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Resumen

Una de las enfermedades neurodegenerativas mas importantes debido a su alta
prevalencia es la enfermedad de Alzheimer (EA), la cual es la causa mas comun de
demencia y pérdida de memoria en gente mayor a 60 afios. Uno de los tratamientos méas
utilizados para el tratamiento de la EA son los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE), como por ejemplo la galantamina, que se encarga de evitar que la acetilcolina
se degrade por medio de la AChE. Se sabe también que este medicamento causa fuertes
y frecuentes efectos secundarios como nauseas, vomito, mareos, dolor de cabeza,
diarrea y anorexia. Ademas, la galantamina se ha visto asociada a una reduccion de
peso en algunas personas.

La AChE se encuentra expresada en el hipotalamo, en muchas regiones del
sistema nervioso, incluyendo el hipotalamo, en los nucleos encargados de la balanza
energeética, la cual regula la ingesta alimentaria y el gasto energético. En el hipotalamo,
se generan dos cascadas de sefializacion: una con respuesta anorexigénica: por medio
de los genes que codifican para proopiomelanocortina (POMC) y para el péptido regulado
por cocaina y anfetamina (CART), y otra con respuesta orexigénica dada por el
neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con agouti (AgRP). Los productos de
POMC (a-MSH) y AgRP se unen al receptor de melanocortina 4 (MC4R). Por otra parte,
se ha reportado que estos genes también estan asociados con la enfermedad de
Alzheimer.

El objetivo de este proyecto es ver si la galantamina, la cual reduce el peso
corporal, tiene un efecto en la expresion de los genes implicados en la balanza

energética. Para esto, se utilizo la linea celular IVB hipotalamica de rata, la cual fue



estimulada con galantamina en condiciones de privacion de glucosa (0 mM) y diferentes
concentraciones de glucosa (4.5 mM y 11 mM). Finalmente, se midieron los transcritos
de dichos genes.

Se reportd que para el gen AgRP (gen orexigénico), al incubar a las células en
presencia de galantamina + 11 mM de glucosa, la expresion disminuy6 con respecto a
las células tratadas sin medicamento + 11 mM de glucosa. Por otro lado, para el gen del
receptor MC4R, en presencia de galantamina, la expresion disminuyé en la privacion de
glucosa con 11 mM en presencia de galantamina, comparadas con las células que no
fueron estimuladas con el medicamento.

Finalmente, para los genes CART (anorexigénico) y NPY (orexigénico), no se
encontraron diferencias entre los tratamientos con y sin galantamina; mientras que
POMC (anorexigénico) no se encontrd expresado en esta linea celular.

Por lo tanto, la disminucion de la expresion de AgRP en presencia de galantamina,
sugiere que al haber una reduccion del péptido orexigénico, la ingesta de alimentos

disminuiria y podria explicar la pérdida de peso en pacientes con Alzheimer.
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Introduccién

Enfermedades neurodegenerativas: el Alzheimer

Las enfermedades neurodegenerativas son aquellas que pudieran presentar, una
disfuncién cognitiva progresiva o motora, dada por una pérdida de neuronas, que es
considerada una causa comun de morbilidad y mortalidad, principalmente en gente
adulta mayor (Erkkinen et al., 2018). Estas enfermedades se caracterizan generalmente,
por depdsitos de proteinas, tanto intracelulares como extracelulares, que afectan las
propiedades fisicoquimicas del cerebro, asi como la homeostasis i6nica y energética o
el metabolismo celular; sin embargo, también pueden ser desarrolladas por mutaciones
génicas especificas (Kovacs, 2018).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, la cual
es la causa mas comun de demencia, pérdida de memoria y de funciones cognitivas en
gente mayor a 60 afos (60 - 70% de los casos, segun la Organizacién Mundial de la
Salud, OMS, 2020). La demencia se define como la incapacidad intelectual de gravedad
suficiente para interferir con el funcionamiento tanto social como laboral. Estudios
epidemiologicos muestran que la EA tiene una prevalencia del 7.5% en gente latina entre
64 a 74 afios, del 27.9% en un rango de 75 a 84 afios y un 62.9% de casos en personas
mayores a 85 afios. En México, se ha reportado que, en individuos mayores de 60 afios,
la prevalencia de la demencia es del 8% y que puede haber mas de 800,000 casos con
diagnéstico especifico para la EA (Vega et al., 2017; Assal, 2019).

La principal caracteristica de EA es la pérdida de la memoria, dada por dos
factores, principalmente: 1) la acumulacion de la beta-amiloide y 2) acumulacion de la

proteina tau hiperfosforilada. El primero es la acumulacion de la beta-amiloide (placas
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AB), proteina que tiene funciones como actividad antimicrobiana, reparacion de fugas en
la barrera hematoencefalica, supresion de tumores y la transmisién de informacién
neuronal (Abramov et al., 2009; Brothers et al., 2018). El péptido AB es el producto de la
digestion de la proteina precursora del amiloide (APP). Bajo condiciones patolégicas, la
APP se corta mediante un conjunto de enzimas conocidas como B y y-secretasas, las
cuales estan presentes en la membrana celular. Después de la digestion de la APP,
aparecen monomeros extracelulares que, entre ellos, se acercan para formar oligdmeros.
Finalmente, los oligdmeros se organizan y componen las laminas . El acumulo de dichas
laminas forma las placas AB (Madav et al.,, 2019). Mientras que, el segundo es la
acumulacién de la proteina tau hiperfosforilada (ovillos neurofibrilares), que tiene su
papel principal en la formacion de microtibulos (Ashrafian et al., 2021). Los cumulos
provocan una disminucion del nUmero de sinapsis, dendritas y de neuronas, esto ultimo
en las etapas mas avanzadas de la enfermedad (etapas Il y IV) (Hampel et al., 2018).
Otros estudios muestran que también existe un decremento en los receptores nicotinicos
postsindpticos y muscarinicos (M2, presinapticos) de la corteza cerebral (Nordberg &
Winblad, 1986a; Rodrigo et al., 2007). Las placas AB y los ovillos neurofibrilares
normalmente se encuentran en regiones anatémicas del encéfalo, comunmente
asociadas a los procesos de memoria, como son: el hipocampo y el nucleo basal de
Meynert (NBM).

La pérdida de memoria se debe a la pérdida neuronal en el hipocampo y el NBM.
En especifico, este nlcleo cuenta con neuronas colinérgicas que proyectan sus axones
hacia la corteza parietal, que se encarga principalmente de la asociacion de diferente

tipo de informacion proveniente de otras &reas cerebrales. Ademas, los axones también
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proyectan hacia la corteza frontal, implicada en consolidacién y transformacion de
memorias procedentes del hipocampo (Hampel et al., 2018; Rodrigo et al., 2007) .

Acetilcolina

Las neuronas colinérgicas producen acetilcolina (Ach), la cual funciona como
neurotransmisor. Ach se encarga de transferir la informacién neuronal por toda la
corteza, en procesos como memoria, atencion, aprendizaje, respuesta a estrés, suefio,
memoria sensorial, entre otros.
La Ach es sintetizada por la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) en la neurona
presinaptica (aquella que va a transmitir el estimulo), a partir de los sustratos acetil-
coenzima Ay colina. Después de que las neuronas colinérgicas postsinapticas (quienes
reciben el estimulo) son despolarizadas y activan el potencial de accién, la Ach restante
en la hendidura sinaptica es degradada por la enzima acetilcolinesterasa (AChE),
generando colina y acetato (Ferreira-Vieira et al., 2016). En la EA es importante poder
utilizar toda la Ach producida, para transmitir la informacién, ya que las neuronas
colinérgicas se degradan durante el desarrollo de esta enfermedad. En la Figura 1 se

presenta un esquema de la degradacioén de la Ach.

Acetilcolina + H,0 > Colina + Acetato

(Ach)

Figura 1. Esquema de la degradacién de la acetilcolina mediante la enzima AChE.
A partir de la acetilcolina (Ach) y una molécula de agua se obtiene la colina y el acetato,
por medio de la acetilcolinesterasa (AChE).
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Tratamientos para la enfermedad de Alzheimer

Se ha demostrado que en la EA existe una disminucion progresiva de las
neuronas colinérgicas debido a las placas A, a la formacién de ovillos neurofibrilares y
a la sobreestimulacion del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) (Robert Briggs, 2016;
Shenhar-Tsarfaty et al., 2019) . Es por esto que, la mayoria de los tratamientos para la
EA, se ha enfocado en el control de la via de degradacion de la Ach, como en la
sobreestimulacion del NMDAR.

Entre los medicamentos mas utilizados para la EA estan: 1) los inhibidores de
AChE, que resultan en un bloqueo de la degradacion de la Ach proveniente de las
neuronas colinérgicas; y 2) los bloqueadores de los NMDAR. Sin embargo, en este
proyecto sélo nos enfocaremos a los inhibidores de AChE. La importancia de la inhibicién
farmacoldgica de la AChE radica en que la Ach no se degrade, lo que conlleva a que se
mantenga la comunicacion neuronal integra.

Dicha inhibicion puede ser competitiva, en la cual se bloguea la unién del ligando
al sitio activo (zona enzimatica donde se producen las reacciones); 0 no-competitiva,
donde el ligando se une en otra parte que no es el sitio activo (Zemek et al., 2014).

Por ejemplo, dentro de los medicamentos contra la EA se encuentra la
galantamina, que es un medicamento que tiene un mecanismo de accion dual, ya que
es un inhibidor selectivo, reversible y competitivo de la AChE, la cual se encuentra en la
neurona postsinaptica. Ademas, es un modulador alostérico (que aumenta o disminuye
la accién del farmaco de forma indirecta) de los receptores nicotinicos (nAChR), que se
encuentran en la neurona presinaptica. Los NnAChRs pertenecen a familias de receptores

de otros neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA, un neurotransmisor
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inhibidor), la serotonina y la glicina (Nordberg, 2001). Los nAChR son moduladores en
procesos de comunicacion neuronal, como la memoria y se encuentran disminuidos en
la EA (Nordberg & Winblad, 1986b). La modulacién alostérica genera un cambio
conformacional de los receptores, provocando el aumento de la liberacién de Ach en la
neurona colinérgica, asi como el aumento de actividad de las neuronas vecinas (Farlow,
2003; Razay & Wilcock, 2008). Esto quiere decir que la galantamina ademas de inhibir a
la AChE modula también la salida del glutamato, serotonina y GABA, actuando asi en
otros sistemas de neurotransmisores para mejorar los sintomas de la demencia
(Maelicke & Albuquerque, 2000).

Otro medicamento utilizado para el tratamiento de la EA es la rivastigmina, el cual
es un inhibidor no-competitivo pseudo-reversible de la AChE, que, ademas, tiene efectos
sobre otra enzima parecida a la acetilcolinesterasa: la butiril acetilcolinesterasa (BChE).
(Farlow, 2001; Nguyen et al., 2021). La rivastigmina genera una inhibicion prolongada
hasta de 10 horas (Jann, 2000). Sus propiedades lipofilicas e hidrofilicas hacen que
ingrese al torrente sanguineo y después cruce la barrera hematoencefalica (BHE), que
es la interfaz entre la circulacion y el sistema nervioso central (SNC) y que permite o
restringe el paso de sustancias de forma muy selectiva, permitiendo una comunicacion
con la periferia (Nguyen et al., 2021; Obermeier et al., 2016).

Por ultimo, el donepecilo funciona como un inhibidor no-competitivo reversible
especificamente de la AChE, teniendo alta afinidad a los dos sitios de union de esta
(Farlow, 2001).

Todos los medicamentos descritos anteriormente, son farmacos que se le

administran al paciente como primeros tratamientos contra la EA.
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Efectos de los inhibidores de AChE sobre el peso corporal de los pacientes

con la EA

Se ha descrito que alrededor del 50 al 60% de pacientes con EA presentan
conductas alimentarias anormales y un 20 - 45% de los casos con EA tiene una pérdida
de peso significativa, reconocida como caracteristica clinica, previa al tratamiento
(Vercruysse et al., 2018). Cabe destacar que la pérdida de peso sucede mucho antes
que el diagnéstico para EA. (Droogsma et al., 2015). Sin embargo, los farmacos que se
utilizan como tratamiento, presentan efectos secundarios que provocan una mayor
pérdida de peso corporal, lo que afecta continuamente la salud del paciente.

Anteriormente, se ha reportado que medicamentos inhibidores de la AChE
(galantamina, rivastigmina y donepecilo) generaron efectos secundarios muy frecuentes
como nauseas, vomito, diarrea, mareos, dolor de cabeza y anorexia (Tan, 2014).
Ademas, un metaanalisis demostré que de 3,423 pacientes con EA, algunos presentaron
disminucion de peso corporal ante el tratamiento con galantamina (4.32% de los
pacientes), rivastigmina (2.34% de los pacientes), donepecilo (2.01% de los pacientes),
y tratamiento mixto (4.38% de los pacientes, combinacion de donepecilo + memantina,
un inhibidor del receptor N-metil-D-aspartato, NMDAR). Dicho trabajo también reporto el
decremento de la ingesta bajo galantamina (0.70% de los pacientes), rivastigmina (0.82
de los pacientes), donepecilo (0.42% de los pacientes), y tratamiento mixto (1.17% de
los pacientes. Ademas, los pacientes con EA tratados con estos medicamentos
presentaron anorexia con galantamina (7.83% de los pacientes), rivastigmina (5.17% de

los pacientes), donepecilo (4.03% de los pacientes), y tratamiento mixto (3.54% de los
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pacientes, combinacién de donepecilo + memantina, un inhibidor del receptor N-metil-D-
aspartato, NMDAR; Tsoi, et al., 2019).

Asimismo, se ha reportado que el tratamiento con galantamina, rivastigmina y
donepecilo, puede ser interrumpido porque se presenta uno o mas efectos adversos
como suefios anormales, diarrea, mareo, dolor de cabeza, insomnio, heces blandas,
calambres musculares, nauseas, vomito o pérdida de peso (Matsunaga et al., 2019).

Esto es de gran importancia, ya que la pérdida de peso en pacientes de edad
avanzada, como los que padecen la EA, conlleva a otras patologias con implicaciones
importantes en su salud, como la hipotensién, anemia, anorexia, pérdida de musculo

esquelético, sarcopenia, entre otras (Miller, 2008).

Balanza energética

El peso corporal esta regulado por la balanza energética (BE), dada por la ingesta
de alimentos y el gasto caldrico. La regulacion de la BE esta controlada por una compleja
interaccion entre érganos periféricos y el sistema nervioso central (SNC). En el SNC, el
hipotadlamo es uno de los nucleos determinantes en la regulacién de la BE (Vercruysse
et al., 2018).

Uno de los circuitos clave de la regulacion de la BE, es la via de leptina-
melanocortina. La leptina es una hormona producida principalmente por el tejido adiposo
gue ejerce efectos sobre la balanza energética para reducir la ingesta y aumentar el
gasto energético (Proulx & Seeley, 2005). Estos efectos estdn mediados por los

receptores de la leptina (LepR) presentes en el hipotalamo.
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Se han descrito dos cascadas de sefializacion que se activan cuando se une la
leptina a su receptor. La primera es la via del gen que codifica para la
proopiomelanocortina (POMC) en el nucleo arqueado del hipotdlamo, que genera el
péptido precursor de POMC en las neuronas. Cuando se procesa POMC, se forma la
hormona estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), el cual es un agonista del receptor de
melanocortina 4 (MC4R), provocando una respuesta anorexigénica (Cone, 2006; Proulx
& Seeley, 2005; Salvador & Frihbeck, 2005). Por otra parte, el gen codificante para el
péptido regulado por cocaina y anfetamina (CART), se encuentra principalmente en los
nucleos arqueado, paraventricular, dorsomedial y lateral en las neuronas productoras de
POMC. Este péptido se une a un receptor acoplado a proteina G (GPCR) y es capaz de
activar la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK), generando asi una
respuesta anorexigénica (Ahmadian-Moghadam et al., 2018; Kristensen et al., 1998).

La segunda cascada esta dada por el neuropéptido Y (NPY) y la proteina
relacionada con agouti (AgRP), ambas presentes y secretadas por las neuronas
presentes en el nucleo arqueado del hipotdlamo. Posteriormente, estos neuropéptidos
se unen en el nucleo paraventricular del hipotalamo a sus receptores. NPY se une a los
receptores Y1/Y5 y AgRP es el antagonista de MC4R, provocando asi la respuesta
orexigénica (Salvador & Fruhbeck, 2005). Por lo tanto, POMC y CART son genes
anorexigénicos; mientras que NPY y AgRP son orexigénicos y MC4R solo codifica para
el receptor, al cual se unen a-MSH y AgRP. De esta forma, dependiendo del péptido que
se une al receptor MC4R, se regula la balanza energética, creando una respuesta

metabdlica (Figura 2; Schwartz et al., 2000).
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Por otra parte, se sabe que los ratones knock-outs (KO) para el gen MC4R
presentan hiperfagia y aumento de peso (Balthasar et al., 2005). Ademas, se ha visto
gue la glucosa disminuye la expresién de MC4R en la linea celular SH-SY5Y (Qin et al.,
2020). Por otro lado, se ha reportado que la glucosa, en concentraciones de 5 mM,
fomenta la expresion de genes anorexigénicos, como POMC (Ma, et al., 2008) y reduce
la expresion del gen orexigénico AgRP (Chalmers et al., 2014). Sin embargo, a una dosis

de 11 mM de glucosa, POMC se ve disminuido (Ma, et al., 2008).
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energético
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Figura 2: Esquema de la sefalizacion orexigénica y anorexigénica en el nucleo
arqueado del hipotadlamo. Del lado izquierdo aparece un corte coronal del hipotalamo
con sus diferentes estructuras. Del lado derecho aparece un acercamiento a la zona del
arqueado donde se ilustra la union de la leptina a sus receptores (LepR) en neuronas
NPY/AgRP y POMC (precursor de a-MSH). Los péptidos se unen a MC4R de las
neuronas blanco en el PVN para tener una respuesta orexigénica o anorexigénica sobre
la balanza energética. LH: hipotdlamo lateral; ARC: nacleo arqueado; DMH: hipotalamo
dorsomedial; PVN: nucleo paraventricular. Flecha verde: accion; flecha roja: inhibicién.

En la misma estructura donde se regula la balanza energética, el hipotalamo, se

ha reportado que también se pueden encontrar los ovillos neurofibrilares, las placas
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amiloideas y la pérdida neuronal, presentes en la EA (Ishii & ladecola, 2015). Ademas,

la enzima AChE se encuentra expresada en el hipotalamo (Parent & Butcher, 1976).
Por lo tanto, es posible que la pérdida de peso observada en pacientes con EA

después de la administracién de los farmacos inhibidores de AChE, se deba al control

de genes reguladores de la balanza energética.

Antecedentes

Los medicamentos contra EA (inhibidores de la AChE) conllevan a la pérdida de
peso en algunos pacientes, por lo que es posible que influyan en la expresion de genes
en el nucleo arqueado del hipotalamo implicados en la balanza energética.

Anteriormente, se ha descrito que los ratones KO para la AChE presentan una
disminucion de peso, debilidad muscular y menos actividad motriz, aunque aumenta su
ingesta caldrica (Duysen et al., 2002). Esto permite pensar que la inhibicion de la enzima
AChE sea una posible via por la cual los pacientes con EA pierdan de peso. Es por esto

gue se analizé si ACHE se encontraba expresada en el hipotalamo.

Expresion génica de la enzima AChE en el hipotalamo
Sabiendo que los medicamentos contra la EA cruzan la barrera hematoencefalica
y estan dirigidos contra AChE, es importante analizar si el gen que codifica para ACHE,

se expresa en el hipotalamo.
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Durante mis practicas profesionales, se busco la expresion proteica de la enzima
AChE en el “Human Protein Atlas”, encontrando una alta expresion proteica en el

hipotalamo, puente, médula, cerebelo y mesencéfalo (Figura 3).
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Figura 3: Expresion proteica de la AChE en el cerebro. Se observa del lado izquierdo
las regiones cerebrales y del lado derecho las barras que representan el nivel de
expresion proteica de dos diferentes bases de datos. La mayor expresion se da en el
hipotalamo (rojo). Foto tomada de la pagina de “The Human Protein Atlas”.

Al observar que AChE se expresa altamente en el hipotalamo, se quiso saber en
gué nucleos especificamente se expresa este gen, por medio del Allen Brain Atlas. En la
Figura 4, se muestra una alta expresion del gen ACHE (puntos rojos) en el nucleo
paraventricular (PVN) y en el nucleo arqueado (NAc) del hipotalamo, los cuales estan

implicados en el apetito, la ingesta y la saciedad de alimentos.
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Figura 4: Expresién de ACHE en los nucleos paraventricular y arqueado del
hipotdlamo humano. A) Expresién de ACHE en el nucleo paraventricular (PVN) de seis
donadores diferentes. B) Expresion de ACHE en el nucleo arqueado (NAc) de seis
donadores diferentes. La expresion esta dada en escala log2, un color mas rojo significa
mas expresion. Foto tomada del Allen Brain Atlas.

Seleccion del medicamento inhibidor de la AChE

Una vez sabiendo que AChE se expresa en el hipotdlamo y que los medicamentos
dirigidos contra esta enzima cruzan la BHE, lo siguiente era decidir el medicamento a
utilizar para este estudio.

Para esto, se revisé el tratamiento que provocaba un mayor porcentaje de
disminucién de peso en los pacientes. Se ha reportado que no existe una superioridad
en términos de eficacia entre la galantamina, rivastigmina y donepecilo, (Birks, 2006).
Sin embargo, como se menciond anteriormente, se ha reportado que la galantamina tiene
el porcentaje mas alto de pacientes que presentaron pérdida de peso y disminucion de
ingesta (4.32% y 0.70%, respectivamente), comparado contra rivastigmina (2.34% y

0.82%, respectivamente) y donepecilo (2.01% y 0.42%, respectivamente, Tsoi et al.,
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2019). Por lo que se decidié trabajar con galantamina y los otros dos medicamentos se

descartaron de nuestro estudio.

Galantamina

La galantamina es un medicamento que se consume de forma oral, normalmente
en presentacion de capsulas, en un rango de 8 - 24 mg una o dos veces por dia (Kalola
& Nguyen, 2002). Se ha descrito que los alimentos no tienen efecto sobre la relacion
concentracion-tiempo ni sobre la vida media de eliminacién (Lilienfeld, 2002), tampoco
influye en la biodisponibilidad (Huang & Fu, 2010).

La galantamina tiene una biodisponibilidad, es decir la cantidad y el tiempo con el
gue el principio activo alcanza la circulacion sistémica, de un 90 - 100% después de su
consumo. Cuenta con una vida media (tiempo en que tarda la concentracion en disminuir
a la mitad de su valor inicial) de alrededor de 7 a 8 horas. Ademas, el tiempo necesario
para llegar a su concentracion maxima (Tmax) €s de 1 — 2 horas (Farlow, 2003; Razay &
Wilcock, 2008). Por lo que tiene una absorcion y logra una concentracion en plasma
rapida, junto con alta biodisponibilidad y baja unién a proteinas plasmaticas (18%).

Se metaboliza por medio de isoenzimas del citocromo P450 (CYP) en el higado.
Diferentes metabolitos han sido descritos, pero ninguno con un efecto terapéutico
importante (Lilienfeld, 2002). Su excrecion es un 95% en orina 'y un 5% en heces (Huang

& Fu, 2010).
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Planteamiento del problema

La EA es la causa mas comun de demencia y pérdida de memoria en gente mayor
a 60 afios (60 - 70% segun la Organizacion Mundial de la Salud). Un medicamento
utilizado para tratar esta enfermedad es la galantamina, la cual es un inhibidor de la
enzima AChE.

La galantamina tiene frecuentes efectos secundarios como nauseas, vomito,
mareos, dolor de cabeza y diarrea; mientras que algunos pacientes presentan anorexia.
Se ha reportado que los pacientes que consumen este medicamento tienen una pérdida
de peso importante. Por otra parte, observamos que la expresion del transcrito y de la
proteina AChE se encuentran presentes en el hipotalamo.

Las neuronas hipotalamicas juegan un rol importante en la balanza energética por
medio de POMC y CART, como genes anorexigénicos; NPY y AgRP como orexigénicos,
y MC4R que sélo codifica para el receptor.

Con lo anterior, se podria pensar que la galantamina, medicamento utilizado en la
EA que se encarga de bloquear la AChE y que, a veces, reduce el peso corporal, por lo
gue podria regular la expresién de genes de la balanza energética, probablemente
aumentando la expresion de los péptidos anorexigénicos y disminuyendo la expresion

de los orexigénicos.
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Hipotesis

El farmaco galantamina, el cual es un inhibidor de la acetilcolinesterasa, aumenta
la transcripcion de genes hipotalamicos anorexigénicos y de receptor (POMC, CART y
MC4R) y disminuye los orexigénicos (NPY y AgRP) en la linea celular IVB hipotalamica

de rata.

Objetivos

Objetivo general
Estudiar el efecto de la galantamina sobre la expresion de los genes reguladores
de la balanza energética (anorexigénicos: POMC y CART; orexigénicos: AGRP y NPY; y

el receptor MC4R) en la linea celular IVB hipotalamica de rata.

Objetivos especificos

1. Cultivar las células IVB hipotalamicas de rata.

2. Optimizar las condiciones para la reaccion de qPCR para medir los transcritos
de POMC, CART, AgRP, NPY y MC4R, implicados en la balanza energética.

3. Tratar las células con diferentes concentraciones de glucosa, galantamina y
tiempo de exposicion.

4. Medir y analizar los transcritos POMC, CART, AgRP, NPY y MC4R en

presencia del medicamento y de glucosa, a diferentes concentraciones.
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Materiales y métodos

Cultivo celular

Se utilizaron las células de la linea IVB hipotalamicas entre los pases 26 - 31. Este
cultivo celular se obtuvo del cerebro de embriones de ratas Spargue-Dawley, del dia
embrionario 19 (E19; Kasckow et al., 2003).EI cultivo celular se mantuvo en medio de
crecimiento DMEM (HyClone®) alto en glucosa, suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS), 100 U de penicilinay 100 ug de estreptomicina/mL (Kageyama et al., 2009;
Liu et al., 2006). El cultivo se mantuvo a 37°C, 5% de COz2, 95% de humedad relativa.
Los pases se realizaron cada 4-5 dias cuando las células se encontraban a una

confluencia del 80%.

Conteo celular

Los cultivos celulares utilizados se mantuvieron en el rango de 70 - 80% de
confluencia. Se aspira el medio y después, se realiza un lavado con 2 mL de
amortiguador de pH de fosfatos salino (PBS). Se aspira nuevamente y se agrega 1 mL
de tripsina 0.25% con rojo fenol (HyClone®) para cajas de Petri (P100) o 0.5 mL para
placas de 6 pozos, durante 1 minuto a 37°C. Con la punta de una micropipeta, se
despegan las células mecanicamente. Posteriormente, se adiciona 1 mL de PBS para
recuperarlo en un tubo Falcon estéril. Se centrifuga a 2000 rpm durante 3 minutos. Se
aspira el sobrenadante y se resuspende el boton celular con 1 mL de medio.

La muestra celular para el conteo se prepara en PBS con una dilucion 1:10. Se

cargan 10 pL en la cAmara de Neubauer (MARIENFELD®). Se observa en el microscopio
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y se hace un conteo de tres cuadrantes. Se calcula el nimero de células utilizando la

siguiente formula:

Células B ¥ células contadas

uL  (# de cuadrantes)(0.1 mm grosor)(dulicién 1:10)

Se utilizaron cajas de 6 pozos estériles para los plagueos celulares. Después del
conteo celular, se calculan los microlitros necesarios para tener alrededor de 1,350,000
células por pozo en un volumen final de 2 mL por pozo. Se dejan incubar las placas a

37°C, 5% de CO2y 95% de humedad relativa.

Preparacion del medicamento para cultivo celular

El medicamento utilizado fue el Langyinil OD* (Sun Pharma®), bromhidrato de
galantamina, en capsulas de 8 mg de liberacion prolongada. Para poder disolver el
medicamento, se utilizaron 8.76 mL de agua bidestilada y se ajusto el pH utilizando acido
clorhidrico (HCI), pues la galantamina se disuelve en un pH = 6. El total del volumen
fueron 9.26 mL con una sola pastilla de 8 mg y una concentracion final de 3 mM (stock).
A partir del stock se probaron 5 concentraciones diferentes (0.005 mM, 0.01 mM, 0.05

mM, 0.1 mM y 0.15 mM; Thomsen et al., 1991) para obtener la concentracion 6ptima.
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Tratamiento de células

Para el tratamiento de las células, primero se observo que todos los pozos
tuvieran una confluencia celular del 80%. Los diferentes tratamientos se explican en cada
experimento, entre los cuales se encuentran: sin o con medicamento (0.1 mM), en
privacion de glucosa (0 mM), con dos diferentes concentraciones de glucosa (4.5 mM u
11 mM de glucosa) o medio completo (25 mM de glucosa).

Para la privacion de glucosa, a cada pozo se le retiraron los 2 mL de medio y se
les agregd 1mL de solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS) por 1 hora. Pasado ese
tiempo, se inici6 la estimulacion con glucosa a diferentes concentraciones (4.5 MMy 11
mM) agregando o no la galantamina (0.1 mM) por 2 horas, con un volumen final de 1mL
por pozo. Las placas se dejaron incubar a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa

durante los tiempos de tratamiento.

Extraccion del RNA

El RNA se extrajo de las células IVB hipotalamicas de rata utilizando el kit de
extraccion Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience®). Posterior a la estimulacién con
medicamento y glucosa, a las células se les agrega el amortiguador de lisis que contiene
B-mercaptoetanol (2-ME), el cual funge como agente reductor de enlaces disulfuro y
desnaturalizante de ribonucleasas. Se pipetea fuertemente para desprender las células
de la caja Petri. Posteriormente, las células se pasan a un tubo Eppendorfy se agregan
350 uL de isopropanol 99.5% puro (Sigma-Aldrich®) y se mezcla por pipeteo o vortex.

Por otro lado, a la columna de purificacion se le adicionan 100 puL de amortiguador

de activacion, logrando que se hidrate la silica de la columna y dandole la polaridad
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positiva, para asi retener al RNA (con carga negativa) en ella. Después, se centrifuga a
10,000 g por 30 segundos.

La mezcla de las células lisadas con isopropanol se coloca en la columna de
purificacion recién activada y se centrifuga a 10,000 g por 30 segundos. Se hace un
primer lavado de 700 uL con la solucion de lavado primario y se centrifuga a 10,000 g
por 30 segundos. Se desecha el eluido, se adicionan 700 uL de la segunda solucion de
lavado a la columna y se centrifuga de la misma manera otra vez.

Finalmente, se centrifuga a 10,000 g por 2 minutos para eliminar residuos. Se
coloca la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo y se le ailaden 30 pL de agua
libre de RNAsas tibia, dejando incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifuga por 1 minuto para obtener el eluido, el cual contiene al

RNA.

Cuantificacién del RNA por espectrofotometria

La cantidad y pureza del RNA extraido se determina mediante espectrofotometria.
El RNA obtenido se cuantifica tomando 1.5 yL de muestra y colocandola en la placa
NanoDrop (Thermo Fisher®). Con ayuda del espectrofotometro (Thermo Scientific,
Multiskan Go®), se obtiene la relacion de las absorbancias (pureza) y concentracion
(ng/uL). Esta medicion se realiza en el rango del especto UV, con lecturas a una A=260
y 280 nm. La pureza se calcula con la relacion Azeo/Azso; si es menor a 1.8, se considera
gue la muestra esta contaminada con material proteico. Si es mayor a 1.8, se considera

una muestra pura de RNA. Por otro lado, si la concentracion de RNA es menor a 100

29



ng/uL, no se considera viable de utilizar para los siguientes experimentos (Cseke et al.,

2011)

Sintesis de cDNA por reaccion de transcriptasa reversa (RT)

La reaccion de transcriptasa reversa (RT) es aquella que, a partir del acido
ribonucleico mensajero (MRNA), se obtiene el DNA complementario (cCDNA). Este
procedimiento se realizd de acuerdo con el protocolo del kit de sintesis de cDNA (Jena
Bioscience®) para reacciones con volumen final de 20 uL y a partir de 1000 ng de RNA.

Reactivos para la reaccion de RT:

Reactivo 1X Volumen (pL) Concentracion
final
Amortiguador completo para la Script RT 0.5 1x
Mix de dNTPs 1.0 500 uM clu
Ditiotreitol (DTT) 1.0 5mM
Oligos dT 0.5 300 ng
Inhibidor de RNAsas 1.0 20U
Transcriptasa reversa Script 0.5 100U
Agua libre de RNAasas cbp 20 pL -
RNA 1000 ng cbp -

Todas las reacciones necesarias se incuban en un termociclador (Axygen
Maxygene Il, PCR convencional), y se utilizan las siguientes condiciones para el

termociclador:
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Temperatura Tiempo (min)

42°C 10
50°C 60
70°C 10

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que se utiliza para
amplificar u obtener muchas copias de un gen o una region especifica del DNA. En la
PCR en tiempo real (QPCR), la cantidad de amplicones es detectada y cuantificada a
medida que transcurre la reaccién. Con esta técnica es posible detectar la cantidad del
transcrito de un gen en especifico que hay en una muestra.

Se requieren sondas TagMan, las cuales se hibridan especificamente a la
secuencia del gen objetivo. Las sondas son oligonucleétidos que llevan un fluoréforo
reportero en el extremo 3’ y un fluoréforo amortiguador en el extremo 5’ (“quencher”) que
se encarga de bloquear la emision de fluorescencia. En el momento que la Taq
polimerasa se encuentra con la sonda, se hidroliza (por su actividad 5’-3’), logrando la
emision de fluorescencia. Por lo tanto, en cada ciclo existe fluorescencia que se puede
cuantificar. Es por eso que la emision de fluorescencia se relaciona con la cantidad de
MRNA (Cseke et al., 2011) Ademas, se requiere también: la Taq polimerasa, primers,
dNTPs, magnesio, amortiguador y agua, las cuales ya se encuentran en la mezcla de la
reaccién proporcionadas en el estuche de gPCR.

Para la amplificacion, se utilizé la mezcla Fast gPCR Probes Master High ROX

(Jena Bioscience®) y las sondas para los siguientes genes: RPL32 (Rn00820748), AgRP

31



(Rn01431703), NPY (Rn01410145), CART (Rn1645174), MC4R (Rn7311184) y POMC
(Rn00595020). Dichas sondas fueron anteriormente utilizadas por nuestro equipo de
trabajo en el hipotdlamo de ratas (Grayson et al., 2013). Todos los reactivos y cantidades

para una reaccion se resumen en la tabla:

Reactivo 1X Volumen (pL)
Mezcla Fast gPCR Probes Master High ROX
Jena Bioscience® >0
Agua libre de RNAsas/DNAsas 3.5
Sonda para gen especifico 0.5

(concentrado o diluido,
dependiendo del gen)

Muestra (CDNA) 1.002.0
(dependiendo del gen)
Analisis de gPCR: Doble Delta Ct

El cycle threshold (CT) es el numero de ciclos en el que la sefial fluorescente cruza
el umbral e indica el momento preciso de la amplificaciéon en el que se identifica la
presencia del gen diana (Serrano-Cumplido et al., 2021).

El andlisis Doble Delta Ct (2-24CT), es un método de cuantificacion relativa que
utiliza la informacién del Ct para calcular la expresion génica entre las muestras objetivo
y de referencia. Para esto, se utiliza un gen de referencia como normalizador, es decir,
un gen que se mantiene estable ante cualquier tratamiento y no es objetivo de estudio.
En este caso, se utilizé al gen RPL32, el cual codifica para la proteina ribosomal L32.
Dicho método supone que la eficiencia de amplificacion es del 100%, es decir, que se

asume que la PCR dobla exactamente la cantidad de material dentro de la muestra.
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El primer ACT, se obtiene del resultado de la siguiente resta entre los genes:

ACT = CT(gen objetivo) — CT(gen referencia)

El segundo delta (AACT), se obtiene calculando la diferencia de los ACT entre las
muestras del experimento y las muestras control:
AACT = ACT(muestra objetivo) — ACT(muestra control)
El resultado se muestra como una razén de cambio entre las dos muestras.
Posteriormente, se realiza la operacion de 2-22CT donde el 2 denota la eficiencia de la

amplificacion de la PCR (Rao et al., 2013).

Analisis estadistico

Los resultados de la qPCR se analizaron en Excel y posteriormente, se pasaron a
GraphPad Prism para realizar los estadisticos y graficarlos. Se utilizé el estadistico
ANOVA de dos vias (two-way ANOVA), la cual se emplea cuando existen mas de dos
grupos, como, por ejemplo: con y sin galantamina, y, ademas, en mas de una condicién

(privacion de glucosa, 4.5 mM y 11 mM de glucosa). Como post-test se utilizd Tukey.
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Resultados

Optimizacion de la curva de proliferacion celular a densidades crecientes

Se realizd la optimizacién del niumero de células y del tiempo de plaqueo
necesario para obtener una placa de 6 pozos con confluencia celular del 80%. La
confluencia se determiné mediante observacion al microscopio. El nimero de células
por pozo que se plaqueé fue desde 250,000 hasta 1,500,000 células/pozo y se tomaron
fotos a las 24, 48, 72 y 96 horas (Figura 5). Se puede observar que, a las 24 horas, se
perciben mas células conforme aumenta la concentracion, siendo aproximadamente un
70% de confluencia para las condiciones de 12.5 x 10° 0 15 x 10° células. A las 48 horas,
esas mismas dos condiciones ya tenian una confluencia del 80%. Pasando las 72 horas,
desde el pozo con 7.5 x 10° células en adelante, se notaba del 80% al 100% de
confluencia. A las 96 horas, todos los pozos, menos el de menor cantidad, contaban con
mas del 80% de confluencia.

Con estos resultados, se eligi6 la cantidad éptima para lograr una confluencia del
80% a las 24 horas. Se tom6 la media entre 12.5 x 10° y 15 x 10° células por pozo, es

decir, 13.5 x 10° células por pozo para los siguientes experimentos.
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Figura 5: Curva de proliferacion celular a densidades crecientes. En cada pozo se
plaqued diferente cantidad de células por pozo (250,000; 500,000; 750,000; 1,000,000;
1,250,000 y 1,500,000) y se fotografiaron cada 24 h hasta 96 (24 h, 48 h, 72 hy 96 h;
n=1).

Optimizacion de las sondas Tagman

Se optimizaron las sondas Tagman para cada gen que se deseaba estudiar:
AgRP, NPY, CART, MC4R, POMC y L32 (gen control), ya que era la primera vez que se
utilizaban las sondas especificas para estos genes en la linea celular IVB hipotalamica
de rata.

Primero, se extrajo RNA utilizando el kit Jena Bioscience®, siguiendo el protocolo

indicado por el proveedor. La concentracion de RNA extraido fue en promedio de 250
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ng/pL por muestra. Posteriormente, se hizo una reaccion de transcriptasa reversa, o que
genero cDNA, el cual es necesario para la gPCR.

Para la optimizacion, se probaron diferentes concentraciones de cada sonda y
diluciones de cDNA para cada gen. Por ejemplo, se utilizé la sonda diluida (1:5) y la
sonda concentrada y diferentes volimenes de cDNA (1 ul diluido 1:5, 1 ul concentrado y
2 ul concentrado).

En la Figura 6 (A—E) y Tabla 1, se observa que, para los genes L32, AgRP, NPY,
CART y MC4R, la fluorescencia es mayor con la sonda concentrada (nUmeros 1, 2y 3),
que con la sonda diluida (numeros 4, 5 y 6). También, se muestra que los controles
negativos (numeros 7 y 8), los cuales no contienen cDNA, no amplifican sefal.
Interesantemente, para el gen POMC (Figura 6F), no se obtuvieron resultados en
ninguna condicién, por lo que se decidié no continuar con su medicién. Por otra parte, al
aumentar la concentracion de cDNA, el CT disminuye, como era de esperarse y se

resume en la Tabla 1.
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Tabla 1. Valores de CTs para las sondas de L32, AgRP, NPY, CART, MC4R y POMC

a diferentes concentraciones de sonda y cDNA. 1) Sonda concentrada + 1 ul cDNA diluido
1:5. 2) Sonda concentrada + 1 yl cDNA concentrado. 3) Sonda concentrada + 2 yl cDNA concentrado. 4)
Sonda diluida 1:5 + 1 pl cDNA diluida 1:5. 5) Sonda diluida 1:5 + 1 pl cDNA concentrado. 6) Sonda diluida

1:5 + 2 pl cDNA concentrado. 7) Sonda concentrada sin cDNA. 8) Sonda diluida 1:5 sin cDNA.

Gen

AgRP

NPY

CART

POMC

Condicién
sonda
concentrada
1
2
3

(%]

cT

26.16
22.69
21.4

36.56
32.92
32.94

30,03
No detectado
37.99

40.51
37.51
36.21

38.74
35.48
34.25

No detectado
No detectado
No detectado

Condicién
sonda
diluida 1:5
4
5
[

(LU =

o

o Ln

un
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cT

29.22
24.83
21.99

4.1
30.95
30.25

Mo detectado
Mo detectado
Mo detectado

40,11
47.19
Mo detectado

36.35
34.41
32.96

Mo detectado
Mo detectado
Mo detectado

Control
negativo

7
8

cT

No detectado
Mo detectado

Mo detectado
Mo detectado

No detectado
No detectado

No detectado
No detectado

No detectado
No detectado

Mo detectado
No detectado
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Figura 6: Curvas de amplificacion de los genes L32, AgRP, NPY, CART, MC4R y
POMC a diferentes concentraciones de cDNA y de sonda. 1) Sonda concentrada + 1
pl cDNA diluida 1:5. 2) Sonda concentrada + 1 ul cDNA concentrado. 3) Sonda
concentrada + 2 pl cDNA concentrado. 4) Sonda diluida 1:5 + 1 ul cDNA diluida 1:5. 5)
Sonda diluida 1:5 + 1 uyl cDNA concentrado. 6) Sonda diluida 1:5 + 2 pyl cDNA
concentrado. 7) Sonda concentrada sin cDNA. 8) Sonda diluida 1:5 sin cDNA (n = 1).
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Basado en estos resultados, para cada gen se obtuvo la condicion 6ptima, las

cuales se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones Optimas de concentracion de sonda y de cDNA para la
cuantificacion del transcrito de cada gen (L32, NPY, AgRP, MC4R, CART y POMC) por
medio de gPCR.

Gen Sonda cDNA concentrado (pl

y ng finales)
L32 Sonda diluida (1:5, 0.20 x) 1 pl [50 ng]
NPY Sonda concentrada (1 x) 2 ul [100 ng]
AgRP Sonda diluida (1:5, 0.20 x) 1 pl [50 ng]
MC4R Sonda diluida (1:5, 0.20 x) 1 pl[50 ng]
CART Sonda concentrada (1 x) 1 pl[50 ng]
POMC No se obtuvieron resultados 2 ul [100 ng]

Al comparar la expresion de los genes en medio completo y en condiciones
basales, se noté que AgRP fue el gen con mayor expresion. MC4R y CART fueron los
siguientes genes con mayor expresion, mientras NPY mostrO muy poca expresion.
Desafortunadamente, para POMC no hubo expresién, por lo que no se continué con su
medicion (Figura 7). Se podria pensar que esto se debe a un problema con la sonda de
amplificacion; sin embargo, para la amplificacién de los genes AgRP, NPY y POMC, se
utilizaron las mismas sondas que nuestro grupo de trabajo habia reportado anteriormente
en tejido hipotalamico de rata postnatal (dia 22) y mostraron expresion (Grayson et al.,

2013).
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Figura 7: Expresion relativa de AgRP, NPY, CART, MC4R y POMC en medio
completo sin tratamiento en las células IVB hipotalamicas de rata.

Expresion de AgRP, NPY, CART y MC4R en la optimizacion de condiciones
de privacion de glucosa o diferentes concentraciones de glucosa a diversos
tiempos

Una vez sabiendo que los genes de interés se encuentran expresados en la linea
celular IVB (excepto POMC), se evalud la expresion de los genes anorexigénicos y
orexigénicos en condiciones que se pudieran modificar, como son la privacion de glucosa
y diferentes concentraciones de glucosa.

Anteriormente, se habia reportado que la concentracion de 10-11 mM de glucosa
inhibia a neuronas anorexigénicas (Ma et al., 2008). El medio de cultivo en el que se

crecen las células IVB contiene 4500 mg/L de glucosa (equivalente a 25 mM). Por lo
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tanto, se realizo la privacion de glucosa de una hora a las células y luego se estimularon

con concentraciones de 4.5 mM y 11 mM de glucosa para ver la expresion génica.

Anteriormente, se observé que las células morian al dejarlas incubando por 2
horas 0 mas en solucion HBSS, es por esto que, se decidid hacer una privacion de
glucosa de 1 hora solamente. Posteriormente, se agregaron las diferentes
concentraciones de glucosa (4.5 mM u 11 mM) al HBSS, dejandose incubar por 1 o 2
horas, resultados que se muestran en la Figura 9.

El gen AgRP presenté una mayor expresion en el medio completo (167.77%),
comparando contra el tratamiento de privacion de glucosa (100%); ademas, se redujo la
expresion al tratar con 4.5 mM de glucosa en una hora (64.80%) y aument6 en 11 mM
(107.86%); mientras que, en dos horas, la expresion fue similar en ambas
concentraciones de glucosa (102.80% para 4.5 mMy 97.03% para 11 mM).

Para el gen NPY, su expresion en el tratamiento con medio fue de 22.60%, en la
privacion de glucosa fue de 100%; para el tratamiento de 4.5 mM de glucosa una hora
fue de 36.83%, mientras que para 11 mM no se obtuvieron resultados, posiblemente por
un error al momento de hacer la reaccion. Por otro lado, a las 2 horas con 4.5 mMy 11
mM de glucosa, la expresion disminuyo (14.40% y 46.08%, respectivamente) comparado
con la privacion de glucosa.

Para el gen CART, la expresion aument6 en medio (131.87%) comparado con la
privacion de glucosa (100%). Ademas, es menor en 4.5 mM de glucosa a una hora

(69.64%) y en 11 mM de glucosa a una hora (89.77%). El tratamiento de dos horas con
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4.5 mM de glucosa fue del 91.77% y para 11 mM de glucosa, la expresion disminuyd
(65.98%).

Por ultimo, MC4R mostré muy poca diferencia entre el medio (93.44%) vy la
privacion de glucosa (100%). Ademas, en 1 hora de exposicion, a 4.5 mMy 11 mM de
glucosa, la expresion disminuyo6 (68.09% y 79.77%, respectivamente), comparado con
privacion de glucosa. Finalmente, 4.5 mM de glucosa en dos horas casi no obtuvo
cambios (99.29%), mientras que 11 mM disminuy6 (67.08%), comparado con la privaciéon

de glucosa.

42



AgRP NPY

T .
% 200+ E 200-
s = T
~ £
g 1504 S 150-
® S
=) T 2
§ 1004 @ 1004
2 2
% 50 ﬁ 50
2 g
s oo T g 0
I = = = = = = "' =4 = =
38 8 5 £ 5 E s E 3
= i b < - = <
1 hora 2 horas
Concentracion de glucosa Concentracion de glucosa
MC4R
CART s
g 5 1504
5 200+ E
g .
bl &
L]
3 150+ é 1004
2 g T
9 1004 T g
£ & 501
3 e
@
5 507 :é
‘B @
4 = 0- T
g 0 T w e = = = = =
ul e = = = = = T E E E E E
2 S £ £ E £ = o n = 0 =
o n - n -— < <t
= < - < —

1hora 2 horas

1 hora 2 horas

» Concentracion de glucosa
Concentracion de glucosa

Figura 8: Porcentaje de expresion relativa de AgRP, NPY, CART y MC4R al
optimizar privaciéon de glucosay diferentes concentraciones de glucosa a diversos
tiempos. Se muestran los genes orexigénicos (AgRP y NPY), anorexigénico (CART) y
de receptor (MC4R) en medio completo, privacion de glucosa (0 mM), 4.5 mMy 11 mM
de glucosa a unay 2 horas de exposicion, (n = 1).

Observando los resultados de la Figura 8, se decidio utilizar 1 hora de privacion de
glucosa y 2 horas de exposicion al tratamiento de glucosa (4.5 mM u 11 mM), ya que
observamos que los genes AgRP, CART y MC4R presentan una buena expresion a estas
condiciones. Ademas, se sugiere que la galantamina se ingiera después de los

alimentos, lo que se pudiera simular con las diferentes concentraciones de glucosa.
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Expresion de AgRP, NPY, CART y MC4R en la optimizacion de diferentes
concentraciones de galantamina

Anteriormente, se reportd que una dosis de 0.1 mM de galantamina provoco la
mayor inhibicion de su blanco, la enzima AChE, en rebanadas de hipocampo y corteza
frontal estimuladas in vitro (Thomsen et al., 1991). Con base en este reporte, se decidio
probar diferentes concentraciones de galantamina en el cultivo celular de IVB: 0.005 mM,

0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mMy 0.15 mM de galantamina.

En la Figura 9, se presenta la expresion de los genes AgRP, NPY, CART y MC4R
a diferentes concentraciones de galantamina y se comparan con la privacion de glucosa.
Para el gen AgRP, se observé que a mayor concentracion de medicamento existe dosis-
respuesta (donde 0.005 mM es 100% y aumenta hasta 323.77% en 0.15 mM). Para NPY,
no se obtuvieron resultados para 0.005 mM ni 0.05 mM de galantamina, posiblemente
debido a un problema técnico del termociclador; sin embargo, la expresion es mayor en
una concentracién de 0.01 mM (100%), comparado con las concentraciones 0.1 y 0.15
(54.46% y 67.87%, respectivamente). CART disminuyé su expresion en 0.01 mM
(46.25%) y 0.15 mM (42.97%) de galantamina, comparado con 0.005 mM (100%).
Ademas, aumenté su expresion en las concentraciones 0.05 mM (409.132%) y 0.1 mM
(283.41%) de medicamento, formando asi una respuesta de “U” invertida. Finalmente,
MC4R también tuvo una respuesta de “U” invertida, siendo las mas altas 0.01 mM
(185.07%), 0.05 mM (288.69%), 0.1 mM (282.94%) y 0.15 mM (112.41%) en

comparacion con 0.005 mM (100%).
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Figura 9: Porcentaje de expresion relativa de AgRP, NPY, CART y MC4R al
optimizar con diferentes concentraciones de galantamina. Expresion de los genes
orexigénicos (AgRP y NPY), anorexigénico (CART) y de receptor (MC4R) en
concentraciones de 0.005mM, 0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM y 0.15 mM de galantamina y
con una exposicion de 2 horas del mismo, (n = 1).

Por lo tanto, a partir de las optimizaciones, se eligio la concentracion 0.1 mM de
galantamina, ayunando a las células por 1 hora y estimulando posteriormente con el

medicamento y/o glucosa por 2 horas.
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Efecto de la galantamina sobre la expresion de AgRP, NPY, CART y MC4R
en presencia de diferentes concentraciones de glucosa

Una vez optimizada la concentracion y el tiempo de exposicion de la galantamina,
asi como las concentraciones de glucosa, se realizaron los experimentos para evaluar el
efecto de este medicamento sobre la expresion de los genes de la balanza energética
(AgRP, NPY, CART y MC4R).

Se plantearon los siguientes grupos: medio completo, privacion de glucosa y
privacion de glucosa + glucosa (concentraciones de 4.5 mM y 11 mM) en presencia o
ausencia de galantamina (Figura 10).

Para el gen AgRP, en el grupo control sin galantamina se observé una tendencia
al aumento de la expresion conforme se incrementa la concentracion de glucosa
(110.94% para 4.5 mM y 135.54% para 11 mM), mientras que el medio disminuyo
(97.53%), lo anterior con respecto a la privacion de glucosa (100%). Por otra parte, en el
grupo con medicamento, se observé una tendencia a la disminucion de la expresion de
AgRP en los tratamientos con privacion de glucosa (49.10%) y privacién de glucosa +
4.5 mM (90.88%), comparadas con el medio (122.53%). Ademas, se observo una
disminucion significativa entre el medio y la privacién de glucosa + 11 mM (29.47%).
Finalmente, entre los tratamientos de privacién de glucosa + 11 mM de glucosa, se
observé una diferencia significativa entre el grupo sin galantamina (135.54%) y el grupo

con galantamina (29.47%).

Por otro lado, para el gen NPY, no se observaron diferencias significativas en la

expresion en presencia 0 ausencia de medicamento. En el grupo sin galantamina se
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observa un ligero aumento en la expresion entre los tratamientos con glucosa (127.50%
para4.5 mMy 118.19% para 11 mM) comparado con la privacion de glucosa (100%) sin
ser significativos, mientras que para el medio no se observa ninguna expresion. Por otro
lado, en el grupo con galantamina, en medio el gen aumentd su expresion (281.25%)
comparado con el grupo de privacion de glucosa (100%) sin diferencia significativa.
Desafortunadamente, no se obtuvieron resultados para los tratamientos con

medicamento + 4.5 mM glucosa ni 11 mM de glucosa.

Para CART, no se registraron diferencias significativas entre ninguno de los
tratamientos con o sin galantamina. Sin embargo, se nota una tendencia a la
sobreexpresion en el grupo sin medicamento + 11 mM de glucosa (142.39%), comparado
contra la privacion de glucosa (100%). Por otra parte, para el grupo con galantamina, la
expresion del medio (76.43%), de 4.5 mM (97.65%) y 11 mM (76.54%) de glucosa, es

menor que la de privacién de glucosa (100%).

Por ultimo, para el gen MC4R, no se notaron diferencias significativas entre
ninguno de los grupos con o sin galantamina. Sin embargo, se observo que el tratamiento
con medio (149.87%) es mayor que los otros tres tratamientos (100% para privacion de
glucosa, 117.31% para 4.5 MMy 126.76% para 11 mM), sin ser significativo. En cambio,
para el grupo con galantamina, se observé que aumentd la expresion del gen en medio
(122.43%) comparado con la privacion de glucosa (100%), siendo significativo. Ademas,
entre el medio y la privacion de glucosa + 11 mM de glucosa (36.41%), también se not6

una diferencia significativa. Finalmente, entre la privacién de glucosa sin medicamento
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(100%) y con medicamento (45.12%), y los tratamientos con 11 mM de glucosa en

presencia (126.76%) o ausencia (36.41%) de galantamina, hubo significancia.
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Figura 10: Expresioén relativa de AQRP, NPY, CART y MC4R en presencia o ausencia
de galantamina con estimulos de privacion de glucosa y diferentes
concentraciones de glucosa. Se muestran los genes orexigénicos (AgRP y NPY),
anorexigénico (CART) y de receptor (MC4R) en privacion de glucosa (0 mM), 4.5 mMy
11 mM de glucosa en presencia de una concentracion de 0.1 mM de medicamento
durante 2 horas de exposicion. El analisis estadistico se realizo utilizando ANOVA de dos

vias, p < 0.05 (n = 3). *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. Datos presentados con
promedio = S.E.M.
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Discusion

Anteriormente, se habia reportado que los pacientes tratados con galantamina
disminuyen su peso corporal (Matsunaga et al., 2019; Vercruysse et al., 2018). La
galantamina es un medicamento que cruza la BHE; ademas, su blanco, la enzima AChE,
se encuentra expresada en el hipotalamo. Es por esto que, en este proyecto se estudio
si el medicamento regula la expresién de los genes implicados en la balanza energética:
AgRP y NPY como genes orexigénicos; CART y POMC como genes anorexigénicos y

MC4R que codifica para el receptor de AgRP y a-MSH.

Nuestro modelo de estudio fue la linea celular IVB hipotaldmica de rata
embrionaria del dia 19 (E19), en la que no se habia reportado previamente la expresion
de los genes de la balanza energética. Por lo que, lo primero fue ver si estos genes se
expresaban en esta linea celular (Figura 6 y Tabla 1). Se sabe que el CT <25, indica una
excelente expresion del gen; mientras que CTs >30, significan menor expresion y CTs
>38 casi nula (Bouzid et al., 2021). En nuestros resultados se observé que los genes
AgRP y MC4R, presentan CTs ~30, lo que significa que existe una expresion muy baja
de estos genes. Por otra parte, para los genes NPY y CART, la expresion es casi nula,
ya que los CTs se encuentran alrededor de 40, a pesar de que siempre se utilizaron 1000
ng de cDNA. Sin embargo, los resultados muestran que AgRP es el gen mas expresado
seguido de MC4R, CART y NPY, sin encontrar expresion de POMC, en esta linea celular
IVB (E19). Esto coincide con lo reportado anteriormente en otra linea celular embrionaria
mHypoE-29/1 (de raton de 15-18 dias; Belsham et al., 2004), donde se observé una

buena expresion de AgRP y MC4R (Dalvi et al., 2021).
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Por otra parte, se ha reportado que la expresiéon de MC4R es muy alta en el dia
E14 en ratas (Mountjoy & Wild, 1998), por lo que esto podria explicar la alta expresion
de este gen en la linea celular IVB (E19) utilizada en este proyecto. Para el gen NPY, se
ha descrito que a partir del dia E14 se encuentra expresado este gen en el hipotdlamo
de rata y para el dia E16 comienza a disminuir su expresion (Kagotani et al., 1989).
Nuestros resultados demostraron poca expresion de este gen en la linea IVB, lo que
sugiere que al ser una linea embrionaria E19, su expresion esta reducida.

Para CART, se ha reportado que su expresion comienza a partir del dia E11 en el
mesencéfalo y para el dia E16, el transcrito disminuye (Brischoux et al., 2002). Esto
sugiere que la baja expresion de CART observada en la linea celular IVB E19, se deba
a la disminucion del transcrito para el dia E19.

Por ultimo, POMC no se logré amplificar bajo ninguna condicién. El mMRNA de este
gen se encuentra expresado desde el dia E10 en el hipotdlamo ventral de raton, pero
tiene una reduccion de expresion a partir del dia E13 (Padilla et al., 2010). Por lo que es
posible que en la linea celular IVB E19, este transcrito ya no se encuentre expresado en
esa etapa embrionaria. Se puede descartar la posibilidad de un problema técnico de
amplificacion con la sonda (Rn00595020), ya que esta sonda ha sido anteriormente por
nuestro grupo de trabajo en hipotalamo de ratas de dia post-natal (Grayson, et al., 2013).
Seria importante probar otra sonda dirigida contra este mismo gen (por ejemplo:
Rn01473378_m1). Esto para poder discernir si fue un problema técnico o en realidad no
se expresa POMC en esta linea celular.

Una vez sabiendo que estos genes se expresaban en nuestro modelo celular de

estudio, lo siguiente fue privar de glucosa a las células (1 hora) y después presentarles
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diferentes estimulos de glucosa (4.5 mM u 11 mM) con o sin galantamina (2 horas), para
observar el posible efecto del medicamento sobre los genes reguladores de la balanza

energética.

Se sabe que AgRP es un gen orexigénico, que induce la ingesta de alimentos
(Gouveia et al.,, 2021). Se esperaba que el transcrito aumentara en condiciones de
privacion de glucosa (en ausencia de galantamina) y, por otro lado, disminuyera al
incrementar la concentracion de glucosa. Sin embargo, en nuestros resultados no se
observé diferencia significativa entre los distintos tratamientos. En un estudio reciente,
donde se utilizé la linea celular mHypoE-29/1 (ratén embrionario de 15-18 dias; Belsham
et al., 2004), se observo que al ser estimuladas durante 2 horas con una concentracion
de 5.0 mM de glucosa, la cual, se parece a la concentracién de glucosa postprandial de
humanos (<7.8 mM), la expresion de AgRP disminuyé comparado con el grupo control
(0.5 mM, parecida a la concentracion de glucosa en privacion de glucosa 3.9 mM,;
Chalmers et al., 2014; American Diabetes Assosiation, 2001). Nuestros resultados fueron
inesperados, ya que la linea celular IVB (E19), utilizada en este proyecto y la linea celular
mHypoE-29/1 (E18) tienen un dia de diferencia de desarrollo, por lo que esperariamos
gue se comportaran de manera similar a la respuesta de glucosa. Ademas, se ha
reportado que al tratar a células hipotalamicas de rata (en la linea celular N-38, E15-18)
con menor concentracion de glucosa (0.5 mM) por 24 horas y posteriormente
estimulando con 10 mM de glucosa por un dia, la expresion de AgRP decae (Cheng et

al., 2008). Por lo tanto, mas experimentos se necesitarian realizar para corroborar la
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respuesta de este gen en la linea celular IVB hipotalamica (E19) en condiciones de
privacion de glucosa y a distintas concentraciones de glucosa (sin medicamento).

Sin embargo, al estimular a las células IVB con galantamina, se observo que el
transcrito de AgRP tuvo una tendencia a disminuir en todas las condiciones (privacion de
glucosa y glucosa), excepto con medio. Interesantemente, la disminucion del transcrito
fue significativa en las células expuestas a privacién de glucosa + 11mM glucosa con
galantamina, comparadas contra las mismas condiciones, pero sin galantamina. Esto
sugiere que la galantamina reduce el transcrito del gen orexigénico AgRP, principalmente
en un estado de alta carga energética (11 mM glucosa) después de la privacién de
glucosa, lo cual pudiera estar implicado en la pérdida de peso de pacientes que
consumen este medicamento.

Estudios en ratas Sprague-Dawley, tratadas subcronicamente con olanzapina a 3 mg/kg
durante 5 dias y sacrificadas después de la privacion de glucosa de 24 horas, se observo
gue los niveles de expresion de AgQRP aumentaron, comparado con el grupo que no tenia
medicamento (Ferng et al., 2011) La olanzapina es un antipsicético que provoca el
aumento de peso, contrario a lo observado con la galantamina. Es decir, la expresion de
AgRP aumenta con el tratamiento de olanzapina, lo que coincide con el aumento de
peso. Por el contrario, la metformina es un medicamento que reduce la ingesta de
alimento, al igual que la galantamina. Al suministrar una dosis de 300 mg/kg de
metformina por 4 semanas en ratas Sprague-Dawley machos, y sacrificarlas después de
12 horas de ayuno, la expresion de AgRP disminuye, comparado con aquellas ratas
tratadas con vehiculo (Lv et al., 2012). Es decir, la metformina disminuye la expresion de

AgRP, en concordancia con una reduccién de la ingesta, lo que conlleva a una baja del
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peso (Yerevanian & Soukas, 2019). Por otra parte, los ratones KO para AChE no
presentan un aumento de peso, aunque ingieran mas calorias que los controles silvestres
(Duysen et al., 2002). Asimismo, otro estudio menciona que los ratones KO para AChE,
presentan un retraso tanto en el aumento de peso como en el crecimiento a partir del dia
7 postnatal, comparado con los controles (Xie & Lockridge, 2000). Los articulos
anteriores Unicamente presentan un analisis fenotipico, sin investigar las vias
metabdlicas, ni la balanza energética. Es por esto que, se podria pensar que la
galantamina, al inhibir la accién de la AChE, reduce el peso de pacientes, debido a la
inhibicién de la ingesta, via la baja expresion de AgRP. De todas formas, son necesarios
mas estudios para comprender la via por la cual la inhibicion de AChE genera una
disminucion de dicho gen.

Por otra parte, los ratones adultos KO para AgRP, presentan una pérdida
progresiva de apetito y de peso, llegando a pesar hasta un 20% menos de su peso inicial
(Luquet et al., 2005; Wu et al., 2008), sin existir diferencias significativas en la expresion
de los otros genes implicados en la balanza energética como POMC, MC4R y CART
(Qian et al., 2002).

Finalmente, nuestros resultados sugieren que la galantamina reduce la expresion
de AgRP, un gen orexigénico, sin modificar a los otros genes reguladores de la balanza
energética. Esto en el paciente podria provocar una inhibicion de la ingesta, y, por lo

tanto, un decremento en el peso corporal.

Ademas de AgRP, existe otro gen que también desencadena una respuesta

orexigénica, NPY (Assan et al., 2021). En los tratamientos sin medicamento, se esperaba
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un decremento en la expresion de NPY en las concentraciones de glucosa, al igual que
lo esperado para AgRP. Sin embargo, no se observé ninguna diferencia entre la privacion
de glucosa y las diferentes concentraciones de glucosa. Por otra parte, en los
tratamientos con galantamina, nuestros resultados son dificiles de concluir, ya que la
expresion de NPY fue muy baja en nuestro modelo de estudio: la linea celular IVB. Por
ejemplo, para las condiciones de privacion de glucosa + 4.5 u 11mM de glucosa y en
presencia de galantamina, no se obtuvieron resultados. Por una parte, pudiera indicar
gue la galantamina reduce la expresion de NPY aun mas que cuando no se tratan las
células con el medicamento. Sin embargo, debido a problemas técnicos, falta de
triplicados y replicacion entre los diferentes tratamientos y experimentos, es arriesgado
concluir si la galantamina tiene un efecto inhibitorio en la expresion de NPY.

No obstante, un estudio ex-vivo en rebanadas de hipotalamo de ratas Sprague-
Dawley macho, reporté que, en una concentracion de 10 mM de glucosa, no se
presentaron diferencias significativas en la liberacion de NPY entre las ratas alimentadas
0 en privacion de glucosa (2 dias). Sin embargo, al estimular las rebanadas con
diferentes concentraciones de glucosa (10 mM u 1.4 mM), aumento la liberacion de NPY
en presencia de una baja concentracién de glucosa, sin importar el estado de privacion
de glucosa o de alimentacion de las ratas (Ann Murphy et al., 2009). No obstante, en este
articulo no se report6 la expresion de NPY, pero se pudiera inferir que seria alta en
presencia de 1.4 mM de glucosa.

Por otro lado, la risperidona es un antipsicético que incrementa el peso, efecto
contrario a la galantamina. Se observé que, en ratones hembra (C57BL/6J) de 8

semanas de edad, el tratamiento con una dosis de 2 mg/kg por 4 semanas de risperidona,
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aumento el transcrito de NPY con respecto a ratones tratados con solucion salina (Wan
et al., 2020) Por lo tanto, esto sugiere que la risperidona aumenta los niveles de NPY, un
gen orexigénico, y por ende incrementa el peso corporal. En cambio, en nuestros
resultados, en el grupo tratado con galantamina no se observo expresion de NPY. Esto
podria deberse a que la galantamina inhibio la expresion del gen totalmente, aunque
cabe también la posibilidad de que haya habido problemas técnicos. Sin embargo, se
necesitan mas experimentos para poder corroborar el efecto de galantamina sobre la
expresion de NPY.

Ademas, se estudiaron genes que regulan la balanza energética con una
respuesta anorexigénica: POMC y CART. Como se mencioné anteriormente, para POMC
no se obtuvieron resultados de la expresiéon de este gen bajo ningun tratamiento. Con
respecto a CART, se esperaria una respuesta contraria a los genes AgRP y NPY,
presentando un aumento en su expresion en presencia de una mayor cantidad de
glucosa. En un trabajo realizado en ratones (C56BL/6NHsd) de 6-7 semanas de edad,
se reportd que después de privarles de alimento durante 20 horas e inyectarles 400 ug/2
Ml de glucosa de forma intracerebroventricular, la expresion de CART aumentd
significativamente a diferencia de los ratones control (Cha et al., 2008) En nuestros
resultados se nota una tendencia al aumento de la expresidon de este gen al exponer las
células a una concentracion mas alta de glucosa y sin tratamiento de galantamina, sin
ser significativa la diferencia.

Por otra parte, cuando se estimularon las células IVB con galantamina, no hubo
diferencias de la expresion de CART entre los tratamientos de privacién de glucosa o

con glucosa. Un reporte mostrd que el tratamiento de olanzapina, un antipsicotico que
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provoca el aumento de peso, no provocd cambios en la expresion del gen en ratas
Sprague-Dawley, ayunadas por 24 horas (Ferng et al.,, 2011). Esto sugiere que la
galantamina y la olanzapina no regulan la expresion de CART, por lo tanto, el cambio de
peso corporal, observado por el tratamiento de estos medicamentos, no se debe a la

expresion de este gen.

Por ultimo, el gen MC4R codifica para el receptor de los péptidos de AgRP vy
POMC, lo que genera las cascadas de sefializacion orexigénica y anorexigénica,
respectivamente (Cone, 2006). Nuestros resultados no mostraron diferencia de
expresion en MC4R en privacion de glucosa o a diferentes concentraciones de glucosa
en ausencia de la galantamina. Para este gen no se encontraron estudios realizados in
vitro que reporten la expresion de MC4R con diferentes concentraciones de glucosa. Sin
embargo, en un estudio en ratas Sprague-Dawley macho expuestas a: 1) una dieta
normal (chow diet) durante 35 dias o 2) una dieta alta en energia (high energy) durante
14 dias, se comparé la expresion de MC4R al exponer a estos dos grupos a una dieta
alta en energia de forma aguda por 12 horas. Se observé que MC4R no cambi6 su
expresion (Archer et al., 2005), lo que sugiere que MC4R no se regula por
concentraciones de glucosa, similar a lo que observamos en nuestro cultivo celular.

Por otra parte, se ha estudiado la expresion de MC4R en presencia de risperidona,
un antipsicético que aumenta el peso corporal. En ratones (C57BL/6) hembras tratadas
con una dieta regular, a la cual se le afiadieron 25 mg/kg de risperidona por 5 o 14 dias,
se observo que el gen MC4R disminuy6 su expresion, comparado con el grupo control;

ademas, se observo hiperfagia y aumento de peso corporal a partir de los 14 dias de
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tratamiento (Li et al., 2021). Esto es consistente con lo reportado anteriormente: la
ausencia de MC4R produce hiperfagia y aumento de peso, lo que conlleva a la obesidad
tanto en ratones como en humanos (Balthasar et al., 2005; Farooqi, 2006).

En nuestro modelo, la expresién de este gen disminuyd bajo el tratamiento con
galantamina. Estos resultados son inesperados, ya que se sabe que los ratones MC4R
KO presentan hiperfagia y un aumento de peso (You et al., 2016). Esto es contradictorio
con nuestros resultados, ya que al haber menor expresion de MC4R en presencia de la
galantamina, esto sugeriria un aumento de la ingesta de alimentos en los pacientes. Por
esto mismo, los datos obtenidos en este trabajo para MC4R, representan un primer
acercamiento al efecto de la galantamina sobre este gen; sin embargo, son necesarios
mas trabajos para corroborar esta respuesta y posteriormente, traducirlos a modelos in
vivo y mas adelante al posible efecto en seres humanos.

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que el tratamiento con
galantamina disminuye la expresion de AgRP en condiciones de alta glucosa (11 mM)
en las células IVB. Este es un gen que, al unir su péptido con el receptor MC4R,
desencadena una respuesta orexigénica. Por lo tanto, la baja expresion de AgRP, inhibe
dicha respuesta orexigénica, lo cual sugiere que se reduzca la ingesta y, por lo tanto,

exista una disminucién del peso corporal.
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Limitantes del trabajo

Este proyecto es el primer trabajo que aborda el efecto de la galantamina en la
linea celular IVB, siendo una opcién para no utilizar un modelo animal. Por otro lado, esta
linea celular especifica, no habia sido utilizada antes para proyectos sobre la balanza
energética, por lo que hay poca informacion al respecto y muestra una limitante de
nuestro sistema. En esta linea celular se hicieron varios intentos para obtener la
expresion de POMC sin lograrlo. Asimismo, CART y NPY presentaron una expresion
relativamente baja. Estos resultados nos llevan a pensar que, en las células obtenidas
del cultivo primario, de donde se hizo este cultivo celular, no se obtuvieron suficientes
neuronas POMC y NPY, por lo que la expresién fue baja.
Por otro lado, las células hipotalamicas utilizadas en el proyecto no fueron extraidas de
ratas adultas con EA. Esto podria resultar en una limitante, pues la galantamina
Unicamente se administra en pacientes con diagnoéstico de EA. Ademas, la linea celular
IVB es embrionaria, lo que puede resultar en un funcionamiento diferente en la expresion
génica y regulacién de la balanza energética, comparado con ratas adultas. Aunado a
esto, los resultados obtenidos a partir de estudios in vitro, de un cultivo celular, deben
tomarse con precaucion, ya que existe una brecha entre las conclusiones de un
experimento presentado en un cultivo celular y lo que sucede en un organismo completo,
como serian los pacientes con EA.

Finalmente, este trabajo muestra una primera aproximacion para ver el efecto de
la galantamina sobre la regulacién de la balanza energética, por lo que mas estudios
deben ser realizados para concluir sobre el efecto de la galantamina, un bloqueador de

la AChE, sobre genes reguladores de la balanza energética.
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Conclusion

La galantamina reduce la expresion de AgRP en un cultivo celular de las células
IVB hipotalamicas de rata, principalmente en un estado de alta carga energética (11 mM
de glucosa). Esto sugiere que al haber una disminucién en el péptido orexigénico, la
ingesta de alimentos disminuiria y podria explicar la pérdida de peso en pacientes con

EA (Figura 11).

Disminucion
de peso
= (Galantaming ) corporal

Figura 11: Efecto de la galantamina sobre el gen AgRP y MC4R en la linea celular
hipotalamica IVB. Se observa del lado izquierdo un corte coronal del hipotalamo de
donde se obtuvo la linea celular IVB. Del lado derecho, un acercamiento al nucleo
arqueado, donde se propone que la galantamina suprime la expresion del gen AgRP
(orexigénico; linea amarilla). Ademas, se nota un decremento en la expresion de MC4R
(receptor; flecha amarilla). Esto podria influir en la balanza energética, lo que se
traduciria en una disminucion del peso en los pacientes con EA bajo el tratamiento de
galantamina. LH: hipotalamo lateral; ARC: nucleo arqueado; DMH: hipotalamo
dorsomedial; PVN: nucleo paraventricular. Flecha verde: accion; flecha roja: inhibicion.
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Perspectivas

Para futuras investigaciones se podrian utilizar modelos murinos adultos y con
EA, a los cuales se les administre la galantamina y se mida la ingesta de alimentos a 1,
2, 4y 24 horas, lo que podria demostrar si el medicamento reduce el apetito de forma
aguda. Ademas, se podria administrar la galantamina durante varias semanas, para
medir la ingesta y peso corporal semanalmente y observar si los animales pierden peso.
Por altimo, se sacrificarian los animales y se obtendria el hipotalamo. Finalmente, se
medirian los transcritos de los genes orexigénicos (AgRP y NPY), anorexigéenicos (CART
y POMC) y de receptor (MC4R) para observar el efecto que tiene el medicamento sobre

dichos genes después de un tratamiento in vivo.
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