CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

SEDE SUR

DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

Efecto del sulfuro de hidrogeno en los niveles de adiponectinay su
relacién con el pardeamiento del tejido adiposo en ratas Wistar con
obesidad inducida por dieta rica en grasas

Tesis que presenta

Med. Cir. Arturo Serrano Sanchez

Para obtener el grado de

Maestro en Ciencias en la especialidad en
Neurofarmacologia y Terapéutica Experimental

Directores de Tesis:

Dr. David Centurion Pacheco
Dra. Karla Guadalupe Carvajal Aguilera

Ciudad de México Agosto, 2022



CONACYT

C | nVEStaV Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

El presente trabajo de investigacion se desarrollé bajo la direccién de la Dra. Karla
Guadalupe Carvajal Aguilera y el Dr. David Centurién Pacheco en el laboratorio de
Nutricion Experimental del Instituto Nacional de Pediatria y en el laboratorio 6 del
Departamento de Farmacobiologia del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. Para la realizacién de este proyecto
se contd con el apoyo otorgado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) a través de la beca No. 401579.



DEDICATORIAS

A MI ESPOSA

Por apoyarme y animarme a seguir avanzando para cumplir con mis metas. Por
ser mi eterna compariera y mi mejor amiga. Por tu compresion en las noches en
vela y tus palabras de aliento siempre en el momento necesario. Por levantarme

siempre que tropiezo con una sola sonrisa. Te amo llse.

A MIS PADRES

Por estar siempre a mi lado con su apoyo incondicional en cada decision que
tomo. Por su ayuda emocional, su compafiia y consejos siempre gue lo necesito.
Por ser los mejores padres que, con su esfuerzo, me han inculcado las bases para

ser la persona que soy. Los amo y espero seguir llenandolos de orgullo.

A MI ABUE

Por haberme cuidado y amarme como mi segunda mama. Por haber hecho de mi
infancia la etapa mas divertida y ensefiarme a atesorar esos momentos en familia.

Por demostrarme que se puede salir adelante aiin con pocas oportunidades. Te

amo donde sea que estés y te extrafio mucho.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. David Centurién por aceptarme como parte del laboratorio durante épocas
dificiles y de confinamiento por temas de salud a nivel mundial. Por apoyarme y
compartirme sus conocimientos que lograron enriquecerme a nivel académico y

COMmoO persona.

A la Dra. Karla Guadalupe Carvajal por haberme aceptado como uno mas del equipo
de su laboratorio. Por estar al pendiente y motivarme a seguir aprendiendo. Por
procurar siempre resolver mis dudas y orientarme de la mejor manera para

resolverlas.

A mis sinodales: La Dra. Monica Lamas Gregori y el Dr. Juan Antonio Suarez-
Cuenca por el tiempo dedicado a mi proyecto. Por sus comentarios y criticas que

siempre buscaron la adecuada construccion de mi trabajo.

A la Dra. Aracely Sanchez Lopez por su apoyo y sus consejos en los momentos
complicados, siempre fueron acertados y contribuian a recuperar mi camino.

A Saul, por ensefiarme tanto. Por impulsarme a aprender y ayudarme a entrar en
este mundo tan desconocido para mi. Por tu paciencia y tu manera tan sencilla de
ensefar, que sentaron las bases de este trabajo. Por brindarme tu amistad y

respaldo durante todo este ciclo.

A mis amigos del laboratorio 6 y del laboratorio en el INP. Hernan Beltran, por
enseflarme tanto en el laboratorio y ayudarme a no sentirme como un completo
extrafio en mis inicios. Carolina Gobmez, por recibirme en el laboratorio y ensefiarme
todos los tips para no fallar en mis experimentos. Diana Silva, que por la distancia
entre laboratorios nos tocd convivir poco, pero los momentos en que coincidimos
siempre fueron muy divertidos y llenos de risa. Félix Lopez, comparfiero y amigo de

generacién, embarcados en este proceso en el laboratorio desde el inicio, gracias



por tus comentarios y por siempre echarme porras en mis presentaciones. A Pedro
por su amistad y los momentos de platica en el laboratorio que hacian que pasara
rapido el tiempo. A Yola por recibirme en el INP y siempre estar dispuesta a brindar

Su apoyo.

A mis compafieros y amigos de generacion, especialmente Ciciolil y Juan que, a
pesar de la distancia y las circunstancias suscitadas por la pandemia, logrdbamos
siempre conectarnos para reir y divertirnos como si nos conociéramos de siempre.

Al resto de la generacion por sus comentarios y compafierismo durante la maestria.

A mis mejores amigos, que son como mis hermanos y hermanas. Por estar siempre
en las buenas y en las malas, y ayudarme a hacer de este ciclo uno de los mejores

de mi vida.



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt et ee e e et e e eee e e ee e, VI
INDICE DE TABLAS. ... oottt et ettt e et et et e et e e e e ne e IX
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt et e eeeaa e ees X
L U 1 = N Xl
A B ST R A CT e ettt et e e e e e e e et e e e et e e e et e e eaaans A\
I [ 1 o To 1U o o4 ' ) [PPSR 1
I A @ 0127 o = To PO OPOPRTTRR 1
1.1.1. Comorbilidades de la 0beSidad............ccoiiirereneneeeeeeee e e 3

1.2, EI1e]idO AdiPOS0 .iiicccrrreereeeiriiressrnnrereeesssecsssssnnresssssssssssssnsesesssssssssssssnsessssssssssssnnns 4
1.2.1. Funcién enddcrina del tejido adipOSO0.......ccccvvveievierieieieeceee e 5
1.2.2. La proteina desacoplante del tejido adipoSO (UCP) .......cceveeeieineienesene e 8
1.2.3. Browning o pardeamiento del tejido adipOS0.......ccccvevvevieieieeeecisesesee s 8

3 INRC T2 X0 1T oY =T A1 o - U 9
1.3.1. La adipOnecting Y SUS FECEPLOIES ......cevuerterieriirierieseeeeie ettt ettt st st e e be b e nean 11
1.3.2. Efectos fisiologicos de la adipOnecting ..........cccovueeuirinirieeinnieeerseeeeee e 14
1.3.3. Pardeamiento Yy adipONECHING.........covueereirieirereeee et 15

1.4.  ElI Sulfuro de HidrOgeno (HaS) ccccevcrereeriiiecrrrrnnreeessiisecssssnnreesesssssssssnnsesessesssanes 15
14.1. BIOSINIESIS eI H2S ...t 16
1.4.2. PEISUIFUTACION ...ttt 17
1.4.3. H2S y su relacion con la obesidad ..o e 19
1.4.4. Pardeamiento Y HaS.......cooiiiiiieieee ettt 20

2. JUSHITICACION i e e e e e e e e nnrae e e e e nees 22
G T o 11 oo 1 (== 1 O PPRRPRRR 22
N © 1 o] 1= {1V o 1= RSSO PUPPRPRRR 22
4.1, ODJELIVO JENETAI c.uuureeereeeeriiicerrnerreeeesiiessssnnneeeesssssssssssnnressesssssssssssssssasssssssssssnnns 22
4.2, ODbjetivos €SPECITICOS. ciiiiiiiiirrrrrtettiiiiesesrnneeeeeeeescesssssenreeeessesessssssssseesasssssssssanes 23
5. MaterialeS Y MELOUOS ....coiiiiiiiiiie ettt e a e e e 24

\



INDICE GENERAL

L 70 S \Y (o To 1=1 Vo =12 [ 1 = | PP ROPP 24
5.2.  DisSef0 eXPEriMENtal ccciicccccrcerreeeriiiecirinnereeeesiissessssnneseesssssssssssensessssssssssssansesesses 24
5.3.  Homogenizacion de tejid0 adiPOS0...eieeeeercceecrsneeeeeniescccssseneeeeesssesssssnnseseenes 25
5.4. Cuantificacion de proteinas de tejido adipOS0 ...cccceereeerrieeriieersseessseessnneenns 26
5.5. Determinacion de adipONeCtiNa. i ceeeirccsrereeesrneesiicssneeesesssenessssssnesssesssnassssnns 27
5.6. Andlisis de la expresion de proteinas mediante Western Blot..........ccueeeeee. 27
T A N ¢ P LTS L =253 = To 1 1] Ao o 1Tt 28
T T U1 = Vo [0 1SRRI 30
6.1. Efecto dela DRG Yy el NaHS sobre la concentracion de adiponectina en el
=TT T0 (o Ir=To 1] oo 1] o J R POPPPURRRRRRt 30
6.2. Expresion de AMPK y su fosforilacion en el tejido adip0SO0....ccccvcueeeeeeennnee. 33
6.3. Expresion de proteinas asociadas con pardeamiento del tejido adiposo .. 34
6.3.1. Expresion de PGC-1a en el tejido adipOS0 ......c.oevveuirieinieinieineneeseeeeeeseee e 34
6.3.2. Expresion de UCP1 en el tejido adipOS0 .......ccccvverierienierieieieieeeeeese e see e 35
A 11 o U =1 o | o RPN 38

7.1. Efectos del sulfuro de hidrogeno sobre los niveles de adiponectina en el

TEJIHO AUIPOSO werreeerriiriiiieiiientteeetiiisessssnnttesessiesssssssnsesessssssssssssnnsansssssssssssssssssasssssssssssnnns 38

7.2. Efectos del sulfuro de hidrogeno en la expresion proteica de marcadores

(o [N o= U [=T= o ¢ 1 T=T o) (o PSP 40
8. CONCIUSIONES ... —————— 43
O, PISPECIIVAS ..uuviiiiiiiiiie e e e e e eeee ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e st e e e e e e e e e e e nnnanraees 44
O TR L= L=T =T o o = T PSPPI 45
ANEXO 1. Composicion de la dieta normal y la dietarica en grasas............... 58
ANEXO 2. Actividades aCcad@miCas. ......cccceeeeeeeeiiiiiiiiiieeieee e e e e e 59

\l



INDICE DE FIGURAS

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Principales causas de muerte en adultos 2020.............cccoeeeiiiiiineeeenninnnn. 4

Figura 2. La adiponectina muestra cuatro diferentes formas de distinto peso

INOIECUIAL .. e e e e e 11

Figura 3. Representacion esquematica de las vias de sefializacion de la

adiponectina y el entrecruzamiento con la via de sefializacion de la insulina......... 13

Figura 4. Representacion esquematica de las vias enzimaticas para la sintesis del

Figura 5. Mecanismos de reaccion propuestos para la formacién de persulfuros..18
Figura 6. Disefio eXPerimental. ............uuuuueiiiiiiiiiis s 25
Figura 7. Concentraciones de adiponectina en tejido adipoSo0.............cccccvvvvvevennn.. 30

Figura 8. Niveles de adiponectina en tejido adiposo ajustadas al peso del tejido

=T [ 0 [0 1< 0 JA PSP SPPPPRPRPPUPPPR 31
Figura 9. Concentracion de adiponectina €n SUEIO. .........ccccvveeeeeeeeeeeeeeccciireeeeeenn. 32
Figura 10. Efecto en la activacion de AMPKa en tejido adip0So. ..........coccvveeeennnee. 33
Figura 11. Expresion de PGC-1a en el tejido adip0So0........cccveeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeee. 35
Figura 12. Expresion de UCP1 en el tejido adip0So0. ........cccovveerivieiieeiieenieesieee 36
Figura 13. Resumen grafico de resultados............ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeece e 42

Vil



INDICE DE TABLAS

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de peso corporal en adultos segun IMC............cccveeveeeeeeennnn. 1
Tabla 2. Factores etiopatogénicos de la obesidad............cccccceeeeeeieiiiciiiiiiiiieeeee e 2
Tabla 3. Ejemplos de adipocinas y sus efectos en la salud y enfermedad............... 7



ABREVIATURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

3-MST 3-mercaptopiruvato-sulfuro transferasa

Acrp30 Proteina del adipocito relacionada al complemento 30

ADN Acido desoxirribonucléico

ADNCc Acido desoxirribonucléico complementario

Akt Proteina cinasa B

AMP Adenosin monofosfato

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

AMPK Cinasa activada por AMP

AMPKa Subunidad a de AMPK

ANOVA Andlisis de varianza

AAOA Acido aminooxiacético

apM1 Transcripcion 1 del gen mas abundante del tejido adiposo

APPL1 Proteina adaptadora, fosfotirosina que interactua con el dominio
PH y cremallera de leucina 1

APPL2 Proteina adaptadora, fosfotirosina que interactua con el dominio
PH y cremallera de leucina 2

ARN Acido ribonucléico

ARNmM Acido ribonucléico mensajero

ATP Adenosin trifosfato

BAR Dominio NH2z-terminal Binl/anfifisina/RVS167

BSA Albumina de suero bovino

C/EBPa Proteinas de union potenciadoras de CCAAT

CaMKK-B Proteina cinasa cinasa B dependiente de Calcio/Calmodulina

CAT Cisteina aminotransferasa

CBS Cistationina B sintasa

CcC Control de carga

CO Monéxido de carbono

COVID-19 Enfermedad por coronavirus del 2019

CSE Cistationina-y-liasa

DL-PAG DL-Propargilglicina

DN Dieta normal

DRG Dieta rica en grasas

DT2 Diabetes tipo 2

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

eNOS Sintasa de 6xido nitrico endotelial

Ensanut Encuesta nacional de salud y nutricion

FABP-4 Proteina de unién de acidos grasos 4

FGF21 Factor de crecimiento de fibroblastos 21

GLUT4 Transportador de glucosa 4

GTPasa Trifosfatasa de guanosina

H2S Sulfuro de hidrogeno

HG Alta glucosa




ABREVIATURAS

HIFla Subunidad a del factor 1 inducible por hipoxia

HMW Adiponectina de peso molecular alto

HRP Peroxidasa de rdbano

IL-18 Interleucina 18

IL-6 Interleucina 6

IMC Indice de masa corporal

IR Receptor de insulina

IRS Sustrato del receptor de insulina

LKB1 Cinasa hepatica B1

LMW Adiponectina de peso molecular bajo

LXR Receptores X hepaticos

MiARN Micro-ARN

MAPK p38 Proteina cinasa activada por mitbgeno p38

MKK3 Proteina cinasa cinasa 3 activada por mitdgeno
MMW Adiponectina de peso molecular medio

NaHS Sulfhidrato de sodio

NO Oxido nitrico

OMS Organizacion Mundial de la Salud

pPAMPKa Subunidad a de AMPK fosforilada

PAQR Receptores de progestina y adipoQ

PBS Buffer fosfato salino

PBST PBS con Tween

PGC-la Coactivador 1a de PPARy

Pl Proteina de interés

PKCC Proteina cinasa C C

PLP Fosfato de piridoxal

POMC Proopiomelanocortina

PP2A Proteina fosfatasa 2

PPARa Receptor activado por proliferador de peroxisomas a
PPARyY Receptor activado por proliferador de peroxisomas y
PRDM16 Dominio regulador positivo que contiene a 16

PTB Dominio de unién a fosfotirosina

PVDF Difluoruro de polivinilideno

Rab5 GTPasa 5 relacionada con Ras en el cerebro
RT-PCR Reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa reversa
SARS-CoV2 Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave tipo 2
SDS Dodecilsulfato de sodio

SiRNA ARN de silenciamiento o ARN pequeiio de interferencia
SVF Fraccion estromal vascular

TA Tejido adiposo

TAB Tejido adiposo blanco

TABg Tejido adiposo beige

TAK1 Cinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante [3

Xl



ABREVIATURAS

TAP Tejido adiposo pardo

TASC Tejido adiposo subcutaneo
TAV Tejido adiposo visceral

TBS Tris buffer salino

TBST TBS con Tween

TCA Acido tricloroacético

TNF-a Factor de necrosis tumoral a
UCP1 Proteina desacoplante 1
UCP2 Proteina desacoplante 2

Xl



RESUMEN

RESUMEN

Recientemente, el pardeamiento del tejido adiposo ha sido objeto de gran interés,
principalmente por su capacidad para incrementar el gasto energético, prevenir el
desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2, y mejorar la sensibilidad a la insulina. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto del tratamiento con sulfhidrato de
sodio (NaHS) sobre el pardeamiento del tejido adiposo, asi como en los niveles de
adiponectina en suero y en el tejido adiposo. Para cumplir con ello, 24 ratas Wistar
macho jévenes (4 — 6 semanas) fueron divididas en 4 grupos; el primer grupo recibié
tratamiento con dieta normal (DN, n=6) durante 16 semanas. Otro grupo fue tratado
con una dieta rica en grasas (DRG) durante 12 semanas. Posteriormente, el grupo
con DRG fue dividido en 3 subgrupos a los que se les administrg, diariamente, via
i.p., durante 4 semanas los siguientes farmacos: (1) nada (DRG, n=6); (2) PBS -
vehiculo de NaHS (DRG + PBS; 1 mL/kg/dia) y (3) donador de H2S (DRG +
Sulfhidrato de Sodio/NaHS; 5.6 mg/kg/dia). Se realiz6 la determinacion de los
niveles de adiponectina en suero y en tejido adiposo mediante ensayo de ELISA.
Se midid la expresion de las proteinas relacionadas con pardeamiento del tejido
adiposo UCP1 y PGC-1aq, asi como de la cinasa activada por AMP (AMPK) y su
forma fosforilada en el tejido adiposo mediante Western Blot. La DRG redujo los
niveles de adiponectina total en suero, aunque no en el tejido adiposo. Los niveles
séricos y tisulares de adiponectina ajustados al peso del tejido adiposo se vieron
disminuidos por el NaHS y solo en el suero por la DRG. El NaHS increment6 de una
manera estadisticamente significativa la expresion de las proteinas relacionadas
con pardeamiento del tejido adiposo, PGC-1a y UCP1, asi como el estado de
fosforilacion de AMPK (pAMPK). En conclusion, el H2S exdgeno incrementd la
expresion de proteinas relacionadas con el pardeamiento del tejido adiposo como
la PGC-1a y la UCP1, a través de una via de senalizacion en donde pudiera estar

implicada la activacion de AMPK, de una manera independiente a la adiponectina.

Xl



ABSTRACT

ABSTRACT

Recently, the browning of adipose tissue has been a subject of great interest, mainly
due to its capability to increase energy expenditure, to prevent the development of
obesity and type 2 diabetes, and to improve insulin sensitivity. The objective of this
study was to determine the effect of sodium hydrosulfide (NaHS) treatment on
proteins related with adipose tissue browning, as well as on adiponectin levels in
serum and adipose tissue. To accomplish this, 24 young male Wistar rats (4-6 weeks
old), were divided into 4 groups; the first group received a normal diet treatment (ND,
n=6) for 16 weeks. Another group was treated with a high-fat diet (HFD) for 12
weeks. Subsequently, the HFD group was divided into 3 subgroups to which the
following drugs were administered daily for 4 weeks: (1) nothing (HFD, n=6); (2) PBS
- NaHS vehicle (HFD + PBS; 1 mL/kg/day) and (3) H2S donor (DRG + Sodium
hydrosulfide/NaHS; 5.6 mg/kg/day). Serum and adipose tissue adiponectin levels
were determined by ELISA. Expression of the adipose tissue browning-related
proteins UCP1 and PGC-1a, as well as AMP-activated kinase (AMPK) and its
phosphorylated form in adipose tissue were measured by Western Blot. HFD
reduced total adiponectin levels in serum, although not in adipose tissue. Serum and
tissue levels of adipose tissue weight adjusted adiponectin were decreased by NaHS
and only in serum by the HFD. NaHS significantly increased the expression of
browning-related proteins, PGC-1a and UCP1, as well as the phosphorylation state
of AMPK (pAMPK). In conclusion, exogenous H2S increased the expression of
browning-related proteins, such as PGC-1a and UCPL1, through a signaling pathway

in which AMPK activation could be involved, in an adiponectin-independent manner.
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INTRODUCCION

1. Introduccién

1.1. Obesidad

La obesidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como “una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”
(WHO, 2021). El grado de obesidad se manifiesta en el peso corporal, por lo que,
de acuerdo con el indice de masa corporal (IMC), puede clasificarse en peso normal,
sobrepeso y obesidad (Tabla 1). El IMC es calculado mediante la division del peso
corporal en kilogramos (kg) entre el cuadrado de la estatura en metros (m) (WHO,
2021).

Tabla 1. Clasificacion de peso corporal en adultos segun IMC (WHO, 2021).

Clasificacion IMC (kg/m?)
Peso Normal 18.50 a 24.99
Sobrepeso 25.00 a 29.99
Obesidad = 30.00

Obesidad grado 1 30.00 a 34.99
Obesidad grado 2 35.00 a 39.99
Obesidad grado 3 =>40.00

La obesidad es un problema de salud mundial cuya prevalencia va en aumento cada
dia, ya que, durante las ultimas 5 décadas, su prevalencia casi se ha triplicado. De
acuerdo con datos de la OMS en el 2016, el 39% de la poblacion mundial tenia
sobrepeso (aproximadamente 1900 millones de personas) y el 13% eran obesos,
esto es, alrededor de 650 millones (WHO, 2021). Ademas, la Federacion Mundial
de Obesidad, proyecta que para el 2025 existiran alrededor de 2700 millones de
adultos con sobrepeso y mas de 1000 millones con obesidad (Federation, 2019).
En México, segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn 2020

(Ensanut 2020), existe una prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos
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mayores de 20 afios del 76% (32.8 millones) en mujeres y de 72.1% (28.9 millones)

en hombres (INSP, 2021).

La etiopatogenia de la obesidad deriva de multiples factores, que pueden ser de

origen primario como factores genéticos o algunos sindromes (p. ej. Prader-Willi).

También puede deberse a factores secundarios o adquiridos que van desde el

sedentarismo o una nutricion hipercaldrica, hasta patologias derivadas de otros

aparatos y/o sistemas y manifestarse como consecuencia de enfermedades

enddcrinas, psiquiatricas o de origen farmacologico (Tabla 2).

Tabla 2. Factores etiopatogénicos de la obesidad (Modificado de Apovian, 2016).

Causas primarias

Genéticas
Mutacién del
receptor de

Trastornos '

. Melanocortina-4,

monogénicos _
déficit de leptina,
déficit de POMC.
Prader-Willi,
Bardet-Biedl,
Cohen, Alstrom,

Froehlich.

Sindromes

POMC: Proopiomelanocortina.

Neurologicas

Endocrinas

Psiquiatricas

Farmacoldgicas

Causas secundarias

Lesion cerebral, tumor

cerebral, radiacion
craneal, obesidad
hipotalamica.

Hipotiroidismo, sindrome
de Cushing, déficit de
hormona del crecimiento,

pseudohipoparatiroidismo.

Depresion, trastornos de

la conducta alimentaria.

Antidepresivos triciclicos,
anticonceptivos,
antipsicoticos,
antiepilépticos,

glucocorticoides.



INTRODUCCION

Debido a lo anterior, en la actualidad, existe un esfuerzo importante por buscar
nuevos blancos terapéuticos para desacelerar el incremento de esta condicion vy,
con ello, la presencia de las multiples enfermedades asociadas a ella, como la
hipertension arterial, diabetes mellitus y algunos tipos de cancer (Smith & Smith,

2016), que ponen en riesgo la calidad y esperanza de vida de quienes las padecen.

1.1.1. Comorbilidades de la obesidad

Como se describié previamente, la obesidad es un padecimiento con causas
multifactoriales; sin embargo, el resultado de esta acumulacion excesiva de grasa
en el cuerpo es capaz de desencadenar alteraciones en otros niveles. La obesidad
se asocia con multiples enfermedades, incluidas la diabetes mellitus tipo 2 (DT2),
enfermedades cardiovasculares (p. ej. hipertension, infarto agudo al miocardio,
enfermedad cerebrovascular), esteatosis hepatica, apnea obstructiva del suefio,
enfermedades osteoarticulares y algunos tipos de cancer (p. €j. Utero, vejiga, colon,
higado, rifién) (Hu, 2008; Smith & Smith, 2016).

En México, de las 10 principales causas de muerte en el 2020, las enfermedades
del corazon se encontraban en primer lugar, en tercer sitio, la diabetes mellitus,
seguida de los tumores malignos, y como sexta y séptima causas se encontraban
las enfermedades del higado y las enfermedades cerebrovasculares,
respectivamente (Figura 1) (INEGI, 2020). Es de notarse que derivado de la
pandemia generada por el virus del SARS-CoV2, la enfermedad asociada a éste,
COVID-19, se encuentra como la segunda causa de muerte y hay evidencia de un
vinculo estrecho entre la obesidad y sus comorbilidades con ese padecimiento
(Zhou et al., 2021).

Resulta importante hacer notar que el incremento constante en la prevalencia de la
obesidad, sus comorbilidades y su asociacion con las principales causas de muerte,
refuerzan la necesidad de entender, paliar, frenar y, de ser posible, revertir este

padecimiento.
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o

55000 110000 165000 220000

Enfermedades del corazén 218704

COVID-19 200256

Diabetes mellitus 151019

Tumores malignos 90603

Influenza y neumonia 58038

Enfermedades del higado 41492

Enfermedades cerebrovasculares 37021

Agresiones (homicidios) 36773

Accidentes 32356

EPOC QwAkerls

Figura 1. Principales causas de muerte en adultos 2020, numero total de

fallecimientos por causa (Tomado de INEGI, 2020).

1.2. Eltejido adiposo

Para lograr entender la fisiopatologia de la obesidad y la relacion con sus distintas
comorbilidades, es necesario enfocar la atencion en el tejido adiposo. Este es un
tipo de tejido especializado de origen mesenquimatoso, compuesto por células
agrupadas capaces de almacenar lipidos, denominadas adipocitos (Ross et al.,
2004).

El tejido adiposo puede dividirse de acuerdo con su fenotipo, en tejido adiposo
blanco (TAB) y tejido adiposo pardo (TAP) (Britton et al., 2013; Virtanen et al., 2009).
El primero, representa a la mayor parte de la masa de tejido adiposo en los
humanos, mientras que el TAP, conforma el ~4.3% del total de masa grasa en

adultos y se localiza principalmente en la regidén perirrenal, perivascular, cuello,
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mediastino y supraclavicular (Leitner et al., 2017; Ross et al., 2004). ElI TAB es el
responsable del almacenamiento de energia en forma de triglicéridos y funciona
como suministro energético para tejidos periféricos a través de la liberacion regulada
de acidos grasos libres (Oikonomou & Antoniades, 2019). EI TAP es un tejido
adiposo con una tasa metabolica alta, involucrado en la termogénesis (Ricquier &
Bouillaud, 2000).

Diversos estudios han demostrado que el tejido adiposo presenta un fenémeno de
convertibilidad, remodelacion o plasticidad, siendo capaz de cambiar entre los
distintos fenotipos dependiendo del estimulo recibido (Cinti, 2017). En modelos
animales con obesidad y en humanos con obesidad morbida se ha observado que
el TAP reduce su actividad o se encuentra completamente inactivo comparado con
sujetos sin obesidad (Oikonomou & Antoniades, 2019; Vijgen et al., 2011) . Por otro
lado, existe una forma inducible de TAB, denominado tejido adiposo beige (TABQ)
o brite (brown in white), que puede encontrarse de forma diseminada en depdsitos
de TAB y su diferenciacion ocurre como respuesta a la exposicién al frio y
modulacién farmacoldgica del TAB, teniendo funciones similares a las del TAP en
su gasto energético elevado y en la termogénesis (Cinti, 2017; Oikonomou &
Antoniades, 2019).

Ademas de sus funciones en el almacenamiento y suministro energético, asi como
en la termogénesis, el tejido adiposo es capaz de secretar diversas sustancias

dandole su funcion caracteristica como 6rgano endocrino (Trayhurn & Wood, 2004).

1.2.1. Funcion enddcrina del tejido adiposo

El tejido adiposo es considerado un érgano enddécrino por su facultad para producir
y secretar hormonas y factores de sefializacibn capaces de ejercer efectos
autocrinos, paracrinos y/o endécrinos (Lehr et al., 2012; Oikonomou & Antoniades,
2019). Dentro de estas hormonas se encuentran las denominadas adipocinas

(Funahashi et al., 1999), con efectos a distintos niveles como: (1) la regulacion del
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apetito y saciedad a nivel cerebral; (2) la regulacion de la presion sanguinea y la
funcion endotelial o la contractilidad del musculo cardiaco en el aparato
cardiovascular; (3) la modulacion de la respuesta inflamatoria, en la atraccién de
células inmunes o en la cicatrizacion de heridas en el sistema inmune; y (4) la
modulacién del almacenamiento de triglicéridos, en la sensibilidad a la insulina, en
la secrecion de adipocinas o en el pardeamiento en el mismo tejido adiposo (Bluher,
2013; Fasshauer & Bliher, 2015).

El nimero de adipocinas conocidas hasta el momento rebasan las 600 y algunas
de ellas pueden verse en la Tabla 3. El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) fue
descrito como la primera adipocina en 1993 (Hotamisligil et al., 1993). El TNF-a es
una citocina pro-inflamatoria elevada en la obesidad. Un afio después, otra
adipocina de gran relevancia fue descubierta: la leptina (Zhang et al., 1994). Esta,
en conjunto con la adiponectina, desempefian un papel importante en la saciedad,
el peso corporal y la sensibilidad a la insulina (Lehr et al., 2012). La adiponectina ha

demostrado también estar vinculada con efectos sobre el pardeamiento del TAB.

Dependiendo del estado en el que se encuentre el adipocito sera el perfil secretor
de adipocinas (Fasshauer & Bluher, 2015), esto es, segun el fenotipo y los estimulos
agudos o cronicos a los que se haya visto expuesto, expresara distintos perfiles

transcripcionales y secretard mediadores especificos.

En la obesidad existe un aumento en el tamafio o hipertrofia del adipocito, lo que
resulta en adipocitos cargados de lipidos, inflamacién del tejido adiposo, fibrosis,
hipoxia, estrés oxidante y una eventual muerte de esas células (Oikonomou &
Antoniades, 2019; Rutkowski et al., 2015).
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Tabla 3. Ejemplos de adipocinas y sus efectos en la salud y enfermedad (Modificado
de Fasshauer & Bluher, 2015)

Adipocina Efecto

_ _ Mejora sensibiidad a la insulina, antidiabética,
Adiponectina _ o . )
antiaterogénica y antiinflamatoria

Apelina Inhibe la secrecién de insulina
Quemerina Proteina quimioatrayente, regula adipogénesis
FABP-4 Asociada con riesgo incrementado para DT2

Estimula la captura de glucosa en los adipocitos; incrementa
FGF21 la termogénesis, el gasto energético y la disposicion de
grasa; mejora el metabolismo de glucosa y lipidos.
IL-1B8, IL-6 y TNF-a  Citocinas proinflamatorias.
Sefal de saciedad; regula el apetito, gasto energético,

Leptina - _
fertilidad y otros procesos. Afectada en obesidad.

Esta hipertrofia adipocitaria cronica, va disminuyendo la capacidad de oxigenacion
del tejido por un efecto de rarefaccion vascular, que consiste en la disminucién de
la densidad de los capilares por volumen de tejido (Oikonomou & Antoniades, 2019;
Paavonsalo et al., 2020). La baja disponibilidad de oxigeno incrementa la expresion
del factor de transcripcion HIF1a. Esto ha demostrado estar relacionado con efectos
profibréticos y proinflamatorios (Halberg et al., 2009), situacidon que incrementa la
secrecion de adipocinas involucradas con la fisiopatologia de la obesidad y sus
comorbilidades, disminuyendo la disponibilidad de las protectoras como la

adiponectina.

En las Ultimas décadas se ha mantenido un elevado interés en el TAP y en el TABg
por su capacidad en contrarrestar estas alteraciones metabdlicas (Kaisanlahti &
Glumoff, 2019). Como se menciond previamente, ambos fenotipos presentan la

funcidén caracteristica de un alto gasto energético y de disipacion energética en
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forma de calor o termogénesis, mecanismo concebido por una fuga de protones a
nivel de la cadena de fosforilacién oxidativa mitocondrial, efectuado por una proteina
desacoplante de la sintesis de ATP, la UCP1 (Ricquier & Bouillaud, 2000).

1.2.2. La proteina desacoplante del tejido adiposo (UCP)

La generacion de calor observada en el TAP ocurre mediante el desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa. El TAP es rico en mitocondrias y la membrana interna
mitocondrial contiene una gran cantidad de la proteina desacoplante 1 (UCP1 o
termogenina). La UCP1 crea una ruta para el flujo de protones desde el citosol hacia
la matriz mitocondrial, lo que incrementa la oxidacion de los sustratos de la
fosforilacién oxidativa (como los acidos grasos) generando un desacoplamiento de
la produccidén de ATP y la obtencion de energia en forma de calor (Kaisanlahti &
Glumoff, 2019; Ricquier, 2017; Stryer et al., 2015).

Como se mencion6 previamente, las células del TABg se encuentran en depdsitos
de TAB, y presentan caracteristicas morfolégicas como las del TAP (expresion de
UCPL1). El proceso de diferenciaciéon de TAB a TABg se puede generar por diversos
estimulos, como la exposicion al frio o por farmacos (Than et al., 2015). Esta
capacidad de cambio de un fenotipo asociado con resistencia a insulina por uno con
caracteristicas protectoras ha cobrado cada vez mayor interés por sus probables

efectos terapéuticos en la obesidad.

1.2.3. Browning o pardeamiento del tejido adiposo

En afos recientes, la capacidad de diferenciacion del TAB hacia TABg
(pardeamiento/browning) ha sido objeto de gran interés debido a la capacidad de
incrementar el gasto energético, prevenir el desarrollo de obesidad y DT2, y mejorar
la sensibilidad a la insulina como se ha observado en modelos animales (Kaisanlahti
& Glumoff, 2019; Vargas-Castillo et al., 2020).
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Dentro de los agentes inductores de pardeamiento implicados se encuentran
aspectos fisicos como la exposicion al frio, los agonistas de los receptores s
adrenérgicos, acidos grasos de cadena corta, factores dietéticos y compuestos
organicos como la capsaicina y el aceite de pescado, receptores nucleares y sus
ligandos como los receptores X hepaticos (LXR), miARNs, farmacos como las
tiazolidinedionas o los analogos de incretinas; asi como algunas adipocinas como
la adiponectina, la apelina, la leptina, el factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF21), entre otros (Kaisanlahti & Glumoff, 2019).

El proceso de diferenciacion adipogénico es orquestado principalmente por el
receptor activado por el proliferador de peroxisomas y (PPAR-y), el cual impulsa el
transcriptoma de adipogénesis junto con otros coactivadores como las proteinas de
unioén potenciadoras de CCAAT (C/EBP), el coactivador de PPAR-y 1a (PCGla) y
la proteina con dominio regulador positivo que contiene a 16 (PRDM16) (Kaisanlahti
& Glumoff, 2019). Por lo tanto, la medicién de la expresion de estos factores pueden
ser indicadores de diferenciacion del TAB. Asi mismo, la cinasa dependiente de
AMP (AMPK) podria estar implicada en el proceso de diferenciacion del tejido
adiposo. Al respecto, en un estudio in vitro se observo que la apelina, una adipocina
generada en el tejido adiposo, al ser administrada a cultivos de adipocitos produjo
un incremento en la fosforilacion de Akt y AMPK; ademas, el silenciamiento de
AMPK con un siRNA, blogqued los efectos previamente observados por la apelina en
la expresion de PRDM16 y UCP1 (Than et al., 2015). En la siguiente seccion se
hablara de la adiponectina, otra adipocina de interés en el pardeamiento del tejido

adiposo.

1.3. Adiponectina

La adiponectina es una proteina secretada por el tejido adiposo, por lo que es una
adipocina. Consta de 244 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de ~30
a ~300 kDa (dependiendo el oligobmero formado), es codificada por el gen AdipoQ,

y Se encuentra asociada a diversas respuestas como: (1) sensibilizacion de insulina;
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(2) polarizaciéon de macroéfagos hacia su fenotipo antiinflamatorio M2; (3) efectos
anti-apoptoticos en cardiomiocitos y células B-pancreéticas; (4) reduccion del estrés
oxidativo; y (5) termogénesis (Achari & Jain, 2017; Heydari et al., 2020; Ruan &
Dong, 2016).

La adiponectina plasmética puede encontrarse en niveles de 2 — 20 pg/mL,
concentraciones mayores, en comparacion con los niveles de leptina o insulina (que
se encuentran en el rango de los ng/mL) (Ruan & Dong, 2016). Por otro lado, se ha
observado que la concentracion de adiponectina presenta un dimorfismo sexual,
con una relacion de 2:1 en favor del sexo femenino, pudiendo esto deberse
principalmente a que en hombres existen menores niveles de la forma multimérica
de adiponectina (HMW ~50% de la adiponectina total en el sexo femenino vs un
25% en el sexo masculino) (Pajvani et al., 2004; Z. V. Wang & Scherer, 2016).

El primer reporte sobre la adiponectina fue en 1995. Esta fue identificada a partir de
una biblioteca de ADNc enriquecida en genes especificos de adipocitos, recibiendo
el nombre en ese momento de Acrp30 (Scherer et al., 1995). Un afio después, Hu
y colaboradores realizaron la clonacién del gen de adiponectina mediante un ensayo
de presentacion diferencial de ARNm por RT-PCR, refiriéndose a ella como AdipoQ
(E. Hu et al., 1996). Ambos estudios fueron realizados en modelos murinos. En ese
mismo afio (1996), el homologo humano fue identificado, denominandolo como

apM1 (adipose most abundant gene transcript 1) (Maeda et al., 1996).

Con respecto a su estructura, en 1998 se logr6 su caracterizacion mediante
cristalizacién (Shapiro & Scherer, 1998). La adiponectina muestra 4 formas
diferentes de distintos pesos moleculares; una de bajo peso molecular (LMW,
trimérica), una de peso molecular medio (MMW, hexamérica), una de alto peso
molecular (HMW, multimérica 12-18 monomeros) y una isoforma pequefia que
consiste Unicamente del dominio globular de la proteina (Figura 2); tiene una vida
media que va de los 32 min para la LMW a los 83 min para MMW y HMW (Ruan &
Dong, 2016). En relacion con sus distintas formas, se ha observado que el complejo

10
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HMW es la isoforma mayormente bioactiva, contribuyendo con sus efectos en
mejorar la sensibilidad a la insulina (Pajvani et al., 2004). Por otro lado, la
adiponectina trimérica ha demostrado que puede reducir los niveles de glucosa en

sangre al inhibir la gluconeogénesis hepatica (Wang & Scherer, 2016).

Regidn Regidn Dominio de Dominio de
sefalizadora  variable colageno globular
Monémero NH, _& l | | COOH
Globular
Trimero Hexamero Multimero
LMW - MMW HMW
> s \ g/
- \/ Wiy

Figura 2. La adiponectina muestra cuatro diferentes formas de distinto peso
molecular ( Modificado de Achari & Jain, 2017).

1.3.1. Los receptores de la adiponectina

Los receptores de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, pertenecen a la familia PAQR
(receptores de progestina y adipoQ), poseen 7 dominios transmembrana con el
extremo N-terminal citoplasmatico y el C-terminal extracelular. El receptor
principalmente implicado en las respuestas observadas por acciébn de la
adiponectina es el AdipoR1, ya que existe debate en los efectos generados por parte
del AdipoR2. En algunos estudios se ha observado que el AdipoR2 presenta un
fenotipo similar al de AdipoR1, pero en otros estudios se ha visto que genera

respuestas opuestas (Ruan & Dong, 2016).

11
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Con respecto a la sefializacién del receptor de adiponectina, se han observado
multiples vias implicadas (Figura 3). En primer lugar, se encuentra la via que
depende de la proteina adaptadora APPL1. La APPL1 contiene multiples dominios
gue la hacen capaz de unirse a segundos mensajeros y generar cascadas de
sefalizacion intracelular en las que también se encuentran asociadas vias de
sefalizacion de AMPK, Rab5 o MAPK p38 (Fang & Judd, 2018). En la actualidad,
existen pocos datos sobre como puede generarse la interaccion entre AdipoR1 y
APPL1. Una posibilidad es que, al momento de unirse la adiponectina con su
receptor, ésta estimula una fosforilacion de tirosina en AdipoR1, lo que induce la
unién de APPL1 de su dominio PTB (phosphotyrosine binding, unién a fosfotirosina)
al extremo n-terminal del receptor. Una vez unida APPL1 a AdipoR1, se activa a la
PP2A (proteina fosfatasa 2A), resultando en la desfosforilacion e inactivacion de la
PKCC (proteina cinasa CJ{), situacion que desfosforila a la cinasa hepatica B1 (LKB1)
permitiéndole translocarse del nucleo al citoplasma, y que sea capaz de activar, por
ejemplo, a AMPK (Achari & Jain, 2017). Asi mismo, se ha encontrado que Rab5
interactia con el dominio BAR (NHz-terminal Binl/anfifisina/rvs167) del APPL1,
estimulando su activacién (Mao et al., 2006). Ademas, APPL1 es capaz de funcionar
como proteina de andamiaje, formando complejos con las cinasas rio arriba de la
MAPK p38 (como el complejo TAK1-MKK3-MAPK p38), activando su via de

sefalizacion (Xin et al., 2011).

En segundo lugar, la proteina APPL2 es una isoforma de la anterior y es un
regulador negativo de APPL1 debido a que puede formar heterodimeros con esa
proteina y evitar su unién con los receptores de la adiponectina (Ruan & Dong,
2016). Asi, APPL1 y APPL2 son las proteinas reguladoras de la sefalizacion
mediada por adiponectina y su union a sus receptores. Como tercera via, aparece
una donde participa el factor de transcripcion PPAR-a, observandose incrementos
en su expresion mediada por adiponectina en masculo esquelético y, con ello, un
incremento en la actividad de acetil CoA oxidasa y de proteinas desacoplantes
(UCPs) lo que promueve la oxidacidon de acidos grasos y aumenta el gasto

energético (Fang & Judd, 2018; Ruan & Dong, 2016). Por ultimo, también se han

12
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descrito vias asociadas a la activacion de CaMKK- por induccién de liberacién de
Ca?* del reticulo sarcoplasmico en miocitos; y vias en donde participa la ceramida
hepatica, que disminuye por accién de la adiponectina y esto se asocia con un

incremento en la sensibilidad a la insulina (Figura 3) (Ruan & Dong, 2016).

De manera interesante, se ha observado un entrecruzamiento con vias de
sefalizacion de la insulina. La proteina APPL1 puede formar complejos con el
sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) en condiciones basales. Después de una
estimulacion por insulina o adiponectina, el complejo es fosforilado, haciendo que
sea reclutado por el receptor de insulina (IR) e iniciar la via de sefializacion de la
insulina incluso sin estar la insulina unida a su receptor (Z. V. Wang & Scherer,

2016).

Insulina Adiponectina

«— B <« (a0
l APPL1 APPL1
— . |
! (praray)  (ampk (P) [ 38 (P)
l T Oxidacion de 4 Inflamacién T Captura de
acidos grasos Citoproteccion glucosa
T Gasto energético T Sensibilidad de
l insulina
Respuestas T Qd)udacnon de
biolégicas 4cidos grasos

Figura 3. Representacion esquematica de las vias de sefalizacion de la
adiponectina y la comunicacion cruzada con la via de sefalizacion de la insulina. La
activacion de los receptores de adiponectina (AdipoR1/2) es capaz de activar una
cascada de sefializacion en la que se ven implicados multiples mensajeros. La
adiponectina se une al extremo C-terminal de su receptor, estimulando la unién de
APPL1 a su extremo N-terminal. APPL1 es capaz de activar vias de cinasas como
la de PKCC-LKB1-AMPK o de TAK1-MPKK-MAPK p38; ademas de activar a la

13



INTRODUCCION

GTPasa Rab5 e incrementar la expresion de PPARal/y. (Modificado de Ruan &
Dong, 2016).

1.3.2. Efectos fisiologicos de la adiponectina

La adiponectina puede actuar en multiples niveles de la fisiologia del organismo.
Como ya se menciond, tiene efectos antidiabéticos, antiinflamatorios,
antiaterogénicos y de pardeamiento. Tales efectos han sido estudiados y pueden

explicarse en algunos tejidos clave.

Por ejemplo, en el musculo esquelético se ha demostrado que la adiponectina
incrementa la captura de glucosa y la oxidacién de &cidos grasos a través de las
vias de sefalizacion de AMPK y MAPK p38, (Myeong et al., 2006; Yamauchi et al.,
2002). A nivel cardiovascular es capaz de rescatar de las lesiones por isquemia-
reperfusion generadas en cerebro al incrementar la actividad de eNOS a través de
mecanismos dependientes de AMPK (Nishimura et al., 2008). En el higado, la
adiponectina: (1) mejora la sensibilidad a la insulina, (2) incrementa la oxidacion de
acidos grasos, (3) modula la absorcion de éstos mediante vias asociadas a PPARa
(Yamauchi et al., 2001), y (4) reduce los productos de peroxidacion lipidica al

restablecer la funcién mitocondrial (M. Zhou et al., 2008).

En el tejido adiposo, la adiponectina esta involucrada en vias de diferenciacion
celular y adipogénesis. En un estudio en el que se utilizaron células 3T3-L1 (lineas
celulares de preadipocitos tipo fibroblastos) con sobreexpresion de adiponectina, se
observé un incremento de factores de transcripcion relacionados con adipogénesis
como C/EBPa y PPARYy, asi como en la expresion del transportador de glucosa 4
(GLUT4) lo que se asocié con una mejor sensibilidad a insulina (Fu et al., 2005).
Finalmente, existe evidencia de que la adiponectina es capaz de contrarrestar el
estado inflamatorio en el tejido adiposo al promover la proliferacion del fenotipo

antiinflamatorio de macrofagos M2 (Hui et al., 2015). En relacion con sus efectos de
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pardeamiento del tejido adiposo existen datos controversiales que se profundizaran

en la siguiente seccion.

1.3.3. Pardeamiento del tejido adiposo y adiponectina

Existe controversia en el estudio del efecto de la adiponectina sobre el pardeamiento
del tejido adiposo. Por ejemplo, Qiao y colaboradores observaron que en un modelo
de raton knockout (Adipoq™) habia un incremento en la temperatura al exponerlos
al frio, mientras que al restituir la adiponectina, esta reducia la termogénesis al
disminuir la expresion de receptores B3 adrenérgicos en el TAP (Qiao et al., 2014).
En contraste, en otro estudio se encontr0 que la adiponectina incrementd el
pardeamiento inducido por frio en TAB subcutaneo al inducir la expresion de Ucpl
por activacion de AMPK, ademas de promover la proliferacion de macrofagos M2
en la fraccion estromal vascular (SVF), situacion que no se observé en ratones
knockout para adiponectina en este mismo estudio (Hui et al., 2015). De esta forma,
son necesarios mas estudios para poder identificar y caracterizar la asociacion de

la adiponectina y el pardeamiento del TAB.

Recientemente, se ha observado que el gasotransmisor H2S, sulfuro de hidrégeno,
parece mejorar los niveles de adiponectina en modelos de obesidad, padecimiento
en donde los niveles de esa adipocina se encuentran disminuidos (Arita et al., 1999).
A continuacion, se presenta informacién sobre el H2S y su posible participacion a

nivel metabdlico.

1.4. El Sulfuro de Hidrogeno (H2S)

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es un gas incoloro conocido ya desde el siglo XVIII,
descrito por Ramazzini solo como un gas toxico ambiental (Szabo, 2019). Este gas
es producido de forma endbégena a partir de la L-cisteina generada a través de la
via de la transulfuracion. No fue sino hasta 1996 que Abe y Kimura propusieron que

el H2S tiene efectos como neuromodulador por su capacidad de sefalizacidn a nivel
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cerebral (Abe & Kimura, 1996). Posteriormente, este gas fue introducido a la familia
de los gasotransmisores junto al éxido nitrico (NO) y al monéxido de carbono (CO)
(R. Wang, 2004). Debido a su alta permeabilidad y a sus amplias funciones de
sefalizacion asociadas, es un tema de intenso estudio en la actualidad (Cirino et
al., 2022; Powell et al., 2018).

1.4.1. Biosintesis del H2S

La sintesis del H2S es llevada a cabo a partir del aminoacido L-cisteina mediante 3
vias enzimaticas que se muestran en la Figura 4. En el citosol, el H2S es sintetizado
a partir de dos enzimas dependientes de fosfato de pridoxal (PLP): la cistationina-
y-liasa (CSE) y la cistationina (3 sintasa (CBS). Ademas, tanto en el citosol como en
la mitocondria, el H2S es producido por la 3-mercaptopiruvato-sulfuro transferasa
(3-MST) en conjunto con la cisteina aminotransferasa (CAT) (Comas & Moreno-
Navarrete, 2021).

La expresion de las enzimas sintetizadoras del H2S puede observarse en mdltiples
tejidos y en algunos casos las enzimas son especificas de cada uno de ellos. Por
ejemplo, la actividad de la CSE se encuentra expresada principalmente en vasos
sanguineos, tejido adiposo, rifién e higado (Comas & Moreno-Navarrete, 2021; Ishii
et al., 2004) La CBS se expresa sustancialmente en el cerebro, particularmente en
hipocampo, cerebelo, corteza cerebral (Zuhra et al.,, 2020), hipotadlamo y tallo
cerebral (Huerta de la Cruz et al.,, 2022). Por ultimo, la 3-MST se encuentra
altamente expresada en las células cardiacas, cerebro, higado y rifion (Cao et al.,
2019).

La acumulacion del sulfuro de hidrogeno puede resultar téxica en el organismo
(concentraciones mayores a 300 ppm) y, actualmente, la via catabodlica de este
gasotransmisor ha sido poco estudiada. En algunos estudios se han descrito 3
principales vias catabdlicas: oxidacion, metilacién y a través de la exhalacién (Cao
et al., 2019; Cirino et al., 2022).
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Figura 4. Representacion esquematica de las vias enziméticas para la sintesis del
H2S. La via de la transulfuracion es clave en la generacion de varios metabolitos
sulfurados como la L-cisteina. La homocisteina proveniente del ciclo de la
transmetilacion pasa por una reaccion de condensacion con L-serina llevada a cabo
por la CBS, formando a la cistationina. Posteriormente, la cistationina sufre de
hidrolisis por accion de la CSE, generando a la L-cisteina. Luego, en el citosol, la L-
cisteina puede ser catabolizada tanto por la CSE, como por la CBS; o0 en la
mitocondria por accion de la CAT y la 3-MST para la sintesis del H2S (Modificado

de Comas & Moreno-Navarrete, 2021).

1.4.2. El sulfuro de hidrégeno actla a través de la persulfuracion

Se ha propuesto a la persulfuracion de proteinas como una de las vias de
sefializacion generadas por el H2S, esto mediante la modificacion postraduccional
en los grupos tioles (-SH) de los residuos de cisteina en persulfuros (-SSH) (Filipovic
et al.,, 2018). Esta reaccion de persulfuracion es capaz de alterar la estructura,

funcién, estabilidad e interacciones de una proteina (Filipovic et al., 2018; Mustafa
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etal., 2010). Ciertamente el H2S no puede reaccionar directamente sobre los grupos
tioles (-SH) de las proteinas, sino que este grupo debe de estar previamente oxidado

como grupo de acidos sulfénicos (-SOH), grupo de nitrosotioles (-SNO) derivado de

la nitrosilacion, o con los puentes disulfuro de las proteinas (-S-S-) (Filipovic, 2015,

A e@s + @..  SINREACCION

Figura 5).

Figura 5. Mecanismos de reaccion propuestos para la formacion de persulfuros. (A)
No es posible una reaccién directa entre tioles proteicos y H2S, pero (B) el H2S si
puede reaccionar con &cidos sulfénicos. (C) Reacciones de cisteinas S-nitrosiladas
con H2S que pueden derivar en la formacion de HSNO o (D) proteinas persulfuradas
dependiendo del entorno proteico que rodea al grupo tiol. (E) EI H2S puede

reaccionar con puentes disulfuro existentes inter- o intramoleculares. (F) Los
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polisulfuros (SSx?*) pueden reaccionar directamente con tioles proteicos y generar
persulfuracion. (G) Los centros metalicos (Me™) pueden actuar como oxidantes
para la formacion de persulfuros a partir de H2S vy tioles de proteinas. (H) Los
persulfuros podrian servir como portadores de sulfuro de hidrogeno y participar en

la reaccion de "trans-S-sulfhidracién” (modificado de Filipovic, 2015).

1.4.3. H2S y su relacion con la obesidad

El H2S desempefia un papel importante en la obesidad y en sus enfermedades
asociadas. Por ejemplo, se ha observado una correlacion positiva entre los niveles
plasmaticos de cisteina y obesidad (El-Khairy et al., 2003). Los niveles de cisteina
se han asociado con una disminucion en la tasa metabdlica y un incremento en la
adiposidad en modelos murinos (Elshorbagy et al., 2012). Por otro lado, se ha
observado una correlacion negativa entre los niveles de H2S y adiposidad
(Whiteman et al., 2010), efecto asociado probablemente con una reduccién en la
expresion de sus enzimas sintetizadoras tanto en TAB como en TAP (Katsouda et
al., 2018).

El H2S es producido principalmente en el tejido adiposo epididimal, perirrenal y en
el TAP; casi el 80% de su produccion se debe a la accidén de la CSE como su ruta
de sintesis principal (Bettowski & Jamroz-Wisniewska, 2017). Sin embargo, existe
controversia sobre el papel que desempefia el H2S en este tejido. Por ejemplo, se
ha sugerido como un regulador metabdlico relacionado con la sensibilidad a la
insulina y la captura de glucosa. Al respecto, en un estudio en el que se utilizaron
cultivos de adipocitos de rata, se observo que el Hz2S inhibi6 el efecto de la insulina
basal (insulina en niveles fisiol6gicos), asi como la captura de glucosa, mientras que
la administracion de inhibidores de la CSE contrarrestd este efecto (Feng et al.,
2009). En contraste, en otro estudio se observo un incrementé en la captacion de
glucosa en adipocitos 3T3-L1 con la administracion de un donador de H2S, efecto
asociado al incremento de la actividad de PPARy mediante persulfuraciéon de C139
(Cai et al., 2016).
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En algunos estudios se ha observado que el H2S puede mejorar los niveles de
adiponectina. Pan y colaboradores observaron en cultivos de células 3T3-L1
tratadas con concentraciones de alta glucosa (HG) una disminucién en los niveles
de adiponectina; mientras que la administracion con un donador de H2S (sulfhidrato
de sodio, NaHS) revirtié estos efectos (Pan et al., 2019). En otro estudio realizado
en un modelo murino con cardiomiopatia inducida por dieta rica en grasas (DRG),
otro donador de H2S, el SG-1002, restablecié de manera significativa los niveles de
adiponectina que se habian visto alterados por la DRG (Barr et al., 2015). Estos
resultados sugieren que existe una correlacion positiva entre la administracion de
un donador de H2S y los niveles de adiponectina a nivel celular y en plasma.
Recientemente se demostrdé que la administracién i.p. de NazS, un donador de
sulfuro de hidrégeno, produjo un aumento de las concentraciones plasmaticas de
glicerol y de acidos grasos no esterificados sugiriendo que el HzS estimula la lipdlisis
(Bettowski & Widrkowski, 2022).

1.4.4. Pardeamiento del tejido adiposo y H2S

Se ha estudiado también la relacion que pudiera tener el H2S en el pardeamiento
del tejido adiposo; sin embargo, también existe controversia al respecto. Asi, se ha
sugerido que el Hz2S guarda relacién con la adipogénesis. En un estudio en el que
se utilizaron células 3T3-L1 a las que se les dio tratamiento con donadores de H2S
(NaHS o GYY4137), se observo que el tratamiento gener6 un aumento en la
expresion de marcadores tempranos de adipogénesis como el PPAR-y y la C/EBP-
o. Ademas, cuando se administraron los inhibidores de las enzimas CBS (acido
aminooxiacético, AAOA) y de la CSE (DL-propargilglicina, DL-PAG) durante la
diferenciacion de 3T3-L1, se redujo la expresion de estos biomarcadores de
adipogénesis (Tsai et al., 2015). Estos resultados sugieren que la produccion de
H2S favorece la adipogénesis y que la supresion de su sintesis inhibe el proceso
adipogénico. Por otro lado, en 2 estudios diferentes en los que se analizaron

algunos compuestos sulfurados derivados del ajo (ajoeno y dialil trisulfuro); se
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observo que, al administrarlos en cultivos de 3T3-L1, se redujo la expresion de los
biomarcadores antes mencionados, sugiriendo una supresion de la adipogénesis
(Ambati et al., 2008; Lii et al., 2012).

Ademas, un estudio sugiere que el H2S controla la expresion de proteinas
desacoplantes mitocondriales. Lu y colaboradores observaron efectos
neuroprotectores al administrar NaHS en un modelo animal para enfermedad de
Parkinson, resultado asociado a una disminucién del estrés oxidante por accién de
la UCP2. Dichos efectos, pudieron ser corroborados al observar que las respuestas
protectoras del donador de H2S eran abolidas ante el knockout de Ucp2 (Lu et al.,
2012). Esto sugiere la posibilidad de que el H2S puede tener efectos en la expresion
de otras proteinas desacoplantes como la UCP1, aunque actualmente no existen

estudios al respecto.
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2. Justificacion

La obesidad cada vez adquiere mayor relevancia por las multiples implicaciones
gue tiene sobre la salud. Esta condicién esta asociada con un gran nimero de
enfermedades capaces de reducir la calidad de vida de quien las padece e
incrementar el riesgo de muerte. Es por ello, que surge la necesidad de encontrar
nuevas alternativas terapéuticas para su manejo. El Hz2S, a bajas concentraciones,
puede tener efectos benéficos a distintos niveles, como a nivel cerebral,
cardiovascular y hepatico, entre otros. Una ventana terapéutica podria abrirse al
estudiar el papel que desempefia el H2S como regulador de la adipogénesis, ya que
los hallazgos podrian usarse para evitar el cambio que la obesidad induce en el
secretoma del tejido adiposo, logrando el restablecimiento de sus funciones.
Durante ese andlisis, podria caracterizarse también el posible papel del H2S en el

pardeamiento del tejido adiposo.

Con los antecedentes presentados, la pregunta que pretende abordar esta tesis es

la siguiente:

¢, Qué efecto tendra la administracion de un donador de H2S en los niveles de
adiponectina, asi como en la diferenciacion y pardeamiento del tejido adiposo de
ratas con obesidad inducida por dieta rica en grasas?

3. Hipotesis

- La administracion de un donador de H2S prevendra la disminucion en los niveles

de adiponectina e inducira la diferenciacion y el pardeamiento del tejido adiposo

de ratas con obesidad inducida por dieta rica en grasas.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
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e Determinar el efecto de un donador de H2S en la diferenciacion y pardeamiento

del tejido adiposo, asi como en los niveles de adiponectina en el tejido adiposo.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de adiponectina en el tejido adiposo y suero de ratas en
los grupos con DNy DRG, asi como los grupos tratados con DRG mas el vehiculo
de NaHS (PBS) y DRG tratados con NaHS.

2. Determinar la expresion proteica de PGC-1a, UCP-1, AMPKa total y su forma
activa (p-AMPKa) en tejido adiposo de ratas mediante Western Blot en el grupo
DNy en los grupos con DRG, DRG + PBS y DRG + NaHS.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Modelo animal

De acuerdo con el principio de las tres R’s (reemplazar, reducir y refinar) para el uso
de animales de experimentacion en investigacion (Prescott & Lidster, 2017), se
busco reducir el nimero de animales, ocupando el tejido adiposo obtenido de los
animales utilizados en dos proyectos en el laboratorio (Gomez, 2022),
corroborandose que las manipulaciones realizadas a dichos animales no afectaran
las determinaciones a realizar, ni los resultados del presente proyecto. Para el
modelo animal, se utilizaron 24 ratas Wistar macho jovenes (4-6 semanas), con un
peso inicial de 220-300 g. Los animales fueron alojados bajo condiciones de
humedad y temperatura controladas (50% HR, 22 + 1 °C), con periodos de

luz/oscuridad 12/12 h, alimento de acuerdo con su tratamiento y agua ad libitum.

Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos
por el Comité de Etica Institucional (CICUAL) del CINVESTAV (0102-14), por el
Comité de Investigacion y CICUAL del INP (038-2018); asi como lo establecido en
la Norma Oficial Mexicana sobre Especificaciones y Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y la Guia para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de Estados Unidos de América
(Garber et al., 2011).

5.2. Disefio Experimental

Los animales fueron divididos de forma aleatoria en 4 grupos (n=6 por grupo). El
primer grupo control, recibié tratamiento con dieta normal (DN). Los otros 3 grupos
fueron tratados con una dieta rica en grasas (DRG) durante 12 semanas. Las
caracteristicas de la composicion de las dietas se pueden consultar en el Anexo 1.
A partir de la semana 12 se inicié la administracion de farmacos diariamente durante

4 semanas, de acuerdo con el siguiente disefio experimental: Grupo 1) sin

24



MATERIAL Y METODOS

tratamiento (DN, control), grupo 2) sin tratamiento (DRG, control con dieta rica en
grasas), grupo 3) PBS — vehiculo de NaHS (DRG + PBS; 1 mL/kg) y grupo 4)
donador de H2S (DRG + Sulfhidrato de Sodio/NaHS; 5.6 mg/kg) en animales con
dietarica en grasas. Cada semana a partir de la semana 0 se midio el peso corporal
en todos los animales. Al final del tratamiento (semana 16) se midié nhuevamente el
peso corporal y fueron sacrificadas mediante sobredosis con pentobarbital,
posteriormente, se realizo la recoleccion de las muestras de tejido adiposo perirrenal

y retroperitoneal para su analisis (Figura 6).
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Figura 6. Diseflo experimental. Los animales fueron divididos en 4 grupos de
acuerdo con su tratamiento (n=6 por grupo). Durante 16 semanas se les alimentd
con dieta normal (DN) o con una dieta rica en grasas (DRG, recuadro azul). A partir
de la semana 12, se inicio la administraciéon diaria de los distintos compuestos: (1)
Buffer de fosfatos, PBS (grupo 3, vehiculo de NaHS, 1mL/kg/dia por 4 semanas) y
el donador del H2S (grupo 4, NaHS, 5.6 mg/kg/dia por 4 semanas). En la semana

16 fueron sacrificadas y se realizo la recoleccion del tejido adiposo para su analisis.

5.3.  Homogenizacion de tejido adiposo

Para la obtencién de las muestras del tejido adiposo, una vez sacrificados los

animales, se realiz6 una incisién longitudinal abdominal en linea alba para la
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extraccion del tejido adiposo perirrenal y retroperitoneal, y se almacen6 a -70°C
hasta su homogenizacién. Para la homogenizacién del tejido adiposo obtenido, se
utilizé buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas de
acuerdo con lo siguiente: se preparé el buffer de lisis al volumen necesario segun
las muestras a homogenizar; se peso el tejido adiposo de cada una de las muestras
(~300 mg/muestra); se afiadio el buffer de lisis y se realiz6 la lisis mecéanica con el
homogenizador; una vez homogenizadas las muestras, se centrifugaron a 12000
rpm durante 20 min a 4°C; se obtuvo el sobrenadante, se separ6 en alicuotas y se

almacenaron a -70°C hasta su uso en la determinacion de proteinas y analitos.

5.4. Cuantificacion de proteinas de tejido adiposo

La cuantificacion de proteinas se realizé6 mediante el método de Lowry, utilizando
acido tricloroacético para limpiar las proteinas de grasa (Lowry-TCA), el cual es un
procedimiento de precipitacion cuantitativa de proteinas que permite el analisis de
soluciones proteicas muy diluidas (< 1 ug/pL) como en el caso del tejido adiposo
(Peterson, 1977). Brevemente el procedimiento consiste en: preparacion de
muestras con concentraciones crecientes de albamina sérica bovina (BSA, 1mg/mL;
MP Cat. 152401) que van de 0 a 50 uL para la curva estandar y la preparacion de
las muestras de estudio (homogenados de tejido adiposo); se agregaron 100 uL de
desoxicolato de sodio 0.4% (Sigma, Cat. D6750) a cada muestra, se mezclé y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min; se afiadieron 100 yL de TCA
(Merck, Cat. 196057) al 70% frio e inmediatamente después 1 mL de agua
desionizada a cada muestra, se mezcld y se incubaron en hielo durante 15 min para
precipitar las proteinas; posteriormente, se centrifugaron a 12000 rpm durante 15
min a 4°C; se retir6 el sobrenadante hasta que quedd Unicamente el pellet
precipitado; se agregd 1 mL del reactivo de Lowry a cada muestra, se mezclo y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min; se afiadieron 100 uL del reactivo
colorante de Folin-Ciocalteu (Sigma, Cat. F-9252), se mezcl6 y se dejaron
incubando durante 30 min protegiendo de la luz; finalmente, en una placa de 96

pozos, se colocaron las muestras de la curva estandar y las muestras de estudio
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por duplicado para leer su absorbancia mediante espectrofotometria a una longitud
de onda de 600 nm.

5.5. Determinacién de adiponectina

Para medir los niveles de adiponectina en suero, se tomaron muestras de sangre
de la vena caudal de los animales de estudio, después de 12 h de ayuno a las 16
semanas. Las muestras se dejaron coagular y posteriormente fueron centrifugadas
para la separacion del suero. Se obtuvo el suero y se almacené a -70°C hasta su
uso para la determinacion de adiponectina. La medicidon de la concentracion de
adiponectina en TA se realizé con las muestras obtenidas del procedimiento de
homogenizacion muestras. Para las muestras de suero, se siguieron las
instrucciones del fabricante del kit de ELISA (Merck Millipore, Rat Adiponectin ELISA
Kit, Cat: EZRADP-62K). Del mismo modo, en tejido adiposo, se midieron las
concentraciones de adiponectina con un kit de ELISA (Sigma Aldrich, Rat

Adiponectin ELISA Kit, RAB1136) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

5.6. Analisis de la expresién de proteinas mediante Western blot

Las muestras homogenadas fueron preparadas de acuerdo con la cantidad de
proteina cuantificada, de tal manera que se utilizaron 50 ug de proteina por muestra.
Primero, se prepararon las muestras utilizando 50 pg de muestra con buffer de carga
4X (proporcién 1:0.5), se hirvieron a 95°C durante 4 min, se centrifugaron a 4000
rom durante 8 segundos y se colocaron en hielo. Posteriormente, se realizé la
electroforesis colocando las muestras en un gel SDS-poliacrilamida al 10% (para
AMPKa, p-AMPKa y PGC-1a) o0 12% (para UCP1) dependiendo el peso molecular
de la proteina de estudio, a un voltaje constante de 60 V. Ya que las muestras
alcanzaron al gel separador, se incremento a un voltaje constante de 120 V durante
2 horas. Posteriormente, se realiz6 la transferencia de las proteinas a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante transferencia semi-seca

(Trans-Blot Semi-Dry, Bio-Rad) a un amperaje constante de 300 mA durante 30 min.
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Una vez transferidas las proteinas a la membrana, esta fue blogueada con leche en
polvo reducida en grasas al 5% en TBS-Tween (TBST) al 0.1% durante 1 hora.
Luego, se realizaron lavados con PBST 0.1%, para después incubar a la membrana
con el anticuerpo primario de estudio: anti-Actina (control de carga, 1:2000, Sigma-
Aldrich, A2103), anti-a-Tubulina (control de carga, 1:2000, Santa Cruz, SC-5286),
anti-AMPKa (1:1000, Abcam, ab3770), anti-p-AMPKa (T172, 1:1000, Cell signaling,
2535), anti-PGC-1a (1:1000, Cell Signaling, 2178), y anti-UCP1 (1:1000, Santa
Cruz, SC-293418); se incubaron durante la noche. Posteriormente, se realizaron
lavados con PBST 0.1% y se procedié a incubar la membrana con el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) durante 2 horas. Finalmente,
posterior a realizar los lavados con PBST 0.1%, se agrego el sustrato enziméatico
con luminol para generar la reaccion de oxidacion que fue revelada por

guimioluminiscencia en el fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ System, Bio-Rad).

Para su analisis, se utilizo el software de Bio-Rad Quantity One. De manera breve:
una vez obtenidas las imagenes en el fotodocumentador, se realiz6 el calculo de las
densidades de la proteina de interés (PI) de cada una de las muestras, realizando
la sustraccion del fondo para evitar inconsistencias en los resultados; se hizo lo
mismo para la proteina de control de carga (CC); posteriormente, se identificé el CC
con el mayor valor y se dividio entre cada uno de los valores de densidad de los CC
restantes para obtener un valor de CC relativo; finalmente, se dividieron cada una
de las densidades de la Pl entre los valores de CC relativos para obtener la cantidad
relativa de la Pl normalizada por el CC. Para el caso de la proteina p-AMPKa, se
realizaron los pasos anteriores y, ademas, para determinar la activaciéon de AMPKa
mediante fosforilacidn, se sustituyo la proteina de CC por las densidades de AMPKa

total.

5.7. Analisis estadistico

Se analizaron los datos como la media + el error estandar de la media (E. E. M.).

Para determinar el efecto generado por la DRG vy los distintos tratamientos en los
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niveles de adiponectina en el tejido adiposo y en suero, asi como en la expresion
de las proteinas de interés, se realizé una prueba de ANOVA de una via, seguido
de una prueba post hoc de Tukey; o una prueba de Kruskal-Wallis, con prueba post
hoc de Dunn para las variables no paramétricas. Se consider6 un valor de p < 0.05

como estadisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1. Efecto de la DRG Yy el NaHS sobre la concentracion de adiponectina en el

tejido adiposo

Los valores de adiponectina se determinaron mediante ensayo de ELISA (Figura 7).
De manera inesperada, la DRG no produjo cambios significativos en las
concentraciones de adiponectina con respecto a la DN. Ademas, el tratamiento con
NaHS disminuyo significativamente la cantidad de adiponectina en el tejido adiposo
cuando se compardé con la DRG (p=0.0018) e incluso contra lo observado con la DN
(p=0.0035).
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Figura 7. Concentraciones de adiponectina en tejido adiposo. Cada columna
representa el valor de la media + el E.E.M. (n=6 por grupo). **, p<0.01. ANOVA de
una via con prueba post hoc de Tukey. DN: Dieta normal, DRG: Dieta rica en grasas,
NaHS: Sulfhidrato de sodio.
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Posterior al ensayo de ELISAy con el andlisis de los resultados obtenidos, se realizé
un ajuste de los niveles de adiponectina, con respecto al peso del tejido adiposo. Lo
anterior, debido a que durante el proceso de expansion del tejido adiposo se puede
presentar tanto un crecimiento en el tamafio celular (hipertrofia), como en el nimero
de células (hiperplasia). En la figura 8 se pueden observar los niveles de
adiponectina ajustados al peso del tejido adiposo. De manera interesante, la DRG
generd una disminucion en la produccion de adiponectina con respecto al tejido
adiposo total, aunque no de una manera estadisticamente significativa (p=0.70 vs
DN). Sin embargo, sigue llamando la atencion que el grupo tratado con NaHS
presentd niveles de adiponectina menores que el control (p=0.0074) y que la DRG,

aunque en este ultimo sin diferencias significativas (p=0.198).
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Figura 8. Niveles de adiponectina en tejido adiposo ajustadas al peso del tejido
adiposo. Cada columna representa el valor de la media = el E.E.M. (n=6 por grupo).
** p<0.01. Kruskal-Wallis con prueba post hoc de Dunn. DN: Dieta normal, DRG:
Dieta rica en grasas, NaHS: Sulfhidrato de sodio.
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Nuestros resultados demostraron que el NaHS generd una disminucién en las
concentraciones de adiponectina a nivel tisular, contrario a lo descrito en la
literatura. Sin embargo, es importante considerar que, en la mayoria de los estudios
en donde se han observado los efectos benéficos del H2S sobre los niveles de
adiponectina, éstos han sido medidos sobre las concentraciones séricas de
adiponectina. Por lo que, se realizd un ensayo de ELISA para medir las

concentraciones de adiponectina en suero en los distintos grupos (Figura 9).
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Figura 9. Concentracién de adiponectina en suero. (A) adiponectina total en suero.
(B) Adiponectina sérica ajustada al peso del tejido adiposo. Cada columna
representa el valor de la media = el E.E.M. (h=3 por grupo). *, p<0.05. ANOVA de

una via con prueba post hoc de Tukey. DN: Dieta normal, DRG: Dieta rica en grasas,
NaHS: Sulfhidrato de sodio.

La figura 9A muestra las concentraciones de adiponectina en suero de los distintos
grupos. Se observo una disminucion aparente en las concentraciones de los grupos
con DRG y DRG + NaHS, aunque sin diferencias estadisticamente significativas
(DN vs: DRG, p=0.89; NaHS, p=0.23. DRG vs NaHS, p=0.4). Se realiz0 el ajuste de
los niveles de adiponectina con respecto al peso del tejido adiposo (Figura 9B). De

manera interesante, al ajustar las muestras con el peso del tejido adiposo, se logré
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observar una disminucion en las concentraciones de adiponectina generados por la
DRG, asi como en el grupo tratado con NaHS (DN vs: DRG, p=0.0185; NaHS,
p=0.0267). Sin embargo, cuando se comparo el grupo tratado con DRG + NaHS con

el grupo con DRG, no se observaron diferencias significativas (p=0.9459).

6.2. Efecto de la DRG Yy el NaHS sobre la expresion de AMPK y su fosforilacion

en el tejido adiposo

La figura 10 muestra el efecto en la activacion de AMPKa mediante la determinacion
de su estado de fosforilacion en el tejido adiposo de ratas alimentadas con DN vy
DRG, ademas del efecto producido por PBS y NaHS.
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Figura 10. Efecto en la activacion de AMPKa en tejido adiposo. (A) Inmunoblot
representativo de la expresion proteica de AMPKa, pAMPKa (T172) y actina. (B)
Analisis cuantitativo de la expresion de AMPKa fosforilada normalizada con actina
(pPAMPKa/Actina), AMPKa total normalizada con actina (AMPKa/Actina) y AMPKa
fosforilada con respecto a AMPKa total (P AMPKo/AMPKa). Cada barra representa
el valor de la media el E.E.M. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. Kruskal-Wallis
con prueba post hoc de Dunn para pAMPKa/Actina y AMPKa total. ANOVA de una
via con prueba post hoc de Tukey para pAMPKa/AMPKa. DN: Dieta normal (n=4),
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DRG: Dieta rica en grasas (n=4), PBS: vehiculo de NaHS (n=5), NaHS: Sulfhidrato
de sodio (n=5).

En la figura 10A se observa un inmunoblot representativo de la expresion de AMPKa
y su forma activa (pAMPKa), con la actina como control de carga. Se realizo el
analisis cuantitativo de la expresion relativa de AMPKa total en el tejido adiposo de
los distintos grupos y de su forma fosforilada (Figura 10B). El analisis cuantitativo
mostro que, el tratamiento con NaHS, fue capaz de incrementar la activacion de
AMPKa presente en el tejido adiposo de una manera estadisticamente significativa
cuando se comparé con el resto de los grupos (NaHS vs: DN, p=0.001; DRG,
p=0.0012; PBS, p=0.0007), y que este efecto no depende de un incremento en la
expresion de AMPKa total. Demostrando que el H2S exdégeno fue capaz de

incrementar la activacion de AMPKa.

6.3. Efecto de la DRG y el NaHS en la expresion de proteinas asociadas con

pardeamiento del tejido adiposo

6.3.1. Efecto de la DRG y el NaHS en la expresién de PGC-1a en el tejido adiposo

En la figura 11 se ilustra la expresiéon de PGC-1a en el tejido adiposo de animales
con dieta normal y con obesidad inducida por DRG. Asi como el efecto producido

por los tratamientos con: 1) vehiculo y 2) NaHS.

En la figura 11A se muestra un inmunoblot representativo en el que se evalud la
expresion de la proteina PGC-1a, teniendo a la actina como control de carga. Se
realizé el analisis cuantitativo de la expresion relativa de PGC-1a en el tejido adiposo
de los cuatro grupos (Figura 11B). En la figura 12B, se observa que el grupo control,
el grupo con DRG y el grupo con vehiculo, aparentemente conservaron una
expresion de PGC-1a muy similar. De manera interesante, existié un incremento

significativo en la expresion de PGC-1a para el grupo tratado con NaHS, cuando se
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compara con el grupo control y con DRG + PBS (NaHS vs: DN, p=0.0419; PBS,
p=0.0491), aunque sin llegar a ser significativo con el grupo de DRG (p=0.0599).
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Figura 11. Expresion de PGC-1a en el tejido adiposo. (A) Inmunoblot representativo
para expresion proteica de PGC-1a y Actina. (B) Andlisis cuantitativo de la expresion
de PGC-1a normalizada con actina (PGC-1a/Actina). Cada barra representa el valor
de la media + el E.E.M. *, p<0.05; ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey.
DN: Dieta normal (n=4), DRG: Dieta rica en grasas (n=5), PBS: vehiculo de NaHS
(n=5), NaHS: Sulfhidrato de sodio (n=4).

6.3.2. Efecto de la DRG y el NaHS en la expresion de UCP1 en el tejido adiposo

La figura 12 muestra el efecto de la DRG y los tratamientos con vehiculo y NaHS,

en la expresion de la proteina UCP1 en el tejido adiposo de ratas.
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Figura 12. Expresion de UCP1 en el tejido adiposo. (A) Inmunoblot representativo
para expresion proteica de UCP1 y a-Tubulina. (B) Andlisis cuantitativo de la
expresion de UCP1 normalizada con a-Tubulina (UCP1/a-Tubulina). Cada barra
representa el valor de la media = el E.E.M. (n=5 por grupo). *, p<0.05; **, p<0.01.
ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey. DN: Dieta normal, DRG: Dieta
rica en grasas, PBS: vehiculo de NaHS, NaHS: Sulfhidrato de sodio.

En la figura 12A se observa un inmunoblot representativo de una membrana de
PVDF en la que se evalud la expresién de UCP1 con a-Tubulina como control de
carga. Se realizo el andlisis cuantitativo de la expresion relativa de UCP1 en el tejido
adiposo de los distintos grupos (Figura 12B). De manera interesante, la figura 13B
mostroé un incremento en la presencia de UCP1 en el tejido adiposo de los grupos
con obesidad inducida por DRG (p=0.0181), aunque no de manera significativa en
el vehiculo (p=0.7989), cuando son comparados con el grupo control. Ademas,

resulta sorprendente, el efecto generado por el tratamiento con NaHS, mostrando
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un incremento significativo en la expresion de UCP1, cuando es comparado con el
grupo control (p=0.0011), aunque no con el resto de los grupos (NaHS vs: DRG,
p=0.5315; PBS, p=0.1427).

Es importante aclarar que, para los inmunoblots en los que fueron evaluadas
AMPKa, pAMPKa y PGC-1a, se utiliz6 como control de carga a la proteina Actina
ya que, se realizaron las incubaciones de los distintos anticuerpos en la misma
membrana de acuerdo con su peso molecular, siendo la Actina la proteina de mejor
eleccion debido a su peso de 43 kDa; a diferencia de la Tubulina (55 kDa) que podria
interferir al momento de realizar las diferentes lecturas por quimioluminiscencia con
la proteina AMPKa y su forma fosforilada debido a su peso molecular de 62 kDa.
De la misma manera, la Tubulina se ocupé como control de carga para los
inmunoblots en los que se evalué a UCP1 (33 kDa), y no a la Actina, para evitar

interferencias.
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7. Discusion

Actualmente existen multiples modelos animales de obesidad inducida por DRG
capaces de mimetizar las alteraciones metabdlicas asociadas con este
padecimiento, caracterizados por contener mas del 10% de grasas en la dieta y con
un alto contenido en grasas saturadas (Rodriguez-Correa et al., 2020). Nuestro
modelo de DRG, previamente demostrd haber generado un incremento en el peso
corporal de los animales, asi como en la cantidad de tejido adiposo visceral,
comparado con el grupo con DN; ademas de alteraciones metabdlicas como

resistencia a la insulina, hiperglucemia e hiperleptinemia (Gomez et al., 2019).

Por otro lado, existe evidencia sobre los efectos benéficos generados por el H2S en
distintos padecimientos metabdlicos como la obesidad o la resistencia a la insulina.
En este sentido, se ha observado que la administracibn de NaHS a ratones con
obesidad inducida por DRG, redujo de una manera significativa el peso de los
animales (Wu et al., 2016); ademas, en otro estudio, se evidencié que un donador
polisulfurado, el NazS4, logré normalizar la sensibilidad a insulina en el tejido adiposo
de ratas con obesidad y sindrome metabdlico (Kowalczyk-Bottuc, 2022). Sin
embargo, hasta el momento, existe poca evidencia sobre los mecanismos
moleculares detras de los cambios favorables generados por el H2S en el peso
corporal y del tejido adiposo de animales con obesidad. Al respecto, sugerimos la
posibilidad de que el H2S pudiera estar interviniendo en la expresion de la
adiponectina, misma que, de acuerdo con algunos autores, pudiera estar asociada
con el proceso de pardeamiento del tejido adiposo, lo que podria incrementar su
gasto energético (Hui et al., 2015).

7.1. Efectos del sulfuro de hidrogeno sobre los niveles de adiponectina en el

tejido adiposo

La adiponectina es una adipocina producida en el tejido adiposo, con efectos

autocrinos capaces de mejorar la sensibilidad a la insulina y promover la
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adipogénesis. Se ha observado una asociacion inversa entre el nivel de adiposidad
y los niveles de adiponectina sérica (Li et al., 2009); por lo que una recuperacion en
los niveles alterados de adiponectina durante la obesidad, es un foco terapéutico de
gran interés. Nuestros resultados demuestran, en primera instancia,
concentraciones de adiponectina en el tejido adiposo de las ratas con DRG similares
a las del grupo control con DN. En relacion con lo anterior, existe evidencia de que,
durante estados de nutricidbn con excedente de ingesta calorica, el tejido adiposo
puede expandirse debido al crecimiento en el tamafio de sus células (hipertrofia) y
en el numero celular (hiperplasia) (Engin, 2017). Es entonces que, se realizo la
correccion de las concentraciones de adiponectina con respecto al peso del tejido
adiposo, demostrando nuestros resultados una disminucion, aunque no
significativa, en la concentracién de adiponectina ajustada al peso del tejido adiposo
de las ratas con DRG. De acuerdo con estos resultados, Barnea y colaboradores
observaron en un modelo murino con obesidad inducida por dieta que existe una
correlacion positiva entre los niveles de adiponectina sérica y el peso del tejido
adiposo, sugiriendo que los niveles de adiponectina disminuidos parecen
compensarse con un incremento en la masa del tejido adiposo (Barnea et al., 2006).
Ademas, en un estudio realizado en humanos con obesidad, se logré observar que
existe una correlacion negativa entre el diametro del adipocito y los niveles de
adiponectina sérica, indicando que la hipertrofia del tejido adiposo pudiera ser la
causa principalmente implicada en los niveles disminuidos de adiponectina
circulante (Meyer et al., 2013). En resumen, nuestros resultados demuestran que
una DRG consumida de manera crénica reduce la produccion de adiponectina en el
tejido adiposo y este efecto pudiera estar relacionado con las alteraciones

metabolicas asociadas a la hipertrofia de las células del tejido adiposo.

Existen estudios en los que se ha demostrado que, en cultivos celulares crecidos a
concentraciones de alta glucosa (HG) o animales con cardiomiopatia inducida por
DRG, el H2S ha sido capaz de evitar la disminucion en los niveles de adiponectina
generados por la HG o la DRG (Barr et al., 2015; Pan et al., 2019). Sin embargo, de

manera inesperada, nuestros resultados muestran una disminucion en las
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concentraciones totales y ajustadas de adiponectina en el tejido adiposo de ratas
con DRG tratadas con NaHS. Esto puede deberse posiblemente a diferencias
metodoldgicas, tomando en cuenta que en nuestro procedimiento experimental se
realizaron los andlisis de las concentraciones de adiponectina en el tejido y no a
nivel sérico. Sin embargo, al medir las concentraciones de adiponectina en el suero
de las ratas en los distintos grupos, no se distinguieron diferencias entre estos,
ademas de observarse disminuidos los niveles de adiponectina sérica ajustada al
tejido adiposo en la DRG y en DRG con NaHS. Las discrepancias pueden ser
consecuencia de multiples factores como: 1) la tasa de secrecion de adiponectina,
2) el tipo de depdsito de TA en el que se realiza la medicion y 3) las concentraciones
tisulares pueden no estar relacionadas con los niveles de adiponectina sérica, ya
gue puede ser producida por diferentes tejidos, ademas de que pueden existir
efectos postraduccionales o interacciones autocrinas y/o paracrinas. Al respecto, se
ha observado que existe una correlacién negativa entre el IMC y la tasa de secrecion
de adiponectina en el TAV de humanos (Motoshima et al., 2002), efecto que pudiera
estar asociado con resistencia a la insulina. (Hoffstedt et al., 2004). Ademas, la
produccién de adiponectina es menor en el TAV comparado con el TASc, aunque
el TAV presenta una tasa de secrecion un 30% mayor que el TASc (Hoffstedt et al.,
2004; Nannipieri et al., 2007). De manera importante, en los estudios en donde se
han observado los efectos benéficos del Hz2S sobre los niveles de adiponectina
sérica, como el de Barr y colaboradores (Barr et al., 2015), se les administr6 el
donador de H2S durante al menos 12 semanas, por lo que no podemos descartar
gue el tiempo de administraciéon del H2S exdgeno sea un factor determinante sobre

los niveles de adiponectina de nuestros resultados.

7.2. Efectos del sulfuro de hidrogeno en la expresion proteica de marcadores de

pardeamiento
El coactivador de PPARy la (PGC-la), es un coactivador transcripcional

relacionado con procesos biologicos de metabolismo energético. Originalmente fue

descrito como modulador de la termogénesis mediada por la expresion de UCP1,
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aunque también se ha observado su participacion en el control de la biogénesis
mitocondrial y el metabolismo oxidativo en el tejido adiposo y otros grupos celulares
(Bostrom et al., 2012; Puigserver et al., 1998).

Nuestros resultados revelan que el H2S exdgeno logro incrementar la expresion de
PGC-1a y que este efecto pudiera estar asociado con la activacion de genes de
transcripcion para UCP1, a través de una via de sefializacion en donde se encuentra
implicada AMPK. Al respecto, la participacion de PGC-1a también se ha asociado
con procesos de diferenciacion celular como el pardeamiento del tejido adiposo
(Than et al., 2015), en donde AMPK puede desempefiar un papel importante en la
activacion directa de PGC-1a mediante la fosforilacion de Ser538 y Thrl77 (H.
Zhang et al., 2015). Ademas, Untereiner y colaboradores lograron observar, en dos
estudios diferentes, que el H2S exdgeno puede incrementar el estado de activacion
de PGC-1la mediante su persulfuracion, logrando un efecto capaz de estimular la
biogénesis mitocondrial en células hepaticas primarias (Untereiner, Fu, et al., 2016a;
Untereiner, Wang, et al., 2016b).

Con respecto a la activaciéon de AMPK mediante fosforilacion, una posibilidad podria
ser atraveés de su cinasa principal en el tejido adiposo, la cinasa hepatica B1 (LKB1).
Se sabe que la via de sefalizacion de LKB1-AMPK desempefia un papel crucial en
el proceso de adipogénesis (Xu et al., 2017). Ademas, se ha visto que tanto AMPK
como su forma activa (pPAMPK), se encuentran disminuidas en el tejido adiposo
durante la obesidad (Desjardins & Steinberg, 2018). Por otro lado, se ha observado
gue LKB1 también estd involucrada en el proceso de pardeamiento del tejido
adiposo. Al respecto, en un modelo in vitro con células 3T3-L1 con sobreexpresion
de LKB1, se pudo observar un incremento del 94% en la expresion de pAMPKa,
ademas de estimular la expresion de proteinas relacionadas con pardeamiento del
tejido adiposo como PGC-1a, PDRM16 y UCP1 (Xi et al., 2019). También, un
estudio demostro que el H2S fue capaz de revertir los efectos generados por alta
glucosa (HG) en células endoteliales glomerulares de raton, al restablecer la

expresion de pLKB1 y pAMPKa a niveles similares a las de concentraciones de
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glucosa normal (Kundu et al., 2014). Con todo lo anterior, pareciera que el H2S esta
actuando sobre mecanismos capaces de incrementar el estado de fosforilacién de
AMPK, como pudiera ser a través de LKB1, desencadenando vias de sefalizacion
gue favorecen la expresién de marcadores de pardeamiento del tejido adiposo
(Figura 13); aunque, no se descarta la posibilidad de encontrarse mas factores
involucrados sobre este proceso.

Sulfhidrato de Sodio

Dieta Rica en Grasas (NaHS)

(Suer))—————————

. (Adiponectina ‘(Adiponectina )
| ~(Tejido adiposo ) ———H @ 1

T Peso del tejido adiposo 1 Peso del tejido adiposo

l

§ ( Adponectina
' AMPK °
D

Figura 13. Resumen gréafico de resultados. La DRG disminuyd los niveles de
adiponectina en el suero, asi como la expresiéon de AMPK en su estado fosforilado
en el tejido adiposo. EI NaHS no restablecié los niveles séricos y tisulares de
adiponectina; por otro lado, incremento la expresion de PGC-1a y UCP1, ademas

de incrementar el estado de fosforilaciéon de AMPK.
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8. Conclusién

El H2S exodgeno incrementd la expresion de proteinas relacionadas con el
pardeamiento del tejido adiposo como la PGC-1a y la UCP1, a través de una via de
sefalizacion en donde pudiera estar implicada la activacion de AMPK, de una
manera independiente a la adiponectina, ya que, el NaHS no restablecio los niveles

de adiponectina bajo nuestras condiciones experimentales.
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9. Perspectivas

A. Evaluar los efectos generados por el NaHS, al administrarse durante 16
semanas, en los niveles de adiponectina y sobre la expresion de marcadores de
pardeamiento del tejido adiposo (PGC-1ay UCP1) en:

e Un grupo con dieta normal mas NaHS.

e Un grupo con dieta normal, NaHS y un antagonista de los receptores de
adiponectina.

e Un grupo con dieta rica en grasas mas NaHS.

e Un grupo con dieta rica en grasas, NaHS y un antagonista de los receptores

de adiponectina.
B. Identificar el mecanismo mediante el cual el NaHS estimula el pardeamiento del

tejido adiposo y su posible vinculo con la expresion de enzimas relacionadas con

la via de fosforilacién de AMPK.
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ANEXOS

ANEXO 1. Composicion de la dieta normal y la dietarica en grasas.

Dieta rica en grasas (100 g)>?

Dieta normal (100 g)*
Nutrientes % gramos kcal
Carbohidratos 50.3 50.2 200.8
Proteinas 23.6 23.6 94.4
Lipidos 6.7 6.7 60.3
Kcal totales 355.5

% gramos kcal
26.37 36 144
10.14 13.8 55.4
63.5 38.5 346.8

546.1

Composicién de dieta normal y dieta rica en grasas. !, dieta normal que consisti6 en
dieta standard Formulab Diet 5008 (LabDiet, 2022). 2, dieta rica en grasas

compuesta por Formulab Diet 5008 (550 g) adicionado con manteca de cerdo (300

g) y crema de avellana Nutella® (150 g) (Gomez, 2022).
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ANEXOS

ANEXO 2. Actividades académicas.

Curso “XVII Curso de Obesidad. Aspectos basicos, clinicos y epidemiol6gicos”. Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran. Ciudad de México, octubre del
2020.

Curso “Aspectos Bésicos de Bioseguridad Durante el Desarrollo de Protocolos de
Investigacion Biomédica Clinica”. Instituto Nacional de Pediatria. Ciudad de México, enero
del 2021.

Curso “Curso De Actualizacion sobre Aspectos de Bioseguridad para Protocolos de
Investigacion Biomédica y Clinica”. Instituto Nacional de Pediatria. Ciudad de México,
febrero del 2022.
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ANEXOS

EL INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

INP

Otorga la presente

CONSTANCIA

A: ARTURO SERRANO SANCHEZ

Por su participacidén como: Asistente al

CURSO ASPECTOS BASICO DE BIOSEGURIDAD DURANTE EL
DESARROLLO DE PROTOCOIC%SI\II?%ANVESTIGACION BIOMEDICA

Realizado en la Ciudad de México, del 28 al 29 de enero del 2021

Con una duracion de 8 horas

I
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% Jal" ‘H'J"rt

Dr. SALIM KURI AYALA Dr. JOSE ANTONIO VELAZQUEZ ARAGON

Jefe del Depto. de Educacion Médica Continua Coordinador General
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EL INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

INP

Otorga la presente

CONSTANCIA

A: ARTURO SERRANO SANCHEZ

Por su participacidon como: Asistente al

CURSO DE ACTUALIZACION SOBRE ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD
PARA PROTOCOLOS DE INVESTIGACIONBIOMEDICA Y CLINICA

Realizado en la Ciudad de México, del 03 al 04 de febrero del 2022

Con una duracion de 8 horas
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DRA. SANDRA LUZ LIZARRAGA LOPEZ DR. JOSE ANTONIO VELAZQUEZ ARAGON
Jefa del Depto. de Educacion Médica Continua Coordinador General
EI I E
T
iy
(=1}

62



	1. Introducción
	1.1. Obesidad
	1.1.1. Comorbilidades de la obesidad

	1.2. El tejido adiposo
	1.2.1. Función endócrina del tejido adiposo
	1.2.2. La proteína desacoplante del tejido adiposo (UCP)
	1.2.3. Browning o pardeamiento del tejido adiposo

	1.3. Adiponectina
	1.3.1. Los receptores de la adiponectina
	1.3.2. Efectos fisiológicos de la adiponectina
	1.3.3. Pardeamiento del tejido adiposo y adiponectina

	1.4. El Sulfuro de Hidrógeno (H2S)
	1.4.1. Biosíntesis del H2S
	1.4.2. El sulfuro de hidrógeno actúa a través de la persulfuración
	1.4.3. H2S y su relación con la obesidad
	1.4.4. Pardeamiento del tejido adiposo y H2S


	2. Justificación
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	4.1. Objetivo general
	4.2. Objetivos específicos

	5. Materiales y Métodos
	5.1. Modelo animal
	5.2. Diseño Experimental
	5.3. Homogenización de tejido adiposo
	5.4. Cuantificación de proteínas de tejido adiposo
	5.5. Determinación de adiponectina
	5.6. Análisis de la expresión de proteínas mediante Western blot
	5.7. Análisis estadístico

	Se analizaron los datos como la media ± el error estándar de la media (E. E. M.). Para determinar el efecto generado por la DRG y los distintos tratamientos en los niveles de adiponectina en el tejido adiposo y en suero, así como en la expresión de la...
	6. Resultados
	7. Discusión
	Figura 13. Resumen gráfico de resultados. La DRG disminuyó los niveles de adiponectina en el suero, así como la expresión de AMPK en su estado fosforilado en el tejido adiposo. El NaHS no restableció los niveles séricos y tisulares de adiponectina; po...
	8. Conclusión
	9. Perspectivas
	A. Evaluar los efectos generados por el NaHS, al administrarse durante 16 semanas, en los niveles de adiponectina y sobre la expresión de marcadores de pardeamiento del tejido adiposo (PGC-1α y UCP1) en:
	 Un grupo con dieta normal más NaHS.
	 Un grupo con dieta normal, NaHS y un antagonista de los receptores de adiponectina.
	 Un grupo con dieta rica en grasas más NaHS.
	 Un grupo con dieta rica en grasas, NaHS y un antagonista de los receptores de adiponectina.
	B. Identificar el mecanismo mediante el cual el NaHS estimula el pardeamiento del tejido adiposo y su posible vínculo con la expresión de enzimas relacionadas con la vía de fosforilación de AMPK.
	10. Referencias

