determinante positivo de la maduracion de los adipocitos, asi como del potencial
de oscurecimiento del tejido adiposo humano. CD-10 regula la maduracion
adipogénica de tejido adiposo humano mediante la modulacion de la lipdlisis

enddgena sin afectar las vias adipogénicas del PPARG.

Es probable que la funcién mitocondrial anormal en el tejido adiposo blanco humano
contribuya a la secrecion de metabolitos lipidicos y lactato, que estan relacionados

con la resistencia a la insulina en los tejidos periféricos 1271,

Giralt et al 8 identificaron complejos procesos de diferenciacién celular que dan
lugar a la aparicién de adipocitos pardos activos. La aparicion de estos adipocitos
pardos inducibles en tejido adiposo blanco también puede implicar procesos de

diferenciacion de células adiposas de blanco a pardas.

La desdiferenciacion, mediante la cual un adipocito maduro se revierte a un estado
similar al de un progenitor indiferenciado, es un mecanismo subyacente a la
plasticidad de los adipocitos 2. Long et al % describieron que los adipocitos
marrones pueden originarse a partir del musculo liso vascular. La expansion e

inflamacion del tejido adiposo blanco son caracteristicas de la obesidad 311,

Bajo estrés de adipocitos blancos, la infiltracion local de células inmunitarias y la
produccion mejorada de citoquinas proinflamatorias reducen la flexibilidad

metabdlica y conducen a la resistencia a la insulina en la obesidad 32,

En las ultimas dos décadas ha quedado claro que el tejido adiposo es un 6rgano

endocrino secretan una gran cantidad de factores con propiedades hormonales,



autocrinas y paracrinas (figura 2) 3. Desde descubrimiento de la leptina en 1995,
se ha establecido que tejido adiposo secreta moléculas bioactivas, incluidas

hormonas que ahora se denominan adipoquinas 341,
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Figura 2. Hormonas adipocitarias en la comunicacién entre tejidos. Diferentes clases de
hormonas de adipocitos y sus variados efectos sobre el metabolismo y el desarrollo de
sensibilidad o resistencia a la insulina. BCAA, aminoacidos de cadena ramificada; GDF,
factor de diferenciacion del crecimiento; Nrg4, neurorregulina 4 133,

La secrecion de adipoquinas incluyen la leptina, adiponectina, factor de crecimiento
de fibroblastos 21 (FGF21), proteina de union a retinol 4 (RBP4), dipeptidil-
peptidasa-4 (DPP-4), proteina morfogenética 6sea 4 (BMP4), BMP-7, vaspina, la

apelina y la progranulina 35 361,

Las adipocinas protectoras son la adiponectina, factor de crecimiento de fibroblastos

21 (FGF-21), proteina 9 relacionada con el factor de necrosis tumoral C1q (CTRP9)



y progranulina, mientras que las adipocinas dafinas incluyen a la leptina,
quemerina, resistina e interleucina-6 (IL-6) 1. La obesidad y el sindrome metabdlico
se caracterizan por un aumento leptina, en paralelo a una disminucion de los niveles
sanguineos de adiponectina. En consecuencia, la relacion adiponectina/leptina ha

sido sugerida como factor determinante de la disfuncién del tejido adiposo 1381,

En la obesidad, la funcion capilar no logra satisfacer la demanda de crecimiento del
tejido adiposo, que lleva a amplificar la sefal de hipoxia, promueve el gasto
energético sistémico contra la obesidad, y en la etapa tardia, causa disfuncion del

tejido adiposo por resistencia a la insulina 391,

Spencer et al % demostraron por inmunohistoquimica para CD31 que el tejido
adiposo de sujetos con obesidad tiene menos capilares y vasos mas grandes en

comparacion con sujetos delgados.

2.2. MACROFAGOS DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo responde dinamicamente a las alteraciones en el exceso de
nutrientes a través de la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos, seguido de una
mayor angiogénesis, infiltracion de células inmunitarias, sobreproduccion de matriz
extracelular y, por lo tanto, una mayor produccion de adipoquinas proinflamatorias

durante la progresion de la inflamacion crénica 401,

Suganami et al ' han proporcionado evidencia que sugiere que el almacenamiento

reducido de lipidos en el tejido adiposo en obesidad contribuye a la acumulacion

10



ectdpica de lipidos en tejidos no adiposos como el higado, el musculo esquelético y

el pancreas, causando lipotoxicidad.

La remodelacion del tejido adiposo es inducida por varias células del estroma y da
como resultado el deterioro de la funciéon del tejido adiposo “2. También la
remodelacion del tejido adiposo implica la proliferacion e hipertrofia de adipocitos,
la infiltracion de macréfagos y la interaccidn adipocitos-macrofagos 3. El depdsito
excesivo de lipidos y la expansion de los adipocitos reducen potencialmente la
flexibilidad de la matriz extracelular con hipoxia e inflamacion locales. La hipoxia y
la inflamacion cronica de bajo grado aceleran el desarrollo de la fibrosis del tejido

adiposo y las disfunciones metabdlicas relacionadas 44 491,

Los macrofagos del tejido adiposo representan la célula inflamatoria mas abundante
en el tejido adiposo, constituyendo el 5% de las células del tejido adiposo en
individuos con peso normal. Sin embargo, este porcentaje se incrementa
dramaticamente al 50% en los individuos con obesidad 6. Algunos de estos
macrofagos forman distintas estructuras y pueden tener una disposicion en forma

de corona alrededor de los adipocitos 171,

Los macréfagos del tejido adiposo estan divididos en dos fenotipos principales; los
clasicos macrofagos M1 y los macrofagos M2 activados. Los macrofagos M1
producen citocinas pro-inflamatorias [factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa),
interleucina IL-6 y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1)]. Por otro
lado, los macréfagos M2, anti-inflamatorios, estan involucrados en el mantenimiento

de la homeostasis del tejido 1,

11



Existe evidencia considerable del papel fisiopatolégico de la via MCP-1/CCR2
(receptor 2 de la quimiocina cisteina-cisteina) en la infiltracion de macréfagos en el
tejido adiposo del individuo con obesidad. Ademas de la via MCP-1/CCR2, existen
varios informes que sugieren la participacidon potencial de otros factores
quimiotacticos 49,
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Figura 3. Polarizacion de los macroéfagos del tejido adiposo. El adipocito influye en la polarizacién de
los macrofagos. En el tejido adiposo normal, los adipocitos son sensibles a la insulina. Los adipocitos
producen factores, incluida la adiponectina, para promover la activacion alternativa de los cajeros
automaticos CD206+ y, como respuesta, estos macréfagos del tejido adiposo producen citocinas
beneficiosas, incluida la IL-10. Los macréfagos del tejido adiposo CD206+ presentan antigenos
lipidicos a través de su receptor CD1d a las células T-NK, lo que estimula su proliferacion y
activacion. A cambio, las células T-NK estimulan la polarizacién de CD206+ mediante la produccién
de IL-4 e IL-10. En el tejido adiposo sano, se ha demostrado recientemente que las células linfoides
innatas tipo 1 eliminan a los macréfagos del tejido adiposo CD206+ dafados. Los eosindfilos y las
células linfoides innatas tipo 2 trabajan juntos para estimular la polarizaciéon de M2 mediante la
produccion de IL-4 e IL-5/IL-13. En el tejido adiposo en obesidad, el panorama inmunitario cambia
drasticamente con mas células inmunitarias proinflamatorias. Ademas, los adipocitos son hipéxicos,
resistentes a la insulina y estresados. Los macréfagos del tejido adiposo CD11c+ proinflamatorios
se acumulan debido al aumento de los niveles de acidos grasos libres, citocinas proinflamatorias,
hipoxia y estrés del reticulo endoplasmico. Ademas, las células B secretan IgG, especialmente
alrededor en forma de corona, lo que estimula la polarizacién proinflamatoria de los macréfagos del
tejido adiposo, junto con las células T CD8+ y las células T Th1 productoras de IFN-gamma. También
se acumulan células NK, produciendo mas mediadores proinflamatorios, incluidos TNF-alfa.
También se ha descubierto que los macrofagos del tejido adiposo CD11c+ estimulan la acumulacion
y proliferacion de células NK 5,
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Suganami et al 5% demostraron un enlace paracrino que involucra acidos grasos
saturados y TNF-alfa derivados de adipocitos y macréfagos, que agrava la

inflamacion del tejido adiposo inducida por la obesidad 201,

Los macrofagos del tejido adiposo ayudan a mantener la homeostasis del tejido
adiposo en estado estable al eliminar los adipocitos muertos. Sin embargo, el tejido

adiposo cambia drasticamente durante la obesidad (figura 3) B,

La secrecion de citocinas y quimiocinas por los macrofagos puede llevar a la
modificacion del microambiente cerrando la brecha entre la respuesta inmune innata
y adaptativa. La evidencia sugiere que la polarizacion de macrofagos son el pivote

para la progresion de la enfermedad [52.

En estados de obesidad la polarizacion de los macrofagos cambia desde una razén
4:1 de macrofagos M2 a M1 en animales controles a una relacién 1.2:1 en animales

con obesidad, asi que los macréfagos M1 son reclutados dentro del tejido adiposo

[53]

Si bien el reclutamiento de macréfagos de los monocitos sanguineos es un
componente critico de la generacion de inflamacion del tejido adiposo, nuevos
estudios han revelado un papel para la proliferacion de macrofagos del tejido

adiposo en las primeras etapas de la obesidad %4,

En un modelo animal en los que se realizé ooforectomia bilateral con incremento en
la ganancia de peso y de adiposidad, se observo que las hembras operadas tenian
mas macrofagos del tejido adiposo y colonias mieloides de médula 6sea en

comparacion con las hembras controles. Se observaron también hallazgos similares
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en ratones insensibles a los andrégenos; sin embargo, estos ratones tenian menos
macrofagos del tejido adiposo CD11c+, lo que implica un papel en el desarrollo de

los andrégenos en la mielopoyesis y la inflamacién adiposa °1.

2.3. CAMBIOS CEREBRALES EN OBESIDAD

Las primeras descripciones sobre la relacion entre la obesidad y el déficit cognitivo
(aprendizaje, memoria, funcion ejecutiva y razonamiento abstracto) fue realizada
por Elias et al %% utilizando una muestra de 1,423 individuos del Framingham Heart
Study. Los investigadores concluyeron que la disminucidn en el rendimiento
cognitivo pasaba solo en hombres. Los hombres con obesidad e hipertension se

desempenaron peor que los hombres que tenian solo obesidad o hipertensos.

Por otro lado, Deng et al ] realizaron un estudio utilizando a 322,336 participantes
del bio-banco del Reino Unido. Ellos determinaron que el riesgo de demencia era

22% mayor en la poblacion con sobrepeso/obesidad 71,

Karlsson et al %8 utilizaron cohortes del Registro Sueco de Gemelos, encontraron
gue un radio cintura-cadera mas alta de una desviacion estandar en la mediana de
edad se asocio con un riesgo de demencia en un 25% mas alto después de los 65

anos.

Bracke et al ! analizaron un modelo de obesidad en ratones de 4 a 6 meses de
edad. A esa edad, los ratones con obesidad tenian casi el doble del peso corporal

que los controles, pero el volumen del cerebro 10% mas pequefio.
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Sui et al ©% realizaron experimentos en ratones con dieta rica en grasas. Ellos
mostraron disfuncion cognitiva, hiperfosforilacion significativa de la proteina tau y

piroptosis neuronal en el hipocampo en comparacién con los ratones control.

Similarmente, Towers et al [6'l evaluaron la actividad de caspasa 1 en el cerebro de
ratones mediante histoquimica y analisis de imagenes. Encontraron que los ratones
con dieta alta en grasas, en comparacidn con los ratones con dieta baja en grasas,
aumento la actividad de caspasa 1 en la amigdala y, en particular, en los nucleos

basolaterales posteriores en 2.5 veces y 4.6 veces.

Zhang et al 2 realizaron un analisis estructural y analisis de morfologia basada en
voxeles en 42 individuos con obesidad y 33 individuos con peso normal. En el grupo
de obesidad se encontréo reduccion de volumen en el giro parahipocampico

izquierdo, corteza orbitofrontal izquierda y el area motora suplementaria bilateral.

Taki et al 83 por su parte, analizaron a 1428 individuos japoneses sanos mediante
la aplicacion de analisis volumétrico y morfometria basada en voxeles del cerebro.
Su analisis volumétrico revel6 una correlacidn negativa significativa en los hombres,
aunque no en las mujeres, entre el IMC y la relacion de sustancia gris; ademas, en
los hombres, el volumen de materia gris regional de las circunvoluciones frontales
inferiores bilaterales, I6bulo posterior del cerebelo, |6bulos frontales, |6bulos
temporales, los talamos y el nucleo caudado mostraron correlaciones positivas

significativas con el IMC.

En una revision sistematica ¢4 sobre la asociacion entre la obesidad y el volumen

de materia gris mediante morfometria basada en voxeles, en la que incluyeron 34
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publicaciones, se encontré que la mayoria de los estudios muestran una asociacion

negativa entre la obesidad y el volumen de sustancia gris.

En un metaanalisis % con 21 estudios sobre obesidad y morfometria basada en
voxeles, incluyendo a 5,882 participantes de 18 a 92 afios; encontraron que la
obesidad se asocié consistentemente con un menor volumen de materia gris en
areas que incluyen la corteza prefrontal medial, el cerebelo bilateral y el polo

temporal izquierdo.

De acuerdo con los andlisis de meta-regresion de Li et al 6, se reveld que el
volumen de sustancia gris en la circunvolucion occipital media izquierda se
correlacioné negativamente con el indice de masa corporal. La circunvolucion
occipital, una regidn clave para la codificacion visual y gustativa de los alimentos.
Estos resultados proporcionan mas evidencia del circuito de recompensa

desregulado en personas con sobrepeso/obesidad.

2.4. MICROGLIA'Y ENFERMEDADES CEREBRALES

El mantenimiento de la funcion cognitiva normal es un proceso complejo que
involucra la coordinacion de la funcion neuronal con multiples células de la glia. La
obesidad altera la funcidn glial, lo que conduce a una falta de respuesta a las
demandas de energia de las neuronas 1671, La microglia altera su estructura y funcion
en respuesta a las senales proinflamatorias de la circulacion; otras células que

forman el parénquima cerebral, incluidos los astrocitos, los oligodendrocitos y las
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neuronas, también alteran su estructura y funcion en respuesta a sefales

proinflamatorias (8],

Se diferencia de otros tipos de células en el cerebro en que no se derivan del tubo
neural, sino de macréfagos primitivos en el saco vitelino, y no simplemente de la

médula ésea, como se sugirié originalmente 9,

La microglia en el sistema nervioso central generalmente se mantiene en un estado
de reposo. Cuando se activan, pueden realizar muchas funciones diversas que
pueden ser beneficiosas o perjudiciales segun la situacion [7%. Mantiene el entorno
del nicho neurogénico a través de su capacidad fagocitica e interaccion con las
neuronas ", La funcién de la microglia estd estrictamente regulada por el
microambiente del sistema nervioso central, alteraciones como la
neurodegeneracion y el envejecimiento, pueden tener profundas consecuencias

para su fenotipo y su funcién 172,

Esta puede adoptar un fenotipo aberrante, a veces denominado distréfico o
senescente. Si bien la microglia envejecida se ha identificado con frecuencia en
enfermedades neurodegenerativas, no hay evidencia concluyente que demuestre

un papel causal [73],

En un estudio de Chen et al ["*] se determinaron que los perfiles de expresion génica
hipotalamica tienen cambios inducidos por la dieta especificos de la region y del
sexo. En el hipotalamo, la dieta alta en grasas resulté en una disminucién de la
proporcion de macrofagos similares a M2 CD206+ del 0.58% de todas las células al

0.13%. La proporcién de macrofagos proinflamatorios CD11c+ PDL1+ M1 aumento
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del 0.7 al 2.3 %, mientras que el porcentaje de Receptor desencadenante expresado
en células mieloides 2 macrofagos de tejido adiposo CD11c+CD36+ aumento del

0.23 al 0.45 %, lo que no fue significativo.

La secuenciacion de ARN en un modelo de Alzheimer revel6 un nuevo tipo de
microglia (la microglia asociada a enfermedad neurodegenerativa). Estas ceélulas
son ceélulas fagociticas asociadas a la enfermedad de Alzheimer conservadas en
ratones y humanos; se activan secuencialmente por vias dependientes o
independientes del receptor desencadenante expresado en células mieloides 2

(TREM2) (figura 4) 75,

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la despoblacion
neuronal en regiones especificas del sistema nervioso central. La neuroinflamacion
mediada por microglia es una caracteristica comun de las enfermedades
neurodegenerativas, y varios mediadores inflamatorios liberados por la microglia M1
estan involucrados en la patogenia de la neurodegeneracion y la lesion de la mielina

en estas enfermedades (figura 5) 6],

Los hallazgos de Cope et al '] mostraron una relacién entre el deterioro cognitivo
asociado a la obesidad y la disminucién de la densidad de las espinas dendriticas,
sitios primarios de sinapsis excitatorias. La restauracion de la densidad de la
columna dendritica en ratones con obesidad a los valores de control con el
tratamiento con minociclina se asocio con la restauracion de la funcion cognitiva. Es
probable que la pérdida de sinapsis en el hipocampo contribuya al deterioro

cognitivo inducido por la obesidad.
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2.5. MICROBIOMA Y OBESIDAD

En los ultimos diez afios, el microbiota intestinal ha sido identificada como un actor
crucial que afecta el inicio y la progresion de la obesidad y las enfermedades
relacionadas con ésta, especialmente con respecto a los cambios en su
composicion y los metabolitos durante la progresion de la obesidad 8. Ademas, el
microbioma intestinal puede regular el metabolismo, la adiposidad, la homeostasis
y el equilibrio energético, asi como el apetito central y la senalizacion de la
recompensa alimentaria, que en conjunto tienen funciones cruciales en la obesidad
[791 Con la evidencia actual no esta claro qué perfil de microbiota se asocia a la
presencia de obesidad. Otros factores claramente implicados serian la diversidad
del microbioma intestinal o sus posibles cambios funcionales %, El funcionamiento
alterado del microbioma puede cambiar el funcionamiento de la barrera intestinal y
al tejido linfoide asociado al intestino (GALT) al permitir el paso de componentes
estructurales de bacterias, como los lipopolisacaridos (LPS), que activan vias
inflamatorias que pueden contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina Bl La
teoria de una mayor recoleccion de energia por parte del "microbioma de la
obesidad" esta respaldada por el hallazgo de una mayor produccion de acidos
grasos de cadena corta en el ciego de ratones con obesidad y una disminucion del

contenido de energia fecal en comparacién con sus contrapartes magras ©21,
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2.6. RELACION ENTRE APOPTOSIS, DIETA RICAS EN GRASAS Y
OBESIDAD EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Moraeset al 3 demostraron en un modelo en ratones que el consumo de grasas en
la dieta induce la apoptosis de las neuronas y una reduccién de las entradas
sinapticas en el nucleo arqueado y el hipotalamo lateral. En este mismo sentido,
Nakandakari et al ¥ investigaron los efectos de la alimentacion dieta rica en grasas
a corto plazo en el hipocampo de ratones. Los ratones alimentados con dieta rica
en grasas aumentaron el contenido de proteinas de (B-amiloide, pTau, TNF-alfa,
IL1B, caspasa 3, y genes relacionados con el Alzheimer. Similarmente, Xu et al 8%
exploraron el efecto de la sobrealimentacién rica en grasas a corto plazo en ratones
y evaluaron proteinas apoptoticas, IL-13, APP, BACE1 y MAPK, Akt y la actividad
de sefalizacion de NF-kappaB mediante Western blod; los resultados demostraron
que un periodo corto de sobrenutricion rica en grasas promueve significativamente
la apoptosis, la expresidon de la proteina precursora de amiloide en el dia 21 de la
corteza cerebral y en el dia 7 del cerebelo en comparacion con la dieta baja en
grasas.

Lyu et al B8 evaluaron alteracion transcriptomica de las neuronas con
proopiomelanocortina en el nucleo arcuato del hipotalamo en ratones con dieta alta
en grasas. En total, 1066 genes (628 regulados al alza y 438 regulados a la baja)
se identificaron como genes expresados diferencialmente. El analisis revel6 que las
vias del "ciclo celular", la "apoptosis", la "sefializacibn de quimiocinas" y el
"metabolismo de los esfingolipidos" se correlacionaron con el desarrollo de

obesidad inducida por la dieta.
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Qin et al 71 evaluaron el papel de la sefializacion de SHH en los déficits cognitivos
en ratones con obesidad inducidos por una dieta rica en grasas. Después de la
alimentacion con dieta rica en grasas durante 24 semanas, la expresion de las
moléculas de senalizacién de SHH se reguld a la baja en el hipocampo del ratén,
con lo que ellos sugieren que la regulacion a la baja de la sefializacién de SHH del
hipocampo conduce a la apoptosis neuronal y a los déficits cognitivos.

Hou et al ®8 evaluaron la funcion de proteccion de la mezcla mejorada con
ginsendsido F1 en un modelo de ratén con una dieta alta en grasas durante 3 meses
con o sin administracion del ginsendsido F1. El ginsendsido F1 suprimid
selectivamente el estrés oxidativo inducido por dietas ricas en grasas y la
senescencia celular en el cerebro, y también redujo las respuestas inflamatorias
posteriores manifestadas por la supresion de IL-6, IL-1B y TNF-alfa a través de la
via de senalizacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas (NF-kappaB).

Shruthi et al B9 investigaron el efecto de la restriccion dietética sobre la muerte
celular neuronal inducida por la obesidad en un modelo de rata. En la corteza
cerebral observaron alteraciones en el sistema proteosoma ubiquitina, aumento del
estrés del reticulo endoplasmico, disminuciéon de la autofagia y aumento de la
expresion de a-sinucleina, p53 y BAX en ratas con obesidad. La restriccidn dietética
alivio estos cambios en obesidad en ratas; concluyeron que la restriccion dietética
en ratas con obesidad podria no solo restaurar las anomalias metabdlicas sino

también preservar la salud neuronal en la corteza cerebral.

22



2.7. MUERTE CELULAR Y APOPTOSIS

La muerte celular es un proceso fisiologico fundamental en todos los organismos
vivos. Sus funciones se extienden desde el desarrollo embrionario, el
mantenimiento de o6rganos y el envejecimiento hasta la coordinacion de las

respuestas inmunitarias y la autoinmunidad 01,

La red de control de la apoptosis incluye varios momentos de retroalimentacion
positiva que pueden permitir que la ésta se propague a través del citoplasma 11,
Antes se creia que la muerte celular era el resultado de uno de dos procesos
distintos, apoptosis (también conocida como muerte celular programada) o necrosis
(muerte celular descontrolada) [°21.

Otros tipos de muerte celular corresponden a oncosis, necroptosis, parthanatos,
ferroptosis, sarmoptosis, muerte celular autofagica, autolisis, paraptosis, piroptosis,
fagoptosis y transicion de permeabilidad mitocondrial 931,

La complejidad de la apoptosis ha sido el foco de una serie de investigaciones,
acumulando una gran cantidad de conocimiento que ha conducido no solo a una
mejor comprension del proceso fundamental, sino también a potentes terapias de
enfermedades 4,

Las caspasas humanas son una familia de 12 cisteina proteasas determinantes del
destino que son mas conocidas por impulsar la muerte celular. Hasta ahora se han

identificado miles de posibles sustratos de caspasa [*51.

El término caspasa deriva de “cysteine-dependent aspartate-specific protease” [°61.
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Las caspasas son una clase de endopeptidasas especificas del acido aspartico. La
activacion de las caspasas generalmente ocurre como resultado de cascadas de
sefalizacion intracelular complejas, con multiples "controles y equilibrios" para evitar

su activacioén inapropiada 171,

Various cellular stresses
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Figura 6. Via intrinseca y extrinseca de la apoptosis. La via de extrinseca apoptosis se activa
mediante la unién de un ligando a un receptor de muerte, que a su vez conduce, con la ayuda de las
proteinas adaptadoras (FADD/TRADD), al reclutamiento, dimerizacién y activacion de caspasa 8. La
caspasa 8 activa inicia la apoptosis directamente mediante la escision y, por lo tanto, activa la
caspasa ejecutora (caspasa 3, 6, 7), o activa la via apoptética intrinseca a través de la escision de
BID para inducir una muerte celular eficiente. La via intrinseca de apoptosis o mitocondrial puede
activarse a través de diversas tensiones celulares que conducen a la liberaciéon de citocromo ¢ de
las mitocondrias y la formacion del apoptosoma, compuesto por APAF1, citocromo c, ATP y caspasa
9, lo que da como resultado la activacion de caspasa 9. La caspasa 9 activa luego inicia la apoptosis
mediante la escisién y, por lo tanto, activa las caspasas ejecutoras [98].

En los vertebrados, al menos dos tipos de caspasas estan involucradas en la
apoptosis: caspasas ejecutoras (en mamiferos, caspasas 3, 6 y 7) y caspasas
iniciadoras (en mamiferos, caspasas 8 y 9). Otro tipo de caspasa, relacionado con
las caspasas iniciadoras, incluye caspasas inflamatorias (en humanos, caspasas 1,

4 y 5; en roedores, caspasas 1y 11). Las caspasas adicionales (en mamiferos,
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caspasas 2, 10, 12 y 14, entre otras) son mas dificiles de ubicar en una de estas

categorias y sus funciones son menos conocidas [,

2.7.1. CASPASA 1

La caspasa 1 es la primera caspasa estudiada desde 1989 y claramente
caracterizada en 1992 después de realizar la secuenciacion genética 9. La
caspasa 1, anteriormente conocida como enzima convertidora de interleucina 1 (IL-
1) se considera como la proteasa responsable del procesamiento de la citocina
proinflamatoria clave IL-13 de un precursor inactivo a una molécula secretada activa
[100] Se activa a través del ensamblaje del inflamasoma. El inflamasoma es una
formacion citosolica de un complejo multiproteico que tiene como objetivo iniciar una

respuesta inflamatoria frente a infecciones o dafios celulares 99,

La caspasa 1 no escinde pro-IL-1a; en cambio, una proteasa de la familia de las
calpainas puede procesar la IL-1a. Se cree que ésta escinde el inhibidor de calpaina
endogeno calpastatina y, por lo tanto, estimula el procesamiento mediado por
calpaina y la liberacion de IL-1a madura. La caspasa 1 tiene un papel esencial en

la maduracion del factor inductor de interferén gamma (IFN-gamma) 011,

Hay evidencia que sugiere que esta caspasa tiene funciones alternativas a las de
respuestas inflamatorias, pues tiene influencia en otros tipos de células, como en
los epitelios, ya que pueden servir para restaurar la homeostasis tisular después de

un estrés importante, incluida la infeccion y la lesién estéril 11021,

25



La caspasa 1 también respalda la supervivencia celular mediante la activacién de
NF-kappaB, la induccion de la reparacion de la membrana y la regulaciéon de la
secrecion no convencional de ciertas proteinas. Sin embargo, cada vez hay mas
pruebas de que la caspasa 1 contribuye a los mecanismos de defensa
inmunologicos innatos y adaptativos, la reparacion y las condiciones patologicas
mediante la regulacion de varias vias diferentes y parcialmente opuestas 'l La
caspasa 1 se dirige a los sustratos que estan involucrados en diferentes vias
metabadlicas, incluido el metabolismo de los lipidos (absorcion de lipidos, transporte

de lipidos, lipogénesis, lipolisis y B-oxidacién) (figura 7) [104],

Promote adipogenesis
Inhibit fat mobilization

Increase insulin resistance
\ SIRTI |

Caspase-1 SREBPs

Figura 7. Efecto de la caspasa 1 en el metabolismo de los lipidos [,

Se ha demostrado también que esta caspasa regula un nuevo modo de muerte
celular que luego se defini6 como piroptosis. Desde entonces, también se ha
informado que el inflamasoma, las caspasas inflamatorias (caspasa 4, 5, 11) y sus

sustratos gasderminas estan involucrados en la via piroptotica [105],
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2.7.2. CASPASA 3

La caspasa 3 tiene funciones en la diferenciacion de tejidos, la regeneracion y el
desarrollo neural ['%I. Un desequilibrio en los niveles medidos de caspasa 3 esta
implicado en la apoptosis irreversible '], La caspasa 3 es un miembro ampliamente
expresado de una familia de proteinas conservadas, con funciones proteoliticas
activadas que responden a inductores extrinsecos o intrinsecos especificos de la
apoptosis (figura 8) ['%8]. Se ha reportado un aumento de la expresion de ARNm y
de caspasa 3 en el hipocampo en un modelo de lesion por reperfusion/isquemia

cerebral [109],

EXTRINSIC PATHWAY
DEATH SIGNALS

INTRINSIC
MITOCHONDRIAL
PATHWAY

/ onA

CASPASE 8 . St s ' PROCASPASE 8
CLEAVED l Ps3
CASPASE 3 l PROCASPASE 3
e »

CASPASE 3 ACTIVATION
MITOCHONDRIA

1APS ! '_/

BCL2

APOPTOSOME

APOPTOSIS

Figura 8. Via de la caspasa 3. El proceso apoptoético puede desencadenarse por sefiales intrinsecas
o extrinsecas que conducen a un resultado comun. La via extrinseca puede activarse cuando los
ligandos de muerte se unen a su receptor de muerte correspondiente. Tras la unién del ligando, se
recluta una proteina adaptadora. Esto conduce a la activacion de la caspasa 8. La via intrinseca se
inicia mediante procesos intracelulares patolégicos, como dafio en el ADN, privacion de nutrientes o
estrés oxidativo. Los niveles elevados de proteinas proapoptoéticas como Bax o Bak (de la familia de
proteinas Bcl-2) también pueden estar asociados con esta activacion. Esto desencadena la
liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias, que luego se une y activa la proteina activadora de la
proteasa de apoptosis 1 (Apaf-1), que a su vez se une y activa la caspasa 9. La caspasa activa 8 o
caspasa 9 desencadena la escision de la caspasa 3 a través de su proenzima. Para que se produzca

la apoptosis, las proteinas Smac/Diablo deben inactivar las proteinas inhibidoras de la apoptosis
[108]
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2.7.3. CASPASA 4/11 (CASPASA 4 EN HUMANOS O CASPASA 11 EN
MODELOS MURINOS)

La caspasa 4 es una caspasa inflamatoria; sin embargo, su mecanismo de

activacion es poco conocido ['10],

La respuesta inmune innata al lipopolisacarido es esencial para la defensa del
huésped contra las bacterias Gram negativas. El lipopolisacarido de bacterias que
se somete a endocitosis o el lipopolisacarido citosolico producido por bacterias
intracelulares es reconocido por las proteasas citosolicas caspasa 4/11 y alberga
proteinas de union a guanilato (GBP) que participan en el ensamblaje y la activacion
del inflamasoma NLRP3 ['"!]. En respuesta a las bacterias que invaden el citosol, la
activacion de la caspasa 4 a través de la plataforma GBP es esencial para inducir
la piroptosis dependiente de gasdermina-D y el procesamiento de la interleucina-
18, lo que destruye el nicho de replicacidon de las bacterias intracelulares y alerta a
las células vecinas [''2. No esta claro como la caspasa 4 detecta factores endogeno
derivado del huésped. desencadenantes de la piroptosis en enfermedades no
infecciosas ['13]. Recientemente, Xu et al ''¥ descubrieron un nuevo mecanismo de
piroptosis dependiente del gen de la gandesmina E, que fue inducida por el
ensamblaje del piroptosoma Apaf-1/caspasa 4 activado por la transicion de

permeabilidad mitocondrial.
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2.7.4. CASPASA 6

La caspasa 6 esta categorizada como una caspasa ejecutora. Se sabe poco sobre
las funciones de esta caspasa en los procesos biologicos aparte de la apoptosis
(1151 Por Western blot se ha demostrado una expresion ubicua de caspasa 6 en la
mayoria de los tejidos fetales [''®l. Por inmunohistoquimica, en los tejidos adultos,
los niveles de caspasa 6 son mas bajos que en los tejidos fetales. Sugiriendo que
la caspasa 6 es probablemente importante en la mayoria de los tejidos durante el

desarrollo temprano, pero esta menos involucrada en los tejidos adultos 161,

La caspasa 6 tiene otras funciones no asociadas a la apoptosis, como modificar la
entrada al ciclo celular, regula la activacion y diferenciacion de las células B en
células plasmaticas; ademas, desempefia funciones en la activacién de macrofagos
impulsada por neutrofilos polimorfonucleares '], Induce también la degeneracion
axonica en cultivos de neuronas primarias humanas, causa inflamacion vy
neurodegeneracion en el hipocampo de raton, y deterioro de la memoria

dependiente de la edad ['*8],

2.7.5. CASPASA 8

La caspasa 8 es una cisteina proteasa especifica de aspartato, mejor conocida por
sus funciones apoptdticas [''9l. Los modelos clasicos en los que esta caspasa se
agota o se inhibe con frecuencia dan como resultado la inhibicion de la apoptosis y

la conversion a la muerte a través de una via necroética [129],
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Hay evidencia emergente que indica que el precursor de la caspasa 8, la
procaspasa 8, tiene una funcion importante en la adhesion y migracion celular. Su
fosforilacion por c-src controla estas funciones al evitar la conversion de pro-
caspasa en caspasa ['?!], La caspasa 8 activada puede impulsar la apoptosis clasica
dependiente de caspasa e inhibe activamente la muerte celular mediada por la
necroptosis impulsada por el receptor de interaccién de serina/treonina - cinasa 3

(RIPK3) 122]

Durante la ultima década, el concepto de funcionamiento de la caspasa 8 ha
cambiado por los descubrimientos de sus funciones adicionales en diversos
procesos biolégicos 2%, Puede mediar en las vias apoptéticas endogenas. La
caspasa 8 también puede participar en la escision de las proteinas de la familia
gasdermina (GSDM) para inducir la piroptosis. Ademas, la expresion de esta
caspasa enzimaticamente inactiva (C362S) puede causar letalidad embrionaria y
destruccion de tejido inflamatorio en ratones al inducir necroptosis y piroptosis [24],
La caspasa 8 es una proteasa con funciones pro-muerte y pro-supervivencia: media
la apoptosis inducida por receptores de muerte como el receptor 1 del TNF-alfa y

suprime la necroptosis mediada por la cinasa RIPK3 y la pseudocinasa MLKL [12%],

Cada vez es mas claro que tiene muchas funciones no apoptaéticas, participando en
multiples procesos que incluyen la regulacion de la necroptosis, la expresion de
citoquinas inflamatorias, la activacion del inflamasoma y la escision de IL-1B vy

gasdermina D, y proteccion contra el estado de choque y la infeccidn microbiana

[126]
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2.7.6. CASPASA 9

La caspasa 9 es una caspasa iniciadora bien conocida que desencadena la
apoptosis intrinseca. Estudios recientes también sugieren varias funciones no

apoptoticas, incluida la regulacion de macroautofagia/autofagia ['271.

La cisteina aspartil proteasa caspasa 9 juega un papel central en la ruta apoptética
mitocondrial o intrinseca que se involucra en respuesta a muchos estimulos
apoptoticos. Se activa en un gran complejo multimérico, el apoptosoma, que se
forma con el factor 1 activador de la peptidasa apoptética (Apaf-1) en respuesta a
la liberacion de citocromo ¢ de las mitocondrias. Una vez activada, escinde y activa
las caspasas efectoras 3 y 7 para provocar la apoptosis. Esta via esta estrictamente
regulada en multiples pasos, incluida la formacion de apoptosomas y la activacion

de caspasa 9 128, 129, 130]

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sobrepeso/obesidad es una enfermedad con alta prevalencia en nuestro pais y a
nivel mundial, se presenta en la edad pediatrica y adulta. Tiene gran repercusién en
multiples 6rganos y sistemas, siendo parte del sindrome metabdlico. Las
evaluaciones y repercusiones son estudiadas desde el punto de vista de
somatometria, estudios de laboratorio, asi como las evaluaciones de las

complicaciones.
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La extensa mayoria de la informacion acerca de las repercusiones neurobioldgicas
de la enfermedad se basa en modelos animales donde las variables estan mas
controladas por los investigadores. Los estudios en tejido humano son limitados y
mucho mas los realizados con encéfalos humanos, ya que las limitaciones éticas al
ser estudios con riesgo mayor al minimo impiden la evaluacion de tejido cerebral
mediante biopsia en individuos vivos. Desafortunadamente los estudios post-
mortem se han ido reduciendo en la mayoria de los hospitales por multiples motivos.
Ademas, los cambios observados post-mortem pueden ser multifactoriales, por lo
que solo podemos sugerir que se trate de factor de asociacion. Teniendo un
pensamiento holistico, podemos considerar que la obesidad es una pequeia pieza
entre multiples sistemas y los cambios que ésta provoca puede repercutir a una o
varias piezas en uno o varios sistemas; algunos de los estos cambios han sido

ampliamente evaluados y hay otros que siguen sin ser considerados.

Considerando a posibilidad de que la obesidad tenga repercusiones en el cerebro
se ha evaluado mediante pruebas cognitivas y mediante evaluacién indirecta por
estudios de imagen, pero la evaluacion microscopica de la corteza cerebral ha sido
muy limitada. Nosotros hace algunos afios evaluamos la corteza cerebral en sujetos
con sobrepeso/obesidad y encontramos reduccion en el espesor de la corteza y
reduccion en la cantidad de somas neuronales, que son relativamente
proporcionales al incremento del indice de masa corporal ['3Y. La via en la que se
reducen los somas neuronales puede ser variable entre todas las formas de muerte
celular, por lo que es una responsabilidad el tratar de descifrar la causa y via de

muerte neuronal asociados a sobrepeso/obesidad.
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Por lo que la pregunta de investigacion es la siguiente:

¢ El menor volumen de sustancia gris o el menor grosor cortical (quizas por pérdida
neuronal) en encéfalos de sujetos con sobrepeso/obesidad esta asociada a la
muerte celular mediada por apoptosis, con incremento de las caspasas de la via

intrinseca y extrinseca?

4. HIPOTESIS

Hipotesis nula: Sujetos con sobrepeso/obesidad presentaran una expresion
inmunohistoquimica de las caspasas similar a encéfalos de sujetos sin obesidad en

el estudio post-mortem de la corteza cerebral.

Hipotesis alternativa: Sujetos con sobrepeso/obesidad tendran un significativo
incremento en la expresion inmunohistoquimica para caspasas en comparacion con
los encéfalos de sujetos sin obesidad, en particular un incremento de las caspasas

ejecutoras, en el estudio post-mortem de la corteza cerebral.

5. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud publica mundial, siendo el principal factor para
sindrome metabdlico y muchas otras enfermedades mas. En México, de acuerdo

con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2021, la prevalencia
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nacional de sobrepeso y obesidad en poblacion de 20 o mas fue de 72.4% (75% en

mujeres y 69.6% en hombres) [132],

Para nosotros, la justificacion principal de este proyecto de investigacion es la
generacion de conocimiento basico sobre la interaccidn obesidad y muerte neuronal
cortical.

Con lo anterior, buscamos determinar si hay indicios de muerte celular por
apoptosis, y en caso de estar presentes, determinar las caspasas activadas y la via
utilizada; esto debido a existen actualmente algunos farmacos que son capaces de

inhibir algunas caspasas especificas.

6. OBJETIVOS

General.

- Describir la expresion inmunohistoquimica de componentes de la apoptosis
en tejido cerebral post-mortem de la corteza cerebral frontal de individuos
con sobrepeso/obesidad.

Especificos.

- Determinar la cantidad promedio de expresion positiva de anticuerpos anti-
caspasas 1, 3, 4, 6, 7,8 y 9 en el tejido cerebral humano de mosaicos de
imagenes tomadas de cortes de corteza frontal de individuos con y sin
sobrepeso/obesidad.

- Comparar la expresion inmunohistoquimica de caspasas de muestras de

tejido cerebral de donadores con y sin sobrepeso/obesidad.
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7. DISENO DEL ESTUDIO

Analitico, transversal, descriptivo y comparativo.

8. SUJETOS DE ESTUDIO

Cerebros colectados del Servicio de Patologia Posmortem de la Unidad de
Anatomia Patolégica del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, de
individuos con sobrepeso/obesidad y sin obesidad durante un periodo de dos afos
obtenidos previamente para el estudio realizado durante la Maestria en Ciencias
Médicas. El calculo del tamafio de la muestra se realizé con el software G*Power
3.1 (https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-
arbeitspsychologie/gpower) utilizando tamario del efecto de la diferencia de medias
del numero de neuronas entre donantes con obesidad/sobrepeso y los donantes
con peso normal de Gémez-Apo et al ['3'. Basado en un tamaiio de efecto d de
Cohen de 1.51, una proporcidén de 1:1 entre los tamafios de muestra de los dos
grupos, una tasa de error de tipo | de una cola de 0.05 y potencia (probabilidad de

error 1-) de 0.85, se obtuvieron 8 casos y 8 controles.

9. CRITERIOS DE INCLUSION

Los casos incluidos en el estudio para el grupo de sujetos sin obesidad o peso

normal tuvieron las siguientes caracteristicas:
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- Individuos de 15 a 70 afios.

- Individuos de ambos sexos.

- Individuos con IMC menor o igual a 25 kg/m?.

- Autorizacién de estudio de necropsia médica clinica hospitalaria.

Los casos incluidos en el estudio para el grupo de sujetos con sobrepeso/obesidad
tuvieron los criterios arriba expuestos, pero también:

- Individuos con indice de masa corporal mayor a 25 kg/m?.

10. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio todos los casos con diagndstico clinico de:

Causa de muerte medicolegal.

- Esquizofrenia.

- Autismo.

- Malformaciones congénitas en sistema nervioso central.

- Enfermedad neuroldgica o psiquiatrica.

- Neoplasia primaria o secundaria en sistema nervioso central.

- Individuos con antecedente de cirugia en sistema nervioso central.
- Sindrome de Cushing.

- Sindrome de Prader-Willi.

- Embarazo.
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11. VARIABLES

Se describen y definen las variables independientes y dependientes en la tabla 1y

2.

Tabla 1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de escala
Tiempo transcurrido a Cuantitativa
Edad partir del nacimiento de  Edad expresada en afios. .
e Continua.
un individuo.
M lino. litati
Género Condicidn biolégica. ascu .|no Cua I atva
Femenino. Nominal.
IMC normal=
indi 18.5-24.99 (kg/m?
r::f: 9 Elindice de Quetelet (kg/m?) Cualitativa
= 2 i
corporal (IMC = kg/m®). IMC sobrepeso/obesidad= Nominal.

> 25.00 (kg/m?)

Tabla 2. VARIABLES DEPENDIENTES:

Variable Definicion conceptual Definicion operativa Tipo de escala
Expresion
inmunohistoquimica en Media del porcentaje de
Caspasa o : . I
64 campos expresion inmunohistoquimica Cuantitativa
1,3,4,6,8 . )
9 consecutivos de la de 64 campos en seco fuerte ~ Continua
y corteza cerebral del evaluados con ImageJ

I6bulo frontal
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12. MATERIAL Y METODOS

Cortes seriados de tejido incluido en parafina se procesaron usando anticuerpos
policlonales primarios anti-rata contra caspasas seleccionadas (anti-caspasa 3, anti-
caspasa 4, anti-caspas-6 [Sino Biologicals Co.]; anti-caspasa 1, anti-caspasa 8, anti-

caspas-9 [Santa Cruz Co.]).

El procedimiento de inmunohistoquimica se desarroll6 mediante la técnica manual
de inmunoperoxidasa, con una olla a presion eléctrica BioSB®, una gradilla

Sequenza® y un kit de inmunohistoquimica BioSB®.

Las secciones de parafina de 2 micrdmetros se desparafinaron, se rehidrataron y
se trataron con ImmunoDNA Background Blocker BIOSD Co. durante diez minutos.
Las secciones se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario. Posteriormente, las secciones se incubaron con un anticuerpo
biotinilado de segunda etapa a temperatura ambiente. Después de enjuagar con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), los productos de reaccion se
visualizaron sumergiendo las secciones en diaminobencidina. Finalmente, las
secciones se contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron y se cubrieron con un

cubreobjetos utilizando Ecomount (Biocare®).

Los anticuerpos de inmunohistoquimica fueron adquiridos mediante el Programa de
Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT IN217219)

de la Universidad Nacional Autdnoma de México.
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12.1. ADQUISICION DE IMAGENES

Se realizé un examen microscopico de la expresion de diferentes anticuerpos de
inmunohistoquimica en los 16 casos. Se tomaron fotografias de sesenta y cuatro
campos representativos no superpuestos y aleatorios del tejido cerebral (cresta de
corteza cerebral frontal derecha). Fueron fotomicrografias de campo en seco fuerte
(400X), utilizando microscopio Olympus® modelo CX-31; adaptador Olympus®

E330-ADU 1.2X, y camara Olympus® modelo E-620.

Las imagenes capturadas se transfirieron a una computadora para un analisis de
imagenes. La evaluacion fotografica se realizo utilizando el software Imaged (NIH),
version 1.53a (Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD, EE.UU.). El balance

de blancos se ajusto para cada fotografia.

Se utilizé el pluggin ImmunoRatio, que es un complemento del software Imaged,
para evaluar secciones de tejido con reaccion de inmunohistoquimica. Este plugin
permite contabilizar el porcentaje de células con positividad citoplasmatica respecto
al total de nucleos detectados. Las 64 fotografias se colocan en la barra de
herramientas de ImageJ. El software realiza un calculo del porcentaje de expresion
positiva respecto al numero de nucleos. El porcentaje se calculé primero por
fotografia individual y luego se calcula una media de las 64 fotos. Esta es la media

de expresion de caspasa (figura 9).
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Figura 9. Interpretacion de imagenes con software ImageJ. A) Ejemplo de
fotomicrografia de un campo en seco fuerte (400X) de una de las 64 fotografias originales.
B) Imagen obtenidas del software ImagedJ. Esta fotografia es la imagen resultante del uso
del complemento ImmunoRatio (diaminobencidina/promedio del area nuclear). Se identifica
el fondo azul palido, los nucleos contados por el software en azul intenso y la expresion
inmunohistoquimica contada por el software en color café. Primero, se calcula el porcentaje
de expresion para cada fotografia; al final del proceso se obtiene la expresién media de las
64 fotografias.

13. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el software SPSS Statistics (version 20.1; IBM Corp., Armonk, Nueva York)
para llevar a cabo una serie de pruebas U de Mann-Whitney para comparar la
expresion media de caspasa (caspasa 1, 3, 4, 6, 8, 9) entre grupos
(sobrepeso/obesidad y peso normal). También se calculé D de Cohen para cada

comparacion.

Dado que hubo correlaciones significativas entre la edad y el IMC en un estudio
previo (311, Esta posible asociacion se evalué mediante correlacion parcial entre la

expresion media de caspasa y el IMC controlando por edad.
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14. RESULTADOS

La Tabla 3 muestra las comparaciones estadisticas entre los grupos con respecto a
la expresion media de caspasas mediante el uso de estadistica no paramétrica. Las
personas con sobrepeso u obesidad mostraron valores significativamente mayores
de Caspasa 8 y Caspasa 1 que los sujetos con peso normal. El tamafio del efecto
de estas diferencias fue grande (valor d de Cohen). No hubo diferencias

significativas entre grupos para las otras caspasas.

Tabla 3. Comparaciones de expresion de caspasas entre el grupo control y el grupo de

sobrepeso/obesidad.

Peso Sobrepeso/

U de Mann-
Tipo de funcion Caspasa normal Obesidad . d de Cohen
Whitney

n=28 n=8

Mdn Mdn
Iniciadora Caspasa 8 9.30 13.95 15° 0.998
Iniciadora Caspasa 9 5.50 6.75 27 0.265
Ejecutora Caspasa 3 49.20 40.90 17 0.857
Ejecutora Caspasa 6 4415 38.55 19 0.726
Inflamatoria Caspasa 1 12.10 18.10 16.5° 0.891
Inflamatoria Caspasa 4 43.70 43.95 30 0.105

Nota: Mdn=Mediana; ? Estimacion de significacion por medio de Monte Carlo (1 cola) p =
0.037; ® Estimacién de significacion por medio de Monte Carlo (1 cola) p = 0.055

Los diagramas de caja y bigotes en la Figura 10 también muestran las diferencias
significativas entre los grupos de sujetos para Caspasa 8 y Caspasa 1. Aunque hubo

un tamano del efecto grande en la comparacion entre grupos para Caspasa 3 y 6,
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existe una dispersion significativa de los valores del grupo de peso normal,
principalmente para la caspasa 3. Este hecho puede explicar por qué no hay

diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 10. Porcentaje de la media de caspasas. Comparacion entre los grupos de
normopeso y sobrepeso/obesidad. Obsérvese un porcentaje significativamente mayor de
sobrepeso/obesidad que el grupo de peso normal en caspasa 8y 1.

Gomez-Apo et al ['3'l demostraron que los sujetos con sobrepeso/obesidad tenian
un IMC significativamente mayor y eran mayores que los sujetos con peso normal.
En el presente estudio, exploramos si este sesgo pudiera incluirse en la expresion
de caspasas. Los analisis de correlacion parcial entre la media de la expresion de
caspasas y del IMC controlando por la edad mostraron una correlacion positiva
significativa entre la caspasa 1 y el IMC (r = 0.479, p = 0.035). El IMC no se

correlacioné con la media de expresion de caspasa 8 (r = 0.256, p = 0.178), caspasa
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9 (r=0.394, p=0.073), caspasa 3 (r = 0.143, p = 0.306), caspasa 6 (r =-0.099, p =

0.363) y caspasa 4 (r = 0.351, p = 0.100) (figura 11).
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Figura 11. Relacion entre la expresion de caspasa 1y la edad.

Tabla 4. Comparacion de caspasas entre el grupo de sobrepeso/obesidad versus control.

Tipo de funcion Caspasa Peso Sobrepeso/ U de Mann- d de Cohen
normal Obesidad Whitney

n=6 n=8

Mdn Mdn
Iniciadora Caspasa 8 9.30 13.95 9? 1.21
Iniciadora Caspasa 9 5.50 6.75 20 0.27
Ejecutora Caspasa 3 49.20 40.90 15 0.65
Ejecutora Caspasa 6 4415 38.55 16 0.57
Inflamatoria Caspasa 1 10.60 18.10 7° 1.44
Inflamatoria Caspasa 4 49.40 43.95 16 0.57

Note: Mdn = Mediana; ? Estimacion de significacion por medio de Monte Carlo (1 cola) p

= 0.028; ® Estimacion de significacion por medio de Monte Carlo (1 cola) p = 0.015
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Se realizaron nuevamente analisis no parameétricos, extrayendo los datos de los
casos de dos individuos mas joévenes del grupo de peso normal. La tabla 4 muestra
los resultados de las comparaciones entre grupos con el analisis estadistico no
parameétrico. Se observa el mismo patrén que el obtenido anteriormente. Esto es,
las muestras de cerebro del grupo con sobrepeso/obesidad tuvieron valores
significativamente mayores de caspasa 8 y caspasa 1 que las muestras del grupo

de peso normal.

14.1. SOFTWARE STRING

Teniendo en cuenta nuestros resultados de inmunohistoquimica, exploramos la
interaccion de caspasa 1 y caspasa 8 con algun otro elemento (no evaluado en la
inmunohistoquimica de este estudio) utilizando el programa de software llamado
Herramienta de busqueda para la recuperacion de genes interactivos (STRING,

version 11.5; http://string-db.org).

STRING es una base de datos de interacciones de proteinas conocidas y previstas
que incluye asociaciones funcionales y fisicas, que se toman de conocimientos
previos, experimentos, contexto gendmico y estudios de coexpresion. Este software
evalua la interaccion proteina-proteina, se puede evaluar en 14.094 organismos,
67,6 millones de proteinas y la interaccion de mas de 20 mil millones de
interacciones. Las interacciones de proteinas disponibles en la base de datos

STRING se entregan con una puntuacion de confianza.
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Evaluamos vias candnicas y no canonicas de apoptosis mediada por caspasa.
Decidimos examinar también la via alternativa del inflamasoma ['33 y la via no
canonica RIP2/caspasa1 ['34. Para la via apoptdtica dependiente de ASC y caspasa
8, seleccionamos, entre otras, la interleucina 1A para interactuar con caspasa 1y 8.
Para la via no candnica RIP2/caspasa 1, seleccionamos citocromo-c y RIP2
(serina/treonina-proteina cinasa 2 que interactuan con el receptor) entre otros en el

modelo.

14.1.1. VIA ALTERNATIVA DE INFLAMASOMA

La puntuacion de confianza de la interaccion entre caspasa 1 y caspasa 8 es
0.916; entre caspasa 1 e interleucina 1A es 0.981; entre caspasa 1 y NLRP3es
0.999; caspasa 8 e interleucina 1A es 0.472; entre caspasa 8 y NLRP3 es 0.915;
entre interleucina-1A y NLRP3 es 0.697. Estas interacciones entre las moléculas se

presentan en la figura 12.

Figura 12. Red de
interaccion de proteinas
de <caspasa 1 con
caspasa 8, NLRP3 e IL-
1A utilizando STRING
(https://string-db.org/).

La interaccion entre las
proteinas de entrada
estd codificada por
colores que representan
el tipo de interacciones.
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14.1.2. VIA NO CANONICA DE RIP-2 / CASPASA 1

La puntuacion de confianza de la interaccion entre caspasa 1y caspasa 8 es 0.916;
entre caspasa 1 y RIPK2 es 0.929; entre caspasa 1 y citocromo-c es 0.665; entre
caspasa 8 y citocromo-c es 0.907; entre caspasa 8 y RIPK2 es 0.951; y entre
citocromo-c y RIPK2 no existe relacion. Las interacciones entre estas moléculas se

presentan en la figura 13.

Figura 13. La via RIP2 / caspasa 1. Red de
interaccion de proteinas de caspasa 1 con
CYCS, caspasa 8 y RIPK2 usando STRING
(https://string-db.org/). CYCS: citocromo-c;
RIPK2 o RIP2: serina/treonina-proteina
cinasa 2 que interactua con el receptor. La
interaccion entre las proteinas de entrada
estd  codificada por colores que
representan el tipo de interacciones.

15. DISCUSION

El propdsito del presente estudio fue explorar la asociacién entre la expresion de
caspasas Yy la obesidad. Comparamos el porcentaje de expresion positiva de
caspasas (caspasa 1, 3, 4, 6, 8, 9) a través de una coleccion de donantes de cerebro
que fueron identificados con sobrepeso/obesidad (IMC >25 kg/m?) o peso normal
(IMC <25 kg/m?). Se planteo la hipotesis de que las muestras de tejido cerebral de
las necropsias de donantes de cerebro con sobrepeso/obesidad tendrian un
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aumento de la expresidn inmunohistoquimica para la anti-caspasa 8 (via extrinseca)
o la caspasa 9 (via intrinseca) y la anti-caspasa 3 para la fase final de ejecucion.
Nuestros resultados confirmaron parcialmente nuestra hipétesis porque los sujetos
con sobrepeso u obesidad tuvieron una mayor expresion de caspasa 8 y caspasa 1
respecto a las personas con peso normal, pero no encontramos evidencia de un
aumento de caspasa 3 o caspasa 6 (fase de ejecucién) en el grupo con

sobrepeso/obesidad.

La interaccion entre caspasa 1 y caspasa 8 evaluada en las vias canonicas de
apoptosis mediada por caspasas no parece estar respaldada por nuestros
resultados. En cambio, nuestros resultados podrian sugerir una interaccion entre
estas caspasas en las vias no clasicas (no canonicas). Es importante recalcar que
la via alternativa del inflamasoma se activa a través de un estimulo principalmente
inflamatorio, mientras que la via no candnica RIP-2/caspasa 1 se activa a través de
un estimulo isquémico. Con el presente estudio es imposible determinar si alguna
de estas vias esta activa ya que ambos tipos de estimulos (citoquinas inflamatorias
o isquemia) coexisten en el individuo con obesidad. También es posible pensar que

ambas vias estan activas en el proceso de apoptosis.

Los datos emergentes sugieren que activacion de los inflamasomas por las
mitocondrias dafadas da como resultado la secrecion dependiente de caspasa 1 de
las citocinas inflamatorias interleucina-1p (IL-18) e IL-18, y una forma inflamatoria

de muerte celular denominada piroptosis [1351.
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En el cerebro de lechones, se ha descrito la asociacion entre caspasa 1 / caspasa
8 con cinasas de la familia Src, tirosina cinasas no receptoras, que estan

involucradas en la formacion de estructuras complejas, los inflamasomas [136],

La inflamacion inducida por la obesidad implica la regulacidn positiva a través de
factores de transcripcion activados: NF-kappaB, proteina activadora-1, factor
nuclear de células T activadas y transductor de sefal y activador de la transcripcion
3. Estos ejecutan como un sensor de células inmunitarias innatas: inflamasoma para
activar la via de la caspasa 1 que da como resultado la maduracion proteolitica. La
secrecion de citoquinas proinflamatorias que incluyen TNF-alfa, IL-6, proteina C

reactiva e IL-1B, de los macrofagos M1 del tejido adiposo blanco ['371,

Tyagi et al ['38] encontraron la escision de pro-caspasa 1 en un modelo en ratones,
sugiriendo la formacion de inflamasomas; detectando la union de inflamasomas con
caspasa 1y NLRP3. También observaron marcadores de neuroinflamacion, incluida

la gliosis y la expresion elevada de IL-13 en el cerebro.

El inflamasoma NLRP3 representa el sensor del inflamasoma mas estudiado y esta
presente en la microglia y los astrocitos en el SNCI'33. 1391 | os NLR citosolicos se
han asociado con enfermedades humanas, incluidas infecciones, cancer y
trastornos autoinmunes e inflamatorios ['4%1. La activacion del inflamasoma NLRP3
por una amplia gama de estimulos exdgenos o enddgenos "4 esta asociada con
muchas enfermedades neurologicas y deterioro cognitivo a través de la

neuroinflamacion [141. 142],
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Esta activacion alternativa del inflamasoma NLRP3 produce piroptosis
independiente ['43]. Se observd que una via alternativa funcionaba a diferencia de
las vias candnicas o no candnicas. Aunque inicialmente se describié que respondian
a patogenos intracelulares. La diversidad entre los receptores tipo NOD se deriva
de la especificidad del ligando conferida por las repeticiones ricas en leucina y un
dominio efector NH2-terminal que desencadena la activacion de diferentes vias
biologicas 44 El inflamasoma NLRP3 generalmente se expresa por células de

linaje mieloide 1491,

La activacion del inflamasoma NLRP3 desencadena la activacion de caspasa 1y la
maduracion de IL-1B a través de vias de sefnalizacion y activacion. Las moléculas
de patrones moleculares asociadas a dafios (DAMP) y/o las moléculas de patrones
moleculares asociadas a patogenos (PAMP) pueden estimular TLR4, lo que lleva a
la activacion de la caspasa 8 y su receptor. La proteina 1 que interactua con el
receptor (RIP1), la sintasa de acidos grasos y la proteina del dominio de muerte
asociado con (FAS) (FADD) pueden inducir tanto la activacién canénica de NLRP3
como el paso de transcripcion. Ademas, se ha revelado que la activacion alternativa
del inflamasoma en los monocitos (microglia y glia en el SNC) esta mediada por la
proteina adaptadora TLR-SCIMP, que induce la activacion de la caspasa 8 al
desencadenar la entrada de calcio dependiente de la tirosina cinasa LYN/SYK y la
produccion de ROS. Esta via de activacion especifica inducida por la via de
sefializacion TLR2 o TLR4 sin involucrar a otros activadores secundarios, se

denomina activacion alternativa del inflamasoma NLRP3 [146. 147, 148, 149, 150]
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Otra via de activacién del proceso de apoptosis es a través de la RIP2/caspasa 1.
La contribucion de la pro-caspasa 1 a las respuestas inflamatorias mediadas por el
huésped depende de dos caracteristicas. Primero, existe la actividad proteolitica
bien establecida que permite el procesamiento de IL-13 e IL-18 y conduce a la
piroptosis. En segundo lugar, los estudios de sobreexpresion también indican que
la pro-caspasa 1, puede funcionar como un andamio y esta implicada en la

activacion de una via de sefalizacion especifica de NF-kappaB. a nucledtidos 1511,

La actividad de las caspasas de pro-dominio largo (caspasa 1, 2,4, 5,9, 11,12y
13) puede regularse mediante interacciones directas proteina-proteina. La
interaccidon ocurre en el pro-dominio N-terminal llamado dominio de reclutamiento
de caspasa (CARD). Zhang et al '3 realizaron estudios in vitro han demostrado
gue CARD de caspasa 1 puede asociarse con una variedad de otras moléculas que
contienen CARD a través de interacciones CARD-CARD. Por lo tanto, la tranfeccién
de neuronas cerebrocorticales primarias con Rip2 dio como resultado una induccion

significativa de muerte celular.

Soren et al ['5?] informaron los resultados de dos modelos de ratén de caspasa-1-
C284A enzimaticamente inactiva, lo que demuestra la relevancia de esta via in vivo.
La sefializacién de caspasa-1-C284A depende de RIP2 y esta mediada por TNF-
alfa pero es independiente del inflamasoma NLRP3. La sangre que es estimulada
con lipopolisacaridos de pacientes que portan mutaciones con pérdida de funcion
en caspasa 1 secreta cantidades mas altas de TNF-alfa. Revelando una

sefalizacion de caspasa 1 no candnica in vivo.
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16. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que no hay una clara activacion de la via extrinseca o
intrinseca de la apoptosis, pero si que hay una asociacién entre la expresion de
caspasa 1y 8 con sobrepeso/obesidad. A mayor indice de masas corporal, mayor
expresion de caspasa 1y 8. Estos resultados no cumplen con las vias candnicas de
la apoptosis, por lo que es probable que haya alguna via distinta de muerte celular
en la corteza cerebral. Con el analisis con el software STRING, nosotros podriamos
sugerir que la interaccidn entre caspasal y 8 es por la via alterna del inflamasoma

y via RIP2/caspasa 1.

17. LIMITACIONES

La evaluacion transversal de caspasas en tejido representa una "fotografia
instantanea" de un proceso dinamico; por lo tanto, es plausible observar un aumento
en caspasa 1y caspasa 8, sin un aumento en caspasa 3, debido a la dinamica del
proceso de apoptosis. Es posible que nuestros hallazgos sean el resultado de un
problema de submuestreo. Se evalué una pequena porcion de la cresta de la
segunda circunvolucién frontal derecha. Es probable que la expresion de caspasa

3 pueda detectarse en otras regiones.

Otra limitacidn de nuestro estudio son el pequefio numero de sujetos debido al
acceso limitado al material de autopsia; no habria posibilidad ética de obtener tejido

cerebral en sujetos vivos tanto del grupo control como del grupo problema; asi que
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no hay casos controles completamente sanos debido a que todos los sujetos

fallecieron por causas diversas.

18. FORTALEZAS

Los puntos fuertes del estudio son que como el cerebro tiene una eficaz barrera
hematoencefalica, ninguno de los sujetos tenia una enfermedad en el sistema
nervioso central secundaria o no relacionada con la obesidad. Debido a que este
estudio se realiza en tejido cerebral humano, es posible que no cumpla con los
paradigmas de la apoptosis mediada por caspasas como se ha hecho en modelos

animales, lo que lo hace mas enriquecedor.

19. ASPECTOS ETICOS Y MARCO JURIDICO

En el afo 2018, el proyecto de investigacidon se presenté ante el Comité de
Investigacion y Comité de Etica dependientes de la Direccién de Investigacién del
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, titulado “Cambios morfoldgicos
cerebrales en sujetos con obesidad. Estudio posmortem”, que fue autorizado con el
numero de identificacion DI/18/310/04/014. El presente estudio corresponde a una
investigacion SIN RIESGO para los sujetos de estudio, ya que se realizé posterior
a su defuncién, mediante el analisis de cerebros pertenecientes la Unidad de

Patologia Posmortem del Servicio de Anatomia Patologica. El servicio de Anatomia
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Patologica se reserva el derecho de utilizar el material biologico para estudios de
investigacion, respaldado con el consentimiento informado de necropsia basado en

el formato 10 (anexo 1).

El analisis macroscépico de los encéfalos se realiza en la totalidad de las autopsias
por el Departamento de Neuropatologia, utilizando el corte coronal seriado
estandar.

En cumplimiento con la Norma Oficial Mexicana NOM — 168 —SSA1 — 1998 del
Expediente Clinico, inciso 8.8.11; y en cumplimiento con la Ley General de Salud.
Titulo decimocuarto. Donacion, trasplantes y pérdida de la vida, Articulo 350 bis 2 y

del articulo 350 bis 3.
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Anexo 1. Formato institucional de carta de consentimiento informado para realizar necropsia
hospitalaria.

SALUD HOSPITAL
SECRETARIA DE SALUD GENERAL
de MEXICO

o
&

7 P S

NTa® DR EDUARDO LICEAGA

HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”

DIRECCION GENERAL ADJUNTA MEDICA
LICENCIA SANITARIA No. 13 AM 09 015 0005

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA REALIZAR
NECROPSIA HOSPITALARIA

Nombre del fallecido: __ Edad: Sexo

No de Exp.: Diagnostico final
Fecha de defuncion:

Nombre de familiar responsable o representante legal :
Edad parentesco: Domicilio:

Por medio de la presente y en pleno uso de mis facultades mentales, sin que haya mediado
violencia fisica o moral, manifiesto que el Dr. i
del Servicio de del Hospital General de México "Dr. Eduardo
Liceaga” me ha explicado ampliamente en un lenguaje claro, sencillo y entendible, realizando todas
las observaciones pertinente, aclarando todas las dudas que he planteado, mismas que he
entendido a mi satisfaccién y he comprendido que uno de los estudios que fortalecen el avance del
conocimiento médico v la investigacion es el estudio anatomopatolégico post mortem o necropsia,
principalmente para establecer |las causas reales del fallecimiento de mi familiar, lo que contribuira
ampliamente a avanzar en el campo de la investigacion, por tal motivo, autorizo para que se realice
ami la necropsia hospitalaria en el cuerpo de mi familiar, lo anterior de
acuerdo a los Articulos 314 fracciones VI'y XVII, 315 Fraccion |, 320, 321, 322, 323, 325, 350 bis2 y
350 bis3 de la Ley General de Salud en vigor, modificada el 06 de abril de 2012 y publicada en el
Diario Oficial de la Federacion el 07 de junio de 2012, asi como a la Norma Oficial Mexicana NOM-
004-SSA3-2012 del Expediente Clinico.

Nombre y Firma del Familiar Responsable ~ Médico Tratante (Nombre, Cédula Profesional y Firma)
Que se identifica con: Que se identifica con:
Nombre y Firma Testigo " Nombre y Firma Testigo
Que se identifica con Que se identifica con

Nota: La presente Carta sera modificada de acuerdo a las Reformas de la Ley Correspondiente,
debera contener todos los datos solicitados, sin excepcion y llenarse una vez que sucedié el evento
(muerte), solicitando la firma al familiar responsable.

P, p Dr. Balmis 148 Col. Doctores Del. Cuauhtémoc C.P. 06726 México D.F. Tel. 2789 2000

o

%
Cy
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