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2. RESUMEN

Se sabe que durante situaciones de estrés existen mecanismos hormonales que acondicionan a los
sistemas celulares y finalmente al organismo, a enfrentar dicho proceso. Uno de los cambios mas
importantes es la hiperglucemia. Clasicamente se considera la liberacion de epinefrina como
conditio sinequa non para que dicha hiperglucemia se presente; sin embargo, pese a que el dogma
ha sido establecido, existen datos experimentales que demuestran una escasa correlacion entre
ambas variables. Por su parte, la adenosina y la inosina a través de los receptores de adenosina
(AdoR); son compuestos que han demostrado poseer una participacién importante en la
regulacidn de procesos fisioldgicos y patolégicos muy variados. Ambos nucleésidos son capaces de
promover la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la ureogénesis en el higado. Paralelamente, el
fendmeno patoldgico conocido como Isquemia-Reperfusién (I-R) es de enorme interés pues se
presenta frecuentemente en el quehacer médico. Durante la I-R aparecen indicadores de estrés
los cuales pueden ser hormonales (epinefrina), y metabdlicos (hiperglucemia y resistencia a la
insulina); a su vez, grandes cantidades de nucledsidos son liberados al espacio extracelular. El
objetivo de este trabajo, fue precisar la participacion de la adenosina y la inosina en la sefializacion
responsable de provocar la hiperglucemia que ocurre durante la I-R. Ratas Wistar se sometieron a
anestesia y a un proceso de isquemia al ligar por varios periodos de tiempo la aorta y cava
abdominal a nivel infrarrenal; posteriormente, se liberd la oclusién para dar paso a la reperfusién.
Previo al proceso, algunos animales se trataron via intraperitoneal con diferentes antagonistas
selectivos para cada uno de los receptores para adenosina y epinefrina aqui estudiados. Se
tomaron muestras sanguineas previo, durante y posterior a la isquemia para medir adenosina,
inosina y glucosa en plasma. Durante la isquemia (hasta 60 min) los valores de los compuestos
enddgenos medidos aumentaron moderadamente. Sin embargo, 5 minutos de isquemia seguidos
por 2 minutos de reperfusién fueron suficientes para permitir un incremento de 100% de los
nucledsidos en plasma respecto al control y de 23% para la glucemia. 60 minutos de isquemia mas
10 de reperfusion incrementaron la glucemia al doble y para adenosina e inosina 3.3 y 2.7 veces
respectivamente. La elevacion de la glucemia esta asociada al aumento de los nucledsidos con una
correlacién lineal de r* = 0.839. La hiperglucemia alcanzada a los 10 minutos de reperfusion, tras

60 minutos de isquemia, se vio inhibida en un 0, 25, 33, 45 y 100 % al utilizar antagonistas



selectivos para los receptores de adenosina (AdoR), y los receptores adrenérgicos (AdrR): Ajs
AdoR, A, AdoR, ays AdrR, A; AdoR, and A3 AdoR respectivamente. Con lo anterior se propone que
la inosina-adenosina liberadas durante la I-R, activan los receptores hepdticos A; de adenosina y
favorecen la liberacion de glucosa hepatica de manera dependiente a su concentracion. Por tanto,
su participacion de ambos nucledsidos en trastornos hiperglucémicos como la I-R, es de

considerarse.



3. ABSTRACT

It is well known that under stress situations there are hormonal mechanisms promoting endurance
to the cellular systems, and finally to the whole organism, to better confront the adverse
environment. One of the most important responses to stress condition is hyperglycemia. The
epinephrine stress-induced release is classically considered as the conditio sinequa non for the
hyperglycemia existence, so the dogma had been established; nonetheless current experimental
data demonstrate a low correlation between both variables. On the other side, adenosine and
inosine through adenosine receptors (AdoR); are compounds that have shown to be able to
regulate several and different important physiological and pathological processes. Both
nucleosides are capable to promote glycogenolysis, gluconeogenesis and ureogenesis in the liver.
On the other hand, the stress phenomenon that is known as Ischemia-Reperfusion (I-R) plays a key
role in medicine due to the frequent incidence of this pathology in the medical practice. During I-
R, stress indicators appear, they could be hormonal (epinephrine) and metabolic (hyperglycemia
and insulin resistance); at the same time, large quantities of inosine and adenosine are liberated to
the extracellular space. The objective of this work is to determinate the inosine and adenosine
participation in the signaling that promotes hyperglycemia during I-R. Male Wistar rats were
anesthetized; aorta and abdominal cava were ligated for different periods of time to provoke
ischemia; after that, ligation was released to achieve the reperfusidon time. Previously to this
process, some animals where treated with different adenosine and adrenaline receptors
antagonists. Blood samples were obtained prior, during and after the ischemia lap in order to
measure adenosine, inosine and glucose in plasma. Throughout the ischemia (as far as 60 min),
the values of these endogen compounds increase mildly. Just five minutes of ischemia and two
minutes of reperfusidn are sufficient to augment 100% the concentration of both nucleosides and
23% for the glycemia respect the control value. 60 min of ischemia and 10 min of reperfusion
boost the glycemia at twice the basal value and for inosine and adenosine 3.2 and 2-fold
respectively. A linear positive correlation corresponding to a r* as high as 0.839 between
nucleosides and glucose plasma was calculated. The hyperglycemia observed after 60 minutes of
ischemia plus 10 minutes of reperfusion was inhibited when using AdoR antagonist and adrenaline

receptor (AdrR) antagonist. Glucose hepatic release was diminished 0, 25, 33, 45 and 100 % when



A,z AdoR, Ay, AdoR, alphass AdrR, A; AdoR, and A; AdoR where blocked respectively. It is proposed
that inosine and adenosine output throughout I-R, reach the hepatic A3 AdoR and promote the
glucose release as a function of these nucleosides concentration. Therefore, the adenosine and

inosine participation in  hyperglycemic conditions such I-R must be considered.



4. INTRODUCCION

4.1 ADENOSINA

4.1.1 Estructura quimica

La adenosina es un nucleésido, formado por una base purinica; la adenina, unida covalentemente
a un azucar; la ribosa (ribofuranosa), mediante un enlace B-Ng glucosidico, desplazando un grupo

hidroxilo del carbono 1’ de la pentosa y un hidrégeno de la base (fig. 1).

Figura 1. Adenosina. Purina con un grupo amino en el carbono 6. Gris: carbono, blanco: hidrégeno, rojo:
oxigeno, azul: nitrégeno.

La adenosina forma parte de una gran cantidad de diferentes compuestos importantes en la
fisiologia celular: cofactores, moléculas energéticas, intermediarios metabdlicos y moléculas

informaticas como los acidos nucléicos, etc.
Su formacién puede ser de novo o reciclada a través de la “via de la reutilizacion”

4.1.2 Sintesis de novo y reutilizacion



La sintesis de adenosina de novo se da a partir de la ribosa-5-fosfato, derivada de la via de las
pentosas de fosfato, para formar la porcion de la ribosa. En la integracion de la base participan los
aminoacidos glicina, aspartato y glutamina; asi como el CO, y el folato (fig. 2) [1-4]. A través de 10
reacciones intermedias (en eucariontes superiores), se llega al producto que es la Inosina 5'-
monofosfato (IMP), el cual es precursor tanto de derivados de la adenosina como de la guanosina.
EL IMP a través de 2 enzimas mas, la adenilosuccinato sintetasa [5] y ulteriormente la
adenilosuccinasa (también llamada adenilosuccinato liasa) [6] forman adenosina 5’-monofosfato

(AMP). Dicho nucleétido posteriormente es defdsforilado para formar el nucledsido adenosina.

CO, Glicina

Aspartato

-

Al
1-«—Formato

Formato --- -~

Glutamina

Figura 2. Origen de los atomos de la molécula de base purina.

Las vias de recuperacién de adenosina incluyen a la enzima hipoxantina-guanina fosforribosil
transferasa (HGPRTasa) para dar IMP a partir de hipoxantina [7, 8]; o a partir de adenina para dar

AMP a través de adenosina fosforribosil transferasa (APRTasa)[8, 9].

Sin embargo, la mayor cantidad de adenosina que se encuentra ubicada tanto intracelular como
extracelularmente (extra e intravascular) tiene como origen el catabolismo de adenosina trifosfato
(ATP) [10]; éste forma adenosina difosfato (ADP) y fosfato inorganico (P;) tras la hidrdlisis del
enlace fosfodiéster de alta energia; a AMP y Pi y ulteriormente, a adenosina y P;. Estas reacciones
pueden realizarse: 1) de manera esponténea, 2) acoplado a otra reaccion enzimatica endergdnica
o 3) a la hidrdlisis producida por la 5’ nucleotidasa [11] si es que el sustrato se encuentra en el

citoplasma; si el nucledtido se encuentra en el espacio extracelular, entonces es catalizada por la



5’ ectonucleotidasa (E-5'NT o CD73); enzima acoplada a la cara externa de las membranas
celulares, y ubicua en casi todo el organismo [12]. En el ultimo de los casos, la hidrdlisis puede ser
realizada por otras enzimas mads inespecificas; entre ellas se encuentran, la ectonucleésido
trifosfato difosforilasa (E-NTPDasa) que forma directamente adenosina a partir de ATP y la
ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP) que remueve un pirofosfato (PP;) del ATP o
del ADP. Incluso la fosfatasa alcalina (PA) puede catalizar directamente la produccion de adenosina

utilizando como sustrato ya sea AMP, ADP o ATP [13].

La via del metabolismo de azufre, que es utilizada en la desmetilacién del folato, la metilacion del
DNA, y el metabolismo de la metionina, es una fuente mas de adenosina. La S-adenosil-
homocisteina es hidrolizada por la S-adenosil-homocisteina-hidrolasa para dar lugar a

homocisteina y adenosina [14].

4.1.3 Degradacion

La adenosina es degradada rapidamente; su vida media es muy corta y puede ser desde 1 hasta 9
segundos [15]; esto es debido a la actividad de la enzima adenosina desaminasa (ADA) [16]. Dicha
enzima se encuentra en la cara externa de la membrana celular de todas las células de mamifero
[12]. La ADA cataliza la desaminacion del C-6 para dar como productos NH; e inosina en su forma
ceto (fig.3). Sin embargo, la adenosina cinasa (AK) [17] es una enzima aun mas activa que la ADA y
gue puede favorecer la fosforilacidon de la adenosina; la cual ya como AMP, puede llegar hasta ATP

por la accién de otras cinasas.



-

Figura 3 Inosina. A diferencia de la adenosina, la inosina posee en el carbono 6 un grupo ceto; el hidrégeno
del grupo hidroxilo puede tautomerizarse con el nitrégeno 1. Gris: carbono, blanco: hidrégeno, rojo:
oxigeno, azul: nitrégeno.

4.2 INOSINA

La inosina puede provenir tanto de la desaminacidn de la adenosina como de la defosforilacién del
IMP. Sobre la inosina puede actuar la fosforilasa de nucleésidos de purina (PNP) [18], siguiente
enzima en el proceso catabdlico de las purinas dando como producto una ribosa y una
hipoxantina. Esta ultima forma xantina y finalmente acido Urico mediante la accién de la xantina

oxidasa. La hipoxantina puede ser reutilizada por la HGPRTasa como ya se menciono (fig. 4).



Figura 4. Metabolismo de la adenosina y la inosina. 1.17.3.2 xantina oxidasa, 2.4.2.1 fosforilasa de
nucledsidos de purina, 2.4.2.7 adenosina fosforribosil transferasa , 2.4.2.8 hipoxantina (guanina) fosforribosil
transferasa, 2.7.1.20 adenosina kinasa (AK), 2.7.1.73 inosina kinasa, 2.7.4.3 adenilil kinasa, 3.1.3.1 fosfatasa
alcalina , 3.1.3.5 5’-nucleotidasa, 3.1.4.1 ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa, 3.2.2.1 nucleosidasa
de purinas, 3.2.2.2 inosina nucleosidasa, 3.2.2.7 adenosina nucleosidasa, 3.3.1.1 S-adenosil homocisteina
hidrolasa, 3.5.4.2 adenina desaminasa, 3.5.4.4 adenosina desaminasa , 3.5.4.6 AMP desaminasa, 3.6.1.5
ectonucledsido trifosfato difosforilasa, 4.3.2.2 adenilosuccinato liasa, 6.3.4.4 adenilosuccinato sintasa.



4.3 TRANSPORTADORES DE MEMBRANA

Los nucledsidos, nucledtidos y nucleobases requieren de transportadores especificos en la
membrana celular para su translocacién y utilizacion interna y/o externa. Dada la importancia de
estos compuestos, la existencia de esta familia de transportadores en las membranas celulares
data desde los protozoarios hasta los humanos; e inclusive, un ancestro relacionado en bacterias
llamado NupC [19]. En los eucariontes existen dos familias no filogenéticamente relacionadas; los
transportadores equilibradores de nucledsidos (ENT), y los transportadores concentradores de
nucledsidos (CNT) (ver tabla 1). Los primeros, son transportadores de difusion pasiva al utilizar el
gradiente de concentracidon de dicho nucledsido como fuerza motora; en el caso de los CNT
utilizan el mecanismo de transporte activo secundario por cotransporte (sinporte), utilizando casi
siempre Na* como i6n proveedor del gradiente motriz, aunque en algunas ocasiones puede ser Li*
o H'. Existen 4 subtipos de ENT que a su vez pueden ser divididos en sensibles o no sensibles al
bloqueador nitrobenziltioinosina (NBTI). La familia de CNT posee también 3 subtipos; aunque,
recientemente se ha sugerido la existencia de 3 mas; pese a ello, no se han encontrado las
proteinas para estos transportadores. Aunque no existen estudios cristalograficos de los
transportadores, se dispone de informacion sobre su topologia. Los ENT son proteinas que
forman un canal que consta de 11 pases transmembranales con el extremo amino terminal en el
citoplasma y el carboxilo en el espacio extracelular, poseen varios sitios de glucosilacion
importantes que determinan la especificidad para el sustrato. Los CNT forman un canal de 13 a-
hélices transmembranales y poseen la misma ubicacidon celular de sus extremos que los ENT;
aunque, los CNT poseen mas sitios de glucosilacion [20]. Se sabe ademds, que aunque los
transportadores se expresan constitutivamente segun la estirpe celular, su expresion puede ser
modulada, principalmente, por los mismos nucledsidos e incluso por la glucosa; asi como por
varias hormonas como son la triyodotironina, el glucagon y la insulina. En el caso de la insulina, la
activacién de la expresion del ENT2 se da a través de la fosfoinositido 3 cinasa (PI3K), de manera
independiente de las cinasas de proteinas dependientes de mitégeno (MAPK). La supresion de la
expresion de CNT2 se da a través de MEK-1 (cinasa de MAPK) [21]. Se ha demostrado también
que la glucosa aumenta la expresién y la actividad de ENT1 mediante la actividad de la sintasa de

oxido nitrico (NOS), la proteina cinasa C (PKC) y de las MAPK [22, 23].
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Tabla 1. TRANSPORTADORES DE NUCLEOSIDOS [19, 20]

SUBTIPO DE EXPRESION SUSTRATO Km PARA
TRANSPORTADOR ADENOSINA
ENT1 Ubicuo, abundante en eritrocitos Nucledsidos de =40 uM
purinas y pirimidinas
ENT2 Ubicuo, muy abundante en Nucledsidos de =140 uM
musculo esquelético purinas y pirimidinas
y algunas
nucleobases
ENT3 Ubicuo, preferentemente Nucledsidos de =1.9 mM
intracelular, probablemente en purinas y pirimidinas
lisosomas y algunas
nucleobases
ENT4 Ubicuo Adenosina, cationes
orgdnicos
incluyendo
monoaminas
CNT1 yeyuno, rifidn, higado, cerebro Nucledsidos de Vmax Para adenosina es
pirimidina y baja. Ki para el
adenosina transporte de uridina
es =50 uM
CNT2 Ampliamente distribuido, muy Nucledsidos de =8 uM
abundante en rifidn e intestino purinas y uridina
delgado
CNT3 Ampliamente distribuido, muy Nucledsidos de =15uM

abundante en intestino delgado,
médula dsea, traquea, pancreas y
gldndula mamaria

purinas y pirimidinas

4.4 RECEPTORES DE ADENOSINA

Los receptores de adenosina (AdoR) son los iniciadores de la transduccion de las sefales

promovidas por adenosina e inosina del medio extracelular, al interior de la célula. Son receptores

que se encuentran conservados entre todos los vertebrados [24, 25]. Los AdoR pertenecen a la

superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), proteinas integrales de membrana

gue poseen 7 dominios transmembranales con el extremo amino terminal orientado en el espacio

extracelular, y el carboxilo; a su vez, en el citoplasma. Existen 4 subtipos de AdoR: A3, Ayp, A Y As.

El ligando natural para los receptores es la adenosina; sin embargo, otro ligando natural como la

inosina puede unirse a A; AdoR y activarlo [26]; posiblemente, otros receptores puedan ser

activados por la inosina como el A; y A,z AdoR [27, 28]. Estos receptores se han clonado de varias
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especies, se encuentran mejor conservados entre los mamiferos; sin embargo, AdoR As es el que
presenta mayor divergencia pues cuenta con tan solo un 70% de identidad entre el de humano y el
de rata; inclusive, los sitios de unién a los factores putativos de expresion que se encuentran en los
roedores, no se encuentran en el humano; esto podria indicar que la expresion del receptor esta
regulada de manera diferente entre estas especies. Los receptores son glicoproteinas donde los
azlcares se unen a varias asparaginas. Todos los receptores de adenosina; excepto A,s, poseen un

sitio de palmitoilacion cerca del extremo carboxilo[29].

Los receptores pueden modificar su expresion debido a estimulos mediados por su propio ligando,
o por condiciones que promueven la liberacién del ligando, como lo es la hipoxia. En este ultimo
caso, se sabe que la hipoxia puede favorecer la expresion del receptor A,z mediante el factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), uniéndose al sitio promotor del gen del AdoR AdoR A, [30]. Los
glucocorticoides pueden favorecer la expresion de AdoR A; a través del promotor B de este gen en
células DDT, MF-2, asi como en cerebro. Sin embargo, no se conoce un elemento de respuesta

candnica a glucocorticoides en este gen [31].

La estructura proteica tridimensional exacta de los AdoR se desconoce; sin embargo, se han
creado modelos tridimensionales basados en el analisis cristalografico de la bacteriorrodopsina y
posteriormente de un GPCR, la rodopsina. Recientemente se ha completado el analisis del primer
GPCR humano, el receptor adrenérgico -2 [32]. Ahora se sabe que los residuos de glutamato, en
la segunda vuelta extracelular, son importantes en el reconocimiento del ligando; e igualmente

importantes, son los residuos cargados negativamente en esta y otras regiones de la proteina [31].

Actualmente existen un conjunto de agonistas y antagonistas sumamente selectivos y potentes
para cada uno de los receptores; aunque, en el caso de A,z AdoR no se cuenta con un agonista
especifico; recientemente existen nuevos compuestos que prometen cumplir esta funcion [33].
Clasicamente las xantinas han sido los antagonistas para estos receptores; empero, el AdoR A; es
insensible a la inhibicidn por este tipo de compuestos. Los actuales antagonistas para este
receptor derivan de dihidropiridinas, y flavonoides [34]. Cabe sefialar que estos agonistas y
antagonistas no poseen la misma selectividad y potencia para activar o inactivar, el mismo subtipo

de receptor en diferentes especies.

4.4.1 Sefializacion mediada por los receptores de adenosina
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Se sabe que la sefializacién por los AdoR es a través de proteinas G, y la mediacién subsecuente de
adenilil ciclasa; sin embargo, existen paralelamente otras vias de sefalizacion. El AdoR A; inhibe la
adenilil ciclasa [35], y a su vez activa también la fosfolipasa C (PLC) [36]. Esto puede dar lugar a la
activacion de canales de potasio y/o a la inhibicidn de canales de calcio [31]. La via de la proteina
cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) puede ser activada para promover el
precondicionamiento mediado por el AdoR A; y por fosfoinositidos. El AdoR A, activa proteinas G,
0 en ocasiones Gy, proteina similar a G, [37]. Este receptor puede desencadenar la activacion de la
PLC; asi como de fosfoinositidos. El AdoR A,z se acopla también a proteinas G, [38] y aumenta la
produccion de fosfoinositidos. La via del acido araquiddnico puede ser activada también por ese
receptor [39]. Adenosina a través de la activacién de este receptor puede favorecer la entrada de
calcio y promover la vasodilatacion [40]. El AdoR A; inhibe la produccion de AMPc, moviliza calcio,
activa la PLC y los canales de potasio [41]. Los efectos antitumorales de este receptor parecen
estar mediados por la via de sefializacion de la WNT (del inglés: wingless signaling pathway), vy la

via de la fosfatidil-Inositol 3 cinasa (PI3K) - proteina cinasa B (PKB) [41].

Los AdoR, al igual que otros GPCR, pueden desensibilizarse e internalizarse a través de las GPCR

cinasas (GRK); siendo el AdoR A;, el mas rapido en desensibilizarse [42].

La asociacion de los receptores con diferentes tipos de proteinas G asi como de las diferentes vias
de seiializacion, debe de entenderse e interpretarse con suma cautela, sin perder de vista que

algunas de las interacciones anteriores han sido estudiadas en células transfectadas.

Los compuestos derivados de la sefializacién de los AdoR pueden interaccionar con otros
receptores como los de histamina, bradicinina y ATP. Estas interacciones se dan a nivel de las
proteinas G. Especificamente, el AdoR A; activa a la proteina G; y el dimero By liberado interactia
con la subunidad ag/; derivada de la activacidn de alguno de los receptores mencionados [31].
Existen otro tipo de interacciones como los encontrados entre el receptor para adenosina A; y
para dopamina D4; y entre el sistema glutamatérgico y el de adenosina. La activacidn del receptor
N-metil-D-aspartato (NMDA) induce la salida de adenosina al espacio extracelular [43]. Por su
parte, las neuronas presindpticas estimuladas con adenosina disminuyen la liberacion de
glutamato [31]. AdoR A, pude interaccionar con el receptor D, para dopamina; e incluso, se ha

observado su dimerizacién [44-46].
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Tabla 2. Caracteristicas de los receptores de adenosina

A]_ AdoR AZA AdoR AZB AdoR Ag AdoR
Estructura Humano 326 aa Humano 410 aa Humano 328 aa Humano 318 aa
Rata 326 aa Rata 409 aa Rata 332 aa Rata 320 aa
Agonistas CPA, CCPA, CHA, | CGS21680, DPMA, | NECA (no | CI-IB-MECA,NECA, HE-
NECA HE-NECA, NECA especifico) NECA
Antagonistas CPT, SCH-58261, CSC Aloxazina, MRS | MRS 1220, MRS 1191,
DPCPX,WRC0571 1754, XAC MRS 1523
Proteina G a | G; G G, G
la que se | Activa PKC Puede relacionarse | Puede movilizar
acoplan Puede  aumentar a la sefializaciéon de | calcio.
los fosfoinositidos a fosfoinositidos via | Activa PKC
través de Gq Pueden formar
fosfolipasa C fosfoinositidos a
través de fosfolipasa
D
Funciones Inhibicién de la | Antiagregante Control  del la | Precondicionamiento,
fisioldgicas lipolisis, plaquetario, movilidad degranulacién de
bradicardia, Vasodilatacion, intestinal, mastocitos.
hiperpolarizacién, Precondicionamiento | inmunomodulacién | Glucogendlisis,
precondicionamien |, reforzamiento vy |, degranulaciéon de | gluconeogénesis.
to, recompensa mastocitos,
antinociocepcion; reforzamiento
sueiio-vigilia; recompensa
disminucion del
flujo renal
Expresion Varias regiones del | Bazo, timo, | Colon, vejiga. Testiculo, mastocitos,
cerebro, médula | leucocitos, plaquetas, | Pulmdn, vasos | Encéfalo, pulmoén,
espinal, ojo, | Corazédn, pulmén, | sanguineos, ojo, | bazo.
glandula  adrenal, | vasos sanguineos eminencia media, | Higado, tiroides,
atrio. Higado mastocitos. glandula adrenal,
Musculo Higado, glandula | bazo, corazén, rifidn,
esquelético, adrenal, ovario, | intestino,
higado, rinon, rifidén, adipocitos,
adipocitos, tracto
intestinal y

respiratorio,

CPA: N° ciclopentil adenosina. CCPA: 2-cloro- N°® ciclopentil adenosina. CHA: N° Ciclohexil adenosina. DPCPX:
8-ciclopentil-1,3-dipropil xantina. CPT: 8-ciclopentil-1,3-dimetil xantina. WRC057: 8-(N-metilisopropil)amino-

NG—(S'—endohidroxi—endonorbornil)—9—meti|adenina.

CGS21680:

2-p-(2-Carboxietil)fenetilamino-5'-N-

etilcarboxamidoadenosine. DPMA: N6-[2-(3,5-dimetoxifeniI)-2(2-meti|feniI)-etil]adenosina. NECA: 5’-(N-
etilcarboxamido) adenosina. HE-NECA: 2-hexinil-NECA. SCH 58261: 7-(2-feniletil)-5-amino-2-(2-furil)-pirazol-
[4,3-e]-1,2,4-triazol[1,5-c]pirimidina. CSC: cloroestiril cafeina. Aloxazina: Benzo[g]pteridina-2,4(1H,3H)-
diona. MRS 1754: 8-[4-[((4-Cianofenil)carbamoilmetil)oxilfenil]-1,3-di(n-propil)xantina. MRS1220: 9-Cloro-2-
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(2-furanil)-5-((fenilacetil)amino)-[1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolina. MRS1191: 3-Etil-5-benzil-2-metil-4-
feniletinil-6-fenil-1,4-(x)-dihidropiridina-3,5-dicarboxilato. MRS1523: 3-propil-6-etil-5-[(etiltio)carbonil]-2
fenil-4-propil-3-piridine carboxilato. CI-IB-MECA: 2-Cloro- N6—(3—iodobenziI)—adenosina—S'—N—metiIuronamida

4.4.2 Funciones de los receptores de adenosina

La adenosina es un nucledsido que normalmente se encuentra en concentraciones de decenas a
cientos en el orden nanomolar. Su formacién se ve aumentada por varios tipos de estrés celular
como puede ser la I-R, la hipoxia-anoxia, la disminucidn de sustratos oxidables, los
neurotransmisores, el dxido nitrico, la radiacion, lesidn por radicales libres y en general cualquier
proceso que aumente la relacién demanda/aporte de energia [31]. Al ocurrir lo anterior puede
aumentar la concentracién de adenosina e inosina hasta 100 veces el valor basal [47, 48]. La
adenosina formada intracelularmente es principalmente por sobrecarga de trabajo celular; y
alcanzard el medio extracelular por medio de los ENT; sin embargo, tras algun tipo de lesidn
celular, o en algunos estados fisioldgicos (como el encontrado en los tubulos renales) el ATP puede
salir directamente y convertirse en adenosina través de ecto-ATPasas, ecto-fosfodiesterasas, CD39
y CD73. Como ejemplo; tras un mismo estimulo lesivo como puede ser la deprivacién metabdlica,
las neuronas liberan preferentemente adenosina y las células gliales nucledtidos, que después
formardn adenosina en el espacio extracelular. La adenosina a su vez es transformada por la ADA
para formar inosina (Km = 20-100 uM) y por la AK para dar AMP (Km = 100 nM); estas enzimas
son las principales encargadas de metabolizar a este nucledsido; siendo, como su Km lo

demuestra, mas importante la AK [49].

En el espacio extracelular, la adenosina y la inosina se acoplan a los AdoR; las concentraciones
basales de adenosina son suficientes para unirse y activar los receptores A4, A,a, ¥ Az, sin embargo;
el receptor A,z que es de baja afinidad, requiere de concentraciones suprafisioldgicas, solo
encontrados en condiciones patoldgicas como las ya mencionadas. La inosina por su parte,
aunque menos estudiada ha demostrado participar en la activacion de los AdoR; especificamente
A Algunos otros autores han mostrado que la inosina puede incluso unirse a otros receptores
como son el A; y el A,z [27, 28]. La liberacién de inosina al espacio extracelular se da bajo las

mismas circunstancias que de adenosina.
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La participacion de estos nucledsidos es tan amplia, como amplia es la distribuciéon de sus
receptores. En el ojo, durante procesos como son el glaucoma y el sindrome de pseudoexfoliacidn,
AdoR A; es sobre-expresado; asimismo, se reporta un aumento en la concentracidn de la inosina in

vitro [50].

Existe también una amplia cantidad de literatura sobre las acciones de estos nucledsidos en la
funcion renal. Al igual que en otros tejidos, la caida de las pozas de ATP precede a la elevacion de
la adenosina, la inosina e incluso la hipoxantina. Lo anterior induce la vasoconstricciéon del las
arteriolas aferentes y por tanto la disminucion de la taza de filtrado glomerular [51, 52]. Se ha
observado también que la secrecion de renina es controlada por adenosina, [51, 53] EL uso de
agonistas y antagonistas para el AdoR A; promueven o inhiben estas acciones respectivamente
[54, 55]. La absorcién y resorcion de electrolitos también esta controlada por los AdoR, desde el
tubulo renal proximal hasta los tubulos colectores. AdoR A favorece la reabsorcién de Na*, HCO5
y PO,> en el tubulo contorneado proximal [56] y la inhibe en la rama ascendente del asa de Henle
[57]. En el tibulo contorneado distal, a través de los AdoR A,y A, se favorece el transporte de Ca*™

[58].

Los receptores de adenosina participan en la proteccion contra la I-R; aunque contradictorios, el
uso de agonistas para los AdoR A;, A,s [59, 60], antagonistas para el AdoR Az [59]y el uso de
inhibidores no especificos, como teofilina, previenen la lesion ocasionada por dicha I-R. El
aumento de epinefrina promueve la liberacién de adenosina en el ojo, lo que a su vez favorece la

hipotension intraocular y previene la lesidon ocasionada por la isquemia local [61].

En el sistema nervioso, interviene en procesos tan variados como la enfermedad de Parkinson, la
nociocepcion, el suefio-vigilia, el reforzamiento y la recompensa [19, 41]. La adenosina modula la
liberacién de neurotransmisores como ya se menciond; la inosina liberada tras la hipoxia, regula la
respiracion a través de la médula ventrolateral [62]. La inosina es también un potente
neuroprotector; en ratas sometidas a isquemia cerebral en las que les fue administrado inosina,
mostraron disminucién del area de infarto comparado contra los controles; ademas, la
administracion de inosina impidid la pérdida de habilidades motoras, lo cual es de suma
trascendencia clinica. En este estudio anterior, el mecanismo por el cual actda inosina pudo ser

dilucidado pues al usar un antagonista selectivo para AdoR As, la proteccién mediada por este
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nucledsido no se observd[63]. Los efectos de adenosina/inosina son mediados rapidamente por
las vias de sefializacion desencadenadas por los receptores; pero, pueden inducir la activacion de
factores de transcripcion y estabilizacion de otros componentes como el factor inducido por
hipoxia 1 a (HIF-1a) impidiendo la apoptosis de neuronas cerebelares de la granulosa; en este
caso, sin HIF-1a, la proteccidn se ve abolida [64]. Dicha proteccién contra la lesién en neuronas
también abarca el dafio axonal, pues al ser seccionados éstos, inosina favorece la neuritogénesis
probablemente a través de la activacién de la N-cinasa [65].En situaciones donde existe dafio
celular, como es el caso de la hipoxia; la apoptosis y la necrosis pueden ser inhibidas al estimular
las células con adenosina, inosina o guanosina, y éstas a su vez actlan a través de la via p42/44

MAPK [66].

En cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas se observd que la induccion de la muerte celular
programada inducida por angiotensina Il, puede ser inhibida total o parcialmente por la activacién

especifica de los receptores A, y A; para adenosina respectivamente[67].

Los tejidos mds demandantes de oxigeno y que por tanto son los mas sensibles al cese abrupto en
su aporte, aumentan su supervivencia al activar la via de sefializacidon purinérgica, como en los
cardiomiocitos [66]. En el corazén, algunas enfermedades crénicas inducen una hipertrofia
patoldgica, sobrecarga y fallo del miocardio; la adenosina impide el dafio por la exposicion
prolongada a catecolaminas, reduce la produccién de endotelina-1 y disminuye la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona; la estimulacién continua del AdoR A; inhibe la
hipertrofia provocada por la constriccion transversal de la aorta [68]. La administracion
intravenosa de adenosina (Adenocard ™) disminuye el dromotropismo y cronotropismo; efecto
usado en el tratamiento de la taquicardia supraventricular paroxistica; esta accién farmacoldgica
es mediada por el AdoR A; [41]. Por su parte, la inosina posee efectos sobre la actividad cardiaca.
La administracién de inosina, directamente en la cavidad atrial derecha de perros anestesiados,
aumento la fuerza contractil y el flujo sanguineo circunflejo, sin aumentar la presién arterial

sistémica ni la frecuencia cardiaca [69].

La teofilina, un antagonista inespecifico de los AdoR ha mostrado ser capaz de modular los
procesos inflamatorios y de broncoconstriccidn en el asma. El AdoR A; parece poseer propiedades

proinflamatorias a diferencia del AdoR A; que es anti-inflamatorio. Estas acciones sobre las células
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inmunoldgicas que arriban al pulmén, pueden ser manipuladas para conveniencia del paciente

asmatico [70].

Otro de los varios tejidos que esta regulado por la sefalizacion purinérgica es el adiposo. Altos
niveles de dacidos grasos libres en plasma; debido, a una lipdlisis elevada son factores que
favorecen la resistencia a la insulina y detrimentan la sefializacién de esta hormona. La activacién
del AdoR A; en modelos experimentales en rata disminuye los niveles de triglicéridos en sangre,

acidos grasos libres y abate la resistencia a la insulina [71].

Se sabe que varios de los efectos producidos por muchos de los factores iniciadores del dafio
celular terminan en algln tipo de estrés oxidativo. Radiacidon, compuestos quimicos, hipoxia,
reperfusion, son solo algunos de ellos. La prevencion de las lesiones provocadas por las especies
reactivas de oxigeno (ERO) mediante el uso de los sistemas purinérgicos ha sido estudiada. El
estrés oxidativo demostrado por la presencia de lipoperoxidacién provocada por el agente
antineoplasico cisplatino, induce la sobre-expresion del AdoR A,, lo que sugiere una relacién entre
el estado redox de la célula y las vias de sefializacion purinérgicas [72]. La exposicidn de células de
Sertoli cultivadas en presencia de H,0, induce un aumento en la liberacién de inosina; esta por su
parte, disminuye la lipoperoxidacidn [73]. Parte de los acciones citoprotectoras del par adenosina-
inosina son dependientes de la activacion de las enzimas antioxidantes. En la linea celular de
leucemia basofilica de rata (RBL) la estimulacién del AdoR A; aumenta la actividad de las enzimas
superdxido dismutasa, catalasa, glutatidon peroxidasa y glutatiéon reductasa, lo que se vio reflejado
en la disminucion en la lipoperoxidacién; lo anterior, parece ser mediado por la fosforilacién de la

PKC [74].

Durante la I-R varias vias de sefalizacidén son activadas, en los ultimos afios se ha volcado la vista
hacia la sefializacién a través de AdoR. Los receptores A; y A; para adenosina favorecen la
citoproteccion y el precondicionamiento, fendmeno por el cual, las células que son sometidas a un
periodo de isquemia/hipoxia no letal son capaces de soportar un nuevo evento que sin la
estimulacion del primero ocasionaria la muerte celular. En un tejido isquémico pueden alcanzarse
concentraciones sumamente altas de inosina que previenen la lesién al inhibir la produccién de
citocinas proinflamatorias, como son TNF-a, MIP-2 e IL-6 [27]. Algunas de las actividades

protectoras de estos nucledsidos durante situaciones de estrés como la hipovolemia, hipoxia, o
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choque séptico, estan mediadas por un aumento de la actividad de la bomba de Na*/K'
dependiente de ATP, impidiendo asi el dafio osmético debido a la deplecién de energia para

mantener en funcionamiento dicha bomba [75, 76].

La participacidon de la adenosina y la inosina abarca incluso la regulaciéon de vias metabdlicas
energéticas tan importantes como son la lipdlisis (como se menciond anteriormente), la
glucogendlisis, la glucdlisis, la biosintesis de urea e incluso modulan las hormonas que regulan
estas vias como la insulina [77, 78]. En hepatocitos aislados de rata, la adenosina y la inosina
estimulan la produccion de urea de forma dosis-dependiente [79]. Todos los AdoR son capaces de
estimular la biosintesis de urea, mediante la sefializacion via el AMPc aunque en algunos casos,
también es necesaria la participacion de Ca™ [79, 80]. La adenosina y la inosina también estimulan
la liberacién de sustratos oxidables como la glucosa a través de su acoplamiento con los cuatro
AdoR para el caso de la adenosina y a través de AdoR A; para la inosina [24, 81]. Hirada y cols. por
su parte, han demostrado que el uso de un nuevo antagonista para el AdoR A2z inhibe la
produccion de glucosa estimulada por el agonista N-etilcarboxiamidoadenosina (NECA) en cultivo
de células primarias de hepatocitos, y corroborado en ratones con diabetes tipo 2 al ser capaz de
inducir hipoglucemia [82] El AdoR A2; parece ser el involucrado en la respuesta glucogenolitica y
gluconeogénica por parte de la via purinérgica [83]; sin embargo, el no haber explorado otros
receptores como el AdoR As; y haber utilizado agonistas poco selectivos para cada subtipo de
receptor impiden clarificar el hecho. Estudios con el uso del antagonista no selectivo para los
AdoR, pentoxifilina, demostré que en personas sanas, este medicamento inhibe la produccién
hepatica de glucosa sin cambios en las hormonas contrarreguladoras. En pacientes diabéticos tipo
2, la administracién de aminofilina produjo una disminucién de la glucemia asociada al aumento

de la liberaciéon de insulina al torrente sanguineo [84].

4.5 ISQUEMIA-REPERFUSION

La isquemia-reperfusidon (I-R) es el proceso en el cual hay un cese del flujo sanguineo a cierto
tejido u érgano (isquemia) con la consecuente deprivacion de nutrientes como oxigeno (hipoxia),
glucosa, aminoacidos, etc. La falta de estos nutrientes finalmente ocasionard la muerte celular; sin

embargo, el restablecimiento del flujo sanguineo (reperfusién), pese a lo que la légica mas
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simplista podria decir, puede ocasionar el llamado dafo por reperfusion [85]. La I-R es uno de los
tipos de lesion celular mas frecuente en la clinica. La causa mas comun de la isquemia es la
obstruccién de un vaso sanguineo aunque puede ser incluso por hipovolemia. La isquemia como
tal es mas deletérea que la hipoxia debido a que esta ultima condicidén aun puede producir energia
por medio de la via glucolitica; cuando en la isquemia se acaba el oxigeno disponible y los
metabolitos de la glucélisis anaerobia se acumulan por la falta de flujo, sobreviene un dafio mayor
[86]. Dependiendo del tiempo de isquemia la lesién puede o no ser reversible en funcion del
metabolismo de cada tejido. Mientras aumenta el tiempo de la isquemia, las estructuras celulares
se dafian, el genoma sufre lesidon y acontece principalmente la necrosis; aunque, la apoptosis
puede tener cierto papel en el proceso de muerte celular debido a la salida de sefales
proapoptdticas de las mitocondrias de las células lesionadas [87]. Si se restablece el flujo
sanguineo con oportunidad, las células se recuperaran, pero por otro lado existe el area llamada
de “penumbra”, que son células que aun no sufren necrosis pero que paraddjicamente la
reperfusion del flujo termina por destruirlas. Uno de los primeros indicios de la disminucién
energética por dicha isquemia-hipoxia, es la formacién de adenosina e inosina y su aparicién en el

espacio extracelular [24].

Dentro de los primeros cambios morfolédgicos de la isquemia, se encuentra la inflamacién de los
lisosomas y de las mitocondrias que puede observarse incluso en los primeros 20-30 minutos. El
decremento del ATP lleva a la pérdida del funcionamiento de las bombas idnicas de membrana; y
con ello, la pérdida del gradiente electroquimico natural de toda célula (eléctricamente excitable o
no). Esto permite la entrada de calcio, lo que conlleva a mayor dafio celular, fuga de enzimas y
digestidén proteica. Al final, la necrosis da lugar a las “figuras de mielina”; componente fosfolipidico

de la necrosis, que pueden o no calcificarse, ser fagocitada y/o formar fibrosis [87, 88].

EL mecanismo por el cual se da la lesiéon por reperfusién no es Unico y aun se debaten
algunas de sus causas. Uno de los principales y mas conocidos, es que tras el reabastecimiento de
oxigeno se generan abundantes ERO ya sea de un metabolismo parenquimal alterado, del
endotelio o de leucocitos infiltrados. La formacién de anién superéxido (0,”) radical hidroxilo
(OH") y peréxido de hidrégeno (H,0,) produce lipoperoxidacion, dafio al DNA y afecta la funcién
proteica; favorece la formacion del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, lo que

impide una recuperacion de los niveles de ATP [85].
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La I-R promueve la inflamacidn, ésta ultima aunque es un proceso natural y coadyuvante en
muchas situaciones, puede desbordarse y producir un dano colateral. De tal forma que, la
liberacién de citocinas atrae polimorfonucleares que favorecen el dafio; hay activacién del
complemento, depdsito de anticuerpos y lesion celular [89]. Por su parte existen algunos
mecanismos que disminuyen el dafio por reperfusién como: atrapadores de radicales libres,
anticuerpos contra el complemento y restitucién del flujo sanguineo de manera pulsada,

fendmeno conocido como postcondicionamiento [90].

Otro mecanismo recientemente descubierto es a través de la via de sefializacién denominada
cinasa de salvamento del dafio por reperfusion (RISK, por sus siglas en inglés) [91]. Esta via activa
proteinas como son PI-3K, Akt, MAPK, ERK, p70, cinasa de glucdégeno sintasa beta (GSKB) y
finalmente modula el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial [92]. Esta cascada de
supervivencia puede ser activada por los receptores para adenosina y opioides [92]. En 1987
Olafsson demostré por primera vez que la adenosina es capaz de favorecer la supervivencia y
disminuir la zona de infarto hasta en un 75% tras la oclusién de la arteria coronaria izquierda
descendente [93]. Estos efectos parecen estar mediados por los AdoR A, y As; [94, 95]. Los

opioides por su parte parecen activar estas vias a través de los receptores k y 6 [96].
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aparicidn de hiperglucemia en un fendmeno habitual en diferentes situaciones de estrés y es un
componente de la denominada respuesta sistémica a la lesidon. Los ejemplos de estrés y su
respuesta son muy variados: trauma multiple [97], cirugia mayor [98], quemaduras [99], cualquier
enfermedad severa[100] e I-R [24]. Empero, todos ellos poseen caracteristicas comunes
desencadenadas por el sistema inmune, endocrino y el resto de los aparatos y sistemas. Como se
menciond anteriormente, todo ellos comparten la aparicion de hiperglucemia y aunado a ello, la
resistencia a la insulina [101]. Esta alteracion aumenta el desgaste sistémico; favorece la oxidacion
celular al inducir lipoperoxidacién; disminuye el efecto protector del precondicionamiento;
aumenta la lesion ocasionada por I-R previo a la isquemia renal; y en general, aumenta la morbi-
mortalidad de los que se encuentran en esta condicién [102-108]. Recientemente se ha observado
gue en gran medida, la hiperglucemia que se encuentra en este tipo de trastornos es debido
principalmente a un aumento en la produccién de glucosa hepatica y en menor grado a una falta
de captacion por parte de los tejidos periféricos [97]. El control de este trastorno metabdlico
puede mejorar la sobrevida y el pronéstico de estos pacientes. El mantener la glucemia dentro de
valores de 80 a 110 mg/dL (4.4 a 6.1 mmolas/L) tras la administracion de insulina acorta el proceso
patoldgico y disminuye la inflamacion sistémica [106]. Esto ha sido probado en varios érganos y
condiciones [109] [110]. La accién benéfica del tratamiento con insulina en estas patologias es
debida directamente a su accidén hipoglucemiante y no a sus otros efectos no relacionados
directamente con el control glucémico. Lo anterior sugiere que en las patologias que cursan con
hiperglucemia, el mecanismo ideal para combatirlo es disminuir la glucemia directamente a través

de la supresion de su produccion.

Las condiciones de estrés desencadenan la liberacion de epinefrina por parte de las células
cromoafines de la médula suprerrenal y ésto a su vez, provoca liberacion de la glucosa al torrente
sanguineo; proviniendo principalmente del higado, y de manera mucho menos importante de
otros 6rganos (como el rifdn). Este es el dogma que prevalece hasta nuestros dias; aunque,
algunas otras hormonas como: vasopresina, angiotensina I, cortisol, dopamina, glucagon, vy

norepinefrina han hecho su apariciéon en escena bajo la premisa de que en situaciones patoldgicas
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(y algunas en situaciones fisioldgicas), poseen cierto control de la glucemia [99, 111-118]. Sin
embargo, la literatura apoya el hecho de que estas hormonas no correlacionan con la glucemia,
sus valores se modifican minoritariamente o incluso no lo hacen [99, 115-119]. Empero, la
epinefrina es la principal hormona que se sabe hasta ahora es la encargada de mediar la
hiperglucemia en estado de estrés agudo. Frayn y cols., investigaron los cambios de la glucosa y la
epinefrina en paciente lesionados; pese a que la epinefrina correlacioné con la severidad de la
lesion, la correlacién fue baja para el binomio epinefrina — glucosa (r* = 0.4) [111]. Frayn y cols.
[117], Childs y cols. [99], y Rand y cols. [120] han mostrado resultados similares en diversos

modelos de estrés e hiperglucemia.

Como se menciond, la adenosina e inosina son liberadas durante situaciones de estrés, entre ellas,
la I-R. Estos nucledsidos expulsados de las células en respuesta a la deplecién de ATP, pueden
alcanzar d6rganos blanco via torrente sanguineo, tener la oportunidad de activar los AdoR vy
estimular la respuesta especifica de la estirpe celular que posea al receptor. Los nucledsidos son
liberados rapidamente de drganos como el musculo esquelético [121]. Independientemente se
sabe también que el higado; por su parte, libera inmediatamente glucosa en respuesta a la
presencia de adenosina e inosina [24]; estos dos, son de los drganos mds importantes en el
metabolismo sistémico de los nucledsidos [122]. Pese a lo anterior, no se ha estudiado el papel
gue podrian desempenar estos nucledsidos como reguladores de la glucemia en fenémenos como
son la I-R; o si alguno de estos nucledsidos liberados por algun tejido hipdxico, podria alcanzar
algun otro drgano periférico y modificar su actividad; es decir, poseer una funcién hormonal.
Basado en lo anterior, se espera que la adenosina y la inosina sean las encargadas (al menos en
parte) de la respuesta hiperglucémica observada iterativamente en la I-R. Dado que el principal
candidato de dicha hiperglucemia es la epinefrina, se evaluard la participacion de ésta, en el

proceso aqui referido.
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6. HIPOTESIS

La adenosina y la inosina, generadas durante la isquemia del musculo esquelético y liberadas
durante su reperfusion, activan los receptores hepaticos para adenosina, promueven la liberacion

de glucosa del higado y asi son responsables de la hiperglucemia durante la I-R.

7. OBIJETIVOS
> Conocer las concentraciones de adenosina e inosina en el torrente sanguineo tras
ser liberadas por el proceso de I-R en la pelvis, cola y extremidades inferiores de rata
> Determinar la participacion de la adenosina y la inosina en la produccidn hepatica
de glucosa que sustenta la hiperglucemia durante la I-R en la pelvis, cola y extremidades
inferiores de rata
> Determinar el grado de participacién del sistema adrenérgico en la hiperglucemia
durante la I-R en la pelvis, cola y extremidades inferiores de rata
> Definir el subtipo de receptor hepatico especifico por el cual adenosina y/o inosina

promueven la hiperglucemia
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8. MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental: Se utilizaron ratas Wistar macho de 160-180 g, alimentadas ad libitum. Para
su experimentacion, los animales fueron anestesiados con ketamina y xilazina con una posologia
de 1y 0.1 mg/kg peso corporal, respectivamente, cada 30 minutos. Se realizé una laparotomia; la
aorta y cava abdominal fueron expuestas tanto en el grupo control como en el experimental; en
este Ultimo grupo se disecaron y ligaron ambos vasos a nivel infrarrenal; a partir de ese momento
se da inicio al periodo de isquemia con duraciéon de 5 a 60 minutos dependiendo el experimento
en particular. Al término de éste, se procedid a liberar la ligadura para dar paso al periodo de
reperfusiéon. Todos los experimentos en animales fueron realizados de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana sobre especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de

laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y aprobado por el comité institucional de ética de esta Facultad.

Muestreo sanguineo: Con ayuda de una jeringa con aguja calibre 31G que contenia el
anticoagulante EDTA 10 pl (15%) o el “coctel de inhibicion”; se tomaron 200 ul de sangre ya sea en
la vena hepatica o en la cava abdominal, de acuerdo a cada experimento. Se centrifugaron
inmediatamente a 5000 RPM a 4°C; el plasma fue separado y conservado a -70°C hasta su
posterior utilizacidon en la medicidon de los metabolitos. EL coctel de inhibicion estd disefiado para
bloquear el metabolismo de la adenosina [123]. Este coctel consta del mismo EDTA el cual es
ademas un inhibidor de la E-5'-NT [124] mas: 3 pl, 20 mM de eritro-9-(2-hidroxi-3-nanil) adenina
hidroclorada (EHNA), un inhibidor de la ADA [125]; y 3ul, 20 mM de dipiridamol, un inhibidor de
algunos de los transportadores de membrana de los nucledsidos [126] (todos obtenidos de

SIGMA-ALDRICH Inc., St Louis, MO, USA).

Medicion de los metabolitos: La glucosa fue medida por el método de la glucosa oxidasa de
acuerdo a Fales [127]. A las muestras se les agrego glucosa oxidasa, peroxidasa y ortodianosidina
en un buffer de fosfatos. La glucosa en presencia de la enzima y de oxigeno es oxidada a D-
glucono-1,5-lactona con la produccion adicional de perdxido de hidrégeno; este ultimo, en
presencia de la oxidasa, oxida al colorante que posteriormente es determinado en un

espectrofotdmetro a 540 nm tras la adicion de H,SO,.

La adenosina y la inosina fueron medidas por el ensayo enzimatico en espectrofotometro de doble

rayo por el método descrito por Olsson [128]. Brevemente, el plasma fue tratado con HCIO4 0.6
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M, las alicuotas del sobrenadante fueron neutralizadas a pH 7.2 con K,COs3;, 5M. Después de 10
minutos, 50 a 100 uL de las muestras se llevaron a un volumen de 3 ml con HCI-Tris EDTA 0.1 M,
ph7.4, HNa,PO,, 3 mM de EDTA. Adenosina e inosina fueron medidas por espectrofotometria a
una absorbancia de 293 nm en presencia de adenosina desaminasa y nucledsido fosforilasa

respectivamente.

Uso de antagonistas: Todos los antagonistas se administraron intraperitonealmente después de
anestesiar a los animales. Las dosis administradas estan consignadas en la tabla 3. Dimetil

sulfoxido (DMSQO) como vehiculo para los antagonistas de AdoR.

Tabla 3. Antagonistas utilizados en este trabajo

Nombre VS Ki Dosis (por kg de peso | Referencia
(nmoles/L) corporal)
Cloro Selectivo e irreversible para el | 10 10 mg [129]
estiril AdrRoup
clonidina
(CEC)
CGS 15943 No selectivo A =1 2mg [130, 131]
Apn=3.5
Ap=4.4
A3 =95
DPCPX Selectivo para A; AdoR 0.69 20 ug [132]
Csc Selectivo para A5 AdoR 54 175 ug [133]
Aloxazina Selectivo para A,z AdoR 14 0.5mg [134]
MRS 1220 Selectivo para A; AdoR 14 40 pg [29]

Analisis estadistico: Se utilizé la regresion lineal simple y multiple para evaluar la correlacién entre
los nucledsidos vs glucosa. Para evaluar la diferencia entre los diferentes grupos se realizd una
prueba de ANOVA de dos vias con la prueba de Tuckey como andlisis PostHoc. Se considerd la
existencia de diferencia estadistica entre los grupos cuando una P<0.001. Todos los experimentos

se efectuaron por duplicado.
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9. RESULTADOS

9.1 USO DE ANTICOAGULANTE O COCTEL DE INHIBICION DURANTE EL MUESTREO

En condiciones basales se compard el uso del coctel de inhibicion contra solo anticoagulante en la
toma de las muestras sanguineas. El coctel de inhibicion esta disefiado para impedir el
metabolismo de la adenosina, al bloquear varios de los procesos clave como son: la desaminacion
de la adenosina, la defosforilacion del AMP y la movilizacidn al citoplasma de este nucleésido. Sin
embargo, no hay disponible un compuesto que inhiba el metabolismo de la inosina. Debido a que
ambos compuestos han de medirse en este trabajo, es necesario evaluar como habrd de afectar el
bloqueo del metabolismo e uno de ellos en la medicidon de ambos. El uso del coctel en condiciones
basales (tiempo 0), incrementé en un 10% la concentraciéon de ambos nucledsidos respecto a la
solucion que contiene solo EDTA (fig. 5); aunque, no significativamente. Al someter a los animales
a 60 minutos de isquemia mas 10 de reperfusion (70 min totales), se produjo un aumento
importante de ambos nucledsidos respecto al control; 6.5 veces para inosina y 6.1 veces para
adenosina, cuando Unicamente se usé EDTA. Cuando en este mismo ensayo las muestras fueron
procesadas en presencia del coctel de inhibidores, ambos nucledsidos aumentaron; aunque, la
significancia estadistica fue mucho mayor para adenosina (P < 0.001) que para inosina (P = 0.055);
esto debido a que dicho coctel de paro fue disefiado para bloquear Unicamente la depuracién de
adenosina y no asi de inosina. Si se desean comparar las concentraciones de adenosa versus
inosina tendrd que ser bajo las mismas condiciones; inhibiendo el metabolismo de ambos o de
ninguno para poder realizar las comparaciones. Debido a lo anterior, a que en un estado basal las
concentraciones de los nucledsidos casi no cambian al usar el coctel de inhibicién, y a que ambos
valores se encuentran en rangos reportados anteriormente por otros autores [135], los siguientes

experimentos se realizaron solo en presencia de EDTA.
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Figura 5. Concentracién de adenosina e inosina en presencia del coctel de inhibicién. Las muestras se
obtuvieron antes de la isquemia (tiempo 0) y 10 minutos después de iniciada la reperfusidn tras 60 minutos
de isquemia (70 min) en presencia de: solamente EDTA ( ), o coctel de inhibicién ( [ ). Valores en
promedio + ES de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * P < 0.001 respecto a la
muestra con EDTA del mismo tiempo.
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9.2 CONCENTRACION DE INOSINA, ADENOSINA Y GLUCOSA EN PLASMA DURANTE LA I-R

Inicialmente se determind la concentracién de inosina y adenosina en plasma de ratas no
sometidas a ningun protocolo experimental, salvo al mismo procedimiento de anestesia; esto,
para determinar sus niveles basales. La inosina y la adenosina tuvieron valores de 1.60 + 0.05 y
1.36 £ 0.03 umolas/L (n = 3) respectivamente (fig. 6). Estos valores obtenidos de ratas en estado
basal, no son diferentes de los obtenidos antes de realizar la isquemia (tiempo cero) y extraidos de

la vena hepatica, lugar donde se tomaron el resto de las muestras.

Al primer minuto de haber realizado la isquemia, hubo un aumento en la concentracién de los
nucledsidos de 2,2 veces respecto al grupo control; esta concentracién fue en decremento hasta
convertirse en no significativa y alcanzar el valor del grupo control a los 60 minutos de isquemia.
Inmediatamente después de tomar la muestra de los 60 minutos, se procedié a realizar la
liberacién de la ligadura para dar paso a la reperfusion. Un minuto después (61 minutos
continuos), la inosina y la adenosina alcanzaron valores adin mas altos 8.1 + 0.2 y 7.6 £ 0.5
pmolas/L y a los 7 minutos de reperfusion (67 continuos) 9.3 + 0.1 y 8.7 + 0.3 umolas/L
respectivamente. Se estudid la respuesta glucémica en este mismo experimento y no se
observaron cambios con significancia estadistica a lo largo del periodo de isquemia; no es sino
hasta el momento de dar paso a la reperfusion que la glucemia aumenta significativamente, 16.86

+1.5y20.98 + 1.67 mmolas/L alos 61y 67 minutos respectivamente (fig. 6).
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Figura 6 Concentracién de inosina, adenosina y glucosa en plasma de ratas sometidas a I-R. Las muestras se
obtuvieron a los tiempos 0, 1, 7, 60, 61, y 67 minutos después de iniciado el ensayo. Grupo control (e),
grupo sometido a I-R (o). En el grupo de I-R se mantuvieron a las ratas en isquemia durante 60 minutos e
inmediatamente después se procedié a la reperfusion. Valores en promedio + ES de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. * P < 0.001 respecto al control del mismo tiempo.
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9.3 CONCENTRACION DE INOSINA, ADENOSINA Y GLUCOSA TRAS VARIOS PERIODOS DE ISQUEMIA
Y SUBSECUENTE REPERFUSION

Para caracterizar la dependencia de la liberacion de nucledsidos respecto al tiempo de isquemia,
se procedio a variar el tiempo de isquemia desde 5 hasta 60 minutos; y se tomaron muestras de
sangre a los 2 y 10 minutos de reperfusion (fig. 7). A diferencia del experimento anterior, solo se
realizaron 3 muestreos y por tanto, la mitad de la cantidad de sangre fue extraida en cada uno de
los animales de experimentacidn. La medicidén de los nucledsidos se realizé en la vena cava inferior
(figs. 7a y 7b), y en la vena hepatica (figs. 7c y 7d); para comparar los resultados, previo y
posterior a su paso por el higado. Con tan solo 5 minutos de isquemia, las concentraciones de
cualquiera de los dos nucledsidos se triplicaron durante la reperfusidn. No existieron cambios
mayores al aumentar la isquemia hasta los 20 minutos; sin embargo, a los 40, 50 y 60 minutos de
isquemia, se aumentaron sustancial y progresivamente la concentracion de los nucledsidos en
plasma. Aunque en casi cualquier tiempo de isquemia, la concentracién de inosina y adenosina es
mayor a los 10 minutos de reperfusién, es en los primeros 2 minutos de reperfusién donde se da la
mayor elevacion en su concentracién en funcién del tiempo de reperfusidn. Dichas elevaciones
fueron significativamente mayores para inosina que para adenosina, alcanzando valores de hasta
8.42 + 0.05 umolas/L para inosina, mientras que el valor maximo para adenosina fue de 5.8 £ 0.3
umolas/L (ambos a los 10 minutos de reperfusion). Es también de notar que tanto inosina como
adenosina mostraron una concentracién similar si las muestras eran extraidas ya sea de la vena

cava inferior o de la vena hepatica.
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Figura 7. Concentracion de los nucledsidos durante la isquemia en funcion del tiempo de I-R. En cada caso se
tomdé una muestra al inicio del procedimiento antes de realizar la isquemia (@), posteriormente se procedid
a realizar la isquemia segun el tiempo que indica el eje de las abscisas, y nuevamente se tomaron muestras
a los dos (o) y diez 10 ('¥) minutos de reperfusion. En a, concentraciones de inosina obtenidas de la vena
cava inferior; b, concentraciones de adenosina obtenidas de la vena cava inferior; c, concentraciones de
inosina obtenida de la vena hepdtica; d, concentraciones de adenosina obtenida de la vena hepatica. Los
valores representan el promedio + ES de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * P <
0.001 respecto al control.

Simultaneamente a la medicidén de los nucledsidos se cuantificd la glucosa en plasma de la vena
hepatica (fig. 8); y asi como con los nucledsidos; el aumentar el tiempo de isquemia provocd un
aumento de la glucemia durante la reperfusion de manera bifasica; es decir, un cambio menor de
5 a 20 minutos y creciente de los 40 a 60 minutos. Igualmente se observé una mayor liberacion de

glucosa durante los primeros 2 minutos de reperfusidon que a los 10.
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Figura 8. Concentracion de glucosa en plasma durante la isquemia tras varios periodos de I-R. En cada caso
se tomé una muestra al inicio del procedimiento antes de realizar la isquemia ( [Jjij ), posteriormente se
procedié a realizar la isquemia segun lo indica el eje de las abscisas, y nuevamente se tomaron muestras a
los dos ( [ ) y diez 10 ( ) minutos de reperfusion. Los valores representan el promedio + ES de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. * P < 0.001 respecto al control.

9.4 CORRELACION ENTRE LOS NUCLEOSIDOS Y LA GLUCOSA EN PLASMA

Dado que existe cierta asociacién entre la elevacidn de los nucledsidos y de la glucosa, se realizod
un analisis formal de la correlacidn. Se analizaron los resultados de la figura 6 representados por
la fig. 9a y por otro lado los datos de la figura 7 y 8 representados por la fig. 9b. En ambos casos se
obtuvo una correlacion positiva; en el primero de ellos, se obtuvieron los siguientes datos: la
asociacion inosina-glucosa r* = 0.787; adenosina-glucosa r* = 0.742; y para ambos nucleésidos-

glucosa r* = 0.81. Para la figura 9b inosina- glucosa r* = 0.808; adenosina-glucosa r* = 0.409, ambos
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nucledsidos r* = 0.839. Existe una mayor correlacién para la inosina con la glucosa que con la

adenosina, (fig. 9b).
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Figura 9. Correlacion lineal entre adenosina-glucosa e inosina-glucosa. En a; valores obtenidos de los mismos

experimentos de la figura 6; b, valores obtenidos de las figuras 7 y 8. Inosina-glucosa (o----0); adenosina-
glucosa (e—ae).
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9.5 LIBERACION DE GLUCOSA HEPATICA DURANTE LA I-R EN PRESENCIA DE ANTAGONISTAS PARA
LOS AdoR.

Se constaté que la adenosina y la inosina se elevan tras un proceso de isquemia. En la literatura se
ha reportado que ambos nucledsidos, pueden promover la liberacién de glucosa hepatica a través
de la activacién de los AdoR [24]. Como se observd con anterioridad, la glucemia esta fuertemente
relacionada a la concentracién de nucledsidos; sin embargo, ello no indica que la elevacion de los
nucledsidos sea la causalidad de la hiperglucemia; sino, solo la presencia de una estrecha
asociaciéon entre ambos. Para aclarar este punto, se decidié usar antagonistas selectivos para los
AdoR en el modelo de I-R aqui estudiado. Si el aumento de la glucosa es mediada por la activacién
de los AdoR como consecuencia de un incremento inicial de la inosina y la adenosina; ergo, al
inhibir los receptores hepaticos no se presentara la hiperglucemia. De esta manera se puede,
incluso, determinar que subtipo de receptor especifico es el encargado de mediar la sefalizacién

celular promotora de elevar la glucemia.

Los animales fueron sometidos a 60 minutos de isquemia. Debido a que la hiperglucemia mas
importante se da durante los primeros minutos de la reperfusion (fig. 1), y para disminuir el
numero de muestreos, solo se tomaron muestras durante la reperfusion (fig. 10). El control
positivo mostréd, como en los experimentos anteriores, que la I-R induce hiperglucemia al
aumentar los valores de 8.9 + 0.9 hasta valores de 19.9 * 1.3 mmolas/L en su punto maximo (7
minutos de reperfusién) y manteniéndose en 17.7 £ 1.5 aln a los 17 minutos. Al usar el inhibidor
no selectivo de los AdoR (CGS15943), se alcanzd una inhibicidon del 80% respecto al control. Se
obtuvo una inhibicion del 100, 45, 25 y 0% al utilizar los antagonistas selectivos para los receptores
de adenosina As, Aj, Aya, Y A respectivamente. Incluso el bloqueo del AdoR A; disminuye los
niveles de glucosa mas alld del basal, aunque de manera no significativa. Por tanto, existe una

participacion de estos receptores en la respuesta hiperglucémica desencadenada por la I-R.
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Figura 10. Liberacion de glucosa hepatica durante la reperfusién tras 60 minutos de isquemia en presencia
de antagonistas de los AdoR. Las muestras se tomaron de la vena hepatica a los 2, 7 y 17 minutos de
reperfusion. Valor basal previo a la isquemia (®); control positivo (sin antagonista alguno) (o); en presencia
de: Aloxazina, antagonista AdoR A,z (¢); CSC, antagonista AdoR A, (0); DPCPX, antagonista AdoR A; (m); CGS
15943, antagonista AdoR no selectivo (V¥ ); y MRS 1220, antagonista AdoR A; (A). Valores representan el
promedio + ES de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * P < 0.001 respecto al
control.

9.6 LIBERACION DE GLUCOSA HEPATICA DURANTE LA |-R PERMITIENDO UNICAMENTE LA
ACTIVACION DE UNO DE LOS SUBTIPOS DE AdoR.

Para comprobar los resultados previos se realizé un experimento complementario al anterior. Bajo
el mismo protocolo de 60 minutos de isquemia y posterior determinacién de la glucemia durante
la reperfusién; se buscéd determinar la participacién de cada subtipo de AdoR al bloquear con los
mismo antagonistas (tabla 3), tres de los cuatro subtipos y dejar libre uno de ellos en cada grupo
experimental; éste, estard disponible para su activacion por el ligando; para asi, modificar la

glucemia. Al permitir la activacion del AdoR A;, la hiperglucemia se presentd de manera idéntica a
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la observada en el control positivo; es decir el ligando, inosina y adenosina pudieron actuar en
este receptor plenamente. Respuestas parciales se obtuvieron al dejar abiertos los receptores A; y
A,, para adenosina. Cuando se dejé abierto el AdoR A,z y se bloquearon el resto de los subtipos

receptores, la hiperglucemia se abatiéo completamente (fig. 11).

Se hicieron experimentos con el uso del vehiculo DMSO (utilizado para disolver a todos los

antagonistas AdoR) en el que se no hubo modificaciones respecto a los controles (fig. 11)
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Figura 11. Determinacion de la hiperglucemia durante la reperfusiéon después del bloqueo de tres de los
cuatro AdoR. Las muestras se tomaron de la vena hepdtica a los 2, 7 y 17 minutos de reperfusion. Valor
basal previo a la isquemia (®); control positivo (sin antagonista alguno) (o); dejando libre Gnicamente al
subtipo: AdoR Aj; al aplicar DPCPX, CSC y Aloxazina (¥ ); AdoR A; al aplicar CSC, Aloxazina y MRS1220 (o);
AdoR A,, al aplicar DPCPX, Aloxazina y MRS1220 (m); y AdoR A,z al aplicar DPCPX, CSC y MRS1220 (A). I-R
solo en presencia del disolvente DMSO (¢) Los valores representan el promedio + ES de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. * P < 0.001 respecto al control.
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9.7 LIBERACION DE GLUCOSA HEPATICA DURANTE LA I-R EN PRESENCIA DE ANTAGONISTAS
ADRENERGICOS

Como se observa en los experimentos detallados en el parrafo previo, la participacién purinérgica
es cuantitativamente importante; empero, es de todos sabido que el sistema adrenérgico es
primordial en la activacidon de las vias gluconeogénicas y glucogenoliticas en momentos de estrés
[136]. La idea original de Cannon respecto a la aparicién de la hiperglucemia establece que es
mediada por la liberacidon de epinefrina y la posterior activacién de sus receptores hepaticos
(citado en [137]). Tal propuesta es debatible bajo la luz de la literatura actual (véase
introduccién). Para estudiar que tanta participacion tiene el sistema adrenérgico en la
hiperglucemia provocada por la I-R, se hizo el mismo protocolo experimental descrito para inhibir
los receptores de adenosina; empleando esta vez, un antagonista irreversible del AdrR a;. Este
receptor es el encargado de transducir la sefial para la liberacidon de glucosa en hepatocitos de
ratas jovenes [138]. En el grupo sometido Unicamente a laparotomia sin I-R, no se observaron
cambios en la concentracidén de glucosa a lo largo del experimento; un grupo similar pero con la
adicién del inhibidor seleccionado, CEC, mostré un ligero aumento en la glucemia solo durante la
reperfusion (no estadisticamente significativo) y no asi en el periodo de isquemia (fig. 12). El
control positivo, promovid la hiperglucemia de manera similar a lo reportado en la figura 6; un
aumento durante el periodo de isquemia pero, mucho mayor durante la reperfusion. Es de notar
que este aumento se da en los primeros minutos de la reperfusion, que alcanza su maximo (20.98
+ 1.6 mmolas/L) a los 7 minutos de reperfusidn (67 minutos continuos) y que esta hiperglucemia
permanece por al menos 30 minutos. Cuando al grupo bajo I-R fue tratado con CEC, dicha
hiperglucemia se vio reducida significativamente en un 33%. Pese a la importante reduccion al
inhibir el AdrR a4, la inhibicion total de la liberacién de glucosa al bloquear el AdoR A; indica una

mayor participacion de este ultimo en la hiperglucemia desencadenada por la I-R.
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Figura 12. Liberacion de glucosa hepatica durante la reperfusidn tras 60 minutos de isquemia en presencia
del antagonista para el a; AdrR. Las flechas indican el tiempo de inicio del periodo de isquemia y el de
reperfusion. Control negativo, ratas sometidas a laparotomia sin I-R (e). Ratas sometidas a laparotomia sin I-
R pero con CE-C (o). Control positivo, grupo con 60 minutos de isquemia y posterior reperfusion (V). Grupo
con I-R mas la adicion de CE-C (A). Muestras tomadas al tiempo 0, 1, 7, 60, 61, 67, 77 y 87 minutos. Valores
representan el promedio + ES de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * P < 0.001
respecto al control negativo en su mismo tiempo.
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10. DISCUSION

El trabajo aqui realizado muestra otra de las aristas que tiene el sistema de sefalizacién
purinérgico; en este caso, sobre el metabolismo de la glucosa, una arista que poco a poco ha
empezado a mostrar tener relevancia. En este estudio se demuestra la participacién de la
sefializacién purinérgica en la hiperglucemia desencadenada por la I-R. Se observa que la
adenosina e inosina aumentan en plasma durante la reperfusion de manera dependiente al
tiempo de isquemia realizado; y de igual manera, la glucosa. Esta elevacién en la concentracion de
los nucledsidos posee una correlacion lineal con la elevacion de la glucemia; vy, el Ador A; es un

importante regulador en la glucemia durante los procesos de estrés como lo es la I-R.

Mucho se ha discutido sobre el uso o no de los cocteles de inhibicién. Existen varias mezclas de
ellos, con inhibidores de todos los tipos; sin embargo, la mayoria se enfoca en bloquear solo
algunos de los pasos clave. Uno de estos puntos especificos es la salida o entrada de los
nucleédsidos a la célula; no obstante, el dipiridamol, que puede inhibir al ENT1 humano (ubicuo e
importante en el transporte de estas purinas), es incapaz de inhibir al homadlogo de rata. El ENT2 y
el ENT3 ya sea de humano o de rata son igualmente insensibles. En el caso del los CNT, ninguno de

ellos es inhibido por el dipiridamol [20].

La adenosina desaminasa ha sido etiquetada como la principal responsable del depuramiento de la
adenosina en el medio extracelular; no obstante; no es la Unica responsable. El bloqueo de ENT1
(humano) sensible al dipiridamol, aumenta las concentraciones de adenosina sustancialmente
[19]. De igual manera, el blogqueo de la enzima AK, aumenta la concentracidn de adenosina 30
veces; en tanto, el bloqueo de la ADA solo la aumenta al doble, esto se debe en parte a que esta
ultima posee una afinidad menor para adenosina que la primera [139]. Pese a ello, algunos
trabajos en los que se cuantifica adenosina en sangre, no incluyen un inhibidor de la AK en sus

cocteles de inhibicion.

Existen ademas otras enzimas importantes que modifican la concentracion de adenosina en
plasma; como son, las ectonucleotidasas (CD73) las ectoATPasas, ecto-fosfodiesterasas y
NTPDasas (ver figura 4). Todas ellas pueden modificar los valores de adenosina sin que los
metabolitos de los que proviene o que forma (ATP, ADP, AMP, inosina), tengan que entrar al

citosol.
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En algunos trabajos donde se miden no solo las concentraciones de la adenosina sino también de
otros metabolitos relacionados con ella como la inosina, la hipoxantina, el acido urico, el ordtico,
el AMP, etc., no utilizan este coctel [140-142]. Hacer interpretaciones de todos o algunos de estos
metabolitos mientras el metabolismo de uno es inhibido y el de los otros no; es cuando menos,

controversial.

La enzima mas importante en el metabolismo de la inosina es la PNP. Esta enzima pese a que su
ubicacion es citosdlica [12], determina de manera importante la concentracién de inosina en
sangre pues su inhibicién favorece la acumulacién de este nucledsido en este fluido [143].
Probablemente las enzimas citosdlicas del metabolismo de |la adenosina también jueguen un papel

importante en su depuracidn plasmatica.

Como se expuso en los resultados, el coctel de inhibicidn solo modifica durante la reperfusion las
concentraciones de adenosina y no asi de inosina. Como uno de los propdsitos del presente
trabajo es la comparacién entre ambos compuestos; dicha comparacién debe ser sometida a las
mismas variables, y a falta de un inhibidor de la PNP, los experimentos se realizaron sin usar el
coctel de inhibicion. Pese a lo anterior, los resultados presentados son concluyentes, pues todos
los aumentos de las concentraciones de adenosina e inosina durante la reperfusién son

estadisticamente significativos con P < 0.001.

El valor basal de glucosa en todos los grupos se encontré alrededor de 7.23 + 0.50 mmolas/L (n =
3). Este concentracién, un poco mas alta de lo esperado, parece deberse a que los experimentos
se realizaron en ratas alimentadas y aun con bolo alimenticio en el tracto digestivo; esto, asociado
al estrés quirdrgico, que como se comentd desencadena una respuesta hiperglucémica, pueden
ser las causantes del nivel basal ligeramente aumentado. De hecho, se puede observar que a

mayor manipulacién quirdrgica del animal, mayor es la liberacién de los nucleédsidos.

La elevacién de los nucledsidos precede a la hiperglucemia. Los experimentos de la fig. 6 revelan
gue pese a que en los grupos controles hay un aumento de ambos nucledsidos del 77% a los 7
minutos y de hasta 2.5 veces a los 67 minutos, la glucosa permanece inalterada, esto parece
mostrar la existencia de un umbral en la concentracidn de nucledsidos en plasma para que éstos
puedan activar la liberacién de glucosa, dicho umbral parece situarse alrededor de 4 umolas/L. Es

notorio que el aumento mds evidente en la concentracidon de estos tres metabolitos se registra
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dos minutos después de iniciada la reperfusiéon. La capacidad que tienen adenosina e inosina sobre
la regulacion de la glucemia muestra ser de rapida accion; en el momento que se elevan los
nucledsidos en sangre (siempre y cuando hayan pasado dicho umbral), desencadenan

inmediatamente la liberacidn de glucosa.

Como se observa en la figura 7, la liberacién de nucledsidos estd en funcién del tiempo de
isquemia al que sea sometido el tejido muscular esquelético. Con tan solo 5 minutos de isquemia,
y después de 2 minutos de reperfusion, lainosinay la adenosina se elevaron de 1.47 £ 0.01 y 1.33
+ 0.01 avalores de 4.6 £+ 0.2 y 3.3 + 0.3 umolas/L respectivamente. Este aumento de ambos
nucleédsidos, y principalmente de inosina, es suficiente para aumentar la glucemia, desde 7.6 %
0.01, a un valor de 9.6 mmolas/L. El resto de los valores de glucosa también se eleva al aumentar
el tiempo de isquemia, debido a la disminucion en la relacidn produccion/gasto de ATP ocasionado
por la isquemia. En todos los casos, el mayor aumento tanto de la glucemia como de los
nucledsidos se da en el primer par de minutos de la reperfusion, lo que indica un rapido acarreo
del sistema circulatorio de los nucledsidos y una rdpida respuesta hepatica. En este mismo
experimento no existen diferencias estadisticas entre las muestras obtenidas de la vena hepatica
versus la cava abdominal; pese al paso de la sangre por el higado donde los nucledsidos habran de
unirse a sus receptores hepaticos para desencadenar la liberacién de glucosa. Esto podria ser
indicativo de una estado de recambio o dinamismo constante de estos nucledsidos en sangre; es
decir, aunque la vida media de determinado compuesto sea corta (segundos), la degradacién del
metabolito esta equilibrada con una formacién igualmente rapida; esto hasta que las condiciones
no cambien de fondo; v. gr. la modificacion en la expresion y actividad de determinada enzima del
metabolismo de la adenosina; o por el contrario; el restablecimiento de las pozas energéticas, con
un restitucién de la concentracion de ATP a partir de la reutilizacidn de adenosina e inosina por las
vias de reciclaje. En relacidn a las concentraciones plasmaticas de adenosina versus inosina; si se
presentaron diferencias, siendo en todos los casos mayor la concentracién para esta ultima. Lo

anterior indica la tendencia de la adenosina hacia la produccion de inosina.

El patrén de liberacidon de adenosina, inosina y glucosa es similar; hecho que queda demostrado al
realizar con el andlisis de correlacion lineal. En general, la correlacién lineal de inosina-glucosa fue
mds alta que para adenosina-glucosa. Para la fig. 9a, r* = 0.787 y r* = 0.742; para la fig. 9b la

diferencia es estadisticamente significativa, r* = 0.808 y r* = 0.409. Estas diferencias pueden
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deberse al diferente estado hemodindmico entre los dos grupos de animales. Esto se demuestra al
observar que la adenosina, la inosina y la glucosa alcanzan valores mas altos en los experimentos
correspondientes a la fig. 9a respecto a los obtenidos en la fig. 9b. En los primeros, se extrajo un
total de 1.2 ml de sangre para poder obtener 6 muestras; en el segundo caso, solo se tomd una
serie de 3 muestras y por tanto 0.6 ml de sangre. Al extraer mayor cantidad de volumen sanguineo
en los animales de la fig. 9a, parece légico suponer que se agrava el estado hemodinamico de este
grupo de animales; por tanto, estan sometidos a mayor estrés que al que se le extrajo menor
volumen sanguineo; en consecuencia aumenta la respuesta sistémica, para el caso que nos
concierne; mas nucledsidos y mas glucosa liberada. Notese también que en este trabajo cualquier
correlacion lineal simple o multiple, (exceptuando adenosina-glucosa en fig. 9b), es mas fuerte
que la correlacién reportada por Frayn y cols., para el dio epinefrina-glucosa (r* = 0.4) [111].
Apréciese que estas correlaciones poseen un gran significado estadistico debido a que son

procesos multifactoriales realizados in vivo.

Previamente existe el reporte de que la hiperglucemia que se presenta en los procesos de estrés
sistémico cursa con resistencia a la insulina y aumento en la produccién enddgena de glucosa. La
produccion enddgena parece ser mas importante que la resistencia a la insulina para que se
manifieste la hiperglucemia [97, 144, 145]. Aunado a lo anterior, en trabajos previos realizados por
este equipo de investigacion y otros; se mostré que la adenosina y la inosina son capaces de
estimular la produccién enddgena de glucosa al promover la gluconeogénesis y la glucogendlisis
[81, 83]. Con los experimentos presentados en las figuras 10 y 11 se demuestra que el mecanismo
de sefializacion de este proceso es mediado a través de los AdoR, especificamente tras la
activacién del AdoR As;. El bloqueo total de este subtipo de receptor inhibe la hiperglucemia;
fendmeno caracteristico de la I-R. Cuando A; es el Unico AdoR libre (fig. 11), la inosina y adenosina
producidas por la isquemia y liberadas por la reperfusion activan este receptor y promueven la
hiperglucemia de la misma manera que sin el uso de algin antagonista. Cabe aclarar que el
principal receptor al cual se une inosina es el AdoR A;; no asi adenosina el cual puede acoplarse a
cualquiera de los 4 subtipos de receptores. Por tanto, los datos son concluyentes respecto a la

participacion del AdoR A; en la hiperglucemia inducida por I-R.

Al aplicar el modelo anterior pero con el antagonista adrenérgico (fig. 12), queda demostrada que

la funcién de la epinefrina en promover la hiperglucemia durante periodos de estrés esta
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supeditada a la accion de nucledsidos como la inosina y la adenosina. El bloqueo del receptor AdrR
035 solo disminuye en un 33% la liberacion de glucosa hepatica, en tanto para el AdoR A;, la

inhibicidon es del 100%.

Se sugiere que el sistema purinérgico, es el principal encargado de mediar la hiperglucemia
estimulada por I-R; sin embargo, pese a que el bloqueo del AdoR A; inhibe totalmente la
hiperglucemia, la epinefrina también puede hacerlo (aunque solo parcialmente). Esto indica que
ambos sistemas de sefalizacidn se encuentran de algin modo relacionados. Es sabido que existen
receptores de diferentes familias que actuan sinérgicamente; y que el bloqueo de uno de ellos,
abole la respuesta totalmente pese a que el otro receptor aun se encuentre disponible y su
ligando presente [31]. Por ejemplo, se sabe que el AdoR A; interactla sinérgicamente con el AdrR
a; para incrementar el flujo de Ca™ inducido por acetilcolina en células ciliares [146]. En
condiciones basales, inosina y adenosina poseen una concentracion relativamente alta comparada
con la de epinefrina; esta concentracion basal es capaz de activar constitutivamente a todos los
receptores de adenosina (excepto AdoR Ajgs). En el caso del experimento de la figura 10, el
bloqueo del AdoR A; impide la accidn de la inosina y la adenosina sobre este, y por tanto se inhibe
la liberacion de glucosa en un 100%; sin embargo, en este mismo experimento, donde no esta
bloqueado el receptor adrenérgico que aumenta en un 33% la glucemia, la epinefrina enddgena
no es capaz de elevar la concentracién de glucosa en sangre. Esto puede deberse a la
interdependencia de estos dos receptores. Dicha dependencia es inequitativa pues el receptor

adrenérgico depende mas del de adenosina que a la inversa.
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11. CONCLUSIONES

Se concluye que: 1) la isquemia provocada por la ligadura de la arteria y vena cava abdominal
promueve la liberacion de inosina y adenosina de los tejidos afectados; 2) y que la cantidad de
nucledsidos liberados estara en funcion del tiempo de dicha isquemia. Asi mismo: 3) durante la
reperfusién, estos nucledsidos via sanguinea pueden alcanzar otros drganos y modular su
actividad; en el caso del higado, estimular la liberacién de glucosa a través del AdoR A;; siendo aun
mas importante incluso que la accion de la epinefrina y que; 4) el efecto regulador de estos
nucledsidos y sus antagonistas sobre la glucemia en los procesos de estrés sistémico puede ser de

importancia fisioldgica y clinica.
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