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ANTECEDENTES.

Adenosinay sus receptores.
La adenosina es un nucledsido de purina y es intermediario en la via degradativa del

adenosin trifosfato (ATP) (esquema 1). La adenosina se forma en las células a partir del
adenosin monofosfato (AMP) o de la degradacion de la S-adenosilhomocisteina. EI AMP
intracelular se deriva hacia adenosina por una nucleotidasa especifica, la 5 -nucleotidasa [1,
2]. Esta enzima tiene dos formas, la cN-I y la cN-Il, la primera degrada el AMP a adenosina y
la segunda degrada el inosin monofosfato (IMP) a inosina [3]. Ademas, la adenosina se
degrada a inosina por la adenosina desaminasa o se fosforila hacia AMP por la adenosina
cinasa [1, 2].

La adenosina extracelular es transportada al interior de la célula en donde es
rapidamente fosforilada por la adenosina cinasa (Km=100nM) [4], o degradada a inosina por
la adenosina desaminasa, que es un proceso con menor afinidad (Km=20-100uM) [5, 6]. La
adenosina desaminasa, pero no la adenosina cinasa, se encuentra también en el espacio
extracelular [6]. Cuando las concentraciones intracelulares de adenosina son muy altas, la
adenosina sale de la célula por difusion [7].

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

Adenilato cinasa AMP desaminasa
I -
2ADP ss§&————— ATP + AMP » |VP

Adenosina cinasa 5’nucleotidasa-1 o -1l citosolica

Y

adenosina » nosina
Adenosina desaminasa

hipoxantina

Esquema 1. Metabolismo de los nucledtidos intracelulares

En el sistema nervioso central la adenosina disminuye la liberacion de
neurotransmisores y la actividad locomotora, produce sedacion, hiperalgesia y es
anticonvulsivante. En el sistema cardiovascular produce vasodilatacién, vasoconstriccion,
bradicardia, un efecto inotropico positivo e inhibicién de la agregacion plaquetaria. En el
rifidn disminuye el filtrado glomerular y funciona como anti-diurético e inhibe la liberacion de
renina. En el sistema respiratorio produce bronco constriccion, bronco dilatacion, secrecion
de moco y depresion respiratoria. En el sistema gastrointestinal inhibe la secrecién de acido
gastrico [8]. En el higado aumenta la ureogénesis, la glucogendlisis y la gluconeogénesis [9-
11]. Las acciones opuestas de la adenosina en un mismo sistema, descritas en parrafos
anteriores, se deben a la activacion de diferentes receptores de la adenosina presentes en
las membranas plasmaticas [8]. Estos receptores se identificaron como purino receptores, y
se clasifican como receptores P, y P,, teniendo los primeros mayor afinidad por la adenosina
y por el AMP, y son los responsables de la modulacion de la actividad de la adenilil ciclasa;
mientras que los P, tienen mayor afinidad por el ATP y el ADP [2, 12]. Actualmente los
receptores P;, especificos para la adenosina, se subdividen basandose en sus
caracteristicas de union del ligando y las respuestas bioquimicas obtenidas por su
activacion, en cuatro subtipos: A;, Az, As Y Az[12].

La clonacidn de los receptores de adenosina se inicié en 1989 con el aislamiento de
los cDNAs del “receptor huérfano”, denominados RDC7 y RDC8 [13]. Posteriormente se

-4 -

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

confirmd que el RDC7 y el RDC8 codifican al receptor A; [14] y al receptor A, [15],
respectivamente. Los receptores de adenosina pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a las proteinas G y se caracterizan por siete dominios transmembranales, de
aproximadamente de 22 a 25 aminoacidos hidrofobicos [16]. Se considera que el lado
intracelular de estos receptores, particularmente las regiones de las asas intracelulares 3-4 y
5-6 y la porcion carboxilo terminal, interaccionan con la proteina G acopladora [17].

En higado de rata se han detectado los ARNm que codifican para los cuatro subtipos
de receptores de adenosina, si bien en humano se detect6 que el ARNm del receptor de
adenosina A; esta presente en mayor cantidad[18-20]. Ademas, en higado de ratas se han
encontrado concentraciones de adenosina de 0.01 uM [21]; mientras que en plasma y suero
son de 2.4 uM [22] y 8.0 pM [23] respectivamente.

Se sabe que en hepatocitos aislados de rata, la adenosina en concentraciones micro
molares estimula la glucogenodlisis [9], la gluconeogénesis [10] y la ureogénesis [11].

De los cuatro subtipos de receptores para la adenosina, el receptor Az es el Unico

que en el higado es estimulado, ademas de la adenosina, por la inosina.

Fructosa de la dieta.
La fructosa es un monosacéarido que se encuentra presente en todas las frutas y

vegetales. La fructosa forma parte del disacérido sacarosa, que esta compuesta de una
molécula de glucosa unida a una molécula de fructosa mediante el enlace glucosidico a 1-2.

Por su bajo costo y mayor poder dulcificante, la fructosa es usada comercialmente
como sustituto edulcorante en la elaboracién de postres, condimentos y bebidas
carbonatadas [24, 25].

Metabolismo de la fructosa.
El metabolismo de la fructosa difiere del de la glucosa y ocurre a través de un

mecanismo insulino-independiente. Seguido de la ingestion, la fructosa es rapidamente
absorbida por el enterocito via transportador de glucosa especifico para fructosa, GLUT5
[26], y después pasa a torrente sanguineo por el transportador GLUT2 [27, 28]. En el higado
(esquema 2) la fructosa se fosforila por la fructocinasa, para formar fructosa 1-fosfato
(fructosa 1-P), la cual se convierte a los intermediarios de 3 carbonos de gliceraldehido, la
dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato (gliceraldehido 3-P). Una porcion de
estos intermediarios pueden entrar a la via gluconeogénica para ser convertidos a glucosa o

metabolizados, para formar lactato o el glicerol de los triglicéridos.

-5-
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Uno de los pasos limitantes de la célula sobre el metabolismo de la glucosa involucra
la fosforilacion de fructosa 6-fosfato (fructosa 6-P) a fructosa 1,6-bisfosfato (fructosa 1,6-
bisP), el cual es catalizado por la fosfofructocinasa |. Esta reaccion es negativamente
regulada por citrato y ATP, los cuales inhiben alostéricamente a la fosfofructocinasa |, por lo
mismo previene la glucdlisis dentro de la célula hepatica [29]. El metabolismo hepatico de la
glucosay la fructosa se unen cuando se forman los intermediarios de 3 carbonos fosfatados.
Dado que la fructosa puede pasar la reaccion paso limitante de la fosfofructocinasa, los
intermediarios derivados de la fructosa pueden entrar a la via glucolitica rio abajo de la
enzima. Al acumularse estos intermediarios, pueden ser convertidos a glicerol 3-fosfato para
la sintesis de los triglicéridos. La transformacion del piruvato en acetil coenzima A (acetil
CoA), a través de la piruvato deshidrogenasa, permite la lipogénesis de novo y la formacion
de acidos grasos de cadena larga, los cuales se pueden esterificar para formar triglicéridos
[30]. Por lo tanto, el consumo de altos niveles de fructosa funciona como fuente no regulada
para la produccidn de triglicéridos. Es importante destacar que al no estar regulada la via del
metabolismo de la fructosa, puede ocasionar una disminucién importante en la
concentracién de ATP en las células del higado [31], ya que se utiliza para fosforilar a la
fructosa.

La disminucion en la poza de ATP en las células aumenta la poza de ADP, que en
condiciones normales es re-fosforilado en la cadena respiratoria para regenerar el ATP. Si el
consumo de fructosa es cuantitativamente importante, la re-fosforilacion del ADP se detiene
cuando la célula hepatica agota su reserva disponible de ién fosfato. Este hecho llega a
observarse cuando los sujetos experimentales consumen cantidades importantes de fructosa
[32, 33].
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Esquema 2.Catabolismo de la glucosa y la fructosa en la célula hepatica.

Efectos hormonales de la fructosa.
Los efectos promovidos por la molécula de fructosa, al incidir sobre distintos tejidos

glandulares, son diferentes a los efectos que desencadena la glucosa al incidir sobre los
mismos tejidos.

Después de la ingestion de fructosa, la oleada de insulina no ocurre por 2 razones.
Primero, el pancreas no contiene los transportadores de la fructosa GLUT5 [34], lo que limita
la entrada de fructosa al pancreas. Segundo, la fructosa no estimula la liberacion del péptido

inhibidor géstrico [35-37], el cual induce la secrecién de insulina. A diferencia de la glucosa,
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los niveles de leptina, una hormona que sefiala saciedad, no se incrementa después del
consumo de fructosa [37, 38]. Se reporta que la alimentacién con fructosa a largo plazo
incrementa los niveles de leptina en ratas [39, 40], lo cual, en este contexto puede indicar el
desarrollo de resistencia a la insulina [24]. La fructosa también incrementa la adiponectina en
plasma [39, 41], una hormona producida por tejido adiposo que regula la homeostasis de la
glucosa. Del mismo modo, el aumento en la adiponectina circulante indica resistencia a esta
hormona, ya que sus efectos benéficos, como aumento de la sensibilidad a la insulina y la
reduccién en la presidn sanguinea, no se observaron en las ratas alimentadas con fructosa
[39, 41].

Inosinay el receptor de adenosina Az en higado.
En hepatocitos aislados de rata, el estimulo con adenosina o inosina incrementa las

velocidades de operacion de 3 de sus principales vias metabdlicas: glucogendlisis,
gluconeogénesis y ureogénesis [9-11]. Aunque ambos nucledsidos se encuentran en suero y
pueden ser efectivos para activar estas vias metabdlicas, existe evidencia que sugiere una
accion predominante de la inosina respecto a la adenosina en la estimulacion hepatica de
las 3 vias metabdlicas, a través de la activacion del receptor A; de la adenosina, debido a
gue la concentracién de la inosina es més alta en suero y la concentracion es 25 veces
mayor que la adenosina en perfusado de higado aislado [42, 43]. Recuérdese, ademas, que
en el humano el receptor A; de la adenosina es el mas expresado de los receptores
hepaticos para la adenosina [19, 44-46].

Ademas, la alta actividad de la enzima adenosina desaminasa que se encuentra en
suero de rata favorece la conversion de la adenosina a inosina. El incremento en las tres
vias metabdlicas ocasionado por inosina se bloguea por un antagonista de los receptores As.
En contraste, al bloquear los receptores A;, Axa Y Az, No se modifica el efecto ocasionado
por la inosina [43]. Por lo tanto, los receptores Az parecen ser el blanco de la inosina para la

estimulacién de éstas vias en los hepatocitos.

La fructosa eleva los niveles de Inosina.
En experimentos previos, realizados por la Dra. Guinzberg de nuestro grupo de

trabajo, se encontrd que al perfundir higado de rata con una solucion que contiene glucosa 5
mM vy fructosa 5 mM, las concentraciones de adenosina e inosina fueron mayores en el
perfusado con la solucién de glucosa 5 mM y fructosa 5 mM a diferencia de un higado
perfundido con glucosa 10 mM (Figs. 1y 2).
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Desde que se reportd que los receptores de adenosina estan involucrados en la
regulacién de glucosa hepatica y metabolismo del glucdégeno [47, 48], los cambios en la
expresion de los receptores de adenosina pueden ser un factor importante que module el
metabolismo intermedio en el higado.

En el contexto anterior, se ha reportado que en el rifion de rata con diabetes, los
niveles de ARNm del receptor de adenosina A; estan incrementados 1.7 y 2.8 veces en
corteza y medula, respectivamente [49]. De igual manera, pero en miocitos de corazén de
ratas diabéticas, se encontrd6 que el ARNm del receptor de adenosina Az estaba 60%
elevado en comparacion al de una rata sin diabetes [50]. En otro experimento donde se
indujo la diabetes con estreptozotocina en ratas, se encontré un incremento de 2 y 1.8
veces en el ARN mensajero de los receptores de adenosina A,x ¥ As, respectivamente,
acompafiado de un incremento de 2 y 1.6 veces, respectivamente en la proteina de los
receptores, mientras que para el ARN mensajero de Ay decrecido 40% y la proteina del

receptor cayé 60% en higado [51].
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Figura 1. Concentracion de adenosina en perfusado de higado de rata. Se aislaron
higados de rata y se perfundieron (en sistema abierto) con una solucién Krebs-Ringer a la
gue se le adicion6 glucosa 10 mM y otra solucién con glucosa 5 mM mas fructosa 5 mM, el
perfusado se recolecto al minuto 2, 4, 8 y 16 para posteriormente medir el nucledsido. Los
valores estan reportados como la media * el error estandar. Se aplicé la prueba t-Student
desapareada para evaluar las diferencias entre los dos grupos (n=4). La diferencia

significativa se establecié con P < 0.05.
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Figura 2. Concentracion de inosina en perfusado de higado de rata. Se aislaron higados
de rata y se perfundieron (en sistema abierto) con una solucién Krebs-Ringer a la que se le
adiciond glucosa 10 mM y otra solucién con glucosa 5 mM mas fructosa 5 mM, el perfusado
se recolecto al minuto 2, 4, 8 y 16 para posteriormente medir el nucleésido. Los valores
estan reportados como la media + el error estandar. Se aplicd la prueba t-Student
desapareada para evaluar las diferencias entre los dos grupos (n=4). La diferencia

significativa se establecié con P < 0.05
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Todo lo anterior llevo a formular la siguiente hipétesis de trabajo.

HIPOTESIS

El aumento en el consumo de fructosa eleva la concentracién sanguinea de inosina
y como consecuencia, disminuye el ARNm del receptor para la adenosina A; en el

hepatocito de rata.

OBJETIVOS

Evaluar el cambio en la concentracion de inosina en el suero y en el perfusado de
higado de ratas alimentadas con exceso de fructosa.
Cuantificar el ARNm del receptor para la adenosina A; en hepatocitos de ratas

control y alimentadas con exceso de fructosa.

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar de 1 mes de edad alimentadas con alimento
comercial ad libitum, de las cuales 15 fueron alimentadas con fructosa al 30% en agua de
bebida y las otras 15 se utilizaron como control. Se dividieron en 5 grupos de 6 ratas cada
uno (3 problema y 3 control), las ratas del grupo 1 se sacrificaron, sin previo ayuno, al primer
mes de consumo de fructosa, las del grupo 2 al 2° mes y asi sucesivamente hasta el 5° mes
de consumo de fructosa.

A todas las ratas se les tomd muestra de sangre para determinar las
concentraciones de adenosina e inosina en suero, y después se obtuvo una muestra del
tejido hepético que se congeld con nitrégeno liquido para, posteriormente, aislar el ARNm
para la técnica de PCR en tiempo real. El higado restante se perfundié con solucion Krebs-
Ringer durante 10 minutos (35 ml/min), y después de este tiempo se tomd una muestra del

perfusado para determinar la concentracion de adenosina e inosina.

METODOS

Obtencion de higado de rata
El higado se aisl6 de las ratas por técnicas quirdrgicas, en combinacién con la

anestesia, se utilizaron los farmacos aprobados por la NOM-062-ZO0-1999 (ketamina y
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xylazina, 75 mg/kg + 10 mg/kg, i.p.), y se realizd la eutanasia por exanguinacion. Se incidio
sobre el abdomen por la linea media para llegar a la cavidad abdominal y poder obtener una
muestra de tejido hepatico, que fue inmediatamente congelada en nitrégeno liquido para

preservar el tejido hasta su uso.

Muestras de sangre
Las muestras de sangre proveniente de la vena hepatica se tomaron durante el

aislamiento del higado, una vez obtenida la muestra (200 pl) se mezclé con 10 pl de EDTA
(15%), 3 pl de EHNA y 3 pl de dipiridamol para minimizar el metabolismo de la adenosina e
inosina [52, 53], inmediatamente después se centrifugé a 1700 g, a 4°C durante 10 min. El
sobrenadante fue separado y se congel6 a -70°C hasta la cuantificacion de la adenosina y la

inosina.

Higado perfundido
El modelo de higado de rata perfundido se utiliz6 en los experimentos. Se coloco

una canula en la vena porta, por la que se perfundié la solucién Krebs-Ringer-Bicarbonato
(NaCl 120 mM, KCI 5.7 mM, KH,PO, 1.2 mM, NaHCO3; 12 mM) después de 10 min (35
ml/min) de perfusion en sistema cerrado se tomé una muestra del perfusado, la cual se
proceso igual que las de sangre para minimizar el metabolismo de la adenosina e inosina y
se congeld hasta su uso para medir la concentracion de los nucledsidos
Medicién de metabolitos

La inosina y la adenosina se midieron en suero y perfusado, por ensayo enzimatico

en espectrofotometro de doble haz [54]. La determinaciéon de la concentracion de glucosa se

hizo en el perfusado de higado con el método de Fales [55]

Aislamiento del ARN de tejido hepatico
De la muestra de higado congelado se obtuvo una porcién de ~30 mg y se aislo el

ARN con el kit SV Total RNA Isolation System de Promega.

Cuantificacién y pureza del ARN
Una vez aislado el ARN del tejido hepatico se cuantificd en un equipo Nanodrop.

Sintesis de cDNA a partir de ARNm
Para la sintesis de cDNA se aislé 2 ug de ARN con la relacion de absorcion a

280/260 nm, superior a 1.8 que es lo minimo para utilizarlo en el PCR de tiempo real. Se

incub6 el ARNm con la enzima transcriptasa reversa en presencia de dNTP vy
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oligonucledtidos de deoxi-timina, para que la enzima sintetice DNA (cDNA) utilizando como
molde el ARNm.

Disefio de oligonucledtidos para la técnica de PCR en tiempo real
Los oligonucledtidos utilizados fueron los reportados [56], los cuales se analizaron

con el software oligo7. Ademas, se probaron los oligonucle6tidos (gen constitutivo y gen de
interés) a diferentes concentraciones de cDNA (1:5, 1:25, 1:125 y 1:625) para confirmar la

eficiencia de éstos.

PCR en tiempo real
Se utilizé un termociclador de placa de 96 pozos de la marca Applied Biosystems

con el kit Quantitect SYBR Green de Qiagen.

Las condiciones del termaciclador fueron las sugeridas por el fabricante.

Se realiz6 una cuantificacién relativa utilizando al gen Arbp y B-actina como
constitutivo.

Los datos obtenidos se trabajaron con el método 2(-AACT), conveniente para
analizar el cambio relativo en la expresién de un gen en los experimentos con PCR en

tiempo real [57, 58].

Métodos estadisticos
Los valores estan reportados como la media + el error estandar. Se aplico la prueba

t-Student desapareada para evaluar las diferencias entre los dos grupos. La diferencia

significativa se establecié con P < 0.05.

RESULTADOS.

El promedio del peso corporal de las ratas control y tratadas se resume en la tabla 1.
En el grupo que consumié fructosa se reportaron los pesos mas bajos, aunque el analisis
estadistico no marcé diferencia significativa entre el grupo control y el grupo que consumio
fructosa.

En el andlisis del suero se encontr6 que la concentracion de adenosina aumento
mas del doble (P < 0.001), desde el primer mes en que las ratas fueron sometidas al
tratamiento con fructosa (Fig. 3). Ademas, se observd que el aumento en la cifra de
adenosina en suero, registrada en los animales con fructosa, es progresivo de manera que a

los 5 meses de tratamiento se ha elevado a 3 veces el valor del animal control (Fig. 3).
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CONTROL FRUCTOSA

Tiempo de Promedio (Q) Error E. Promedio (Q) Error E.
tratamiento
(meses)
2 331 18.0 273 27.6
3 419 15.5 374 27.6
4 463 22.9 394 45.0
5 494 6.0 430 86.2

Tabla 1. Peso promedio de las ratas del grupo control y las que consumieron fructosa

al 30% en el agua de bebida.

En el caso de los valores de inosina en el suero de las ratas, se observa que las
cifras basales de inosina en las ratas control es el doble de la registrada para la adenosina
(Fig. 4), lo cual concuerda con datos previos de la literatura, algunos publicados por nuestro
grupo de trabajo [59]. Desde el primer mes del tratamiento de las ratas con fructosa se
observa, en comparacién con las ratas control, elevacion de 2.7 veces en la concentracion
de inosina en suero, cifra que al igual que la adenosina, muestra tendencia a subir con el
tiempo de tratamiento, y a los 5 meses ya es 3.5 veces mayor que el valor de inosina

obtenida en las ratas control (Fig. 4).
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Concentracion de adenosina en suero.

I Control
[ Fructosa I

Adenosina uM

O T T T T T
1 2 3 4 5

Meses en tratamiento

Figura 3. Concentracion micromolar de la adenosina en el suero de las ratas del grupo

control y del grupo con fructosa al 30% en el agua de bebida.
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Concentracién de inosina en suero.
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Figura 4. Concentracion micromolar de la inosina en el suero de las ratas del grupo

control y del grupo con fructosa al 30% en el agua de bebida.

La presencia de adenosina en el perfusado de las ratas que recibieron fructosa
siempre es, cuando menos, dos veces mayor a las cifras de adenosina liberada por los
higados perfundidos de las ratas control (Fig. 5). Aqui también, como en el caso del suero, la
administracion de la fructosa a lo largo del tiempo muestra respuestas cada vez mas
grandes, mientras que la liberacidn de adenosina al mes de recibir la fructosa es del doble, a
los 5 meses ya es 2.5 veces mayor.

La liberacion de inosina en el perfusado de los higados control y los tratados con
fructosa, reflejan lo observado al medir las concentraciones de inosina en suero. La cantidad
de inosina liberada al liquido de perfusién, en general, es mayor que la de adenosina. Este
hecho es cuantitativamente claro en las ratas mantenidas con fructosa en el agua de bebida
por un periodo de 5 meses, cuando la inosina liberada es 3 veces mayor de lo observado al
final del primer mes de dieta, y llega a ser 7 veces mayor a lo observado al quinto mes de

iniciado el experimento en ratas control con agua (Fig. 6).
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Noétese que en los experimentos de perfusion de los higados se omitio la glucosa,
fructosa o algun otro sustrato oxidable. Lo anterior sugiere que la inclusion de fructosa en la
bebida promueve un ajuste metabdlico en el higado de la rata, que lo hace responsable de
liberar mayor cantidad de adenosina e inosina.

El siguiente experimento consistié en cuantificar la glucosa liberada por el higado de
las ratas sometidas a la dieta con fructosa. Los resultados indican que se libera mas glucosa
de los higados perfundidos, de ratas que recibieron fructosa en el agua de bebida (Fig. 7).
Dada la ausencia de sustratos oxidables en la solucion a perfundir, la informacién obtenida

sugiere que la glucosa presente en el perfusado proviene de la hidrdlisis de glucégeno
hepatico.
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Concentracion de adenosina en perfusado.
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Figura 5. Concentracién micromolar de la adenosina en el perfusado de higado de las
ratas del grupo control y del grupo con fructosa al 30% en el agua de bebida. El higado
se perfundié con una solucion Krebs-Ringer durante 10 minutos (35 ml/min), y después de
este tiempo se tomd una muestra del perfusado para determinar la concentracion de

adenosina.
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Concentraciéon de inosina en perfusado.
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Figura 6. Concentracion micromolar de la inosina en el perfusado de higado de las
ratas del grupo control y del grupo con fructosa al 30% en el agua de bebida. El higado
se perfundié con una solucion Krebs-Ringer durante 10 minutos (35 ml/min), y después de

este tiempo se tomd una muestra del perfusado para determinar la concentraciéon de inosina.
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Concentracion de glucosa en perfusado.
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Figura 7. Concentracion micromolar de glucosa en perfusado de higado de las ratas
del grupo control y del grupo con fructosa al 30% en el agua de bebida. El higado se
perfundié con una solucion Krebs-Ringer durante 10 minutos (35 ml/min), después de este
tiempo se tomo6 una muestra del perfusado para determinar la concentracion de glucosa. Al
final, se pes6 el higado para determinar el contenido de glucosa por gramo de tejido

perfundido.

Para el estudio del receptor de la adenosina Az se utilizaron 2 genes
constitutivos para la técnica de PCR en tiempo real, el gen de B-actina y el de
la fosfoproteina ribosomal acidica (Arbp).

Al utilizar el gen Arbp como constitutivo, se encontré que el ARNm del
receptor de la adenosina As; tuvo diferencia (P < 0.001) para el segundo mes
de dieta (Fig. 8), donde la expresién del ARNm del receptor Az disminuy6 33
veces con respecto al control; al hacer el analisis del receptor de la

adenosina Az utilizando como gen constitutivo [(-actina, se obtuvo un
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resultado similar con igual diferencia (P < 0.001) en el segundo mes de dieta
(Fig. 9), solo que la expresion del ARNm del receptor Az disminuyd 9.6

veces.

Diferencial de Ct del receptor A, usando Arbp como constitutivo.

20 4 I Control
[ Fructosa
*
—
15 - m T .
4 T
o
8
© i
a 10
5 -
O T T T T T
1 2 3 4 5

Meses en tratamiento

Figura 8. Diferencial de Ct del receptor de la adenosina Az utilizando Arbp como gen
constitutivo. Un valor alto de ACt significa baja expresion del gen del receptor de la

adenosina.
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Diferencial de Ct del receptor A, usando B-actina como constitutivo.
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Figura 9. Diferencia de Ct del receptor de la adenosina A; utilizando B-actina como gen
constitutivo. Un valor alto de ACt significa baja expresion del gen del receptor de la
adenosina.

DISCUSION

Los resultados contenidos en esta tesis pueden analizarse en dos etapas: en la
primera, lo relativo a los cambios metabdlicos ocasionados por la administracion de fructosa
al 30% en el agua de bebida, y en la segunda etapa los posibles ajustes en la sintesis de
ARNmM de los receptores de la adenosina, en un intento de explicar los cambios metabdlicos
observados.

Es indudable que el exceso de fructosa en la dieta de las ratas provocd una mayor
concentraciéon en suero de los nucledsidos estudiados, la adenosina y la inosina. Ademas,
una vez que se extrajo el higado de las ratas con dieta alta en fructosa y se perfundié en
ausencia de una fuente de carbono, se sostiene en ese higado la condicién observada
mientras estaba in vivo, esto es, la de liberar mayores cantidades de adenosina e inosina en
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el liquido del perfusado. Hay que hacer notar que no es necesaria la fructosa en el liquido de
perfusado para que continle liberandose mas adenosina y, sobre todo, mas inosina de los
higados (Figs. 5 y 6). Esto es, el higado afectado por la dieta con exceso de fructosa, esta
programado durante cierto tiempo para mantener ese ajuste metabdlico.

Si bien en este trabajo no se midieron los valores de ATP hepético, la literatura al
respecto es abundante y concluyente: la administracién de un exceso de fructosa en la dieta
disminuye la poza hepética de ATP [31-33, 60], debido a que la fructosa es rapidamente
fosforilada por la enzima fructocinasa utilizando ATP, lo que conlleva a un incremento del
ADP y AMP, y por otra parte ocasiona un decremento en la concentracion de fésforo
inorganico; mientras la concentracion de fésforo inorganico disminuye, la enzima adenosina
desaminasa es activada, ademas la alta concentracién de su sustrato (AMP), evidentemente
favorece el catabolismo de los nucledtidos de adenina [61]. Sin embargo, un proceso menos
estudiado es el conjunto de consecuencias y ajustes que suceden en el higado, y en el
organismo, debido a la baja en la poza del ATP hepatico. Estudios previos en nuestro
laboratorio [59] y en otros laboratorios [54, 62] muestran que la falta transitoria de oxigeno
promueve la salida de adenosina a la circulacion por los dérganos afectados, muy
probablemente debido al abatimiento en la poza celular de ATP. Por consiguiente, en los
higados de ratas con exceso de fructosa en la dieta, la adenosina y la inosina liberadas al
exterior de las células tienen su origen en la menor poza de ATP descrita por numerosos
autores, que se convierte en ADP, que al no ser fosforilada se transforma sucesivamente en
AMP, adenosina e inosina. Ambos nucledsidos, adenosina e inosina no se almacenan y
salen de la célula. Llama la atencion que no existen estudios sobre las consecuencias de la
mayor concentracion circulante de esos nucledsidos, sobre todo, cuando es bien conocida la
presencia de receptores a la adenosina en numerosas estirpes celulares [19, 20, 45].

Una consecuencia por la mayor concentracion de adenosina e inosina en la
circulacion, se ha estudiado por nuestro grupo de trabajo y se analizé en esta tesis. En el
trabajo previo [59], encontramos que la estimulacién in vivo de los receptores A; de la
adenosina en el higado de rata, provocada por inosina y adenosina liberadas en mayor
cantidad por el propio higado, elevé la glucogenolisis hepatica y aumento la formacién de
glucosa, que es liberada a la sangre donde eleva su concentracion.

Los datos obtenidos en la presente tesis describen que los higados, de ratas que
bebieron fructosa al 30%, liberan al perfusado el doble de glucosa que los higados de rata
control (Fig. 7). Es conveniente agregar que en las ratas con fructosa en la dieta, este
monosacarido pudo contribuir a sintetizar mas glucégeno hepético, en comparacion a la que
sucede en la rata control, y con ello, al estimular el receptor Az de la célula hepética rica en

glucégeno, aumenta la posibilidad de liberar mayor cantidad de glucosa. Un resumen de lo
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discutido hasta aqui se incluye en la figura 10. En esa figura, todo apunta a que el receptor
Az de la adenosina en el higado, el Unico de los 4 receptores hepéticos de la adenosina que
es activado por la inosina [59], puede ser la clave para entender mejor el esquema
propuesto. Lo anterior adquiere mayor relevancia si recordamos que la inhibicion in vivo del
receptor A; de la adenosina en el higado, ocasionada por la administracion de un
antagonista selectivo para ese receptor, impide la hiperglucemia observada por la inosina y
la adenosina liberadas a la circulacién por el propio higado [59].

En este proyecto evaluamos el impacto del consumo de fructosa en la expresion del
receptor para la adenosina Az en higado de rata. Los resultados obtenidos muestran que se
encontrd cambio en la expresion solo en el segundo mes de consumo de fructosa y que en
los demas grupos no hubo ningln cambio aparente. Se puede sugerir que en estas células
se disminuyeran los niveles de ARNm del receptor para bloquear el estimulo constante por
parte de la inosina al receptor Az, pero después la célula regresa a sus niveles de ARNm
normales como si se adaptara al estimulo o como si hubiera un tipo de regulacién en otro
punto de la sefalizacion. Para poder dilucidar esto es conveniente ampliar el proyecto en el
tiempo de los 2 meses de consumo de fructosa y evaluar no cada mes, sino cada 15 dias
para ver en qué momento empieza a disminuir los niveles de ARNm y en qué momento
regresan al nivel basal.

La importancia de conocer la regulacién de los receptores de la adenosina, y en
especial el Az, es por el metabolismo de la glucosa, dado que el consumo de fructosa en
ratas es un modelo de sindrome metabdlico y este se caracteriza por glucemia alta, la
regulacién de glucosa en sangre por parte del higado es un punto clave para entender este
sindrome. Si la célula hepética regula los receptores Az, en algin punto de la via de
sefializacion, la salida de glucosa al torrente sanguineo se vera disminuida, aun cuando esté
presente el estimulo de la inosina.

Por otra parte, no se encontraron cambios en los niveles de ARNm, pero no significa
que el receptor no esté regulado de algin otro modo, ya sea por fosforilaciones en el
receptor, secuestro del receptor en membranas, 0 procesos enzimaticos que terminen o

disminuyan la sefializacion del receptor.
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Figura 10. Metabolismo de la fructosa en el higado. La fructosa entra a la celula por
transportadores GIuT5 y es rapidamente fosforilada, esto provoca una baja en la poza de
ATP por secuestro del fosforo inorganico y un aumento de AMP y ADP que es catabolizado
hacia adenosina e inosina, estos nucledsidos salen de la célula y activan al receptor A3, este
receptor se encuentra acoplado a la proteina G4 que activa a la fosfolipasa C-8 (PLC-B) y
esta actia sobre el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (Pl (4,5)P,) para degradarlo en
diacilglicerol (DAG) y en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), este Ultimo actla sobre los canales de
ca®* del reticulo endoplasmico (RE) y el DAG activa la proteina cinasa dependiente de
Ca2+(PKC). El Ca”, liberado por los canales del reticulo endoplasmico hacia el citosol, se
une a los sitios alostericos de la PKC y de la calmodulina (CaM), una vez activa la CaM
fosforila a la fosforilasa cinasa b para activarla y que esta a su vez fosforile a la fosforilasa b
para activarla y que esta Ultima hidrolize al glucégeno en glucosa 1-P y finalmente liberar
glucosa al torrente sanguineo. Ademas la fructosa fosforilada es utilizada para la sintesis de

lipidos a través de la formacién de glicerol.
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CONCLUSION

Uno de los objetivos del trabajo fue evaluar la existencia de un cambio en la
expresion del receptor de la adenosina As, a nivel de ARNm, que pudiera contrarrestar la
estimulacién constante por la inosina, debido al aumento en su concentracién circulante.
Dicho cambio sélo se observé en el grupo tratado por 2 meses, pero no en los demas
grupos. Este resultado no era el esperado, ya que si la concentracion de inosina aumenta
conforme aumenta el tiempo de dieta, esperdbamos que la cantidad de ARNm del receptor
A; fuera inversamente proporcional a la concentracion de inosina. Por otra parte, los
resultados obtenidos nos permiten sugerir que al no regularse los receptores de la
adenosina, a nivel del ARNm, debe existir aumento en la actividad del receptor, dado que la
glucosa en perfusado aumentd con el tiempo de dieta. Es de suponer que la glucosa
liberada por el hepatocito podria provenir de glucogenolisis, por lo que seria muy importante
cuantificar el contenido de glucdégeno hepatico de ratas alimentadas con fructosa, en
comparacion con el de las ratas control, para definir si el aumento de glucosa encontrado en
perfusado se debe a un exceso de glucégeno, o bien a un aumento en la gluconeogénesis;
lo cual ayudaria a confirmar la idea de que el receptor de la adenosina A; mantiene

aumentada su actividad.
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