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RESUMEN

La obesidad en la actualidad es un problema de indole mundial, para cuyo abordaje
se han propuesto alternativas tanto en sistema periférico como en sistema nervioso
central. Los receptores a adenosina han demostrado su capacidad regulatoria del
tejido adiposo, en acciones metabdlicas que ayudan en el problema de la obesidad.
Sin embargo, son poco conocidas las implicaciones a nivel de sistema nervioso
central en esta patologia. Hasta el momento no existen pocos reportes sobre la
implicacion de los receptores purinérgicos en el sistema nervioso central en la
obesidad. Con el fin de determinar el posible rol de los receptores a adenosina Al y
A2A en la obesidad, se generd un modelo de obesidad en rata con una dieta alta
en grasas suplementada y no suplementada con 1,3,7-trimetilxantina. En este
modelo se evalud la expresién génica y proteica de los receptores Al y A2A en el
hipotalamo de rata ademas se determiné el efecto de la 1,3,7-trimetilxantina en los
grupos de ratas a evaluar. La expresién génica fue evaluada mediante qPCR, la
expresion y distribucion proteica por inmunohistoquimica de fluorescencia y para el
analisis estadistico se realizdé un analisis de ANOVA de dos vias con post hoc de
Tukey para determinar si existen diferencias significativas. Los datos arrojados
mostraron que los receptores modifican su expresion tanto por la dieta como por el
consumo crénico de cafeina en el hipotalamo de las ratas.

Palabras clave: Al, A2A, dieta alta en grasas, hipotdlamo, obesidad, receptores
purinérgicos.



ABSTRACT

Nowadays obesity is a worldwide problem, alternatives have been sought for its
approach in peripheral and central nervous system. The adenosine receptors have
demonstrated their regulatory capacity in metabolic actions of the adipose tissue
that could help in the obesity problem, however in central nervous system there are
no evidences about their implication for these reasons in this work we evaluated the
genomic and proteomic analysis expression of adenosine A1l and A2a receptors in
obese rat hypothalamus, in order to determinate a possible implication in this
disease, was evaluated the effect of 1,3,7-trimethylxanthine in the rats groups. For
this goal was generated an obesity rat model with a high fat diet, supplemented and
not with 1,3,7-trimethylxanthine, and was studied the Al and A2 purinergic
receptors genes in the hypothalamus in a control and obese group by gPCR. The
receptor distributions for those receptors were also studied by
immunohistochemistry and the results were statistical analyzed by a two way
ANOVA statistical analysis and a post hoc test.

Key words: A1, Aza, high fat diet, hypothalamus, obesity, purinergic receptors
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1. INTRODUCCION

La obesidad esta definida por la OMS como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa, que puede ser perjudicial para la salud; en la actualidad es un problema
de indole mundial. En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) en el 2012, reporté que el 26.8% de los hombres y el 37.5% de las
mujeres mayores de 20 afios padecen obesidad.

El abordaje de esta enfermedad esta principalmente enfocado en medidas
preventivas como el ejercicio y la dieta, sin embargo, no todas las personas son
capaces de responder fisiolégicamente a estos cuidados, siendo por ello que se
buscan alternativas farmacolégicas para poder abordar el problema. El criterio de
evaluacion para el tratamiento farmacoldgico es estipulado por la FDA (Food and
Drug Administration), hasta el 2010 solo dos farmacos se prescribian para el
tratamiento de la obesidad, el orlistat y la sibutramina, ambos con buenos

resultados en la disminucién del peso corporal.

Los estudios respecto a los receptores purinérgicos y la obesidad se han enfocado
o han sido encaminados en su mayoria a los efectos en sistema periférico,
principalmente tejido adiposo, pero poco se ha estudiado en sistema nervioso
central. Los receptores purinérgicos, haciendo énfasis en los de adenosina han sido
evaluados en estados de respuesta al grado de alimentacién, por ejemplo, el
receptor A1 se ha encontrado que en un modelo animal con dieta restringida,
aumenta su expresion en hipotadlamo, el principal regulador de apetito, por lo que se
sugiere su papel en esta estructura cerebral. Es por eso que en este trabajo se
evalué la expresiéon de dos de los receptores a adenosina (A1 y A2a) en el
hipotalamo, en un estado de obesidad en ratas, para determinar su posible
participacion a este nivel en ese estado patoldgico, y poder ver en un futuro su

posible aplicacion para abordar la enfermedad.



2. ANTECEDENTES
2.1 Obesidad

De acuerdo a la OMS, la obesidad y el sobrepeso se definen como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
Es por ello que esta organizacidbn se encargé de desarrollar un sistema de
clasificacion, para discrepar entre una persona obesa o0 con sobrepeso; esta
clasificacion esta basada en el indice de masa corporal (IMC), que es un indicador

de la relacion entre el peso y la estatura.

El IMC se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su
talla en metros (kg/m2), con base en esta clasificacion tenemos que un IMC igual o
superior a 25 determina sobrepeso, mientras que un IMC igual o superior a 30
determina obesidad. Esta herramienta resulta ser muy 0til para la clasificacion, ya
gue proporciona una medida mas util del sobrepeso y la obesidad en la poblacion,
siendo la misma para ambos sexos y para los adultos de todas las edades (OMS,
2014).

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad, es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y gastadas, el cual es producido por un aumento en la
ingesta de alimentos hipercal6ricos que son ricos en grasa, sal y azucares, pero
pobres en vitaminas, minerales y otros micronutrientes; ademas de un descenso en
la actividad fisica, como resultado de la naturaleza cada vez méas sedentaria de
muchas formas de trabajo, de los nuevos modos de desplazamiento y de una

creciente urbanizacion.

La sociedad ha sido influenciada por mercadotecnia de empresas dedicadas al
desarrollo de alimentos, empresas que se encuentran enfocadas en la produccion
de comida rapida, algunos con contenidos energéticos muy altos, lo que repercute
en cambios en el metabolismo de las personas y que encamina la generacion de

ambientes obesogénicos.



Los cambios en los habitos de alimentacion y la actividad fisica son a menudo
consecuencia de cambios ambientales y sociales asociados al desarrollo y a la falta
de politicas de apoyo en sectores como la salud, agricultura, transporte,
planeamiento urbano, medio ambiente, procesamiento, distribucion 'y

comercializacion de alimentos y educacion.

La obesidad est4 asociada con una variedad de enfermedades que incluyen,
dislipidemias, hipertension, accidente cerebrovascular, diabetes y ciertos tipos de
cancer. Ademas, una condicion crénica tal como artritis, apnea y problemas en
vesicula biliar también se han relacionado con obesidad. Se ha demostrado que
una ligera pérdida de peso (5-10%) en una persona con obesidad, puede conducir
a mejoras en los riesgos de las enfermedades asociadas a esta enfermedad (Bray
y Ryan 2014).

2.1.2. Estadisticas de obesidad

La obesidad ha incrementado su incidencia en todos los paises. En el 2014, 39%
de las personas mayores a 18 afos (38% de hombres y 40% de mujeres)
presentaron sobrepeso. La prevalencia de la obesidad en todo el mundo se duplico
entre los afios de 1980 y 2014. En el 2014, 11% de los hombres y 15% de las
mujeres en todo el mundo fueron obesos. De este modo, mas de medio millén de

adultos en todo el mundo son clasificados como obesos.

Estimaciones estandarizadas por edad sobre la prevalencia de la obesidad en
hombres y mujeres de edades comprendidas de 18 afios y mas, se muestran en las
figuras 1 y 2 respectivamente. La prevalencia de sobrepeso y obesidad es mayor
en las regiones de América (61% de sobrepeso u obesidad en ambos sexos, y 27%
de obesidad). Presentandose ademas una tendencia en la cual se observa que las

mujeres presentan mayor indice de obesidad que los hombres.

En México de acuerdo a estas estadisticas, mas del 25% de mujeres presentan
obesidad, mientras que los hombres presentan porcentajes menores que van del

15-24.9%, siendo estas cifras realmente alarmantes (OMS, 2014).
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2.2. Estadisticas de obesidad en México

México estd inmerso en un proceso de transicion, donde la poblacion experimenta
un aumento inusitado de IMC excesivo (sobrepeso y obesidad) que afecta a las
zonas urbanas y rurales, a todas las edades y a las diferentes regiones. Los
aumentos en las prevalencias de obesidad en México se encuentran entre los mas
rapidos documentados en el plano mundial. De 1988 a 2012, el sobrepeso en
mujeres de 20 a 49 afios de edad se increment6 de 25 a 35.3% y la obesidad de
9.5 a 35.2% (Figura 3).
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Figura 3. Distribuciéon del estado nutricio de hombres y mujeres adultos de
México, de acuerdo a la clasificacion del IMC establecido por la OMS. México
ENSANUT 2012.

En el ultimo periodo de evaluaciéon (de acuerdo a ENSANUT de 2006 a 2012), la
prevalencia agregada de sobrepeso y obesidad en adultos ha mostrado una
reduccion en la velocidad de aumento que era cercana al 2% anual (en el periodo
2000-2006) para ubicarse en un nivel inferior al 0.35% anual (Gutiérrez y col.,
2012).

Después de aumentos rapidos en la prevalencia combinada de sobrepeso y

obesidad, se ha observado una menor aceleracion en el porcentaje relativo de



aumento entre los aflos 2006 y 2012. A nivel mundial se han propuesto diversas
explicaciones sobre este fendmeno entre las principales destacan las siguientes: a)
equilibrio de saturacion: existe un porcentaje de la poblacibn con alta
susceptibilidad a desarrollar peso excesivo (por razones genéticas), que constituye
el techo de la prevalencia, al que se esta llegando ya en la poblacion mexicana, b)
efecto de intervenciones: los factores de riesgo inmediatos (ingestion de energia o
actividad fisica) se han modificado promoviendo la acumulacién de tejido adiposo
en las personas. Es importante mencionar que la prevalencia de obesidad en
México se encuentra entre las mas altas del mundo, de acuerdo a la OECD (por
sus siglas en inglés. The Organization for Economic Co-operation and
Development) ocupando el segundo lugar a nivel mundial, siendo el primer lugar

Estados Unidos (OECD, 2014).
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Figura 4. Prevalencia de obesidad en adultos en el 2012 (Modificado de OECD

2014).




2.3. Tratamientos para la obesidad

La obesidad a nivel mundial ha tenido tal impacto que ha generado que se lleven a
cabo medidas de prevencion, para evitar riesgos derivados de este estado
patolégico, las principales medidas son, dieta y ejercicio (NOM-008-SSA3-2010),
pero el problema ante estas medidas es que no toda la poblacién es capaz de
responder fisiolégicamente, por lo que se necesita la busqueda de nuevos agentes

terapéuticos, que puedan proveer un mecanismo efectivo para la pérdida de peso.

El criterio de evaluacion para un tratamiento farmacoldgico efectivo esta estipulado
por la FDA (Food and Drug Administration) y la NICE (National Institute Health and
Clinical Excellence), hasta el 2010, solo dos farmacos se prescribian para el
tratamiento de la obesidad, el orlistat y la sibutramina. Estos farmacos tienen
mecanismos de accion completamente diferentes, pero mostraron disminuir de
manera eficaz el peso corporal en conjunto con cambios en la alimentacion y la

actividad fisica.

El mecanismo de accion del orlistat es la disminucién de la absorcién de grasas,
inhibiendo la lipasa pancreatica y gastrica en la luz intestinal. Esta inhibicion no
permite que los triglicéridos se degraden a acidos grasos libres y puedan ser
absorbidos por el epitelio y posteriormente utilizados. Se ha demostrado mediante
estudios doble ciego que el orlistat puede disminuir 3% del peso corporal en 52
semanas (Davidson MH y col. 1999).

Por otra parte, la sibutramina, fue suspendida en el mismo afio por la agencia
reguladora de farmacos de la unidon Europea, por presentar efectos secundarios
severos a nivel cardiovascular, sin embargo, la FDA permitid la venta para otros
paises que no corresponden a la unidon Europea. Este farmaco actia inhibiendo la
recaptura de monoaminas y es considerada una de las drogas mas prescritas para
el tratamiento de la depresion, mostrando ademas del efecto antidepresivo, una

disminucién de peso corporal por reduccion de ingesta de alimentos.



La lorcaserina es otro medicamento potencial para el tratamiento de la obesidad,
actla en el sistema serotoninérgico central, reduciendo la ingesta de comida y el
peso corporal, actuando como un agonista selectivo de los receptores a serotonina

5-HT2c teniendo efecto directo a nivel de hipotalamo (Bello y Liang, 2011).

En el cuadro 1 se muestran los farmacos aprobados por la FDA, dosis y mecanismo

de accion.

Cuadro 1. Farmacos aprobados por la FDA para la disminucion de peso
(Modificado de George y Donna, 2014)

Inhibidores de la lipasa pancreatica aprobados por la FDA

Orlistat, 1999 Xenical 120mg tres veces al dia antes de la comida

Orlistat, 2007 Alli 60mg tres veces al dia antes de la comida

Agonistas de los receptores 5-HTzc aprobados por la FDA

Lorcaserin, 2012 Belviq 10mg dos veces al dia

Inhibidores de la recaptura de 5-HT (Antidepresivo)

Fluoxetina Reductii | e

Drogas noradrenérgicas aprobadas por la FDA

Fentamina, 1959 Tenuate 25mg tres veces al dia

Fendimetrazina , 1959 Bontril 17.5-70mg tres veces al dia




2.4. ¢ Por qué desarrollamos obesidad?

La obesidad se genera principalmente porque existe un desequilibrio en la
homeostasis energética, es decir, un aumento en la cantidad de energia consumida
comparada con la cantidad de energia gastada. Cuando presentamos un equilibrio
en el consumo y gasto energético, tenemos un estado metabdlico optimo; sin
embargo, cuando rompemos con este equilibrio, el cuerpo empieza a almacenar
tejido adiposo, no solo a nivel abdominal, sino también en otros érganos, como lo
son: péncreas, higado y rifidn, que nos lleva a un desorden metabodlico y al

desarrollo de enfermedades secundarias a la obesidad (Figura 5) (Velloso, 2011).

HIGADO

GASTODE  ~oNSUMO DE
ENERGIA

ENERGIA

MUSCULO

OBESIDAD Y v~
DESORDEN S —
Ejercicio METABOLICO
PANCREAS
-~ ~‘
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e
&’

SOBREPESO Y
OBESIDAD

Figura 5. Esquema que representa el desequilibrio energético (Modificado de
Velloso, 2011)



La homeostasis energética es considerada como el equilibrio entre la ingesta de
alimentos y el gasto energético; es un proceso altamente sensible regulado por el
sistema nervioso central (SNC), principalmente el hipotalamo. Esta homeostasis
esta mediada por las entradas nutricionales, humorales y nerviosas en un sistema
cerebro-periferia (Figura 6) (Buckman y Ellacott, 2014). La informacion sobre el
estado de energia esta integrado por los nucleos hipotalamicos y el tronco cerebral,
y es transmitida a otros circuitos neuronales tales como la via dopaminérgica
mesolimbica. Hasta la fecha, la gran mayoria de las investigaciones sobre la
regulacion hipotaldmica de la homeostasis de la energia, se ha centrado en la
participacion de la sefializacion neuronal con la contribucién de otros tipos de

células.
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Figura 6. Interaccién de los 6rganos periféricos con el sistema nervioso central

para la regulacion de la homeostasis (Modificado de Buckman y Ellacott,2014).
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2.5. Hipotalamo y obesidad

El hipotdlamo consiste en una poblacién heterogénea de nulcleos, que son
responsables de mantener la homeostasis corporal. Estudios genéticos y
farmacoldgicos han identificado circuitos neuronales hipotalamico, que juegan un
papel importante en las sefiales que integran el consumo de alimentos y el gasto
energético (Buckman vy Ellacott, 2014). Esta homeostasis esta derivada
principalmente de la regulacién en dos areas hipotaldmicas conocidas como: a) el
centro de saciedad que es el area ventromedial, sensible a leptina circulante y que
contiene neuronas sensibles a glucosa, inhibiendo asi la alimentacion, y b) el centro
de alimentacion clasica que es denominado como area lateral esta relacionada con
aspectos motivacionales de alimentacion inducidos por hipoglucemia y sensible a la
accion del neuropeptido Y.

Por lo tanto el hipotalamo esta relacionado con la obesidad, principalmente por la
regulacion de la ingesta de alimentos, funciéon que esta regulada por mdltiples
receptores como el de serotonina, el receptor de melanocortina y receptores a

glutamato, entre otros.

Después de la ganancia de peso debido a una exposicion alta en grasas, el
impacto sobre la homeostasis energética puede ser medida determinando si
existen cambios en “puntos en especificos” en vias de sefializacién en el tejido
analizado, ya que se ha demostrado que el aumento en el tejido adiposo en
modelos experimentales genera cambios en la actividad hipotalamica. Por ejemplo,
se ha demostrado que en ratas obesas, existe un aumento en la expresion del
neuropeptido Y, estos cambios en la expresion de genes proveen informacion
valiosa de funcionalidad y organizacion del sistema energético homeostatico
(Archer y col., 2005). Otra prueba de estos cambios son los canales de potasio
sensibles a ATP, los cuales en ratas con obesidad inducida por dieta reducen su
expresion en neuronas hipotalamicas (Spanswick, 2000), teniendo asi dos de
muchos ejemplos, que demuestran como la obesidad puede cambiar la funcién

neuronal.
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En los dltimos afios se ha buscado la presencia de un tipo de receptores
denominados, receptores purinérgicos, los cuales tienen niveles de expresion
elevados en el sistema nervioso central, ademas de que en el hipotdlamo ya se ha

descrito la expresion de algunos receptores de este tipo.

2.6. Receptores Purinérgicos

Las primeras evidencias de la participacion de las purinas en la sefializacion extracelular
datan desde principios del siglo pasado, cuando Drury y Szent-Gyorgyi en 1929
demostraron que la adenosina y acidos adenilicos (AMP, ADP y ATP) extraidos del
musculo cardiaco, producian diversos efectos biolégicos como la dilatacion arterial o la
disminucion de la presién sanguinea. Poco después, se sospechd que la adenosina y el
ATP debian actuar a través de receptores diferentes. Mas adelante, se describieron las
acciones extracelulares de estos compuestos en otros tejidos, destacando sus efectos
sobre la motilidad intestinal y la contraccion uterina (Burnstock, 2007).

Las acciones del ATP, pronto se extendieron al sistema nervioso. En los afos
cincuenta, el grupo de Holton propuso al ATP como la sustancia vasodilatora que
se liberaba tras la estimulacion de los nervios sensoriales del conejo (Holton, 1959).
Al principio de la década de los 60, se detectaron en el sistema nervioso autbnomo
respuestas postsingpticas bajo el estimulo de antagonistas colinérgicos vy
adrenérgicos, lo que llevo a postular la existencia de nervios no-adrenérgicos no-
colinérgicos (NANC). Posteriormente, Burnstock propuso que dicho efector era el
ATP, introduciendo el nombre de nervios purinérgicos y sugiriendo la existencia de
una neurotransmision purinérgica (Burnstock y cols., 1970; Burnstock, 1972).
Durante mucho tiempo, estos conceptos no fueron plenamente aceptados. Sin
embargo, en los afios siguientes, se acumularon evidencias que apoyaban esta

hipotesis.

En la actualidad se tienen ya establecidos los receptores en los cuales actian las
purinas, que son denominados receptores purinérgicos. Estos receptores son una

gran familia que incluye receptores de tipo ionotropicos (P2X) y metabotropicos
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(P1y P2Y), la figura 7 esquematiza la clasificacion de los receptores purinérgicos y
su actividad derivada de la proteina G a la cual estdn acoplados (Burnstock, 2014).

P1 P2
m ATP & ADP P2y P2X..
A, Aas A, UDP-glucose & UDP-galactose x "
l I l / \
Ca, Ga, Ga, P2y, sz.jpk P2y, P2y,
4 v N4 P2Y, P2y, | P2y,
AC{ ACt AC!
v . 4 4
CAMPY cCAMP4Y cAMPY
Ga, Ga, Gu,
v L 2 2
P2X lonotrépico PLCP ACt ACY
P1 & P2Y Metabotropico ™\ v 4

DAG Ca™t cAMP? cAMPY
Figura 7. Clasificacion de los receptores purinérgicos.
(Modificado de Burnstock, 2014)

Cada uno de estos receptores tendra una purina o acido adenilico como ligando, el
ATP permitira la activacion de los receptores P2X y P2Y, mientras que ADP actuara
solo sobre los receptores P2Y y la adenosina sobre los receptores P1 (Figura 8)
(Zimmermanny col., 2012).
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Figura 8. Receptores purinérgicos y sus ligandos (Modificado de Zimmermann y
col. 2012)

2.6.1. Receptores a adenosina

En el cerebro, la adenosina no actia como un neurotransmisor clasico, es decir, no
es almacenada en vesiculas y después liberada en respuesta a un cambio de
potencial, sino que es generada intracelularmente como un metabolito intermediario
de la sintesis de acidos nucleicos y ATP. También es posible obtener adenosina
derivada del ATP ya producido, este proceso se lleva a cabo por enzimas
denominadas ectonucleotidasas (CD73 y CD39) encontradas extracelularmente,

proceso que se esquematiza en la figura 6 (Chen y col., 2014).

La adenosina extracelular ejerce efectos fisioldgicos y farmacoldgicos actuando en
4 tipos de receptores altamente conservados y farmacol6gicamente bien
caracterizados denominados receptores de adenosina, dicha familia consta de los
receptores A1, Aza, A2s Yy Az (Fredholm y col., 2001), todos son miembros de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en
inglés) (Kenneth A. y Zhan-Guo, 2006). Los efectos de la adenosina dependen de
la concentracién que tenga en el lugar donde ejercera su efecto, asi como de los

niveles de expresion de cada uno de los receptores en un tipo celular o region en el
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cerebro. Los receptores A1y Az son receptores acoplados a proteinas Gi, por lo que
inhiben la formacion de AMPc y estimulan canales de K*; el receptor A2a esta
acoplado a proteinas Gs, mientras que el receptor Azs logra acoplarse a mas

proteinas G incluyendo Gs, Gq y Gi2 ambos estimulando la produccion de AMPc

(Figura 9) (Fredholmy col., 2011).
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Figura 9. Proteinas implicadas en la regulacion extracelular de los niveles de
adenosina (Modificado de Chen y col., 2014).

Estos receptores estan implicados en una variedad de funciones, tanto fisiolégicas
y patoldgicas, que van desde la actividad motora, regulacion del suefio, cognicion,

angiogénesis, procesos inflamatorios, isquemia y desérdenes neurodegenerativos.
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Figura 10. Vias de sefalizacion de los receptores a adenosina

(Kenneth y Zhan-Guo, 2006).

2.6.1.1. Receptores A1

El receptor a adenosina Al es el subtipo mas estudiado de estos receptores y ha

sido ampliamente caracterizado en multiples 6rganos, siendo su accién primaria la

regulacion de ritmo y contractilidad cardiaca, liberacién de neurotransmisor, lipolisis

y funcién renal. Este receptor acoplado a proteina Gi, regulando adenilato ciclasa,

guinasas y algunos canales ionicos (ej. potasio), juega un papel importante en

muchas funciones celulares, teniendo como resultado final diversas acciones,

dependiendo del tejido en el cual se esta expresando. En la figura 11 se muestra el

efecto que implica la activacion de estos receptores en diversos tejidos.
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Figura 11. Diagrama que esquematiza las principales funciones de los receptores
A1

2.6.1.1.1. Mecanismo de accion

El mecanismo de accién del receptor A1 se encuentra mediado por dos tipos de
vias de sefializacién, una candnica y otra no canonica, entendiéndose como via
canonica, aquella que se desencadena por la union directa del ligando y que es la
respuesta principal ante tal estimulo, y la no candnica es aquella via que implica la
regulacion del receptor, por ejemplo, la internalizacién o desensibilizacién y que no
esta implicada con las principales vias de sefalizacién establecidas para el

receptor.

2.6.1.1.1.1. Via de sefalizacion canonica

El receptor A1 se expresa en multiples tejidos incluyendo el cerebro y presenta una
afinidad relativamente alta para la adenosina (Fredholm y col. 2001). Existe una
amplia evidencia de que una porcion significante de la funcion de adenosina en

cerebro es mediada por el receptor Ai. En la actualidad se ha demostrado que las
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vias de sefializacion funcionales del receptor, son derivadas de su acoplamiento a
proteinas G. El receptor A1 esta acoplado a una proteina G inhibitoria. La
estimulacion de Ai promueve la inhibicion de adenilato ciclasa y por lo tanto una
disminucién en la produccion de AMPc el cual se sabe inhibe la PKA dependiente
de AMPc en las neuronas, puede regular la liberacibn de neurotransmisores y
neuropéptidos. (Nabekura y Akaike, 2003). Otros blancos rio abajo de Gai incluye
canales de K* (Kirsch y col, 1990) y canales de Ca?* (Liu y Gao, 2007). Es
importante destacar que, la estimulacion de A1 pude activar la via de fosfolipasa C
(PLC), derivada de la liberaciéon de los dimeros de GBY, en varios tipos celulares
(Doddi y Dobson, 2010). Por otra parte, la via de sefializacion de PLC/PKC, puede
ser activada por el receptor A1 via Gats, en células de linfoblastoma humano y
células HEK293 (Liu y Wong, 2004).

Via de sefalizacién no candnica

Similar a muchos otros receptores acoplados a proteinas G, la desensibilizacion
funcional del receptor A1 estd mediada por quinasas de GPCR y arrestina. La
estimulacién de A1 induce un rapido reclutamiento de B-arrestina 1, a la membrana
plasmatica y la posterior activacion de ERK1/2, seguido por una baja en la
regulacion del receptor A1 (Jajoo y col., 2010). No existen ligandos selectivos para
la via independiente de proteina G del receptor A1, que se hayan desarrollado con

éxito (Langemeijier y col., 2013).
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Figura 12. Mecanismo de accion del receptor a adenosina Az. Principales vias de

activacion (Modificado de Frendholm y col. 2001).
2.6.1.1.2. Distribucion de receptores purinérgicos A1 en cerebro

El receptor A1 se expresa en todo el organismo humano con niveles elevados en
cerebro, notablemente en neuronas de corteza, hipocampo, hipotdlamo y cerebelo,
ademas se sabe que se encuentra en medula espinal. (Dixon y col.,, 1996;
Fredholm y col., 2001; Mahan y col., 1991). En el cerebro se encuentra distribuido
tanto en neuronas post sinapticas como presinapticas (Rebola y col., 2003).
Ademas se encuentra ampliamente distribuido en hipotalamo en la region anterior
en el ndcleo supradptico y supraquiasmatico, en la region media en el area lateral y

la regién posterior en el nucleo posterior.
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Figura 13. Distribucion del mRNA del receptor A1 (Modificado de Dixon y col. 1996)

2.6.1.2. Receptores a adenosina Aza

El receptor a adenosina A2a se expresa ampliamente en bazo, timo, leucocitos,
plaquetas, neuronas GABAEérgicas y algunas regiones del cerebro. Las acciones
del receptor Az2a son diversas, ya que se ha encontrado co-localizado y fisicamente
asociado a otros receptores acoplados a proteinas G, formando heterodimeros, por
ejemplo con el receptor de dopamina (D3/Az2a), con el receptor canabinoide
(CB1/A2a) y con el de glutamato (MGIUR5/A2a).

El receptor A2A es importante en la regulacion de la vasodilatacion, sintesis de
nuevos vasos capilares y proteccion de tejidos ante dafios colaterales inflamatorios,
ademas, se ha encontrado que puede modular la liberacion de citocinas, mientras
gue a nivel cerebral, se asociado principalmente con las enfermedades de

parkinson, depresion y alzheimer (Figura 11).
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Figura 14. Localizacién del receptor a adenosina Aza (negro), funcién en el tejido o
célula (rojo) y posible aplicacién terapéutica (azul) (Modificado de Leray col.,
2013).

2.6.1.2.1. Mecanismo de accion

El receptor A2a, es un receptor acoplado a proteina G (GPCR por sus siglas en
ingles) el cual tiene una afinidad alta por adenosina comparado con los otros
receptores. (Frendholm y col., 2001). Es bien sabido que la via de sefializacion del
receptor Aza, esta dada por la activacion de cAMP/PKA, debido a que esta acoplado
a una subunidad Ges (Chen y col.,, 2014). La elevacion de cAMP conduce a la
activacion de PKA y mdltiples blancos rio abajo, incluyendo el factor de
transcripcion CREB. La fosoforilacion de CREB mediante PKA, promueve una
critica plasticidad y supervivencia neuronal (Waltereit y Weller, 2013). Debido a que
CREB es el punto de convergencia de MAPK y PKA, la estimulacién del receptor
A2a conduce a la activacion de CREB y rescata el deterioro del crecimiento de
neuritas, causada por la obstruccion de MAPK en células PC12 (Cheng y Chern,
2002). Adicionalmente para CREB, la activacion de PKA aumenta la actividad de
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muchas quinasas. Por ejemplo, la estimulacién de A2a desencadena la via de
Src/Ras/Raf-1/MEK/ERK dependiente de PKA (Fredholm, 2001) (Figura 12).

Internalizacion
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Figura 15. Principales vias de sefalizacion del receptor A2a (Modificado de
Frendholm y col. 2001).

2.6.1.2.1.1. Distribucion de receptores purinérgicos Aza en cerebro

El receptor Aoa se encuentra altamente expresado en cerebro, principalmente se
encuentra concentrado en el estriado dorsal y ventral, asi como en el tubérculo
olfatorio (Robeva y col., 1998). El receptor Az2a se expresa también, pero en niveles
bajos, en hipocampo, corteza cerebral e hipotalamo, estas Ultimas evidencias estan
sustentadas por estudios con inmunohistoquimica (Zhan y col., 2013). En cerebro
este receptor se encuentra principalmente en neuronas postsinapticas en el
estriado, pero en estructuras como el hipocampo e hipotalamo existe una elevada

expresion en neuronas presinapticas (Rebola y col., 2005).
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La expresion del receptor Az2a es susceptible a cambios, derivados de procesos de
hipoxia, asi como de dafios en algunas regiones del cerebro que generan un
marcado aumento en la regulacibn de este receptor, dafios tales como:
administracion de intraperitoneal de kainato, ratas con diabetes inducida por

estreptozotocina y ratas de edad avanzada (Chen y col., 2014).
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Figura 16. Distribucion del mRNA del receptor Az2a (Modificado de Dixon y col.1996)

2.6.1.3. Receptores a adenosina y obesidad.

Los estudios de los receptores a adenosina y obesidad estan principalmente
enfocados en sistema periférico, sobre todo en tejido adiposo, ya que se ha
demostrado que este tipo celular expresa estos receptores. Gharibi y colaboradores
en 2012, demostraron que la adenosina exdgena puede estimular adipogenesis de
proosteoblastos y preadipocitos por activacion de Ai. Por otro lado, el receptor Azs
genera una inhibicion de lipogénesis y adipogénesis, esto sugiere que el
antagonismo del receptor A1 y la activacion de Azs podrian ser considerados como
una terapia adicional, para el manejo de enfermedades relacionadas con la

obesidad.

El receptor A1 es capaz de responder a cambios en la alimentacion, se ha

demostrado que en una dieta restringida, en hipotalamo, este receptor aumenta su
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expresion, por lo que sugiere su papel en SNC (Jinka, 2010). Ademas de este
receptor, existe otro de la familia de los receptores purinérgicos, el P2Y1, que en
una dieta restringida aumenta su expresion, los autores sugieren que en este
estado de dieta restringida, el receptor P2Y1 en hipotalamo, se expresa para
mandar sefiales e iniciar el consumo de alimento.

Se sabe que en un estado de obesidad, la actividad del sistema serotoninérgico se
ve disminuido; por eso se buscan alternativas que regresen a un estado activo de
este sistema, una forma de regularlo es con el transportador de serotonina en
neuronas presinapticas. Estudios recientes demuestran la relacion que existe entre

los receptores a adenosina As y el transportador de serotonina.

La adenosina es un potente modulador de la trasmision sinaptica. Ademas de la
regulacion de serotonina a nivel de transportador, se ha encontrado que los
receptores a adenosina A1 y A tienen la capacidad de regular la liberacion
vesicular de serotonina (Okada, 1999). Okada en el 2002 encontr6 que los
receptores A1 y Az son capaces de producir cambios en la concentracién
extracelular de 5-HT en hipocampo. As induce cambios en los niveles extracelulares
de 5-HT por efectos en la recaptura y no en la liberacion. Ya existen suficientes
evidencias que sugieren que la activacién del receptor a adenosina A1 suprime la
liberacion del neurotransmisor serotonina, mientras que por otro lado la activacién
de los receptores Az, promueven la liberacién de este neurotransmisor. En el 2001
Okada publicé el mecanismo por el que se lleva a cabo la liberaciéon de la
serotonina vesicular, encontrando que A1 promueve la inhibicion del anclaje de la
vesicula mediante P-VSCC/PKA/Sinaptobrevina, mientras que Azxa promueve que
se lleve a cabo este mecanismo de anclaje y fusibn de la vesicula, con la
membrana de la neurona para su posterior liberacién. Sin embargo la actividad de
A1 enmascara los efectos de los receptores A2 y Az en cuanto a la liberacion de
serotonina, por eso es importante ver en un estado patolégico de obesidad, como

se encuentran distribuidos estos receptores.

Con base en lo antes mencionado y de acuerdo a los receptores a analizar en este

trabajo, la propuesta fue el uso de un antagonista de dichos receptores, entre los
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gue se encuentran muchos sintéticos y selectivos asi como derivados de manera

natural como las metilxantinas.
2.7. Generalidades de las metilxantinas

Las metilxantinas son compuestas por un nucleo de purina, heterociclo que resulta
de la formacion de un anillo entre un nucleo pirimidinico y otro imidazdlico. Estos
compuestos provienen de manera general de plantas. Siendo este grupo formado
principalmente de 3 metilxantinas, teofilina (té), teobromina (chocolate) y la cafeina
(café). Sus estructuras varian de acuerdo al grado de metilacibn del nucleo
denominado xantina, teniendo de esta forma, la cafeina 1,3,7- trimeltilxantina, la

teofilina 1,3- dimetilxantina y la teobromina 3,7-dimetilxantina.

Estos compuestos tienen la capacidad de actuar sobre los receptores de

adenosina, gracias al parecido estructural que tienen a la adenosina (Figura 17).
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Figura 17. Estructuras de las metilxantinas y la adenosina
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En el organismo estas moléculas presentan multiples efectos en diferentes
sistemas: respiratorio, en musculo esquelético, cardiaco y en el sistema nervioso
central (Brailowsky y col., 2008). Todos estos efectos estimulantes se han asociado

a la interaccion con los receptores de adenosina.

La cafeina ha sido de interés debido al efecto que ha presentado sobre la
modulacion en la ganancia de peso, en modelos animales de obesidad inducida por
dieta, sin embargo, su enfoque esta principalmente en el efecto que tiene sobre

tejido adiposo.

2.7.1. 1,3,7-Trimetilxantina y obesidad
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Figura 18. Estructura de la 1,3,7-trimetilxantina

La 1,3,7-trimetilxantina (Figura 18) es consumida extensamente en bebidas para
obtener un efecto estimulante en sistema nervioso central, es usada
terapéuticamente en combinacibn con ergotamina para dolores de cabeza
derivados de una migrafia y en combinacion con un anti-inflamatorio no esteroideo
en formulaciones analgésicas. Sola, es utilizada para el tratamiento de la depresion

del sistema respiratorio en neonatos, hipotensiéon y obesidad (Sawynok, 2011).

Respecto a la obesidad, se ha demostrado que esta puede disminuir el peso en un

modelo de ratas con obesidad. Panchal en el 2012, report6 que la administracién
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de cafeina en un modelo de obesidad, con una dieta alta en grasas, podia disminuir
el peso y algunos pardmetros bioquimicos como lipidos en sangre, proponiendo
gue este efecto esta dado por su mecanismo de accidn, que es el antagonismo de
receptores a adenosina, en este caso en particular, en tejido adiposo. Ya se ha
demostrado en estudios in vitro que los receptores a adenosina, como lo es el Az,
modulados por 1,3,7-trimetilxantina, tiene un efecto en la disminucién de la
adipogenesis y la regulacién de leptina, y se considera a estos receptores como
blancos para generar estrategias en enfermedades como la obesidad (Gharibi y
col., 2012).

En el estudio que se hizo para verificar que la 1,3,7-trimetilxantina no tenia
implicaciones en dafo renal, tanto en un modelo de obesidad como en el tipo
silvestre, se encontré que la administracion de la metilxantina disminuia el consumo
de alimento, pero solo en las ratas obesas y no en el tipo silvestre (Tofovic y col.,
2002). Estos experimentos nos hacen pensar que existen cambios en los
receptores de adenosina en un estado patolégico de obesidad, en las estructuras
encargadas de la regulaciéon del apetito.

Por lo tanto, se considera que la 1,3,7-trimetilxantina tiene efectos lipoliticos y
termogénicos demostrados en estudios in vitro e in vivo y ha sido examinado su
potencial como uso en la reduccion del peso corporal (Hursel, 2013). A nivel de
sistema nervioso central (SNC), se refleja un sinergismo de esta metilxantina con
efedrina, administracion que en conjunto conlleva a una disminucién de peso
significativa, sin embargo, la parte molecular no ha sido abordada. Se cree que este
efecto esta dado por el efecto antagonico a de los receptores a adenosina en SNC
(Sawynok, 2011).

Modulacién en la expresion de los receptores a adenosina

Los receptores a adenosina tienen la capacidad de auto modularse de la siguiente
manera: La activacion constante de los receptores promueve el arresto de los
mismos mediante arrestina, la formacion de las vesiculas que contendran el

receptor puede tener dos finales, el reciclaje para el anclaje del receptor
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nuevamente a la membrana (7) o llevarlo a su degradacion (8); ademas se ha
demostrado que también bajo otros estimulos se puede modular las vesiculas de

reciclaje para llevarlos nuevamente a la membrana (Figura 19).

Lo receptores A1l en neuronas corticales, aumentan su expresion después de la
exposicion a adenosina a una concentraciéon de 1uM en 2hr y regresan a su estado
inicial de expresion a las 24hrs, sin embargo los receptores A2a tienen el efecto
contrario, disminuyen su expresion al exponerse a la misma concentracion de

adenosina.

Figura 19. Teoria que muestra el trafico de los receptores a adenosina

La cafeina, por otro lado, también ha demostrado tener la capacidad de modular la
expresion de estos receptores. En estructuras como ndcleo arcuato, la cafeina
disminuyo la expresion del receptor A1 y aumentd la expresion del receptor A2a
(Gaytan y Pasaro, 2012). Sin embargo, no se sabe como es que se llevan a cabo
estos mecanismos. Una de las teorias es con base en la capacidad de la cafeina

para modular epigenéticamente la expresion de algunos receptores, ya que se ha
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demostrado que existe un aumento en la metilacion de algunos genes, después de

la exposicion a esta molécula (Buscariollo y col., 2015).

De acuerdo a los antecedentes presentados, en este trabajo se pretende buscar la
funcidn de los receptores a adenosina en sistema nervioso central en la regulacion
del apetito, ya que podemos ver que receptores de esta familia, son capaces de
responder a cambios en la dieta en estructuras como el hipotdlamo. Existen
moléculas que regulan la actividad de estos receptores y tienen un efecto

considerable sobre sistema nervioso central, una de ellas es la 1,3,7-trimetilxantina.
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3. JUSTIFICACION

Existen estudios de la modulacién de los receptores a adenosina en periferia, sin
embargo, el sistema nervioso central no ha sido explorado, por esta razén es
importante evaluar cual es el papel de los receptores a adenosina A1 y A2a en
hipotalamo en un estado de obesidad, ya que existen evidencias que sugieren que
pudieran estar participando en esta patologia. Las metilxantinas son un importante
grupo de antagonistas no especificos de los receptores a adenosina, su estudio en
la obesidad ha tenido impacto de igual manera en sistema periférico,
principalmente tejido adiposo, en estos estudios evallan la cantidad de alimento
consumida y han encontrado que existe una disminucion en la ingesta de alimentos
sin dar alguna explicacién, en este trabajo se pretende encontrar respuestas que
encaminen al mecanismo que pudieran tener los receptores a adenosina en
hipotalamo, ya que esta estructura en SNC es la principal reguladora de la ingesta
de alimentos.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La obesidad inducida por una dieta alta en carbohidratos en ratas Sprague-
Dawley genera cambios en la expresion génica Yy distribucion de los receptores a

adenosina A1 y A2a en hipotalamo?

5. HIPOTESIS

La obesidad inducida por dieta alta en carbohidratos en ratas Sprague-Dawley
genera cambios en la expresion geénica distribucion de los receptores a adenosina

A1y Az2a en hipotalamo.
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6. OBJETIVOS

6.6. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la expresion y distribucion de los receptores a
adenosina A1y Az2a en hipotalamo de ratas con obesidad inducida por una dieta alta

grasas y carbohidratos.

6.7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Generar un modelo de obesidad en ratas Sprague-Dawley inducido por dieta

alta en grasas y carbohidratos.

e Comparar los cambios en el peso corporal de las ratas con obesidad inducida
por dieta alta en grasas y carbohidratos derivados de la administracion del
antagonista de los receptores a adenosina 1,3,7-trimetilxantina.

e Comparar la distribucién del receptor a adenosina A1 y A2a en hipotalamo de
ratas control y obesas con y sin administracibn de cafeina mediante

inmunohistoquimica.
e Cuantificar la expresiobn génica de los receptores a adenosina A1 y Aza

mediante RT-PCR en hipotdlamo de ratas control y obesas con y sin

administracion de cafeina
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7. METODOLOGIA

7.6.

N 2 2 2 2 2 e e O A A A

7.7.

N R R R

Reactivos

Pentobarbital

Buffer de Sales de Fosfato 10x (PBS)
Paraformaldehido 4%

Solucion de sacarosa 3% en PBS 1x

Medio congelador Tissue Tek

Buffer de fosfatos con tritbn X-100 (PBT)
Solucion leche en PBT al 3%

Anticuerpo primario para receptor A1 en cabra
Anticuerpo primario para receptor A2a en conejo
Anticuerpo secundario pollo anti conejo
Anticuerpo secundario burro anti cabra

Glicerol

High Pure RNA Tissue Kit

Buffer de lisis

Etanol absoluto

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
LightCycler®FastStart DNA Master SYBR Green | Kit

1,3,7-Trimetilxantina

Materiales

Estuche de diseccion
Cajas petri

Tubos eppendorf
Vasos de precipitados
Micropipetas
Probetas

Camara humeda

Portaobjetos y cubreobjetos
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— Céamara para revelado

— Mortero con pistilo

7.8. Equipos
Estereoscopio
Criostato

Microscopio con camara

Congelador -20°C y -70°C

N
N

N

— Refrigerador 4°C
N

— Termociclador LightCycler 1.5
N

Centrifuga

7.9. Disefio experimental

Cuadro 2. Descripcion de cada uno los grupos que fueron utilizados a lo largo del

experimento.

GRUPOS DESCRIPCION
1) CTRL Ratas con dieta estandar
2) CTRL + Metilxantina Ratas con dieta estandar + metilxantina
3) HED Ratas obesas sin metilxantina
4) HED + Metilxantina Ratas obesas + metilxantina
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RATAS SPRAGUE-DAWLEY

MACHOS
(32)
N
7N 7N 7~ N\ VR
CONTROL CONTROL + METILXANTINA OBESAS CONTROL OBESAS + METILXANTINA
®) (®) (®) (®)
N S N S

PCR INMUNOHISTOQUIMICA

5 ¢/grupo 3 ¢/grupo

Figura 20. Disefio experimental de forma resumida que indica el nimero de
ratas que fueron utilizadas para cada grupo y los experimentos que se

realizaron.

6.5 Induccién de la obesidad

Ratas Sprague-Dawley de 3 meses de edad de aproximadamente 200-250g de
peso, fueron adaptadas a las condiciones del bioterio de la Facultad durante una
semana, con condiciones de temperatura entre 21 + 2 °C, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas y porcentaje de humedad de 55 + 5%, alimentacién y
suministro de agua ad libitum. Posterior a este proceso de adaptacién se generaron
4 grupos (mostrados en el cuadro 4) los cuales fueron expuestos a dieta y
tratamiento por 4 meses. Los grupos fueron los siguientes: 1) Ratas con una dieta
control, 2) ratas con obesidad inducida por dieta sin otro tratamiento, 3) ratas con
dieta control y el antagonista y 4) ratas con obesidad inducida por dieta mas
antagonista.
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La dieta HED se compuso por 50% de alimento base, 25% de manteca de cerdo,
25% leche condensada comercial. Dieta que corresponde a 433.53 Kkcal,
comparada con la dieta control que presentarda 342.9 kcal. El antagonista (1,3,7-
trimetilxantina) fue administrado en una dosis de 0.1% en agua, el cual estuvo

disponible ad libitum en los bebederos.
6.6 Pardmetros bioquimicos

Se determinaron como parametros bioquimicos glucosa y colesterol total mediante
kits comerciales (Contour™TS Bayer para glucosa y Accurate®GCT Roche para

colesterol) en sangre, estos se determinaron al final del experimento.

Cada dos semanas se midio el peso de las ratas para monitorear el avance del
modelo. Y se determiné ademas la cantidad de alimento y liquido consumido por

jaula.
6.7 Inmunohistoquimica
6.7.1 Extraccion del encéfalo

Se anestesiaron las ratas con pentobarbital sédico 40 mg/kg. Una vez anestesiadas

se perfundieron, fueron decapitadas y se extrajo el encéfalo.
6.7.2 Preparacion y fijacion del tejido

Los tejidos extraidos se fijaron en cajas de papel aluminio con medio congelador de

tejidos (Tissue tek) y se almacenaron a -70°C.
6.7.3 Cortes del tejido

Se realizaron cortes coronales de 12um en el criostato y estos cortes se colocaron

en laminillas y se conservaron a -20°C.
6.7.4 Inmunofluorescencia

Se seleccionaron las laminillas previamente preparadas con ayuda del

estereoscopio (dos de cada grupo, una como control y otra como muestra). Se
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colocaron en una camara humeda y se le realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10

minutos cada lavado para cada una de las laminillas.

Después los tres lavados, se realiz6 un bloqueo con BSA al 3% en una
concentracion de 2 mg/mL en PBT y se incubaron durante 30 minutos. Transcurrido
el tiempo de incubacion se realizaron nuevamente 3 lavados con PBT 0.5% de 10

minutos entre cada lavado.

Posteriormente se adiciono el anticuerpo primario para el receptor de A1 y A2a en
una concentracion 1:200 a las muestras y solucion de PBT 0.5% a los controles
dejando incubar durante toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBT 0.5% y se agrego a todas las
laminillas el anticuerpo secundario en una concentracion de 1:3000 y se dejaron
incubar por 2 horas. Pasado el tiempo de incubacion se realizaron tres lavados con
PBS 1X, para finalmente colocar el cubreobjetos filando con una gota de glicerol

para su observacion al microscopio confocal.
6.8PCR en tiempo real
6.8.1 Extraccion del ARN total

Se realiz6 la diseccion del hipotalamo, se congel6 y se almacend a -70°C. La
extraccion del ARN total se realiz6 con un kit comercial de Roche (MagNA Pure
Compact Roche®), primero se afadieron 400ul del buffer de lisis al tejido, se
homogeniz6 con una jeringa de 5ml y se incub6é por 30 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugd por dos minutos a 13 000g a 4°C, una vez
centrifugado se recupero el sobrenadante y se llevaron 350pul a un tubo de muestra,
se llevo el tubo a la gradilla del equipo y se procedid como se muestra en el
ANEXO |1, al final el tubo de barras es el que contenia el ARN y se llevo

inmediatamente a -70°C.
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6.8.2 Sintesis de cDNA

Del ARN recolectado en el tubo eppendorf de 1.5 ml se realizaron alicuotas para
su cuantificacion utilizando el espectrofotometro Nano-Drop ND-1000. Con la
concentracion obtenida del ARN, se colocaron los micro litros necesarios para tener
1ug de ARN, el ADNc se sintetiz6 con un kit comercial de Roche (Transcriptor
FirstStrandcDNASynthesis Kit) a partir del ARN.

Se colocaron en un tubo de 0.2 ml para PCR estéril los microlitros de ARN,
posteriormente se afiadio 1 ul de oligo-DT y se completd a un volumen final de 13
ul con agua grado PCR, se mezclaron y desnaturalizaron calentando a 65°C por 10
minutos. Por otro lado se hizo la mezcla reactivos para la sintesis de ADNc,
colocando en un tubo estéril de 0.2 ml: 4 ul de buffer de incubacién RT, 0.5 ul de
inhibidor de ARNasas, 2 ul mezcla de nucleodtidos y 0.5 pul de enzima RT

(retrotranscriptasa) por cada reaccion.

Una vez finalizados los 10 minutos se afiadieron 7 ul de la mezcla de sintesis de
ADNc, mezclando bien para posteriormente poner a incubar la enzima a 55°C por
30 minutos, después se inactivd la enzima calentando por 5 minutos a 85°C,

finalmente se guard6 el ADNCc recién sintetizado a -20°C.

6.8.3 PCR en tiempo real

Para montar la PCR en tiempo real se utilizd el kit comercial de Roche llamado:
LightCycler®FastStart DNA Master SYBR Green |, con el cual se prepardé una
mezcla de reaccion, la cual contenia por cada reaccion: 4 ul de agua grado PCR,
1.5 ul de cloruro de magnesio 25 Mm, 0.5 ul de primer foward, 0.5 ul de primer
reverse y 1 ul del vial que contiene la enzima y el Syber Green; los primers
(Invritrogen) de cada gen: los genes de interés (ADORA1 y ADORAZ2A) y el
constitutivo (B-actina) se muestran en la tabla 3, los cuales fueron disefiados en el

programa primer 3.
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Se montaron los capilares que posteriormente fueron cargados con 7 ul de la
mezcla de reaccidn y a continuaciéon se adicionaron 2 ul de muestra a cada capilar,
en seguida se centrifugaron los capilares por 1 minuto a 2000g. Se colocaron los
capilares en el carrusel para poder cargarlos al termociclador Light Cycler 1.5. Se
procedié a poner las condiciones del programa de qPCR para el cual se utilizo el

software LightCycler® 4.1, finalmente se realizaron las corridas del experimento.

Cuadro 3. Primers que fueron usados para la PCR

PROTEINA PRIMER

Receptor de adenosina | Forward Primer: 5-TTGCCTACTGCTTATCTT-3,
A1 Reverse Primer: 5’-TCTTGTATCTGACGGTAA-3’

Recetor de adenosina Left primer 5 -TGATGCCAGAGCAGATCAAC-3’
A2a Right primer 5"-GAGGCAGCAAGAAGGAACAC-3’

B-actina Left primer 5 - AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’
Right primer 5"-TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG-3’

6.8.4 Cuantificacion relativa

Se realizd una curva de calibracion para cada muestra, para obtener la eficiencia
de la curva. Para dicha curva se prepararon una serie de diluciones: 1:2, 1:10,
1:100, 1:500, 1:1000, 1:10000, para calcular la pendiente y de esta manera obtener
la eficiencia, E=10  Pendiente) " se graficd el logaritmo de la concentracion de ADN
contra CT para poder obtener la ecuacion de la recta y asi tener la pendiente. Una
vez que la curva de calibracién se obtuvo con una eficiencia de 1.8 a 2, se procedio
al andlisis de las muestras por triplicado, asi mismo se utiliz6 actina como gen
constitutivo y los controles (mezcla de reaccion sin cDNA). Para sacar la

cuantificacion se siguio el método AACT.
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6.9. Andlisis estadistico

Para determinar la diferencia significativa entre los grupos a analizar se realiz6 un

ANOVA de dos vias seguido de un analisis post hoc de Tukey.
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6. RESULTADOS
Induccion de obesidad

Se logro inducir obesidad en ratas macho Sprague Dawley mediante una dieta alta
en grasas y carbohidratos (HED) (figura 21), se observaron cambios significativos
en la ganancia de peso respecto al control sin tratamiento desde la semana 5, en
aquellos grupos que estaban recibiendo la dieta HED. Los grupos que recibieron
una dieta estandar y tratamiento no presentaron cambios significativos en la
ganancia de peso, sin embargo se ve una tendencia a ganar menos peso que el
control. A partir de la semana 9 en el grupo HED se ve un disparo en la ganancia
de peso, comportamiento que no se observa en aquellas que estaban recibiendo la
dieta HED suplementada con cafeina. Los grupos HED W/C no presentaron

diferencia significativa respecto al control sin tratamiento al final del experimento.
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Figura 21. Ganancia de peso respecto al tiempo. El peso corporal fue
determinado cada dos semanas para cada grupo (n=8). Los valores estan

expresados como la media £ SEM. Los asteriscos indican diferencia significativa
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respecto al CTRL S/T p <0.05. Se realizé un ANOVA seguido de un analisis post

hoc Dunet.
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Figura 22. Ganancia final de peso. Se muestran los pesos al final del experimento
de cada grupo (n=8). Los valores estan expresados como la media + SEM. Se
realizd un analisis de ANOVA seguido de una prueba post-hoc de Tukey, la letra

distinta indica diferencia significativa (p<0.05).

En la figura 22 podemos observar el peso final que tuvieron las ratas en cada uno
de los grupos. La ganancia de peso después de la administracién de la dieta HED
S/T comparada con la dieta control CTRL S/T fue mayor con un 16.4% siendo
estadisticamente significativa. Para aquellas que recibieron una dieta estandar
(CTRL) no hubo diferencia significativa en la ganancia de peso entre los grupos
después del tratamiento, sin embargo se ve un tendencia a disminuir su peso final.

Las ratas que estuvieron recibiendo la dieta HED con cafeina, disminuyeron la
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ganancia en peso, quedandose en el peso de las que recibieron una dieta estandar,

es decir no desarrollaron obesidad inducida por la dieta.

Consumo de alimento

Asi mismo, se determiné el consumo de alimento de cada grupo diariamente, y en
la figura 23 se muestra el promedio del consumo por semana. Los grupos que
fueron alimentados con la dieta HED en las primeras semanas consumieron una
cantidad menor de alimento, que aquellas con la dieta estandar CTRL. En la figura
23 se observa que después de la semana 9 existe un incremento en el consumo de
alimento, que puede relacionarse con el incremento en la ganancia de peso, esto
para los grupos HED S/T, sin embargo, la cantidad de comida que consumieron

aquellas que se les administrd cafeina, se mantuvo durante todo el experimento.
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Figura 23. Consumo de alimento respecto al tiempo. En la grafica se muestra el
consumo de alimento promedio de cada semana. Los valores estan expresados

como la media + SEM de cada grupo (n=5).
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Al finalizar las dietas y tratamientos no se observo diferencia significativa entre los
grupos CTRL S/T, CTRL C/C y HED S/T en cuanto al consumo de alimento.

Podemos observar en la figura 24, que en aquellas ratas que fueron alimentadas
con una dieta HED y cafeina consumieron una cantidad menor de alimento,
comparadas con el grupo HED S/T. En las ratas que se alimentaron con una dieta
estandar, la cafeina gener6 cambios significativos en el consumo de alimento, sin
embargo, si se observa una tendencia a disminuir la cantidad de alimento

consumida.
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Figura 24. Consumo de alimento en la semana final del experimento. En la gréafica
se muestra el consumo de alimento promedio en la Gltima semana de tratamiento.
Los valores estan expresados como la media + SEM de cada grupo (n=5). Se
realizé un andlisis estadistico de ANOVA de dos vias seguido de un post hoc de

Tukey, la letra diferente expresa diferencia con una significancia de P<0.05
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Consumo de liquido

De igual manera, se monitore6 la cantidad de agua consumida diariamente,
expresado en la grafica como el promedio semanal por rata (Figura 25). Los grupos
gue fueron alimentados con una dieta HED consumieron una cantidad menor de
liquido, comparados con los que se alimentaron con una dieta estandar (CTRL),

comportamiento que se mantuvo durante las 16 semanas analizadas.

No existié diferencia significativa en el consumo de liquido entre los grupos CTRL
S/T y CTRL C/C, ni tampoco entre los grupos HED S/T Y HED C/C; lo que indica

que el consumo de cafeina no modifica la cantidad del consumo de liquido.
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Figura 25. Consumo de liquido respecto al tiempo. En la gréafica se muestra el
consumo de liquido promedio de cada grupo por semana. Los valores estan

expresados como la media £ SEM de cada grupo (n=5).
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Parametros bioquimicos

En la semana 16 se realizo la determinacién de glucosa y colesterol plasmaticos
(Figura 26). Tanto para glucosa y colesterol no existié diferencia significativa contra
el control sano (CTRL S/T). Con estos resultados se muestra que ni la dieta
administrada, ni la cafeina varian significativamente los niveles de glucosa y

colesterol, bajo las condiciones planteadas para este experimento.
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Figura 26. Determinacion de colesterol y glucosa total en la semana final del
experimento. En la grafica se muestra la concentracion de colesterol y glucosa por
grupo expresada en mg/dl en la ultima semana de los tratamientos y dietas. Los
valores estan expresados como la media + SEM de cada grupo (n=3). Se realizé
un ANOVA seguido de Dunnet comparando contra los CTRL S/T de cada

pardmetro.
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Cuantificacion relativa de los niveles de mRNA de Al y A2a en hipotadlamo total de
rata

Para verificar los cambios inducidos en los genes de los receptores Al y A2a
(ADORA1 y ADORA2a respectivamente) por efecto de la dieta o del tratamiento en
el hipotdlamo total de rata, se utilizé RT-PCR en tiempo real. Los datos fueron

normalizados utilizando actina como gen constitutivo para la cuantificacion relativa.

En la figura 27 se muestra la representacion grafica de los niveles relativos de
MRNA para el gen A1l y A2a en los diferentes grupos. El analisis estadistico
muestra que los niveles de mMRNA de Al en ratas adultas sanas (CTRL S/T)
presentan niveles mas bajos que los del receptor A2a siendo estadisticamente
diferentes, observandose la misma tendencia para los grupos CTRL C/C y HED
C/C, sin embargo, comparando los niveles relativos de mRNA de Al y A2a en el

grupo HED S/T no existe diferencia significativa.

Por otra parte, en cuanto a la dieta HED, el aumento de grasas y carbohidratos en
el alimento de las ratas promovié un aumento en la expresion génica de Al y A2a
en el hipotdlamo, en estos grupos la cafeina indujo una disminucion en la expresién
de Al en HED C/C comparados con HED S/T; sin embargo, el grupo de ratas que
recibié HED suplementada con cafeina no gener6 cambios en la expresion de A2a,
de igual manera comparando con HED S/T.

Ademas en las ratas que consumieron una dieta estandar, la cafeina indujo una
disminucion en la expresion tanto de A1 como A2a, siendo de igual manera el

receptor A2a el que presenta mayores niveles de expresion.
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Niveles mRNA relativo (gen/b-actin)

Figura 27. Cuantificacion relativa del mMRNA de los receptores A1y A2a en
hipotalamo total de rata. Se muestran los datos normalizados con base en el gen
actina, siendo los valores expresados como la media + DE. Los asteriscos
representan diferencia significativa, T de student. *P<0.05, ***P<0.001 mientras

gue NS, No existe diferencia significativa,

Determinacion de los niveles de expresion de los receptores a Al y A2a en

hipotalamo de rata por inmunohistoquimica

Se determino la distribucion de los receptores a adenosina A1y A2a en hipotdlamo
de rata en nucleo paraventricular (PVN), mediante métodos de inmunohistoquimica
de fluorescencia en cortes coronales del encéfalo. En este corte podemos observar
el 3er ventriculo (3V) de donde anatomicamente podemos ubicar el nudcleo
paraventricular. El analisis de los receptores se realizo6 de forma independiente,

teniendo condiciones especificas para cada uno de los receptores.

En las figuras 28 y 29 se muestran las imagenes confocales del analisis

inmunohistoquimico para el receptor A1 y A2a; en estas imagenes se incluye un
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blanco (BCO), el cual recibi6 el mismo tratamiento que las demas laminillas
exceptuando la adicion del anticuerpo secundario, en estas fotos podemos ver que
no existe marca inmunorreactiva (marca en forma de media luna), solo se ve un
ligero fondo. Esta laminilla se incluye para asegurar que no existen marcas

inespecificas dadas tanto por el anticuerpo secundario como el tejido.

Después para los grupos a analizar, la adicion del anticuerpo primario generé
marca inmunorreactiva al observarlos al microscopio, que se ve como una mayor
fluorescencia en forma de media luna. Los resultados estdn observados a 10x

(Izquierdo) y 40x (derecho).

Para la cuantificacion se realiz6 el analisis de los grupos por triplicado, se fijaron las
condiciones en el microscopio para la toma de las fotografias y con esas
condiciones se tomaron todas las fotos de cada receptor; se hizo el analisis en el
software ZEN lite de Zeiss, en donde se toma una media de la intensidad de la
fluorescencia que emiten las laminillas (marca inmunorreactiva) bajo una area

determinada.

Para el receptor Al (Figura 28) podemos observar marca inmunorreactiva en el
nacleo paraventricular (el é&rea del hipotalamo analizada). La marca
inmunorreactiva de Al se ve mejor definida en los grupos que recibieron una dieta
HED (HED S/T y HED C/C), comparados con los que recibieron una dieta control
(CTRL S/T y CTRL C/C). Al ver las laminillas en 10x se observan, ademas de las
marcas circulares, marcas alargadas. La semicuantificacion con el software
muestra el aumento en la expresion del receptor después de una exposicién a una
dieta alta en grasas y carbohidratos (Figura 27a) comparadas con el control sano
(CTRL SI/T), lo cual es consistente con lo observado en las microfotografias. Por
otro lado la cafeina, que fue el tratamiento administrado, no ejerce cambios entre
grupos, podemos observar que no existe diferencia significativa entre CTRL S/T y
CTRL C/C, lo mismo para los grupos que recibieron una dieta HED con y sin

cafeina, sin embargo, se ve una tendencia aumentar la expresion.
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Figura 28. Imagenes
confocales de la
expresion del receptor
Al en el ndcleo
paraventricular del
hipotalamo. Se
muestran las
imagenes 10x y 40x
(izquierda y derecha

respectivamente)



51

Figura 29. Imagenes
confocales de la
expresion del receptor
A2a en nucleo
paraventricular del
hipotalamo. Se muestran
las imagenes 10x y 40x
(izquierda y derecha

respectivamente)
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Figura 30. Densitometria de la expresion del receptor a) A1y b) A2a en PVN en
hipotalamo de rata. Los valores estan expresados como la media £ DE. Se
realiz6 un analisis estadistico de ANOVA de dos vias seguido de un post hoc de

Tukey, la letra diferente expresa diferencia con una significancia de P<0.05

El receptor A2a (Figura 29) también se encuentra expresado en PVN en el
hipotalamo de rata. En las microfotografias de los grupos CTRL se ve un mayor
namero de células marcadas para A2a que en las observadas para el receptor Al.
En la semicuantificacion, contrario al receptor Al, el receptor A2a disminuye su
expresion en PVN después de que las ratas fueron expuestas a una dieta HED

comparadas con el control sano (CTRL S/T).

La cafeina no modifica la expresion del receptor A2a en aquellos grupos que
recibieron una dieta control, sin embargo, en los grupos HED se observé algo
interesante; como se comentd, la dieta HED promueve una disminucién de la
expresion del receptor A2a, pero en el grupo que recibié la dieta HED y cafeina los
niveles son estadisticamente iguales a los del control sano (CTRL S/T), es decir, no

mostro una disminucion la expresion del receptor.
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Localizacion del receptor A2a en PVN del hipotdlamo de rata, doble marcaje con
GFAP.

Ademas se realizé un marcaje inmunohistoquimico doble para el receptor A2a
(rojo) y la Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP por sus siglas en inglés) (azul), para
observar en qué tipo celular se estan expresando los receptores en este ndcleo.
Podemos ver en la figura 31 que el GFAP se encuentra expresado principalmente
en los bordes del tercer ventriculo (3V) con ligeras proyecciones al interior del
hipotalamo, sin embargo, al realizar el merge, estas proyecciones no colocalizan
con el receptor A2a y las formas (estrelladas) del marcaje de GFAP son diferentes

a las que observamos en las microfotografias de ambos receptores.

Figura 31. Marcaje doble de células

gliales GFAP (Azul) y el receptor A2a
(rojo) en el nucleo PVN del hipotdlamo
de rata. Se muestra también una

ampliacion del merge para apreciar

mejor la colocalizacion.
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7. DISCUSION

La obesidad en la actualidad es un problema de indole mundial, enfermedad para
la cual se buscan alternativas para su abordaje y prevencion. En este estudio se
demostré que la cafeina tiene la capacidad de inhibir la ganancia en peso de ratas
gue fueron expuestas a una dieta HED, resultados que concuerdan con los
reportados anteriormente (Tofovic y col., 2002) (Rustenbeck y col., 2014), sin
embargo, el enfoque que se tenia en este tipo de estudios estaba dirigido a tejido
en periferia como lo es tejido adiposo. En este estudio se abordo el hipotdlamo en
sistema nervioso central, y se encontré que la dieta HED modifica la expresiéon de
los receptores Al y A2a, receptores sobre los que actla la cafeina, algo interesante
fue que la cafeina solo modifica la cantidad de alimento consumido de la dieta HED
y no en la dieta estandar y que ademas la cafeina entre grupos de tratamiento solo
modificd la expresion proteica de A2a en los que recibieron la dieta HED con y sin

cafeina.

Las ratas Sprague Dawley utilizadas para el modelo de obesidad en este estudio,
presentaron un incremento del 16.4% del peso corporal al estar expuestas a una
dieta HED, comparadas con las que se expusieron a la dieta control. Ricci y
colaboradores en el 2012, mencionan que para que podamos considerar como
modelo de obesidad a un grupo de ratas después de haberse sometido a una dieta
especial, deberan presentar una ganancia minima en peso respecto al control del
13-15%, siendo el modelo utilizado para este estudio valido de acuerdo a lo

mencionado por el autor.

Se sabe que las ratas, en especial las ratas Sprague Dawley, al estar expuestas a
una dieta alta en grasas y carbohidratos, comenzaran a acumular tejido adiposo y
ganar mas peso; se ha reportado que después de la semana 4 o 5 comienza a
diferir el peso de las ratas CTRL comparadas con las que estan siendo expuestas a
la dieta HED (Lutz y Woods, 2012), resultados que concuerdan con los
presentados en este estudio, ya que vemos un aumento significativo después de la

semana 5 en el grupo HED comparadas contra el CTRL. Estos resultados
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mencionados anteriormente, presentan discrepancias con lo reportado por Panchal
y colaboradores en el 2012, donde bajo una dieta HED similar a la administrada en
este estudio, este grupo de investigadores encuentran un aumento significativo
antes de la semana 4, sin embargo, el peso final en la semana 16 podemos
observar una media en peso muy similar a las que tenian las ratas de este estudio;
la diferencia puede radicar en el contenido calorico de la manteca utilizada por cada

uno de los grupos de investigacion.

La cafeina no generd en el peso final cambios significativos en los grupos que
recibieron una dieta estandar, sin embargo, es interesante resaltar los resultados
encontrados para las ratas que recibieron una dieta HED y cafeina, ya que la
cafeina impidi6 la ganancia en peso dada por la dieta HED, ya que no se
encontraron diferencias significativas con respecto al grupo con dieta control; estos
resultados son consistentes con los de un estudio en el cual se administré una dieta
HED para generar un modelo de Alzheimer, donde la cafeina mostré el mismo
comportamiento, inhibiendo el aumento de peso corporal, solo en aquellas que
consumieron una dieta HED y no una dieta estandar (Moy y McNay, 2013). Sin
embargo, los autores explican estos resultados refiriéndose a que posiblemente la
cafeina actia en el tejido adiposo generando lipolisis, ya que ellos observan
cambios en la cantidad de colesterol y NEFA en suero sanguineo después del
tratamiento, que les sugiere que se estan llevando a cabo modificaciones en el

metabolismo.

En nuestro estudio, a diferencia de lo mostrado por Moy y McNay, los resultados en
la cantidad de colesterol y glucosa no se vieron afectados ni por la dieta HED ni por
la cafeina, la principal diferencia es que la dieta de estos autores solo estaba
formada por grasas, mientras que nosotros agregamos ademas de la grasa
carbohidratos, siendo menor la cantidad de grasa contenida en nuestra dieta que la
de Moy y McNay. Esto podria ser consistente con estudios previos realizados en
nuestro laboratorio, en donde la mezcla de carbohidratos (leche condensada) y
grasa (aceite de maiz), no genera cambios en la concentracion de glucosa ni

colesterol final en ratas jovenes que fueron expuestas a 15 semanas de tratamiento
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(Lopez-Esparza y col., 2014). Es importante resaltar el hecho de utilizar ratas
jovenes, ya que en un modelo de Alzheimer realizado en el laboratorio, se utilizaron
ratas adultas (6 meses) que fueron expuestos a una dieta alta en colesterol y los
cambios en la concentracion de este parametro aumentaron significativamente,
comparadas con los grupos que recibieron una dieta control (Mendiola-Precoma y
col., 2016). Por lo que podemos esperar que las ratas jovenes tengan mayor
capacidad metabdlica para restablecer los valores de algunos parametros
bioquimicos sanguineos como lo es la glucosa y el colesterol; esto podria ser
apoyado por los resultados mostrados por Rustenbeck y col. 2014, en donde
ratones jovenes fueron expuestos a una dieta alta en grasas y en la semana 10
mostraron un aumento en los niveles de glucosa, sin embargo, al seguir expuestos

a la dieta, en la semana 26 los valores de glucosa se habian restablecido.

Con los resultados de los parametros bioquimicos no podemos sugerir en este
estudio que la cafeina promueve un aumento en la lipdlisis, ya que la dieta per se
no modificO estos parametros comparando contra el control sano. Pero en este
punto podemos resaltar el comportamiento en el consumo de alimento, que si bien,
este comportamiento nos permite explicar las modificaciones en la ganancia en

peso de los grupos analizados.

La cafeina promovié una disminucion en la cantidad de alimento consumido en los
grupos que estuvieron consumiendo una dieta HED, pero no en los expuestos a
una dieta control. Estos resultados son realmente interesantes ya que pareciera
gue la cafeina puede regular el apetito de un tipo especifico de alimento, en este
caso las grasas, que en algunos articulos lo determinan como “palatable food”. En
las primeras semanas, las ratas consumen menor cantidad de alimento bajo una
dieta hipercalorica (HED) comparadas con una dieta estandar, y esto se debe a que
las ratas son denominadas isocaldricas, es decir, tienen la capacidad de consumir
solo las calorias necesarias (Houssein y col., 2104), sin embargo en este estudio,
después de la semana la semana 8, existe un disparo en la cantidad del consumo
de alimento de la dieta HED, aumento que concuerda con el disparo en la ganancia
de peso del grupo HED S/T; se ha determinado que en un modelo animal, la
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exposicion a una dieta alta en grasas y carbohidratos promueve un aumento del
25% de la expresion del NPY en nucleos especificos en hipotalamo, uno de ellos es
el ndcleo paraventricular, que en este ndcleo, el aumento de este péptido se
traduce en la “necesidad” de seguir consumiendo alimento, por lo tanto generar
sobrepeso y después obesidad, ya que se rompe con el sistema isocal6rico que
tienen las ratas (Archer y col., 2005).

Algo interesante observado fue que la administracion de cafeina inhibié el aumento
en el consumo de alimento de la dieta HED que se observa después de la semana
8; la cafeina como ya se mencionod anteriormente es un antagonista de una familia
de receptores acoplados a proteinas G, en estudios anteriores se ha demostrado
gue la activacion o inactivacion de receptores acoplados a proteinas G en algunos
de los nucleos del hipotalamo modula procesos de apetito, siendo el efecto dado
por la modulacién de la expresion de algunos neuropéptidos; por ejemplo, la
activacion de receptores tipo cannabinoide CB1 por inyecciones de THC (agonista
de los receptores) intracerebroventriculares en PVN, promueve que se inicie el
consumo de alimentos, mientras que el antagonista inhibe este proceso (Verty Ay
col. 2005), los autores no elucidan el mecanismo pero se cree que es por la
modulacién de la expresiéon del NPY; ademas se demostré que agonistas de
receptores acoplados a proteinas Gs en neuronas que expresan proteina similar
agouti (AgRP) promueven de igual manera un aumento en el consumo de alimento,
los autores encuentran que la activacion de estos receptores promueve un aumento
en la expresion de este péptido, que en sistema nervioso central actia como
orexigénico (Nakajima K y col., 2016). Bajo estas referencias podriamos esperar
que la administracion de cafeina podria estar teniendo algun efecto en hipotdlamo

para que se inhiba el consumo excesivo de grasas.

Para comenzar a probar esto, se evalué qué efectos ejercen la dieta y el consumo
de cafeina en la expresién génica y proteica de los receptores Al y A2a en
hipotalamo de rata, con el fin de observar si estos podrian estar relacionados en el

proceso patoldgico de la obesidad.
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El gen del receptor A1l se encuentra en menor medida expresado que el receptor
A2a en el hipotalamo de rata en un estado no patologico en edad adulta, estos
resultados concuerdan con lo reportado por Gaytan y Pasaro en donde se
cuantifico por PCR en tiempo real la cantidad de mRNA de estos genes en ratas
Sprague Dawley, presentando una cuantificacion relativa de 2003 unidades para
A2a y 111 para el gen del receptor Al, hasta aqui es interesante mencionar que
esta expresion depende del estado de desarrollo del cerebro, ya que en la semana
5 de desarrollo la expresion génica del receptor A1 es mayor que la del A2a en el

hipotalamo total de la rata (Gaytan y Pasaro, 2012) (Dixon y col., 1996).

Los resultados de la PCR en tiempo real arrojaron que la dieta HED promueve un
aumento en la expresion tanto del gen del receptor A1 y A2a; estudios similares a
estos se han realizado, pero en ellos, diferente a administrar una dieta alta en
calorias, promueven una dieta restringida, es decir, restringen el alimento por
determinado tiempo; bajo esta condicion el receptor A1 aumentd su expresion, con
lo cual los autores sugieren que se trata de una respuesta fisiol6gica para que se
inicié la alimentacion (Jinka y col., 2010), sin embargo, bajo los resultados
obtenidos en esta tesis, el aumento en la expresion del gen del receptor A1 no
podria sugerir que fuese una sefial para iniciar la alimentacion, en este caso
podriamos esperar que fuese un estado de respuesta a un estrés crénico dado por
la dieta HED, ya que sabemos que el receptor Al ha sido principalmente asociado
con neuroproteccion, debido a que evita la excitabilidad neuronal dada por el
ligando enddgeno que actla sobre el receptor A2a, inhibiendo la liberacion de
neurotransmisores como glutamato y debido a que la dieta HED, asi como otros
factores de estrés, promueven un aumento en la liberacién de adenosina, se cree
gue este aumento descontrolado en la liberacién de este neurotransmisor genere
dafio neuronal y el organismo promueve este aumento en la expresion del receptor
Al para evitar la muerte neuronal. Sin embargo, queda la duda de que pasa con el
receptor A2a, porque bajo el fundamento anterior, el aumento de este receptor
seria dafiino para las neuronas hipotalamicas, pero en algunos estudios como lo es

el Alzheimer, se aprovecha este dafio ocasionado en el sistema adenosinérgico por
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estrés cronico, para poder generar muerte neuronal en estructuras como
hipocampo y obtener un modelo animal de estudio para esta patologia, y se
desarrolla de igual manera por una dieta alta en colesterol. Con lo que podemos
decir que llegamos a un desequilibrio del sistema adenosinérgico en el hipotalamo
de la rata, el cual podria estar contribuyendo al desarrollo de la obesidad, ya que el
hipotalamo se encarga de, entre muchas otras funciones, regular el equilibrio

homeostatico asi como regular el apetito.

La cafeina es una metilxantina que tiene su efecto en sistema nervioso central,
antagonizando de forma no selectiva los receptores a adenosina. En este trabajo la
cafeina demostré disminuir la expresion del gen ADORAl1 y ADORA2a en
hipotalamo de rata en un estado no obeso; en un estudio realizado en un modelo
de apnea en ratas Sprague Dawley, se encontré que la exposicion prenatal a
cafeina promueve la disminucion en la expresion génica de los receptores Al y
A2a, proponiéndose que la cafeina modifica epigenéticamente la expresion de
estos genes (Gaytan y Pasaro, 2012), resultados que son consistentes con los
nuestros, sin embargo, alun no se sabe cudl es el mecanismo por el cual se lleva a
cabo esta regulaciéon, pero se ha encontrado que la cafeina tiene la capacidad de

regular la metilacion del DNA.

Buscariollo y colaboradores demostraron que en tejido de musculo cardiaco la
cafeina generaba un aumento en la metilacion en regiones especificas del DNA y
gue esta hipermetilacion estaba distribuida en mayor cantidad a nivel de gen,
promotores y transcritos primarios; ademas demostraron la relacion que existia
entre estas modificaciones y los efectos post traduccionales que se reflejaban como
una disminucion de la cantidad de proteina de los genes analizados (Buscariollo y
col., 2014), con lo que no podriamos descartar que la disminucion en la cantidad de
MRNA pueda estar dada por este mecanismo. Se tienen dos propuestas, en la cual
se estipula que la cafeina al actuar sobre sus receptores, la via de sefializacion
promueve un aumento en la actividad de la DNA metiltransferasa o incluso
proponen que la cafeina podria unirse a la enzima y asi aumentar su actividad

(Marques y col., 2011).
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En los grupos de ratas que llevaron una dieta HED suplementada con cafeina
ocurrid algo interesante, la cafeina inhibié que se llevara cabo el aumento en la
expresion geénica del receptor Al, el cual podria explicarse como se menciono
anteriormente, pero el receptor A2a no modificd su expresion. Hasta este momento
pudiéramos pensar que el receptor que participa en la proteccion para la obesidad
de acuerdo a la respuesta que tiene sobre la cafeina a nivel de gen es el receptor
Al, pero es importante considerar que para la cuantificacion de mRNA se utilizo
todo el hipotalamo; es por eso que se decidio verificar que estaba pasando a nivel
de proteina en un nucleo especifico del hipotdlamo, el nucleo paraventricular, que
de acuerdo a los resultados obtenidos, nos podria dar respuesta de la seleccién de

alimento, ya que en estas neuronas se expresa NPY.

Lo resultados que se obtuvieron por la técnica de inmunofluorescencia en PVN
mostraron que la dieta HED promueve un aumento en la expresion del receptor
Al, mientras que para el receptor A2a existe una disminucion de la cantidad de
fluorescencia emitida, este tipo de estudios no se habian reportado anteriormente,
lo Unico que se habia encontrado es que cambios en la restriccion de comida podia
ejercer cambios en la expresion del receptor A1l en todo el hipotalamo, pero no se
habia analizado en nucleos especificos. En este sentido, se ha demostrado que en
estado de estrés crénico (dieta, hipoxia, etc.) existe un aumento en la liberacién de
adenosina, el ligando enddgeno de los receptores analizados en este estudio, por
lo que podriamos esperar que el aumento de los receptores Al y la disminucién del
receptor A2a sea una respuesta fisiolégica para evitar el dafio que la adenosina
pudiera ejercer activando al receptor A2a ademas en neuronas corticales se ha
demostrado que el aumento de la concentracion de adenosina en el medio
promueve un aumento en la expresion del receptor A1 y una disminucion del
receptor A2a (Castillo, 2009) lo que podria apoyar los resultados encontrados en

este estudio.

Sin embargo, la cafeina en un estado no obeso, no ejercié cambios significativos en
la expresion proteica del receptor A1 ni A2a, pero se ve un tendencia a aumentar
Su expresion, resultados que concuerdan con lo reportado por Gaytan y Pasaro,
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2012 estos autores realizaron un andlisis cualitativo de la expresion del receptor Al
y A2a en algunos nucleos del hipotadlamo, y en el PVN observan un ligero aumento
en la expresion de ambos receptores. Al analizar la expresion proteica en las ratas
gue consumieron una dieta HED suplementada por cafeina, contrario a lo esperado
por los resultados mostrados en la RT-gPCR, el receptor A1 no modifico su
expresion por efecto de la cafeina, pero para el receptor A2a, la cafeina evito que
se disminuyeran los niveles del receptor A2a en neuronas del PVN por efecto de la
dieta HED.

Este nucleo esta asociado principalmente con sistemas de recompensa, Yacoubi y
colaboradores demostraron que el efecto de la cafeina en el consumo de liquido
con azucares estaba mediado por el receptor A2a, ellos realizaron modelos KO
para el receptor Al y el receptor A2a, y la cafeina en el ratén A1’ no ejerci6
cambios en el consumo de liquido con azlcares, sin embargo, para los ratones
A2a’ la cafeina si modificd el comportamiento en el consumo, para esto los autores
proponen que el efecto de la cafeina en sistema nervioso central esta dado en su
mayoria por el receptor A2a. Si consideramos esto, podriamos esperar que el
efecto antagonico dado por la cafeina en el receptor A2a, que es un receptor
acoplado a una subunidad alfa estimuladora, en PVN podemos regular el consumo
de alimento “delicioso” (dieta HED), que podria dar apoyo al hecho de que las ratas
Nno consumieron mas grasa y por consecuente no desarrollaran obesidad. El
receptor A2a se encuentra expresado en neuronas en PVN, lo que podria apoyar el
gue pueda o no regular la liberacién de algunos neuropéptidos relacionados con la

regulacién de apetito.

Lo que podemos esperar con estos resultados, es que el sistema adenosinérgico si
estd involucrado en sistema nervioso central en procesos relacionados con la
patologia de la obesidad y que la cafeina, de acuerdo a las condiciones manejadas
en este trabajo, puede modular el consumo de alimento de una HED, con un

posible efecto en nucleos relacionados con apetito en el hipotalamo.
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CONCLUSIONES

Se logré inducir obesidad en ratas Sprague Dawley mediante una dieta alta
en grasas y carbohidratos (HED).

La cafeina disminuye la ganancia en peso de las ratas que consumen una
dieta HED, sin embargo, no lo hace de forma significativa en las que reciben
una dieta estandar.

Se observo que las ratas que estan expuestas a una dieta HED, consumen
menor alimento que las que estuvieron expuestas a una dieta con menos
calorias.

La cafeina disminuy6 el consumo de alimento de una dieta HED, pero no
modifica la cantidad consumida de una dieta estandar.

La cafeina no modifica el comportamiento en el consumo de liquido.

Los niveles séricos de colesterol y glucosa no se ven modificados por la
dieta HED ni la cafeina.

En la rata sana, el mMRNA del receptor A2a, presenta mayores niveles de
expresion que el receptor Al.

La cafeina promueve una disminucién en la expresién génica de Al y A2a
en los grupos CTRL.

La dieta HED promueve en hipotalamo total de rata, un aumento en la
expresion de los genes ADORA1 y ADORAZ2a.

Los niveles de mRNA del gen ADORAL disminuyen su aumento dado por la
dieta HED si esta va combinada con cafeina.

Se encontrd a los receptores Al y A2a expresados en el PVN del hipotalamo
de rata mediante inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica mostré un aumento en la expresion del receptor A1y
una disminucién del receptor A2a en el PVN del hipotalamo, después de la
exposicidon a una dieta alta en grasas.

La cafeina inhibe que se lleve a cabo la disminucion del receptor A2a en
PVN dada por la dieta HED.
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EXTRACCION DE RNA PARA TEJIDO (MagNA Pure Compact Roche®)

PRINCIPIO

Principio

El procedimiento de aislamiento de ARN se basa en Magnetic Particle Technology
Pure Glass MagNA

Los pasos principales del aislamiento puro del ARN total compacto con MagNA

son:

- Las muestras de tejido se rompen y las células o glébulos blancos
homogeneizados o cultivadas son pre-lisadas fuera del instrumento.

- El homogeneizado de la muestra o la sangre entera se lisan mediante
incubacion con el buffer de lisis que contiene una sal caotrGpica y proteinasa
K, que destruye las proteinas restantes incluyendo nucleasas.

- Las particulas Magnetic Glass (MGP) se afiaden y los acidos nucleicos se
inmovilizan en las superficies de las MGPS.

- EI ADN gendmico se degrada por incubacion con DNAsa. Esto reduce

sustancialmente el contenido de ADN de la muestra.
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- Sustancias no unidas (por ejemplo, proteinas, restos celulares, inhibidores
de la PCR, etc.) se eliminan mediante varias etapas de lavado.

- RNA total purificado se eluye de los POP.
MATERIAL

- DNAsa

- Cartuchos

- Tip Try (Puntas para el equipo)
- Buffer de lisis

- Tubos de muestra

- Tubos de elucion

- Tapas tubos de elucion

- Alcohol 70%

- SDS 1%

- Micropipetas (10, 20, 200ul)
- Jeringas (3ml aguja verde)

- Tijeras

- Marcador

- Sanitas

- Puntas de 1mL

- Puntas de 100yl
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Fig. 2 Material necesario para llevar a cabo la extraccion de RNA

RECOMENDACIONES

- Utilizar tejido entre 2.5-10mg, mayor a este peso podemos bloquear el
equipo debido a la viscosidad.

- Utilice sélo muestras de tejidos que han sido congelados en nitrégeno liquido
inmediatamente después de la escision o tratados con un agente
estabilizador, por ejemplo RNAlater.

- Antes de afiadir el buffer de lisis a la muestra de tejido, asegurese de que
sigue siendo completamente congelado y procesar de inmediato.

- Homogeneizacién del material de muestra es esencial para el aislamiento de
RNA intracelular a partir de tejidos. Una mala homogeneizacion se traducira

en una reduccion significativamente en los rendimientos de ARN.
ANTES DE COMENZAR

- Prender el equipo y limpiarlo con etanol antes de la calibracion y la

exposicion a la UV
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- Prender la lampara UV y dejarla 1 hora
Mientras transcurre este tiempo:

- Asegurarse de tener todo el material listo.
- Limpiar toda el area de trabajo, primero con SDS y después con etanol.

- Equilibrar el cartucho y el buffer de lisis de 15 a + 25 °C antes de su uso.
LISIS DEL TEJIDO

- Adicionar 450ul de buffer de lisis en un tubo, después agregar los 10mg de
tejido en este tubo. Ayudar a homogeneizar el tejido con ayuda de una
jeringa

- Incubar por 30 minutos a 15-25°C

- Centrifugar durante 2 minutos a 13 000g a 15-25°C

- Trasferir 350ul del sobrenadante en un tubo de muestra

- Colocar el tubo de muestra en la gradilla de muestras e iniciar el protocolo

de extraccion de RNA como se describe en a continuacion

PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE RNA EN MAGNA PURE COMPACT
ROCHE®

- Encender interruptor del equipo

- Remover el Rack del cartucho y el Rack de los tubos (con el Rack de los
tubos de elucién)

- Limpiar con etanol al 70% en DEPC el equipo

- Encender el equipo en el botén Run y esperar a que se calibre

- Una vez calibrado encender la lampara UV y dejarla por una hora, al finalizar
dejar ligeramente abierta la puerta para dejar que se escape el exceso de
O3 formado.

- Asegurarse de que en este momento el cartucho ya se esté atemperando

- Escanear el cédigo de barras de los cartuchos e insertar los cartuchos en el

rack de cartuchos. Con los dos pozos aislados apuntando lejos de usted,
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inserte todos los pozos en el cartucho de reactivos en los agujeros en el
bastidor del cartucho.

Proceder a ordenar las muestras Pantalla 2.

Seleccione el protocolo de purificacion adecuada en el menu Protocolo.
Seleccione el volumen de elucion (50ul 6 100ul).

Insertar el nUmero apropiado de Tip Trays (puntas), una por cada
purificacion, en la posicion asignada en el Try Rack del instrumento y
presionar siguiente.

Poner 20ul de la DNasa en la parte inferior de un tubo de muestra (un tubo
por purificacion). Insertar los tubos de muestras abiertos que contienen la
solucién de DNasa en la fila 2 (por lo general la posicion dedicada para el
Control Interno CI) de la gradilla.

Capturar en el nombre de la muestra.

Colocar los tubos de muestras que contienen la muestra en el soporte de
tubos (asegurese de que el borde de los tubos estan sentados firmemente
en la gradilla).

Escanear los tubos de elucion y colocarlos en la gradilla (E).

Agitar nuevamente los cartuchos que se encuentran ya en el rack

Insertar la gradilla de los tubos en el instrumento

En la pantalla de confirmacion, revise la pantalla de informacién. Sila
informacion es correcta, confirmela pulsando el boton "Confirm Data", cierre
la cubierta frontal.

Presionar START

RECOMENDACIONES PARA EL CARTUCHO

* Retirar un cartucho de reactivos precargada del blister.

* Equilibrar el cartucho de reactivos para 15 a + 25 ° C (30 min).

Manejar cada reactivo cartucho antes del uso de la siguiente manera:

» Usar siempre guantes al manipular el cartucho compacto Pure Magna.
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« Evitar tocar la lamina de sellado que cubre los pocillos de cartucho.
« Evitar tocar los dos pozos abiertos individuales y no utilizarlos como asas.
» Evite la formacioén de espuma.

* Dejar que el liquido dentro de los pozos de cartucho asiente de nuevo por
completo. Si el fluido permanece bajo la lamina de sellado, golpear la parte inferior
del cartucho suavemente en una superficie plana de laboratorio.

AL FINALIZAR

* Después de la carrera de purificacion ha terminado, aparece la pantalla de

resultados, que muestra el resultado del proceso de aislamiento para cada canal:

* El resultado sera PASS si el plazo de aislamiento se completoé sin ningun tipo de

advertencia o de error.

* Para cada resultado de FALLO, la pantalla de resultados mostrara un breve error
0 mensajes de advertencia para ayudarle a decidir si puede ignorar el error o
advertencia. Consulte la seccion de solucion de problemas del Manual del MagNA

puro del operador compacto.

AL FINALIZAR CUANTIFICAR LA CONCENTRACION DE RNA OBTENIDO Y
VERIFICAR LOS RATIOS
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