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Resumen de |la Tesis:

Antecedentes: La obesidad es un problema de
salud publica a nivel mundial, cuyo origen es
consecuencia de un desbalance energético, que
con el tiempo lleva a diversas complicaciones,
entre ellas las enfermedades cardiovasculares.
La\leptina es un péptido producido
principalmente por el tejido adiposo, y se ha
vistodmplicada en el desarrollo de la obesidad.
El equilibrio enérgico del corazén y todos los
organas, estéa regulado por la mitocondria,
organele’intra-celular, donde se lleva a cabo la
fosforilacion-oxidativa, donde participa la cadena
destransporte«de electrones, para la sintesis de
ATP_El| presenteitrabajo esta enfocado en
analizar la funcioneardiaca, cantidad y actividad
de los.«complejosimitocondriales en corazones
aislados de rata sometidos a isquemia-
reperfusion con una‘alta concentracion de
leptina, emulando las concentraciones séricas
de personas que viven con obesidad.
Metodologia: Los corazones desrata fueron
sometidos a un evento de isquemia- reperfusion
en presencia de una alta concentracion de
leptina (3.1 nM). Se utilizé un sistema, de
Langendorff para corazon aislado¢El trabajo
cardiaco se evaluo previo al aislamiento de
mitocondrias. Se evalud la actividad dedos
complejos mitocondriales I, II, IV mediante
electroforesis nativa y se determiné por Wwestern
blot proteinas representativas de los complejos |,
i, 1, IVyIVv.

Resultados: En nuestro estudio se obtuvo que-ia
leptina produce una disminucién en el trabajo
cardiaco adicional al dafio producido durante la
isqguemia- reperfusion; con respecto a la




actividad de los complejos mitocondriales, se
observé unicamente tendencia a la disminucion
en los complejos sometidos a isquemia-
reperfusion y el caso de los corazones
sometidos a una alta concentracion de leptina,
se observo una tendencia al aumento de la
actividad de los complejos, lo que podria
acercarse mas a un efecto protector que a un
efecto deletéreo.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que
la leptina podria tener un efecto cardioprotector
contra la lesién provocada por IR miocardica, es
necesario ampliar el estudio a la actividad del
complejo V, para determinar si en la parte final
de la fosforilacion oxidativa no hay un efecto
nocivo sobre el ensamblaje de la ATP sintetasa
y sobre la sintesis de ATP.
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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es un problema de salud publica a nivel mundial, cuyo
origen es ‘consecuencia de un desbalance energético, que con el tiempo lleva a
diversas complicaciones, entre ellas las enfermedades cardiovasculares. La leptina
es un péptido producido principalmente por el tejido adiposo, y se ha visto implicada
en el desarrollo de larsobesidad. El equilibrio enérgico del corazon y todos los
organos, esta reguladoypor la mitocondria, organelo intra-celular, donde se lleva a
cabo la fosforilacion oxidativa, donde participa la cadena de transporte de
electrones, para la sintesis.de,ATP. El presente trabajo estd enfocado en analizar
la funcion cardiaca, cantidad” y.-actividad de los complejos mitocondriales en
corazones aislados de rata sometidos a isquemia- reperfusibn con una alta
concentracion de leptina, emulando las concentraciones séricas de personas que
viven con obesidad.

Metodologia: Los corazones de’rata fueron sometidos a un evento de isquemia-
reperfusion en presencia de una'‘alta, concentracion de leptina (3.1 nM). Se utilizo
un sistema de Langendorff para carazdn aiSlade=-El trabajo cardiaco se evalud
previo al aislamiento de mitocondrias. Se evaluéla actividad de los complejos
mitocondriales I, Il, IV mediante electroforesis nativa y se determiné por western blot
proteinas representativas de los complejos I, II, llI, IV y'1\Va

Resultados: En nuestro estudio se obtuvo que la leptina‘preduce una disminucion
en el trabajo cardiaco adicional al dafio producido durante la isquemia- reperfusion;
con respecto a la actividad de los complejos mitocondriales, se-ebservo tnicamente
tendencia a la disminucién en los complejos sometidos a isquemia- reperfusion y el
caso de los corazones sometidos a una alta concentracion de leptina, se observo
una tendencia al aumento de la actividad de los complejos, lo que podria acercarse
mas a un efecto protector que a un efecto deletéreo.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que la leptina podria tener un,efecto
cardioprotector contra la lesion provocada por IR miocardica, es necesario ampliar

el estudio a la actividad del complejo V, para determinar si en la parte final de\a



fosforilacion oxidativa no hay un efecto nocivo sobre el ensamblaje de la ATP
sintetasa y sobre la sintesis de ATP.
Palabras, clave: Leptina, Obesidad, lesion por isquemia- reperfusion, cadena de

transporte”de electrones, fosforilacion oxidativa.

ABSTRACT

Background: Obesity_is a global public health problem, the origin of which is a
consequence of an energy imbalance, leading over time to various complications,
including cardiovascular diseases. Leptin is a peptide primarily produced by adipose
tissue and has been implicated inthe development of obesity. The energetic balance
of the heart and all organs is"regulated by the mitochondria, and intracellular
organelles where oxidative phospharylation takes place and the electron transport
chain participates in the synthesis of ATP. The present study focuses on analyzing
cardiac function and the quantity.and activity of mitochondrial complexes in isolated
rat hearts subjected to ischemia-.reperfusiop”with a high concentration of leptin,
emulating the serum concentrations of peopleliving with obesity.

Methodology: Rat hearts were subjected.to an ischemia- reperfusion event in the
presence of a high leptin concentration (3:2'nM). The Langendorff system was used

for isolated heart. Cardiac work was evaluated prior t0 mitochondrial isolation. The

activity of mitochondrial complex 1, I, IV was evaluated“by native electrophoresis
and representative proteins of complex 1, II, 111, IV and IV were determined by western
blot.

Results: In our study, leptin produced a decrease in cardiac work in addition to the
damage produced during ischemia- reperfusion. Regarding the .activity of
mitochondrial complexes, a tendency to decrease was observed only in"complexes
subjected to a high concentration of leptin. However, there was a tengdency to
increase the activity of the complexes, which could indicated a protective; effect
rather than a deleterious effect.

Conclusions: Our results suggest that leptin could have a cardioprotective effect

against injury caused by myocardial ischemia- reperfusion. It is necessary to extend
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the study to the activity of complex V to determine if there is not a harmful effect on
thegassembly of ATP synthetase and the synthesis of ATP in the final part of
oxidativesphosphorylation.
Key words; Leptin, obesity, ischemia- reperfusion injury, electron transport chain,
oxidative phosphorylation.



INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud publica a nivel mundial y se ha relacionado
con el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la Diabetes mellitus tipo 2 y
dislipidemiagy, enfermedades cardiovasculares como son la hipertension arterial,

ateroesclerosis, infarto al miocardio e hipertrofia ventricular izquierda?.

Una de las causas emnel.desarrollo de obesidad es el desbalance en la homeostasis
de energia, lo cual implica un incremento en la ingesta cal6rica con la disminucién
en el gasto energético, Io cual lleva al aumento de depdsitos de grasa en diferentes
tejidos, con la formacion de,depositos de triglicéridos en el citoplasma de las células,

principalmente los adipocitos,.que se especializan en almacenar lipidos.

El adipocito tienes mudltiples “funciones adicionales al almacenamiento de
triglicéridos como reserva energética, se han identificado factores llamados
adipocinas que son mensajeros secretados al recibir un estimulo en especifico,
dentro de los que se encuentran-a.leptina; adiponectina, resistina y otras citosinas
proinflamatorias?. La leptina es la~adipocinasque se relaciona mas estrechamente
con la fisiopatologia de la obesidad,¥ya que tiene un efecto directo en sistema
nervioso central (SNC), pero también_siene efectos sobre diferentes tejidos
periféricos cuando se encuentra en altas concentraciones. La leptina es un péptido,
producto del gen Ob/Ob?3, y se le conoce principalmente™por ser un regulador del
apetito. Su concentracion sérica esta relacionada directamente con la cantidad de
grasa corporal; esto significa que, al aumentar los niveles de~grasa corporal, se

pueden encontrar niveles muy altos de leptina sérica.

La leptina tiene multiples interacciones con todos los sistemas que intégran nuestro
organismo. En el sistema cardiovascular se ha descrito su efecto come'regulador
del tono vascular y como agente pro hipertréfico en musculo cardiaco?. LasCascada
de senfalizacion de la leptina hacia el interior de la célula, implica das vias:
JAK2/STAT (Janus-Kinase/ signal transduce activators of transcription, por/sus
siglas en inglés) y RhoA/ROCKS.



Por otra parte, la mitocondria es el organelo encargado del suministro de energia
pard la célula. Esta se presenta principalmente en forma de Adenosin Trifosfato
(ATP).que es producido por medio de la fosforilacion oxidativa, un proceso muy
elaborade’que es realizado por un conjunto de complejos de proteinas localizadas
en la membrana interna de la mitocondria: los complejos I, I, lll, IV vy V,

denominados en-su conjunto como Cadena de Transporte de Electrones (CTE).

El corazon es el argano que contiene el mayor numero de mitocondrias por célula,
ya que del 20 al 40%del volumen del cardiomiocito son mitocondrias. Al someter el
corazon a isquemia se”ha, reportado que existe una disminucién del flujo de
electrones en la CTE®, ademas de que, al ser sometidas a altas concentraciones de
leptina, las mitocondrias del Cardiomiocito presentan deficiencias en el consumo de
oxigeno, asi como alteracion y»en la formacién de potencial de membrana
mitocondrial, lo que puede contribuir al desarrollo de insuficiencia cardiaca
relacionada con la obesidad’.



MARCO TEORICO

Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a la obesidad como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que es perjudicial para la salud®. Como
definiciobn queda muy. restringida la magnitud de lo que realmente es la obesidad,
es por ello que a lo large de la historia ha sido modificada.

En 2003, Cummings y Sehwartz, definieron a la obesidad como una enfermedad
oligogénica cuyas caracteristicas pueden ser moduladas por genes que interactian
entre si, ademas de la partiCipacion de factores ambientales®. Estos autores,
introdujeron por primera vez la idea-de que la obesidad es dependiente de factores
ambientales, tales como los estilos’de vida, ocupacion; pero que ademas se
relaciona con la idea de una predispesicion genética para su desarrollo. En 2015
Pasca y Montero integraron las definiciones anteriores con la idea de la presencia
de un estado inflamatorio crénico.y alteraciones metabdlicas, asi como el dafio a
organos blanco, que en conjuntos‘aumentan- el riesgo para desarrollar
morbimortalidad, describiéndola comofuna “enfermedad sistémica, multiorganica,
metabdlica e inflamatoria crénica, producte de la interrelacion entre lo genémico y
lo ambiental, fenotipicamente expresada por un exceso de grasa corporal, que

conlleva a un mayor riesgo de morbimortalidad”°.

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC,por sus siglas en
inglés), define a la obesidad como el peso que es mas alto(de lo considerado
saludable para una altura especifical’. La Asociacion Estadounidense de
Endocrindlogos clinicos junto con el Colegio Estadounidense de Endocrinologia
(AACE/ACE, por siglas en inglés) en la guia de practica clinica para1a atencién
meédica de pacientes con obesidad, reconocen a la obesidad como una enfermedad
crénica compleja centrada en la adiposidad del individuo*?.

El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) describe a la obesidad como una

enfermedad crénica multifactorial en la que se involucran aspectos genéticos,
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ambientales y de estilos de vida, que condicionan la acumulacion excesiva de grasa

corporal'3,

Por otrasparte, es posible clasificar a la obesidad por medio de indicadores
antropometricos como son: el indice de Masa Corporal (IMC), circunferencia de
cintura e indice cintura/cadera; lo que nos permite estimar con certeza la cantidad
de grasa corporalen una persona y asi valorar su riesgo para desarrollar diferentes
enfermedades. Elsmétodo mas usado por su facilidad de aplicacion es el IMC, que
evalla la relacion que_existe entre el peso corporal y la talla. La determinacion se
basa en la division del‘peso.expresado en kilogramos sobre el cuadrado de la talla
expresada en metros (kg/m?).

De acuerdo a la OMS y con base-en el IMC, la obesidad se clasifica de la siguiente
manera: un valor de IMC igual®osuperior a 25 se considera como sobrepeso y
cuando es igual o superior a 30 lo clasifica como obesidad?® Por otra parte, la CDC
clasifica los valores del IMC como sobrepeso cuando es mayor a 25 y menor a 30,
y obesidad cuando el valor es mayor a 30."A’'su vez la obesidad se subdivide en tres
clases: Clase 1, cuando el IMC sevencuentrasentre 30 y 34.9; Clase 2, cuando el
IMC es mayor a 35y 39.9; Clase 3/u_oebesidad-grave, cuando el valor de IMC es
igual o mayor a 40*2. EI IMC es un célculo estimado,de la adiposidad corporal que
suele ser de utilidad en adultos: sin embargo, en grupos de edades menores se
debe ajustar a la talla.

Obesidad como problema de salud publica

La obesidad es considera como la epidemia del siglo XXI, debido al incremento de
su prevalencia en el mundo. La OMS estima que en 2016 habia 1900°millones de
adultos mayores de 18 afios con sobrepeso, de los cuales 650 millones de personas

tenian obesidad, es decir cerca del 13% de la poblacién mundial?.

Para el 2023, la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémicos

(OCDE), hizo publico un listado de los paises con mayor indice de sobrepeso y



obesidad en poblaciéon mayor de 15 afios; en donde, México ocupa el primer lugar
con’74.1% de poblacion con sobrepeso, seguido de Estados Unidos con 73.1%,
NuevasZelanda 68.1%, Hungria 67.7%, Reino Unido con 64.2%, Irlanda 61%,
Canada 59:8%, Bélgica 55.4%, Corea 37.8% Yy Japén 27.2%'%. Es importante
resaltar que_entre el 2000- 2012, un total del 32.4% de la poblacion mexicana

presentaba sobrepeso u obesidad, lo que indica un incremento del 41.7%%°.

En México la Encuésta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) report6 en 2021,
que el 39.2% adultos_mayores de 20 afios tiene sobrepeso y el 33.3% obesidad,
para un total del 71.8%;sSiendo mayor el porcentaje en poblacion femenina con un
38.6% Yy 27.7% en varones consobesidad®®. Especificamente en relacién con el sexo,
estos valores representan efi mujeres un 75% y 69.6% en hombres'®. El Sistema
Unico Automatizado para la Vigilancia Epidemiolégica (SUAVE) en su reporte del
2021 indica que la tasa nacional dedncidencia en obesidad fue de 180.8 casos por
cada 100 mil habitantes?'’.

Por otra parte, la OMS recomienda un consumo calorico diario entre 1500- 2000
calorias en adultos con peso corporal ideal'8,»de acuerdo con la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
inglés), en 2018-2020 en México se cnsumierop“alrededor de 2388 kcal/dia'®. El
INSP a través de la Encuesta Nacional de”Ingresos’y)Gastos del Hogar (ENIGH)
1992-2016, reporté que el gasto en alimentos de la poblacion mexicana se redujo
un 8% en la compra de alimentos de canasta basica y un"6% en bebidas; mientras
gue con respecto a los alimentos no basicos (altos en densidad energética 250 kcal
por 100 gr, de acuerdo con la definicién del World Cancer Research Fund) el gasto
aumento un 22% y el gasto por alimentos consumidos fuera del"hogar aumenté a

39%72°, sugiriendo un aumento en la ingesta calérica por individuo.

La obesidad reduce la esperanza de vida de 0.9 a 4.2 afios dependiendo _del pais
21, Datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE) en México mencionan que la
esperanza de vida en 2010 era de 77 afios y para el 2019 se redujo a 75.1 afos??.
En 2020 se reportaron 2.40 millones de defunciones relacionadas con la presencia

de sobrepeso y obesidad?3, mientras que las proyecciones de la OCDE se estima



gue habra alrededor de 92 millones de muertes prematuras relacionadas con
enfefmedades causadas por la obesidad®®. En este sentido, la obesidad es
considerada un factor de riesgo modificable para el desarrollo de enfermedades no
transmisibles como: hipertension arterial sistémica (HAS), dislipidemias, diabetes
mellitus tipo.2 (DMT2), esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA), trastornos
pulmonares “como la apnea obstructiva del suefio, desordenes musculo-
esqueléticos como la*osteoartritis, asi como enfermedades cardiovasculares (ECV)

y algunos tipo de céncer?425.26. 27, 28,2930,

Obesidad como factor defriesgo cardiovascular

La Asociacion Estadounidense del Corazon (AHA, por sus siglas en inglés) en 2019,
asocié el aumento en el consumo de alimentos altos en carbohidratos y la
disminucién en la actividad fisica o sedentarismo con el desarrollo de la obesidad,
ademas se describié que cada factor incrementa de manera independiente el riesgo
de presentar ECV?. La obesidad se ‘telagiona con multiples alteraciones
estructurales, funcionales, humorales y’hemodinamicas que conllevan al desarrollo
de ECV, donde el principal fenomeno~fisiopatolégico ligado es un proceso
inflamatorio cronico, progresivo. Este proceso puede estar asociado a factores de
riesgo modificables y no modificables, como DMT2, HAS, tabaquismo, género,

edad, factores genéticos y obesidad?'’.

La obesidad se caracteriza principalmente por la hipertrofiaide“los adipocitos, la
aparicion de depdsitos de lipidos en diferentes organelos (mitocendria y en reticulo
endoplasmico, principalmente) y alteraciones metabdlicas (dislipidemia, ‘resistencia

a la insulina, HAS), que en su conjunto se les denomina sindrome metabolico.

El incremento de la adiposidad en la obesidad se asocia con activacionneuro-
hormonal que incluyen la estimulacion del sistema Renina Angiotensina Aldosterona
(SRAA), activacion del sistema simpatico, un incremento sérico de adipocinas;
principalmente leptina y adiponectina, asi como el incremento de citocinas

proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) que en su conjunto contribuyen al
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desarrollo de alteraciones metabdlicas, como la resistencia a la insulina, expansion
del ;olumen intravascular y el aumento de la resistencia vascular periférica. Todas
estas alteraciones, en su conjunto, condicionan la aparicion de enfermedades como
HAS, resistencia a la insulina (RI), DMT2 y por ende un aumento del riesgo para
desarrollaralguna ECV33:31.32,

Debido a estas alteraciones presentes, el sistema cardiovascular responde con
adaptaciones hemodinamicas en cascada, como son el incremento del volumen de
sangre circulante, qué_eondiciona el aumento del volumen sistélico eyectado por el
ventriculo izquierdo, y‘en respuesta aumenta el gasto cardiaco (GC). Al combinar
estos factores con la alta adiposidad presente en la obesidad, se favorece la
infiltracion de tejido adiposo@l miocardio, el desarrollo de fibrosis, lo cual conduce
a la disociacién eléctrica entre'elendo y epicardio333°32, propiciando el desarrollo

de arritmias.

El musculo cardiaco también responde a las adaptaciones hemodinamicas con el
aumento del gasto cardiaco (GC);;aumentando la presién de llenado del ventriculo
izquierdo (VI), condicionando al desarrollo de anormalidades en la remodelacion del
musculo cardiaco en forma de hipertrofia excéntrica o concéntrica del VI®®. En la
Tabla 1, se describen los cambios_o anormalidades cardiovasculares (CV)

comUnmente asociadas a la obesidad.
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Tabla 1. Cambios cardiovasculares asociados con alteraciones de la masa grasa-
adiposidad.

Anormalidades/ cambios cardiovasculares asociados con trastornos de la masa grasa-
adiposidad

Electrocardiograma Aumento de la Frecuencia Cardiaca
Aumento del intervalo PR

Aumento del intervalo QRS

Bisminucion del voltaje en QRS
DPesviacion del eje cardiaco a la izquierda

Anormalidades de la auricula izquierda

Hemaodinamicos Aumento debla Frecuencia Cardiaca (en reposo)

Aumento del volumen cardiaco

Aumento del gasto cardiaco

Aumento de [a'presion arterial

Aumento de la rigidez en la pared del ventriculo izquierdo

Aumento de |la presion tele diastdlico del ventriculo izquierdo

Aumento de Ja presidn arterial pulmonar

Alteraciones’ en-la presion de auricula y ventriculos (en aquellos con

apnea del suéna)

Estructural Esteatosis miocardica, fibrosis, apoptosis
Remodelacion e hipertrafia.ventricular izquierda
Agrandamiento de la auricula izquierda
Hipertrofia ventricular derecha

Aumento del tejido adiposo pericardico y pefivascular

Funcional Disfuncion diastdlica y sistdlica del ventriculo izguierdo
Obstruccion coronaria

Isquemia miocardica

Aterosclerosis, trombosis

Taquicardias (fibrilacién auricular, fibrilacidn ventricular, flutter)

Embolismo pulmonar

Adaptado de Jimenez y col. Obesity and cardiovascular disease: mechanistic insights-and

management strategies. Eur J Prev Cardiol. Dec 202234,
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Sintesis de la leptinay su participacion en el desarrollo de obesidad

La leptina es un péptido con accion hormonal, estd conformada por 146
aminoacidos y tiene un peso molecular de 16 kDa. Este péptido es el producto del
gen ob/ob emimurinos y su homdélogo en humanos es el gen LEP, localizado en el
cromosoma 7¢31.3, mismo que consiste de tres exones separados por 2 intrones.

Su primera funciénsdescrita fue su papel regulador de la ingesta calérica y gasto
energético. En 1995 Jeffrey y cols., le dieron el nombre por su origen etimoldgico
derivado del griego “léptos” que significa delgado®. En 1994 Zhang y cols.,
demostraron que tiene actividad en el sistema nervioso central, principalmente en
el nucleo arqueado del hipetalamo, donde interactta con dos poblaciones
neuronales: la primera son las meuronas que secretan neuropéptido Y (NPY) que
representa la via orexigénica (inductor de apetito) y la segunda son las neuronas
secretoras de propiomelanocortina (POMC) que conforman la via anorexigénica

(inductor de saciedad)336:37,

El efecto anorexigénico de la leptina en condieiones de normopeso se da de la
siguiente manera: ante un exceso de_nutrientes, el adipocito secreta la leptina que
es transportada a traves de la barrera hematoencefalica por diferentes
transportadores y activa la produccion de POMC, Jinduciendo saciedad y en

consecuencia inhibiendo la funciéon del NPY.

En la obesidad, por efecto del incremento de depdsitos”de acidos grasos, el
adipocito crece en tamafo (hipertrofia) y ademas se incrementa el numero de
células (hiperplasia)®®. Estos cambios estructurales llevan a que.el adipocito, a su
vez, incremente la secrecion de leptina y citocinas pro-inflamatorias bacia la sangre
(TNF-q, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6)>3938, Se ha demostrado que los niveles,séricos de
leptina aumentan de manera proporcional con el IMC??, lo que puede representar el
desarrollo de resistencia a la leptina, ya sea a nivel de su receptor en el hipetatamo
o0 en las vias de transporte a través de la barrera hematoencefalica®, por lo que, en
consecuencia, no se estimula la via anorexigénica, manteniendo de esta manera la

hiperfagia y dando origen a un circulo vicioso.
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Receptor y sefializacién intracelular de la leptina

El receptor de leptina, también denominado Ob-R fue clonado por primera vez en
plexo coroideo de ratones ob/ob y es codificado en el gen de la diabetes (db)
localizado en. el cromosoma 4%°. El gen homdélogo en humanos es LepR y se
encuentra en<el cromosoma 1p31. Este receptor es miembro de la familia de
receptores de citocinas clase | y se han identificado al menos 6 isoformas*?; mismas
gue comparten un dominio extracelular, transmembranal y un dominio intracelular,
el cual presenta cambies_lo que las diferencian. Existen al menos 4 isoformas cortas
de LepR (LepRs) que contienen entre 32 a 40 amino&cidos de longitud en el dominio
intracelular, este tipo de LepR se han identificado a nivel de plexo coroideo y en
vasos capilares del SNC*!, Existé también una isoforma soluble (LepRe), que no
posee residuos intracelulares y se ha identificado en circulacion sistémica, por lo
que se considera que puede ser transportador de la leptina en la sangre;
adicionalmente, sus niveles se«Correlacionan con la cantidad de adiposidad corporal
y con la concentracion plasmatica de leptinat3+4.

Por ultimo, las isoformas largas (LepRb) ensfata como en humanos contiene una
secuencia de 1165 amino&cidos, mientras que €l LepRb en ratén consiste de 1162
aminoacidos*?, se le ha identificado en-distintos ‘tejidos y érganos, principalmente
se encuentra en SNC en los ndcleos arqueado, ventromedial, dorsomedial, lateral y
paraventricular e hipocampo; mientras que en tejidos periféricos, se ha identificado
en pulmoén, rifidén, pancreas, muasculo esquelético, certeza adrenal, ovarios,
testiculos, tejido adiposo, tracto gastrointestinal, placenta, hueso, algunas células
hematopoyéticas e inmunitarias y en el corazén**43,

El segmento extracelular del LepR esta4 conformado por dos dominios, homélogos
del receptor de citocinas, separados por un dominio similar a inmunoglobulinas (lg),
seguido de dos dominios en la membrana proximal de fibronectina tip6.8 (FN 3)*4.
La porcion intracelular del LepRb esta conformado por regiones denominadas’box1,
box2 y box3, que interactlian con la via de sefalizacion de JAK/STAT#.

La leptina regula diversas vias de sefializacion implicadas en procesos metabdlices
del cuerpo, dentro de las que se encuentran: JAK/STAT3, IRS1/2-PI3K/AKT

(receptor del sustrato de insulina 1 y 2/ fosfatidilinositol cinasa 3/ proteina cinasa B),
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SHP2/ERK (homologo Src de fosfatasa 2/ cinasa relacionada con sefal
extrdcelular) y COX-2 (ciclooxigenasa 2)%.

La sefalizacion inicia con la unién de la leptina a su receptor, lo que resulta en la
activacion’de JAK2, fosforilando los sitios Tyr1138 de LepR, para el reclutamiento y
fosforilacion .de STAT3 (Figura 1). Una vez fosforilado (pSTAT3), se dimeriza y
transloca al nucleo, donde se une al promotor de diversos genes y estimula la
transcripcion®3, por lo'que funciona como un factor de transcripcion.

La leptina también’ induce la fosforilacion del LepR en los residuos de tirosina
Tyr985, Tyrl077, Tyrl185. Estos tres residuos de tirosina tienen un sitio de union
para el dominio de homolegia Src 2 (SHP2) que se encuentra en muchas proteinas
implicadas en cascada defsefalizacion de tirosina cinasas y que participan en la
modulacién de genes antia poptoticos y de la proliferacion celular*®. LepRb también
activa la sefializacion de la ciclooxigenasa (COX), especificamente la COX-2, una
proteina clave en la sintesis de prostaglandinas para diferentes funciones como:
sefializacién del dolor, la inflamagion y.desarrollo de neoplasias*®. Al activarse COX-
2 por medio de LepRb incrementa su ‘expresion y genera un aumento de la
proliferacion celular®,

Por otra parte, la union de la leptina‘a_su receptor,tepRb recluta y activa la familia
Janus (JAK2) por autofosforilacion. JAK2 ‘activade’se une y fosforila a los residuos
de tirosina que regulan diferentes funciones. La fosforilacion de la Tyr985 activa la
via ERK, se ha reportado que su inactivacion hipotaldmica previene la pérdida de
peso mediada por la leptina en modelos animales; con respecto a la Tyrl077 que
activa la via JAK2/STAT5, se ha demostrado que la delecion de STAT5 en el
sistema nervioso central ocasiona hiperfagia y obesidad, mientras-que la activaciéon
de STATS5 en neuronas hipotalamicas reduce la ingesta de alimento en,ratones*348,
Adicionalmente, en respuesta a la leptina, el complejo JAK2-LepRb fosforila a la
Tyrl077 de STATS3, que se dimeriza y transloca al nucleo para activarralsSupresor

de la sefalizacion de citocinas 3 (SOCS-3) y neuropéptidos. SOCS-3" inhibe la
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fosforilacion de los residuos de tirosina por JAK2, regulando asi la sefalizacion de
la I@ por retroalimentacion negativa®348,
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Figura 1. Sefializacion del receptor de leptina en la célula. %escripcién en el texto.

En resumen, la leptina a través de su receptor LepR activa familia Janus (JAK2)
por autofosforilacién, activando a su vez la via JAK2/STATS3, /ISTATS y la via
de ERK. Estas vias se ven implicadas en la regulacion de in@a de alimentos,
balance energético y en la expresion de genes implicados en Ia)gulaci()n de

proliferacion celular y apoptosis respectivamente.
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Efectos de la leptina sobre el sistema cardiovascular

La concentracion de leptina en sangre es directamente proporcional al total de grasa
corporaly @ medida que disminuye el tejido graso también disminuyen los niveles
séricos de leptina. En individuos no obesos, los niveles séricos de leptina se
encuentran entre.1-15 ng/mL, mientras que en personas con obesidad (IMC >30
kg/m2) se han reportado concentraciones elevadas de entre 100-200 ng/mL*’.

Por afios se creia que.la leptina era la hormona anti-obesidad, por su importante
papel en el control de la Saciedad; sin embargo, al encontrarse elevada en pacientes
con obesidad se entiende gue el efecto de control de apetito no es suficiente para
evitar un desequilibrio energético, condicionando en su lugar el desarrollo de
resistencia a su efecto*®. Ademés. de su papel en el control del apetito, se ha
demostrado que la leptina desempefia funciones importantes en diferentes
sistemas, tales como son la regulacion de la presion arterial y la respuesta vascular

a la inflamacién49,%0.

En el contexto de la funcién cardiovascular;4a_hiperleptinemia se relaciona con el
desarrollo de diferentes enfermedades<Cardiovasculares, estando involucrada tanto
en la remodelacion endotelial, como ‘en~el aumento del estrés oxidativo (EO),
estimulando la formacién de nuevos vasos, sanguineos, induciendo engrosamiento
de las paredes vasculares arteriales, estimulando la*formacion de Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) y la activacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), que en conjunto resulta en undesequilibro entre

vasoconstriccién y vasodilatacion y, por lo tanto, en el desarrollo-de ECV>2.

Se ha demostrado la presencia del receptor de leptina en el muscule cardiaco. Al
desarrollarse la hiperleptinemia se produce hipertrofia sobre el migeardio y el
cardiomiocito. Dentro de los mecanismos moleculares involucrados en este_efecto
nocivo, se encuentra la activacion de diferentes cascadas de sefializacion, eemo
son las ya mencionadas anteriormente JAK/STAT, MAPK, PK-C y cinasas
Rho/ROCK. Diversos estudios han demostrado que la leptina produce un aumento

de la frecuencia cardiaca y favorece el desarrollo de hipertrofia compensadora; sin
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embargo, la exposicién crdnica a esta accidbn compensatoria puede progresar a una

insuficiencia cardiaca (IC)2.

Mitocondria

La mitocondria’ es un organelo al que se ha denominado “central eléctrica de la
célula”, por ser responsable de la produccion de la mayor parte de la energia en la
célula eucariota, “ademas de su participacion en la sintesis de fosfolipidos y
proteinas, en la homeagstasis de calcio y en la regulacion de la muerte celular®®. La
mitocondria esta conformiada por dos membranas, denominadas membrana externa
y membrana interna. La membrana interna forma pliegues denominados crestas,

gue tienen puntos de contacto con la parte interna de la membrana externa.

Cada una de las membranas mitocondriales cuenta con caracteristicas especificas,
la membrana externa es altamente’ permeable a moléculas menores de 5000
daltones, mientras la membran@ interna es altamente selectiva, incluso para los
protones. Otra caracteristica muyTelevante de la membrana interna es que en ella
se encuentran de manera constitutiva un_conjunto de complejos enziméaticos
denominados cadena de transporte de electrones (CTE, Figura 2) o cadena
respiratoria, responsable de desarrollar ‘el proeese de sintesis de ATP, mejor

conocido como fosforilacion oxidativa.

La base del funcionamiento de la CTE es que, a través de sus complejos fluyen
electrones en una serie de reacciones redox, liberando energia. Esta energia es
utilizada por los complejos I, 11l y IV para expulsar protones defla matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembranal y crear un gradiente de protones/que es utilizado
después por el complejo V o ATP sintetasa para sintetizar el ATP a paftir de ADP y
fosfato (Figura 2). Las enzimas de la cadena de transporte de electrones en orden
general son NADH-CoQ reductasa o complejo I; Succinico-CoQ reductasa o
complejo II; CoQH2/ citocromo C reductasa o complejo lll; citocromo ¢ oxidasa o

complejo IV y el complejo V o ATP sintetasa.

A continuacién, se describe la participaciéon de cada complejo en la fosforilaciéon

oxidativa;:

17



El complejo | (CI) también conocido como ubiquinona oxidorreductasa o NADH
deshidrogenasa estd conformado por 44 subunidades, de las cuales 14 son
responsables de mantener la estructura del complejo en forma de L. Siete
subunidades son proteinas hidrofilicas, codificadas por genes nucleares (NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1y NDUFV2), mientras que el resto
son proteinas_hidrofébicas integradas a la membrana y son codificadas por el
genoma mitocondrial (MT-ND1, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6)*. La
subunidad NDUFB8 (NADH ubiquinone oxidoreductase subunit B8) esta implicada
en el ensamblaje del'complejo I. Se ha descrito que la nitracion de esta proteina
provoca colapso bioenergético y muerte celular necrética®. En su conjunto, este
complejo se encarga de la-Oxidacion de NADH a NAD+ al transferir un par de
electrones del NADH a la ubiquinena (Q). Al pasar los electrones del NADH a la
ubiquinona, el complejo libera energia que es usada para bombear 4 protones (H+)
desde la matriz al espacio intermembranal. Al final se obtiene NADH+, ubiquinol y 4

iones H+%6,

El complejo 1l (Cll), también conoeido como.succinato deshidrogenasa (SDH), tiene
como funcién la oxidacion del suceinato a fumarato. A diferencia del Cl, este solo
esta integrado por cuatro subunidades~(SDHA,.SDHAB, SDHC y SDHD), en la
primera subunidad se encuentra ubicados residuos.de flavina, un conjunto de grupo
Fe-S que participa en la transferencia de electrones, Cuando alguna de las
subunidades sufre alguna alteracion, la funcion general del complejo se ve afectada.
Este complejo transfiere electrones del FADH2 a una molécula de ubiquinona, para
la cual este complejo contiene grupos de hierro, azufre y @nyeofactor unido el
dinucledtido de flavina (FAD)%®. Aungue este complejo no contribuye al gradiente de
protones, funciona como transportador directo de electrones hacia elscomplejo Ill.
Se ha descrito que la inhibicion de la subunidad SDHB provoca aumento)del estrés
oxidativo que inhibe el flujo de electrones y por lo tanto afecta en su totalidad la

funcion de la CTE®’.

El tercer complejo, Complejo 11l (Cll) o ubiquinol-citocromo c¢ reductasa (UQCR),
recibe este nombre por su papel en la reduccion del citocromo c al transferirle

electrones del ubiquinol y de manera simultdnea bombea 4 iones H+ al espacio
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intermembranal®®. Estructuralmente, este complejo se encuentra formado por 11
subunidades, con una proteina central 2 o (UQCRC?2). Se ha demostrado que esta
subunidad participa en la produccion de ERO, ademas de que el gen codificante
para este’complejo esta relacionado con el desarrollo de cancer hepatocelular,
adenocarcinoma de pulmon y carcinoma mamario, lo que nos da idea de su

importancia eénda.funcionalidad celular®®,

El cuarto complejo; citocromo ¢ oxidasa o complejo IV (CIV), esta conformado de
multiples grupos heme, cofactores y subunidades. La accidn enziméatica del
complejo permite la transferencia de electrones desde el citocromo c al &tomo de
oxigeno (O2) que, funciona como aceptor de electrones y se reduce para formar
agua. Al final de la reacCion este complejo libera 4 iones H+ al espacio
intermembranal, participando ‘de’ esta forma en la formacién del gradiente de

protones®®.

Finalmente, para la produccion«de ATP tenemos al complejo V o ATP sintetasas,
que consta de diversas subunidades de\proteinas desde la porcion FO (unidad
bombeadora) a F1(unidad catalitica), forzande_la rotacion de la porcion F1 para

catalizar la union de ADP y fosfato parasproducirATP.
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Membrana
fosfolipidica

ATP sintasa

(complejo V)

Citocromo C
oxidasa

NADH
deshidrogenasa

(complejo 1) (complejo IV)

@)

Figura 2. Esta imagen muestra el proce% la fo@acién oxidativa (OXPHOS) vy la

participacion de cada complejo mitocondrial pata la crea | gradiente de protones (H+)
y la sintesis de ATP en el complejo V. Para mayor informagién, consultar texto. Imagen
creada por Ojas Deshpande. @
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ANTECEDENTES

La obesidad es un problema de salud publica que se ha asociado al desarrollo de
enfermedades metabdlicas como diabetes e hipertension arterial, mismas que son
consideradas, como factores de riesgo para sufrir ECV. La fisiopatologia de la
obesidad es un tema que se ha estudiado ampliamente, cuyos resultados coinciden
que es un estado de inflamacion cronica, donde ademas sobresale la participacion
de la leptina en la regulacion neuroendocrina. En diferentes estudios in vitro se ha
demostrado que el cardiomiocito sufre hipertrofia por exposicion a niveles elevados
de leptina’, ademas de que la. leptina induce un aumento en el trabajo cardiaco al
incrementar la frecuencia cardiacal. Karmazyn y cols, concluyeron que el efecto
pro-hipertrofico de la leptina ocurre mediante la activacion de la via de sefializacion
JAK2/STAT345L,

Por otra parte, se ha estudiado el“efecto de la leptina a nivel mitocondrial en
corazones expuestos a altas goneentraciones de esta hormona, durante tiempos
prolongados, concluyendo que reésulta nociva para la funcién mitocondrial, ya que
provoca deficiencias en el consumo de oxigeno Yy afecta la formacion del potencial
de membrana mitocondrial’, que podriah ser factores que contribuyen al desarrollo
de insuficiencia cardiaca durante la obesidad. En tp~estudio con ratones ob/ob al
administrar leptina en su alimentacién, y posterior sacrificio y diseccion del higado,
se encontr@ que la respiracion mitocondrial se ve disminuida, sin embargo, los
marcadores de actividad de los complejos Il, IV y V aumentaron con la exposicion a

leptina®®.

Finalmente, Jian L y cols, describieron que la administracion de ginsenoside Rbl a
ratones C57BL/6J cuyos corazones fueron posteriormente expuestos atn proceso
de isquemia/ reperfusion, disminuyo el dafo a la cadena de transporte de.electrones

causada por el aumento de ROS®0.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obeésidad es un problema de salud publica mundial, considerada la epidemia
silenciosa, ya que es uno de los principales factores de riesgo para las primeras
causas de mortalidad. La OMS ha reportado que la prevalencia de la obesidad y
sobrepeso se ha cuadriplicado entre 1975 y 2016, pasando del 4% al 18%. Ademas
de que la mayoria® de la poblacion con obesidad se encuentra en paises en
desarrollo, donde se.eficontré un aumento de mas del 30%°L. En México la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2021, revel6 que el 36.7% de los
adultos viven con obesidad; adicionalmente, se ha reportado que la obesidad fue
responsable del 49% de las muertes por enfermedades del corazén y del 26% de

las enfermedades cardiovasculares?®.

La obesidad es considerada como no de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Al producir multiples alteraciones
hemodinamicas que afectan lafungion y“€n/consecuencia se modifica la estructura
cardiaca. Dentro de estas alteraciones emcontramos el aumento de los niveles
séricos de leptina, una hormona secretada por'el tejido adiposo que ha demostrado
la capacidad de inducir hipertrofia cardiaca, activaecion de apoptosis y aumento del
estrés oxidativo. Berzaba-Evoli E. y col (2018), reportaron que los corazones que
fueron perfundidos in vitro con leptina durante largos periodos de 1, 2, 3y 4 horas,
tuvieron un aumento significativo de la frecuencia cardiaca y en la fuerza de
contraccion después de 3 horas de perfusién, aunado al desarrollo de alteraciones

en la funcién de sus mitocondrias’.

De acuerdo con lo anterior, resulta importante analizar el efecto que la exposicion
de corazones a concentraciones altas de leptina tendria sobre la funcienalidad de
los diferentes complejos que integran la cadena de transporte de electrones, con el
fin de generar conocimiento que ayude a comprender las alteraciones ofeventos
que existen en la obesidad y que explican su relacion con las enfermedades

cardiovasculares.
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JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocd en estudiar el efecto de la leptina sobre la
funcién cardiaca en un modelo de corazon aislado, especificamente se analizaron
las posibles”alteraciones en la funcionalidad de la cadena transportadora de
electrones que . podrian asociarse con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares; eon el fin de generar conocimiento que ayude a entender en
fundamento de la ‘enfermedad y generar estrategias que contrarresten tanto el
aumento de mortalidad cemo la prevalencia de enfermedades cardiovasculares y

obesidad.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la funcion cardiaca, cantidad y actividad de los complejos mitocondriales
en corazones aislados de rata que fueron sometidos a isquemia- reperfusion con

una alta goncentracion de leptina.

Objetivos especificos:

v' Exponer corazopes de ratas a un episodio de isquemia-reperfusion en
presencia de una-alta concentracion de leptina.

v' Evaluar la funcionCcardiaca de los corazones sometidos a isquemia-
reperfusion con una+alta~ concentracion de leptina, a través de la
determinaciéon de la frecuencia cardiaca (FC) y la fuerza de contraccion
(FzaContr).

v Analizar la actividad deslos complejos mitocondriales I, II, Ill, IV de los
corazones sometidos a isguemia- reperfusion con una alta concentracion de
leptina.

v' Determinar el nivel de estrésoxidativomediante la evaluacién de proteinas
nitrosiladas en los corazones sometidos a isquemia-reperfusion con una alta

concentracion de leptina.
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HIPOTESIS

Los niveles elevados de leptina presentes durante la isquemia- reperfusion tendran
un efectd nocivo sobre la funcion cardiaca exacerbando el estrés oxidativo y

alterando logTiveles y actividad de los diferentes complejos mitocondriales.
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METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con peso de entre 350- 400 g, que
fueron adquiridas de la Unidad de Produccion Cuidado y Experimentaciéon Animal
(UPCEA) de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco (UJAT) y mantenidas en
el area de resguardordekLaboratorio de Investigacion de Enfermedades Metabdlicas
e Infecciosas de la Division.Académica Multidisciplinaria de Comalcalco (DAMC),
de acuerdo las especificaciones para el cuidado y uso de animales de laboratorio
establecidos en la NOM< 062- Z0OO0-1999. Adicionalmente, los protocolos
experimentales fueron revisados .y aprobados previamente por la Comision

Institucional de Etica en Investigaciénde la UJAT.

Diseccién del corazoén

Para la diseccién del érgano cardiaco, primero sefealizo la anestesia general de los
animales, administrandoles por via intraperitoneal suna solucidon compuesta por
pentobarbital sddico de uso veterinario (10 Ul/ 100 g de"peso), heparina sodica (10
Ul) y solucion inyectable hasta llegar a un volumen total.de 1 mL. Posteriormente
se dejo descansar a los animales hasta verificar que se encontraban bajo sedacion

profunda.

Se realizd una estereotomia para exponer completamente al 6rgano cardiaco. Con
pinzas de diseccion sin dientes se sostuvieron las estructuras vasculares ubicadas
sobre el corazon, teniendo cuidado de cortar la aorta en un punto distal‘adayprimera
rama del cayado aortico, liberando de esta forma el corazén con pulmones y‘anexos
del mediastino de la rata, para terminar, cortando el tejido conectivo ubicado.sobre
el diafragma y la aorta toracica descendente. Inmediatamente después, el corazon
y las demas estructuras disecadas se colocaron en solucion de Krebs-Henseleit
helada (NaCl 119mM, NaHCO3 25.35 mM, Dextrosa 4.32 mM, octanoato de sodio
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(C8H15Na02) 99.2uM, KH2PO4 1.20mM, KCI 4.8 mM, MgSO4e7H20 1.2 mM,
CaCl2e2H20 2.57 mM, con pH 7.38).

Perfusidén cantinua en el sistema de Langendorff

Una vez disecado.el corazon, se ubico el corte hecho a nivel de la primera rama del
cayado aodrtico y sesinsertd en una canula del sistema de Langendorff para ser
perfundido con la solucion.de Krebs- Henseleit a una temperatura de 37°C, que fue
oxigenada continuamente con, carbogeno (0295%/ CO2 5%) a una velocidad de
infusion de 12 mL/min y se procedio a fijar el corazén con sutura de seda 2-0 para
posteriormente retirar los pulma@nes, cuidando de no cortar las auriculas e introducir
en el ventriculo izquierdo por medie, de la abertura de la salida de las arterias
pulmonares un bal6n de latex, mismo.que se encontraba conectado a un transductor
de presion, para registrar lasfuerza de _contraccion y la frecuencia cardiaca de
manera simultadnea. Todo el proceso-desde la diseccion hasta este punto se realiza

en el menor tiempo posible (menos.de un minute).

Modelo de isquemia-reperfusién

Los corazones ex vivo fueron sometidos a perfusién continia durante 15 minutos
antes de detener la bomba de infusion durante 30 minutos; a estesperiodo de pausa
se le denomina isquemia y es la representacion experimental de‘un’infarto. Una vez
cumplido el tiempo de isquemia, se activd la bomba para generar reperfusion

continua que se mantuvo durante una hora’.

Para los corazones expuestos a leptina, se le adicion¢ leptina (50 ng/mL) a la

solucion de Krebs-Henseleit antes de iniciar el experimento.
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Distribucion de los grupos experimentales

Se utilizaron grupos de 3 corazones cada uno y se clasificaron en tres grupos: 1)
Control (Ctrl) : los corazones fueron perfundidos durante 105 minutos sin realizarles
isquemia; 2)/grupo isquemia-reperfusion (IR): estos corazones fueron sometidos a
un periodo dedsquemia durante 30 minutos después de los 15 minutos de perfusion
y a 1 h de reperfusion; 3) IR y leptina (IR+Lep): los corazones de este grupo se
sometieron al misme_proceso del grupo IR, pero la solucion de perfusion se adiciono

con leptina a la concentracion mencionada.

Evaluacién de la funcién cardiaca

Para la obtencion del trabajo cardiace-(TC) se determind la frecuencia cardiaca (FC,
en latidos por minuto) y la fuérza de caontraccion ventricular (FzaCtra. en mmHg).
Estos valores, se adquirieron directamente.del transductor conectado al balén de
latex que fue insertado en el ventriculo.izquierdo. de los corazones; mientras que el

trabajo cardiaco se calcula al multiplicarda FC porla FzaCtra.

Aislamiento de mitocondrias

Terminada la perfusion de los corazones de los diferentes grupos experimentales,
se retiraron del sistema de Langendorff y lavaron con una solucion de aislamiento
STE helada (sacarosa 250 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), para_ posteriormente
ser cortados con tijeras en pedazos pequefios y lavados nuevamente. Estos
corazones fueron incubados durante 10 minutos con solucién STE adicionada de la
enzima nagarse (1mg/ corazon) para digerir parcialmente el tejido y facilitar lalisis
celular. Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C durante 10 minutosy se
decantoé el sobrenadante que contenia la enzima, mientras que el tejido recuperado

se homogenizé con la ayuda de un homogeneiador tipo Potter-Elvehjem en solucion
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STE. Este homogenizado se centrifugé a 250xg a 4°C durante 10 minutos para
eliminar los restos de tejido, mientras que el sobrenadante se volvio a centrifugar a
10000-g a 4°C durante 10 min para obtener la fraccidbn mitocondrial en el boton,
mientras.que el sobrenadante fue considerado como fraccion citosolica. El botén de
mitocondrias.se resuspendio en el mismo buffer e incubo durante 10 minutos con
0.1% de albGmiha de suero bovino (BSA) disuelta en STE a 4°C, se centrifugo
nuevamente a 10000 x g a 4°C durante 10 minutos y el boton con la fraccion
mitocondrial se reSuspendi6 en STE sin BSA y se guardé a -70°C hasta su

utilizacion.

Determinacion de proteina

La concentracién de proteina de las muestras obtenidas se determiné por dos
meétodos colorimétricos, el primero es el método Lowry el cual consiste en una
reaccion de reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau, para lo cual se utilizaron cuatro
soluciones que las denominamos™A, B, C, DLassolucion A contenia NaCOs al 2%,
NaOH 0.4% y Tartrato de sodio al 0,02%; la solucion B contenia CuSOa4 0.5%, la
solucién C era la combinacion de la solugion A y'B, mientras que la solucion D es
Folin diluido 1:1 con H20 milliQ.

El segundo método usado fue Bradford mediante el reactivo comercial Bradford
Reagent, este es un método colorimétrico a base del colorante Coomassie Brillant
Blue G-250, que interacciona con los grupos amino de las ‘proteéinas. En ambos
métodos se realiz6 una curva de calibracion con una solucion de.BSA (1 mg/mL).

Para el método de Lowry, se tomaron 2.5 pL de las muestras de mitocendrias, se
adicionaron 47.5 pL de H20 milliQ, 1 mL de la solucion C, se agité en yortex y se
dejo reposar durante 10 minutos en la oscuridad para posteriormente adicionar
100uL de la solucion D, incubar 20 min en la oscuridad y finalmente realizar_la
lectura de absorbancia a 700 nm.

29



Para el método de Bradford, se tomaron 5 L de las muestras de mitocondrias y se
diluyeron en 45 pL de H20 milliQ. De esta dilucion se tomaron 5 pL que fueron
depositados en pozos de una placa de 96 pozos, se les adicionaron 95 pL de la
solucién_eomercial de Bradford, se mezcl6 e incubo durante 5 minutos y se realiz

la lectura de_ ahsorbancia a 595 nm en un lector de microplacas.

Solubilizados de mitoeondria en digitonina

Posterior a la cuantificacion de proteinas, se agregaron en un tubo eppendorff de
1.5 mL, 2 mg de proteina desCada muestra y 4 mg/mL de Digitonina (500 mg/mL)
llevando a volumen total de” 260 pL con el buffer 3X (Bis-Tris 150 mM, acido
aminocaproico 1.5 M, pH 7). Estas_mezclas se incubaron a 4°C durante 30 min,
después fueron llevadas a ultra centrifugacion a 45,000 x g durante 45 min. El
precipitado formado se consider6 como los restos de las membranas
mitocondriales, mientras que sesfecuperd el.sobrenadante donde se encontraban
suspendidos los complejos de la CTE: Las muestras se almacenaron a -20°C hasta

ser utilizadas.

Preparacién de muestras para Western Blot

Para los experimentos de western blot se prepararon muestras a partir de las
mitocondrias aisladas; para ello, se agregaron 4 mg de proteina‘de las fracciones
mitocondriales, se llevaron a un volumen total de 250 pL con buffer-de lisis y se
adicion6 un 20% de buffer de carga (Tris-Na 190 mM, azul de bromefenol 0.1%,
ditiotritol 200 mM y glicerol 30%). Se incubaron a 100°C durante 10 min;{se/dejaron

enfriar a temperatura ambiente y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas.
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Actividad de los complejos mitocondriales

Los selubilizados de mitocondrias en digitonina fueron separados por electroforesis
nativa en geles de acrilamida-/bis-acrilamida en gradiente de concentracion del 4%-
14% (Tabla 2).

Tabla 2. Compasicion de las soluciones para preparar los geles de gradiente 4% -

14% para electroforesis,nativa.

Soluciones A'14% (mL) B 5% (mL) C 4% (mL)
Acrilamida/  Bis- | 466 16.7 13.3
acrilamida

Buffer 3X 335 33.42 33.3
Glicerol 16 2.37 -

H20 MilliQ 3.9 47.51 53.4

Estas soluciones se colocaron en ‘agitacion dentro de un dispositivo espacial para
hacer gradientes (gradientero, Figura 3); la solueién A 14% se colocé del lado de
salida y en el otro cilindro la solucion(B (5%). Se“dejé correr la solucién al 14%,
mientras que se permitié la mezcla con la.solucion al"5%, quedando la parte mas
concentrada en la base y la menos concentrada en la“parte superior del gel. Una
vez polimerizado el gel, se adiciond la mezcla al 4% parada formacion de los pozos

para la carga de muestras, lo que representa el gel concentrador (Figura 3).
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Figura 3. En esta imagen se representa el sistema utilizado para la preparacion de geles

de gradiente 14%-4%(gradientero).

Una vez polimerizados los geles de gradiente fueron colocados en una camara de
electroforesis (BioRad) y se(™adicionaron las muestras de solubilizados de
mitocondrias de los diferentes grupos para la separacion de los complejos. En la
camara interna de electroforesis se colocé Buffer “catodo” azul pH 7 (Tricina 50 mM,
Bis/ Tris-HCI 15 mM, Coomasie azul billante 0.001%) y en la cAmara externa el
buffer anodo pH 7 (Bis/Tris-HCI.50.mM). Se_sometieron un voltaje de 25 V durante
20 h. Terminada la electroforesis hativa losgeles se retiraron de los cristales y se
almacenaron en recipientes de plastieo, para revelar la actividad de los complejos

mitocondriales por colorimetria.

Las actividades se revelaron mediante el uso de up“buffer diferente para cada
complejo mitocondrial. Los geles se incubaron a tempeératura ambiente, en la
oscuridad y en constante agitacion en diferentes periodos de tiempo (Tabla 3).

Finalmente se tomaron fotografias de los geles para el analisis_densitométrico.
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Tabla 3. Soluciones para determinacion de la actividad de los complejos

mitecondriales.

Complejo | Complejo li Complejo IV
e Buffer Tris- HCI e Buffer e Buffer KPO4 10
10 mM KPO4 10 mM
mM o Catalasa
e~ MTT (-(4,5- e EDTA 100 e Citocromo C
Dimethylthhiaz mM e Diaminobencidi
ol-2-yh-2,5 e Succinato na (DAB)
Diphenyltetraz 1M
olium bromide) o MTT
e NADH e Phenazide
methosulf
ate
Periodo de 10 min 4\h 20 min

incubacion

Western Blot

Las muestras de mitocondrias preparadas previaméntéy se usaron para la
separacion de proteinas por electroforesis desnaturalizante en.geles de acrilamida-
bis acrilamida al 12%. Los extractos mitocondriales se cargaroncen los geles que
fueron sometidos a una corriente de 80 V durante 2 h 30 min, usando cemo solucion
de corrida Tris-Na 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF durante 1 h 15 min a 350 mA, utilizando como solucién de transfereneia-Iris-
Na 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 10%, pH 8.3. Posteriormente las membranas
fueron bloqueadas durante 1 h con una solucion de leche descremada al 5% en
buffer de lavado TTNS (Tris-base, NaCl, Tween 20, pH 7.5).
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Terminado el tiempo de bloqueo, las membranas se lavaron 3 veces durante 10
mindtos_con TTNS y se incubaron durante 1 h 30 min a 4°C con el anticuerpo
primario“Total OXPHOS rodent WB antibody Cocktail” (ab110413) diluido 1:500 con
BSA al 3% en TTNS. El otro anticuerpo primario utilizado fue anti-nitrotirosina (NTT,
abcam110282), diluido 1:2000 con BSA al 3% en buffer TTNS. En este caso, la

incubacion fue.durante toda la noche en las condiciones previamente descritas.

El dltimo anticuerpo _primario usado fue anti-VDAC-HRP, que sirvié como control de
carga, diluido 1:100%€n-la soluciéon de BSA y fue incubado durante toda la noche.
Terminado el tiempo degncubacion, las membranas se lavaron 3 veces durante 10
minutos con buffer TTNS y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa, diluido 1:10,000 en solucion de bloqueo, durante 1 h a temperatura
ambiente y en agitacion constante. Concluida la incubacién las membranas se
lavaron 3 veces durante 10 min y«se les agregd el sustrato quimioluminiscente
Western Immobilon (Millipore MA) para finalmente capturar las iméagenes de la
quimioluminiscencia en un+“fetodocumentador ImageQuant LAS500 (General

Electric).

Analisis estadistico

Se utilizo el programa GraphPad Prism version 9.2.0 para‘el analisis estadistico e
ImageJ para el analisis de densitometria de Western Blot ygpara las actividades de
los complejos en los geles nativos. Para comparar la media_entre los grupos se
utilizé una prueba ANOVA con una prueba post hoc de Tukey¥ Una p<0.05 se

consider6 estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

Evaluaciéon del efecto de la leptina sobre el Trabajo Cardiaco

La primera(parte del estudio consistié en analizar el efecto de la leptina sobre la
funcién cardiaca a\través de la determinacion de las variables frecuencia cardiaca
(FC) la fuerza de”cantraccion (FzaCtra) de los corazones de ratas que fueron

sometidos a diferentes eondiciones (Figura 4).

Los valores de la FC se mantuvieron estables y sin diferencias durante los primeros
quince minutos de perfusioh-para todos los grupos; posterior al periodo de isquemia
de 30 minutos, la FC del grupe’lR-se mantuvo estable en comparacion al grupo Ctrl.
Sin embargo, se observo una tendencia al aumento durante la reperfusion en el
grupo IR+Lep comparado con los grupos Ctrl e IR (Figura 4A). Con respecto a la
FzaCtra se mantuvo estable enstodos los grupos experimentales (Figura 4B). Por
altimo, observamos que el trabajo-cardiace/disminuyd de manera significativa en el
grupo IR+LEP respecto al control.posterioriala .isquemia (minuto 80), esto sugiere

el efecto dafino de la leptina.
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Figura 4. Efecto de la leptina sobre la funcién cardiaca. Los grafices muestran: A) la
frecuencia cardiaca (latidos por minuto) de los grupos experimentales; B)“la fuerza de
contraccion (FzaCtra en mmHg) de los grupos experimentales y, C) el trabajo cardiaco,
resultado de la FC por FzaCtra de los corazones de los diferentes grupos expefrimentales;
(n=3); * p<0.05 vs Ctrl.
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Efecto de la leptina sobre la actividad de los complejos mitocondriales

Uno de los objetivos principales de esta investigacion fue determinar la actividad de
los complejos mitocondriales, en especifico de los complejos I, 11 y IV. Se obtuvieron
los siguientes yesultados: en caso de los complejos | y IV no se encontraron
diferencias enlas.actividades en las diferentes condiciones experimentales (Figura
5Ay C). Por el contrario, se observé una tendencia a la disminucion la actividad del
complejo Il en el grupo’'IR (Figura 5B), se encontrd con una p=0.094, este patron de
disminucién no se presento en el grupo IR+Lep. En el caso de los complejos 1l y V,

no se realizaron las determinaciones por limitaciones técnicas.
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A) COMPLEJOI

H Control
m IR
H IR+Lep

B) COMPLEJOIII

C) COMPLEJO IV

Figura 5. Determinacion de la actividad de los complejos mitocondriales |, Il y IV. En
la figura se muestran; A) un gel representativo donde se determind la actividad del complejo
| y el grafico con los resultados de las densitometrias obtenidas de tres e€xperimentos
independientes; B) Un gel donde se determind la actividad del complejo Il y su grafico
respectivo; C) Un gel donde se determind la actividad del complejo IV y el grafico
correspondiente. Las gréaficas de barras representan los valores medios de la intensidad de
la banda medida en pixeles con una; n=3. —= banda que se tomoé para el anélisis y que

corresponde a la actividad del complejo correspondiente.
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Expresion de subunidades de los complejos mitocondriales.

Se determiné mediante western blot la expresion de proteinas correspondientes a
subunidades especificas de los complejos mitocondriales; estas fueron: las
proteinas NDUFB8 para el complejo |, 5SDHB para el complejo I, UQCRC2 para el
complejo Ill, MTCO1 para el complejo IV y ATP5A para el complejo V (Figura 6).
Como primer resultado, se observd que la expresion de la proteina NDUFB8
presentd una tendeneia al aumento en las diferentes condiciones experimentales,
sin llegar a ser significativo. EI complejo 1l no mostré cambio alguno, mientras que
el valor medio del complejo Il aumento, sin llegar a ser significativo para los grupos
IR e IR+LEP respecto al grupo Citrl.

Por otra parte, se encontré un aumento significativo en la cantidad de proteina del
complejo IV (MTCO1) en el grupo’IR, en el caso del complejo V se encontré un
aumento del valor medio sin llegar a\Ser significativo. Este incremento también se
observo para el grupo IR+Lep.sin llegar a ser estadisticamente significativo en
ambas condiciones experimentalés (Figuras).
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Figura 6. Determinacion de expresion de las subunidades de las\.complejos
mitocondriales I, Il, lll, IV y V. En la grafica se muestra una imagen representativa y las
barras que representan la intensidad de las barras (la cantidad de proteina) de A)NUDFBS8
del complejo | en mitocondrias aisladas de corazon. B) Proteina SDHB del compleje’l};=C)
proteina UQCRC2 del complejo IlI; D) proteina MTCO1 del complejo IV y E) proteina ATP5A

del complejo V. para todos los grupos n=3; *p<0.05.
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Nitrosilacién de proteinas

Finalmente, se analiz6 la presencia de proteinas nitrosiladas como indicador
indirecto’del dafo oxidativo a estas biomoléculas. En este sentido, se observo un
aumento deeste indicador en el grupo de IR, un resultado esperado, ya que se ha
reportado en nunierosos estudios que el Oxido Nitrico (NO) es producido durante la
isquemia. Sin embargo, al momento de hacer el andlisis entre los grupos no se

encontro diferencia‘significativa (Figura 7).

I Control
NITROTIROSINA M R
M IR+Lep
2.5+
Ctrl IR IR+LEP
Ctrl IR IR+LEP

NTT/VDAC

Figura 7. Evaluacion de la nitrosilacion de proteinas. Endaparte inferior de la gréfica se
muestra una imagen representativa de una membrana de western blot del control de carga
VDAC y la banda correspondiente a proteinas nitrotirosiladas (NTT). La grafica representa

el nivel de expresion normalizado utilizando el grupo Control como referencia; n=3.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto deletéreo que puede tener la leptina
sobre la funcién cardiaca y particularmente su efecto sobre la cadena transportadora
de electrones) mitocondrial, utilizando como modelo experimental corazones
aislados de ratas.adultas, sometida a un evento de IR en presencia de una alta
concentracion de’leptina (3.1 nM, 50 ng/mL). Se utilizdé un sistema de Langendorff
para corazén aislade,_en el que se puede emular un infarto, con la ventaja
experimental de que es tedo el érgano el que sufre de la pérdida de suministro de

oxigeno y nutrientes por tin tiempo determinado.

La leptina es un péptido produeido y liberado principalmente por los adipocitos, por
lo que su concentracién aumenta en personas con obesidad®?. Cabe sefialar que la
obesidad es considerada como un factor de riesgo modificable para el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares (ECV).

Ademas de su efecto en el contrel del apetito,.se ha descrito que la leptina aumenta
la presion arterial mediante activacion del sistéma nervioso simpéatico y que tiene un
efecto pro-hipertréfico directamente’ sobre el miocardio?. Ademas, en un estudio
mediante la inyeccion intraventricular-de- leptina _se demostr0 que provoca el
aumento en la frecuencia cardiaca?!. Por otra parte, el aumento de la mortalidad en
relacion con la presencia de obesidad puede ser explicada por la interaccion

neuroendocrina de la leptina.

La primera parte de nuestro estudio se centrd en el analisis del.papel de la leptina
sobre la funcion cardiaca en el modelo experimental que emula.un infarto masivo.
Nuestros resultados muestran que la leptina no produjo una disminucion de la
frecuencia cardiaca mayor a la que se determin6 en los corazones con/IR. (Figura
3) ya que en los dos grupos se aprecia una disminucion comparable. En ‘el«caso del
trabajo cardiaco, se observo una disminucién en aquellos corazones sometides a
IR en presencia de leptina, por lo que pudimos observar un efecto adicional al dafio

propio de la isquemia-reperfusion. Este tipo de efecto fue reportado anteriormente
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por nuestro grupo de investigacién aunque en condiciones de exposicion a la leptina

sin realizar el periodo de isquemia’.

La mitocendria es un organelo de gran importancia, ya que es el sitio donde se lleva
a cabo la fosforilacion oxidativa, un proceso metabodlico que genera alrededor del
80-90% del ATP celular®. Este proceso es realizado por una serie de complejos de
proteinas localizadas en la membrana interna de la mitocondrial, que se conocen
como: complejos 4 1L 111, IV y V; también conocidos en su conjunto como CTE. En
el cardiomiocito, la mitoeondria representa un 20-40% del volumen celular debido a

la alta demanda energética del corazon®.

Se ha estudiado la importancia de los complejos mitocondriales en diferentes
enfermedades cardiovasculares;~por ejemplo, Marin y cols., describen que en un
ambiente de isquemia miocardicashay una disminucion del flujo de electrones en la
cadena transportadora de electronesyprovocando una disminucion en la sintesis de

ATPS®, lo que podria comprometer la funcion de la célula y del érgano.

En nuestros resultados obtuvimaes,-que da~actividad del complejo Il disminuyo
significativamente en el evento de-isquemia-reperfusion, lo que podria explicar la
caida del trabajo cardiaco por una<“disminucion’ en la produccion de ATP, sin
embargo éste no se cuantificé y solopodemos_proponerlo como una posible

explicacion para los resultados.

En el mismo sentido, no detectamos un efecto adicionalde-a leptina, aunque los
valores medios son menores al grupo Control, aumentaron y dejaron de ser
significativos, sugiriendo un efecto protector al menos en fa’actividad de este
complejo. Con respecto a la actividad de los otros dos complejos analizados, el | y
IV, no se detectaron diferencias entre los grupos, lo que resulta desconcertante
debido a que se esperaria que al menos la IR tuviera un efecto mas dafilnassobre la

funcionalidad de estos complejos.

Aungue no se realizo la determinacion de la actividad de los complejos Il y 'V por
limitaciones técnicas, podemos concluir con base a estos resultados que la leptina

no aumenta el efecto dafino de la IR sobre la actividad de la CTE.
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De manera complementaria, se cuantificé la presencia de diferentes proteinas
repreésentativas de los diferentes complejos mitocondriales, de los que se observé
un aumento en la expresion de los complejos IV y V en las condiciones de IR, lo que
podemoss€xplicar como una respuesta de proteccion para mantener la funcion que
fue afectada (aunque solo la actividad del complejo Il disminuyé significativamente).
Es conveniente‘recalcar que los resultados de la determinacion de las actividades
enzimaticas no._corresponden con los cambios en la cantidad de proteina
cuantificada por western blot, lo que podria explicarse por el tiempo tan corto desde
el evento de IR hasta.el'momento en que se procesaron los tejidos (una hora). Lo
cual pudo no ser suficiente para detectar una respuesta que implicara cambios en

la sintesis de proteinas.

En este sentido, la principal discrepancia puede apreciarse en los resultados del
complejo Il y IV, ya que mientras lasactividad disminuyo claramente en el grupo de
IR para el primero, la cantidad deproteinas no cambio; mientras que, para el
segundo, aumento la expresién, mientras-que la actividad mostré una tendencia a
disminuir. Este resultado puede responder@aldafio provocado por el estrés oxidativo,
que afectaria la actividad, mientras-que el aumento en la cantidad representaria la
respuesta compensatoria de la células

Esto ultimo tiene relacion con los resultades de la nitrosilacion de proteinas (Figura
7), que es una alteracion asociada a la presencia de €strés oxidativo y que puede
afectar la actividad de las proteinas, principalmente aquellas-que tienen una funcién
enzimatica. Aunque los resultados comparados entre® grupos no arrojaron
diferencias significativas, se puede apreciar en el caso de la imagen representativa,
un claro aumento en la cantidad de proteinas nitrosiladas, como resultado de la IR.
Estos resultados refuerzan el conocimiento general que se tiene“sobre el dafo
oxidativo desarrollado en los episodios de isquemia y reperfusion, aungue no se

pudo apreciar un efecto adicional en el caso de la exposicion a la leptina.

Finalmente, nuestros resultados concuerdan parcialmente con reportes que indiecan
los efectos tanto protectores como perjudiciales de la leptina sobre la funcién

cardiaca. Aunque no podemos demostrar con claridad el efecto de la leptina sobre
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la cadena de transporte de electrones, se puede proponer que la leptina empeora
del dafio ocasionado por la isquemia, sobre todo a nivel del trabajo cardiaco, que
fue uno-de los parametros en los que se observd un efecto de esta hormona.
Algunos aspectos a considerar son que: El tiempo de exposicién a la leptina puede
ser muy corto-(basicamente la hora de reperfusion y los 15 minutos iniciales), por lo
que es posiblesdescartar que los efectos deletéreos se presenten con tiempos de
exposicion mas.largos, incluso la exposicion crénica, como ocurre en el caso de
obesidad. Es necesario hacer notar que una de las limitantes del estudio fue el
namero de corazones.analizados por grupo (n=3). Lo cual podria ser pequefio por
lo que algunos resultados que presentan tendencias, no alcanzaron diferencias

significativas.
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CONCLUSIONES

Nuestros‘resultados confirman el efecto perjudicial de la isquemia sobre la funcién
cardiaca (disminucion del trabajo cardiaco), que empeord en presencia de leptina.
Este resultade’ abre una importante ventana de oportunidades, ya que con las
determinaciones realizadas, no detectamos el origen de este efecto. En el caso de
la actividad de loss«€omplejos mitocondriales, se observo Unicamente tendencia a la
disminucién de los*€omplejos de los corazones sometidos a IR, en los grupos
experimentales a los “cuales se adiciond leptina se observé una tendencia al
aumento de la actividad en losscomplejos estudiados, lo que podria acercarse mas

a un efecto protector que a un efecto deletéreo.

Interesantemente, los reportes que‘adjudican efectos protectores a la leptina, suelen
ser en modelos con tiempos de exposicion cortos. Para poder responder a esta
incégnita, necesitamos un modelo de.exposicidn que permita una exposicidon mas

prolongada.

Aunque nuestros resultados sugiefen que Ja leptina podria tener un efecto
cardioprotector contra la lesion provecada por_IR_miocéardica (sustentado por el
aumento en el complejo 1V), es necesario ampliar el estudio a la actividad del
complejo V, para determinar si en la parte<inal de la<fosforilacion oxidativa no hay

un efecto nocivo sobre el ensamblaje de la ATP sintetasa’y sobre la sintesis de ATP.
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