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Resumen: Objetivo: El objetivo del estudio fue valorar el posible papel de la leptina en
la fibrosis cardiaca asociada a la obesidad. Material y métodos: Se utilizaron ratas
Wistar macho que fueron alimentadas con una dieta con alto contenido en grasa
(obeso; 33.5% grasa), o estandar (3.5% grasa) durante 6 semanas. Resultados: En
comparacion con el grupo control, los animales obesos mostraron un incremento
mayor del peso corporal (26%) y de la presencia cardiaca de aniones superdxido,
ademas de hipertrofia y fibrosis cardiaca. No se observaron diferencias en los niveles
de presion arterial ni en la funcién cardiaca (valorado por ecocardiograma) entre
ambos grupos. La cuantificacion de la expresion de niveles proteicos mediante
Western blot mostré un incremento en los niveles cardiacos de leptina, colageno |,
galectina 3 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) en los animales
del grupo obeso en comparacién con los del grupo control. Sin embargo, se observé
una reduccién en los de la metaloproteinasa (MMP-2) pero no cambios en los de su
inhibidor TIMP-1. Los niveles cardiacos de leptina se correlacionaron directamente con
los de colageno total, colageno | y TGF-beta, e indirectamente con los de MMP-2.
Conclusiones: Los datos sugieren que la leptina producida localmente a nivel cardiaco
podria participar en la fibrosis observada en el corazén de los animales obesos
mediante la modulacién de los niveles de colageno.

Palabras clave: estrés oxidativo. Fibrosis. Leptina. Miofibroblastos cardiacos.
Obesidad.

INTRODUCCION

La incidencia de la obesidad ha aumentado drasticamente en los ultimos afios,
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afectando a todas las edades. La obesidad estd asociada a un incremento en la
mortalidad total, especialmente de origen cardiovascular, jugando un papel central en
el desarrollo de distintas patologias, como la diabetes mellitus tipo 2, hipertension e

hiperlipidemia“).

La obesidad se asocia con cambios funcionales y estructurales del sistema
cardiovascular. El remodelado cardiaco es una alteracién comun observada en
pacientes obesos, aunque su patrén no esta bien establecido. El remodelado cardiaco
puede implicar tanto cambios fenotipicos en los miocitos, como en la matriz
extracelular, que pueden ser debidos tanto a factores hemodinamicos como a factores
locales producidos por la grasa ectdpica acumulada en el corazén®?. La grasa
epicdrdica produce adipoquinas que pueden tener efectos directos en el miocardio al
no haber estructuras fasciales entre dicha grasa y el miocardio®®.Dentro de estas
adipoquinas, la leptina ha sido el centro de atencién como un potencial mediador de
las alteraciones cardiacas observadas en la obesidad. Se ha comprobado que ejerce
acciones hipertréficas y profibréticas en cardiomiocitos, y prooxidantes en células
endoteliales, que pueden afectar a la funcién cardiaca™. En concreto, el objetivo de
este estudio fue valorar el posible papel de la leptina en la fibrosis cardiaca asociada a
la obesidad.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon dos grupos experimentales, cada uno de ellos integrado por ocho
ratas Wistar macho de 150g (Harlan Ibérica, Barcelona, Espaia). Uno de los grupos fue
alimentado con una dieta rica en grasas (obesos, 33.5% grasa; Harlan Teklad
#TD.03307, MN, USA); mientras que el grupo control fue alimentado con una dieta
estandar (3.5% grasa; Harlan Teklad #TD.2014, MN, USA) durante seis semanas.

El Comité para el Cuidado y Uso de los Animales de experimentacion de la
Universidad Complutense de Madrid aprobd todos los procedimientos experimentales
de acuerdo con las normas de cuidado ético de animales experimentales de la Unidn
Europea.

Se efectuaron mediciones semanales del peso y los niveles de presion arterial
sistolica medida de manera indirecta en la cola del animal. Ademas, el consumo de
agua y comida se determind durante el periodo experimental. Al final del periodo de
evolucidn se valord la estructura y la funcién sistélica del corazén mediante una
ecocardiografia transtoracica, para la cual se empled una Acuson Sequoia 256
(Siemens Medical Solutions, Germany) conectada a un transductor lineal de 15 MHz.
Se tomaron registros en 2D para medir las dimensiones de la cavidad del ventriculo
izquierdo, asi como el grosor del septo interventricular y la pared posterior del
corazon.
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Posteriormente se sacrificaron los animales y se determind el peso del corazon,
gue se normalizé por la longitud de la tibia, para evitar la interferencia del peso
corporal como factor de confusidn. Ademas, se determind el area de fibrosis
intersticial en relacion con la superficie total del tejido cardiaco. Para ello, se
analizaron las muestras con el programa de analisis Metamorph 7.0 (Molecular Devices
Corporation, USA) tras haberlas deshidratado, fijado en parafina y tefiido con tincidn
rojo sirio. Ademas se analizé el tamafio de los cardiomiocitos en cortes de corazén
tefiidos con hematoxilina-eosina.

La presencia de aniones superéxido en el tejido cardiaco se valoré mediante
intensidad de fluorescencia inducida por dihidroetidio y cuantificado con el programa
Metamorph a partir de la media de tres medidas tomadas en cada animal.

La técnica de Western Blot se empled para valorar los niveles proteicos de
diferentes mediadores profibréticos en las muestras de tejido.

Los datos se expresan como la media + error estdndar. El test de Kolmogorov-
Smirnov se utilizé para comprobar que los datos siguen una distribucién normal. La
asociacion entre las variables se estudié con el coeficiente de correlacién de Pearson, y
el test t de Student se empled para valorar si las medias entre los grupos eran
estadisticamente diferentes.

RESULTADOS

Al cabo de las seis semanas de seguimiento, se comprobd que el incremento
relativo en el peso corporal fue un 26% mayor en las ratas obesas que en las ratas del
grupo control. De hecho, ya desde la primera semana se pudo observar que la
ganancia de peso era significativamente mayor en el grupo obeso. En cuanto al estudio
ecocardiografico, se determind que los parametros estructurales y funcionales del
ventriculo izquierdo eran similares en ambos grupos. Tampoco se observaron
diferencias en los niveles de presion arterial sistdlica (Tabla 1).

A nivel molecular, las ratas del grupo obeso mostraron niveles cardiacos de
leptina mas altos que las del grupo control (Fig. 1), aunque no se observaron
diferencias en los niveles de adiponectina (datos no mostrados). Asimismo, las ratas
obesas presentaron un mayor grado de fibrosis cardiaca (comprobado por el mayor
volumen relativo de coldgeno), mayor presencia de aniones superdéxido y mayores
niveles de coldgeno |, galectina-3 y TGF-beta en comparacién con el grupo control, si
bien presentaron niveles similares de CTGF (factor de crecimiento de tejido conectivo)
(Fig. 1). Ademas, mostraron una reduccion en los niveles de MMP-2, mientras que los
de TIMP-1, su inhibidor, se mantuvieron sin cambios, lo que parece indicar una menor
degradacion de colageno al verse reducida la actividad de la MMP-2 (Fig. 1).
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CONTROL OBESAS
PESO CORPORAL (g) 321.249.7 362.7+8.6%*

PAS (mmHg) 119.5+2.2 118.83.2
PESO REL?gT)Zn? Esi:)CORAZON 0.021+0.001 0.024+0.001*

SIV (mm) 1.96+0.16 1.89+0.21

PP (mm) 2.25+0.2 1.65+0.28

DTSVI (mm) 2.6+0.29 2.16+0.29

DTDVI (mm) 4.49+0.5 3.99+0.4

FE (%) 79.245.4 82.243.8

Tabla 1. Peso corporal, presion arterial, peso relativo del corazén y parametros ecocardiograficos en el
grupo control y en el grupo obeso.PAS: presidn arterial sistélica. SIV: grosor del septo interventricular,
PP: grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo; DTSVI: diametro sistdlico final del VI; DTDVI:
diametro diastdlico final (del VI); FE fraccion de eyeccion. Los datos representan la media t error
estandar de la media de ocho animales. *p < 0.05 comparado con el grupo control. **p < 0.01
comparado con el grupo control.
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Figura 1. A. Contenido relativo de colageno cardiaco (CVF) en ratas controles y obesas. B.
Cuantificacion por fluorescencia de la produccion de aniones superéxido en ambos grupos.C. Niveles
cardiacos de leptina, colageno I, galectina 3, TGF-beta, CTGF, MMP-2 y TIMP-1 en el grupo control y en
el grupo obeso.

Se encontrd una correlacién directa entre los niveles de leptina con el contenido
de coldgeno cardiaco (r’=0.748, p<0.0001) y los niveles de TGF-beta (r’=0.421, p<0.03).
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Los niveles de MMP-2 (r’=-0.429, p<0.03), por su parte, se correlacionaron
indirectamente con los de leptina.

DISCUSION

La obesidad estd asociada con alteraciones cardiacas que incluyen la fibrosis,
pero los mecanismos subyacentes no se conocen completamente. Los datos obtenidos
en este estudio avalan el papel determinante de la leptina debido a que el incremento
de los niveles de esta adipoquina se acompafia de un aumento en la fibrosis
intersticial. De hecho, se encontré una correlacidn positiva entre la leptina cardiaca y
el contenido de colageno.

La leptina ejerce un efecto profibrético en el corazén, el cual parece implicar no
solamente una mayor sintesis, sino también una menor degradacién de matriz
extracelular. Los animales obesos muestran mayores niveles de coladgeno | y menores
de MMP-2 que los animales control, que estan directa e indirectamente
correlacionados con los niveles cardiacos de leptina respectivamente.

Este efecto profibrético inducido por leptina parece estar mediado por la
galectina 3, ya que sus niveles son mayores en los animales obesos que en los
controles. Diversos estudios han demostrado que la galectina-3 es un factor

profibrético y proinflamatorio en diferentes situaciones patolégicas®.

Por su parte, los niveles de TGF-beta (un factor profibrdtico bien establecido)
estan correlacionados directamente con los de leptina y coldgeno en el corazén. Un
aumento de los niveles de este factor se observa en el grupo de ratas obesas, lo que
apoya su posible participacion en la fibrosis miocdrdica observada en los animales
obesos. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de CTGF entre los
animales obesos y controles, lo que indicaria que este factor de crecimiento no parece
jugar un papel central en la fibrosis cardiaca asociada a la obesidad, al menos en este
periodo de evolucién, aunque no podemos descartar su posible implicacion en las
primeras fases de la fibrosis cardiaca.

CONCLUSIONES

En conclusién, nuestros datos muestran que la obesidad se asocia con la
aparicidon temprana de fibrosis cardiaca, que podria jugar un papel importante en los
cambios cardiacos estructurales y funcionales que se asocian con un aumento del peso
corporal. La leptina, producida localmente en el corazdn, podria estar implicada en la

aparicion de fibrosis, modulando tanto la sintesis como la degradacion de colégeno(e).

142



Reduca (Recursos Educativos).

Serie Congresos Alumnos. 6 (4): 138-143, 2014
ISSN: 1989-5003

Este estudio contribuye al entendimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos
implicados en el dafio cardiaco asociado a la obesidad, un problema importante de
salud que se relaciona con una mayor morbilidad y mortalidad, especialmente de
origen cardiovascular.
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