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Resumen

La leptina es una hormona que se encarga de regular el equilibrio
energético. Desde hace dos décadas de su descubrimiento varios esfuerzos
se han realizado para comprender su papel en la regulacion del
metabolismo de la conducta alimentaria, la reproduccion, homeostasis de
la glucosa, la respuesta inmune, la formacion de hueso, metabolismo de los
lipidos, entre otros, pero su uso como agente terapéutico en pacientes
obesos es aun limitada debido al sindrome de resistencia a la leptina. Para
obtener su estructura cristalografica fue necesario sustituir un triptéfano
por un acido glutamico en la posicion 100 (W100E), creando asi una leptina
mutante la cual se ha reportado que tiene una actividad biologica
comparable con la actividad de la proteina silvestre (WT).

En este trabajo nosotros reportamos un estudio comparativo del espacio
conformacional de la leptina WT y WI100E, utilizando simulaciones de
dinamica molecular a 300, 400 y 500 K, en donde detectamos diferencias
entre las interacciones de las dos proteinas con efectos locales y distantes,
resultando en cambios en su conformacion, compactacion del area
expuesta a la superficie, potencial electrostatico y comportamiento
dinamico, asi como también la serie de eventos que ocurren durante el
desplegamiento de ambas construcciones.

Por otro lado, también evaluamos la estabilidad de la leptina humana
W100E mediante el desplegamiento/plegamiento inducido quimicamente y
térmicamente a diferentes pH, utilizando la técnica espectroscopica de
dicroismo circular. Donde los resultados demuestran que el desplegamiento
de la leptina humana W100E se lleva a cabo mediante un mecanismo de
dos estados tanto quimica como térmicamente, se calcularon los
parametros termodinamicos (AG, AH, Tm y m) asociados con las reacciones
del proceso de desplegamiento. También en este estudio nosotros

determinamos el efecto de la leptina W100E donde observamos que esta




redujo la ingesta de alimentos, peso corporal y los niveles de triglicéridos,
pero incremento los niveles de colesterol-HDL en ratones obesos sujetos a
una dieta hipercalorica, por otro lado en ratones con dieta normal el
tratamiento con leptina W100E se aumento la ingesta de alimentos, pero no
se aumento el peso corporal y el colesterol total, sin embargo cuando se
interrumpe el tratamiento detectamos un aumento significativo en el peso
corporal en todos los grupos de ratones, aparte del grupo control, lo que
indica un efecto rebote.

Todos estos resultados apoyan nuestra comprension de la senalizacion, la
estabilidad y la sensibilidad de la leptina y por lo consiguiente esto podria
ser relevante para el uso potencial de la leptina en el tratamiento contra la

obesidad y condiciones de sobrepeso.




Abstract

Leptin is a hormone that regulates energy balance. Since its discovery two
decades ago, several efforts have been made to fully understand its role in
metabolic regulation of feeding behavior, reproduction, glucose
homeostasis, immune function, bone formation, lipid metabolism, among
others, Its use as a therapeutic option in obese patients is still limited due
to the syndrome known as leptin resistance. To obtain the crystallographic
structure of leptin, it was necessary to substitute a tryptophan for a
glutamic acid at position 100 (W100E), thus creating a mutant leptin that
has been reported to have biological activity comparable to the activity of
the wild type (WT) Here, we report a comparative study of the
conformational space of WT and W100E leptin using molecular dynamics
simulations performed at 300, 400, and 500 K. We detected differences
between the interactions of the two proteins with local and distal effects,
resulting in changes in the conformation, accessible surface area,
compactness, electrostatic potential and dynamic behavior. Additionally,
the series of unfolding events that occur when leptin is subjected to high
temperature differs for the both constructs. On the other hand we evaluate
the stability and folding/unfolding mechanism of human leptin W100E
chemically and thermally induced at different pH, the unfolding reaction of
leptin by means of circular dichroism, It has been found that leptin unfolds
W100E performed using a two-state mechanism. The thermodynamic
parameters associated to the unfolding reaction (AG, AH, Tmy m) have been
estimated.

Also In this study, we determined that the treatment of a soluble form of
human Leptin (W100E) reduced food intake, body weight and triglycerides
levels, but increased HDL-cholesterol levels on obese mice subjected to
high-fat/high-fructose diet. In contrast, treatment with soluble human

Leptin increased food intake but did not increase body weight and total-




cholesterol in mice with normal diet. When stopping the treatment with
human W100ELeptin, it was detected a significant increase in body weight
in all groups of mice apart from the control, indicating a rebound effect.

The results contribute to the understanding signaling, stability and
sensitivity this might be relevant in offering more evidence of the potential
use of the leptin in the treatment against obesity and overweight

conditions.
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1. Introduccion

1.1 Proteinas

Las proteinas son las biomoléculas mas abundantes de las células vivas,
asi como las mas versatiles y diversas que participan esencialmente en
todos los procesos biologicos. Son moléculas poliméricas que se sintetizan
en los ribosomas. Estan formadas por la combinacion de 20 aminoacidos
diferentes y llevan a cabo una enorme cantidad de funciones diversas.

Cuando una proteina se pliega adquiere una estructura tridimensional
Unica capaz de llevar a cabo su funcion biologica. Esta organizacion

espacial es la clave para el entendimiento de la funcion.

1.1.1 Estructura de las proteinas

Todas las proteinas poseen una misma estructura quimica central, que
consiste en una cadena de aminoacidos. La estructura primaria de una
proteina esta dada por la disposicion lineal o secuencia de aminoacidos
unidos por enlaces péptidicos (Fig. 1-A). Sin embargo, esta secuencia lineal
de aminoacidos puede adoptar diferentes conformaciones en el espacio,
mediante el plegamiento del polimero lineal, dando lugar a la estructura
secundaria que consiste en arreglos locales que resultan de la interaccion
de aminoacidos cercanos de la cadena polipeptidica y que se estabilizan
gracias a la formacion de puentes de hidrogeno entre los atomos que
forman el enlace peptidico. Los tipos de estructura secundaria mas
frecuentemente encontradas en una proteina son las hélices-a y hebras-f3
(Mathews 2003). Las hélices o se repiten cada 18 residuos que
representan cinco vueltas, estan estrechamente empaquetadas; de forma
que no hay casi espacio libre dentro de ellas y todas las cadenas laterales
de los aminoacidos estan dispuestas hacia el exterior de la hélice ya que se

estabilizan por puentes de hidrogeno. Cada hebra-fp es un segmento

11



polipeptidico corto (5-8 residuos), casi totalmente extendido. La union
mediante enlaces de hidrogeno entre los atomos de hebras-B adyacentes
forma una hoja-B. La planaridad del enlace péptidico fuerza a la hoja- a
plegarse; por ello, esta se conoce como hoja-Bf plegada (Fig 1-B-C). La
estructura terciaria se describe como el conjunto de interacciones donde
los segmentos de estructura secundaria interactiian entre si formando una
estructura compacta dando origen a diferentes arreglos espaciales en la
cadena polipeptidica y a diferentes patrones de interaccion entre las
hélices-a y las hebras-f. Sin embargo, como las interacciones son débiles,
la estructura terciaria de una proteina no se mantiene fija, si no que sufre
una fluctuacion contintia y momentanea. Esta variacion en la estructura
tiene consecuencias importantes en el funcionamiento y regulacion de las
proteinas (Fig 1-D) (Lesk 2000, Lodish 2005). Finalmente La estructura
cuaternaria se refiere a la interaccion de dos o mas polipéptidos o
subunidades que pueden ser iguales o diferentes, unidas por fuerzas no
covalentes para formar una proteina multimérica funcional (Fig 1-E)
(Lodish 2005).

12



A) O EIED)

B) C)

D)

Figura 1.1 Representacion de los diferentes niveles de organizacion de los
aminodacidos de las proteinas A) estructura primaria, B-C) estructuras

secundarias, D) estructura terciaria y E) estructura cuaternaria.
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1.1.2 Interacciones moleculares que mantienen la estabilidad

de las proteinas

Para que una proteina pueda mantener su conformacion nativa es
necesario que intervengan diversas interacciones no covalentes tanto entre
los atomos de la proteina, asi como con los atomos de los solventes que la
rodean. Dentro de las principales interacciones no covalentes podemos
mencionar las interacciones hidrofobicas, polares, de Van der Waals,
puentes de hidréogeno y puentes salinos (interacciones ionicas); todas estas
interacciones, a pesar de ser relativamente débiles, por su gran numero
contribuyen significativamente en la estabilizacion de la conformacion
nativa.

Las interacciones hidrofébicas son de las principales fuerzas que
mantienen la proteina nativa. Las moléculas no polares no contienen
grupos cargados, ni poseen momento dipolar, por lo tanto no se hidratan,
por lo que tienden a minimizar su interaccion con las moléculas de agua,
interaccionado fuertemente entre si. Por lo tanto, los aminoacidos con
cadenas laterales hidrofobicas tienden a ocultarse del solvente acuoso en el
interior de una proteina cuando esta se pliega (Creighton 1993, 1999).

Las interacciones polares surgen de la polarizacion de enlaces por la
diferencia de electronegatividad entre dos atomos. Por otro lado, las
interacciones de Van der Waals se originan cuando dos atomos
cualesquiera se acercan mucho el uno al otro y crean una fuerza débil de
atraccion inespecifica, estas interacciones contribuyen de manera
importante en la estabilidad de la proteina, principalmente en las hélices-a
(la energia requerida para poder romper estas interacciones es de 1
kcal/mol). Por su parte, los puentes de hidrogeno son interacciones
electrostaticas débiles entre dos atomos parcialmente cargados
generalmente nitrogeno, oxigeno y fluor. Se forman cuando un atomo dona
el hidrogeno unido covalentemente a €l a un atomo electronegativo

“aceptor”. Son abundantes, claves en la conformacion de la estructura

14



secundaria y muy direccionales (su energia de disociacion de enlace es
aproximadamente de 1 a 9 kcal/mol) (Solomons 2000). Por otro lado, los
puentes salinos o interacciones ionicas son el resultado de la atraccion
de un i6n cargado positivamente (cation) por un ion cargado negativamente
(anion). En las proteinas, los grupos que pueden presentar carga neta
negativa, son las cadenas laterales de los residuos de acido glutamico y
acido aspartico, mientras que los residuos de histidina, lisina y arginina
pueden presentar carga positiva (Fig. 1.2). En algunos casos las
interacciones ionicas pueden ser muy importantes en la guia del
plegamiento (fuerza de interaccion superiores a 10 kcal/mol) (Voet 2005,

Dobson 2003, Gomez-Puyou 2003).

Figura 1.2. Representacion de una
interaccion iénica entre la Arginina (Rosa)

y el Acido glutdamico (verde).

Por otro lado, dentro de las interacciones de caracter covalente tenemos
los puentes de disulfuro. Estos se forman entre dos residuos de cisteinas
cuyas cadenas laterales se encuentran proximas en el espacio y en algunas
proteinas son necesarios para mantener su estructura y funcion. Cabe
mencionar que los puentes de disulfuro no siempre mejoran la cinética del
plegamiento, ya que a lo largo del mismo se forman y han de romperse
puentes de disulfuro no nativos y esto puede hacer muy lento el proceso de
plegamiento. De hecho, proteinas que originalmente se pliegan en
microsegundos pueden tardar minutos si existe la posibilidad de formar

puentes de disulfuro no nativos en el plegamiento.
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1.2 Plegamiento de proteinas

El plegamiento de proteinas es el proceso mediante el cual una proteina,
adquiere su forma tridimensional especifica, es decir su forma nativa (N)
después de su biosintesis en los ribosomas. La forma nativa es
termodinamicamente estable y capaz de llevar a cabo su funcion biologica
correctamente (Baker 2000, Dobson 2003, Olivares 2004). Por tal razon
la célula cuenta con mecanismos para evitar y revertir el plegamiento
incorrecto de las proteinas. Sin embargo, el plegamiento es un proceso
complejo, y el mecanismo por el cual una cadena polipeptidica dada
adopta, dentro de un enorme numero de conformaciones posibles,
precisamente aquella que le permite llevar a cabo su funcion biolégica,
sigue sin ser comprendido. Por lo que este conocimiento podria tener un
importante impacto biolégico y médico, ya que seria posible el diseno de
proteinas de novo, las cuales podrian realizar funciones altamente
especificas, también podrian disenarse farmacos y establecerse
mecanismos de diversos procesos fisiopatolégicos. Para poder entender
como se lleva a cabo la reaccion de plegamiento, los investigadores estudian
los mecanismos de desplegamiento y replegamiento de las proteinas
utilizando diferentes métodos (Baker 2000, Dobson 2003, Hur & Darve
2003).
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1.2.1 Estado nativo, parcialmente plegado y desplegado de

las proteinas

Para poder estudiar en detalle la ruta de desplegamiento de una proteina,
es necesario primero caracterizar los diferentes estados conformacionales
que esta puede adoptar. Una proteina en su estado desplegado carece de
una organizacion espacial bien definida, teniéndose una alta flexibilidad
estructural y produciéndose giros y torsiones aleatorios en diferentes
regiones de la cadena polipeptidica (Mateu 2003), contiene regiones con un
cierto grado de estructura secundaria que puede ser nativa o no (Dobson
2003, Shortle 2001). Al producirse el plegamiento de la proteina, esta
adquiere una estructura tridimensional bien definida, ordenada y
relativamente rigida, conocida como el estado plegado o nativo. Esta
conformacion es la que tiene menor energia libre de Gibbs de acuerdo con
la hipotesis termodinamica (Anfinsen 1973). Sin embargo, algunas
proteinas presentan uno o mas estados parcialmente plegados en su ruta
de plegamiento/desplegamiento (Fig. 1.3), a los que se les denomina
intermediarios. Comunmente se ha descrito que los intermediarios son
estructuras con mayor proximidad en conformacion al estado nativo que al
desplegado, en algunos casos con la mayoria de elementos de su estructura
secundaria similar a la proteina nativa, pero con sus contactos terciarios
debilitados. También se ha sugerido que la presencia de intermediarios
depende principalmente de si las condiciones experimentales en las que se
evalua el plegamiento/desplegamiento permite su estabilizacion, pero que
podrian ser un evento generalizado en el mecanismo de plegamiento de
proteinas, aunque para la mayoria de las proteinas menores de 200

aminoacidos estos no se hayan observado (Ferguson 1999).
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B)

Desplegamiento

Plegamiento

Figura 1.3 Plegamiento y desplegamiento de una proteina. A: Conformacion
nativa capaz de llevar a cabo su funcidon bilégica y B: conformacion

desplegada que carece de organizacion espacial bien definida.
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1.2.2 Agentes desnaturalizantes

La conformaciéon nativa de una proteina puede perderse cuando el
ambiente se modifica hacia condiciones que favorezcan el desplegamiento.
Las variables pueden ser cambios en la temperatura, en el pH, la fuerza
ionica de la solucion, o bien aplicando alta presion o altas concentraciones
de agentes quimicos desnaturalizantes como la urea, cloruro de guanidinio
o tiocianato de guanidinio, siendo la urea y el cloruro de guanidinio los
desnaturalizantes mas empleados (Fig. 1.4), ya que su efecto caotropico se
debe a que disoluciones concentradas de estas moléculas son mejores
disolventes de los estados desplegados que el agua, por lo que desplazan la
reaccion del plegamiento hacia la forma desnaturalizada (Pace 1986,1997,

Dill 1991, Moglich, 2005, Maxwell, 2007).

A) Urea

Figura 1.4: Formula quimica y representacion molecular de los

desnaturalizantes quimicos A) Urea y B) Cloruro de guanidinio.
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1.2.3 Técnicas experimentales para el estudio del

plegamiento

Por lo general, los cambios estructurales causados por el desplegamiento se
pueden evaluar utilizando diversas técnicas espectroscopicas. Estas
técnicas proveen informacion acerca de los cambios en el comportamiento
de una proteina bajo diferentes condiciones de solvente, ayudan a
determinar la estabilidad de una proteina y a su vez registrar las
transiciones estructurales del desplegamiento y replegamiento bajo ciertas
condiciones. Dentro de las técnicas espectroscopicas comunmente
utilizadas podemos mencionar el Dicroismo Circular (DC), Fluorescencia, la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), entre otras. Ademas, también se
pueden utilizar simulaciones de dinamica molecular (SMD) para obtener
una descripcion a nivel atomista sobre el mecanismo de plegamiento de las
proteinas. Actualmente es posible realizar las simulaciones de dinamica
molecular con solvente explicito, lo que representa el método mas
prometedor para proporcionar esta directa de las interacciones fisicas que
estabilizan las proteinas, siempre y cuando las funciones de la energia o
"campos de fuerza", y métodos para mejorar la toma de muestras de

eventos de la reaccion de plegamiento sean precisas

1.2.4 Dicroismo Circular (DC)

El fenomeno de dicroismo circular (DC) se basa en la absorcion diferencial
de los componentes polarizados a la izquierda y a la derecha de una
molecula. Esta técnica en la region del UV cercano (250-300 nm) da
informacion acerca del ambiente de la cadena lateral de los aminoacidos
aromaticos asi como de las posibles contribuciones de los puentes
disulfuro. Por otro lado en la region del UV lejano (180-250 nm) permite
evaluar y registrar los cambios en la estructura secundaria regular durante

la reaccion de plegamiento/desplegamiento. Cada uno de los diferentes
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elementos de estructura secundaria regular, hélices-a y hebras-f3,
presentan espectros caracteristicos de DC que se muestran en la figura 1.5.
Para una proteina que consta de varios de estos elementos, el espectro de
DC sera una contribucion de todos los elementos de estructura secundaria
presentes en la misma, los espectros son reportados como elipticidad por
residuo medio (Ourw) cuyas unidades son grados cm? dmol!l. Estas
unidades estan normalizadas considerando la muestra (proteina), es decir
el recorrido optico del haz de luz y nimero de aminoacidos de cada proteina

(Pelton 2000, Miles 2004, Less 2006, Greenfield 2006).

8e+4 | 1 — hélices a
2 — _hebras B
6e+4 3 — giros y vueltas
4 ——triple hélice nativas
5 desnaturalizada
de+4

2e+4

Oe+0

[B]rw X 10° (grados cm’ dmol'1)

-2e+4

-4e+4

-Be+4 1 1 L 1 1
190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 1.5 Espectros de DC en la regiéon del UV-lejano. En color negro se
representan el espectro caracteristico de una proteina formada
predominantemente por hélices-a en rojo el caracteristico para las hebras-f3-
antiparalelas, en verde estructuras de giros y vueltas, en azul triple hélice
nativas y en azul turquesa el espectro de la forma desnaturalizada de la

proteina (Greenfield 2006).
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1.2.5 Fluorescencia (Fl)

La espectroscopia por emision de fluorescencia se da por la absorcion de
luz por parte de ciertos componentes que son capaces de emitirla a
determinadas longitudes de onda. En el caso del estudio de proteinas la
fluorescencia se origina principalmente por el grado de exposicion de los
tres fluoroforos naturales fenilalanina, tirosina y triptéfano. Sin embargo la
mayor contribucion en un espectro de fluorescencia de una proteina que
contiene los tres tipos de aminoacidos mencionados es el triptéfano. Si una
proteina presenta todos sus residuos de triptofano en un ambiente
hidrofobico la emision de fluorescencia generalmente se observara con un
maximo de aproximadamente 320 nm; mientras que si se encuentra en un
ambiente mas polar, el maximo del espectro de emision se desplaza hacia
longitudes de onda mayores y su emision de fluorescencia se presenta
alrededor de los 340-360 nm. En la figura 1.6 podemos observar espectros
de emision de fluorescencia utilizando diferentes concentraciones de urea

(Pace 1986, Schmid 1992, Lakowicz 1999).

08 |-

06 |-

04}

Intensidad de Fluorescencia Normalizada (U.A.)

0.0 MUrea
« 1.4MUrea
02k 3.9 MUrea i
‘ v 7.1MUrea
0]0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (hm)

Figura 1.6. Espectros de emision de fluorescencia de la enolasa de

Saccharomyces cerevisiae en distintas concentraciones de urea. (Sanchez 2007).
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Es interesante senalar que no existe una técnica Unica que sea capaz de
proporcionar toda la descripcion detallada de los cambios conformacionales
durante las etapas de plegamiento y desplegamiento, sino que
generalmente es necesario combinar la informacion obtenida a través de
distintas metodologias, dado que cada una de las técnicas puede
monitorear distintas caracteristicas del estado nativo. Otra de las limitantes
mas fuertes de las distintas técnicas utilizadas en los estudios de
plegamiento es la resolucion tanto espacial como temporal. Es por eso, que
recientemente se han desarrollado sistemas de mezclado rapido como el
flujo detenido, con dispositivos de tiempos muertos de reaccion de hasta
milisegundos. Esto es particularmente interesante en proteinas pequenas
(menores a 150 residuos) en los que los eventos de plegamiento
desplegamiento podrian llevarse a cabo en estos intervalos de tiempo.

En este trabajo nosotros utilizamos la técnica de DC para evaluar la
estabilidad de la leptina humana a través de transiciones de

desplegamiento térmico y quimico.

1.3 Simulaciones por dindmica molecular

La dinamica molecular (DM) se define como una técnica de simulacion por
computadora donde se sigue la evolucion temporal de un conjunto de
atomos que interactuan bajo cierto potencial definido y se mueven descritos
por la interaccion ecuaciones de movimiento con respecto al tiempo y estan
gobernadas por las leyes de Newton del movimiento.

Principalmente se basa en la segunda ley de Newton, donde la aceleracion
de un cuerpo es directamente proporcional a la fuerza neta que actiia sobre
el e inversamente proporcional a su masa. Quedando la ecuacion del
movimiento en:

F =ma
Donde F es la fuerza ejercida por una molécula, m es la masa y a es la

aceleracion.
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La DM necesita un juego de posiciones iniciales y velocidades para poder
realizarse asi como la evolucion con respecto al tiempo. En términos
graficos los atomos de las moléculas se mueven dentro de una
computadora, sus ecuaciones de movimiento se resuelven y se obtienen los
parametros macroscopicos que determinan las propiedades del sistema, de
esta manera el sistema de simulacion sugiere un comportamiento al que
podria ocurrir en la realidad. De esta manera podriamos describir a las
simulaciones como un microscopio virtual con alta resolucion temporal y
espacial, considerando que es posible obtener imagenes instantaneas de las
estructuras, que no podrian tomarse en experimentos convencionales y
permitiendo el acceso a todas las escalas de tiempo y movimiento con

resolucion atémica.

El estudio de desplegamiento de proteinas por simulacion de dinamica
molecular, consiste en el incremento de la temperatura con el proposito de
superar las fuerzas entalpicas que estabilizan la estructura tridimensional
de la proteina. Se ha demostrado que las simulaciones a altas temperaturas
aceleran las vias de desplegamiento. Es importante tener en cuenta que el
uso de temperaturas elevadas en los ensayos de DM con respecto a las
temperaturas utilizadas en los ensayos in vitro es debido a la escala
accesible de tiempo que se tiene en cada ensayo, considerando que en las
simulaciones se evaluan las etapas iniciales del proceso en intervalos de

tiempo de nanosegundos (Karplus 2003).

1.3.1 Campo de fuerza OPLS AA

Un campo de fuerza involucra elegir un conjunto de ecuaciones y de
parametros, los cuales nos permiten medir la variacion de la energia
potencial de la molécula con respecto a las posiciones de los atomos que la

componen.
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El potencial optimizado para simulaciones en liquido de todos los atomos
(OPLS-AA) se basa en campo de fuerza AMBER y fue desarrollado con la
idea de usarlo para simulaciones de dinamica molecular de biomoleculas

(Aliseda 2011, Jorgensen 1996).

Etotal = Eenlazantes + Eangulos + Ediedros + Eno—enlazantes

Ecniazantes = z K, (7‘ - TO)Z

enlazantes
Eangulos: Z Ko (6_90)2
angulos
v 3
Fatearos = 7 |1+ cos(@ = 80)] + 2 [1 = cos 20 — 0| = [1

V,
+ cos3 (0 — 0y)] + ?4 [1+ cos4 (@ — Dg)]

qijq
Eno-eniazantes = Zfl] ( 12 Tij + 4lje;rl]>

i>j

Con la combinacién de reglas: A;; = /4;; Ajj ¥ Cij = /Cyi Cjj

La forma funcional basica de un campo de fuerza en capsula términos
relacionados con los atomos que estan unidos por enlaces covalentes, y no
covalentes, interacciones electrostaticas y de van der Waals. La
descomposicion especifica de los términos depende del campo de fuerza,
donde la forma general para la energia total en un campo de fuerza aditivo
se puede describir como los componentes de las contribuciones covalentes

y no covalentes se dan por las siguientes sumas:

Etotal = Eenlazantes + Eangulos + Ediedros + Eno—enlazantes
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1.3.2 Gromacs

Gromacs es un paquete versatil el cual simula las ecuaciones de Newton
del movimiento para sistemas con cientos de millones de particulas, esta
disenado principalmente para moléculas bioquimicas como proteinas,
lipidos y acidos nucleicos. Fue desarrollado por Lidahl y colaboradores
(http:/ /www.gromacs.org/). Este programa utiliza las configuraciones
espaciales de un archivo que contenga las coordenadas de los atomos del
sistema a estudiar generalmente de un archivo en formato pdb igualmente
necesita informacion de las interacciones de los atomos como angulos de
enlace, cargas y radios de van der Waals, se le alimentan parametros para
controlar la simulacion como temperatura (T) velocidad inicial (Vi), Presion
(P), numeros de pasos, Intervalos de tiempo para la integracion de las
ecuaciones de movimiento, etc. Gromacs es un conjunto de archivos
ejecutables que permiten la preparacion de los archivos que sirven para

realizar la simulacion por DM y el mismo la realiza.
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1.4 Obesidad

La obesidad se define como un desorden metabdlico que produce una
acumulacion excesiva de grasa corporal, segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) esta determinada por el indice de masa corporal (IMC), el
cual se puede calcular al dividir el peso en kilogramos sobre el cuadro de la
talla en metros (Kg/m-2). Un IMC menor a 25 kg/m?, se define como peso
normal, un IMC mayor a 25 Kg/m? se define como sobre peso, y un IMC
mayor a 30 Kg/m?2 como obesidad; la cual es considerada una enfermedad
compleja y puede originarse por diferentes factores entre ellos podemos
mencionar los factores ambientales (mala alimentacion y el sedentarismo) y
los factores genéticos siendo estos los mas importantes, ya que estudios
realizados en los miembros de una misma familia demostraron que la
obesidad puede ser heredada en un 30% a un 70% de los casos,
identificando en un analisis comparativo de genomas de familias con varios
miembros obesos diversas regiones cromosémicas relacionadas con la
obesidad por ejemplo los cromosomas 2p21-p23, 3927, 4pl15-pl4, 4q31-
q32, 6922.31-923.2, 7q31—q32, 10pll-pl2, 11ql4—q24, 12923-gq24 J,
19q13.33—q13.43, 20q11-q13, Xq24 (Bell, 2005).

Por otro lado la obesidad también es considerada una patologia grave que
conlleva al desarrollo de multiples enfermedades especialmente diabetes
mellitus, enfermedades cardiovasculares, cancer y apoplejia consideradas
las principales causas de muerte en México (Bjorntorp, 1997, Kopelman,

2000, Bellanger, 2005, Sharma, 2005).
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1.4.1. Leptina v factor de saciedad

La evidencia de un sistema fisiologico para la regulacion homeostatica del
peso corporal se inici6 desde hace aproximadamente cuatro décadas,
cuando el concepto de un factor de saciedad circulante se vio reforzada por
el descubrimiento de mutaciones recesivas en el raton, denominadas ob
(obese) y db (diabetes), responsables de producir alteraciones tales como
hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, gasto metabodlico reducido,
hipogonadismo, infertilidad y obesidad de inicio temprano que conduce a
obesidad morbida. De esta forma en la década de 1970 Coleman concluyo
que los ratones ob/ob no producian un “factor de saciedad humoral” y que
los ratones db/db no sintetizaban el producto adicional requerido para la
respuesta a dicho factor. A los genes responsables de las mutaciones se les
llamé6 ob y db, donde al producto del gen OB se le denominé leptina (del
griego “leptos” que significa delgado) y al producto del gen DB es el receptor
de la leptina, el cual es indispensable para su accion a nivel celular

(Ahima, 2000).

1.4.2 Leptina humana

La hormona leptina fue descubierta por Friedman en 1994, al clonar el gen
ob en una linea celular de raton obeso mutante donde el producto de dicho
gen fue la leptina (Halaas 1995, Zhang 1994, Considine 2001). El gen
que codifica para leptina humana se localiza en el brazo largo del
cromosoma 7 especificamente en la banda 31.3 (7q31.3); el gen tiene mas
de 1500 pares de bases y tres exones separados por dos intrones, donde los
exones 2 y 3 codifican la leptina, su region promotora esta regulada por
diversos elementos como el AMP ciclico o los glucocorticoides (Ahima,

2000, Del Barrio 2002, San Miguel, 2005, Auwerx, 1998).
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La leptina es una proteina de 146 aminoacidos que se produce a partir de
un precursor de 167 aminoacidos el cual se trasloca a los microsomas
eliminado el péptido senal de 21 aminoacidos en el extremo N-terminal, los
cuales se separan antes de que dicha proteina pase a sangre (Varnerin,
1998). La proteina madura tiene un peso molecular de 16.2 kilodaltones
(kDa) (Jung-Hyun 2001, Chen-Jee 2010). Se produce principalmente en
tejido adiposo (Sandowski 2002, Botella, 2001) aqui la secrecion se lleva
acabo a nivel subcutaneo. También se produce en hipotalamo, hipoéfisis,
musculo esquelético, mucosa gastrica y epitelio mamario; también es
sintetizada aunque en menor medida por células del higado, estomago y
placenta (Houseknecht 1998), por lo que su concentracion en plasma se
eleva durante el embarazo normal sobre todo en el segundo y tercer

trimestre (Del Barrio 2002, Ovies 1999, Sagawa 1997).

1.4.3 Estructura de la leptina

La estructura tridimensional de la leptina presenta gran similitud entre las
diversas especies, con un 84% de homologia entre el humano y el raton y
un 83% entre el humano y la rata (Zhang, 1997). Estos residuos
conservados pueden ser importantes para el mantenimiento de la
integridad estructural de la proteina. Las cuatro regiones mas conservadas

son Asp9-Thr16, Met54-Ala59, Asp79-His88 y Tyr119-Gln130.

La leptina humana silvestre (en inglés wild-type, WT) presenta baja
solubilidad en solventes acuosos, por lo que no ha sido posible encontrar
condiciones experimentales para obtener su estructura cristalografica por
lo cual fue necesario obtener la mutante W100E la cual aumenta su
solubilidad sin afectar su actividad biologica ya que es comparable a la WT.
Esta proteina se pliega como un monomero formado por un conjunto de
cuatro hélices-a (al, a2, a3 y a4) similar al de las citocinas de clase I de

hélice larga tales como: IL-6, IL-11, IL-12, LIF, G-CSF, CNTF y oncostatina
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M, las cuales estan conectadas por dos lazos largos (al-a2 y a3-a4) y un
lazo corto (a2-a3), ordenados en un conjunto helicoidal torcido hacia la
izquierda (Figura 1.7). Las cuatro a-hélices estan constituidas pomnl,
Pro2-His26; a2, Leu51-Ser67; a3, Arg71-Lys94 y a4, Ser120-Ser143. Los
ultimos cinco residuos de la hélice 4 (desde GIn139 a Ser143) forman una
hélice 310 torcida. Un gran centro cilindrico hidrofobico paralelo al eje del
conjunto de hélices esta formado por la mayoria de los residuos
conservados (mencionados anteriormente) de las cuatro a-hélices que estan
frente a cada una. El conjunto de cuatro hélices adopta un plegamiento
inusual arriba-arriba-abajo-abajo lo cual forma un empaquetado de dos
capas de pares de hélices anti paralelas al y a4 contra a2 y a3. Los
residuos de Leul07-GlullS5 forman la hélice E distorcionada, la cual se
dobla pronunciadamente en medio de Glyl11l y Glyl112, empaquetandose
casi perpendicularmente contra el conjunto de las cuatro hélices. Contiene
un enlace de disulfuro intracatenario entre los aminoacidos 96 y 146 en la
region carboxiterminal el cual es necesario para su actividad biologica ya
que no solo estabiliza la proteina plegada, sino que también dirige la
formacion de la estructura anudada de la leptina (Haglund 2013).

Se ha sugerido que la leptina posee tres diferentes sitios de union I, II y III
que interactian con el receptor de la leptina. El sitio de uniéon I, se
encuentra en la region C-terminal de la hélice a4, se piensa &@&st
involucrado en la unién con los dominios homédlogos del receptor de
citocina I 6 II (CRH1 o CRHZ2) del receptor de leptina. El sitio de union II, el
cual se une al dominio CRH2 del receptor de leptina, esta compuesto por
los residuos de la superficie de las hélicesnl y a3. El sitio de umn III, el
cual se une al dominio similar a inmunoglobulina (Ig) del receptor de
leptina, esta formado por residuos de la interfase entre el N-terminal de la
hélice a4 y el lazo al-a2. Aunque se piensa que el sitio de wmn II es el
principal sitio de unién con la afinidad mas alta para el receptor de leptina,

se ha sugerido que el sitio de union III de la leptina es el responsable de la
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formacion de un complejo multimérico activo y la subsecuente activacion

del receptor (Chen-Jee 2010).
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Figura 1.7 A) Representacion en listones de la estructura de la leptina
humana W100E (PDB 1AX8) en color rosa se representa la hélice a1, en cyan
a2, en azul a3 y en verde a4, en color violeta se resalta al acido glutamico en
la posicion 100 y en amarillo el puente de disulfuro entre los aminodcidos 96
y 146 (Zhang 1997). B) Representacion de las estructuras primaria y

secundaria en espiral indicando los principales dominios.
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1.4.4 Funciones de la leptina humana

La leptina es una proteina que se ha visto relacionada con diversos
padecimientos, sin embargo el descubrimiento de esta proteina ha tenido
un profundo impacto en la comprension de la obesidad. Ademas, varios
estudios han demostrado el poderoso efecto estimulante de la leptina sobre
el crecimiento, la proliferacion y la migracion de las células endoteliales, asi
como la accion promotora sobre la expresion de varios genes involucrados
en la angiogénesis. También se ha encontrado correlacion entre niveles
elevados de leptina con la aparicion de diversos tipos de cancer
(Somasundar, 2004). Posiblemente, este es el fundamento de las
asociaciones epidemiologicas entre la obesidad y el cancer, establecidas de
forma evidente en cancer de seno y de colon. Ademas, con relacion al
cancer de prostata se ha demostrado que niveles aumentados de leptina
inciden no solo sobre el desarrollo de malignidad (Stattin, 2001) sino sobre
un peor pronoéstico y enfermedad extra prostatica, cuando la lesion maligna
ya esta establecida (Chang, 2001). También la hiperleptinemia concurre
con un mayor riesgo de cancer de seno (Tessitore, 2004) ya que, parece
existir una sinergia con los estréogenos, porque la leptina induce actividad
en la aromatasa, enzima encargada de transformar otros esteroides en
estrogenos dentro del tejido mamario. Adicionalmente, se han encontrado
receptores para la leptina en las células cancerosas de seno y éstas a su vez
poseen receptores estrogénicos, por lo que la hormona puede estimular su
proliferacion (Dieudonne, 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que la leptina promueve el crecimiento de
las células epiteliales normales y malignas (Hardwick, 2001) lo que
concuerda con la presencia de receptores hormonales expresados a todo lo
largo del tracto gastrointestinal (Morton, 1998). En este sentido, se
dispone de evidencia sobre la relacion existente entre hiperleptinemia y
carcinomas de colon (Stattin, 2003) y de esofago (Somasundar, 2003).

También se ha observado que aumenta la expresion de leptina por
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presencia del Helicobacter pylori, reconocido por su potencial carcinogénico
(Azuma, 2001).

En varias lineas celulares leucémicas linfoides y mieloides, ha sido
identificando el mRNA de algunos subtipos del receptor de leptina, lo que
explica que la hormona puede estimular la proliferacion de dichas células
tanto in vivo como in vitro (Cioffi, 1996). Y se ha propuesto una posible
relacion entre la hiperleptinemia y el cancer de vejiga (Yuan, 2004).
También se ha visto implicada a la leptina como modulador de la respuesta
inmune, estimulando la produccion de citocinas y la proliferacion de
linfocitos T CD4 (Matarese, 2002), asi como también en el desarrollo y
actividad del sistema nervioso central (SNC). En estudios recientes se ha
demostrado que el receptor de la leptina se expresa en otras areas del
cerebro no relacionadas directamente con el control alimentario, tales como
cerebelo, corteza periforme y corteza cerebral donde la funcion de la leptina
aun se desconoce.

En el hipotalamo, area critica para el aprendizaje y la memoria, la leptina
favorece la potenciacion a corto y largo plazo, mediada por receptores de
glutamato mediante mecanismos relacionados con la activacion de
fosfoinositol 3 cinasa (PI3K) (Shanley, 2001).

Algunos investigadores han postulado que la hiperleptinemia es la
explicacion de la relacion entre la obesidad y las enfermedades
cardiovasculares (Sowers, 2003). La leptina produce un aumento
significativo de la actividad simpatica, gracias a su accion central sobre el
hipotalamo, posiblemente debido a que estimula la liberacion de
melanocortina y de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Asi
pues, la leptina es un posible regulador del tono vascular y por ende de la
presion arterial, mediante sus efectos centrales sistémicos y periféricos
locales. Aunque dichos efectos en apariencia se contrarrestan, pueden
llegar a complementarse dentro del proceso de regulacion global. Este

hecho tendria relevancia en la patogénesis de la hipertension arterial, que
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ha sido usualmente asociada con la hiperleptinemia (Coatmellec 2003).
También han intentado relacionar las enfermedades psiquiatricas con la
leptina, motivados quizas por las asociaciones establecidas previamente
entre algunas de ellas y la obesidad. Algunos estudios han hallado relacion
entre la hiperleptinemia y entidades tales como trastorno de personalidad
limitrofe (Atmaca, 2002), esquizofrenia e intento de suicidio (Atmaca,
2003). Otros han vinculado la hipoleptinemia con la depresion (Miller,
2003) y con el sindrome de estrés postraumatico persistente (Liao, 2004).
Aunque los significados fisiopatologicos y clinicos de tales relaciones aun

no se ha establecido con claridad.

1.4.5 Mecanismo de accion de la leptina

Este mecanismo se enfoca principalmente con la obesidad, la cual es
causada por perturbaciones en el balance entre la ingesta de alimento y el
gasto de energia, que es regulado por un complejo sistema fisiologico que
requiere la integracion de muchas senales periféricas y coordinacion central
en el cerebro.

La leptina es secretada principalmente, en el tejido adiposo posteriormente
pasa al torrente circulatorio, viajando al hipotalamo donde se une con su
receptor (LEPRD) el cual se produce en mayor cantidad en el nucleo
arqueado provocando una disminuciéon en la ingesta alimenticia y un
aumento en el gasto energético ocasionando pérdida de peso (Elmquist,
1998).

El nucleo arqueado es el principal sitio de accion de la leptina en el
hipotalamo y tiene un papel esencial en este sistema que comprende dos
poblaciones de neuronas blanco de la leptina: la primera forma parte de la
via orexigénica (inductora del apetito) y esta constituida por neuronas
productoras de AGRP (del inglés A Gouti-Related Protein) y neuropéptido Y
(NPY). Varios estudios han demostrado que el aumento de NPY lleva a un

aumento de la sensacion de hambre y con ello a la hiperfagia y obesidad.
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También hay evidencias de que la leptina impide la formacion de NPY
evitando indirectamente la obesidad. La segunda forma parte de la via
anorexigénica (inductora de saciedad) y comprende neuronas secretoras de
propiomelanocortina (POMC) y de su producto la hormona estimulante de
melanocito-alfa (aMSH), asi como por neuronas que liberan CART (del
inglés Cocaine and -—-amphetamine-Regulated transcript). La POMC es
procesada post-transcripcionalmente para producir un numero de
hormonas en el eje adrenal-pituitario-hipotalamico, tal como oMSH,
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y endorfina. Estos neuropéptidos
derivados de POMC, son agonistas fisiologicos del receptor de
melanocortina-4 (MC4R). Normalmente la sintesis hipotalamica de aMSH es
estimulada por un incremento del nivel de leptina y la senal generada por
oaMSH en MC4R, promueve el gasto de energia y decrece la ingesta de

comida (Bell 2005).

A partir de estos estudios se infiere que la leptina inhibe la via orexigénica y
estimula la via anorexigénica. También interactia con otras poblaciones de
células reguladoras del apetito, como las neuronas que producen
endocanabinoides, hormona concentradora de la melatonina y orexinas.
Los individuos obesos, aunque presentan un alto nivel de leptina
desarrollan de forma simultanea una resistencia a la accion de la hormona,
posiblemente a causa del funcionamiento inadecuado de las cascadas de
senalizacion intracelular asociadas con el receptor activado. Este hecho no
permite que la hormona ejerza su accion anorexigénica y que ademas la
leptina, per se no tenga utilidad clinica (Bell 2005, Frithbeck 2006 Bates
2003, Sahu 2011, Zhang, 2006).
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1.4.6 Via de sefializacion de la leptina

Se han descrito diversas vias de senalizacion de la leptina. Una de las
mejores descritas hasta el momento involucra a la cinasa Janus-2 (JAK2) y
al transductor de senales y activador de la transcripcion-3 (STAT3). A
continuacion se describen algunas de las conocidas, hasta el momento y
otra via involucra a fosfatidilinositol cinasa-3 (PI3K) y a la fosfodieterasa 3B

(PED3B) (Sahu, 2011).

Via JAK2-STAT-3: Esta via es esencial para la transducciéon de senales de
leptina, ya que la interrupcion de esta via en ratones resulta en un
incremento en la ingesta de alimentos y acumulacion de tejido adiposo
(Haynes, 2005). El receptor de leptina pertenece a la familia de las
citocinas clase 1 (receptores de IL-6). Los receptores de citocinas no poseen
actividad enzimatica intrinseca, pero realizan la senalizacion a través de la
union no covalente con un miembro de la familia de cinasas Janus. Se han
identificado cuatro miembros de la familia JAK (JAK1-3 y Tyk2). ObRb se
asocia y activa JAK2, el cual se requiere para la senalizacion de ObRb
(Bates, 2003). ObRb, como todos los receptores de citocina funcionales
contiene un motivo rico en prolina “Cajal (Box 1)” que se requiere para la
interaccion y activacion de JAKs. Adicionalmente, secuencias menos
conservadas que se localizan en el extremo C-terminal de Box 1, referidas
como “Caja 2 (Box 2)”, también son importantes para las interacciones con
JAKs y probablemente funcionan en la selectividad de las isoformas de
JAK. En el caso de ObRb, los residuos 31-36 componen la Caja 2. La region
Caja2 presenta un motivo conservado que media la asociacion con JAK2, el
cual no se encuentra en las isoformas de ObR cortas. EI ObRb no ligado
existe como un homodimero preformado, la union de leptina altera la
conformacion de éste, el cual permite la transfosforilacion y activacion
intracelular de JAK2 asociado a ObRb. JAK2 activado fosforila a su vez a

otros residuos de tirosina en el complejo ObRb-JAK2 para mediar la
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cascada de senalizacion descendiente (Bates, 2003). El complejo ObRb-
JAK?2 activado recluta a STAT3. STAT3 se fosforila, dimeriza y transloca del
citoplasma al nucleo donde se une con genes especificos como POMC
(propiomelanocortina) y NPY/AGRP (del inglés A Gouti-Related Protein)
neuropéptido Y) para regular su expresion (Figura 1.8). La leptina también
estimula a SOCS3, (suppressor of cytokine signaling 3), el cual actia como
inhibidor de actividad de JAK2. Hay mucha evidencia que sugiere que la
senalizacion de leptina a través de STAT3 es critica para el mantenimiento
normal de la homeostasis energética. La leptina también estimula la
fosforilacion de STATS en el hipotalamo, la eliminacion de STATS en el
cerebro provoca resistencia a le leptina, hiperfagia y obesidad, aunque en
menor efecto que la eliminacion de STAT3, lo que sugiere un contribucion
de la via de STATS en la homeostasis energética y regulacion del peso

corporal (Sahu, 2011, Bates, 2003).

La via PISK-PDE3B-cAMP ha demostrado que ademas de la senalizacion
de la leptina a través del mecanismoJAK2-STAT3, podria también llevarse a
cabo un via de senalizacion que involucra la estimulacion de PI3K. Algunas

de las evidencias experimentales para apoyar esta via de senalizacion son:

(i) la senalizacion via PI3K en el nucleo ventromedial del hipotalamo
se requiere para la homeostasis de energia bajo condiciones
normales

(ii)) la supresion de la leptina en la lipogénesis del tejido adiposo

blanco es dependiente senalizacion hipotalamica de PI3K, y
(iii) la senalizacion via PI3K en las neuronas POMC del hipotalamo
contribuye a la regulacion de la homeostasis de la glucosa

En este mecanismo, la leptina también podria activar a PI3K y a la

fosfodiesterasa-3B (PDE3B), y reduce los niveles de AMP ciclico (cCAMP). La
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disminucion de los niveles de cAMP podrian estar relacionados con la
activacion de STAT3 por la leptina, ya que la inhibicion de PDE3B invierte
este efecto de la leptina en el hipotalamo. Tambien la activacion de PDE3B
por la leptina podria modificar (aumentar o disminuir) los niveles de
expresion de POMC, NPY y otros genes. SOCS3 actia como un regulador
negativo tanto de la STAT3 y las vias PI3K de senalizacion de la leptina en
el hipotalamo, un mecanismo que juega un papel significativo en el
desarrollo de resistencia a la leptina central y la obesidad inducida por la

dieta.

Aun falta por determinar la relacion entre las vias de senalizacion de la
leptina, por ejemplo si las vias JAK2-STAT3 y PISK-PDE3B-cAMP podrian
llevarse a cabo en las mimas neuronas y en su caso como se coordina
dicha senalizacion tanto en condiciones normales como fisiopatologicas

(Sahu, 2011).
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Figura 1.8 Representacion esquemdtica de las vias de senalizacion

intracelular leptina-ObRb.
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1.4.7 Resistencia a la leptina

El fenomeno de resistencia a la leptina surge debido a que la mayoria de los
pacientes obesos presentan altos niveles de leptina circulante y no
responden a la administracion de esta. (Sahu, 2011).

Se han propuesto dos hipoétesis importantes de resistencia a la leptina para
explicar la obesidad, la obstruccion de la entrada de leptina en la barrera
hemato-encefalica y la extincion de la cascada de senalizacion intracelular
de las isoformas largas de los receptores de leptina en el hipotalamo (Sayta,
2008).

La leptina se detecta en dos componentes del cerebro: en el fluido
cerebroespinal y en el parénquima. Su localizacion en estos sitios deriva de
la circulacion periférica y sintesis dentro del cerebro. La isoforma corta del
receptor de la leptina se localiza en el endotelio de la vasculatura y epitelio
del plexo coroideo de los oOrganos circunventriculares9, probablemente
transportando la leptina a través de la barrera hemato-encefalica (BBB, del
inglés blood-to-brain barrier), siendo de esta forma un sistema de
transporte unidireccional de leptina. Existe una variedad de factores
endogenos que modifican la dinamica de la entrada de leptina a través de la
barrera. Uno de ellos es la entrada de la leptina en el cerebro esta
temporalmente correlacionada con las fluctuaciones circadianas de los
niveles de leptina, el transporte reducido de leptina a través de la BBB
asociado a niveles bajos de leptina circulante debido a privacion de la
alimentacion o restriccion calérica también se ha observado que el
envejecimiento en ratones afecta la disponibilidad de leptina en el sistema
nervioso central. Lo que sugiere que la resistencia a leptina se puede
adquirir. También se ha visto que en roedores obesos jovenes y humanos
hiperleptinemicos con dietas altamente energéticas, el suministro de leptina
se encuentra reducido a varios sitios hipotalamicos y extrahipotalamicos,
que ciertas hormonas circulantes modulan el sistema de transporte de la

BBB afectando la disponibilidad de leptina en el SNC. Por ejemplo:
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agonistas a-adrenérgicos epinefrina, insulina y glucosa aumentan y los
triglicéridos inhiben el transporte de leptina a través de la BBB. Finalmente
a pesar de que en la obesidad los niveles séricos de leptina se encuentran
elevados, la concentracion de leptina periférica es préoxima a cuatro veces
mas alta en obesos comparada con individuos delgados; los niveles de
leptina en el fluido cerebroespinal (CSF) no parecen estar elevados
apropiadamente observandose una proporcion reducida entre la leptina de
CSF y leptina periférica en los individuos con obesidad. Esto se debe
posiblemente a una saturacion en el mecanismo de transporte debido a
altos niveles de leptina y una resistencia de los receptores de leptina de la
BBB adquirida en la obesidad, reduciéndose de esta manera el transporte a
través de la misma. En presencia de hiperleptinemia, la respuesta esperada
es una disminucion en la ingesta calorica y un aumento en el gasto
energético, sin embargo en la mayoria de los seres humanos con obesidad
es probable que no haya una produccion de leptina endoégena. Una segunda
implicacion es que la administracion exogena de leptina para tratar la
obesidad podria ser inefectiva ya que la leptina endégena ha saturado el
sistema de transporte (Satya 2008; Banks 1999, Schulz 2004, Caro
1996).

La resistencia a la leptina también puede ser resultado de la induccion de
SOCS3, y/o activacion de la proteina tirosina fosfatasa-1B. La leptina
activa las vias JAK2/STAT3 al wunirse a al receptor de leptina.
Adicionalmente la leptina activa SOCS3, supresor de la senalizacion de
citocina-3, el cual reduce la senalizacion intracelular inhibiendo Ila
actividad de JAK2. SOCS3 pertenece a la familia de inhibidores inducibles
por citocinas de la senalizacion que incluye a las proteinas que contienen
un dominio SH2 inducible por citocina (CIS) y SOCS1-7. La sobreexpresion
de SOCS-3 se ha propuesto como mecanismo potencial de resistencia a la
leptina ya que provoca la disminucion de la senalizacion intracelular

inducida por la leptina, provocando alimentacion excesiva y reduccion del
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gasto energético. Otra via inhibitoria involucra a PTP-1B. Se ha demostrado
que tanto SOCS3 y PTP1B disminuyen la sensibilidad y respuesta a leptina
en estudios in vitro e in vivo (Ahima 2004, Satya 2001, Holter 2007).

1.4.8 Mutaciones en el gen de la leptina

Cabe mencionar que las mutaciones en el gen que codifica para leptina son
poco frecuentes, sin embargo se han reportado algunas: Tal es el caso en
dos adultos turcos quienes presentaban obesidad moérbida,
hipogonadotropismo, hipogonadismo y niveles bajos de leptina en suero
identificando subsecuentemente una mutacion Mendeliana recesiva en el
gen de la leptina que consiste en la sustitucion de C-T en el codén 105 del
gen de la leptina, resultando en Arg-Trp en la proteina madura (posicion
R84W) la mutacion produce una proteina que es procesada anormalmente
durante su via secretoria y por lo tanto no es secretada en el medio. (Paz-
Filho 2010), esta sustitucion también se observo en ratones C57B1/6J
ob/ob, donde se sustituye una C-T dando como resultando un codoén de
paro en donde en lugar de producir una Arg produce una proteina que es

incapaz de ser secretada (Ahima 2000).

Por otro lado la primera deficiencia congénita se identifico en dos ninos con
obesidad extrema y con el mismo pedegree consanguineo de origen
pakistani, presentaban un fenotipo similar al de los ratones ob/ob:
obesidad severa, hiperfagia, hiperinsulinemia y niveles circulantes de
leptina no detectables, sin embargo los pacientes a diferencia de los ratones
no mostraban hipercortisolemia, hiperglicemia o alteracion del crecimiento
lineal. En analisis de secuenciacion en ambos pacientes mostraron ser
homocigotos para una mutacion en el marco de lectura del gen de la leptina
que consiste en la delecion de un nucledtido de guanina normalmente
presente en el codon 133. La mutacion interrumpe el marco de lectura del

gen de la leptina, introduciendo 14 aminoacidos aberrantes después del
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residuo Glyl32 en el polipéptido nativo, seguido de un codon de paro
prematuro, donde la leptina que se produce es incapaz de ser secretada por
los adipocitos, (Montague, 1997)

Otra mutacion reportada es la de un paciente egipcio que presentaba
niveles muy bajos de leptina sérica, hiperfagia, obesidad severa,
hiperinsulinemia ademas de alteracion en el almacenamiento de glucogeno
experimentos de secuenciacion directa de la region codificante del gen de la
leptina revelé una mutacion con cambio de sentido, N103K (N82K de la
proteina madura) resultado en la sustitucion de asparagina (AAC) por lisina
(AAA) en el codon 103. Las mutaciones N82K y R84W se encuentran en la
region que es responsable de la union al receptor y actividad biologica
(Mazen, 2009). La mutacion N82K es la iinica mutacion humana que se ha
demostrado que interrumpe la union con el receptor (Chen-Jee, 2010). En
pacientes rusos se han encontrado las sustituciones S120C y C120 estas
impiden la formacion del puente de disulfuro alterando la actividad de la
leptina (Chekhranova, 2008).

Recientemente se identifico una nueva mutacion en el gen de la leptina
L72S (L51S de la proteina madura) en una portadora homocigota, la cual
presentaba niveles séricos indetectables de leptina, hiperinsulinemia,
incremento de transaminasas, dislipidemia e hipogonadismo
hipogonadotropico con detencion del desarrollo pubertal. En contraste con
las demas publicaciones de pacientes con obesidad debido a mutaciones en
el gen de la leptina, esta paciente mostraba obesidad leve (debido a control
en la ingesta calodrica) y sensibilidad normal de células T (Fischer-

Posovszky 2010).
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1.5 Antecedentes

La leptina humana es una hormona que se ha visto implicada en diversos
procesos fisiopatologicos y se ha propuesto como agente terapéutico para la
pérdida de peso. Se han reportado diversos estudios que han demostrado
que la administracion de leptina exogena, resulta en la disminucion de
tejido graso tanto en animales como en humanos, que presentan una

deficiencia genética de leptina.

Por otro lado hay pocos reportes en la literatura de estudios relacionados
con la estabilidad de la leptina y por lo tanto se desconocen factores o
condiciones que puedan afectar la estabilidad conformacional y estructural
de dicha proteina. El unico reporte donde se ha evaluado la estabilidad de
la leptina mediante el desplegamiento inducido por cloruro de guanidinio
(GdnHCl) y medido por fluorescencia, describe a la reaccion de
desplegamiento de la leptina con un modelo de dos estados (Nativo, N y
desnaturalizado , U, N»U) con un cambio de energia libre de Gibbs (AG)de
1.8 kcal mol! para la WT reducida y de 3.4 kcal mol-! para la WT oxidada
observado que el puente de disulfuro no solo estabiliza la proteina sino que
también describe la estructura anudada de la proteina (Haglund, 2012).
Uno de los problemas mas comunes actualmente es la obesidad, y el
descubrimiento de la hormona leptina ha tenido un profundo impacto en la
comprension de esta, debido principalmente a la reduccion de peso por
efecto de la leptina en ratones incapaces de producir la hormona leptina
(raton ob/ob), sin embargo la utilizacion de esta hormona como tratamiento
en los seres humanos es limitada.

No obstante en 1997, Montague y cols. reportaron dos nifnios de origen
pakistani con gran consanguinidad, que presentaban déficit de leptina,
hiperfagia y obesidad severa (Montague, 1997), posteriormente Sadaf
Farooqi y col, en el 2002 identificaron otro nino de origen pakistani con
déficit de leptina, estos ninos fueron tratados entre 10 y 50 meses con R-

metHuLeptin (recombinant methionyl Human Leptin) administrada
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subcutaneamente una vez al dia, donde la dosis inicial se calculé para
alcanzar el 10% previsto a la concentracion de leptina sérica segun la edad,
el género, y el porcentaje de grasa corporal, tras dos semanas de
tratamiento los tres ninos perdieron peso y esta pérdida prosiguio y se
mantuvo durante todo el tiempo de tratamiento, aunque aparecieron
algunas etapas refractarias a la pérdida de peso. En los tres ninos
disminuyo6 la hiperfagia en los dos primeros meses de tratamiento pasado
este tiempo coincidian periodos donde ganaban peso por aumento de la
ingesta; sin embargo, esto se solucionaba aumentando la dosis de leptina
subcutanea. Otro hecho remarcable tras la administracion de leptina es la
disminucion de las concentraciones de insulina plasmatica asi como la
disminucion de los niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos. La
presencia de niveles adecuados de leptina en humanos es imprescindible
para un correcto desarrollo puberal ya que el eje hipotalamico-hipofisario-
gonadal se ve influenciado por la leptina circulante. Otro campo en el que
la leptina parece tener un papel fundamental es en el sistema
inmunologico. Estudios recientes demuestran que la administracion de
leptina podria mejorar estados de inmunodeficiencia (Farooqi, 2002).

Por otro lado, se realiz6, un estudio en donde también se utiliz6 como
tratamiento la leptina recombinante, esta se administro en ratones hembra
ob/ob con déficit de leptina, aplicandoles subcutaneamente 0.15
mg/kg/dia de leptina recombinante, donde se observo después de 13 dias
de tratamiento la pérdida de peso en un 30% (Zamorano 1997).

Otro estudio reporté que la administracion intraperitoneal de leptina de
raton y leptina humana recombinante (5 ug/g/dia) en el raton ob/ob
producia una reduccion de peso de aproximadamente el 30% después de
33 dias de tratamiento, sin aparente toxicidad. La eficacia de la proteina
humana recombinante fue equivalente a la proteina de ratén recombinante
observandose una pérdida de peso debida exclusivamente a la reduccion de

tejido adiposo (Halaas 1995). Otro estudio probo los efectos de la leptina de
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raton recombinante en ratones ob/ob y en ratones con obesidad inducida
por dieta (DOI) observando una pérdida de peso dependiente de la dosis
administrada, sin embargo, el tratamiento con la proteina recombinante al
ser probado en ratones control de peso normal mostréo solo una leve
reduccion en la ingesta de comida (Campfield, 1995). Por otra parte
realizaron transferencia de adenovirus, con el gen insertado de leptina en
ratas normales y de igual forma observaron una disminucion del tejido
graso dentro de los primeros 7 dias ademas observaron que la perdida de
grasa durante la hiperleptinemia no se acompanoé de elevacion plasmatica
de acidos grasos libres o cuerpos cetonicos. Sugiriendo que los acidos
grasos son oxidados dentro de los adipocitos de las ratas hiperleptinémicas,
y de esta forma la hiperleptinemia inducida puede convertir los adipocitos
de ser células almacenadoras de grasa en células quemadoras de grasa
(Wang, 1999).

Por otro lado, se reporto que la administracion exogena de leptina, en tres
pacientes adultos con la mutacion R84W, resulta en la pérdida de peso,
normalizacion endocrina y se produjo una reduccion del 50% de la ingesta
alimenticia. Observandose que la leptina reduce la activacion del cerebro en
las regiones ligadas con el hambre y aumenta la activacion de las regiones

ligadas a la inhibicion y saciedad (Baicy, 2007).

La terapia con leptina en pacientes con deficiencia congénita de esta
hormona muestra resultados muy notorios. Sin embargo, las mutaciones
que provocan deficiencia en la sintesis de leptina son muy raras, por lo que
la mayoria de las personas obesas presentan concentraciones altas de
leptina sérica lo que sugiere que la administracion exdogena de leptina

podria resultar inefectiva para su uso en el tratamiento de obesidad.

Sin embargo, un estudio realizado en individuos con un amplio rango de
pesos corporales, mostré que los individuos tanto delgados como obesos
respondieron a la administracion exogena de leptina, recombinant

methionyl human leptin (rL metreleptin). Se observéo una relacion de
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respuesta dependiente de la dosis con la pérdida de peso. Basado en este
estudio, se demostré que la administracion exogena de leptina induce la
pérdida de peso en sujetos con obesidad aun con concentraciones elevadas
de leptina endogena. Estos resultados no sugieren una resistencia a la
leptina absoluta en individuos obesos con leptina endogena elevada, sino
que dosis mas altas de leptina exdgena pueden requerirse para proveer la
senal suficiente para la pérdida de peso en sujetos con mayor adiposidad

(Heymsfield, 1999).

En general, se ha observado una baja eficiencia empleando leptina
recombinante debido a su limitada solubilidad a pH fisiolégico lo cual
puede contribuir a la precipitacion de la proteina en el sitio de inyeccion,

asi como a la vida media de la proteina recombinante circulante muy corta.

Recientemente se han realizado estudios donde utilizan a la leptina como
agente terapéutico contra la diabetes mellitus tipo I. La diabetes mellitus
(DM) es un sindrome donde se altera el metabolismo de los hidratos de
carbono, grasas y proteinas. Se caracteriza por un aumento de los niveles
de glucosa en sangre y la baja produccion de la hormona insulina, la cual

es secretada en las células 3 del pancreas.

Actualmente la DM es clasificada segun la OMS en diabetes mellitus tipo I,
diabetes mellitus tipo II y diabetes gestacional, por otro lado la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) la clasifica en diabetes mellitus tipo 1,
diabetes mellitus tipo 2, diabetes gestacional y otros tipos de diabetes como
diabetes tipo 3A defecto genético de las célulaB, tipo 3B resistencia a la
insulina determinada genéticamente, 3C enfermedades del pancreas, 3D
causadas por defectos hormonales y 3E causada por compuestos quimicos
o farmacos.

Es importante mencionar que la diabetes mellitus tipo I es una de las
enfermedades mas comunes en ninos la cual suele empezar a los 14 anos

de edad y se caracteriza por la nula produccion de insulina debido a la
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destruccion autoinmune de las célul@sdel gncreas que se origina

principalmente por factores genéticos y puede empezar de manera muy
brusca en dias o semanas con secuelas esenciales como hiperglucemia,
aumento de la utilizacion de las grasas como fines energéticos y la sintesis
de colesterol en el higado y reduccion de las proteinas organicas (Barnard
2010) comunmente su tratamiento se basa en la administracion de
insulina via subcutanea Sin embargo, estudios recientes han revelado que
la hormona leptina juega un papel importante en el metabolismo de la
glucosa ya que la leptina podria sustituir a la insulina en el control de los
niveles de glucosa en sangre en pacientes con diabetes mellitus tipo I
generando, inclusive menos efectos secundarios. Esto se comprob6 en un
modelo animal de diabetes mellitus tipo I, en el que se realizaron estudios
de control de glucosa empleando por un lado un tratamiento a base de
leptina y por otro uno basado en la utilizacion de insulina donde pudieron
observarse reducciones similares de glucosa en sangre, asi como de otros
metabolitos caracteristicos de hiperglicemia en orina, tales como glucosa y
cuerpos cetonicos. En este estudio se evaluo también el efecto de leptina
sobre la capacidad de insulina de reducir los niveles de glucosa,
encontrandose una potenciacion del efecto de insulina; observaron que
combinar dosis bajas de leptina y dosis bajas de insulina generan un efecto
similar al encontrado cuando se emplean altas dosis de insulina
Unicamente, sugiriendo que leptina puede utilizarse como complemento en
terapias convencionales de insulina. Los roedores tratados con leptina
presentaron ademas bajos niveles de acidos grasos y enzimas de la
biosintesis del colesterol, que los controles tratados con insulina. Es
importante destacar que dado que leptina ha permitido reducir la
utilizacion de insulina y ha mostrado una alta capacidad para disminuir
niveles de glucosa en sangre, podria pensarse en un uso potencial en
terapias con pacientes que requieren altas concentraciones de insulina

para regular sus niveles de azucar.

48



Justificacion

La leptina humana es una hormona que se ha visto implicada en diversos
procesos fisiopatologicos y se ha propuesto que puede tener un uso

terapéutico potencial, en el tratamiento de la obesidad.

Sin embargo la utilizacion de esta hormona como tratamiento en los seres
humanos aun es limitada, ya que se desconocen los factores y las
condiciones que pueden afectar su estabilidad conformacional y por lo

tanto su funcion biologica.

Por ello, en este trabajo proponemos generar variantes de la leptina
humana realizando un enfoque especifico de la mutante W100E y analizar
su estabilidad en distintos ambientes fisicoquimicos. Asi como también
evaluar el efecto de estas mutantes y con ello facilitar el uso de la leptina en

el tratamiento de la obesidad.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la estructura, la estabilidad y la funcion de la leptina humana
silvestre y su mutante W100E para su posible uso en el tratamiento de la

obesidad

Objetivos particulares

1. Analizar la estructura tridimensional y el espacio
conformacional de la leptina humana y su mutante W100E,
identificando aminoacidos importantes para su estabilidad y

funcionalidad

2. Describir la estabilidad el mecanismo de
plegamiento/desplegamiento de la leptina humana silvestre y

su mutante W100E mediante técnicas in vitro e in silico.

3. Evaluar el efecto de las mutantes especificamente de la
mutante W100E de la leptina humana sobre el peso corporal y

perfil lipidico en un modelo murino de obesidad.

Nota: Paralelamente al cumplimiento de estos objetivos, en este trabajo de
tesis se obtuvieron un conjunto de mutantes de la leptina humana con
mayores efectos de reduccion de ingesta y peso corporal en los ratones y
que también se estudid su conformacion, estabilidad y espacio
conformacional. Sin embargo, los resultados referentes a dichas mutantes
no se presentan en este documento debido a que estan en un proceso de
proteccion intelectual y posterior posible transferencia de tecnologia a una

empresa farmacéutica interesada.
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Capitulo 2

Materiales y métodos
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2. Materiales y Métodos

2.1. Modeladopor homologiaw de lav leptina hwmana WT
y W100E

Para obtener las coordenadas iniciales de la leptina humana WT y W100E
nosotros construimos modelos tridimensionales utilizando el servidor I-
TASSER (Zhang Y. 2008). Utilizando como templado la estructura
cristalografica de la leptina W100E reportada en el protein data bank (PDB)
codigo: 1AX8 (Zhang, 1997), I-TASSER predice la estructura completa de la
leptina por la combinacion de hebras y modelado Ab initio donde la
secuencia de cada construccion es sometida independientemente por al
servidor I-TASSER obteniendo cinco modelos para cada proteina. También
se predijo la estructura utilizando los programas Modeller (https:
[/ salilab.org/modeller/, N. Eswar., 2006, Webb. 2014) y MOE
(Molecular Operating Environmet version 2008.10.) para efectos de

comparacion.

Para elegir el mejor modelo fue necesario evaluar la calidad estereoquimica
analizando diferentes criterios, tales como graficos de Ramachandran
(Laskowski, 1993, 1996), desviacion cuadratica media (RMSD) asi como
también se evaluo la propension de las cadenas del modelo a estar ocultas
o expuestas al solvente mediante el servidor SOLVX (Holm, 1992) . Otro
criterio a evaluar es el perfil tridimensional de acuerdo al entorno de cada
aminoacido, tomando en cuenta el entorno de 68 proteinas bien
estructuradas que constituyen una base de datos y la cual se divide en tres
contribuciones: 1) fraccion de area oculta, 2) fraccion de area debida a
atomos polares y 3) estructura secundaria de los vecinos VERIFY3D
(Lithy, 1992). También se evaluo el grado de compactacion del modelo con

respecto al grado de compactacion de una proteina bien plegada de acuerdo
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a la base de datos del servidor ANOLEA (Atomic Non-Local Environment
Assessment). Finalmente el servidor PROCHECK analiza las caracteristicas
geométricas de un modelo desde la construccion de su mapa de
Ramachandran, hasta el calculo teoérico de la resolucion que tendria la
estructura del modelo si se hubiera obtenido por difraccion de rayos X. Por
otro lado permite identificar los aminoacidos que no cumplen con los
valores de longitud de enlace, angulo entre tres atomos y angulos diedros
phi, psi y omega (Laskowski, 1993, 1996). El potencial electrostatico de la
superficie de las moléculas fue calculado por la ecuacion de Poisson

Boltzman y por el plugin del programa PyMOL (http://www.pymol.org).

2.2 Andlisis de los modos normales de vibracidvw

Los modos normales de vibracion de baja frecuencia fueron analizados
usando un modelo en red implementado con el “rotation-translation-block”
mediante el servidor ElNemo. Este servidor identifica los cambios
conformacionales de una proteina (Suhre, Sanejouand. 2004). En este
trabajo los modos normales de vibracion se realizaron para ambos modelos
de leptina utilizando los siguientes parametros: DQMIN= -100, DQMAX=
100, DQSTEP= 20 y NRBL= auto, nosotros analizamos las caracteristicas
estructurales, colectividad de los movimientos atomicos de un total de 106

modos normales de baja frecuencia.

2.3 Simulacion de Dinamica Molecular

Las SDM fueron realizadas con GROMACS 4 (Hess, 2008) usando el campo
de fuerza OPLS-AA (Jorgensen 1998). Se utilizo el algoritmo denominado
“salto de rana” para la integracion de las ecuaciones de Newton y se
aplicaron condiciones de contorno periddicas. La proteina fue solvatada en
una caja rectangular de SPC de agua (Berendsen, 1981), con una distancia

minima de 1 nm de la proteina al borde de la caja. Para obtener una carga
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neutra en el sistema se agregaron cuatro iones Na* tanto para la W100E y
WT. Los tamanos totales del sistema fueron de 23073 y 23160 atomos
incluyendo 6933 y 6536 moléculas de agua para WI100E y WT
respectivamente; todos los puentes fueron construidos usando LINCS
(Hess, 1997). Durante la minimizacion de energia se utilizo el algoritmo de
maxima pendiente y la convergencia se alcanzo en 200 pasos, ademas de
que el equilibrio del sistema se llevo a cabo en 500 pasos (10 ps) de DM con
atomos de proteina restringidas y condiciones de NVT con un tamano de
caja de 5,73, 6,003 y 6,868 para W100E y 5.72, 5.785 y 6.963 para WT.
Posteriormente, ambos sistemas fueron sometidos al mismo protocolo, a
partir de 20 ns de DM a 300 K, sin fijacion alguna de atomos. El resultado
se utiliza como punto de partida de 20 ns de MD a 400 K, y el resultado de
esto fue usado como partida punto de 20 ns de MD a 500 K. Las SDM se
realizaron con un paso de tiempo de 2 fs en condiciones de NPT de modo
que el tamano de la caja podria fluctuar para mantener la presion a un
valor constante y las coordenadas para todo el sistema se salvaban cada
250 pasos. El algoritmo PME (Essmann, 1995) se utilizo para las
interacciones electrostaticas con un punto de corte de 1 nm, y una rejilla
reciproca de 0,12 células se utilizo con el fin cuarto de interpolacion B-
spline. Un solo punto de corte de 1 nm se utilizo6 para el calculo de las
interacciones de van der Waals. La temperatura y la presion de
acoplamiento se llevaron a cabo con el algoritmo Nose'-Hoover (Nose” 1984,
Hoover, 1985) y el algoritmo Parrinello-Rahman, (Parrinello, 1981, Nose’,
1983) respectivamente. Después de la estabilizacion del sistema, en todos
los casos, la energia potencial se conserva durante las simulaciones MD.
Las herramientas de analisis incluidos en GROMACS se utilizaron para
calcular el RMSD, FMR, Rg y SASA. La evolucion de la estructura
secundaria se siguio usando el programa DSSP (Kabsch 1983). Las
representaciones graficas de los modelos se obtuvieron usando VMD 1.9.1

(Humphrey 1996).
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2.4 Prediccion de tendencia desordenada

Se realizo la prediccion de regiones desordenadas intrinsecamente no
estructuradas tanto para la leptina WT y WI100E usando el algoritmo
IUPred que se basa en las que se basa en la suposicion de que las regiones
intrinsecamente desordenadas o proteinas no son propensos a veces debido
a su incapacidad para formar suficientes estabilizadores interacciones
inter-residuo (Dosztanyi, 2005). Se empleé el conjunto de parametros

adecuados para la prediccion de regiones desordenadas cortas.

2.5 Subclonacion de la leptina humana W100E en el vector

de expresion pET19 b modificado.

El gen que codifica para la leptina humana variante soluble (W100E) se
encuentra clonado en el vector de expresion pET-28a, entre los sitios de
restriccion Ndel y Xhol. Dicho gen se subclon6 al vector de expresion
pET19b modificado (pET19bm), que contiene un gen de resistencia a
Ampicilina, un sitio poli-linker, la secuencia del Operon lac controlada por
el promotor T7. Ademas presenta un tracto de 10 histidinas en el extremo
N-terminal el cual permite la purificacion de la proteina recombinate por
medio de cromatografia de afinidad a Niquel. También cuenta con un sitio
de proteolisis para la proteasa denominada Prescission Protease (PPS, GE
Healthcare) que permite la eliminacion del tracto.

Para realizar la subclonacion fue necesario obtener el plasmido pET-28a
que contiene clonado el gen de la leptina por medio del GeneJET Plasmid
Miniprep Kit a partir de un precultivo liquido (5 ml) en medio Luria Bertani.
El plasmido purificado fue sometido a restriccion enzimatica utilizando las
enzimas de restriccion Ndel y Xhol (Fast Digest, Thermo Scientific). El
producto liberado fue purificado a partir del gel de agarosa utilizando el

GeneJET Gel Extraction Kit, el mismo procedimiento se realiz6 para
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obtener el vector de expresion pET19bm liberado. Ambos productos fueron
ligados utilizando 2.5 U de la enzima T4 DNA-ligase.

El producto de ligacion se utilizé para transformar por choque térmico a las
bacterias DHS5-a competentes, de las colonias crecidas se extrajo el DNA
plasmidico y se realizo restriccion enzimatica con las enzimas Ndel y Xhol,
los plasmidos que liberaron un producto de ~438 pb aproximadamente se
analizaron por secuenciaciéon, una vez comprobada la subclonacion, el
plasmido se utilizé para la obtencion de la mutantes.

Todas la enzimas y kits utilizados para la subclonacion fueron de la casa

comercial Fermentas-Thermo scientific.

2.6 Obtencion de la mutante Wi100E

La secuencia de DNA que codifica para la leptina humana fue mutada por
medio de mutagénesis dirigida utilizando el kit QUIKCHANGE® Site-
directed Mutagenesis Kit de QIAGEN donde se sustituyé un triptéfano
(codon TTG) en la posicion 100 por un acido glutamico (codon GAG),
usando los oligonucleotidos Fw 5" AGC TGC CAC TTG CCG GAG GCC TCT
GGC CTG GAG 3 "y Rv 5° CTC CAG GCC AGA GGC CTC CGG CAA GTG
GCA GCT 3" por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
Las enzimas utilizadas para la obtencion de las mutantes fueron de la casa
comercial Fermentas-Thermo scientific y el DNA plasmidico se secuenci6
para comprobar la obtencion de la mutante W100E, la cual se tradujo

utilizando el programa BioEdit (Ibis Biosciencie).
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2.7 Sobreexpresion

Para la sobreexpresion de leptina W100E se utilizo el plasmido de una de
las clonas positivas con la secuencia correcta, para transformar células
competentes E. coli cepa BL21pLYSDES3 en medio LB complementado con
100 umL-! de ampicilina. Las bacterias transformadas se incubaron a 37 °C
a 200 rpm, la sobreproduccion de la proteina se indujo cuando la densidad
optica del cultivo a 600 nm (1 cm de recorrido optico) era cercana a 0.6
mediante la adicion del inductor isopropil-B-D-tiogalactopiranésidico
(IPTG), a una concentracion final de 1.0 mM. El crecimiento celular se
continu6 por 18 horas a 37° C simultaneamente. Posteriormente se
centrifugdé a 5000 rpm por 20 minutos, donde el paquete celular obtenido
se resuspendio en buffer de lisis para purificacion de proteinas en
condiciones nativas 50 mM NaH>PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol pH
8.0, consecutivamente se rompieron las células por medio de sonicacion,
utilizando un equipo ultrasonic processor, a una frecuencia de 60%,
aplicando de 6 a 8 ciclos con una duracion de 10 segundos con intervalos
de reposo de 10 segundos, el lisado celular se centrifugo a 12,000 rpm
durante 1 h, se eliminé el sobrenadante y la pastilla se almacen6 a -80°C

para su purificacion.

2.8 Purificacion por cromatografia de afinidad

La purificacion de las mutante W100E se realiz6 a partir de los cuerpos de
inclusion mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna de
Niquel-Agarosa (Ni-NTA Agarose de Qiagen) previamente equilibrada con
buffer de union (50 mM de imidazol, 50 mM NaCl y PBS 1X). Se aplico el
dializado en una relacion (V coumna: V muestra) (1:5) y se lavo la columna
utilizando 40 ml del buffer de union. Posteriormente se eluy6é con buffer de

elucion (250 mM de imidazol, S0mM NaCl, y PBS 1X) complementado con

57



0.2 mM de glutation oxidado y 2 mM de glutation reducido pH 8.0. La
union, lavados y elucion se llevaron a cabo con un flujo de 1.0 ml/min.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico de las marcas US
Biological, Probiotek, J. T. Baker, Sigma y Research Organics. En la
preparacion de todas las soluciones se utilizo agua bidestilada, desionizada

y filtrada.

2.9 Eliminacion del tracto de histidinas por cromatografia

de intercambio ionico

Para remover el tracto de histidinas, la proteina purificada fue dializada con
buffer de fosfatos (10 mM KH2PO4, 10 mM KoHPO4 pH 8.0) y tratada con la
proteina de fusion PPS PreScission Protease (GE Healthcare Life Science)
adicionando un promedio de 30 a 100 ul por 40 ml de proteina, el corte fue
realizado de 16-18 hrs a 4°C, el corte del tracto de histidnas se analizo
mediante SDS-PAGE (Seccion 2.10), después de observar el corte de la
proteina esta fue filtrada usando un filtro de 0.22 um y se separ6é por
cromatografia de intercambio i6nico de alta resolucion utilizando el equipo
1220 Infinity LC HPLC (Agilent Technologies). La proteina concentrada y
filtrada fue cargada en una columna de intercambio aniénico Mono Q 5/50
GL (GE Healthcare) pre-equilibrada con buffer de fosfatos pH 8.0 y se eluyo
con un gradiente de 0 a 1.0 M de NaCl en el mismo buffer. El flujo que se
utilizo fue de 0.5 mL/min y se mantuvo durante todo el proceso

cromatografico.
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2.10 Andlisis de la expresion y de la purificacion

mediante SDS-PAGE.

Tanto la expresion de las proteinas, como los productos de cada una de las
etapas de purificacion se analizaron mediante SDS-PAGE, 16% utilizando
poliacrilamida AB-3 (49.5% T, 3% C). Para la ruptura de puentes disulfuro
y estructura secundaria, se utiliz6 amortiguador de muestra al 6 % de -
mercaptoetanol y SDS en bano maria a 95° C por 10 min. El corrimiento se
hizo a 90 volts constantes en una camara Mini-PROTEAN Tetra
Electrophoresis System de la marca BioRad conectada a una fuente de
poder PowerPac Basic de la misma marca. Los geles se tineron con azul de

Coomassie (G-250) blue silver.

2.11 Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina (leptina recombinate) se determiné a partir de
su absorbancia a 280 nm empleando el coeficiente de extincion € = 0.53 mg
ml-! valor estimado a partir de la secuencia de aminoacidos de la leptina
humana asumiendo que se forma el puente de disulfuro, utilizando el sitio
http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam.

Se utiliz6 un espectrofotometro de luz UV-Vis marca SCINCO modelo S-
3100 utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de recorrido optico, a partir de

1 ml de proteina.
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2.12 Espectros de Dicroismo Circular

Las mediciones de Dicroismo Circular (DC) se realizaron en un
espectropolarimetro JASCO modelo J-815 que cuenta con un porta celdas
tipo peltier. Para la obtencion de los espectros se utiliz6 una celda de
cuarzo de 10.00 mm de recorrido 6ptico utilizando un volumen de reaccion
de 3 ml con una concentracion final de 25 ug/ml, obteniendo la linea base
correspondiente de la solucion amortiguadora. Se obtuvieron espectros a
una senal de elipticidad de 250 a 220 nm. Los resultados se reportan como

elipticidad molar por residuo medio [Olvrw.

2.13 Transiciones quimicas por Dicroismo Circular

Se prepararon 80 alicuotas con una concentracion final de Leptina humana
de 25 ug/ml, y concentraciones crecientes de Urea desde O M hasta 8 M
con intervalos de 0.1 M en cada alicuota, después de homogenizarse las
muestras fueron incubadas en bano maria a 25° C, registrandose los
espectros de Dicroismo Circular a las 3 horas. Se eligio la longitud de onda

de 225 nm para evaluar los cambios en estructura secundaria.

2.14 Transiciones térmicas por Dicroismo Circular

Las transiciones de desnaturalizacion térmica se siguieron mediante
monitoreo continuo de cambios en la elipticidad a una longitud de onda fija
de 220 nm, con un aumento en la temperatura de la muestra (25° C-95°C)
a velocidad constante, utilizando una celda de 1.0 cm de recorrido 6ptico.
La concentracion final de leptina fue de 25 ug/ml a pH 8.0 y pH 2.0 en

buffer de fosfatos.
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2.15 Replegamiento de la leptina humana W100E

Para evaluar el replegamiento de la leptina humana W100E la muestra fue
sometida a calentamiento térmico y posteriormente se enfrié. Se preparo la
muestra con una concentracion final de leptina de 25 pg/ml a pH 8.0 y pH
2.0 en buffer de fosfatos, posteriormente esta se sometio a desplegamiento
térmico de 25-95°C y posteriormente la solucion se enfrido mediante un

enfriado rapido hasta 25° C.

2.16 Evaluacion de la actividad de la leptina W100F en un

modelo murino de obesidad

Se usaron ratones Mus musculus cepa CD-1, machos, recién destetados, de
25 a 30 g de peso corporal se alojaron en una habitacion a una
temperatura constante de 22 *1 °C y ciclos de luz/oscuridad de 12 hrs
(luces encendidas 9:00 am), fueron alimentados con una dieta rica en grasa
y fructosa solucion (60%) (Cedrosa SA México) administrandose
diariamente, por 6 semanas la composicion de la dieta se presenta en la
Tabla 2.1. El consumo de alimento se midio diariamente y el peso corporal
se midié una vez cada dos dias. Se mantuvo por separado, cada ratén en su
jaula con agua y dieta/alimento ad libitum.

Después de las 6 semanas de tratamiento con la dieta alta en grasa y
fructuosa, se administro la mutante W100E durante 10 dias por via

subcutanea a una dosis de 30 pg/ml.
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Control HF (%) **

(%)*
Proteina 28.05 18.23
Grasa 12.14 7.89
Manteca de Cerdo 0 35.00
Carbohidratos 59.81 38.88
Total 100 100
Calorias (kcal) 467.5 314.5

* Lab Chow 5012 dieta

** Fructosa (60%) administrada por via intragastrica (2.4 kcal)

Posteriormente 10 dias después del tratamiento se obtuvo la muestra
sanguinea mediante puncion ocular, se separo el suero mediante
centrifugacion a 3000 rpm durante 20 minutos. Los niveles totales de
colesterol (CT), colesterol HDL, (C-HDL) y triglicéridos (TGs) se
determinaron utilizando el el analizador automatico Selectra (Modelo
Vitalab 2) y el kit comercial (RANDOX). Después de todo el tratamiento, los
animales se mantuvieron en ayunas durante ocho horas, posteriormente se

sacrificaron para pesar la grasa retroperitoneal y periepididimal.

2.17 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con ANOVA de una via seguido con la prueba post
hoc Holm Sidak con una significacion establecida en p <0,05. El consumo
de alimentos se analiz6 mediante ANOVA de dos vias repetidas, seguido con
la prueba post hoc de Tukey, con una significacion establecida en p <0,05.

Todos los analisis se realizaron utilizando el programa Sigma Stat (10.0).
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2.18 Tratamiento de los datos para un modelo de

desplegamiento de dos estados

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas lineales de
aminoacidos, esta configuracion se conoce como estructura primaria
(estado desplegado), dicha estructura transita por una serie de estados en
los cuales su configuracion espacial se modifica hasta alcanzar un estado
energético estable con una estructura tridimensional -caracteristica
conocida como estado nativo y solamente esta conformacion le permite a la
proteina llevar a cabo su funcion bilogica (Olivares 2004, Molina 2006).
Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual se adquiere la
estructura nativa, sin embargo se sabe que dicha estructura puede
perderse por cambios en el ambiente, ya sean por factores fisicos como la
temperatura, cambios en el pH, la presion o por factores quimicos
utilizando altas concentraciones de urea, cloruro de guanidinio entre otros
(Fersht 1999). Cuando se induce el desplegamiento por la adicion de un
agente desnaturalizante la conformacion de la proteina nativa cambia
dependiendo de la concentracion del desnaturalizante, muchas proteinas se
desnaturalizan en un proceso de dos estados, del nativo (N) al
desnaturalizado (U), sin la presencia de intermediarios aparentes La
desnaturalizacion puede ser reversible, es decir, la proteina
desnaturalizada puede recuperar su estructura nativa al encontrar un
medio donde se favorezca esta conformacion. Y si se encuentran
condiciones de reversibilidad en la reaccion de plegamiento/desplegamiento
es posible estudiar el proceso de desnaturalizacion en el equilibrio. En este
caso, el proceso se puede describir mediante el modelo relativamente

sencillo: (Creighton 1993, Bieri 2000, Rojo 1998)

NKN—UU (1)
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Donde K nu representa la constante de equilibrio del proceso y puede
obtenerse del cociente de las concentraciones molares de las especies

quimicas involucradas.

K v 2
N-U= (2)

donde [U], es la concentracion molar de proteina desplegada y [N] la
concentracion molar de proteina nativa.

Tanto la concentracion de proteina en su conformacion nativa como
desnaturalizada se puede determinar mediante sus propiedades biofisicas o
espectroscopicas, como la elipticidad o la intensidad de fluorescencia. Para
poder seguir el comportamiento de desnaturalizacion y medir
indirectamente la transicion se define el parametro “y” como el observable
(en este caso dicroismo circular), cuyo valor se modifica de acuerdo a los
cambios que ocurren en la conformacion de la molécula. “yn” es el valor de
elipticidad caracteristico para el estado nativo mientras que “yuv” es el valor
de la senal para el estado desplegado. Estos valores se pueden obtener
mediante la extrapolacion lineal en cualquier punto de la transicion y
dependen de la concentracion del agente desnaturalizante. De esta manera

para un mecanismo de dos estados se definen:

Pt = [N] + [U] (3)

donde Pt es la proteina total mientras que las fracciones de proteina nativa

(fv) y desnaturalizada (fy) se calculan a partir de:

_ v
N = (4)
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_
fU = o] (5)

Y por lo tanto:
fN+ fU=1.0 (6)

Ademas el observable “y” se considera como la suma de las contribuciones

de la senales de cada una de las especies presentes:
y = yNfN + yUfU (7)

Combinando las ecuaciones 6 y 7:

fN=YU-Y/YU-YN (8

fU=Y—YN/YU—=YN (9)
donde la constante de equilibrio para este modelo es:

U
KN—U = % (10)

De esta manera al conocer la constante de equilibrio asociada a la reaccion
de desplegamiento K y.u es posible conocer el cambio en la energia libre de

Gibbs (AG n-u) el cual se describe como:

AGy_y =RTInKy_y, (11

donde R es la constante de los gases y T la temperatura en Kelvin (Bieri

2000).
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Asumiendo que el valor AG depende de manera lineal de la concentracion

de desnaturalizante entonces:
AG = —RT InK = AG"20 -m [Urea](12)

donde AGH20 es el cambio de energia libre en ausencia de desnaturalizante;
es decir en agua y m es una constante de proporcionalidad relacionada con
el cambio de exposicion al solvente entre dos conformaciones de la

proteina.

Cabe senalar que valores bajos en m indica que la proteina no cambid
mucho su area de exposicion al solvente después del proceso de
desnaturalizacion, también puede indicarnos que el proceso ocurre en

varios pasos y no en una sola transicion.

Por definicion se sabe:
AGU == AHU + TASU (13)

donde AHy es el cambio de entalpia del desplegamiento, T es la temperatura
y ASy es el cambio de entropia de la reaccion. Re-arreglando las ecuaciones

11 y 13 se obtiene:

InKy = — (AHy/R)(1/T) + ASu/R (14)

Al graficar In K vs (1/T) podemos obtener una linea recta con pendiente

—(AH / R ) denominandose Grafico de van't Hoff (Figura 2.1):
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Figura 2.1. Grdfico de van't Hoff. El eje de las Y grdfica In K y el eje de las

X, el inverso de la temperatura. Los puntos representan los datos
experimentales de la reaccion de desplegmiento térmico y la linea en rojo

corresponde al ajuste de la ecuaciéon de la recta.

De acuerdo al modelo de dos estados, la Tm se define como la temperatura
a la cual el 50 % de las moléculas se encuentran en la conformacion nativa
y el otro 50 %, en forma denaturalizada. La Tm corresponde al valor de la
temperatura cuando AG=0. Por esto, la determinacion de los parametros
termodinamicos como AG, AH, K, Tm, pueden ser obtenidos de una

transicion de desplegamiento térmico.
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Capitulo 3
Resultados
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Resultados in silico
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3.1. Modelado de la leptina humana silvestre Y W100E

Se analizo la secuencia de aminoacidos de la leptina humana y se comparo
con la secuencia de la estructura cristalografica (PDB ID 1AXS8), esta
estructura carece de 16 aminoacidos de los residuos 25 al 38. Por lo que,
las coordenadas para esta region se generan con calculos Ab initio. Se
obtuvieron las estructuras de la leptina silvestre y WI100E usando
diferentes modeladores y de acuerdo al mapa de Ramachandran, valores de
RMSD, asi como el analisis estructural de cada uno de los modelos, se
encontro que los mejores modelos fueron proporcionados por el servidor I-
TASSER (Figura 3.1 A), ya que cumplen con todos los parametros
estereoquimicos evaluados, ademas de que sus angulos diedros estan
dentro de las areas permitidas para formar la estructura secundaria en las
proteinas. Se observaron diferencias en la prediccion de la estructura
secundaria en los residuos 25-38, para cada una de las construcciones de
leptina humana. Para la leptina silvestre esta region fue modelada como un
loop, mientras que en la mutante W100E se observa la formacion de una a-
hélice involucrando los residuos 34 al 41. Se realizo una inspeccion a fondo
de esta region en todos los modelos proporcionados por el servidor I-
TASSER y todos los modelos obtenidos confirman que los residuos 34-41
adquieren la conformacion de hélice en la leptina W100E. Por el contrario,
en la misma region, los aminoacidos de la proteina silvestre muestran
tendencia a formar un lazo desordenado en todos los modelos generados
por el servidor I-TASSER. Los programas MOE y modeller confirman estas
tendencias para cada una de las construcciones de la leptina.

También se calculd el potencial electrostatico de superficie de la leptina
silvestre y de la mutante W100E observando una region altamente positiva
cerca de la posicion 100, por el contrario en la W100E esta region se torna

mas negativa Figura 3.1. (B, C).
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Figura.3.1. Estructura modelada de la leptina (A) Estructura superpuesta
silvestre (azul) y WI10OE (rosa). La mutaciéon en la posicion 100 es indicada.
(B) potencial de superficie electrostdtica de la silvestre y (C) potencial de

superficie electrostatica de la leptina W100E.

Los mejores modelos generados por el servidor I-TASSER para cada una de
las construcciones se utilizaron como coordenadas iniciales para las
simulaciones de dinamica molecular a 300K, 400 y 500 K, como se
describi6o en la seccion de materiales y métodos. Se analizaron diversos

parametros geomeétricos que se describen a continuacion.
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3.1.2. Desviacion Cuadrdatica Media (RMSD)

En el analisis de la desviacion cuadratica media de los carbonos alfa
(RMSD: Root Mean Square Deviation) se compararon los movimientos
globales de los modelos Figura 3.2 A y B inicialmente los valores de RMSDa
incrementan durante el periodo de equilibrio tras el calentamiento del
sistema en la simulacion de DM. En promedio para ambas proteinas los
RMSDa fueron aproximadamente entre 0.2 y 0.4 nm a 300 y 400 K, sin

embargo se observan algunas diferencias en las curvas para cada proteina.

Se observo que la leptina silvestre a 300 K muestra una meseta larga con
un valor de RMSD alrededor de 0.22 nm, con un incremento abrupto en el
valor de RMSD que llega aproximadamente 0.38 nm cerca de los 9.5 ns.
Este cambio abrupto coincide con cambios en el contenido de estructura
secundaria de dos hélices, donde la hélice a3 se pierde parcialmente
mientras que la hélice a2 se vuelve mas estructurada. Al mismo tiempo
también se observo una reduccion en el SASA. Mientras que para la leptina
W100E a 300 K no se observo ningun incremento rapido en los valores de
RMSDa, lo que se observa es una pendiente durante el transcurso de la

SDM.

A 400 K para la proteina silvestre los valores de RMSDa son alrededor de
0.24 nm en los primeros 1.2 ns de simulacion, aproximadamente en este
tiempo los valores de RMSDa incrementan alrededor de 0.4 nm y se

mantienen asi hasta el final de la trayectoria.

Con respecto a la W100E a 400 K se observa que el RMSDa oscila entre 0.2
a 0.25 desde el incio de la simulacion y hasta 9.5 ns. En este tiempo se
detecta un incremento en los valores de RMSDa para alcanzar 0.4 nm y se

mantiene cercano a ese valor el resto de la simulacion.
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A 500 K para ambas proteinas se observa un incremento importante de 0.4
a 1.4 nm de RMSDa. Para la silvestre el equilibrio se alcanza a los 5 ns, por
el contrario para la proteina W100E se observa una meseta larga durante
los primeros 5 ns del experimento, entre 0.7 a 0.8 nm. Se observa y
muestra un incremento lento aproximadamente a los 8.5 ns hasta alcanzar

un valor de RMSDaq alrededor de 1.2 a 1.3 nm cerca de los 17.5 ns.

En promedio la leptina silvestre muestra una rapida estabilizacion en las
tres temperaturas comparada con la W100E, lo que demuestra que, aparte
de las diferencias en la estructura secundaria la leptina W100E también

promueve los movimientos continuos a lo largo de la SDM.

A) Silvestre

300 K
400 K

500 K

RMSD (nm)

0 3 10 15 20

TIEMPO (ns)
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B) W100E
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Figura 3.2. Desplazamiento cuadratico medio de los carbonos-a de la leptina
humana silvestre (A) y WIOOE (B) a tres diferentes temperaturas de
simulacion. El color rojo representa a la temperatura de 300 K, la curva de

color verde representa a 400 K y la curva de color azul representa a 500 K.

3.1.3. Radio de Giro (RG)

La fluctuacion de los valores del RG nos dan evidencia de los movimientos
conformacionales de la totalidad de la proteina y del grado de expansion de
la misma. El radio de giro de la leptina silvestre y de la mutante W100E se
muestran en la Figura 3.3 A y B. A 300 y 400 K los valores empiezan en
1.55 nm para ambas proteinas. Esto confirma que la mutacion no afecta la
compactacion de la proteina. En las SDM a 300 y 400 K fluctuaciones de
los valores de RG entre 1.55 y 1.62 nm. Mientras que los valores a 500 K
para ambas proteinas muestran una importante fluctuacion de 1.6 a 1.72
nm, particularmente para la silvestre esta inicia aproximadamente en 1.65
nm y termina en 1.45 nm, esto significa una pequena reduccion en el
elongamiento global de la molécula. Curiosamente esta construccion

muestra valores de RG por debajo de 1.55 nm por periodos largos durante
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la segunda mitad de la simulacion. Por el contrario la W100E muestra
valores de RG cerca de 1.65 nm indicando eventos alternos de expansion y
contraccion de la molécula. Finalmente a 500 K la W100E parece ser

menos compacta que la silvestre.

A) Silvestre

300 K

RG (nm)

TIEMPO (ns)

B) W100E

300 K
400 kK
L S00K

RG (nm)

% vf;mf\fvr;ﬁ;
\’WM l‘ﬁﬂ'

0 H 0 15 20

TIEMPO (ns)
Figura 3.3. Grado de compactacion de la leptina humana silvestre (A) y

W1O0OE (B) a diferentes temperaturas de simulacion.
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3.1.4. Area Superficial Expuesta al Solvente (SASA)

Los valores de SASA para la proteina silvestre estan delimitados entre 85 y
97 nm?, a 300 K, observandose los valores mas bajos entre 10 y 15 ns. A
400 K los valores oscilan entre 86 y 93 nm? y a 500 K se muestra un
incremento que oscila alrededor de 95 nm-2. Por otro lado, para la mutante
W100E a 300 K se muestra un incremento en los valores de SASA entre 85
y 97 nm? pero con oscilaciones de alta frecuencia comparandola con la
silvestre, mientras que a 400 K los valores oscilan entre 83 y 95 nm?
mostrando valores mas altos durante los dos ultimos nanosegundos de la
simulacion. A 500 K se muestra un importante incremento en el area
expuesta al solvente los valores oscilan alrededor de 110 nm, y algunos

puntos llegan a mas de 115y 120 nm?.
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B) W100E
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Figura 3.4 Area superficial accesible al solvente de la proteina silvestre (A) y

WI1O0OE (B) a tres diferentes temperaturas

3.1.5. Raiz Cuadrada de la Fluctuacion (RMSF)

En el analisis del RMSF (Root Means Square Fluctuation) a 300 y 400 K se
observaron valores mas pequenos para las regiones estructuradas
comparadas con los loops en ambas proteinas. Las regiones no
estructuradas se observan en los mismos intervalos en la leptina mutante
como en la silvestre. Los valores de RMSF para ambas proteinas dentro de
las regiones estructuradas se observan entre 0.1 nm y 0.2 nm a 300 y 400
K respectivamente. Sin embargo, observamos algunos cambios en el perfil
de cada proteina, particularmente a 300 K es donde se ven mayores
diferencias. La leptina silvestre muestra valores alrededor de 0.35 nm de
los residuos 25 al 39. Mientras que, en la leptina W100E se observa una

zoma de alta flexinilidad en los residuos 25 al 31, donde se muestran
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valores ligeramente mas altos hasta 0.4 nm. Otra region flexible involucra
los residuos 100 al 118. La mutante W100E muestra valores mayores de
RMSF de esta region en comparacion con la silvestre. En cuanto a la SDM a
400 K se aprecia que los residuos 43 al 50 en la WT muestran un
incremento en el RMSF, sin embargo esto no se observa en la mutante. En
la mutante se observa un incremento en la movilidad entre los residuos 65
al 95 y 100 al 120. A 500 K para ambas proteinas el RMSF muestra valores
por encima de 0.4 nm. Para la W100E se observan valores mayores de
RMSF en los residuos 1-17 el resto de la proteina muestra una fluctuacion
global entre 0.5 a 0.9 nm. A esta temperatura la proteina silvestre muestra
un RMSF fluctuante entre 0.5 y 14 nm. Particularmente la mutante
muestra valores mas altos en la region N-terminal (residuos 1-17) y en la
region entre los residuos 60 al 70 y del 105 al 120, mientras que la leptina
silvestre muestra mayor fluctuacion en la region N-terminal y C-terminal
entre los residuos 75 al 82. Es importante mencionar que en esta region
corresponde a la hélice-3. Esta hélice junto con la hélice-1 son las que
interaccionan principalmente con el receptor. En resumen la leptina
W100E muestra mas exposicion al solvente (mayor SASA) es mas
expandida (mayor RG) y presenta mayores tiempos para alcanzar el

equilibrio durante la simulacion.
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Figura 3.5. Raiz cuadrada de la desviaciéon fluctuante de los a-carbonos las
coordenadas se muestran como funcién del numero de residuos en la parte
inferior, se incluye una representacion de la estructura secundaria para los
principales dominios. Los colores indican la temperatura de la simulacién de

DM; 300 (rojo), 400 (verde) y 500 K (azul).
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3.1.6. Estructura secundaria

Los cambios de la estructura secundaria en el transcurso de las SDM tanto
de la leptina silvestre como de la mutante W100E se muestran en la figura
4.3. A 300 K en ambas proteinas se observa la conservacion de estructura
secundaria. En la proteina silvestre (figura 3.6 A) la héliceal (residuos 3 -
25) se mantienen durante toda la simulacion, sin embargo en la W100E la
region C-terminal de la misma hélice ¢11) se observa pérdida del contenido
helicoidal adoptando la conformacion de giro durante al menos un tercio
del tiempo de la simulacion. Por el contrario la hélice2 parece ser nmis

estable durante la simulacion a 300 K para ambas proteinas. La hélice3

es la region mas estructurada y estable para ambas proteinas. Mientras
que la hélice a4 de la leptina silvestre parece perder su contenido helicoidal
alrededor del aminoacido 130 durante el resto de la SDM. Por el contrario
para la mutante W100E la hélice a4 presenta mayor estabilidad durante la
SDM. Los residuos de la posicion 110 tienen una tendencia a adoptar una
conformacion helicoidal en ambas proteinas, pero esta susceptibilidad es
mas persistente en la leptina W100E. A 400 K (Figura 3.6 B y E) ambas
proteinas muestran altas fluctuaciones en sus hélices. En la proteina
silvestre los residuos 28-38 tiene cierta propension y adoptan la
conformacion de laminasfp durante aproximadamente el 20% del periodo
de la SDM. Esta tendencia se observa de manera mas persistente en la
WI100E (casi el 70% de la SDM). También los residuos 110-120 de la leptina
muestran esta propension, en este caso es mas marcado para la silvestre. A
500 K ambas proteinas muestran una importante pérdida de estructura
secundaria (Figura 3.6 C y F). En la leptina silvestre las hélicesal y a3
pierden completamente su estructura antes de los 5 ns, mientras que las
hélices a2 y a4 muestran fluctuaciones entre lastlices y giros, pero la
conformacion helicoidal es predominante en la hélia@ y el giro en la
hélice a4. Por otro lado los residuos 34 al 41 muestran cierta propensi

adoptando la conformacion de laminas 3 alrededor del 50 % del tiempo de

80



la simulacion. En cuanto a la W100E de manera interesante la hélice a3 se
conserva durante casi todo el tiempo de la simulacion, mientras que el
resto de la proteina no conserva su estructura secundaria. La tendencia a
adoptar la estructura de hebras B es mucho menos apreciable en la

mutante, observandose parcialmente unicamente en la hélicel °y al final
de la a2.
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Figura 3.6. Evolucion de la estructura secundaria durante la SDM, silvestre

(A, By C)y WIOOE (D, E y F). Los colores son de acuerdo a la clasificacion
del DSSP (wileyonlinelibrary.com).
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3.1.7. Estado Nativo de la Leptina Silvestre y W100E

La leptina silvestre a 300 K no muestra cambios importantes en su
estructura global (hélices al, a2, a3 y a4), algunos de los movimientos mas
apreciables son la extension de la héliae3 que forma un loop entre la
hélice a3-a3’ (residuos 100-120) y la hélice a4, ocasionando una flexion en
esta hélice. También laal’ oscila entre hélice y loop durante la simulacion.
A 400 K las hélicesa3 y a4 son mas conservadas. Por el lado opuesto las
hélices al’ y a3’ estan desestructuradas mientras que el C-terminal y la
mitad de la hélicea2 pierde la forma de klice y forma un loop y la hélice
al oscila entre desestructurado y hélice. Con respecto a los cambios de
estructura en la W100E a 300 K se observa que las hélicesul 'y a3’
pierden su helicidad (Figura 3.7) mientras que las hélices al, a2, a3 y a4 se
mantienen casi intactas durante la simulacion. A 400 K la hélieel '
muestra una tendencia a formar laminas [3, mientras que la a3’ se muestra
desestructurada, el loop entre a3-a3’ rota hacia el nucleo de la proteina y
al, a2, a3 y a4 se muestra casi intacta. Como se menciananteriormente
las coordenadas de al’ fueron construidas por procedimiento Ab-initio por
el modelador I-Tasser y esta region fue modelada como hélice en la W100E,
mientras que en la proteina silvestre esta region se presenta
desestructurada. Mediante SDM se observa que el contenido helicoidal de
los residuos 25 al 38 en la mutante no es persistente en un lapso de tiempo
durante la simulacion.

En cuanto a la estructura promedio obtenida mediante analisis de
clusterizacion (Figura 3.8-A) la leptina silvestre y la W100E a 300 K son
casi superponibles las Unicas diferencias que detectamos son que en la
W100E en los residuos 106-115 forman una pequena hélice @13 '), mientras
que en la silvestre esta region esta completamente desestructurada.
También observamos los cambios de posicion de los loops con respecto al

nucleo hidrofobico de la proteina. A 400 K las diferencias mas relevantes en
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las estructuras promedio son que en la W100E se observa la formaciéon de
dos laminas B (residuos 26-41) pero no se observan en la proteina silvestre
(Figura 3.8-B).

De acuerdo al analisis de las estructuras promedio por clusterizacion en
ambas construcciones podemos concluir que la W100E es mas resistente al
tratamiento térmico conservando las cuatro hélices en esta estructura,
mientras que la silvestre se observa mas desestructurada. Esto podria
implicar que la W100E podria ser una construccion mas estable que la

silvestre.

(ii) 10ns (i) 20 ns

A)
wT

(1) 300K

(2) 400K

(3) 500K

B)
W100E

(1) 300K

Figura 3.7. Imdgenes representativas durante la trayectoria de DM para la
leptina silvestre y la mutante W100E. Se indican las temperaturas y tiempos

de la simulacién. Los colores indican los residuos 1-44 (rosa), 45-69 (Cyan)
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Figura 3.8. Estructuras promedio de la leptina humana silvestre (azul) y

0, 400 y 500 K.

WI1O0OE (rosa) a 30
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3.1.8. Reaccion de desplegamiento de la leptina humana

silvestre y W100E

Ambas proteinas pierden la mayor parte de la conformacion nativa a 500 K
(Figura 3.8-C) pero durante la via de desplegamiento esta serie de eventos
son diferentes para cada construccion.

Para la proteina silvestre, la primera hélice que se pierde es lanl entre el
loop a3-a3’" se mueve hacia el nucleo hidrofobico de la proteina.
Posteriormente la hélicea4 pierde estructura secundaria, pero durante el
curso de la simulacion es capaz de recuperar parte de su helicidad. La
hélice a3 se conserva aproximadamente cerca de 5 ns de la simulacion,
pero después de este tiempo esta hélice se pierde. La proteina es
desplegada por completo a los 10 ns de simulacion. Sin embargo la leptina
silvestre mantiene al menos parcialmente el contenido helicoidal de la
hélice a2. Las interacciones entre la Ile64-Leu90-S67 y Thr27-Leul26
tienen un impacto importante en mantener esta hélice.

Con respecto a la mutante W100E, la hélice al es la primera en perder su
helicidad, seguida por la a3’ esta es después transformada en loop que se
une entre el loop a3-a3'. Este loop parece tener una alta movilidad y se
extiende al nucleo de la proteina provocando una deformacion en la hélice
a2, después la a4 empieza a perder su contenido helicoidal, continua la a2
hasta desestructurarse seguida por la hélice a4. En este caso ni la a2 ni la
a4 son capaces de recuperar su contenido helicoidal después de la
desnaturalizacion. Interesantemente la hélice a3 es mas conservada
durante los 20 ns de la simulacion a 500 K. Como se ha mencionado
anteriormente la hélice a3 participa en la interaccion de la leptina con
todas las isoformas del receptor. Entonces es importante resaltar que una
mutacion puntual es capaz de modificar la dinamica y la estabilidad de esta
region de la proteina. Esta hélice es cercana del loop que contienen el

residuo 100. Haciendo una minuciosa exploracion de la diferencia de
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interacciones entre la leptina silvestre y la mutante W100E cerca de la
region de la mutacion y encontramos que la red de puentes de hidrogeno no
se modifica de manera importante entre las construcciones (datos no
mostrados). Sin embargo se encontré una interaccion diferencial entre la
leptina silvestre y su mutante. En la proteina mutante los residuos Q56,
R84 y E100 presentan una atraccion electrostatica, que no se observa en la
proteina silvestre. Estos tres residuos forman un triangulo, cuyo perimetro
es proporcional a las distancias entre los tres residuos. Con el fin de
evaluar la persistencia de esta interaccion calculamos la evolucion del
perimetro del triangulo en ambas construcciones durante el curso de la
simulacion (a 300 K y 500 K) y observamos que el perimetro del triangulo
es consistentemente mas corto en la W100E que en la proteina silvestre,
esto indica que las distancias entre Q56, R84 y E100 son constantemente
pequenas que Q56, R84 y W100. Por lo tanto nosotros proponemos que
esta interaccion podria ser la responsable de mantener la hélice a3 en la

leptina W100E.
3.1.9 Andlisis de los modos normales de vibracion.

El analisis de los modos normales de las estructuras nativas de ambas
proteinas se realizo para identificar posibles cambios conformacionales
(Estos datos no se muestran). De interés particular fueron los modos 7 al 1
que muestran baja frecuencia y alta colectividad en ambas proteinas. La
region con la movilidad mas alta en ambas construcciones corresponde a
los residuos 26 al 41, siendo mayor en la leptina silvestre. Otra zona de
gran movilidad es la region entre los residuos 95 al 120. En ambos casos,
esto concuerda con los resultados de RMSF. Otra zona flexible identificada
por el servidor EINemo fue la de los residuos 48 al 53 que se encuentran en
el loop entre la al y a2, la movilidad de esta region no se aprecia en los
graficos del RMSF. La region N-terminal parece ser mas flexible en la

mutante W100E que en la leptina silvestre.
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Resultados in vitro
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3.2 Subclonacion de la leptina humana variante soluble en

el vector de expresion pET 19 b modificado.

El gen que codifica para la leptina humana se subcloné entre los sitios de
restriccion Ndel y Xhol del vector de expresion pET19b modificado
(PET19bm), este vector contiene un gen de resistencia a Ampicilina, un sitio
poli-linker, la secuencia del Operon lac controlada por el promotor T7,
presenta un tracto de 10 histidinas en el extremo N-terminal asi como un
sitio de protedlisis para PPS (Prescission Protease-GE Health Care Life

Sciences) que permite la eliminacion del tracto.

A partir del vector de expresion pET28a que tiene clonado el gen que
codifica para la leptina humana variante soluble (W100E) se realizo una
restriccion enzimatica con las enzimas Ndel y Xhol liberando un fragmento
de aproximadamente 438 pb que corresponde al gen que codifica para la
leptina humana, el mismo proceso se realizo para el vector pET19bm
obteniendo una banda de un peso aproximado de 5717 pb. Ambas bandas
fueron purificadas y ligadas. El producto de ligacion se utilizé para
transformar a las bacterias E. coli DH5-a competentes, de las colonias
crecidas se extrajo el DNA plasmidico y se realizo restriccion enzimatica con
las enzimas Ndel y Xhol. En la figura 3.9 se muestra el analisis
electroforético de una de las colonias analizadas que dieron como resultado
la liberaron de un producto de 438 pb aproximadamente. Al menos 3
colonias con esta caracteristica se sometieron a secuenciacion para
comprobar la subclonacion.

En la figura 3.10 se muestra el alineamiento se secuencia de aminoacidos
de la variante soluble y la construccion de vector de expresion donde se

muestra el tracto de 10 histidinas y el sitio de proteolisis para PPS.
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pET19b ~ 5717 pb

Leptina humana ~ 438 pb

Figura 3.9. Andlisis electroforético donde se observar en el carril 1) el
marcador de 1 kb, en el carril 2) en verde se muestra una banda de
aproximadamente 5717 pb correspondientes al vector pE19b y en rojo una
banda de 438 pb aproximadamente correspondientes a la leptina humana
lo que nos indica que el vector pEt19b tiene subclonado el gen que codifica
para la leptina humana, en el carril 3) observamos la digestion con la
enzima Xhol como control en este caso no se observa la liberacion de la

leptina y en el carril 4) el marcador de 100 pb.
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LEPSOLUBLE/1-147
pPET19b+LEPSOLUBLE/1-181

LEPSOLUBLE/1-147
PET19b+LEPSOLUBLE/1-181

LEPSOLUBLE/1-147
PET19b+LEPSOLUBLE/1-181

LEPSOLUBLE/1-147
PET19b+LEPSOLUBLE/1-181

LEPSOLUBLE/1-147 123
pET19b+LEPSOLUBLE/1-181 167

B TRACTO DEHISTIDINAS 147
B CorTE PPS 181

Figura 3.10. Alineamiento de la leptina donde se observa la secuencia de
la leptina reportada en el gene bank y la secuencia de la leptina subclonada
en el vector pEt19b modificado en color verde podemos observar el tracto de
histidinas, en color azul el sitio de corte con PPS propio del vector pEt19bm

donde se observa una identidad del 100%.




3.2.1 Obtencion de [a mutante Wi100E

Para obtener la mutante W100E fue necesario sustituir un triptofano
(Codon GAG) en la posicion 100 por un acido glutamico (Codon CTC). Los
codones se seleccionaron en base a su repeticion en la secuencia. La
contruccion de la mutante se obtuvo mediante el QuikChange (Stratagene)
site-directed mutagenesis kit utilizando oligonucleotidos especificos Fw 5~
AGC TGC CAC TTG CCG GAG GCC TCT GGC CTG GAG 3 “and Rv 5" CTC
CAG GCC AGA GGC CTC CGG CAA GTG GCA GCT 3'. Posteriormente se
llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), terminada la
reaccion se realizo la digestion utilizando la enzima Dpnl, y la
transformacion en células competentes E. coli cepa XL1- blue,
posteriormente se realizo la extraccion del DNA plasmidico el cual se
mando a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, la
secuencia se tradujo utilizando el programa BioEdit version 7.2.0 (Hall,
1999), para posteriormente identificar mediante un alineamiento multiple

la sustitucion de los aminoacidos (Figura 3.11).

Wi 5
1 5
Wi 16 W 145
1% E 145

Figura 3.11. Alineamiento de la leptina silvestre y la mutante W100E donde
se observa en el recuadro rojo la sustitucion del aminodcido del Triptéfano

(W) por acido Glutamico (E).
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3.2.2 Sobreexpresion de [a mutante W100E en un sistema

heterologo

Para la expresion de la mutante WI100E se transformaron células
competentes E. coli cepa BL21 pLYS-DE3 con el vector de expresion pET-
19bm que contiene el gen que codifica para la leptina humana, la
sobreexpresion de las proteinas se indujo mediante la adicion de IPTG
(concentracion final de 1mM) cuando se alcanzé una D.O.s00nm=0.6, el
crecimiento bacteriano se continué a 37 °C durante 18 horas obteniendo
una muestra del cultivo antes de la adicion del inductor (0 hrs) 1, 2, 3, 4, 5
y 18 horas después de la adicion del inductor. Los productos obtenidos de
los diferentes tiempos de sobreexpresion se analizaron mediante SDS-PAGE
al 16%. Observando que la sobreexpresion se lleva mejor a 37° C después
de 18 horas de la adicion de 1 mM IPTG. En la figura solo se muestra el
tiempo O antes de la adicion del inductor y 18 horas después de la adicion

de IPTG (Figura 3.12-A).

3.2.3 Purificacion de la mutante 'Wi00E

El proceso de purificacion se realizo a partir de cuerpos de inclusion
mediante cromatografia de afinidad como se describe en el capitulo de
materiales y métodos. Este analisis permitio obtener la proteina purificada
hasta homogeneidad donde las fracciones eluidas durante el proceso de
purificacion se analizaron mediante SDS-PAGE al 16% tenido con azul de
Coomassie G-250. Posteriormente se realizara la eliminacion del tracto de
histidinas y la PPS mediante cromatografia de intercambio ionico (Figura

3.12-B).
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Figura 3.12. A) SDS-PAGE de la sobreexpresion de la mutante WIOOE. En
el carril 1) se observa el marcador de peso molecular, en el 2) el tiempo O
antes de la adicién de IPTG y en 3) el lisado celular después de 18 hrs
después de haber agregado el inductor. Observandose una banda del peso
esperado de aproximadamente 21 kDa que corresponde a la leptina con el
tracto de histidinas y el sitio de corte con PPS. B) Andlisis electroforético de
las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion, en el carril 1) se
observa el marcador de peso molecular, en el 2 y 3 las diferentes fracciones

eluidas de la leptina humana W100E purificada.
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3.2.4 Eliminacion del tracto de histidinas

Para la eliminacion del tracto de histidinas el analisis se hizo por
cromatografia de intercambio i6nico de alta resolucion utilizando el equipo
1220 Infinity LC HPLC (Agilent Technologies). La proteina concentrada y
filtrada fue cargada en una columna de intercambio aniénico Mono Q 5/50
GL (GE Healthcare) como se describio en el capitulo de materiales y

meétodos.

En la figura 3.13 A) podemos observar el analisis electroforético de la
eliminacion del tracto de histidinas en el carril 1) se observa el marcador de
peso molecular (Fermentas), en el 2) cuerpos de inclusién, en el 3) la
proteina purificada por cromatografia de afinidad donde se observa una
banda de ~21 kDa, y en el carril 4) se observa un banda de ~16.2 kDa
correspondientes a la leptina humana sin tracto de histidinas obtenida por
cromatografia de intercambio ionico. En la figura B) se observa el
cromatograma obtenido por la purificacion de intercambio i6nico donde se
muestran las fracciones obtenidas, la F1 corresponde a la proteina de 16
kDa, la F2 al tracto de histidinas, la F3 y F4 a la proteina no cortada y la
F5 a la PPS.
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F2

Figura 3.13. A) Andlisis electroforético de la eliminaciéon del tracto de
histidinas. B) Cromatograma obtenido por la purificacion de intercambio

ibnico.

95



3.3 Espectros y Transiciones de Dicroismo Circular de la

Leptina humana Wi100E.

3.3.1 Evaluacion de la estructura secundaria

Apartir de la proteina purificada y cortada se obtuvo el espectro de DC de la
leptina humana. En la figura se compara el espectro de la leptina humana
silvestre reportado por Raver N., 2000 con el de la leptina humana W100E
a pH 8.0 y pH 2.0. Observando la similitud de los espectros e indicandonos
que la mutacion W100E de la leptina humana no altera significativamente
la estructura secundaria de la proteina recombinante y que consta de todos

los componentes de estructura secundaria (Figura 3.14).

40 1 1 1 ' 1
| ° —e— Silvestre
® —0— W100E pH 8.0
_ 30 . W100E pH 2.0
el | \ -
:g 20— \
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Figura 3.14 Evaluacion de la estructura secundaria de la leptina humana

silvestre y WI100OE mediante DC. Espectro de la leptina silvestre (Raver, N.
2000) —+—WI1O0O0E purificada pH 8.0 -=—W100E purificada pH 2.0
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3.3.2 Transiciones de Desplegamiento térmico de la leptina

humana W100E pH 8.0 y pH 2.o.

En la figura 3.15. Se muestran las transiciones y espectros de la evaluacion
de la reaccion de desplegamiento térmico y reversibilidad del
desplegamiento térmico de la leptina humana W100E. Las transiciones de
desplegamiento térmico se realizaron a una velocidad de calentamiento
constante de 2° C/min, en buffer de fosfatos (10 mM KH2PO4, 10 mM
K>oHPO4 pH 8.0 y pH 2.0).

Nosotros observamos que la transicion a pH 8.0 ocurre a una temperatura
de 62° C esta es mayor que la transicion a pH 2.0 ya que esta ocurre
alrededor de 55° C lo que nos sugiere que la leptina a pH 8.0 es mas
estable, también observamos que la reaccion de desplegamiento es de dos
estados (sin intermediarios apreciables) . También se observa que la
transicion de desplegamiento es altamente reversible en ambos valores de
pH ya que posteriormente al calentamiento la solucion proteica fue enfriada
para evaluar la reversibilidad y se observa como la senales de DC regresan
al valor de la proteina nativa, indicando que el proceso de desplegamiento
térmico es reversible casi al 100 % a pH 8.0, mientras que a pH 2.0 la
reversibilidad es de aproximadamente 70 %. Adicionalmente observamos
que a pH 8.0 el replegamiento es casi superponible con el perfil de
calentamiento. Esto indica que el desplegamiento térmico de la leptina
humana W100E ocurre bajo condiciones de equilibrio y que no se observan

intermediarios aparentes.
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Figura 3.15. Transiciones y espectros de DC de Desplegamiento Térmico de
la leptina humana WI100E. A) El espectro en circulos rosa representa la
leptina nativa silvestre, el espectro en —B— representa la leptina nativa
WI100E —B— la forma termicamente desplegada, B la proteina enfriada a pH
80 y en representa el espectro nativo, forma desplegada y

enfriada a pH 2.0. B y C) Las transiciones en azul corresponden a la leptina

en pH 8.0, y en verde a pH 2.0.
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3.3.3 Transiciones de Desplegamiento Quimico de la Leptina

Humana Wi00E pH 8.o.

Los espectros de DC en la region del UV lejano de la leptina humana
W100E se obtuvieron de 220 nm a 250 nm. En la figura 3.16, se puede
observar que ocurren cambios significativos en la senal de DC por
incremento de la concentracion de urea, lo que implica pérdida de la
estructura secundaria de la proteina. Para la obtencion de la transicion de
desplegamiento se graficaron los cambios de senal de DC a 225 nm contra
la concentracion de urea. Cabe senalar que se eligio esta longitud de onda
para evaluar los cambios en la estructura secundaria porque es en ella
donde se observan cambios significativos en el valor de la senal de DC, sin
presentar demasiado ruido, especialmente en concentraciones altas de

urea.
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Figura 3.16. Espectro de DC de la leptina humana WI100E en su forma

nativa, parcialmente desplegada y desnaturalizada quimicamente.
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En la figura 3.17 se presenta la curva de transicion de desplegamiento de la
leptina humana silvestre y de la leptina humana W100E en presencia del
agente desnaturalizante después de 3 h de incubacion para la W100E. La
caracteristica mas evidente de la transicion es que se aprecia que el proceso
de desplegamiento involucra unicamente dos estados en ambos casos sin
presencia aparente de intermediarios, ademas de que la desnaturalizacion
se lleva a cabo a concentracion media de urea de 4.5 M, observando la

superposicion de las transiciones.

Debido a esta observacion, el modelo mas sencillo que podria describir los

datos experimentales es el modelo de dos estados:
N o U

Donde: N representa el estado nativo y U corresponde al estado desplegado.

Sin embargo, en nuestros experimentos aun no se ha podido comprobar la
reversibilidad del proceso, que de hecho se plantea como una de las
perspectivas del trabajo. A pesar de ello, una observacion experimental
aporta indicios acerca de la reversibilidad del proceso. Dicha observacion es
que durante el proceso de obtencion de la muestra es necesario disolver los
cuerpos de inclusion en altas concentraciones de 8 M de urea-5S0 mM Tris
HCI pH 7.5 y posterior a la dialisis la proteina adopta una conformacion
nativa a juzgar por la senal de DC. Este hecho sugiere que el
desplegamiento inducido por urea de la leptina humana W100E podria ser
altamente reversible. En este caso las transiciones se muestran en

unidades de fb.
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Figura 3.17. Transiciéon de desplegamiento de la leptina humana WI10O0OE y
silvestre. Donde cada uno de los puntos representa los datos
experimentales que corresponde a un modelo de dos estados, de acuerdo a

la ecuacion 1 del capitulo de tratamiento de los datos.
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3.3 4 Pardmetros de Desnaturalizacion térmica y quimica

de la leptina humana W100E.

La determinacion de los parametros termodinamicos asociados a la
reaccion de desplegamiendo térmico, requiere primero establecer el modelo
de desplegamiento de la reaccion y después utilizar las ecuaciones
correspondientes (Capitulo 2-2.18, Tratamiento de los datos) las
caracteristicas a considerar es si la reaccion se encuentra en equilibrio y la

reversibilidad del proceso en los diferentes pH.

Para la reaccion de desplegamiento por urea de la leptina humana esta
cerca del equilibrio, esto considerando la alta probabilidad de que el
proceso sea reversible, asi como la coincidencia de las transiciones que
evallan dos propiedades estructurales de la proteina, sin embargo, esto

aun debe comprobarse.

Hasta ahora hemos visto que la leptina humana W100E en fosfatos, la
reaccion de desplegamiento es de dos estados del Nativo (N) al
desnaturalizado (U) sin presencia de estados intermediarios evidentes ni en

el desplegamiento térmico ni en el desplegamiento por urea.

Para el desplegamiento térmico se utilizaron las ecuaciones descritas en la
seccion de tratamiento de los datos correspondientes a este modelo, para
calcular la temperatura media de la transicion (Tm) y €l cambio de entalpia

(AH) asociado a la reaccion de desplegamiento térmico.

Para el desplegamiento por urea los datos experimentales de la transicion
de desplegamiento obtenida a 225 nm, se analizaron mediante la ecuacion
12 del capitulo de tratamiento de los datos. El mejor ajuste de los datos
experimentales permitio calcular los parametros termodinamicos asociados
al proceso de desplegamiento y se presentan en la tabla 4.1. Cabe senalar

que debido a que la reversibilidad no se ha comprobado ni el proceso de
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desplegamiento esta en equilibrio, los datos presentados se consideran
aparentes (sufijo ap), por lo que se presentan para su comparacion datos
reportados para otras proteinas, y por el momento deben ser tomados con

reserva.

El valor m representa la dependencia del cambio de energia libre Gibbs de
desplegamiento con respecto de la concentracion del desnaturalizante. Asi
mismo, se ha descrito que el valor m es directamente proporcional al
cambio de area expuesta al solvente de una proteina debido al
desplegamiento y de la energia necesaria para exponer al solvente los
grupos quimicos originalmente ocultos en la proteina nativa. La correlacion
entre el cambio de superficie accesible al solvente (ASASA) y el valor m se

ha parametrizado utilizando la siguiente ecuacion:

m = (0.14 £ 0.001)x [ASASA — (995 + 570)(# de entrecruzamientos)](15)

El valor my_y; se calculo utilizando la ecuacion 19 del capitulo de
tratamiento de los datos (8.5 £ 0.2 kcal mol-!). Asi mismo, se calculo el
cambio en el area de la superficie accesible al solvente (ASASA). Para el
calculo del area accesible al solvente en la proteina nativa se utilizo el
programa GETAREA (http://curie.utmb.edu/getarea.html); mientras que el
area expuesta al solvente de la proteina desplegada se estimo a partir de
valores de tripetidos Gly-X-Gly (Pace, 1986). El valor de ASASA se obtuvo a
partir de la diferencia entre las superficies expuestas al solvente de la
proteina nativa 15 y se obtuvo un m tedrico de 1.38 +0.08 kcalmol-!M-! el
cual es significativamente menor al valor calculado experimentalmente lo
cual sugiere que el estado intermediario y el desplegado de la leptina
exponen extensamente sus grupos originalmente ocultos, o bien que la
energia necesaria para exponer esos grupos es elevada, incluso mas alta del
valor estimado teéricamente. También se realiz6 una comparacion del valor

m (Tabla 4.1) de la leptina humana variante soluble con el otras proteinas

103



Chew, FynSh3 CTL9, Im7 y G-CSF donde el valor m para cada proteina
corresponde a 1.197 + 0.6 kcal mol-1, 0.401 = 0.17 kcal mol-1, 0.329 = 0.10
kcal mol-1, 1.245 £ 0.09 kcal moll, 3.43 + 0.09 kcal mol-! respectivamente
observando que el valor de m calculado para la leptina humana es mayor lo
que significa que la energia necesaria para exponer los grupos

originalmente ocultos es mayor.

Tm

AGup map Ao | o) | A | (k)

Proteina | Modelo (kJ-mol-1) (kJ-mol-1M-!) (kJ-mol™) pH 8.0 (kJ-mol™) pH
pH 8.0 pH 2.0 2.0

W100E NeoU 19.8 £ 0.8 4.0+£0.09 216+ 0.9 62 150+ 0.4 56

Tabla 3.1. Valores de los parametros termodindamicos determinados a partir
del ajuste de los datos de la curva de desplegamiento de la leptina humana

W1O0O0E obtenidos en buffer de fosfatos pH 8.0 y pH 2.0.
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) Condici de ) Via de AG” AH T
Proteina PDB OZ :f[ll%’;f; ’ Niimero de Des [emanfiento (k ]n%of’)" (kJmol?)° | (k ]/nﬁ[/flvl) ( Z)L Ref
1 aminodcidos pred
. 20 mM MES, 50 mM Tris
Leptina WT - buffer /Urea 146 NeU Patente
Leptina
W100E pH | 1AX8 20 mM Fosfato de 146 NoU 19.84 0.8 | 216+0.9 | 4.0+0.09 | 62 -
8.0 potacio/Urea/pH 8/25°C
Leptina
20 mM Fosfato de
W1020(1;: pH potacio/Urea/pH 2/25°C 146 NeoeU - 150+ 0.4 - 56 -
50 mM fosfato de Na/
Im7 1CEI o ?Eégoréa/ > 85-87 NoloU 108505 ; 5.21 +0.09 Stuart K.
50 mM fosfato de Na/0.4 04.9+13 e 2011
M NaoSO4 /1 mM a2t L
EDTA/urea/ pH 7.0
50 mM fosfato de Na/
Im9 1IMQ | 2mM DTT/Urea/ 1 mM 85-87 A gg'i i+0652 ; 4.62 +0.09 SUSZ%%‘;CM'
EDTA/pH 7.0/10°C el 20
100 mM fosfato de Na/
G-CSF | 2GMF 200 mM NaCl NoU o2 - 14.36 + 0.09 Barney B
/GdnHCl/pH 7/ 25°C '
FySH3 Fosfato/GuHCI 141 NeoeU 20.3+1.4 -6.1+0.4
CTLO 20 mM Fosfato/pH 8/0.1 149 NeU 27.2+0.3 4.4+0.1
M NaCl/urea
CheW Fosfato/GuHCI 151 NeoU 50.2 + 0.6 -14.6 £ 0.2
Interleukin- 10 mM
4 2B8U Fosfato de Na/urea/pH 129 NoeU 38.93+ 0.4 427.04 5.02+£0.08 | 83.8 | Vaz DC. 2005
6/25°C
50 mM acetato de Na/
100 mM NaCl/1 mM
FF domain | 1UZC EDTA/ 1 mM azida de 60 N ol - - ~2.09 - Ashok S. 2012

Na/pH 5.7/ 90%
H»0/10% 2H>0

Tabla 3.2. Valores de los parametros termodinamicos de diferentes proteinas estructuralmente parecidas a la

leptina humana.
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Resultados in vivo
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3.4 Efecto de [a mutante W100E sobre el peso corporal en

modelo de raton obeso

Anteriormente se mencioné que el uso de la leptina recombinante es
limitado, debido a que se ha observado su baja solubilidad a pH fisiologico,
y que esto podria contribuir a la precipitacion de la proteina en el sitio de
inyeccion, asi como a la vida media de la proteina, por lo cual nosotros en
este trabajo administramos leptina humana recombinante mutante W100E
en ratones con una dieta normal, una dieta alta en grasa/y alta en
fructuosa. Estos resultados nos ayudaran a comprender como superar la
vida media de la leptina en circulacion, la solubilidad y como consecuencia
la difusion del uso de esta hormona como una opcion terapéutica contra la

obesidad y el sobrepeso.

En la Figura 3.18 se muestra el consumo de alimento durante 10 dias de
tratamiento con la leptina W100E, se observa que cuando los ratones
recibieron la dieta estandar y se trataron con la leptina incrementaron
significativamente el consumo de alimento (lote W100E), mientras que los
que recibieron una dieta alta en grasa y en fructosa y el tratamiento con la

hormona (HFHF+W100E) disminuyeron su consumo de alimento.
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Figura 3.18. Consumo de alimento durante 10 dias de tratamiento con
leptina W100E. Se muestra el consumo de alimento de los ratones sometidos
a una dieta alta en calorias (HFHF) con y sin tratamiento de leptina W10O0E,
asi como la diferencia significativa * p <0,05 frente a control y HFHF,
HFHF+W100E, +p <0.05 vs control. ANOVA RM de dos factores, prueba post
hoc Holm Sidak.

En la Fig.3.19 se muestra el peso corporal de los ratones sometidos a una
dieta hipercalérica durante el tratamiento con leptina W100E. No se
encontraron diferencias significativas, pero se observa que el lote de dieta
hipercaloérica mas leptina (HFHF+W100E) gano menos peso que los ratones

de los otros tratamientos.
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Figura 3.19. Peso corporal de los ratones con una dieta alta en calorias
(HFHF) durante el tratamiento con y sin leptina W100E, ANOVA RM de dos

factores.

En la Figura 3.20 se muestran los datos de la grasa retroperitoneal y
epididimal de los ratones sometidos a las dietas estandar e hipercalérica
con y sin tratamiento con leptina W100E. Se observa que los ratones que
recibieron la dieta hipercalérica (HFHF) presentaron mayor contenido de
grasa que los del lote control y que los ratones que recibieron la leptina
WI100E y la dieta con alto contenido energético (HFHF+W100E) tienen
menos grasa, aunque no difiere significativamente de lote HFHF pero

tampoco del control.
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Figura 3.20. Grasa retroperitoneal y epididimal de los ratones sometidos a
una dieta hipercalérica con y sin tratamiento con leptina W100E. Literales
diferentes p<0.05 entre lotes. ANOVA de una via, prueba post hoc Holm
Sidak.

En la figura 3.21 se muestra el perfil lipidico de los ratones sometidos a
una dieta hipercalorica con y sin tratamiento con leptina W100E. Se
observa que no se encontraron diferencias significativas en el colesterol
total (Fig. 4A), en cambio los triglicéridos aumentaron significativamente
en los ratones tratados con la dieta HFHF, mientras que los que recibieron
la dieta estandar y leptina W100E muestran un ligero aumento aunque no
difiere del control, pero tampoco de la dieta HFHF. Mientras que los
ratones que recibieron la dieta hipercalorica y la leptina W100E
disminuyeron significativamente los triglicéridos comparados con el lote
HFHF. En cuanto al colesterol HDL se observa el efecto contrario, ya que
los ratones que recibieron la dieta HFHF+W100E muestran un incremento
significativo de esta variable. No se encontraron diferencias significativas

en el colesterol LDL.

110



A) B)

250 -

300 -
200

ab

a l a
) .

- T T e T T T
Control HFHF Diet W100E HFHF Diet+W100E Control HFHF Diet W100E HFHF Diet+W100E

150 - T

N
=}
S}

100

Total Cholesterol (mg/dL)
Triglycerides (mg/dL)

=
1)
S)

C D)

50 1 200

40

=

a

S
L

30
20 4

a
10 A

T T T T -
Control HFHF Diet W100E HFHF Diet+W100E Control HFHF W100E HFHF+W100E

HDL-Cholesterol (mg/dL)
LDL-cholesterol (mg/dL)
8

a
S

Figura. 3.21. Perfil lipidico de los ratones sometidos a una dieta
hipercalérica y después del tratamiento con o sin leptina WIOOE. A)
Colesterol Total, B) Triglicéridos, C) HDL-Colesterol y LDL-colesterol. Literales
diferentes p<0.05 entre lotes. A) ANOVA de una via, prueba post hoc Holm
Sidak; B) y C) ANOVA on Ranks, prueba post hoc Dunn’s.

Finalmente al terminar los tratamiento, se siguio registrando el consumo
de alimento diariamente y la ganancia de peso corporal durante una
semana. En la figura 3.22 se muestran los resultados del consumo de
alimento, se observa que los ratones que habian recibido leptina W100E
con la dieta normal muestran alteracion en la ingesta de alimento ya que
se observan oscilaciones en esta variable al interrumpir el tratamiento. En
cuanto a los que recibieron la dieta HFHF y leptina W100E, se observa que

2 dias después del tratamiento disminuye el consumo de alimento, sin

111



embargo en los dias subsecuentes vuelve a incrementar el consumo a

niveles normales.
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Figura 3.22 Se muestra la ingesta de alimento después de 5 dias de
tratamiento con leptina WI1OOE. *p<0.05 vs HFHF y grupo control ANOVA
RM de dos vias, prueba post hoc Holm-Sidak.
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En la figura 3.23 se muestra la ganancia de peso corporal de los ratones
una semana después de terminar el tratamiento con leptina W100E. Se
observa que incremento significativamente en los ratones con dieta HFHF
y WI100E y en el lote HFHF+W100E con respecto al testigo, aunque el

incremento fue menor en este ultimo grupo.

Body weight gain (g)

T
Control HFHF W100E HFHF+W100E

Figura 3.23. Ganancia de peso corporal, una semana después del
tratamiento final con leptina W10O0E. Literales p <0,05, ANOVA de una via,
prueba de pot hock Holm-Sidak.
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4. Discusion

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial que se desarrolla a
partir de un desequilibrio entre la energia ingerida y el gasto energético, es
decir una acumulacion anormal o excesiva de energia en forma de grasa
en el tejido adiposo, siendo este resultado de la combinacion de varios
factores fisiologicos, psicologicos, metabolicos, genéticos, socioeconémicos,
culturales y emocionales (Blancas-Flores et al., 2010). Actualmente se
sabe que la obesidad es un problema de salud publica y que la lucha
contra esta es muy compleja, por lo tanto se llevan a cabo varios esfuerzos
para proponer alternativas para ayudar en el tratamiento de la obesidad.
Entre ellos, el suministro de leptina se ha considerado como una
alternativa potencial desde su descubrimiento (Zhang et al, 1995.), sin
embargo, el entusiasmo inicial desaparecio al observar que comunmente
obesos y personas con sobrepeso mostraban niveles aumentados de
leptina circulante, pero durante las dos ultimas décadas, hemos aprendido
acerca de las vias de senalizacion, el fenomeno de resistencia a la leptina,
su relacion con otras importantes hormonas y como podria participar en
otros procesos fisiologicos como en la formacion de hueso, desarrollo de los
organos reproductores entre muchas otras funciones. En cuanto a la
estructura de la leptina, las coordenadas cristalograficas disponibles en el
PDB fueron obtenidas mediante la sustitucion de un triptéfano en la
posicion 100 por un acido glutamico (Zhang et al., 1997), mostrando una
actividad biologica similar a la silvestre pero con un aumento considerable
en la solubilidad y viabilidad para cristalizar. En este proyecto de tesis se
evaluaron diferentes aspectos de la leptina como su estabilidad tanto in
silico como in vitro y su funcion. Para poder analizar su estabilidad
mediante analisis in silico fue necesario obtener las coordenadas de la
leptina silvestre y W100E, este primer paso fue necesario debido a que la
estructura cristalografica de la leptina humana carece de los residuos 25-

38, por lo que esta region fue modelada por el servidor I-Tasser. Fue
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notable observar que esta region fue modelada de manera diferente en la
leptina silvestre y W100E utilizando tanto el servidor I-TASSER, como
otros programas modeladores. Esta region se predijo como una hélice
(residuos 34-41) para la W100E y como una region no estructurada para
la silvestre. Durante las simulaciones cada proteina mostro un
comportamiento diferente a las temperaturas ensayadas, demostrando que
la sustitucion de un unico residuo de aminoacido implica movimientos
conformacionales diferentes, estas diferencias fueron apreciables tanto en
las cercanias de la mutacion, asi como en los sitios distantes de la
sustitucion. Ademas el potencial electrostatico de la superficie de la
proteina es diferente en cada construccion. Es posible que los cambios
conformacionales y de dinamica molecular favorecieron la propension a
cristalizar de la leptina W100E sin afectar su actividad biologica, ya que la
mutacion no reside en las regiones reportadas como principales

involucradas en la interaccion de la leptina con su receptor.

Gracias a un conjunto de analisis se propone que la region comprendida
entre los residuos 25 al 38 podria ser una region intrinsecamente

desordenada (RID). Esta propuesta se basa en varias evidencias:

a) los residuos 25 al 38 muestran una pobre densidad de electrones en
el analisis cristalografico (Zhang, 1997).

b) Los programas modeladores generan modelos diferentes para esta
region en la proteina silvestre y mutante W100E

c) También se observo que durante las simulaciones a 300 y 400 K
esta region junto con los residuos 25-41 muestran una tendencia a
adoptar una conformacion (3,

d) un analisis exhaustivo utilizando el programa IUPred (Dosztanyi,
2005) revel6o que esta region muestra una tendencia desordenada
mayor que resto de los aminoacidos ambas proteinas, incluso mas

alto que el N y el C-terminal.
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e) Los modos normales mediante el servidor EINemo identificamos que
esta region tiene una alta movilidad dentro de toda la estructura en

ambas construcciones.

Se ha visto que regiones intrinsecamente no estructuradas en las
proteinas no tienen una estructura terciaria bien definida en su estado
nativo, y en este caso la region 25-41 se asemeja al estado desnaturalizado
de una proteina y parece interconvertir entre estructuras alternativas,
mientras que algunos tienen tendencia a formar estructura secundaria
locales ya sea a-hélice o laminas-f3. Con esto nos surge la duda dgpara

qué necesita la leptina adoptar una RID? Una posibilidad podria ser la de
facilitar la interaccion de la leptina con su receptor, ya que hasta la fecha
la hélice al y o3 se han descrito como las principales regiones
responsables de la interaccion con el receptor. A pesar de que las RID se
han identificado en tener un papel importante en el reconocimiento
molecular en el que el cambio estructural confiere ventajas especificas,
tales como el aumento de la velocidad de interaccion y la especificidad.
También algunas regiones desordenadas pueden constituir enlazadores o
espaciadores flexibles, que tienen un papel en la formacion de conjuntos
macromoleculares, esto abre la posibilidad de que la region entre los
residuos 25 al 41 podrian estar también implicados en la senalizacion
celular de la leptina, otra opcion de una RID podria ser que la region N-
terminal se en rosca atreves de lazo covalente (residuos 96-146), para
formar el nudo corredizo caracteristico de la estructura de la leptina. Sin
embargo se necesita mas investigacion para confirmar cualquiera de estas

posibilidades o postular otra posible

En la actualidad se desconoce el mecanismo a través del cual una cadena
polipeptidica adquiere su estructura nativa entre un enorme numero de
conformaciones. Por lo que los estudios de plegamiento/desplegamiento

permiten describir estructuralmente las especies presentes en el proceso y
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con ello determinar la posible presencia de intermediarios ya sea estables o
cinéticos, estos estudios pueden desarrollarse de manera in silico o de

manera in vitro.

Con respecto al desplegamiento in silico la caracteristica topologica de la
leptina implica la formacion de un nudo en la region N-terminal a través
de un loop covalente formado por un puente disulfuro entre el C-terminal
y el residuo 96, lo que la hace un candidato interesante y desafiante para
explorar su espacio conformacional, asi como su via de desplegamiento.
Nosotros presentamos en este trabajo las coordenadas tanto de la leptina
silvestre y W100E las cuales sometimos a DM a diferentes temperaturas
300 K, 400 K y 500 K, observando que a 500 K ambas construcciones
pierden su estructura nativa durante el curso de las simulaciones, y que
esta pérdida de estructura se hace por vias diferentes para cada
construccion. En ambos casos se observdo que la region mas inestable
corresponde a al, otro cambio conformacional que observamos durante el
desplegamiento de la leptina fue la movilidad y separacion desde el nucleo
principal de la proteina del loop a3 y a3". En la proteina silvestre se pierde
el contenido helicoidal de a2 y a4, pero estas dos hélices principalmente la
02 son propensas a recuperar parte de su estructura secundaria. Por el
contrario, en la proteina mutante una vez que o2 y a4 han perdido su
estructura secundaria son incapaces de recuperarla. Las regiones mas
estables podrian ser la hélice a2 en la proteina silvestre y la hélice a3 en
la mutante W100E, ya que mantiene durante periodos mas largos su
helicidad durante el curso de las simulaciones. Por otro lado hemos
encontrado que las interacciones entre Ile64-Leu90-S67 y Thr27-Ser67 se
conservan en la leptina silvestre y que estas podrian contribuir a
estabilizar la hélice a2. Por el contrario estos pares no se observan en la
leptina W100E después de 3 ns de simulacion a 500 K, ademas de que nos
dimos cuenta de que la sustitucion de triptofano por una acido glutamico

en la posicion 100 introduce una red de interacciones electrostaticas, la

118



cual estabiliza a la hélice a3, esta red esta formada principalmente por
R84, que esta orientada hacia el E100 y forma un puente salino, y Q56
forma una interaccion electrostatica con los residuos ionicos R84 y E100,
esto representa una compensacion para aumentar la estabilidad de a3 a
expensas de la reduccion de la estabilidad de a2 en la proteina mutante.
Es importante resaltar que ninguno de las dos construcciones muestra la
pérdida del nudo lo que significa que durante el curso de las simulaciones,
el N-terminal es incapaz de des-anudarse a través del especio interior del
loop covalente. Este loop contiene a la heélice a3 y a3", y como hemos
mencionado esta region se aleja del nucleo de la proteina dando espacio
para que el N-terminal de desenroscarse a través del loop covalente, pero a
pesar de, el nudo se mantiene durante el curso de la simulaciéon a 500 K

en ambas construcciones de la leptina.

En el desplegamiento in vitro se ha reportado que las proteinas pequenas,
formadas por menos de 100 residuos de aminoacidos, generalmente
presentan un mecanismo de desplegamiento de dos estados N«<U. Es
probable que conforme aumenta el numero de residuos de aminoacidos,
pueden presentarse mas de dos estados en el mecanismo de
desplegamiento, es decir pueden acumularse intermediarios estables, o
conformaciones parcialmente plegadas. También se ha sugerido, que estos
intermediarios, ademas de proveer informaciéon sobre los primeros eventos
de la ruta de plegamiento/desplegamiento, podrian existir en el ambiente
celular y estar involucrados en una variedad de procesos fisiologicos, como
el reconocimiento por chaperonas, interaccion con ligandos, asi como el
transporte a través de las membranas para alcanzar sus destinos finales
en el interior o exterior de la célula. Las conformaciones parcialmente
plegadas se pueden detectar en estudios en equilibrio si estos se acumulan
en condiciones relativamente suaves de desnaturalizantes quimicos, bajo
pH, o pueden estabilizarse gracias a mutaciones puntuales en la secuencia

de aminoacidos. Muchos estudios han demostrado que las especies
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intermediarias en la ruta de plegamiento/desplegamiento pueden ser muy
distintos en estructura secundaria al estado nativo y poseer distintos
grados de compacticidad, dependiendo tanto de la proteina como de las
condiciones fisicoquimicas que estabilizan a dicho intermediario
(Byschkova 1996, Fink 1998, Ballerny 1993, Barrick 1994, Mattews
1993, Dubey 1993, Travaglini 2005).

En el caso de la leptina W100E, su mecanismo de desplegamiento tanto
térmico como por presencia de urea se lleva a cabo por medio de un
modelo de dos estados, sin presencia de intermediarios aparentes. Al
calcular los parametros termodinamicos mediante el ajuste de los datos
experimentales de la curva de transicion térmica a pH 8.0 y pH 2.0
obtuvimos un valor de AHy_y 216 £+ 0.9 y 150 = 0.4 kJ'mol!M-!
respectivamente, en donde el desplegamiento inicia temperaturas de 62° C
y 50° C observando que la leptina W100E es mas estable a pH basicos que
a pH acidos, por otro lado al calcular los parametros termodinamicos
mediante el desplegamiento por urea obtuvimos que el cambio de energia
libre entre el estado desplegado y el estado nativo es de AGy_y 19.8 £+ 0.8 y
al comparar la estabilidad de la leptina en términos de AG, con el de otras
proteinas con numero de residuos de aminoacidos, estructura y
mecanismo de desplegamiento similar observamos que la leptina humana

presenta mayor estabilidad, de manera global.

Con todo lo anterior podemos concluir que la leptina humana W100E es
una proteina estable y que es muy probable que el puente disulfuro
presente en la estructura de la leptina sea responsable de manera
importante para estabilidad.

Finalmente realizamos una busqueda exhaustiva sobre el efecto de la
leptina W100E en la ingesta de alimentos, el peso corporal, perfil lipidico y
efecto rebote en ratones sometidos a una dieta estandar o hipercalorica,
Sin embargo no encontramos ningun informe donde utilizaran esta

construccion. Por otro lado hay reportes del uso de la leptina como
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tratamiento en este caso utilizan una variante denominada metreleptin o
una variedad de mutantes analogicas construidas con diferente

composicion a la leptina W100E.

Tomando en cuenta que una sola mutacion puntual puede ser suficiente
para modificar la conformacion, estabilidad y funcionalidad de cualquier
proteina, nos dimos a la tarea de hacer un estudio detallado de como el
tratamiento con esta mutante podria ser util en el tratamiento de la
obesidad y parametros lipidicos en un modelo murino y observamos que el
tratamiento con leptina W100E hecho reduce la ingesta de alimentos y el
peso corporal en ratones obesos. En el mismo grupo los niveles de
colesterol total fue incrementado, asi como HDL y colesterol LDL
triglicéridos. Por el contrario, la ingesta de alimentos y el total de
colesterol, se increment6o en ratones con dieta normal, mientras que el

colesterol LDL se redujo en este grupo.

Por todo lo anterior la caracterizacion exhaustiva de la leptina generada en
esta tesis nos acerca al uso de la leptina como alternativa terapeutica en el

tratamiento de la obesidad
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5. Conclusiones

En este trabajo se evalu6 la conformacion, estabilidad y funcionalidad de
la leptina humana WI100E comparandola en ciertos aspectos con la
silvestre.

Primero se evaluo la conformacion de la Silvestre y la leptina W100E
mediante simulaciones por dinamica molecular a 300, 400 y 500 K, se
concluydé que ambas construcciones varian en sus movimientos
conformacionales, estabilidad y via de desplegamiento. Se identificaron
una red de interacciones entre las diferentes construcciones que
contribuyen a las diferencias en su estructura y caracteristicas dinamicas.
Ademas estas interacciones contribuyen a mantener la hélice a2 en la
leptina silvestre y hélice a3 en la leptina W100E. Ademas, identificamos
que la region entre los residuos 25-41 podria ser descrito como una region
putativa intrinsecamente desordenadas. Las razones para encontrar esta
region no estructurada dentro de la leptina podria ser estructural o
funcional. Nuestros hallazgos podrian ser tutiles para facilitar el uso

terapéutico de la leptina.

También se evaluo la estabilidad térmica a pH 2.0 y pH 8.0 asi como
también la estabilidad quimica de la leptina humana W100E, utilizando
como agentes desnaturalizantes la temperatura y la urea y como solucion
amortiguadora fosfato de potasio. Primero se evaludé el contenido de
estructura secundaria comparandola con la proteina silvestre (silvestre)
observando la similitud de los espectros, lo que implica que la leptina
humana W100E contiene todos los elementos de estructura secundaria.

Posteriormente se evaluo la estabilidad quimica y térmica y se obtuvieron
transiciones de desplegamiento donde los resultados revelaron que el
mecanismo de desplegamiento de la leptina humana variante soluble se
ajusta a una ecuacion que describe un modelo de dos estados sin la

presencia de intermediarios evidentes:
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A partir de las transiciones de desplegamiento, se obtuvieron los datos
termodinamicos (AH,AG,valor m,Tm) asociados a la reaccion de
desplegamiento, observando que la leptina tiene una estabilidad mayor al
de las proteinas similares ya sea en tamano, estructura tridimensional o
en mecanismo de plegamiento. Es probable que el puente disulfuro
confiera estabilidad a la estructura de la leptina. Estos hallazgos podrian
tener implicaciones importantes desde el punto de vista fisiopatologico en
los casos en que se ha observado hiperleptinemia. Asi mismo es
importante tomar en cuenta los datos de estabilidad de la leptina, en caso

de ser usada como agente terapéutico.

Finalmente se evaluo la funcion de la leptina W100E en un modelo murino
y observamos que el efecto de la leptina W100E es diferencial entre los
ratones que recibieron una dieta estandar y los que recibieron la dieta
hipercalorica que en los animales con dieta estandar originé un mayor
consumo de alimento, sin embargo no incremento el peso corporal pero si
el colesterol total y que en los animales con dieta hipercalérica disminuyo6
el consumo de alimento y el peso corporal, asi como los triglicéridos, e
incremento los niveles de colesterol-HDL, y que al interrumpir el
tratamiento con leptina se observo una alteracion en el patron de consumo
de alimento ya que se observaron oscilaciones y esto provoco un
incremento en el peso corporal, observando un efecto de rebote, tanto en

los animales con dieta normal como los de dieta hipercalorica.

La informacion generada en esta tesis tiene implicaciones importantes en
el posible uso de la leptina como alternativa terapéutica en el tratamiento

de la obesidad
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6. Perspectivas

Se ha reportado que las mutaciones en el gen que codifica para leptina son
poco frecuentes, sin embargo recientemente se han encontrado algunas
mutaciones que afectan la union con el receptor u ocasionan diferentes
patologias, a pesar de, no sabemos como se comportan estas mutantes en
cuanto a su plegamiento y estabilidad, por lo que podriamos obtener las
construcciones de las mutantes reportadas mediante mutagénesis dirigida
y evaluar su estabilidad y con ello establecer la contribucion de los
aminoacidos o interacciones particulares sobre la estabilidad de la leptina,
asi como también = podrimos evaluar su  mecanismo de

plegamiento/desplegamiento.

También podriamos identificar las mutantes o polimorfismos que
ocasionan obesidad morbida y otras patologias en la poblacion mexicana,

ya que no hay reportes al respecto.

Otra estrategia interesante seria disenar nuevas mutantes mediante
analisis in silico que puedan favorecer la estabilidad de la leptina asi como

su funcion biologica.

Por otro lado, después de que analizamos los resultados de desplegamiento
térmico y quimico para la W100E, seria interesante evaluar nuevas
estrategias de estudio que nos permitan caracterizar de manera mas
detallada el proceso de desplegamiento de la leptina. Una de ellas seria
evaluar la estabilidad de la proteina utilizando otros agentes
desnaturalizantes como pH, fuerza id6nica, someter a la proteina a
diferentes buffers, comprobar la reversibilidad del proceso de
desplegamiento. Asi como comparar la estabilidad de la leptina W100E con

otras variantes de leptina, y podriamos utilizar otras técnicas
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espectroscopicas tales como fluorescencia de flujo detenido, RMN,
calorimetria entre otras.

También se ha reportado que el puente de disulfuro juega un papel
importante en la funcion biologica de la leptina, otra estrategia que
podriamos utilizar es eliminar el puente de disulfuro o introducir otro y
con ello comprobar si este le confiere o no estabilidad a la proteina y

comprobar si se afecta su funcion biologica.

Por otro lado también se ha reportado el uso de la leptina como posible
agente terapéutico contra la diabetes mellitus tipo I podriamos evaluar el
efecto de la W100E o de otras variantes como posible tratamiento en esta

patologia.

De esta manera podriamos evaluar la posibilidad del uso de la leptina
como agente terapéutico, asi como describir de manera mas detallada el
mecanismo de plegamiento/deplegamiento y con ello poder determinar si
estados parcialmente plegados podrian estar asociados a diferentes

patologias.
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Preparacion de reactivos

o3 Acrilamida AB-3

48 g de acrilamida
1.5 g de bisacrilamida
Disolver en 50 ml de agua desionizada y aforar a 100 ml

3 Azul de Coomassie G-250 blue silver

0.3 g de Coomassie G-250 y disolver en 50 ml de metanol, agregar 100 ml
de agua desionizada y 25 g de (NH4)2SO4y mezclar.

Adicionar 17.46 ml de H3PO4 y aforar a 200 ml

Para usarse mezclar 40 ml de la solucion anterior con 10 ml de agua
desionizada.

3 Buffer de corrida para SDS-page 10X

30.3 g de Tris base

144 g de Glicina

3.72 g EDTA

Disolver en 800 ml de agua desionizada y agregar 10 g de SDS aforar a
1000 ml

3 Buffer de muestra 6X (6 % p-mercaptoetanol + SDS)

Mezclar 7 ml de tris 4X Cl/SDS, pH 6.8
3 ml de glicerol

1 g de SDS

0.6 ml de B-mercapto

1.2 mg de bromofenol

3 Buffer de Fosfatos 10 X pH 7.6

34 g KH2PO4 25 mM
43.5 g K2HPO4 25 mM
Vol. 1000 ml

3 Buffer de lavado 1 (50 mM de Tris-HCl, 100 mM de NaCl, 1 mM
de EDTA pH 8.0)

3g Tris base 50 mM

2.92 g NaCl 100 mM
186 mg EDTA 1 mM
500 ml H20
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3 Buffers para columna de intercambio idonico

Buffer Fosfatos 1X pH 8.0
Buffer Fosfatos 1X+1M de NACI pH 8.0
Volumen 500 ml

Las fracciones obtenidas (picos) dializarlos con buffer de fosfatos 1X pH
8.0 y correr SDS-PAGE.

3 Buffer de lavado 2 (8 M de Urea disuelta en Tris HCl1 50 mM pH
7.5)

Para preparar el Tris HCI

1.2 g Tris base 50 mM

200 ml H20

Disolver 96 g urea en 200 ml de Tis HCI pH 7.5

3 Buffer de lavado 3 (1% v/v Triton X-100)

49.5 ml de buffer Tris-HCI pH 7.5
0.5 ml de Triton X-100

3 Buffer de lisis s/lisozima (50mM de NaH2PO4, NaCl, 10 mM
imidazol)

0.69 g NaH2PO4

1.754 de NaCl

0.068 g Imidazol

Vol.100 ml ajustar pH 8.0 con NaOH

3 Buffer de PBS 10 X pH 7.4

6.08 g Nap,HPO4 4.3 mM
1.9 g KH2PO4 1.4 Mm
80 g NaCl 137 mM

2.01 g KCI 2.7 mM

Vol. 1000 ml

3 Solucion de imidazol 2 M
68.1 g Imidazol
500 ml de H2O
Vol. 500 ml

3 Solucion de NaCl 2 M
58.4 g de NaCl
500 ml de H20O
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Vol. 500 ml

3 Persulfato de amonio (APS) 10 %

1 g de persulfato de amonio, disolver en 8 ml de agua desionizada
Aforar a 10 ml
Almacenar en congelacion

©3 Tris-HC1 3M con 0.3 % de SDS pH 8.45

36.343 g de tris base, disolver en 60 ml de agua desionizada ajustar pH
con HCL.

0.3 gde SDS

Aforara a 100 ml

o3 Tris-4X C1/SDS (0.5 M Tris, 0.4% SDS) pH 6.8

6.05 g de tris base, disolver en 80 ml de agua desionizada. Ajustar pH
con HCL.

Aforar a 100 ml

Agregar 0.4 g de SDS

3 Gel de poliacrilamida al 16 % (Gel de 1 mm)

Reactivo Separador 16 % | Concentrador 4 %
Acrilamida AB-3 1.67 ml 0.125 ml
1 (o)
Tris 3M 0.3 % SDS pH 1.67 ml 0.75 ml
8.45
Agua desionizada 1.67 ml 0.625 ml
Persulfato de amonio
10 % 16.5 ul 8 ul
Temed 9 ul 7 ul
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10.

11.

Extraccion de DNA plasmidico

Incubar 2 precultivos de 5 ml a 37° C durante toda la noche
Centrifugar los precultivos a 4000 rpm por 25 minutos a 25° C.
eliminar el sobrenadante y dejar escurrir el exceso.

Agregar a cada tubo 300 ul de buffer de resuspension y vortexear por
10 a 15 segundos hasta homogenizar completamente.

Agregar 300 ul de buffer de lisis y homogenizar por inversion 5 veces
Transferir la mezcla a un tubo de 1.5 ml y agregar 400 ul de solucion
de neutralizacion homogenizar por inversion.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4° C

Colectar el sobrenadante y pasarlo por la columna.

Lavar la columna 2 veces con 750 ul de buffer de lavado y centrifugar 1
min a 4° C a 13,000 rpm por lavada, eliminar el sobrenadante (Flow
trough) entre cada lavado.

Centrifugar nuevamente 1 min a 13,000 rpm a 4° C y pasar las
columnas a tubos de 1.5 ml.

Eluir las columnas con 25 ul agua libre de nucleasas, dejar reposar 1
min y centrifugar a 13,000 rpm 1 min a 4° C.

Eluir la columna nuevamente con 25 ul de H20 a 40 °C y dejar reposar
2 min centrifugar a 13,000 rpm 4° C por 2 min.
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Sobreexpresion

. Se pusieron 3 precultivos en medio LB (5ml)+ Sul Amp de cada una
de las mutantes se incubo a 37° C a 200 rpm durante 8 a 9 hrs.

. Posteriormente el precultivo (5 ml) se pas6 a un matraz de 50 ml de
medio 2 Xyt + 50 pl de Amp y se dejoé incubando a 37° C a 200 rpm
durante toda la noche

. Se prepararon 3 matraces de la siguiente manera:

It Medio 2xYT

1 ml de Amp concentracion final 100 mg/ul

50 ml de precultivo (matraz de 50 ml de medio 2Xyt que se puso
el dia anterior)

. Se incubo a 37° C y cuando alcanzo la DO de 0.6 se agregdé 1ml de
IPTG 1 M Concentracion final de 1mM

Se incubaron los 3 matraces a 25° C durante 5 horas
Posteriormente se pas6o el medio a los frascos y se centrifugo a
13,000 rpm en ultracentrifuga, y se separ6 Pastilla y sobrenadante.
. La pastilla se obtiene a partir de 500ml se pasa a tubos falcon y se
congela en hielo seco y se conservar a -80°C.
. Posteriormente realizar ensayos de purificacion.
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Purificacion por cromatografia de afinidad a niquel
columna pre-empacada

Resina Ni-NTA Agarose 20% etanol QIAGEN
1. Pasar por la columna H2O desionizada y filtrada
2. Para eliminar el etanol 50 ml

Preparar 2 buffer:

a. BUFFER DE LAVADO Y DE UNION 500 ml

50 mM NaH2>PO4

300 mM NacCl

50 mM Imidazol

Glutationes (2mM de glutation Redudcido-0.2mM de glutation oxidado)
Ajustar pH a 8.0 con NAOH

b. BUFFER DE ELUCION 500 ml

50 mM NaH>PO4

300 mM NacCl

250 mM imidazol

Glutationes (2mM de glutation Redudcido-0.2mM de glutation oxidado)
Ajustar pH a 8.0 con NAOH

Para esto preparar 2 Stock:
2M de imidazol 500 ml
2M NaCl 500 ml

PARA LAVAR LA COLUMNA

Buffer de Unién 20 mM Buffer de elucion 250
de imidazol + mM de imidazol +
complementos (500ml) complementos
(500ml)
Buffer PBS 10 X (1:10) 50 ml 50 ml
Imidazol 2 M (1:100) 12.5 ml 62.5 ml
NaCl 2 M 75 ml 75 ml
Glutation Reducido- 0.307g- 0.06145g 0.307g- 0.06145¢
Oxidado
Aforar con H2O vol. final 500 ml 500 ml

® Agregara los glutationes
® Ajustar pH 8.0 y finalmente filtrar
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Corte del tracto de histidas con PPS

Se purifico la leptina humana W100E por columna de niquel y se
colectaron los eluidos 10 ml.

Tomar espectro UV a 280 nm para calcular concentracion de
proteina para poder agregar la PPS. (tomar muestra antes de dializar
50 ul)

Después de purificar, los eluidos de la proteina se dializaron en
Buffer Fosfatos 10 X pH 8.0 para corte PPS.

En la misma bolsa donde se esta dializando agregar la PPS (30 ul de
PPS dependiendo la concentracion de la proteina) poner exceso e
incubar a 4° C 16 hrs.

Pasadas las 16 horas de incubacion tomar alicuota para correr SDS-
PAGE y ver si ya se corto toda la proteina.

Si no se ha cortado toda la proteina agregar mas PPS ( pul) y tomar
alicuota de 50 pl cada 2 horas (a las 18 hrs, 20 hrs...). Hasta
observar que la proteina se haya cortado totalmente.

Correr SDS-PAGE para observar el corte de la proteina.

Una vez cortada la proteina concentrar a 2 ml y pasar por columna
de intercambio i6nico.
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ABSTRACT

Leptin is a hormone that regulates energy balaBitee its discovery two decades ago, several sffave
been made to fully understand its role in metabadigulation of feeding behavior, reproduction, gise
homeostasis, immune function, bone formation, ligidtabolism, among others. Its use as a therapeutic
option in obese patients is still limited due te $yndrome known as Leptin resistance. In thisystua
determined that the treatment of a soluble formumhan Leptin (W100E) reduced food intake, body tteggnd
triglycerides levels, but increased HDL-cholestdeokls on obese mice subjected to high-fat/higietirse
diet. In contrast, treatment with soluble human tireincreased food intake but did not increase body
weight and total-cholesterol in mice with norma¢tdiwhen stopping the treatment with human W100E-
Leptin, it was detected a significant increase adyoweight in all groups of mice apart from the woh
indicating a rebound effect. The results contriliatthe understanding of how to increase Leptirsifeity and

in consequence to overcome Leptin resistance symerdhis might be relevant in offering more evidenc
of the potential use of the Leptin in the treatresgdinst obesity and overweight conditions.

Keywords: Leptin, W100E, Triglycerides Levels, HDL-CholesteHigh-Fat/High-Fructose Diet

1. INTRODUCTION are associated to the development of chronic diseas
such as hyperlipidemias, type Il diabetes and
Overweight and obesity are major health problemscardiovascular complications (Sowers, 2003; Sanchez
spread worldwide. It is estimated that in some toes 2005; Carrillo-Vazquezet al., 2013) implying high
the prevalence of obesity is higher than 30% ofrthe economic costs to health systems of mentioned matio
populations, some examples are Mexico (32.8%), USAIt is well recognized that obesity and overweight a
(31.8%), Siria (31.6%), Venezuela and Libia (30.8%) complex health problems than a mere balance between
(http://www.who.int/topics/obesity/en/; food intake and energy expenditure (Shapiral., 2008;
httRp://www.fao.org/publications ISSN  0081-4539; Ahima and Flier, 2000) and that they cannot be exblv
Barrera-Cruz et al., 2013). In addition, overweight by solely trusting in the willpower of individuals.
accounts for similar percentages in these countriesSeveral hormones have been described to regulate
(http://www.who.int/topics/obesity/en/). Both cotidns appetite and metabolism involving Leptin, ghrelin,
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Department of Molecular Biomedicine and DoctoralgPaon of Biotechnology,
ENMH-IPN, Mexico City, Mexico
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insulin, Peptide YY3-36 (PYY3-36), Chole Cysto Kini Leptin on mice feed with normal or high fat/high
(CCK) among others (Be#t al., 2005). Leptin is one of fructose diets. These results are helpful to better
the most influential adipose derived hormones thatunderstand how to overcome short circulating half-

participate in energy balance (Housekneattal., 1998). life, low potency and poor solubility of human Lept
The Leptin gene encodes for a 167 amino acid protei In consequence, they bring us closer to spreadirg t
with 21 amino acid signal sequence (Varneginal., use of this hormone as a therapeutic option against

1998). Leptin is mainly produced in white adipassiue, obesity and overweight.

followed by brown adipose tissue, placenta, ovaries

skeletal muscle, stomach, mammary epithelial cbtisg 2. MATERIALSAND METHODS
marrow, pituitary and liver (Prins, 2002; Masuzakial.,

1997; Paz-Filhoet al., 2010). The effect of Leptin in 2.1. Human W100E-L eptin

energy balance is evidenced by the extreme . obese The gene encoding for human Leptin was cloned in a
phenotype caused by Leptin scarcity and by the atam modified version of pET19b vector (Novagen). This

decrease in food intake _and bOdY. weigh'g that OCCUISector encodes for a 10-His-tag protein and a RssiBn
upon treatment of this condition with Leptin p qiease (GE Health Care Life Sciences) cleavage si
administration (Morrison, 2008). Even though, obese-l-he W100E mutant construct was obtained by Quik
individuals usually show increased levels of Leptin Change (Stratagene) site-directed mutagenesisskigu
serum and respond unsuccessfully to Leptin treatmen,o oligonucleotides Fw 5’ AGC TGC CAC TTG CCG
(Benceet al., 2006). In addition, some studies have A Gcc TCT GGC CTG GAG 3 and Rv 5 CTC
shown that exogenous Leptin administration instebd -~aG GCC AGA GGC CTC CGG CAA GTG GCA
providing a cure, it might contribute to obesityj¥etal.,  GcT 3' and following the manufacturer's protocol. E
2013). It has been observed that Leptin worsensigbe ¢ cells strain BL21 (DE3) pLysS (Novagen) haibgr

of high-fat diet-induced animals, whereas rats dova the pET19b-human-W100E-Leptin- plasmid were grown
fat diet exhibited the expected Leptin-induced wdigdun at 37°C in 2X YT medium complemented with
in body weight (Florest al., 2006). Also, it seems that ampicillin (100ug mL™) to an OD600 of 0.6 followed
increasing energy expenditure by exercise mighef@v py induction with 1 mM IPTG and further incubatitor
synergetic effect to improve the response to ex088n 16 h at 37°C. After harvesting by centrifugatide tells
Leptin administration (Loet al., 2005). Some authors \yere disrupted by sonication. Crude inclusion body
have proposed that the reduced clinical efficacy of he|iets were obtained and washed twice with 50 mM
Leptin results from its short circulating half-liféow Tris-HCI 100 mM NaCl, 1mM EDTA pH 8.0, 1% Triton
potency and poor solubility (Let al., 2005). Also, poor  x.100 at 4°C. The remaining insoluble inclusion pod
solubility hindered to readily crystallize wild tyhuman  pellet was dissolved in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
Leptin. However, this hormone could be structurally complemented with 8 M urea and centrifuged to fylari
described by substituting Trp for Glu at positioB01  Afterwards, the sample was extensively dialyzedrega
(Zhanget al., 1997). Leptin W100E is the first soluble 3 solution with composition 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM
Leptin described and it has been mentioned asradm KH2PO4, 137 mM NaCl and 2.7 mM KCI (solution A)
with similar biological activity but higher propetysto  mixture of oxidized (0.2 mM) and reduced (2 mM)
crystallize (Zhanget al., 1997; Haglundet al., 2012).  glutathione was added to the protein preparati@ptih
Nevertheless, to our knowledge, the effect of W100E protein was purified by nickel-affinity chromatogisy
Leptin treatment (sequence showrFig. 1), on the food  (Ni-NTA Agarose QIAGEN). After extensively washing
intake, body weight and lipid profile on mice with with 50 mM imidazole, bound protein was eluted wath
normal and hypercaloric diets has not been exlicit solution A complemented with 250 mM imidazole and 2
presented. Indeed, most reports showing the usem M NaCl. For the removal of the 10-His tag, the fied
treatment against obesity utilize recombinant roeffli  proteins were dialyzed against buffer solution aaring
human Leptin depicted as metre Leptin (Vatteal., 2012; 10 mM KH2PO4, 10 mM K2HPO4 pH 8.0 (solution
Seuk Mooret al., 2011; US 2013/0203661 Al). As one B) and treated with Pre Scission Protease (GE
single amino acid mutation can alter physicochemica Healthcare Life Science), following the manufactisre
properties, conformation, as well as biologicaliaiyt, protocol. His tags and non-cleaved Leptin were
we were interested in to describe in a comprehésib eliminated by high resolution ion exchange
manner the antiobesity effects of the construct WELO  chromatography (Mono Q 5/50 GL, GE Healthcare Life
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Science) eluting with solution B complemented vat Male ICR mice (Biorepository of the National Schabl
NaCl to form a saline gradient. After cleavage, the Biological Sciences) weighing 25-30 g were housed i
resulting sequence contains a Gly and a Pro atNthe room at a constant temperature of 22+1°C and a 12 h
terminus as describing Fig. 1. light/dark cycle (Il_ghts on at 9: 00 AM) and werean
Homogeneity of Leptin-W100E was confirmed by food and watead libitum.
SDS-PAGE. The purified protein was extensively All experiments were approved by the Laboratory
dialyzed against with solution B. All reactants wer Animal Care Committee of the national school of
molecular biology grade and the water used wasBiological Sciences (National Polytechnic Instijutnd
distilled and deionized. were conducted in compliance with _the Mexican _(Dmc
standard (NOM-062-200-1999) technical specificatifor
2.2. High-Fat/High Fructose Diet the production, care and use of laboratory aninkaistly,
) _ mice were distributed into four groups of 10 animal
The high-fat food was made by supplementing 35% aach and nourished with either standard or Highiigit
lard to a ground standard diet. Fructose (Cedrosa S pryctose diet (HFHF), for four weeks. Afterwards,
Mexico) solution (60%) was given daily by gavage. groups 3 and 4 were dosed with human W100E-Leptin
Food consumption was measured every day and bodyyaily subcutaneous injection of 3@y per mouse, at eight
weight was measured once each two days. Theyciock) for ten days while nurture was continuedall
composition of the diets is presentediiable 1. mice. During the whole experiment food intake andyb
weight gain were recorded. At the end of treatmerst,
continued to record these variables daily for themrweek.

2.3. Lipid Profile

After ten days of treatment, blood was collecteddiso

10
e (I T [

W100BE VP IQRVODD TETLIRT IV

Metreleptin = MVPIQRVODDTETLIKTIVT

e orbital puncture and serum was prepared by cegitnuthe
W100E VSSRDRVTCLDPIPCLHFILTLERMDOTL blood at 3000 rpm for 20 minutes. The levels ofalot
HetTeleptin  VSSRURVTGLDFIFGLHELLTLSRMDQTLS Cholesterol (TC), HDL Cholesterol (HDL-C) and

Triglycerides (TGs) were determined by using the

e = 2 automatic Selectra analyzer (Model Vitalab 2), with
W100E commercial kits (RANDOX). After the whole treatment
Metreleptin animals were fasted for eight hours and then szedlif The
retroperitoneal and periepididymal fat were weighed
1 008 2.4. Statistical Analysis
Metreleptin

Data were analyzed with one-way ANOVA followed
by Holm-Sidak post hoc tests, with significance et
R p<0.05. Food consumption was analyzed using two-way
#1008 CTEVVALERLGS S LUPHLIGLBLER e ANOVA repeated measures tests followed by Tukey's
Hetreleptin  STEVVALSRLOGSLUDMLWRIDLSESC post hoc tests, with significance set to p<0.05l Al
analyses were performed using Sigma Stat (10.0).

Fig. 1. Sequence alignment of Human Leptins. W100E
corresponds to the construct described by X-ray 3.RESULTS
crystal-lography (Loet al., 2005), MetreLeptin is the
most widely used is Leptin treatments and the secpie  3.1. Food I ntake

of W100E Leptin mutant used in this study. . . )
P Y In Fig. 2, we show food intake during the 10 days

Table 1. Composition of the control and test diets of treatment with human Leptin W100E. The mice

Control (%)* HF (%)* that received standard diet and treated with Leptin
Protein 28.05 18.23 (W100E) significantly increased their food intake
Fat 12.14 7.89 (above 5 grams per day), compared to the other
Lard 0.00 35.00 groups. Meanwhile, those given a diet high in fad a
Carbohydrate 59.81 38.88 Fructose and Hormone treatment (HFHF + W100E)
Total 100.00 100.00 decreased their food consumption (below 4.5 g per
Calories (kcal) 467.50 314.50 day), but their calorie intake was higher.
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3.2. Body Weight

In Fig. 3 the body weight of mice on a high-calorie
diet during treatment with W100E-Leptin is showrdan
compared with the other groups. Although, no sigaift
differences were found, it is still observed thaicen
subjected to a High Fat/High Fructose diet plus &om
W100E-Leptin (HFHF + W100E) gained less weight
than mice of the other treatments.

3.3. Retroperitoneal and Periepididymal Fat

The effect of human W2100E-Leptin on
retroperitoneal and epididymal fat of mice subjdcte
standard and high-calorie diets are showFim 4. It is
observed that the mice receiving the High-calorigt d
(HFHF) had higher fat content (c.a., 1.1 g) thae th
control group (approximately 0.55 g).

On the contrary, the mice receiving the W100E-
Leptin and High Fat/High Fructose diet (HFHF +
W100E) presented less fat (about 0.85 g) but did no
differ significantly from group with hyper caloritiet or
from the control group.

3.4. Lipid Profile

Figure 5 shows the lipid profile of mice subjected to
normal or high-calorie diets with and without human
W100E-Leptin treatment and no significant differesndn
levels of total cholesterol between groups of migere
observed Kig. 5a). Regarding the triglyceride levelsig.
5b), there was a significant increase on mice fech wit
HFHF diet. In turn, those mice with the standaret dind

7.517

Food ingestion (g)

human W100E-Leptin treatment showed a slight irserea
but not significantly different from the controlpmfrom the
HFHF diet group. Interestingly, mice receiving thigh-
calorie diet and human W100E-Leptin showed a Sagmit
decrease in triglyceride's levels compared with greup
HFHF. Fig. 5¢c shows HDL cholesterol levels for the four
groups. The opposite effect to that described for
triglycerides levels was detected, since the micat t
received the HFHF diet complemented with human
W100E-Leptin showed a significant increase in this
variable. Variations of LDL-cholesterol between
groups were not significant, even though the highes
levels for the HFHF + W100E group were observed,
whereas the lowest value obtained for mice with the
standard diet and W100E-Leptin treatment.

3.5. Rebound Effect

In Fig. 6, the results of food consumption during the
following week after W100E-Leptin treatment was
completed are shown. It is observed that mice vetgi
human W100E-Leptin with normal diet show alterasion
in food intake since oscillations in this varialkdee
observed after stopping treatment. The mice who
received the HFHF diet and human WZ100E-Leptin
decreased their food intake the following two dafter
treatment, but in subsequent days they increaseid th
consumption to normal levels.

In Fig. 7, the increase in body weight of mice one
week after treatment completion with Leptin W100E
is shown.

—e—Control
—C—HFHF
—y—WI100E
—4&—HFHFE + W100E

(5]

F T

Time (days)

Fig. 2. Food intake of mice subjected to normal or higlomaldiet (HFHF) with and without treatment withgdtie W100E. Significant

difference *p<0.05 Vs. Control and HFHF, HFHF +QUE. +
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Fig. 3. Body weight of mice on a High-calorie diet (HFHF)ring treatment with and without Leptin W100E. Ffeator ANOVA
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v T
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Fig. 4. Retroperitoneal and epididymal fat of mice on a kiglorie diet with and without Leptin treatment VOED Different letters
define differences between groups (p<0.05). OneANQVA, post hoc Holm Sidak test
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Triglycerides (mg/dl)
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Fig. 5. Lipid profile of mice subjected to a high-calorietdand after treatment with or without W100E LaptA) To-tal- Cholesterol,
(B) Triglycerides, (C) HDL-cholesterol and (D) LOtholesterol. Different letters define differencestiveen groups (p<0.05).
(A) One-way ANOVA, post hoc Holm Sidak test; (B})(@nd (D) ANOVA on Ranks, Dunn’s post hoc test
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Fig. 6. Food intake one week after completion of Leptin-\W&Otreatment. *p<0.05 Vs. HFHF and control groupvoiway
ANOVA RM, post hoc Holm-Sidak test
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Body weight gain {g)

. F

Control HFHF WI100E HFHF + W100E

Fig. 7. Body weight gain one week after Leptin W100E treatimfinished. Different letters define differencestleen groups
(p<0.05). One-way ANOVA, pot hock Holm-Sidak test

All groups significantly increased the body weight their body weights compared with control, althoubh
compared with the control, though a lower weighinga increase was lower in the latter group.
corresponded to HFHF + W100E group. Also, the gain

in body weight of mice is shown one week after 4. DISCUSSION
completing the treatment with human W2100E-Leptin.
Mice subjected to HFHF diet (without Leptin), stand Obesity is a complex multi factorial chronic diseas

diet with human W2100E-Leptin and HFHF diet with that develops from an imbalance between energy
human W100E-Leptin treatment significantly increhse intake and energy expenditure. Abnormal or excessiv
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accumulation of energy as fat in adipose tissuéhés These data complement our knowledge about
result of a combination of physiological, psychétag, ~ soluble Leptin usage as treatment against obesity a
metabolic, genetic, socioeconomic, cultural and @ssociated pathologies.

emotional factors (Blancas-Floresal., 2009). It is well

recognized that combating obesity is a difficulblgem 5. CONCLUSION
that cannot be solely solved by trusting in thel wil The effect of W100E-Leptin is different in mice
obese and overweight individuals. Therefore, Séverareceivingastandard diet from that receiving higierie
efforts are in progress to propose plausible aiires o diet. In animals with standard diet W100E-Leptinised
help in obesity treatment. Among them Leptin, siitce greater food consumption as well as total-choletter
discovery (Zhangt al., 1995), has been considered as alevels, but body weight remained unchanged. In alim
potential  alternative treatment against obesity. with high calorie diet, W100E-Leptin treatment
Nevertheless, the original enthusiasm towards wasdecreased food intake and body weight as well as
vanished, when it was observed that commonly obesdriglycerides, ~while HDL-cholesterol levels were
and overweight individuals show augmented levels ofincreased. When stopping W100E-Leptin treatment the

circulating Leptin. During these two decades, weeha food consumption pattern was affected, which caases

learned about signaling pathways, Leptin resistance. 1~ ca>c 1N body weight in all groups comparedhi t

h . lationshi ith oth . control group. The rebound occurred in animals with
phenomenon, its relationship -with other important ,ma) diet as well as high-calorie diet. In cosabm,

hormones and how it might participate in other thege results show that the use of recombinantri.épt
physiological processes, like bone formation, gahad murine models weight loss occurs accompanied by an
development, among many other functions. improvement in lipid profiles. However, subsequent

Regarding the structure of Leptin, the only studies W100E administration in humans is requtaed
crystallographic coordinates available of this honen  determine their therapeutic potential for the tmesit of
peptide have been obtained by substituting a tpfta ~ Obesity and its comorbidities.

at position 100 by a glutamic acid (Zhaetgal., 1997).
This mutant was described to show similar biololgica 6. ACKNOWLEDGMENT
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