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RESUMEN

Antecedentes: La obesidad es un problema de salud a nivel mundial, alcanzando
proporciones-epidémicas, su importancia radica en su impacto negativo sobre la
calidad de vida y su relacion con la aparicion de enfermedades cardiovasculares. La
leptina es un péptido de 16 kDa, producido principalmente por el tejido adiposo. Se ha
reportado que induee un aumento en la expresion de proteinas pro-apoptéticas,
alteraciones mitocondriales y un efecto pro-hipertrofico sobre los cardiomiocitos. Este
trabajo analiza el efecto’de.una concentracion alta de leptina, concentracion similar a
la que presentan personas.con obesidad, sobre corazones de rata que fueron
sometidos a un episodio de_isquemia/reperfusion para evaluar el rendimiento del
corazon, la hipertrofia y la activacion de la apoptosis

Metodologia: Los corazones de rata)fueron perfundidos con o sin 3.1 nM de leptina
durante 60 min previo a un periodo de“isquemia de 45 min y 60 min de reperfusion. El
trabajo cardiaco se evalud previo a da preparacion de los homogenizados y al
aislamiento de mitocondrias. Se determinaron_por western blot la actina cardiaca, el
receptor de leptina Ob-R, tSTAT3/y pSTAT3y, las proteinas relacionadas con
apoptosis Bax, Bcl-2, citocromo ¢ y Cagpasa 3.

Resultados: En nuestros resultados, (la/ leptina” redujo la recuperacion de los
corazones después del periodo de isquemia, reflejandose en una frecuencia cardiaca
disminuida; no se evidencio el efecto de la leptina como inductor de hipertrofia
cardiaca, pero si su efecto como activador de los mecanismos apoptéticos, con un
aumento en la relacion Bax/Bcl-2 y en la liberacion de citocromo.¢”de la mitocondria al
citosol.

Conclusiones: Nuestros resultados apoyan el efecto perjudicial de la‘leptina sobre la
funcion cardiaca, desde el inicio de la perfusién y posterior al periodo isquémico,
ademas de que amplifica la sefializacién apoptotica a través de la via mitoeandrial.
Palabras calve: Leptina, Apoptosis, Obesidad, Hipertrofia cardiaca, lesién por

Isquemia-reperfusion.



ABSTRACT

Background: Obesity is a global health problem, reaching epidemic proportions, which
have a «negative impact on quality of life and is associated with the onset of
cardiovasculardiseases. The 16 kDa peptide leptin, is mainly produced by the adipose
tissue but is also synthesized by different tissues like heart. Within its effects, an
increase in the expression of pro-apoptotic protein, mitochondrial abnormalities and a
pro-hypertrophic effect’on cardiomyocytes have been described. This study analyzes
the effect of a high concentration of leptin —concentration that usually is present in
people with obesity- on rat’hearts subjected to an episode of ischemia/reperfusion, and
evaluate the heart perform,“hypertrophy and apoptosis activation

Methods: rat hearts were perfused with or without 3.1 nM of leptin for 60 min before
45 min of ischemia and 60 min ef reperfusion. Cardiac performance was evaluated
before the preparation of homogenates and isolation of mitochondria. Cardiac actin,
leptin receptor, tSTAT3, pSTAT3 and the apoptosis-related proteins Bax, Bcl-2,
cytochrome c and caspase 3 were analyzed by western blot.

Results: In our results, leptin worse)the recevering of hearts after ischemia period,
reflecting a lowered heart rate; the effeet of leptin as an inducer of cardiac hypertrophy
was not evident, but its effect as activator of apoptosis, with an increase in the Bax/Bcl-
2 ratio and releasing of cytochrome c to the cytosol was identified.

Conclusions: Our result support the deleterious effect_of, leptin on cardiac function,
from the beginning of the perfusion and after the ischemia périod; leptin also amplifies
the apoptotic signaling through the mitochondrial pathway.

Keywords: Leptin, Apoptosis, Obesity, Heart hypertrophy, Ischemia-reperfusion injury.



1. INTRODUCCION

La obeésidad es un problema de salud a nivel mundial, su importancia radica en el
impacto fhiegativo que tiene sobre la calidad de vida y salud de las personas, ademas
del aumentosde su prevalencia mundialmente, alcanzando proporciones epidémicas?.
Proyecciones #hechas por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCED)’en 2017, estima un aumento constante de la obesidad en paises
como Estados Unides; México, Chile y Canada. En el afio 2016, Estados Unidos ocupo
el primer lugar de obesidad en adultos a nivel mundial, con 40%, seguido por Chile con
34.4% y en tercer lugar México con 33.3%?2. De acuerdo con el Instituto Nacional de
Salud Publica (INSP) se define a la obesidad como una enfermedad croénica
multifactorial en la que estan invelucrados aspectos genéticos, ambientales y de estilo
de vida, que favorecen una acumulacion excesiva de grasa corporal®. El indice de
masa corporal (IMC) se utiliza para clasificar el grado de obesidad de una persona. Se
calcula dividiendo el peso de”“la persona (kg) por el cuadrado de su talla (metros
cuadrados) (kg/m?). Un adulto eon un IMC .igual o superior a 25 se considera con
sobrepeso y un IMC igual o superior /a 30 se‘Considera con obesidad. Por su parte la
obesidad se clasifica en 3 grados de aeuerdo con el IMC. Un IMC 30-34.9 se considera
obesidad grado I, un IMC 35-39.9 es obesidad grado’ll y un IMC 240 para la obesidad
grado IlI*. La obesidad se considera el principal factor de riesgo para desarrollar
enfermedades como dislipidemias, DMT2, hipertensiény arterial y enfermedades
cardiovasculares (ECV)®. En las ECV asociadas con la obesidad, se producen cambios
estructurales y funcionales que conducen un estado de inflamacion sistémica cronica,
con remodelacion cardiaca que conlleva a disfuncién de los cardiomiocitos®: .

Diversos mecanismos son considerados como responsables de los)efectos de la
obesidad en el sistema cardiovascular, tales como aumento de citocinas con actividad
vascular, estrés oxidativo (EO), activacion de apoptosis, entre otras. Se ha demostrado
una correlacion positiva en la que el cuerpo humano responde y se adapta‘al exceso
de ingesta caldrica, aumentado sus necesidades metabdlicas’ y hemodinamicas
impuestas por la ganancia de peso corporal®. Aqui se presenta una correlacion directa
entre la obesidad y el tejido adiposo (TA), a nivel celular, los adipocitos incrementan

en namero y tamafio produciendo asi, alteraciones en su estructura y su funcién, estas



alteraciones desempefian un papel muy importante en la patogenia de la obesidad’.
El TA“es un 6rgano endocrino que secreta diversas hormonas llamadas adipocinas,
dentro dé las que se incluyen a la leptina, la adiponectina® ° y la resistinal®. La leptina
es un péptido de 16 kDa que estructuralmente pertenece a la superfamilia de
citoquinas tipo’ 1'% 1, Se reconoce su accién en los tejidos periféricos que estan
implicados en diferentes sistemas metabolicos como, en la homeostasis de la glucosa
y de los lipidos, “en~las funciones neuroendocrinas, en la regulacion del balance
energético, la angiogénesis, la inflamacion, entre otros'?'4. En la obesidad, la leptina
se encuentra elevada €omo mecanismo para ayudar a la regular el balance de
energia®®. La secrecion de Ja léptina es directamente proporcional al total de TA en el
cuerpo?®. Dentro de sus efectos cardiovasculares, se encuentran la regulacion de
sistemas como la presion arterial, la agregacion plaguetaria, la formacion de trombos
y la respuesta vascular a la inflamacion®®. Se ha reportado que la leptina induce un
aumento en el trabajo cardiaco, mediante el aumento de la frecuencia cardiaca (FC) y
fuerza de contraccion (FContr)..-.En eorazones, sometidos a una perfusion con
concentraciones elevadas de leptina, se ‘démostré un aumento en la expresion de
proteinas pro-apoptéticas concluyéndo que sdrge_por alteraciones mitocondriales lo
cual estad asociado con un efecto” pro-hipertrofico de la leptina sobre los
cardiomiocitos!’. La mitocondria participa en diversos-procesos para la regulacion de
la homeostasis celular, uno de ellos, es la dinamica mitocondrial; aqui, existen ciclos
donde la mitocondria puede entrar a estados de fision.(divisién) y/o fusion, estos
eventos se relacionan en la proliferacion, apoptosis, la integridad del ADN mitocondrial
y en la regulacién del calcio mitocondrial*®. La funcién mitocondrial’es un determinante
importante de la contractilidad miocérdica; estudios recientes, ‘hah demostrado que
cambios estructurales en la mitocondria pueden ser relevantes_en‘a disfuncion
cardiaca inducida por isquemia/reperfusion (I/R)!8. Con este trabajo/se pretende
analizar la participacion de la leptina en un evento fisiopatolégico experiméntal como
lo es la I/R cardiaca, que emula un infarto y analizar sus efectos sobre la actividad de

las proteinas reguladoras de la apoptosis y de la dinamica mitocondrial.



2. MARCO TEORICO

2.1. _Ohesidad

o Definicion

La palabra obeso tiene sus origenes a mediados del siglo XVII, proviene del latin
obésus, ob-que‘abarca todo, y esus-comer, es decir " alguien que se lo come todo"?°
La Organizacion.mundial de la Salud (OMS) define al sobrepeso y la obesidad como
una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud?,
mientras que el Centro_para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) define como obesidad al peso que es mas alto
de lo que se considera saludable para una altura dada?°.

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD, por sus siglas
en inglés) define al sobrepeso”y“a la obesidad como la condicion en la cual los
habitantes tienen un peso excesivo.que representa riesgos para la salud, debido a la
alta proporcion de grasa corporal®®.

El Instituto Nacional de Salud.Publica’\(INSP) indica que la obesidad es una
enfermedad crénica multifactorial.en,la que_estan involucrados aspectos genéticos,
ambientales y de estilo de vida, que/condicionan una acumulacion excesiva de grasa
corporal.

La Asociacién Americana de Endocrinéloges Clinicas (AAEC) y el Colegio Americano
de Endocrinologia (ACE) definen a la obesidad como, una enfermedad crénica
caracterizada por procesos fisiopatolégicos que aumentan la cantidad de tejido
adiposo y puede aumentar la morbilidad y la mortalidad. Esta acumulacién es el
resultado de una compleja interaccion de multiples factores biotégicos (p. €j., genes de
susceptibilidad), factores ambientales (p. ej., consumo de dietas hipercaléricas) y
factores conductuales que determinaran la gravedad de la enfermedad, los impactos

para la salud y el desarrollo de las complicaciones??.



2.2. ~Clasificacién de la obesidad de acuerdo al IMC

El IMC es un valor que se utiliza para clasificar el grado de obesidad de una persona.
Se calcula dividiendo el peso de la persona (kg) por el cuadrado de su talla (metros
cuadrados) (Kg/m?). Un adulto con un IMC igual o superior a 25 se considera con
sobrepeso y con un IMC igual o superior a 30 es considerado obeso. Por su parte la
obesidad se clasifiea en 3 grados de acuerdo con el IMC. El grado | corresponde a un
IMC 30-34.9, el grado‘ll a un IMC 35-39.9 y para el grado lll, el IMC 240%. En la Tabla
1 se muestra la clasificacion de la obesidad basado en el IMC segun la OMS, asi como
el riesgo que implica para la salud. Un IMC =25 kg/m2 se asocia a una mayor
probabilidad de complicaciones relacionadas con la obesidad y el riesgo de progresar

a estadios mas avanzados de @besidad?3.

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad por IMC segun la OMS.
CLASIFICACION IMC (kg/m?) COMPLICACIONES /RIESGO A LA SALUD

Peso normal 18.5-24,9° _ _Sin complicaciones / promedio

Sobrepeso 25-29.9 Sin complicaciones

Obesidad Grado | 30-34.9 1.0 mas (E€V, DMT2, HAS, DIS, HGNA, AS,
(Moderada) OT, ERGE) /.aumento moderado

Obesidad Grado |l 35-39.9 1 o méas (ECV, DMT2, HAS, DIS, HGNA, AS,
(Severa) OT, ERGE) / aumento,severo

Obesidad Grado Il 240 1 o méas (ECV, DMT2,HAS, DIS, HGNA, AS,
(Mérbida) OT, ERGE) / aumento muy severo

Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; ECV: Enfermedad Cardiovasculaf, DMT2: Diabetes Mellitus
Tipo 2; HAS: Hipertensién Arterial Sistémica; DIS: Dislipidemias; HGNA: Higado ‘graso, no alcohdlico; AS:
Apnea del suefio; OT: Osteoartritis, ERGE: Enfermedad de Reflujo Gastroesofagico.
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2.3. /"Laobesidad como un problema de salud a nivel mundial

La obésidad es una epidemia de rapido incremento en todo el mundo alcanzando
proporciones de epidemia en paises occidentales?!; es la segunda causa de muerte
prevenible después del consumo de tabaco?*. De acuerdo con reportes de la OMS
desde el afio 1975 la prevalencia de la obesidad se ha triplicado en todo el mundo. En
el 2016 habia méas«de 1900 millones de adultos que tenian sobrepeso, de los cuales
650 millones tenian-obesidad, representando alrededor del 13% de la poblacion adulta
en todo el mundo (11% hembres y 15% mujeres). De la misma manera la prevalencia
de sobrepeso y obesidad’se incrementa en nifios y adolescentes (5 a 19 afios), del 4%
en 1975 a mas del 18% en.€l 20164, alcanzando hasta un 25% de la poblacién en
paises desarrollados?®. El sobrepeso y la obesidad se consideraban como un problema
propio de los paises de ingresos‘economicos elevados, pero en la actualidad ambos
trastornos aumentan también en los-paises con bajos y medianos ingresos®.

Las proyecciones hechas pora’OCED en 2017 estiman un aumento constante en la
prevalencia de obesidad hasta el’2030 (Figura 1). Se espera que la obesidad siga en
aumento en paises como Estados Unidos de” América (EUA), México e Inglaterra en
donde se proyecta que el 47%, 39% Vy.35% de la pablacion, respectivamente padecera
obesidad. Las tasas de proyecciones-de~obesidad estiman que aumentaran mas
lentamente para Canada con 29% con respecto a EUAy México. Por el contrario, para
Suiza y Corea del Sur se espera un aumento lento de 9% y 9% respectivamente?®.
Actualizaciones de OCED del aflo 2018, sobre las proyecciones de las cifras de
prevalencia de sobrepeso y obesidad (Figura 2) estiman quey; uno de cada cinco
adultos padecen obesidad en paises miembros de la OECD/AEUA, Reino Unido,
México, Canada, Chile, Nueva Zelanda, Espafia, Francia, Italia, Japon; Corea, Brasil,
Chile, Turquia, Australia, entre otros), también se report6 que en el afio.2016,el primer
lugar de obesidad a nivel mundial en la poblacion de mayores de 15 afiosyera ocupado
por EUA con 40%, segundo lugar Chile con 34.4% y tercer lugar México Con 33.3%,
seguido por Nueva Zelanda (32.2%), Canada (28.1%) y Reino Unido (26.2%),los datos
auto-reportados de Colombia indican 20.9%; los paises con menor prevalencia“de

obesidad en adultos son Japoén (4.2%) y Corea del Sur (5.5%)>.
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Figura 1. Tasas proyectadas de obesidad al afio 2030.

Modificado de: OECD OBESITY UPDATE 2017. Analysis of national health survey data.
http://www.oecd.org/health/health<systems/Obesity=Update-2017-Figure-5-Projected-rates-of-

obesity.xls. Abreviaciones: EUA: Estados-Unidos de' América.

En México la prevalencia ha aumentado.significativamente desde 1980, afectando en

la actualidad a mas del 30% de la poblacién adulta, este aumento se puede atribuir al

aumento en el consumo de alimentos con alto contenido, calérico y a un estilo de vida

mas sedentario. Reportes de la OCED del afio 2016 (Figura 3), mostraron una mayor

prevalencia de obesidad en mujeres que en hombres siendo 10.9% mas en mujeres

gue en hombres, mientras que en los paises con menor prevalencia de obesidad como

Corea de Sur sucede todo lo contrario, con 0.9% mayor en hombres que en mujeres y

en Japon es 0.5% mas en hombres?. Un estudio realizado por Rtveladze K et al

(2014)?7, en el cual se analiz6 la prevalencia de la obesidad en México, pronosticaron

gue para el afio 2050 la obesidad aumentara a 54% y 57% para hombresy mujeres,

respectivamente, y la prevalencia de sobrepeso sera de 34% para cada categoria®’.
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Figura 2. Obesidad en Adultos 215 afios (2016 o el afio mas reciente)?.

Modificado de Fuente: OCDE (2018). @ECD Health Statistics 2018. (Acceso 06 Febrero 2019)
https://stats.oecd.org/Index.aspx?DataSetCode=HEALTH_LVNG. Abreviaciones: EUA: Estados

Unidos de América.
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https://stats.oecd.org/Index.aspx?DataSetCode=HEALTH_LVNG. Abreviaciones: EUA:. Estados
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Un analisis sistematico realizado de 1990 al 2010, estimd que el sobrepeso y la
obesidad se asocian mundialmente con 3.4 millones de muertes?®, ademas de que en
nifios cen ebesidad aumenta el riesgo de muerte prematura®. La obesidad afecta las
funciones moermales del cuerpo y se ha convertido en un problema de salud publica
importante. ‘En _el afio 2014 en EUA se estimé que los costos médicos anuales
asociados con la obesidad fueron de $1901.00 USD por persona, extrapolandolo a
nivel nacional, el costo fue de $149.4 billones USD?3?, también se estimé que los costos
de la obesidad, si se padece esta desde los 20 afios de edad, es de $23,123.00 USD
y si es desde los 65 afgs, el costo es de $19,022 USD3%32, En Europa en el afio 2011
el costo total fue equivalente al 0.47%-0.61% del producto interno bruto3,

Los reportes de encuestas fealizado por DiBonaventura M. et al., (2018)34, en los
cuales se entrevistaron a 2511 adultos mexicanos mayores 18 afios de edad, con un
porcentaje de hombres (50.62%) yimujeres (49.38%) con un rango de edad entre 40-
66 afos, clasifico a los individuos por-su IMC, reportando a los de bajo peso: 35
(1.39%), los de peso normal: 901.(35.88%), sobrepeso: 962 (38.31%), obesidad tipo I:
425 (16.93%), obesidad tipo II: 132)(5.26%), y, obesidad tipo Ill: 56 (2.23%). Un total
de 826 individuos encuestados (32:90%) infermaron tener DMT2, 900 encuestados
(35.84%) informaron tener hipertension’y 454 (18:08%) informaron ambas afecciones.
Los encuestados que se clasificaron enfobesidadipe. |, y que presentaban DMT2 e
HAS, presentaron mas visitas a la sala de emergencias-€n los ultimos 6 meses que los
encuestados con peso normal. También se reportd_.que los costos en salud
aumentaron de $2,422 MXN (peso normal), a $2,614 MXN (sobrepeso), a $2,993 MXN
(obesidad tipo 1) y a $3,317 MXN (obesidad tipo 11-111)34,

Rtveladze K. et al, (2014)?’ report6 que, en México los costos de 'salud estimados en
el afio 2010 para la obesidad con la presencia de comorbilidades propias, fueron de
$806 millones USD y con el aumento de la prevalencia estimada de obesidad para el
2050, el costo podria aumentar a $1.7 mil millones. También se reportd que se espera
gue para el afio 2050 se presenten aproximadamente 12 millones de casos de diabetes
y 8 millones de casos de enfermedad cardiaca?’.

Estos datos demuestran que el sobrepeso y la obesidad representan un problema.de

salud publica a nivel mundial y de manera sobresaliente en México. Ademas de la
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rapidez con la que aumenta su prevalencia, en paises en desarrollo y desarrollados,
esta~st_asociacion como el principal factor de riesgo para desarrollar comorbilidades
incluyendo;, resistencia a la insulina (RI), DIS, DMT2, HAS, ECV, HGNA, enfermedad
renal crénica<(ERC), OT, ciertos tipos de cancer, apnea obstructiva del suefio y otros
sindromes de" hipoventilacion, que afectan la funcién cardiovascular, entre otras
afecciones, y qué incrementan de manera importante la mortalidad?®3>36, disminuyen
la calidad vida relacionada con la salud en las personas con sobrepeso y obesidad en
comparacion con aquellas con un peso normal y representan un impacto profundo en
la economia del sistema de salud mexicano. En México un andlisis de transicion
epidemioldgica del 2015 mostré6 que las enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) dentro de las cuales'se‘encuentra la DMT2 e HAS causaron 75% del total de

las muertes3’.
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2.4. /La obesidad como factor de riesgo para desarrollar enfermedades

cardiovasculares

La obesidad es considerada como uno de los principales factores de riesgo modificable
para desarrollar ECV de acuerdo con la Asociacion Americana del Corazén (AHA).
Esta ampliamente.demostrado que la obesidad se relaciona con diversas ECV, como
la enfermedad “vascular ateroesclerética, insuficiencia cardiaca (IC), hipertrofia
ventricular izquierda (HVI1), HAS, accidente cerebrovascular, fibrilacion auricular (FA),
arritmias ventricularesgentre otras®%23°, Diversos estudios epidemiolégicos realizados
en los ultimos afios concluyen_ que el riesgo para ECV asociado a la obesidad, sigue
presente aun cuando otros factores de riesgo disminuyen o son modificados, lo que
evidencia que la obesidad por sf\misma es un predictor independiente de ECVS.

En las ECV, las alteraciones tanto estructurales como funcionales que son inducidas
por la obesidad, estdn mediadas ‘por\mecanismos tanto directos como indirectos
produciendo una remodelacién’ cardiaca®®, L os mecanismos directos, son los que el
sistema cardiovascular lleva a-€abo. para adaptarse al exceso de grasa corporal,
incluyendo la accién de las adipocinas#Como agentes pro-inflamatorios y la
homeostasis vascular que resulta en un_estada pro-inflamatorio y pro-trombaotico. Por
su parte, los mecanismos indirectos; sestdn ‘mediados por factores de riesgo
concomitantes de ECV, como RI, HAS, DMT2, adipasidad visceral, y dislipidemias®3,
Existen multiples mecanismos responsables de los efeetos adversos de la obesidad
sobre el sistema cardiovascular (SCV)’, se trata de una\interaccion compleja de
factores hemodindmicos, neuro-humorales y metabolicos, ademas de inflamacion y
EO que contribuyen a la apoptosis celular, la hipertrofia y la fibrosisintersticial®. Todas
estas condiciones contribuyen a amplificar la morbilidad y la mortalidaden este tipo de
pacientes®. Anteriormente se consideraba al TA como un sistema de almacenamiento
de energia, pero actualmente se reconoce su papel como un 6rgano ‘endecrino que
sintetiza hormonas llamadas adipocinas; moléculas activas que poseen. efectos
protectores para el miocardio?®. En la adiposidad visceral, donde se encuentra un
indice de circunferencia de cintura aumentado, se asocia con 29% de muerte porECYV,

27% con infarto de miocardio y con un 35% para mortalidad total®.
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o Enlaces fisiopatolégicos entre la obesidad y las enfermedades
cardiovasculares

Dentro de los mecanismos que ya estan bien descritos, se sabe que cuando aumenta
la cantidad-de grasa corporal (adiposidad) surgen anormalidades metabdlicas que
aumentan la\resistencia vascular por la activacion neuro-humoral, como en el caso del
sistema renina ‘angiotensina aldosterona (SRAA), la activaciéon simpdética, la
hiperleptinemia y*les\factores de crecimiento®4°. Estudios realizados en modelos
preclinicos de animales ‘obesos han demostrado que existe un estado de inflamacién
sostenida, que induce aunadisfuncion diastélica?®. También se han realizado estudios
en personas con obesidad para corroborar si existe una respuesta de inflamacién
sistémica cronica y se encontro-que hay un aumento de leucocitos y diversas citocinas
pro-inflamatorias como la proteina C reactiva y las que son producidas por el TA, como
las interleucina 6 (IL-6), IL-18, IL-1k;y)el FNT-a*%42, asi también como la expresion de
factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B) y
Factor de Crecimiento Nerviogo-(FCN)®%29 resistina, proteina de unién a retinol 4
(RBP-4), lipocalina 2 y proteinalde tipo angiopoyetina 2 (ANGPTL2), que ejercen
efectos aterogénicos®, ademas de que el prepio. tejido cardiaco puede expresar de
manera aumentada citocinas pro-inflamatorias «y factores de crecimiento pro-
fibréticos®.

La integridad y la correcta funcion del TA son aspectos‘relevantes para determinar el
riesgo cardiometabdlico. ElI TA regula el exceso de grasa proveniente de la dieta y
también determina si la homeostasis metabdlica se mantiene o se produce un estado
de inflamacién sistémica de bajo grado con una RI, dando como resultado
consecuencias cardiacas deletéreas. Es bien sabido que el TA.interactia con otros
organos como el cerebro, higado, corazén, masculo esquelético a través'de moléculas
de sefalizacion, por lo que cuando hay un aumento del TA surgen conseguencias tanto
a nivel local como sistémico: localmente se pueden desarrollar inflamagion, hipoxia,
fibrosis, alteracion en la secrecion de adipocinas y una funcion mitocondrial alterada;
las consecuencias sistémicas comprenden una RI, un metabolismo anormal de la

glucosa y los lipidos, estado pro-inflamatorio y pro-trombocito a una disfuncién
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endotelial, aumentando el riesgo de padecer las comorbilidades mencionadas
anteriormente®.

En condiciones de un balance energético adecuado, los adipocitos secretan
adipocinas.anti-inflamatorias que promueven la sensibilidad a la insulina y poseen
efectos cardioprotectores y anti-aterogénicos®; pero en estados avanzados de
obesidad, el TA ‘sufre una mala adaptacion a la expansion, primero los adipocitos
sufren una hiperplasia,estimulada por el reclutamiento y la proliferacién de precursores
adipogénicos, posterioimente los adipocitos sufren una hipertrofia que los vuelve
disfuncionales, produciendoda liberacion de citocinas pro-inflamatorias como la leptina,
este estado de inflamacidn se.intensifica por el reclutamiento de macrofagos al TA que
también son productores de_citocinas e inducen la sintesis de oOxido nitrico (ON),
especies reactivas de oxigeno (ERO) e intermediarios de nitrégenos que refuerzan la
RI, iniciando un circulo vicioso de reéspuesta inflamatoria que favorece el desarrollo de
patologias asociadas a la obesidad;"lo cual implica la desregulacion de otros
mecanismos como la apoptosis,snecresis’ celular y fibrosis, que perpetia asi la

inflamacion sistémica de bajo grado)y la disfncion del TAS”.

o Adaptacion cardiovascular a la obesidads

La obesidad produce cambios hemodinamicos desfaveorables y una amplia gama de
modificaciones inadecuadas tanto en la estructura coma en la funcién cardiovascular®.
Al aumentar la cantidad de peso corporal generalmente también conlleva un aumento
en la masa magra, lo que demanda un mayor flujo sanguineo, que se traduce en un
aumento en el volumen sanguineo total por accién simpética, incrementando
finalmente el gasto cardiaco (GC)®'"43, En la obesidad tipo Il y M*aumenta el retorno
venoso, lo que provoca un aumento de la precarga y la presion” de llenado del
ventriculo izquierdo (VI), dando como resultado que las presiones” arteriales
pulmonares y cardiacas derechas se eleven?. Las demandas de volumen’sanguineo
provocan una disfuncién del llenado diastélico del VI*3. El incremento del(trabajo
cardiaco y la predisposicion por obesidad lleva a una geometria anormal del VI y‘una
inadecuada remodelaciéon cardiaca®?®. La obesidad con una resistencia vasecular

periférica incrementa de manera desproporcionada las dimensiones de las paredes del

18



VI, produciendo una hipertrofia cardiaca (HC) tipo concéntrica del VI*3. También se ha
demestrado que los individuos obesos tienen una contractilidad miocardica disminuida
gue esproporcional al exceso de peso. La hipertrofia del VI produce una disfuncion
diastolica g.-eventualmente una disfuncién sistélica del VI; una combinacion de la
disfuncién sistélica y la diastélica progresan a una IC%2%43, La Tabla 2 resume los
efectos hemodinamicos y las adaptaciones cardiovasculares mas representativas en
la obesidad®.

Tabla 2. Efectos hemodimamicos inducidos por la obesidad y las adaptaciones
cardiovasculares.

Adaptaciones hemodinamieas'y cardiacas estructurales y funcionales asociadas a la
obesidad.

o 1 Volumen sanguineo intravascular
1 Volumen sistdlico (VS).
1 Frecuencia cardiaca (FC)
| Variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC)
1 Gasto cardiaco (GC)
1 Resistencia vascular sistémica (RVS)
1 Presion Arterial (PA)
1 Presion sistolica de la arteria pulmonar (PSAP)
1 Presiones de llenado en cavidades cardiacas’izquierda y derecha
Agrandamiento de la Al
Dilatacion del VI
Hipertrofia del VI (tipo excéntrico o concentrico)
. Llenado diastélico anormal del VI 7\ 4
Abreviaciones: Al: auricula izquierda; VI: ventrieulo izquierdo:
Tomada de Koliaki C. et al. Metabolism. 2019;92:98-107.

o Disfuncion de tejido adiposo y el rol de “fas adipocinas en las
enfermedades cardiovasculares.

En décadas anteriores se consideraba al TA como un depdsito inerte de triglicéridos.
Fue en la década de los 90"s cuando se identifico a la leptina, un factor proteico que
es producido por el TA pero que tiene su accién a nivel del sistema nervieso central
(SNC), dandole a este tejido una funcién endocrina. Actualmente se‘sabe que la
asociacion de la obesidad con la enfermedad metabdlica y ECV depende de la carrecta
funcion y regulacion del TA. Se reconocen diversas funciones que lo relacionan con el
metabolismo de lipidos y de la glucosa, el balance energético, la homeostasis vascular,

la angiogenesis®, con el sistema cardiovascular, entre otras**. Es conocido que el
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adipocito secreta diversas hormonas que son biolégicamente activas, las adipocinas,
donde”se incluyen a la leptina, la adiponectina®® y la resistina®. La leptina es una
proteina‘qué se libera a la circulacion en proporcion con la cantidad de grasa, provee
informacion.seobre el estado nutricional y sobre la grasa subcutanea a centros neurales
gue regulan.Ma. conducta alimentaria, del apetito y el gasto energético®®. La
adiponectina por. su_parte, incrementa la sensibilidad a la insulina y aumenta la
oxidacion de grasaspyresultando en una reduccién de los niveles de acidos grasos
circulantes®.

La concentracion de leptinageneralmente es directamente proporcional con en IMC,
su ritmo circadiano revela niveles maximos en la noche y niveles bajos en la mafiana
y es reciproco al ritmo diurne del cortisol. Ademas, la leptina lleva sefales al
hipotalamo, produciendo la disminucion de la ingesta de alimentos, incrementando el
gasto energético®, aumenta la actividad simpatica, que potencia la trombosis, asi como
la presion arterial y la FC*. La lgptina y la resistina poseen propiedades pro-
inflamatorias, en contraste con Ja.adiponectina que parece actuar como un antagonista
de la leptina y esta correlacionada\negativamente con el IMC, la Rl y con el grado de
hiperinsulinemia®. La desregulacién=de estas hormonas se define como un
desequilibrio entre los compuestos progy anti-inflamatorios reflejando asi la disfuncion
del TA. Con esta informacion se refuerza los.conocimientos sobre el papel fundamental

de las adipocinas en la encrucijada entre la obesidad y.das ECV.
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2.5. Sintesis y modulacién de la leptina

El nombre de la leptina proviene de la palabra griega leptos, “delgado”, en referencia
al efecto” anti-obesidad de la hormona, la cual es atribuida a su funcién fisiolégica
primaria*3. ES el producto del gen OB descubierto en 1994 por Jeffrey Friedman'©. El
gen OB humanag.se localiza en el cromosoma 7q31.3 y consta de tres exones
separados por dosintrones; en el exon 2 y 3 se encuentra la informacién para la
codificacién proteica®®._La leptina es un polipéptido miembro de la familia de las
adipocinas. Como ser menciond anteriormente, las adipocinas son sintetizadas
mayormente por el TA blanco, que es el mas predominante en humanos. Es una
molécula de 16 kDa que estruCturalmente pertenece a la superfamilia de citocinas tipo
I. La leptina actia como partecde un mecanismo de retroalimentacion que indica al
cerebro la cantidad de recursos” disponibles en el cuerpo en funcion de la grasa
corporal®, tiene su accion principal en eNSNC, sobre la conducta alimentaria y el gasto
energético. Actualmente es” reconocida_ como regulador fundamental de la
homeostasis energética, metabelismo de Ja _glucosa y el de los lipidos en los tejidos
periféricos!! adicionalmente la leptina’ también regula funciones neuroendocrinas y del
sistema inmune, la reproduccion, la hematopoyesis, la angiogénesis y la inflamacion.
Una de sus funciones mas estudiadas .es, la regulacion de la ingesta y demanda
calorica, desempefandose su accion central en el hipotalamo para regular el balance
energético'2'3, Para el control de la homeostasis energética en los tejidos periféricos,
la leptina modula directamente la actividad de la proteinainasa activada por AMPK,
e indirectamente modula la sintesis de neuropéptidos orexigénicos/anorexigénicos en
el hipotalamo, lo que conduce a la saciedad y al balance energético'general negativo!’.
El hipotdlamo se encarga de integrar los cambios en las hormonas debTA, hormonas
gastricas, en la ingesta de alimentos y el control de nutrientes. Aqui haysdos subtipos
de neuronas que regulan la ingesta de alimentos: i) neuronas orexigénicas que
contienen neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con Agouti (AgRP), y en
menor grado galanina y grelina; y ii) neuronas que contienen péptidos anorexigénicos
como la pro-opiomelanocortina (POMC), y neuronas que liberan el transcrito regulado
por la cocaina y anfetaminas (CART)*346, Estos mecanismos hipotalamicos son

regulados por el estado energético y varias hormonas circulantes en el torrente
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sanguineo, incluida la leptina. Para disminuir la ingesta de alimentos e incrementar el
gaste~“energético, la leptina requiere la activacion de varios nucleos hipotalamicos
(Figura#4) incluidos el nucleo arcuato (ARC), nucleo hipotalamico ventromedial (VMN)
y el dorsomedial (DMN)4347,
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Figura 4. Efectos pleiotropicos de la leptina.

La leptina actua en el sistema CV directa e indirectamente, no solamente abarca
acciones directas en 6érganos como el rifién, cerebro y la vasculatura, con efectos que
estan implicados en la reproduccion, el metabolismo éseo,~la inflamacion y la
regulacion hormonal, sino que también actla de manera indirécta en la homeostasis
metabdlica del TA, alterando los mediadores y células inflamatorias ‘que tienen sus
efectos sobre el SCV, que resultan en alteraciones en la modulacion’de la funcién
vascular, la FC, el GC. En el hipotalamo la leptina regula la ingesta delalimentos y el
gasto energético*’*84%, VMH: Hipotalamo ventromedial; TA, Tejido adipose; MEC,
matriz extracelular; EO, estrés oxidativo. Imagen modificada de Abel E.D., Sweeney
G. Biochimie. 2012;94(10):2097-2103.
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o Receptores de leptina

El reeeptor de leptina (Ob-R) fue aislado por primera vez en 1995 en el plexo coroideo
de raton’y s€ mostré que el empalme alternativo durante la expresion del gen Ob puede
dar lugar (a~diferentes isoformas de Ob-R, en roedores se han identificado seis
isoformas (Figura 5)°°-°3. Todas las isoformas Ob-R comparten un dominio de unién a
ligandos extracelular (EC) coman de mas de 800 aminoécidos (aa). La isoforma Ob-
Re es un receptorsoluble que posee solamente dominios extracelulares (EC), las
isoformas Ob-Ra, Ob<Rb, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf tienen dominios transmembrana de
34 aa, difieren en el dominiorintracelular que varia en cada una de las isoformas y solo
Ob-Rd tiene dominios intracelulares (ICe) capaces de transducir sefales al interior de
la célula desde la regién citoplasmatica®?, activando la via JAK/STAT. La proteina JAK
es una quinasa que es reguladapor sefiales EC y vias de transduccion de sefales del
sustrato del receptor de insulina ((IRS)/fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K). El Ob-Rb
humano (Ob-Rfl) tiene una secuencia de 1165 aa, mientras que la Ob-Rb de raton de
1162 aa**46, En la porcion EC del-@b-R s&encuentran diversos dominios estructurales
incluyen a citoquina N-terminal,fdominio’ de homologia de receptor 1 (CRH1), un
dominio similar a la de inmunoglobulina (lg), un segundo domino CRH (CRH2), que se
conoce como el dominio de union a la‘leptina y*des dominios de fibronectina tipo 1l
(FN3)%%; en la porcion ICe de Ob-R existen regiones’bex1, box2 y box3, que se asocian
e interactian con diversas vias de sefalizacion descendentes, incluida la de
JAK/STAT. La leptina tiene una alta afinidad a la unidon_eon el homodimero Ob-Rb,
para producir la activacion de JAK253, El dominio box1 intracelular de Ob-R es un
componente critico para la activacion por JAK2%°, Se han des¢rito’cuatro isoformas de
Ob-R transmembrana en humanos (OB-Rfl, OB-R219.1, OB-R21¥9.2 y OB-R219.3),
todas poseen dominios EC, de union a ligando y transmembrana idénticos, pero son
diferentes en la longitud ICe (Figura 6). Se considera que solo la forma_larga (OB-Rfl)
tiene la capacidad de sefalizacién completa del Ob-R activando la via de<JAK/STAT.
Pero también las isoformas cortas pueden estar involucradas en la activaciénge vias
se sefializacion MAP quinasas®*2. En humanos ademas de los cuatro recéptores

anclados a la membrana, se demostré la presencia de una forma soluble del receptor®.

23



a) Ob-Ra Ob-Rb Ob-Rc Ob-Rd Ob-Re Ob-Rf
2 2 2
| =4 ’
]
- ‘- = 1
CRH1 -— — — :2
la-like v 1>
CRH2 w3 —— —_— - i
Extraceluldr \/) FN3 = = v
\\l .54 2 ‘V‘ ", VV‘V A% \4‘7‘ \l' . ., ‘-' ‘ 1 .‘J, i _‘,‘J ¢ ‘7‘\) \l'
’l ’ll.l\'l‘ nn ". I\’u ';.'.““. a8 ’l’l“\ I l\’\ '\A I\’\ ﬂ'i X .‘.
Intracelular IBox 1. iBox 1.4
el
a Box 24
[
(o
-~
8%4aa
—
116222

Figura 5. Isoformas del receptor.de leptina:

a) Representacion esquematica\de la ¢estructura general de los diferentes
receptores de leptina en ratones, b) se_ muestran. los sitios de union de la leptina a
JAK/STAT como parte de la activacién ide la“sefializacion de la via JAK/STAT.
Abreviaciones: aa, aminoacidos; JAK2, quinasaJanus 2; STATS3, transductor de
sefial y activador de transcripcion 3. Imagen modificada de Achkar et al.

Translational Medicine Communications. 2019:4:1-9.

o Vias de sefalizacion dependientes del receptor de leptina.

La leptina regula muchas vias de sefializacion que estan implicadas en los procesos
metabdlicos del cuerpo®. La alteracion de la transduccion de lasSefial de leptina
finalmente promueve el desarrollo de la obesidad morbida®®3. “Estor ilustra la
importancia de un eje receptor de leptina funcional como regulador de-los.circuitos
reguladores hipotalamicos y endocrinos®*. Las principales vias regidas por la‘leptina
son: JAK2/STAT3 (Janus cinasa/transductor y activador de la transcripcion-3), IRS1/2-
PIBK/AKT (proteina cinasa B), SHP2/ERK (homologia Src de fosfatasa 2/cinasa

relacionada con la sefial EC) y COX-2 (ciclooxigenasa)®°.
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La sefializacion de leptina se inicia por la unién a su receptor que resulta en la
activacion de JAKs, una familia que esta compuesta por cuatro miembros: JAK1, JAK2,
JAK3 y.Tyk2. Las vias sefializaciones activadas por estas cinasas participan en casi
todas las{funciones biolégicas que son mediadas por citocinas y factores de
crecimiento.\La principal cinasa que participa en la sefializacion de la leptina es JAK2
(Figura 6); al fosfarilarse la tirosina (Tyr1138) de Ob-Rb por JAK2 se produce una unién
a STATS, siendo‘este, el principal factor de trascripcién fosforilado y activado por la
leptina®. La translocaeidn de STAT3 al nlicleo esta mediada por la homodimerizacion
de STAT3 fosforilada (pSTAT3). pSTAT3 se une al promotor de muchos genes y
estimula su transcripcion. Los tres residuos de tirosina (Tyr985, Tyrl077 y Tyr1138)
tienen un sitio de unién para.el dominio de homologia 2 (SH2) de la molécula de
sefializacion descendente®. De‘manera resumida en respuesta a la presencia de
leptina, se forma un complejo JAK2/Qb-Rb, que a su vez este complejo puede fosforilar
los tres residuos de tirosina, al fosforilarTyr1138, este se une a STAT3, STATS3 fosforila
el JAK2 del complejo JAK2/Ob-Rb, para producir pSTAT3, que posteriormente se
translocara al nacleo en forma de“dimeros gue, actian como factores de transcripcion
para regular la expresion de los genes-blancoy incluido el supresor de la sefializacion
de citocinas 3 (SOCS-3) y los neuropéptidos. SOES-3 inhibe la fosforilacion de los
residuos de tirosina por JAK2, regulando asi activamente la sefializacion de la leptina
con una retroalimentacion negativa®°l. Dependiendo_dé,cada tirosina fosforilada se
activara una via de sefalizacion descendente que participan en la regulacion de la
ingesta de alimentos, el balance energético y el mantenimiento del peso, asi como en

la expresion de genes implicados en la proliferacion celular®?.
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Figura 6. Sefalizacion del receptor de leptina en la célula.

La union de la leptina a su receptor Ob-Rb activando la~familia Janus (JAK2) por

autofosforilacion. El JAK2 activado se une y fosforila a residues de tirosina: Tyr985,
Tyrl077 y Tyr1138. Tyr985 fosforilado activa la via ERK, TyrI0#% fosforilado activa
la via JAK2/STATS5, Tyr1138 fosforilado activa la via JAK2/STAT3. EStas vias estan

involucradas en la regulacion de la ingesta de alimentos, el balance energético y el

mantenimiento del peso, asi como en la expresion de genes implicados en la

proliferacion celular®-53,
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2.6. ~Relacién entre la leptina y las enfermedades cardiovasculares

o Lalleptinay el sistema cardiovascular.

Los niveles' de leptina disminuyen en un periodo de ayuno, pero en un periodo de
sobrealimentacion los niveles de leptina se encuentran elevados como un mecanismo
compensatorio para ayudar a la regular el balance de energia“.

La secrecion de ladeptina es directamente proporcional al total de TA (grasa corporal)
en el cuerpo!®; En‘la‘pérdida de peso los niveles de leptina estan disminuidos®, en
individuos no obesosos-niveles en suero son 1-15ng/ml, pero en pacientes con
obesidad (IMC 230 kg/m?) se han encontrado concentraciones circulantes muy
elevadas (100-200 ng/ml)®3. Se considera a la leptina como la hormona anti-obesidad.
Pero hay una contradiccion que\en la obesidad existe un mecanismo enddégeno que
es resistente a la leptina porque €n_personas obesas, los niveles elevados de leptina
no son suficientes para evitar las_‘alteraciones en el desequilibro energético,
provocando resistencia'>®4. La/leptina podria ser un vinculo entre la obesidad y el
desarrollo de ECV, ya que dentro. de sus _efectos se encuentran la regulacion de
diversos sistemas como la presion_arterial, la’agregacion plaquetaria, la formacion de
trombos y la respuesta vascular a la‘inflamacion®4.

Los diferentes cambios funcionales y estructuralés del corazén en la obesidad, como
son la hipertrofia de los cardiomiocitos, cambios en la.umatriz EC, la apoptosis y el EO,
estdn promovidos por alteraciones metabdlicas, donde la leptina juega un papel
principal como colaboradora de la regulacion de estos mec¢anismos®®.

La leptina estimula la inflamacion vascular, provoca EO e hipertrofia del musculo liso
cardiovascular, todas estas caracteristicas se desarrollan con, la patogénesis de
enfermedades como DM, HAS, ateroesclerosis y enfermedad coronarial. Aunque
inicialmente se consideraba que la expresion y secrecion de leptina estaba restringida
exclusivamente al tejido adiposo, estudios recientes han demostrado gue)diferentes
tipos de células de origen cardiovascular como la células endoteliales, las Células del
musculo liso vascular y los mismos cardiomiocitos pueden expresar tanto a la leptina
como a sus receptores®®>7%8 o que pone en evidencia la existencia de efectos
autocrino-paracrinos locales ademas de los mecanismos mediados por la leptina

circulantel4,
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La resistencia a la leptina no solo esta relacionada en la obesidad, sino que representa
un factor de riesgo para la aparicion de otras enfermedades, como las ECV, la
osteoporosis, la diabetes y la depresidn, esto debido a que la hormona posee
propiedadés-funcionales pleiotropicas*’.

La resistencia‘a.a leptina que es inducida por la obesidad tiene un efecto negativo y
perjudicial parayvarios organos y tejidos periféricos. Las alteraciones moleculares y
celulares en la regulacion de la leptina conllevan a un aumento de su sintesis y
secrecion, un deterior0) de la entrada de leptina al SNC, una alteracion de la
transduccion de la sefializaeion de la leptina, un defecto del trafico intracelular de Ob-

Rb y a estrés en el reticulo endoplasmico (RE)**L.

o Efectos cardiacos de lajeptina.

La remodelacion desproporcionada‘del VI concéntrico en la obesidad, se relaciona con
niveles elevados de leptina®®. Se.ha demostrado que la expresion de las isoformas del
receptor y secrecion de leptina‘en-el miocardio y cardiomiocitos, induce hipertrofia en
estos sitios, pero este efecto se produce inCluso en ausencia de tension de la pared
(obesidad), lo que sugiere que la Ieptina.tiene’efectos especificos sobre el corazon a
través de mecanismos moleculares direCtos!*°"% yeconfirmando que en un estado de
hiperleptinemia esta relacionado de manera“ independiente a una funcion
cardiovascular mas deficiente®®. Dentro de los mecanismos moleculares y bioquimicos
involucrados en los efectos de la leptina se encuentran diversas cascadas de
sefializacion que incluyen JAK/STAT, MAPK, proteina cinasa C y cinasas dependiente
de Rho/ROCK?Y’. Diversos estudios han demostrado que en etapas iniciales donde hay
un nivel elevado de leptina se produce taquicardia con una.hipertrofia cardiaca
compensadora por accion de los efectos de la misma, pero con una“exposicion a los
niveles elevados de manera cronica dan como resultado hipertrofia mal adaptativa que

puede progresar a una IC>6,
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2.7. /Metabolismo de la mitocondria y procesos que regulan su funcion

o Disfuncion mitocondrial

La mitocondria es el principal centro de control que regula la homeostasis energética
de la célula, por lo que en ella convergen multiples sefializaciones celulares integradas
para mantener este equilibrio®®. Las mitocondrias utilizan los nutrientes de las células
para producir sustancias quimicas como el ATP que son la principal fuente de energia
para ejecutar las funeiones celulares. Muy especificamente, la glucosa y los lipidos
dependen de las mitocondrias para su metabolismo y asi generar la mayor cantidad
de energia en forma de ATP®. En la obesidad, el aumento de la ingesta energética
persistente, sumado con una disminucion de la actividad fisica, crea un ambiente
donde la mitocondria entra em~un estado de sobrecarga que puede producir una
disfuncién mitocondrial®®. La disflncion mitocondrial se ha relacionado con diversas
enfermedades, incluidas la DMT2, ¢ancer y enfermedades neurodegenerativas®2:63,
Dentro de las alteraciones que’se producen.en la mitocondria, se encuentran aquellos
procesos que regulan la integridad-mitocondrial y el niumero de mitocondrias, los
procesos dinamicos de fision y fusion mitecondrial (0 procesos de division), que
funcionan de manera fisiolégica parasmantener la'morfologia, el tamafio y el nimero
adecuado de mitocondrias dentro de la*célula, cuando se sobrepasa la capacidad de
adaptacion mitocondrial, se produce una inestabilidad en su ADN y se ve altera su
capacidad respiratoria, resultando en la mezcla esintercambio del contenido
mitocondrial, produciendo una morfologia anormal que.)acentia la disfuncion
mitocondrial®’. Ademas de su participacion en diversas reacciones bioquimicas para
el mantenimiento de la homeostasis energética, la mitocondria también desempefia un
papel clave en eventos relacionados con la proliferacion, apoptosis y el.envejecimiento
celular, principalmente relacionados con la integridad del ADN mitocendrial y con la
regulacion del calcio mitocondrial'®®4. Las mitocondrias son organulgs)altamente
dindmicos, que se movilizan a través del citoesqueleto®®, alargandose y dividiéndose
de manera constante para suplir las necesidades de la célula; siendo esenciales.para
el rendimiento contractil latido a latido de los corazones; es por ello que se encuentran
de manera abundante dentro de estas células®®’. La dinamica mitocondrial, es<un

proceso en el cual la mitocondria entra en fisién (division) y/o fusién!®. Generalmente
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las _mitocondrias poseen formas esféricas, alargadas incluso, ramificaciones
filamentesas que forman una red interconectadas dentro de la célula®®, evidenciando
su dinamica activa y morfologia variable. Estas diferencias en su morfologia, son el
resultado de-los procesos de fision y fusion que se encuentran estrechamente
vinculados al.estado metabolico celular y son importantes para la reparacion rapida de
las mitocondrias, \dafiadas y para la mezcla de ADN y proteinas entre las
mitocondrias®®.

La fisién y fusion miteeondrial son procesos controlados por la actividad de un grupo
de proteinas hidrolasas dertrifosfato de guanosina (GTPasas) relacionadas con la
familia de las dinaminas, como Drp1, Fisl, Mfnl1 y Opal%+466-6° | a fusién involucra la
union de dos o mas mitocondrias; se trata de un proceso de dos pasos donde las
membranas internas y externas-se_unen lo que permite la mezcla del contenido de las
dos mitocondrias y es controlado principalmente por las mitofusionas 1y 2 (Mfnl y
Mfn2), que se localizan en la membrana mitocondrial externa (MME) y el espacio
intermembrana (EIM) e interactUan entre’Si para coordinar la fusion de la MME de
mitocondrias opuestas, mientras”'que la ‘proteina de la atrofia éptica 1 (Opal) se
localizada en el EIM y esta asoCiada a lagmembrana mitocondrial interna (MMI)
participa en el remodelamiento de las Crestas mitocondriales, acercamiento y fusion
de las dos mitocondrias (Figura 7A). La fisibn, s€_inicia por accion de la proteina
relacionada con la dinamina 1 (Drpl) de distribucion principalmente citoplasmaética,
pero con una fraccién localizada en puntos especificos de la MME que representan
futuros sitios de fisién, Drp-1 es reclutado por las mitocondrias pero, debido a que
carece de una secuencia de destino mitocondrial, es recluta @ la'membrana a través
de la proteina de fision 1 (Fisl); Fis1l que es una proteina anclada.en la MME actuando
de “receptor transiente” para la proteina Drp-166:67.69.70 Ante un estimulo para que se
produzca el proceso de fision, Drp-1 se transloca a la MME y se oligomeriza formando
un anillo de constriccion alrededor de la mitocondria, lo que culmina en la.escision que
es mediada por la hidrdlisis de GTP®667 (Figura 7B).

Estudios recientes, han demostrado que algunos cambios estructuralesgen la
mitocondria pueden ser relevantes en la disfuncion cardiaca inducida‘_por

isquemia/reperfusion (I/R)8. También se ha reportado que la forforilacion de Mfnl
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estimdla la permeabilizacion de mitocondrial y la apoptosis®’. Estudios revelan que la
lepting, induce hipertrofia en los cardiomicitos tratados con una concentracion de
3.1nM de leptina (50ng/ml) y se asocié con una disminucién de los niveles de Drpl
fosforiladaly=aumento de la translocacion del mismo a las mitocondrias, lo que
demuestra unvefecto pro-fision de la leptina’®. En un modelo donde se ligaba las
arterias coronariasien ratas, analizaron las proteinas de fision y fusiébn mitocondrial en
homogenizados y'lisados celulares mediante transferencia western y reportaron que
Fisl aumento en un‘80% y 31% a las 12 y 18 semanas respectivamente después de
la ligadura de las arterias coronarias, Mfn2 se redujo en un 17% y 22%
respectivamente; no se modificd la expresion de Opal a las 12 semanas, pero su
disminuyd en un 18% a las 18.semanas de la ligadura’?. También se ha demostrado
gue la expresién de Opal, reduce la produccion de ERO vy la liberacion de cit c,
confiriendo una resistencia a la apoptosis’®’3. Una desorganizacién y fragmentacion
mitocondrial se ha asociado con. diversas enfermedades cardiovasculares incluida la
hipertrofia, cardiomiopatia diahética, lesiénpor I/R e hipertension1864.67.6871

La capacidad de la leptina para estimularla fision mitocondrial puede ser importante
para comprender el papel de esta proteina enda patologia cardiaca, especialmente la
relacionada con la disfuncion mitocondrialy De manera que las proteinas que participan
en los procesos de fision y fusion desempefian“un, papel clave para el correcto
mantenimiento del metabolismo mitocondrial y, por _eonsiguiente, a una viabilidad
celular. La dinamica mitocondrial es considerada unshuevo paradigma en las

investigaciones en diversas patologias cardiacas.
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O) Fusiéon mitocondrial mediante

B)

Translocacion Drp
ensamblaje para

formacién del anillo

Figura 7. Fision y fusion mitocondrial.
A) En la fusion la interaccion de las proteinas Mfn1/2 en la MM@O al en la MMI,
sé,\l) Drpl se

transloca a los sitios de fision promovidos por Fisl y forma un anillo ﬁ&s‘:striccién

produce la unién de dos mitocondrias adyacentes. B) En la fisi

alrededor de las mitocondrias, 2) lo que provoca escisién mitocondrial idrélisis
de GTP y, 3) se produce la fragmentacion de la mitocondria. Drp1§ eina
relacionada con la dinamina 1; Fisl= proteina de la fisién 1; GTP= trifosfata@de
guanosina; Mfn= Mitofusina; MME= membrana mitocondrial externa; l\/@

L 2
membrana mitocondrial interna; Opal= proteina de la atrofia Optica 1.
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o Apoptosis

La apOptosis 0 muerte celular programada, es un proceso celular genéticamente
controlados por el que las células inducen su propia muerte en respuesta a
determinadoes estimulos’®, y que involucra una serie de eventos bioguimicos que
conducen a etapas morfoldgicas caracteristicas que incluyen la contraccion celular, la
pérdida del contactg entre células, la condensacién de cromatina, formacioén de
vesiculas citoplaspraticas y cuerpos apoptéticos y fagocitosis de la células
apoptoticas’476. La ‘apOptosis es un fenédmeno biolégico fundamental, permanente,
dinamico e interactivo y(se puede observar en las siguientes condiciones celulares: 1)
durante el desarrollo, 2) para-el mantenimiento de la homeostasis de las poblaciones
celulares en los tejidos, 3)-Como mecanismo de defensa en las reacciones
inmunitarias, 4) cuando las celulas son lesionadas por enfermedad o por agentes
lesivos y 5) en el envejecimiento’®.(EXisten dos vias de la apoptosis, la via extrinseca
o via de los "receptores de muerte establece conexiones con el espacio EC, recibiendo
sefiales pro-apoptoticas desde gl.exteriory de las células vecinas; y se han identificado
la participacion de dos familias dereceptores con estas caracteristicas: la proteina Fas
y el factor de necrosis tumoral-a (FNT); y. por@tro lado, se encuentra la via intrinseca
0 via mitocondrial, que est4 regulada principalmente_por la familia de proteinas Bcl-2,
gue ejercen su accion directamente sobre la mitocondria. Se sabe que el rol de estas
proteinas es regular la respuesta de la célula a diversesyestimulos apoptoticos, para
una correcta funcion y supervivencia o muerte celular cuando asi se requiera’”:"®. Los
integrantes de esta familia poseen uno o mas dominios de homologia Bcl-2 (BH, BH1-
4), cada uno de estos dominios estructurales determina la_actividad pro o anti-
apoptoética de las proteinas relacionadas con Bcl-27789, De acuerdo a su estructura,
estas proteinas se agrupan en tres subfamilias: 1) las proteinas Bcl-2, proteinas pro-
supervivencia (anti-apoptéticas) Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y A1, que posee los cuatro
dominios BH y tienen la capacidad para unirse y secuestrar a sus parientes pro-
apoptoticos; 2) las proteinas pro-apoptéticas BH3-only Bid, Bim, Puma, NOxa, Bad,
Bmf, Hrk y Bik, actan como sensores de tipos especificos de estrés celular; y 3) las
proteinas pro-apoptoticas de tipo multidomino Bax y Bak y quizas Bok, esta subfamilia
posee tres de los cuatro dominios BH y su principal accién es como efectores criticos
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de la-dpoptosis y pueden actuar en sentido descendente tanto en los miembros de pro-
supervivencia como en las de tipo BH3-only para permeabilizar la MME?7-83, también
puedenspraducir poros por si solas en liposomas y la formacién de poros en la MME.
Las proteinas tipo BH3-only activan a las proteinas pro-apoptoéticas para iniciar la
apoptosis, en ‘cambio, las anti-apoptoticas inhiben la formacion del poro, evitando la
apoptosis’’®. kN la via intrinseca de la apoptosis (Figura 8), se producen cambios
estructurales en las.mitocondrias incluidos la fragmentacion y remodelamiento celular,
este Ultimo produce la=Una mayor movilizacién de cit ¢ al citosol®8487, Se necesita un
estimulo o dafio celular para iniciar esta via de la apoptosis, aqui las proteinas
activadoras pro-apoptoticas (BH3-only) se unen o pueden ser secuestradas por las
proteinas pro-supervivencia como BCL-2, linfoma de células B extra grande (BCL-XL)
0 leucemia de células mieloides 1 (MCL1); cuando estas las proteinas pro-
supervivencia estan saturadas o ausentes, pueden activar la proteina X asociada a
BCL-2 (BAX) y/o el antagonista/asesifio‘de BCL-2 (BAK), que por un cambio alostérico
se translocan a la superficie mitocondrial; 10 que les permite oligomerizarse y formar
macroporos que permeabilizan laMME®%8586 produciendo la liberacién de numerosas
proteinas apoptogénicas del EIM; éntre ellas,¢€l cit c®. En el citosol, el cit ¢ se une al
factor de activacion de la proteasa apoptotica 1 (Apaf-1) y a la pro-caspasa 9 (pro-casp
9) para la formacién de un complejo proteico, llamado apoptosoma; estos eventos
promueven la conversién de la pro-casp 9 a caspasa 9.dcitva (casp 9 act), para que a
su vez estimule la activacion de las caspasas efectorasylas casp 3, 6 y 7, para el
facilitar el desmantelamiento de la célula y que continlen las dltimas fases de la
apoptosis’5:80.87-89,

En el corazon, la proteina Bcl-2 controla la apoptosis y confiere una proteccion contra
dafio por I/R cardiaca in vivo®. Bcl-2 induce la activacion de la via JAKISTAT3 y se ha
demostrado que esta regulada por la leptina a través de la transduccion de sefiales de
STAT3, que es mediada por el receptor de leptina. La deficiencia de.leptina y su
pérdida de la activacion de STAT3 se relacionan con la disminucién de la expresion de
los genes anti-apoptéticos de Bcl-2 en el corazén®9, Las alteraciones
cardiometabdlicas que estdn presentes en la obesidad pueden conducir ‘asla

acumulacion de productos como triglicéridos, diacilglicerol, entre otros, que puede
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contribuir a una disfuncién y/o muerte de los miocitos. Se ha sugerido que la apoptosis
de los"miocitos, es un componente fundamental en la insuficiencia cardiaca, de forma
marcada _etando ocurre la transicion de la remodelacion compensatoria a la
insuficiencia-eardiaca®®.

La pérdida de’los cardiomiocitos por apoptosis, puede contribuir a una disfuncion
continua de la funcion ventricular en la falla cardiaca. Los cardiomiocitos no pueden
ser remplazados ‘después de su perdida y por lo tanto se reduce la capacidad del
miocardio para mantener la funcién contractil. Esta pérdida se ha implicado en la

miocardiopatia, I/R de niiocardio e insuficiencia cardiaca congestiva®.
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Estimulo apoptético
e Privacion de nutrientes
e Radiacion ionizante ([ Pro- -supervivencia Pro-apoptoético
*EROs (BCL-2, BCL-W, BCL-X, Formacion de poro

e Quimioeterapia
e EstimulaCién mitogénica BFL1, MCL1). (BAX, BAK)

excesiva.

Pro-apoptético §qﬁ ——

BH3-only 44 )

“activadores”
(BIM, tBID,
PUMA).

®

Citocromo C
+— oo

Formaciéon del
apoptosoma

Cas

A 4

Preparacion de la célula apoptotica
para fagocitosis

(Fragmentacion de ADN, fragmentacion
celular, externalizaciéon de fosfatidilserina)

Figura 8. La via intrinseca de la apoptosis celular.

Se necesita un estimulo para iniciar la via intrinseca de la apoptosis (1), el.estrés o el dafio celular,
(2) activan un conjunto de proteinas pro-apoptoticas, BH3-only activadoras,y estas (3) pueden unirse
0 ser secuestrarlas por proteinas pro-supervivencia Bcl-2, o cuando las proteinas pro-supervivencia
estan saturadas o ausentes, pueden activar a Bax o Bak; (4) Bax o Bak activadoy'se oligomeriza y
forma poros en la MME (MOMP) permitiendo la salida de moléculas apoptogénieasydesde el EIM
hacia el citosol, entre ellas, el cit ¢; (5) en el citosol este, se une a la proteasa Apafl_y‘ayla pro-casp
9 para forman el apoptosoma que (6), estimula la activacion de las casp 3y 7 para la deseemposicion
de los materiales celulares. Apafl= factor de activacién de la proteasa apoptética 1; EIM=({espacio
intermembrana; MME= membrana mitocondrial externa; MOMP= permeabilizacién de la MME; cit c=
citocromo c; casp= caspasa. Imagen modificada de Singh R., et al. Nat Rev Mol Cell(Bio.
2019;20(3):175-193.
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2.8. /Modelo experimental de isquemial/reperfusion

. Sistema de Langendorff

El pionero/del sistema de Langendorff fue el médico y fisiblogo aleman Oscar
Langendorffgue en 1895 publicé un método que describia la manera de mantener vivo
un corazon demamifero, de una manera aislada, pero, fue Elias Cyon en 1866, quien
logré describir realmente la manera de aislar y perfundir exitosamente corazones de
rana®3°4,

El sistema de Langenderff(Figura 9), permite perfundir el corazon de forma retrégrada,
a través de la aorta canulada, provocando el cierre de la valvula aodrtica y llenando los
senos de valsalva y el liquide de perfusion pasa a través de las arterias coronarias,
para que luego pase al lecho vascular coronario antes de su drenaje hacia las venas
coronarias. Para la perfusién, se utilizan diversas soluciones artificiales ricas en
nutrientes (solucion de Tyrode, solucion\de Krebs-Henseleit, etc.) con un pH entre 7.35
y 7.4, con una velocidad de flujo’constante de hasta 15 ml/min, una presion constante
(60 y 80 mmHg), una temperatura.(36-37°C) y con una oxigenacion adecuada (Oz,
95%; COz2, 5%) lo que permite que el corazén funcione durante varias horas después
de la escision®%, Este sistema ha permitido realizar un sinfin de estudios relacionados

con la fisiopatologia y farmacologia cardiacas.
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Figura 9. Sistema de Langendorff.

El depdsito de calentamiento se ajusta de 37°Csasi el sistema de la camara de
perfusion y la camara del corazén se mantienen~a.una temperatura constante,
haciendo circular agua caliente a través de la linea de calentamiento de agua. El
depdsito de SKH se oxigena con 0295%/C0O25%. El flujo ceronario que se regula por
una bomba peristaltica, se mide colocando una sonda de fluj@ endinea en la linea de
perfusion adrtica. La presion de perfusion coronaria se mide & _través de un brazo
conectado a un transductor de presién. La presion del VI se mide.a través de un
balon de latéx insertado en la cdmara de VI 'y conectado a un transducter de presion.
Tanque mezcla de gases de 0295%/C0O25% (A), tubo de dispersionide gas (B),
depdsito de solucion de Krebs-Henseleit (SKH) (C), linea de perfusion (D)ylinea de
calentamiento (E), filtro atrapador de burbujas (F), camara de perfusion (G),/balon
de latéx (H), canula aértica (I), transductor (J) Imagen modificada de Liao R., et al.
AJP-Heart Circ Physiol. 2019;303:156-167.
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3. ANTECEDENTES

En un_importante estudio, se realizé la estimaciéon comparativa de riesgo de muertes y
los afios«de vida ajustados por discapacidad (DALYs, por sus siglas en inglés),
atribuibles~a--los efectos independientes de 67 factores de riesgo (incluidos,
hipertension arterial y un IMC alto) del afio 1990 y 2010. El efecto de la hipertension
arterial result6 ser elfactor mas importante a nivel mundial, representando 9.4 millones
de muertes que carrespondié al 7.0% de las muertes por DALYs en el afio 2010,
seguido de un IMC altoy con 3.4 millones de muertes representando un 3.8% de las
muertes por DALYs a nivel mundial en el mismo afio. En este estudio también se
demostré que un IMC alto, fue-el principal factor de riesgo en regiones de Australasia
y el sur de América Latina, y tamhbién ocup6 un lugar importante en otras regiones de
Africa del Norte, Medio Oriente y @¢eania?®.

La obesidad representa un problema‘de salud a nivel mundial, conlleva a alteraciones
perjudiciales para el corazon tanto en su metabolismo como en su funcion. Estudios
realizados en modelos preclinicos‘de animales obesos han demostrado que existe un
estado de inflamaciéon sostenida,‘\que induce.a una disfuncion diastélica®®. En la
obesidad, las adipocinas actuan comao.agentes pro-inflamatorios y la alteracion en la
homeostasis vascular resulta en estados_pro-inflamatorios y pro-tromboéticos** que
producen una remodelacién cardiaca®%=También/se han realizados estudios en
personas con obesidad para corroborar si existe tna respuesta de inflamacién
sistémica cronica y se encontrd que hay un aumento de leticocitos y diversas citocinas
pro-inflamatorias como la proteina C reactiva y las que son_producidas por el TA,
interleucina 6 (IL-6), Factor de Necrosis Tumoral-a (FNT-a)®*y diversos factores de
crecimiento®, que pueden tener efectos aterogénicos®, ademas de que,el propio tejido
cardiaco puede expresar de manera aumentada citocinas pro-inflamatorias y factores
de crecimiento pro-fibréticos®. Algunos estudios in vitro demostraron una hipertrofia de
los cardiomiocitos inducida por la exposicion a concentraciones elevadas-de leptina
durante 24 h, con un aumento de su tamario del 31%°’.

Se ha reportado que la leptina induce un aumento en el trabajo cardiaco, mediante el
aumento de la FC. También se encontrd, que en corazones perfundidos con leptina

(50ng/mL), la expresion de pSTAT se encuentra aumentada y la proteina anti-
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apoptética Bcl-2 se encontré disminuida después de 4 h de exposicion a la leptina.
También las altas concentraciones de leptina producen un dafio mitocondrial que altera
la funcién del tejido cardiaco?’.

Otro estudio-reportd que los corazones que se perfundieron continuamente con leptina
tuvieron un aumento significativo de la FC y la FContr. De la misma manera se registro
un aumento de, pSTAT y actina cardiaca, como marcador de hipertrofia cardiaca,

después de 3 y 4 h de perfusion®.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Reportesirealizados por la OMS, refieren que desde el afio 1975 la prevalencia de la
obesidad se ha triplicado en todo el mundo. En el 2016 habia mas de 1900 millones
de adultos que)tenian sobrepeso, de los cuales 650 millones tenian obesidad. De la
misma manera la. prevalencia de sobrepeso y obesidad se incrementa en nifios y
adolescentes. Las tasas de proyecciones de obesidad de la OCED estiman que México
se encuentra dentro.de los primeros tres lugares a nivel mundial de personas que
padecen sobrepeso #y.~0obesidad. En México la prevalencia ha aumentado
dramaticamente desde 1980, en la actualidad afecta a mas del 30% de la poblacion
adulta, esto asociado a los cambios hacia un estilo de vida moderno, donde disminuye
la actividad fisica y aumenta elreonsumo de alimentos con alto contenido energético.
Ademas, la obesidad es considerada.como el principal factor de riesgo para desarrollar
diversas enfermedades crénico-degenerativas y enfermedades cardiovasculares,
incluyendo a la hipertrofia e insuficiencia cardiacas.

La Asociacion Americana del Corazon (AHA).considera a la obesidad como uno de los
principales factores modificables para evitar el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. La obesidad produce alteraciones hemodinamicas deletéreas para
la estructura y funcién cardiovascular;-dentro de las que se encuentran los niveles
elevados de la hormona leptina, que es secretada por.€l.tejido adiposo. Dentro de las
acciones de la leptina sobre el miocardio se encuentranglajnduccion de hipertrofia de
los cardiomiocitos, los cambios en la matriz E, la activacién de apoptosis y aumento
del EO. Berzaba-Evoli E., et al (2018), reportaron que les corazones que se
perfundieron continuamente con leptina, tuvieron un aumente ‘significativo de la
frecuencia cardiaca y en la fuerza de contraccion. Por otra parte, se ha sugerido que
la muerte por apoptosis de los cardiomiocitos, es un componente fundamental en la
insuficiencia cardiaca y, que puede contribuir a una pérdida continua.deyla funcion
cardiaca. Con el presente trabajo se pretende generar mas informacion en relacion a:
1) efecto de la leptina sobre la funcién cardiaca y 2) activacion de mecanismos
apoptoticos en cardiomiocitos en un modelo de I/R con el fin de establecer la posihle
relacion de la obesidad con la aparicion de enfermedades cardiovasculares a través

de la hiperleptinemia.
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5. JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocara en estudiar el efecto de la leptina sobre el
corazon,“como un potencial mecanismo que explica la relacion de la obesidad con la
aparicion de/enfermedades cardiovasculares. Debido al aumento en la prevalencia de
las enfermedades, cardiovasculares y la obesidad a nivel mundial, es imperante
conocer los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en estas enfermedades, ademas
de ofrecer una mirada‘integral sobre las complicaciones y su relacién con la apoptosis

celular.
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6. OBJETIVOS

Objetivo.)General

Analizarlog efectos de una concentracion alta de leptina sobre la sobre la funcién
cardiaca y la.expresion o modulacion de proteinas reguladoras de la apoptosis en
corazones deatas expuestos a un episodio de isquemia/reperfusion (I/R) que seran

perfundidos o no“Cen una concentracion alta de leptina (3.1mM).

Objetivos particulares

e Exponer corazones de rata a un episodio de isquemia/reperfusion en
presencia de una conCentracion alta de leptina (50ng/mL=3.1 nM).

e Evaluar la funcién cardfaca durante la I/R en presencia de una concentracion
alta de leptina en las diferentes condiciones experimentales a través de la
determinacion de la frecuencia cardiaca (FC) y fuerza de contraccién (FContr).

e Determinar la activacion de apoptesis durante la I/R en presencia de una
concentracion alta de leptina;-midiendo la expresion de proteinas reguladoras
de la apoptosis: Bax, BCL-2, Caspasa 3, en corazones de rata bajo las
diferentes condiciones experimentales.

e Analizar la participacion de la viaJAK/STATy en la modulacion de la apoptosis
durante la I/R en presencia de una concentraeion alta de leptina, mediante la
aplicacion de Péptido Inhibidor de STATS3 (SIP)s
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7. HIPOTESIS

Los niveles elevados de leptina presentes en la obesidad, tienen un efecto deletéreo
sobre la funcion cardiaca que conlleva al desarrollo de hipertrofia cardiaca, que podria
ser una respuesta adaptativa y beneficiosa, aunque, en general, se percibe que la
hipertrofia progresiva del miocardio contribuye a la remodelacion y consecuentemente
al desarrollo de insuficiencia cardiaca. Como consecuencia surgen alteraciones en el
metabolismo mitocendrial que favorecen aun mas la disfuncién cardiaca teniendo
como eje principal la“desregulacion de los mecanismos apoptéticos de la célula, a
través, de un aumento en la activacion y expresion de proteinas reguladoras de la

apoptosis.
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8. METODOLOGIA

8.1. _Animales

Los animales se adquirieron de la Unidad de Produccién, Cuidado y Experimentacion
Animal (UPCEA), de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco. Se utilizaron de
acuerdo con"les,estandares mexicanos establecidos para el uso de animales en
investigacion (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999). Se utilizaron ratas
Wistar macho de 350-400 g que se mantuvieron en cajas de acrilico, en una habitacién
con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y a una temperatura constante de 25°C, con

acceso libre a alimento y.agua.

8.2. Perfusion cardiaca con leptina

La ratas se anestesiaron profundamente mediante la aplicacion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (1U/100g) adicionado con el anticoagulante heparina (0.5U/300g);
posteriormente se realizd unastoracotomia para extraer el corazon que se coloco
inmediatamente en solucion de“Krebs-Henseleit helada (pH 7.39, NaCl 118 mM, KCI
4.75 mM, KH2PO4 1.18 mM, MgSQ»7H20 1.18mM, CaCl. 5 mM, NaHCOs 25 mM, 5.5
mM glucosa y 100 uM de octanato de_sodio), yen-el menor tiempo posible (<30seg)
se inserto en el sistema de Langerdorff, donde fue’perfundido continuamente con una
solucion de Krebs-Henseleit a 37°C, oxigenada (Oz 95%/CO2 5%) al menos 20 min
antes y durante todo el tiempo del experimento, con un‘flujo de bombeo de 12 mL/min.
De manera inicial, los corazones se mantuvieron en perfusion durante 60 min para su
acondicionamiento. Para los corazones con I/R, se detuvo el flujo de solucion de Krebs
apagando la bomba durante 45 min y se encendié nuevamente_manteniendo el flujo
de reperfusion durante 60 min mas. Para los corazones expuestos a leptina, se
adicion6 50 ng/mL de la hormona a la solucion de Krebs-Henseleit. Al final de este
periodo se calcul6 el trabajo cardiaco (TC), como el producto de la FC yla#FContr. Los
corazones que mantuvieron un TC 220,000 fueron utilizados para las-diferentes
condiciones experimentales. Para la inhibicion de la via JAK/STAT, se aplicowvia i.v. el
SIP a una concentracién 20 mM a las ratas, 20 min antes de realizar la toracotomia.
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8.3. /Formacion de los grupos experimentales

Se utilizaron grupos de 3 corazones cada uno, que se clasificaron en: 1) grupo Control
(Ctrl): corazones controles sin I/R que solo fueron perfundidos de manera constante
durante 165-min (2 h y 45 min.); 2) grupo I/R: corazones que fueron expuestos a un
episodio de isquemia de 45 min después de una hora de perfusion, y se perfundieron
durante 1 hora mas; 3) grupo I/R+Leptina (Lep): corazones que fueron expuestos al
mismo procedimienterde I/R, pero la solucién de perfusion contenia 50ng/mL de leptina
(3.1 nM); 4) grupos~l/R+Lep+SIP, corazones que fueron expuestos al mismo
procedimiento de I/R-Lep, pero a las ratas se les aplico SIP antes de extraer el corazon,
como se menciono antes.

Para su mejor comprension, ‘elprotocolo experimental se representa de forma grafica

en la siguiente figura:

Ctrl | Perfusion continua 165 min |

I/R I Perfusion 60 min { Isquemia 45 min |  Reperfusion 60 min |

IIR+Lep | Perfusion 60 min | Isquemia 45 min |  Reperfusion 60 min |
50 ng/ml Leptina &%, 50 ng/ml Leptina

I/R+Lep+SIP | Perfusion 60 min [isquemiad5min |  Reperfusion 60 min |
SIp 50 ng/ml Leptina ! 50 ng/ml Leptina

Figura 10. Representacion del disefio experimental,

Los corazones del grupo Ctrl: corazones controles sin I/R, perfundides.continuamente con solucién
de Krebs durante 165 min; grupo I/R, corazones perfundidos durante~60 min y posteriormente
expuestos a un episodio de isquemia de 45 min y perfundidos durante 60 min mas; grupo I/R+Lep:
corazones expuestos al mismo procedimiento de I/R, pero la solucién de perfusién contenia 50
ng/ml de leptina (3.1 nM); grupo I/R+Lep+SIP: corazones expuestos al mismo/procedimiento de
I/R+Lep, pero con la aplicacion previa de péptido inhibidor de STAT3 (SIP). €trl= control;

I/R=isquemia/reperfusion; Lep=leptina.
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8.4. ~Aislamiento de mitocondrias

Terminada la perfusion con las diferentes condiciones experimentales, los corazones
se lavaron.con una solucién de aislamiento de STE helado (sacarosa 250 mM, Tris-
HCI 10 mM-y EDTA 1 mM), y se procedié al aislamiento de mitocondrial por
centrifugacion‘diferencial. Los corazones se cortaron en piezas pequefias con tijeras,
se lavo el tejido €on la solucion STE para eliminar restos de sangre y se incubo durante
10 min a 4°C con~la_misma solucién, pero adicionada con la enzima nagarsa
(Img/corazon). Posteriosmente se retird la enzima mediante centrifugacion a 750 x g
durante 10 min a 4°C y(se decanto el sobrenadante que contenia la enzima nagarsa.
El tejido se homogenizé con_un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem en la solucion
de STE; posteriormente este.hemogeneizado se centrifugd a 750 x g durante 10 min
a 4°C para eliminar los restos de"tejidos y nucleos celulares. Se colectd una fraccion
del sobrenadante como homogeneizado total. El resto del sobrenadante se centrifug6
a 10000 x g durante 10 min a 4°C para obtener la fraccion mitocondrial en el botén y
el sobrenadante se considero/la-fraccién” citosolica. Se resuspendié el boton y se
incub6 durante 10 min a 4°C, con\0:1% desalbimina de suero bovino (BSA) disuelta
en STE helada, se centrifugd nuevamente a*10000 x g durante 10 min a 4°C, se
suspendio el boton en la misma soluCign STE sin BSA ni EDTA. Finalmente se

guardaron todas las fracciones a -70°C hasta su utilizacion.

8.5. Determinacion de proteinas

La concentracion de proteina en las muestras obtenidas‘se determiné usando el
reactivo comercial Bradford Reagent (Bradford 1976, Sigma-Aldrich, EUA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se realiz6 una curva de calibracién con una solucién
de BSA comercial (Img/mL). Por otra parte, 5 pL de mitocondrias”o‘citosoles por
separado, se diluyeron en 95 pL de H20 milliQ, de esta dilucién se tomo 5L para la
lectura y se inici6 la reaccion adicionando 100 pL de solucién Bradford.Reagent, se
incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 595'nm en un

lector de microplacas.
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8.6. Preparacion de muestras para western blot

Posterior a la cuantificacion de proteinas, se agrego la misma cantidad de proteina de
cada muestra, se llevaron a 200 pL con buffer de lisis y adicionado con un 20% de
buffer de carga (Tris-Na 190 mM, azul de bromofenol 0.1%, ditiotreitol 100mM y glicerol
30%). Estas.mezclas se incubaron a 100°C durante 10 min, se dejaron enfriar a

temperatura ambiente y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas.

8.7. Western blot

Las proteinas se separaronspor electroforesis en geles de acrilamida-bis acrilamida al
12% a 90 V durante 2 h 30_min, usando como solucion de corrida Tris-Na 25 mM,
glicina 192 mM, SDS 0.1%),.terminada la electroforesis los geles se transfirieron a
membranas de PVDF durante*1"h, 15 min a 0.35 mA, utilizando como solucién de
transferencia Tris-Na 25 mM, glicin@192 mM, 10 % de metanol, pH 8.3. Posteriormente
las membranas fueron bloqueadas durante 2 h con una solucién de leche descremada
al 5% en buffer de lavado (TTNS,-Tris-base 30.2 g, NaCl 90 g, Tween 20 5.0 ml, pH
7.5 para 1 L) para evitar el pegado inespecifico de los anticuerpos. Finalizado el
bloqueo, las membranas se lavaron=3 veces durante 10 min, con TTNS 1x y se
incubaron durante toda la noche a 4°Gsen agitaeion, con el anticuerpo primario (anti-
STAT3, conejo; anti-pSTAT (fosforilado), ratéon; anti¥Bel-2, ratdon; anti-Bax, conejo; anti-
citocromo C, conejo; anti-VDAC, conejo; anti-Drp-1, _eonejo; anti-Fisl, conejo; anti-
Mfnl, conejo; anti-Opal, cabra y conejo, anti-GAPDH, este ultimo se utiliz6 como
control de carga), diluidos 1:1000 con BSA al 3% en solucion de lavado. A la mafiana
siguiente las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min;”con TTNS 1x y se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa,“diluido 1:10,000 en
la misma solucién de bloqueo, durante 2 h a temperatura ambiente.» Concluida la
incubacion con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron‘y finalmente se
les agrego el sustrato quimioluminiscente Western Immobilon (Millipore, MA) siguiendo
las instrucciones del fabricante; finalmente se capturd6 la imagen ~de la

guimioluminiscencia en un fotodocumentador ImageQuant LAS 500.
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8.8. /Evaluacion de la funcién cardiaca

El rendimiento cardiaco se evalué midiendo la presion diastélica final del VI (PDFVI),
se insertd uh baldn de latex en el VI de los corazones, que a su vez estaba conectado
a un transduetor de presion. Para la obtencion del trabajo cardiaco (TC) se medio la
frecuencia cardiaca (FC, pulsaciones por min, ppm) y la fuerza de contraccion (FContr,

presion (P), mmHg) que se adquirieron directamente del equipo.

8.9. Andlisis estadistico

Para comparar entre grupossse utilizé una prueba ANOVA con una prueba post hoc de
Tukey. Una p <0.05 se considero estadisticamente significativo entre la comparacion
de las diferentes condiciones.experimentales. El programa GraphPad Prism 6 se utilizd

para el andlisis estadistico, e Imaged para el andlisis de densitometria de Western Blot.
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9. RESULTADOS

o Evaluacion del efecto de la leptina sobre el Trabajo Cardiaco.

La primera parte de nuestro estudio consistio en analizar el efecto de la leptina sobre
la FC y la"FCentr de los corazones de ratas sometidos a las diferentes condiciones
experimentales“(Figura 11). Los corazones de rata del grupo 2) I/R, mostraron una
disminucién en la’FContr; en el grupo 3) I/R+Lep la FContr disminuyé de manera mas
notable en comparacion con el grupo 1) Ctrl, que se perfundié continuamente con
solucién de Krebs sinleptina y que no fue sujeto al periodo de isquemia (Figura 11A).
Los valores de la FC senantuvieron estables durante la primera hora de perfusion
para todos los grupos, sin embrago, se observo una caida significativa en estos valores
durante la reperfusion en los €orazones del grupo 3) I/R+Lep que incluso comparado
con los corazones del grupo 2) 1/R;ssus valores son menores, ya que el grupo I/R la
FC disminuyé de manera progresiva y lenta, sucediendo todo lo contrario en los
corazones del grupo 4) I/R+Lep#SIP que mostraron un aumento doble en la FC (Figura
11B). De manera interesante no.se produce una disminucion en el trabajo cardiaco
(TC) de los corazones del grupov2) I/R,"sugiriendo de manera notable el efecto
perjudicial de leptina, reflejandose en una disminucion en el TC en los corazones del
grupo 3) I/R+Lep (Figura 11C).
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Figura 11. Efecto de la leptina sobre el Trabajo Cardiaco.

A) Gréfico que muestra la Fcontr (mmHg) de los corazones de los gruposexperimentales. B) Gréfica
que muestra la FC (latidos/minuto) de los corazones de los grupos experimentales. C) Grafico que
muestra el TC resultado de la FC por FContr (FCxFContr) de los corazones de los grupos
experimentales; (n=3). La concentracion de leptina en la solocuidn de perfusionfue de 50 ng/ml (3.1
nM). FContr= Fuerza de contraccion; FC= frecuencia cardiaca; Ctrl= Control;
I/R=isquemia/reperfusion; Lep=Leptina; SIP=Péptido Inhibidor de STAT3; TC= trabajo-cardiaco.
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o Determinacion de cATC, ObR, tSTAT y pSTAT por Western Blot.

El segundo apartado de experimentos de nuestra investigacion se desarroll6 para
determinarla participacion de la via JAK/STAT con la expresion y activacion de STAT3
total (t) y fosforilado (p), en los homogeneizados de los corazones de rata sometidos
a las diferenteés,condiciones experimentales. Los corazones se homogeneizaron y
mediante la transferencia de Western Blot, se midio la expresion de actina cardiaca
(cACT) como un marcador de hipertrofia cardiaca, la expresion del receptor de leptina
(Ob-R), se detectd uh@aumento pero que no es significativo en la cantidad de esta estos
valores en corazones del grupo I/R+Lep+SIP (Figura 12A y B). También se midi6 la
expresion de la proteina tSTAT3 y pSTAT3 y la comparacién estadistica no indica
diferencias (Figura 12C y D).

o Efecto de la leptina sobre |la\activacion de la apoptosis.

Uno de los objetivos principales.de nuestra investigacion fue determinar la activacion
de la apoptosis mediante la expresion de‘proteinas que la regulan, para ello se midi6
la expresion de diferentes proteinas'que estan,involucradas tanto en la via intrinseca
(Bax y Bcl2) como extrinseca de la apoptosis{(Caspasa 3), obteniendo los siguientes
resultados: se encontré un aumento (aungue no“fue significativo) en la expresion de
Bax en el grupo I/R+Lep (Figura 13A); parala protefna-anti-apoptotica Bcl2 el aumento
fue estadisticamente significativo en el grupo I/R+Lep+SIP (Figura 13B). En base a
esto se calculo el indice apoptético de Bax/Bcl2, mostrapdo_un aumento en el grupo
IR+Lep, pero, en la inhibicion de la ruta STAT3 los valores disminuyeron (Figura 13C).
Con respecto a la expresion de caspasa 3 (casp 3) se.encontr6 un aumento
significativo en el grupo I/R+Lep+SIP (Figura 14A), para la casp-3 activa el aumento
fue significativo tanto en el grupo I/R+Lep como en el I/R+Lep+SIP«Figura 14B). Se
calculo el indice de Casp 3 mostrando un aumento significativo ‘en’ el grupo 4)
I/R+Lep+SIP (Figura 14C).
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Figura 12. Determinacion de la expresion‘de cACT,€lreceptor Ob-Ry STAT3ty p.

A) Gréfica que muestra la cantidad de proteina c-ACT en.homogenizados de corazon;
B) Grafica que muestra la cantidad de proteina de Ob-R en‘homogenizados de corazoén.
C) Grafica que muestra la cantidad de proteina de tSTAT3 en homogenizados de
corazén. D) Gréafica que muestra la cantidad de proteina de pSTAT3 en homogenizados
de corazon. La proteina GAPDH se utiliz6 como control de carga. LOs valores indican la
media + SEM, n=3; * p<0.05. cACT, actina cardiaca (actina alfa); Ob-Rf, isoforma del
receptor de leptina; STAT3, transductor de sefal y activador de la transcripcion 3 total
(t) y fosforilado (p); Ctrl= Control sin isquemia; I/R= isquemia/reperfusion; Lep='Leptina;
SIP=péptido inhibidor de STAT3.
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Figura 13. Determinacion de la expresion de proteinas asociadas a la apoptosis

Bax y Bcl-2.

A) Gréfica que muestra la cantidad de proteina Bax enrthemogenizados de corazon.

B) Gréfica que muestra la cantidad de proteina Bel2 Jen homogenizados de

corazén. C) Gréfica que muestra el indice apoptético de Bax/Bcl2. La proteina

GAPDH se utiliz6 como control de carga. Los valores indican Ja media + SEM, n=3;

* p<0.05. Ctrl= Control sin isquemia; I/R= isquemia/reperfusion; Lep= Leptina;

SIP=péptido inhibidor de STAT3.
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Figura 14. Determinacion de la expresion de.Casp 3.

A) Grafica que muestra la cantidad de:la-proteina casp 3 en homogenizados de
corazén. B) Grafica que muestra la cantidad de {proteina de casp 3 activa en
homogenizados de corazén. C) Gréafica que muestra el“indice de caspasa 3. La
proteina GAPDH se utilizO como control de carga. Los valores indican la media +
SEM, n=3; * p<0.05. Casp 3= caspasa 3, proteina pro-apoptdtiea; Ctrl= Control sin
isquemia; I/R= isquemia/reperfusion; Lep= Leptina; SIP=péptido inhibidor de
STAT3.
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o Determinacion de citocromo C por Western Blot.
También se analizo la cantidad de citocromo c (cit ¢) en las muestras de mitocondrias

y en los_citosoles de corazones que fueron sometidos a las diferentes condiciones
experimentales (Figura 15). Se encontrd que la cantidad de cit ¢ que se libera desde
el interior de las mitocondrias al citosol estd aumentada a las 4 h de perfusion con
leptina en corazones del grupo I/R+Lep, evidenciando un aumento de la permeabilidad
mitocondrial y relaeionando nuestros resultados que indican que el efecto de la leptina
puede activar la viatintrinseca de la apoptosis.
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Figura 15. Determinacion de la expresion.de la proteina Cit c.

El contenido del citocromo ¢ se midi6 en fracciones mitoeondriales y citosolicas de
corazones. Los valores indican la media + SEM, n = 3; * p<0.05. Casp= caspasa;
Ctrl= Control sin isquemia; I/R= isquemia/reperfusion; Lep= Leptina; SIP=péptido
inhibidor de STAT3.
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o Determinacion de Drply Fisl, Mfnly OPA por Western Blot.
Se analizo la expresion de proteinas que estan asociadas a la dinAmica mitocondrial
(Figura«16) pero, no se encontré diferencias en las proteinas de fision o fusion Drp1,

Fisl, Mfnlly-Opal en los diferentes grupos experimentales.
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Figura 16. Determinacién de la expresiébn de prateinas asociadas a la dindmica

mitocondrial.

A) Grafica que muestra la cantidad de la proteina Drpl en hemogenizados de corazén.
B) Gréfica que muestra la cantidad de la proteina Fisl en homogenizados de corazoén.
C) Grafica que muestra la cantidad de la proteina Mfnl en homogenizados de corazon.
D) Grafica que muestra la cantidad de la proteina Opa en homogenizados de corazon.
La proteina GAPDH se utiliz6 como control de carga. Los valores indican_Ja media +
SEM, n=3; * p<0.05. Drpl= proteina relacionada con la dinamina 1; Mfnl= mitofisina
1; Fisl= proteina de fision 1; Opa= proteina de la atrofia 6ptica 1; Ctrl= Control sin

isquemia; I/R= isquemia/reperfusion; Lep= Leptina; SIP=péptido inhibidor de STAT 3.
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10. ~DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto perjudicial (pro-hipertréfico, como
inductor ‘de/disfuncion mitocondrial, pro-apoptético) de la leptina (50ng/mL o 3.1nM)
sobre la funeion cardiaca y su asociacion con la activacion de proteinas apoptoéticas
en los cardiomiocitos, que se sometieron un evento de I/R, utilizando el sistema de
Langerdorff (Figura9).

La leptina es un péptido producido principalmente por el adipocito, por lo que su
produccién generalmente-aumenta en pacientes con obesidad!®>?, que a su vez es
considerada como uno“de los principales factores de riesgo modificable para
desarrollar diversas ECV, entr€ las cuales se encuentra la hipertrofia cardiaca®®:3839.40,
También el aumento de la morbilidad y la mortalidad cardiovascular adjudicado a la
obesidad puede ser explicado por las acciones cardiovasculares simpéticas
efectuadas por la leptina®®; por ejemplo, ademas de su efecto sobre el apetito y el
metabolismo, la leptina actda’en el hipotalamo para aumentar la presion arterial
mediante la activacion del sistema.nervioso.simpaticol®. En ratones deficientes del
receptor Ob-R, que se sometieron a una dieta_gue aumento su peso corporal casi el
doble que sus controles magros, los ratones deficientes del receptor de leptina, tenian
una presion arterial mas baja y cuandoe se, les administré leptina, la presién arterial
sistélica aumentd considerablemente a pesar de la«disminucion de la ingesta de
alimentos y del peso corporal'®192, Un aumento en lasigidez vascular tiene efectos
adversos a largo plazo en el sistema cardiovascular al aungentar la impedancia al flujo
sanguineoy, por lo tanto, al aumentar el trabajo cardiovascularyeontribuir al desarrollo
de hipertrofia ventricular izquierda, y estos se asocian con un mayor riesgo de eventos
cardiovasculares!®, La presencia del receptor de leptina en el corazénsugiere que la
leptina podria modular la funcién cardiaca directamente'®4, ya se ha demostrado que
esta, aumenta el consumo de oxigeno cardiaco y disminuye la eficiencia cardiaca in
vivolo,

La primera parte de nuestro estudio se centré en el analisis del efecto de la leptina
sobre la funcién cardiaca, nuestros resultados muestran que la leptina producestina
disminucién en la frecuencia cardiaca en los corazones que se sometieron a.un

periodo de I/R y que se re-perfundieron con leptina; por el contrario, los corazones que
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se sometieron a un periodo de I/R y que se re-perfundieron con leptina pero que
previamente recibieron la aplicacion del inhibidor SIP, la frecuencia cardiaca aumento
inclusosmas’ que sus controles (Figura 11B), el mismo comportamiento se encontro
para el trabajo cardiaco (Figura 11C). Se ha reportado que la exposicion continua con
leptina durante 4 h aumenta el valor medio de la frecuencia cardiaca, la fuerza de
contraccion y el ‘trabajo cardiaco alcanzando diferencias significativas a la 3 h de
perfusion®®. En conjunto, estos hallazgos relacionan a la contribuciéon activa de la
leptina en la regulacionde la funcidn cardiaca y que sus efectos poseen implicaciones
fisiopatoldgicas que alteran.el desempefio cardiaco. Cabe recordar que la I/R es en si
misma, un evento perjudicial’ para el corazon, lo que no se refleja en nuestros
experimentos, a menos que sea’en presencia de la leptina.

Diversos estudios evidencian que dentro de la funciones de la leptina se encuentra su
accion como factor de crecimiento en varios tipos de células, incluidas los
cardiomiocitos4%4. También se ha“demostrado que los cardiomiocitos pueden
sintetizar esta proteina de novo>2°%5’.=Se ’ha demostrado que la expresiéon de las
isoformas del receptor y secrecion\de leptina en los cardiomiocitos, induce hipertrofia,
pero este efecto se produce inclusoen-ausencia de tension de la pared (en patologias
como en la obesidad), lo que sugiere un)efecto-independiente de la leptina sobre el
coraz6n'45657 Por |o tanto, se ha vuelto cada vez més-dmportante comprender el efecto
de la hiperleptinemia asociada a la obesidad en los_sistemas cardiovasculares. La
leptina ejerce sus efectos a través de isoformas de los receptores cortos (Ob-Ra) y
largos (Ob-Rb)%!. La expresion de varias isoformas de Ob-Ry(tanto largas como cortas)
se ha demostrado en el miocardiol®197 y en los miocitos aislados de rata®. Se ha
demostrado que en los cardiomiocitos aislados de rata, en los cuales se indujo
hipertrofia cardiaca con 50 ng/mL de leptina (3,1 nM), se produce un aumento en la
expresion Ob-Rb'%8, Como parte de nuestro segundo grupo de nuestros resultados, en
los corazones que se sometieron a un periodo de I/R y que se perfundierenon leptina
durante las 2 h y 45 min no encontramos, evidencia del efecto pro-hipertréfice de la
leptina, debido a que no se produjo el aumento en la expresion de cACT,/(como
marcador de hipertrofia cardiaca), ni del receptor Ob-R (Figura 12A y B). De acuerdo

con informes anteriores, la leptina aumenta la expresion de cACT de manera
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significativa pero, después de una exposicion durante al menos 4 h%, lo que explicaria
por gué_nosotros no detectamos este cambio. La leptina, a través de las isoformas del
receptorOb*R activa distintas cascadas de sefalizacion intracelular que incluyen a las
vias JAK/STAT, p38, MAPK, ERK y PI3K/Akt. De forma particular, el Ob-Rb se
encuentra asociado con la activacion de JAK/STAT34346:51.109  Ademas de medir la
expresion de cACT, medimos la expresion de la proteina tSTAT3 y pSTAT3, y no se
detect6 un aumento, en la expresion de estas proteinas (Figura 12C y D),
correlacionando con puestros resultados que no se produce una hipertrofia cardiaca
con este tiempo de exposicién mas corto. Estos resultados sugieren que 2 h'y 45 min
de perfusion con leptina no son suficientes para desencadenar la sefializacion pro-
hipertréfica, a través de la\.via STAT3, porque la leptina produce su activacion
dependiente del tiempo de exposicion.

El miocardio se compone de cardiomiocitos diferenciados que se encargan la funcién
contractil y no poseen la capacidad deregenerarse de manera adecuada'!®. Cuando
ocurre una pérdida de cardigmiacitos;<€l’ corazén es incapaz de mantener una
contraccion eficiente. EI mantenimiento de“la_homeostasis cardiaca depende de la
muerte y renovacion de los cardiomiocitos y’la_apoptosis es una de las vias que
contribuye de manera activa a la pérdida’de miocitos; esta pérdida de células es comun
en las patologias cardiacas incluyendo la isquemia/reperfusion miocardica''!, infarto
de miocardio y la insuficiencia cardiaca®*?.

La apoptosis es un evento altamente regulado y puede ser activada a través de los
receptores de muerte en la membrana plasmatica“y(via extrinseca) o por
permeabilizaciéon de las mitocondrias (via intrinseca)’4113114# Las mitocondrias,
ademas de su funcidn bioenergética, desempefian un papel importante en la apoptosis
y los cambios en su morfologia pueden afectar la susceptibilidad_de ‘las células al
dafio'!4. En este sentido, resulta controversial el hecho que se ha repoftado_.gue a nivel
cardiaco la leptina tiene un efecto anti-apoptético®?, pero también un.efecto pro-
apoptoético''®. La activacion de la apoptosis esta relacionada con la patogénesis de
diversas enfermedades cardiacas, incluida la hipertrofia, el infarto de miocardioly la
insuficiencia cardiaca. En estados patologicos, como en la hipoxia crénica,. el

estiramiento y la sobrecarga de presion crénica se ha demostrado que causan una
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apoptosis significativa en los corazones de las ratas, o que se correlaciona con
mayerés niveles de Bax y menores niveles de Bcl-2116117 Ademas, se ha reportado
gue Bax‘Se activa en las células cardiacas en respuesta al estrés oxidativo!*® y durante
la isquemialt#!19 Durante la lesién por I/R cardiaca, la concentracién intracelular de
Ca2+ aumenta.anormalmente, lo que resulta en la induccién de apoptosis de
miocitos'?°, En nuéstro trabajo, los mecanismos de la apoptosis miocardica después
de la I/R, se evaluaron midiendo los niveles de las proteinas reguladoras de la
apoptosis Bcl-2 y Bax~(Figura 13). En el corazoén, Bcl-2 limita la apoptosis y protege
contra el dafio de I/R cardiaca in vivo!!°, Tanto la expresion de la proteina Bax como
Bcl-2 en homogenizados de corazones de ratas del grupo I/R no mostraron cambios
significativos. Consideramos. gue este patron se podria atribuir a la activacion de
algunos mecanismos de rescate.donde diversos estudios han demostrado una
reduccion de la apoptosis por el pré-acondicionamiento cardiaco!!'11” modificando la
expresion de las proteina Bcl-2.y Bax;"y es posible que en nuestro experimento, el
largo periodo de perfusion ‘antes, de <@ isquemia (una hora) pudo activar estos
mecanismos de rescate ya que (Se)han reportado que la apoptosis se activa en la
mayoria de los protocolos de I/R para: el sistema _de Langendorff utilizando tiempos
mas cortos (5-30 min) de perfusion antés de laisquemia'?l-1?3, A pesar de esto, la
expresion de Bax y Blc-2 se ve aumentada ligerameénte, aunque no es significativa en
los dos grupos perfundidos con leptina (I/R+Lep y I/R*Lep+SIP) (Figura 13A y B).
Aungue los cambios en las cantidades de Bax y Bcl-2_fueron pequefios, el indice
apoptético de Bax/Bcl-2 mostré un aumento en el grupo R que fue perfundido con
leptina y esto no ocurrié en el grupo al que se le aplico el inhibider de STAT3 (Figura
13C); este resultado indica que hay un desequilibrio hacia la apoptosis inducido por la
leptina, lo que confirma que la activacion de la apoptosis es uno de-0s mecanismos
potenciales resultados del efecto perjudicial de la leptina en el corazén®*°%1%, La via
intrinseca de la apoptosis estad relacionada con la liberacion de faetores pro-
apoptoticos localizados en la mitocondria, dentro los cuales se encuentra el cit c.
Nuestros resultados evidencian que la leptina estimul6 la liberacion de cit ¢ de la
mitocondria al citosol (Figura 15), lo que es un indicador adicional de la activacian.de

apoptosis. Bax, que reside de manera normal en el citosol, se transloca a la
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mitogondria cuando es activada por ciertos estimulos apoptoticos, o que fomenta la
permeabilidad de la membrana externa'!’. Se ha demostrado que Bax forma grandes
canales/en,la membrana externa de las mitocondrias lo que permite la liberacién del
cit ¢, quedunto con Apaf-1 y pro-casp 9 forman el apoptosoma, un complejo que
favorece la‘activacion de la casp-9 e incrementa la cascada apoptotica para la
conversion de procaspasa-3 a casp-3 activall®l’:124 y asi inducir la apoptosis. La
expresion de casp-3=activa mostré un aumento (no significativo) en los grupos de
I/R+Lep y en el grupe {/R+Lep+SIP (Figura 14). La dinamica mitocondrial es otro
mecanismo que puede influir en la activacion de apoptosis; un aumento en la fision se
ha relacionado con mayor apoptosis?>. En nuestros resultados no encontramos
diferencias significativas en la_expresion de las proteinas que regulan la fision y fusion
mitocondrial (Figura 16), indicando.que este mecanismo no participa como parte de
los efectos de la leptina.

En términos generales, nuestros resultados de alguna manera concuerdan con los
reportes que indican tanto efectos,protectores como perjudiciales de la leptina sobre
el corazén ya que, aunque se observa unhgefecto pro-apoptoético de esta citocina, la
inhibicién de la sefalizacion de STAT3 parece aumentar este efecto pro-hipertroéfico,
lo que podria estar relacionado con reportes que'indican que la proteina anti-apoptotica
Bcl-2 es inducida por la activacion de la via STAT3+y, al estar ésta regulada por la
leptina, la inhibicibn de STAT3 podria estar blogueando el efecto anti-apoptotico

mientras se mantienen las otras vias activadas por leptina®!.
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11. .~CONCLUSION

Nuestros, resultados evidencian el efecto perjudicial de una alta concentracion de
leptina sabre la funcién cardiaca y mitocondrial. Un trabajo cardiaco aumentado puede
contribuir al"desarrollo de hipertrofia y progresar a una insuficiencia. Las mitocondrias
son organulos._intracelulares importantes porque aportan la mayor parte de la energia
gue requiere la ‘célula ademas de que regulan la activacion de la apoptosis por la via
intrinseca, por lo que’su disfuncion puede tener consecuencias importantes para la
fisiologia y patologia cardiovascular.

La concentracién alta “de” leptina durante la I/R provoca un desbalance de la
sefalizacion apoptotica favoreciendo la liberacion de cit ¢, lo que podria estar
relacionado con la alteracion de la-funcién cardiaca y la relacion de la obesidad con la

aparicion de enfermedades cardiovasculares.
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12. ~RECOMENDACIONES

Los _mecanismos cardioprotectores en corazones que son sometidos a
concentraciones aumentadas de leptina contra la lesion provocada por I/R miocéardica
no estan descritos completamente, lo cual seria un punto muy importante para abordar
en futuros estudios de este tipo. También seria interesante extrapolar este modelo a
ratas que tengan.sobrepeso y obesidad ya que todos los experimentos se realizaron
en corazones aislados.de ratas con un peso normal. Es recomendable estandarizar y
aumentar el tiempo‘_de reperfusion cardiaca; por lo tanto, se requieren mas
investigaciones en la practica clinica y estudios experimentales para explorar los
mecanismos precisos Yy confirmar nuestros hallazgos actuales en la mecanica cardiaca
y la transduccién de sefiales.

o Medicién de otros parametros:

1. Realizar la medicidn de presion-arterial a las ratas, previo al aislamiento de los
corazones.

2. Realizar el registro de las derivaciones cardiacas para correlacionar los datos
gue se obtienen de la frecueneia, cardiaca y la fuerza de contraccion de los
corazones.

3. Realizar cortes histolégicos para determinacién.de hipertréfica cardiaca a nivel
histolégico.

4. Realizar por medio de secuencias de PCR-RT,sla medicion de proteinas
relacionadas con la inflamacién que podrian estar;asociadas con un mayor

riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
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14. GLOSARIO

Apoptosis: La apoptosis es una forma de muerte celular programada, o "suicidio
celular"?e,

Bcl-2: Proteina que ayuda a controlar la supervivencia o destruccion de una célula al
impedir un tipe’de.muerte celular que se llama apoptosis*?’.

Citoplasma: Parte’de la célula que rodea el nicleo y que esta limitada por la
membrana exteriort?8/"Liquido del interior de la célula, pero exterior al nlcleo de la
célula'?®,

Citosol: El citosol, también denominado matriz citoplasmatica o hialoplasma, se ubica
dentro de las células y constitdye la mayoria del fluido intracelular del citoplasma?3°,
Concomitante: Que aparece @ -actla conjuntamente con otra cosa'3!.
Comorbilidad: Coexistencia de“dos, o0 més enfermedades en un mismo individuo,
generalmente relacionadas!®?.

Citocina: Polipéptido responsable del crecimiento y la diferenciacion de distintos tipos
de células®.

Hipertrofia: Crecimiento excesivoy anormakdesun érgano o de una parte de €l debido
a un aumento del tamafio de sus células!34.

Homeostasis: Conjunto de fenomenes, de® autorregulacion, conducentes al
mantenimiento de una relativa constancia,en la composicion y las propiedades del
medio interno de un organismo?,

Pleiotropicos: (pleio: muchos, tropic: efectos)*e.
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Background: Leptin exerts bothsrotective and deleterious effects on the heart; the first
occurs under hypoxia- or ischemia=associated damage, the second manifests as
hypertrophic cardiomyocytes¢Therefore, leptin could represent a link between obesity and
cardiovascular diseases. Tosaddress thissdichiotomy, we investigated the effect of leptin -
the same concentration that.s frequently measured in obese people and induces cardiac
hypertrophy - on murine hearts following ischemia-reperfusion. Moreover, we evaluated
the heart's performance, hypertrophyrand activation of apoptosis. Methods: Rat hearts
were perfused continuously with or without 3.1 nM leptin for 1 h before and 1 h after an
episode of ischemia. Cardiac performance‘was evaluated, homogenates and mitochondria
were prepared for western blot analysis of cardiac actin, leptin receptor, STAT3, pSTAT3,
as well as apoptosis-related proteins Bax, Bg¢l-2, cytochrame ¢, and caspase 3. Results:
Leptin worsened heart recovery after ischemia. Although no hypertrophic response was
observed, leptin induced the migration of Bax to the mitochondria and the release of
cytochrome c into the cytosol, important events in the intrinsic/mitochondrial apoptosis.
Conclusions: Our results indicate that the presence of leptin for 1 h before and after the
ischemic insult reduces heart recovery and amplifies apoptotic signaling/through the
mitochondrial pathway.
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