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Abstract

Intestinal low-grade inflammation induced by a high-fat diet has been found to detonate chronic systemic inflammation, which
is a hallmark of obesity, and precede the apparition of insulin resistance, a key factor for developing type 2 diabetes (T2D).
Aberrant purinergic signaling pathways have been implicated in the pathogenesis of inflammatory bowel disease and other
gastrointestinal diseases. However, their role in the gut inflammation associated with obesity and T2D remains unexplored.
C57BL/6 J mice were fed a cafeteria diet for 21 weeks and received one injection of streptozotocin in their sixth week into the
diet. The gene expression profile of purinergic signaling components in colon tissue was assessed by RT-qPCR. Compared
to control mice, the treated group had a significant reduction in colonic length and mucosal and muscular layer thickness
accompanied by increased NF-kB and IL-1B mRNA expression. Furthermore, colonic P2X2, P2X7, and A3R gene expression
levels were lower, while the P2Y2, NT5SE, and ADA expression levels increased. In conclusion, these data suggest that these
purinergic signaling components possibly play a role in intestinal low-grade inflammation associated with obesity and T2D
and thus could represent a novel therapeutic target for the treatment of the metabolic complications related to these diseases.

Keywords Cafeteria diet - Obesity - Type 2 diabetes - Intestinal low-grade inflammation - Ectonucleotidases - Purinergic
receptors

Introduction insulin resistance in peripheral tissues, including skeletal

muscle, liver, and adipose [2]. Obesity is the most important

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic metabolic disease with
increasing prevalence in the last few decades that is esti-
mated to affect more than 400 million people worldwide
[1]. It is characterized by elevated blood glucose concentra-
tion, pancreatic beta cells’ inadequate insulin secretion, and
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risk factor for T2D and has been associated with metabolic
disorders resulting in insulin resistance, hyperglycemia, dys-
lipidemia, and hypertension [3].

The exact mechanism by which obesity induces insulin
resistance and T2D remains unclear. Numerous factors play
a significant role in the development of this pathological
process, resulting in lipid metabolic alterations in adipose
tissue [4], adipokine dysregulation [5], over-nutrition-trig-
gered low-grade inflammation in the liver, pancreas, mus-
cle, and adipose tissue [6], and macrophage recruitment as
a potential source of inflammation [7]. Low-grade systemic
inflammation probably involves a complex network of sig-
nals interconnecting several organs. Evidence in support of
this suggests that disturbances in gut microbiota composi-
tion and alterations in levels of gut peptides following the
ingestion of a high-fat diet (HFD) contribute to low-grade
systemic inflammation. This inflammation could lead to the
breakdown of the intestinal epithelial barrier, activating the
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RESUMEN

Se ha reportado que la inflamacion intestinal de bajo grado inducida por una dieta rica en
grasas detona la inflamacion sistémica crénica, que es un sello distintivo de la obesidad, y
precede a la aparicion de la resistencia a la insulina, un factor clave para desarrollar DT2.
Se han implicado vias de sefalizacion purinérgica aberrantes en la patogénesis de la
enfermedad inflamatoria intestinal y otras enfermedades gastrointestinales. Sin embargo,
su papel en la inflamacion intestinal asociada con la obesidad y la DT2 sigue sin explorarse.
Los ratones C57BL/6J fueron alimentados con una dieta de cafeteria durante 21 semanas
y recibieron una inyecciéon de estreptozotocina (STZ) en la sexta semana después de
comenzar la dieta. El perfil de expresidon génica de los diversos componentes de
sefnalizacién purinérgica en el tejido del colon se evalué mediante RT-gPCR. Los ratones
alimentados con una dieta de cafeteria e inyectados con estreptozotocina mostraron una
hiperglicemia, tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, asi como, una reduccion
significativa en la longitud del colon y el grosor de la capa mucosa y muscular acompafada
de un aumento de la expresiéon de ARNm de NF-kB e IL-1B. Ademas, los niveles de
expresion de los genes P2X2, P2X7 y A3R en el colon, fueron mas bajos, mientras que los
niveles de expresion de P2Y2, NT5E y ADA fueron mas altos. Asimismo, una disminucion
en las tension y frecuencia de las contracciones espontaneas ritmicas y la tensién de las
contracciones inducidas por ACh. En conclusion, estos datos ponen en evidencia que los
ratones alimentados con una dieta de cafeteria e inyectados con una dosis de STZ
desarrollaron DT2, una inflamacién de bajo grado en el colon y mostraron alteraciones en
la expresion génica de P2X2, P2X7, P2Y2, A3, NT5E y ADA, asi como alteraciones en la

estructura y motilidad coldnica.



ABSTRACT

Alterations in intestinal homeostasis by a high-fat diet have been reported to denote chronic
systemic inflammation that may precede insulin resistance, a critical factor in developing
T2D. Abnormal purinergic signaling pathways have been implicated in the pathogenesis of
inflammatory bowel disease and other gastrointestinal diseases. However, it is unknown
whether purinergic elements are altered in the intestinal inflammation associated with
obesity and T2D. Therefore, this work aimed to analyze the gene expression of purinergic
receptors during intestinal inflammation related to T2D and to evaluate the impact of
intestinal inflammation on motility and the involvement of purinergic elements. Twenty male
C57BL/6J mice were divided into two groups: a CTRL group, fed with a standard diet, and
a CAF-STZ group fed a cafeteria diet for 21 weeks and received an injection of
streptozotocin (STZ) in the sixth week after starting the diet. Fasting blood glucose, insulin
and glucose tolerance tests were measured. Mice were sacrificed at week 21, and the colon
was obtained to analyze inflammatory markers and gene expression of purinergic receptors
by RT-gPCR. The results demonstrated that mice fed a cafeteria diet and injected with STZ
developed diabetes, showing elevated fasting blood glucose levels, glucose tolerance, and
insulin resistance. These mice showed a significant reduction in the length and weight of the
colon and in the thickness of the external mucosa and muscle, accompanied by an increase
of NF-kB and IL-18 mRNA expression. Furthermore, the expression levels of P2X2, P2X7
and A3R genes in the colon were lower, while the expression levels of P2Y2, NT5E and
ADA were higher. Likewise, a decrease in the tension and frequency of rhythmic
spontaneous contractions and the tension of ACh-induced contractions. In conclusion, these
data show that mice fed a cafeteria diet and injected with a dose of STZ developed T2D, a
low-grade inflammation in the colon, and showed alterations in the gene expression of P2X2,
P2X7, P2Y2, A3, NT5E and ADA, as well as alterations in colonic structure and motility.

10



1. INTRODUCCION

La inflamacion sistémica de bajo grado relacionada con la obesidad promueve la resistencia
a la insulina, siendo el detonante para el desarrollo de la DT2 (Ding & Lund, 2011). Varios
estudios han encontrado que la inflamacién sistémica de bajo grado puede aparecer antes
de que se desarrolle la obesidad (Ding & Lund, 2011), por lo que todavia no esta claro
donde la inflamaciéon comienza. Algunos estudios han propuesto que las alteraciones en la
homeostasis intestinal por una dieta alta en grasa puede ser el detonante de la inflamacion
sistémica de bajo grado (Blue et al. 2015, Cuevas-Sierra et al. 2019; Caér & Wick, 2020).

Se esta prestando cada vez mas atenciéon al papel del sistema purinérgico en la
inflamacién intestinal debido a que es un regulador clave en los reflejos motores entéricos,
la secrecion y absorcién de la mucosa, la sensacion visceral y la funcion de las células
inmunitarias entéricas (Burnstock, 2014). Este sistema comprende receptores purinérgicos,
ectonucleotidasas, ATP (adenosina 5'-trifosfato) extracelular y sus derivados. La liberacién
de ATP al medio extracelular puede ser a través de exocitosis, panexinas, uniones
comunicantes, hemicanales o muerte celular (Homolya et al., 2000; De Ita et al., 2016;
Lazarowki, 2012). EI ATP extracelular y sus derivados pueden unirse a receptores de
membrana celular, los cuales se clasifican en P1 que son receptores acoplados a proteina
G activados por adenosina, de los que se han descrito cuatro subtipos (A1, A2A, A2B y A3),
y P2 que se dividen en dos clases: receptores P2X que son canales catidnicos activados
por ATP con siete subtipos (P2X1-P2X7) y receptores P2Y acoplados a proteina G y consta
de ocho miembros (P2Y2,4,6,11-14) (Vuerich, et al.,2020).

Alteraciones en la senalizacion purinérgica han sido implicadas en la disfuncién de la
motilidad intestinal y en las lesiones entéricas de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)
(Eltzschig et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que durante la Ell hay cambios
marcados en la liberacion de ATP, modulando asi la expresion y sefalizacion de los
receptores purinérgicos (Roberts et al., 2012; Longhi et al., 2017). Sin embargo, los cambios
en los componentes de sefalizacion purinérgica en la inflamacion intestinal relacionada con
la DT2 permanecen desconocidos. Por tal motivo, en el presente estudio se determing si la
expresion de los componentes del sistema purinérgico estan alterados durante la

inflamacion intestinal de bajo grado asociada a DT2.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Anatomia y fisiologia de tracto gastrointestinal

El sistema gastrointestinal estd compuesto por el tracto gastrointestinal y 6rganos
accesorios (higado, vesicula biliar y pancreas). El tracto gastrointestinal incluye la boca, el
esofago, el estbmago, el intestino delgado e intestino grueso o colon. La pared del tracto
gastrointestinal esta conformada por cuatro capas histoldgicas principales: mucosa,

submucosa, muscular externa y serosa (Figura 1a).

Figura 1. El sistema nervioso entérico. (a) Vista transversal del intestino donde se pueden ver las
capas de la pared intestinal, la inervacién autbnoma simpatica y parasimpatica y los nervios
sensoriales aferentes extrinsecos. (b) Vista longitudinal de la pared intestinal donde se puede
observar el plexo mientérico y submucoso con una seleccién de subtipos de neuronas (Imagen
obtenida de Meldgaard et al., 2018).

La mucosa es la zona mas variable y esta formada por una capa unicelular epitelial
sostenida por una lamina propia de tejido conectivo, que contiene microvasculatura y
nervios, y por una fina capa de musculo liso, la muscularis mucosae. En la mayoria de las
areas, el epitelio esta muy plegado para aumentar su superficie (p. €j., para la absorcion) y
con frecuencia se invagina para formar las glandulas tubulares exocrinas. Las secreciones
exocrinas incluyen moco, electrolitos, agua y enzimas digestivas. Numerosas células
endocrinas también se encuentran dispersas entre las células epiteliales. Las células
endocrinas liberan hormonas gastrointestinales a la sangre en respuesta a cambios en el
entorno luminal; por ejemplo, la hormona colecistoquinina se libera en respuesta a las

grasas y proteinas en el lumen (Kibble & Halsey, 2014).
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La submucosa es una capa de tejido conectivo que contiene los principales vasos
sanguineos y linfaticos que irrigan al tracto gastrointestinal. Esta capa contiene numerosas
células ganglionares organizadas para formar un plexo nervioso denominada plexo

submucoso o de Meissner (Kibble & Halsey, 2014).

La muscular externa contiene dos capas principales de musculo liso responsables de
mezclar y mover los alimentos a lo largo del tracto gastrointestinal: la capa circular interna
y la capa longitudinal externa. Entre estas dos capas de musculo liso se encuentra un plexo

nerviosos denominado plexo mientérico o de Auerbach (Kibble & Halsey, 2014).

La serosa es una fina capa de tejido conectivo que se continda con el mesenterio
peritoneal en la mayoria del tracto gastrointestinal. Varias estructuras importantes ingresan
a través de la serosa, incluidos los vasos sanguineos, los nervios extrinsecos y los

conductos de las glandulas exocrinas accesorias (Kibble & Halsey, 2014).

Las principales funciones del sistema gastrointestinal son la digestion de alimento, la
asimilacién de nutrientes y la excrecion de productos de desecho. El proceso de estas
funciones requiere la coordinacion integral de multiples érganos y se logra mediante una
serie de controles superpuestos complejos que se aplican a través de mecanismos
neurales, hormonales y paracrinos. Los principales procesos regulados que permiten la
digestion de macromoléculas y la asimilacion de los nutrientes son la motilidad intestinal, la
secrecion epitelial y el flujo sanguineo. Cada uno de estos procesos se controla y regula a
través de una red neuronal intrinseca denominada sistema nervioso entérico (SNE) en
conjunto con el sistema nervioso auténomo (SNA) y factores endocrinos (Kibble & Halsey,
2014).

ElI SNE regula la respuesta inmune, la deteccién de nutrientes, la motilidad, la circulacion
microvascular, la funcién de la barrera intestinal y la secrecion epitelial de fluidos, iones y
péptidos bioactivos a través de una red compleja de ganglios conteniendo neuronas y glia
entérica. Estas células estan localizadas en dos plexos nerviosos: el plexo mientérico o de
Auerbach, situado entre la capa del musculo liso circular y longitudinal, desde el eséfago
hasta el recto, y regula la tonicidad y el peristaltismo intestinal mediante la contraccion y
relajacion del musculo liso intestinal; y el plexo submucoso o de Meissner, ubicado en la
submucosa del intestino delgado y grueso, controla las funciones de absorcion y secrecién

de la mucosa y el flujo sanguineo local. Ademas, en el plexo mientérico se encuentran las
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células intersticiales de Cajal (ICC) que, aunque no son estrictamente neuronas, generan y
transmiten impulsos eléctricos a las células del musculo liso, lo que facilita el movimiento
peristaltico de onda lenta del estémago e intestino delgado y grueso (Figura 1b) (Meldgaard
et al., 2018).

Las células gliales entéricas se consideran una red de células que establecen el entorno
homeostatico dentro de los ganglios entéricos y funciona para proporcionar estructura y
apoyo nutricional a las neuronas entéricas. Se encuentran principalmente en los plexos
submucoso y mientérico, pero también estan presentes fuera del SNE en la capa muscular
externa y en la lamina propia de la mucosa. Las células gliales entéricas median las
interacciones entre las neuronas entéricas y otros tipos de células, como las células
inmunes, células enteroendocrinas, células epiteliales y vasos sanguineos, formando un
"circuito" que se especializa en el control y la integracién de sefiales bidireccionales de las
células gliales a otras células (Ochoa-Cortes et al., 2016). Las células gliales entéricas
modulan la inflamacion, ya que es un importante mediador de las interacciones
neuroinmunes, por ejemplo, ejercen efectos inmunosupresores y antiinflamatorios que

protegen al SNE contra antigenos extrafios intraluminales (Chow & Gulbransen, 2017).

Los dos plexos del SNE estan conectados entre si y contienen neuronas motoras que
inervan tanto al musculo liso como a las células secretoras de la mucosa, asi como
neuronas aferentes primarias intrinsecas (IPANs) que detectan la distension, la tonicidad y
las senales quimicas especificas del lumen intestinal. Al mismo tiempo, las fibras eferentes
tanto simpatico como parasimpatico, entran al SNE para producir una respuesta integrada
y contribuir a la regulacién y coordinacién de las funciones gastrointestinales. Ademas, una
gran cantidad de fibras nerviosas aferentes extrinsecas que siguen rutas vagales o
espinales hacia el sistema nervioso central (SNC) monitorean la homeostasis

gastrointestinal (Meldgaard et al., 2018).

El SNE es responsable de la génesis de los patrones motores que aseguran un correcto
transito intestinal y también esta implicado en las funciones secretoras de la mucosa y la
interaccion con las células inmunes a través de multiples mecanismos de neurotransmision
de una gran variedad de tipos de neuronas. El SNE alberga 100 millones de neuronas que
se clasifican segun su funcién como neuronas aferentes, interneuronas y motoneuronas
(Gallego et al., 2016).
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Las IPANs tienen sus cuerpos celulares en los ganglios entéricos del plexo mientérico y
submucoso y su fibras nerviosas se proyectan hacia la mucosa intestinal. Las IPANs
responden al estiramiento radial, a la tensién muscular y a estimulos quimicos, como la
serotonina (5-HT) y el ATP, liberados por las células enterocromafines del epitelio de la
mucosa. Ademas, pueden ser excitadas directamente por mediadores inflamatorios, como
histamina, prostaglandinas e interleucinas lo que induce la liberacion de sus
neurotransmisores que actian sobre células inmunes intestinales y modular la respuesta
inflamatoria. La activacion de estas células es el primer paso para poner en marcha los
reflejos motores, ya que transforman los estimulos procedentes del lumen intestinal en
impulsos nerviosos que se transmiten a las interneuronas y motoneuronas. Los principales
neurotransmisores de las IPANs son la acetilcolina (ACh), el péptido relacionado con el gen

de la calcitonina (CGRP) y taquininas (Populin et al., 2021).

Las interneuronas forman cadenas en direccién oral y aboral formando circuitos
localizados en el plexo mientérico. Por lo tanto, se pueden diferenciar en interneuronas
ascendentes que proyectan sus fibras nerviosas en sentido oral y descendentes que
proyectan en sentido anal. El principal neurotransmisor que liberan las interneuronas
ascendentes es la ACh y estan implicadas en reflejos motores locales. Existen tres tipos
diferentes de interneuronas descendentes de acuerdo con su codigo quimico: las
interneuronas colina acetiltransferasa (ChAT)/ éxido nitrico sintasa (NOS)/ péptido intestinal
vasoactivo (VIP), involucradas en reflejos motores locales; las interneuronas
ChAT/somatostatina (SOM) involucradas en la conduccién del complejo motor migratorio
(MMC) en el intestino delgado; y las interneuronas ChAT/5-HT involucradas en los reflejos
secreto-motores, pero no directamente en los reflejos de motilidad. Se han encontrado vias
descendentes no colinérgicas, mediadas por ATP que al parecer no participan en el reflejo
motor local, por lo que se piensa que podria ser un neurotransmisor de las interneuronas
ChAT/SOM o ChAT/5-HT o de un subgrupo de neuronas aferentes primarias que proyectan

sus axones largos analmente dirigidos (Furness, 2000).

Las neuronas motoras del SNE inervan las células musculares lisas de las capas circular
y longitudinal, las arteriolas intrinsecas y el epitelio. Se pueden subclasificar en neuronas
motoras excitatorias e inhibitorias segun los neurotransmisores que secretan. Las neuronas
motoras excitatorias liberan mayoritariamente ACh y taquininas (sustancia P y neuroquinina

A) y estimulan la contraccién del musculo liso. Las neuronas motoras inhibitorias utilizan
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principalmente Oxido nitrico (NO) y ATP, aunque también pueden liberar otros
neurotransmisores, como VIP y monéxido de carbono (CO). Se ha demostrado que los
efectos de las neuronas motoras excitadoras e inhibidoras estan mediados en parte por las
células ICC. Ademas, en el plexo submucoso se encuentra un subgrupo de neuronas
motoras, denominadas neuronas secreto-motoras y vasomotoras que trabajan en conjunto

para regular la secrecion epitelial y el flujo sanguineo local (Fleming et al., 2020).

2.2 Epidemiologia de la obesidad y diabetes tipo 2 (DT2)

Se define a la obesidad como una enfermedad crénica caracterizada por una acumulacion
excesiva de grasa y es considerada una epidemia creciente en la mayoria de los paises del
mundo (Mushref and Srinivasan, 2013). Se diagndstica cuando se tiene un indice de masa
corporal (IMC) mayor a 30 kg/m? y se asocia con mayor riesgo de desarrollar DT2,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades del higado graso no alcohdlica y cancer
(Medina et al., 2017).

La principal causa de la obesidad es un aumento en la ingesta de alimentos de alto
contenido caldrico y un estilo de vida sedentario que dan lugar a un IMC elevado. A pesar
de que se relaciona a la obesidad con un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético,
los mecanismos perjudiciales subyacentes son mas complicados (Murphy, Velazquez, &
Herbert, 2015), ya que la propensién a la obesidad puede depender de factores genéticos
y ambientales (Singh, Kumar, & Mahalingam, 2017). En la mayoria de los casos, ninguno
de estos factores es exclusivamente responsable del desarrollo de la obesidad, sino mas
bien es el resultado de la interaccién de éstos y pueden variar con el tiempo y entre

individuos (Suarez-Carmona et al., 2017).

Desde 1975, la incidencia de la obesidad a nivel mundial se ha triplicado. En el 2016,
mas de 1,900 millones de personas con edad superior a los 18 afios tenian sobrepeso
(39%) y obesidad (13%) (OMS, 2021). En México, los resultados muestran una incidencia
acumulada del 30.1% en mujeres y del 23.3% en hombres durante el periodo 2012 al 2021

(Campos-Nonato, Hernandez, Oviedo, & Barquera, 2022).

No es de sorprenderse que, como resultado de la epidemia de la obesidad, también haya
una incidencia cada vez mayor de DT2 en las ultimas décadas (He, et al., 2022). La DT2

es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por altos niveles de glucosa en sangre
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(hiperglicemia) debido a defectos en la secrecién de insulina por las células 8 de los islotes
pancreaticos y a la resistencia a la insulina en el musculo esquelético, tejido adiposo e
higado (Ekakitie, et al. 2021). La hiperglicemia prolongada, tanto en ayunas como
posprandial, conduce a productos finales de glicacién avanzada (AGE), estrés oxidativo e
inflamacién de bajo grado, y da como resultado danos en los vasos sanguineos, el corazon,
los rifiones, los ojos, nervios y tracto gastrointestinal (Veronese et al., 2019). Al no ser
tratada adecuadamente puede ocasionar complicaciones graves de salud desde infarto al
miocardio, ceguera, falla renal, amputacién de las extremidades inferiores e incluso la
muerte (DeFronzo, 2004). Se ha estimado que la esperanza de vida en individuos con

diabetes se reduce entre 5 y 10 afios (Hernandez-Avila, et al. 2013).

De acuerdo con la OMS, la DT2 es la novena causa principal de muerte afectando 537
millones de personas en el 2021 y se prevé que esta cifra alcance los 643 millones en el
2030 y 783 millones en 2045 (Magliano & Boyko, 2022). En México, de 2006 a 2022, la
prevalencia de la diabetes ha aumentado paulatinamente de 14.4 a 18.3% (Basto-Abreu et
al., 2023). Se estima que para el 2030, en México habra alrededor de 12.8 millones de
personas con diabetes (Saeedi, et al. 2019), una cifra preocupante, por lo que se requiere

una intervencion inmediata para reducir la incidencia de la diabetes y sus complicaciones.

2.3 Modelos preclinicos de DT2

Se han desarrollado una amplia gama de modelos de DT2 en roedores, los cuales se
dividen en dos categorias principales: los modelos genéticos y los modelos no genéticos o
inducidos experimentalmente. Los modelos genéticos por lo general son derivados de
mutaciones monogénicas, los mas usados son los ratones ob/ob o Lep® en el que un
cambio fortuito en su genética causa que no se produzca la hormona leptina, y los ratones
db/db deficientes del receptor de leptina (King, 2012); no obstante, estos modelos suelen
ser costosos. Los modelos no genéticos tienen un precio mucho mas bajo y son accesibles.
Estos modelos no genéticos pueden ser inducidos por medios quimicos, manipulacion

dietética o por su combinacion (Srinivasan & Ramarao, 2007).

Ningun modelo presenta por si solo la fisiopatologia completa de la DT2. Hasta cierto
punto, hay modelos no genéticos de roedores disponibles que presentan una o ambas de
las dos caracteristicas patogénicas principales de la enfermedad, que son la resistencia a

la insulina y, posteriormente, el desarrollo de la disfuncion de las células 8 pancreaticas. Al
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respecto, se han utilizado varios enfoques para inducir estas dos caracteristicas, incluidas
la pancreatectomia parcial, inyeccién neonatal de estreptozotocina (STZ) o aloxano, una
dosis Unica de STZ con aloxano, alimentaciéon con una HFD o fructosa a largo plazo,
combinacion de inyecciones de nicotinamina y STZ, inyeccién de glutamato monosédico o
una combinacion de alimentacion con HFD o fructosa con inyeccion de STZ (Joost et al.,
2012). Sin embargo, muchos de estos protocolos no pueden inducir con éxito la patogénesis
completa de la DT2. Por ejemplo, varias investigaciones han informado que los roedores
alimentados con una HFD presentan resistencia a la insulina sin fallo de las células
pancreaticas; de hecho, se ha demostrado que hay una marcada proliferacién de estas
células como resultado de un mecanismo compensatorio de la resistencia a la insulina en
la cepa C57BL/6J (Islam & Wilson, 2012). Debido a la marcada proliferacion de la células B
pancreaticas, no siempre se desarrolla hiperglucemia o diabetes en la cepa C57BL/6J, lo
que complica la reproducibilidad de los datos; no obstante, esta observacion sugiere que la

HFD es un modelo mas adecuado para estudiar el inicio de la resistencia a la insulina.

En relacion con la composicién de la dietas utilizada a largo plazo para desarrollar el
modelo DT2, la mayoria de los estudios utilizan HFD comerciales con 60% de grasa en
calorias para volver a los roedores obesos mas rapido. Esto es ventajoso porque reduce el
tiempo que los animales necesitan estar alojados, reduciendo asi los costos del
mantenimiento de los animales (Speakman, 2019). Sin embargo, la dieta occidental tipica
en humanos contiene entre un 33% y un 40% de grasa en forma de energia y esta
conformada principalmente por alimentos con poca cantidad de los nutrientes y un alto
contenido de azucar y sal (Rakhra et al., 2020). Por lo que los estudios con roedores con
un contenido de grasa del 60% potencialmente podrian no ser tan relevantes para el estudio
fisiopatoldgico de la DT2. Bajo este contexto, el modelo de la dieta de cafeteria (CAF) es
un protocolo dietético interesante que parece encontrarse en la poblacién humana ya que
consiste en los mismo productos alimenticios sabrosos, pero poco saludables que come la
gente, como son galletas, chocolate, embutidos carnicos y papas fritas, y por lo tanto podria

reflejar mejor la fisiopatologia humana de la obesidad y la DT2 (Lalanza & Snoeren, 2021).

Por otro parte, la STZ [2-desoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-d-glucopiranosa] se ha
utilizado ampliamente para inducir diabetes de forma reproducible puesto que induce la
muerte de las células B pancreaticas a través de la alquilacion del ADN (Szkudelski, 2001).

Las dosis altas de STZ alteran gravemente la secrecion de insulina, imitando mucho la
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diabetes tipo 1 (DT1), aunque en dosis bajas, se sabe que STZ induce un deterioro leve de
la secrecién de insulina, similar al que se presenta en la etapa posterior de la DT2, pero no

siempre se genera resistencia a la insulina (Wu & Yan, 2015).

Dadas las desventajas de los modelos anteriores, se ha desarrollado un modelo de DT2
mediante la alimentacion con una HFD, para inducir resistencia a la insulina, en
combinacion con una inyeccién de STZ en dosis bajas, para provocar una disfuncion leve
en las células 3 sin comprometer por completo la secrecion de insulina. Este modelo imita
estrechamente el desarrollo natural de la DT2, desde la resistencia a la insulina hasta la
disfuncion de las células B, asi como sus caracteristicas metabdlicas, y ha sido un modelo

comunmente utilizado en la literatura (Reed et al., 2000; Yu et al., 2017).

2.4 Relacion de la obesidad con la resistencia a la insulina y el desarrollo de la DT2

La insulina es una hormona secretada por las células 8 pancreaticas que reduce la glucosa
sanguinea al inducir la absorcién de glucosa en los tejidos y al inhibir la produccion de
glucosa en el higado. La resistencia a la insulina es la condicién en la que el cuerpo no
puede responder adecuadamente a la insulina circulante, lo que lleva a la alteracién del
aclaramiento y captacion sistémica de glucosa en varios tejidos incluyendo el tejido adiposo,

el higado y el musculo lo que conduce a hiperglicemia (Ye, 2013).

Actualmente, se reconoce ampliamente que la obesidad esta asociada con un estado
inflamatorio sistémico crénico de bajo grado que promueve el desarrollo de la resistencia a
la insulina, lo que conduce a trastornos metabdlicos como son enfermedades
cardiovasculares, esteatosis hepatica y DT2 (de Heredia, et al. 2012). Algunos estudios han
determinado que los pacientes con DT2 pueden presentar concentraciones séricas
elevadas de biomarcadores inflamatorios, como son, proteina C reactiva (CRP, por sus
siglas en inglés), recuento de glébulos blancos, interleucina-13 (IL-1B), antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1RA), IL-6, IL-8, proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1),
proteina-10 inducible por interferén y (IP-10), haptoglobina y fibrinégeno que apuntan a un
grado de inflamacién crénica subclinica (Vozarova et al., 2002; Grossmann et al., 2015). El
perfil de estos biomarcadores inflamatorios varia con el desarrollo y la progresion de la
enfermedad permitiendo diferenciar entre las fases preclinicas y clinicas de la DT2 y

también se correlacionan positivamente con la resistencia a la insulina y las caracteristicas
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de los trastornos metabdlicos (Vozarova et al., 2002; Natali et al., 2006; Phillips and Perry,
2013).

Diversos factores han demostrado tener un papel importante en el desarrollo de la
resistencia a la insulina relacionada con la obesidad, los cuales implican la acumulacion
ectopica de acidos grasos debido al exceso de calorias no gastadas, causando una
hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo blanco (TAB), hipoxia del propio tejido,
alteraciones en el metabolismo de lipidos, liberacién aberrante de acidos grasos libres
(FFA) (Longo et al., 2019) y una desregulacién de la produccion de adipocinas, como son
niveles elevados de las adipocinas proinflamatorias leptina, resistina, quemerina,
progranulina y MCP-1, y niveles reducidos de adipocinas antiinflamatorias, como la
adiponectina e IL-10 (Ren et al., 2022). Asimismo, la gran cantidad de acidos grasos
almacenados en los adipocitos hipéxicos exacerban algunos procesos oxidativos, como la
lipoperoxidacion, aumentando considerablemente las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y de nitrégeno (RNS), que en consecuencia inicia un proceso inflamatorio localizado que es
caracterizado por el aumento de leptina y TNF-a, y la disminucién de adiponectina e IL-10
(Murano, et al. 2008). Ademas, los cambios en el tejido adiposo promueven el reclutamiento
de macréfagos M1 en el propio tejido que secretan factores inflamatorios, incluyendo TNF-
a, IL-6, IL-13, IL-8 y 6xido nitrico (Sell & Eckel, 2010). El estado de activacion y sefalizacién
de estos macréfagos son modulados aun mas por el nivel elevado de citocinas
proinflamatorias y el exceso de FFA iniciandose un circulo viciosos inflamatorio crénico de
bajo grado a nivel local y que a su vez estos factores inflamatorios se vierten a circulacion
viajando a otros érganos, generando inflamacion y estrés del reticulo endoplasmico en los
mismos dando lugar a una condicion inflamatoria sistémica de bajo grado (Suarez-Carmona
et al., 2017).

En conjunto, los procesos inflamatorios mencionados anteriormente comprometen la
adecuada sefalizacion de la insulina. Normalmente, en la senalizacion de la insulina, la
activacién del receptor de insulina promueve la autofosforilacion de varios residuos de
tirosina localizados en la regién citosdlica de la subunidad B del receptor. Los residuos de
tirosina autofosforilados son entonces reconocidos por diferentes proteinas adaptadoras,
entre las que se incluyen miembros de la familia del sustrato del receptor de insulina 1y 2
(IRS-1/2), las cuales actuan como una molécula adaptadora que coordina la formacion de

complejos moleculares y desencadena la cascada de sefializacion de la insulina para la
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captacién de glucosa (Olivares-Reyes & Arellano-Plancarte, 2008). En cambio, durante la
inflamacién sistémica de bajo grado caracteristica de la obesidad, las citocinas circundantes
TNF-a, IL-6 e IL-1B se unen a sus receptores en la membrana celular de los adipocitos y
tejidos sensibles a insulina (higado, pancreas y musculo esquelético) provocando un
incremento en la fosforilacion de residuos de serina y treonina en IRS-1/2 a través de las
vias NF-kB/IKKB y quinasa c-Jun N-terminal lo que evita la activacion apropiada de la via
de sefializacion del receptor de insulina provocando la resistencia a la insulina en los tejidos
sensibles a ésta (Tanti & Jager, 2009; Yung & Giacca, 2020). Ademas, las alteraciones en
el metabolismo de lipidos en el TAB inducen niveles elevados de triglicéridos y FFA en el
plasma que se acumulan en los tejidos sensibles a la insulina contribuyendo también a su
resistencia en el musculo esquelético (Li et al., 2015). A esta acumulacién de lipidos puede
contribuir el deterioro de la oxidacién de las grasas, debido a la disfuncién mitocondrial. La
sobrecarga de acidos grasos en las mitocondrias genera productos de oxidacion, que
incluyen a las ROS, causando la activacion de quinasas inflamatorias y dafio mitocondrial
que también se ha asociado con la resistencia a la insulina en el musculo esquelético
(Koves et al., 2008).

La resistencia periférica a la insulina causa que las células  pancreaticas secreten mas
insulina, un proceso conocido como hiperinsulinemia compensatoria. A largo plazo esta
hiperinsulinemia junto con el perdida de la sensibilidad a la insulina pueden causar la atrofia
de las células B provocando defectos en la secrecidn de la insulina, lo que da lugar a una

hiperglicemia sosteniday a DT2 (Gutiérrez-Rodelo, et al., 2017).

2.5 La inflamacioén intestinal de bajo grado inducida por una dieta alta en grasas como

un evento temprano de la obesidad y el desarrollo de la DT2

Los acontecimientos iniciales del proceso inflamatorio sistémico gradual no han sido
completamente entendidos. Se ha puesto de relieve que las alteraciones en la homeostasis
de la barrera intestinal inducidas por una dieta alta en grasas (HFD) induce inflamacion
intestinal que puede representar un factor causal temprano de la inflamacién sistémica de
bajo grado, que incluso puede preceder a la inflamacion del tejido adiposo en la obesidad
y predisponer a la DT2 (Ding & Lund, 2011; Bleau et al., 2015). Esta propuesta resulta
interesante ya que, tras la ingestion, el tracto gastrointestinal se expone primero a los

nutrientes y, por lo tanto, su desregulacion puede representar el primer eslabén en la
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cadena de eventos que conducen a la inflamacion sistémica de bajo grado asociada a la

obesidad.

Los mecanismos subyacentes aun estan bajo investigacion, pero observaciones
recientes indican que, previo a la obesidad, la ingesta de una HFD promueve alteraciones
en la microbiota intestinal (disbiosis), disminucién de la expresién de péptidos
antimicrobianos y reduccion de uniones estrechas en el epitelio de la mucosa intestinal
desencadenando un proceso inflamatorio intestinal, lo que aumenta la permeabilidad
intestinal de componentes bacterianos, como los lipopolisacaridos (LPS), promoviendo asi
la translocacion de LPS a la circulacién (Araujo et al., 2017). Ademas, mayores cantidades
de FFA presentes en la HFD estimula una mayor secrecion de acidos biliares en el intestino
lo que induce estrés oxidativo y apoptosis de los enterocitos, o que reduce aun mas la

barrera epitelial intestinal (Rohr et al., 2020).

La liberacién elevada de LPS y el aumento de los niveles de FFA conducen a la
activacion de células inmunes entéricas que producen niveles elevados de citocinas
proinflamatorias, tales como TNF-qa, IL-18 e IL-6 en el intestino (Fujiyama et al., 2007;
Antonioli et al., 2019a; Xie et al., 2020). La translocacion de LPS, citocinas proinflamatorias
y FFA hacia la circulacién portal hepatica y sistémica pueden regular positivamente los
receptores tipo Toll (TLR) en los macréfagos circulantes permitiendo que se activen a
fenotipo M1 que a su vez producen aun mas citocinas proinflamatorias. Antes de la
aparicion de la obesidad, estos mediadores proinflamatorios en el sistema circulatorio
desencadenan vias inflamatorias en otros tejidos incluidos el higado, el pancreas, el
musculo esquelético y cerebro contribuyendo asi a la inflamacién sistémica de bajo grado

y creando las complicaciones metabdlicas de la DT2 (Figura 2) (Duan et al., 2018).
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Figura 2. Dietas altas en grasas induce alteraciones en la microbiota intestinal y barrera epitelial
provocando que las bacterias y sus productos como los lipopolisacaridos (LPS) se transloquen. El
LPS y acidos grasos libres (FFA) pasan a circulacion resultando en una inflamacion sistémica de
bajo grado y alteraciones en la homeostasis de muchos érganos. Creado con BioRender.

2.6 Papel de la microbiota intestinal en la inflamacion intestinal de bajo grado
inducida por una dieta alta en grasas como un evento temprano de la obesidad y

el desarrollo de la DT2.

El papel de la microbiota intestinal en la obesidad fue demostrado por primera vez en
experimentos con roedores, donde ratones libres de gérmenes colonizados con la
microbiota intestinal de ratones genéticamente obesos ob/ob ganaron mas peso que sus
homologos colonizados con microbiota de animales delgados concluyendo que la
microbiota de los ratones ob/ob podian transferir la obesidad (Turnbaugh et al., 2006). Mas
tarde, el mismo grupo de investigadores observaron que la ingesta a largo plazo de una
HFD en ratones normales alteré la composicion bacteriana intestinal, aumentando la
abundancia de Firmicutes con una reduccion proporcional en el Filo Bacteroidetes, asi
como una menor diversidad bacteriana. También se observd un cambio similar en la

proporcion Firmicutes/Bacteroidetes en los ratones ob/ob (Turnbaugh et al., 2008). Por otra
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parte, Ding y colaboradores (2011) observaron que los ratones libres de gérmenes
alimentados con una HFD durante 2 a 16 semanas no desarrollaron obesidad y no
mostraron niveles elevados de TNF-a en el intestino en comparacion con los ratones
normales indicando que una combinacién de HFD y microbiota intestinal son esenciales
para inducir inflamacién intestinal y aumento de peso. Ademas, la HFD induce un ambiente
inflamatorio especifico en el intestino correlacionado con la disbiosis de la mucosa
intestinal, caracterizada por un crecimiento excesivo de proteobacterias proinflamatorias
como Escherichia coli, una disminucion de las bacterias protectoras y una reduccion de las

concentraciones de acidos grasos de cadena corta (SCFA) (Agus et al., 2016).

Se ha encontrado que posterior a las 14 semanas de alimentacién con una HFD, el colon
proximal mostré aumento en la expresién de algunas citocinas inflamatorias como IL-1B3 e
IL-12p40, pero no de IL-6 o TNF-a (Li, et al.2008). Por el contrario, algunos estudios han
encontrado un aumento significativo en la expresion del TNF-a en el colon proximal entre 8
y 12 semanas de alimentacion con HFD (Winer, et al. 2016). Un estudio reciente también
demostré que los ratones macho C57BL/6J alimentados con HFD durante 10 o 20 semanas
mostraron una proporcion del Filo Actinobacteria elevada que se asocié positivamente con
el aumento del peso corporal y la expresion génica de las citocinas proinflamatorias TNF-
a, IL-1B e IL-6 en el colon (Kim et al., 2019). Estos estudios en conjunto sugieren que la
expresion de citocinas proinflamatorias puede depender del curso temporal de la

inflamacion.

Es importante destacar que una HFD aumenté la proporcidon de microrganismos que
contiene LPS en el intestino y cuando se indujo endotoxemia metabdlica durante 4 semanas
en ratones mediante infusién subcutanea continua de LPS, la glucemia y la insulinemia en
ayunas, el peso corporal, el higado y el tejido adiposo aumentaron en un grado similar al
de los ratones alimentados con HFD demostrandose que la endotoxemia metabdlica

desencadena aumento de peso y diabetes (Cani et al., 2007).

Resultados similares a las alteraciones en la microbiota encontrados en los roedores
alimentados con HFD se han encontrado en humanos con obesidad. En un estudio se
mostro que la proporcion relativa de Bacteroidetes disminuye en personas con obesidad en
comparacion con las personas delgadas, y que esta proporcion aumenta con la pérdida de
peso corporal con la ingesta de dietas bajas en calorias (Ley et al., 2006). En humanos, el

aumento del filo Firmicutes sobre Bacteroidetes sigue siendo un tema controversial, ya que
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algunos estudios no han detectado diferencias entre personas con obesidad y delgadas en
la proporcién de Bacteroidetes medida en muestras fecales, ni cambios significativos en el
porcentaje de Bacteroidetes en las heces de personas con obesidad sometidas a dietas
bajas en calorias, pero si se detectaron reducciones significativas dependientes de la dieta
en un grupo de Firmicutes productoras de butirato en muestras fecales de sujetos con

obesidad que seguian dietas de pérdida de peso (Duncan et al., 2008).

Un estudio encontré que las personas con una riqueza bacteriana baja se caracterizan
por una adiposidad general, resistencia a la insulina y dislipidemia mas marcada y un
fenotipo inflamatorio mas pronunciado en comparacion con las personas con una riqueza
bacteriana alta. Ademas, las personas con obesidad con menor riqueza bacteriana también
ganaron mas peso con el tiempo teniendo mayor riesgo de progresar a comorbilidades

asociadas a la obesidad, como la DT2 (Le Chatelier et al., 2013).

Muchos estudios clinicos han descubierto que los pacientes con DT2 padecen trastornos
metabdlicos y estados inflamatorios cronicos acompanados de alteraciones en la microbiota
intestinal (Yang et al., 2021). Un estudio realizado en China descubrié que las bacterias
enriquecidas en pacientes con DT2 son principalmente patégenos, como Escherichia coli,
algunas especies de Clostridium, Bacteroides caccae y Eggerthella lenta (Qin et al., 2012).
Otro estudio confirmé que las mujeres europeas con DT2 mostraron una mayor abundancia
de cuatro especies de Lactobacillus y menor abundancia de cinco especies de Clostridium
en comparacion con los individuos con tolerancia normal a la glucosa (Karlsson et al., 2013).
Cabe mencionar que las especies de Lactobacillus fueron correlacionadas positivamente
con la glucosa en ayunas y hemoglobina glicosilada (HbA1c), mientras que las especies de
Clostridium fueron negativamente correlacionadas con la glucosa en ayunas, HbA1c y
triglicéridos plasmaticos, lo que sugiere que estos taxones bacterianos podrian estar
relacionados con la desarrollo de DT2. De manera similar, los niveles de Lactobacillus
aumentaron significativamente, mientras que los niveles de Clostridium coccoides y
Clostridium leptum disminuyeron significativamente en pacientes con DT2 recién
diagnosticados (Chen et al.,, 2019). En conjunto estos estudios sugieren que las
alteraciones en la microbiota intestinal son un factor clave en el desarrollo y la progresion
de laDT2.
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2.7 Alteraciones en las funciones gastrointestinales durante la obesidad y DT2.

Varias investigaciones han reportado que la obesidad predispone al desarrollo de trastornos
gastrointestinales (Rajindrajith et al., 2014). De hecho, hay evidencia clinica que respalda
una alta incidencia de trastornos digestivos funcionales en pacientes con obesidad, como
son gastroparesias, reflujo gastroesofagico, dispepsia, estrefiimiento y/o diarrea (Fysekidis
et al., 2012; Le Pluart et al., 2015). Los pacientes con diabetes también a menudo sufren
trastornos gastrointestinales, que recientemente se ha reconocido como una de las
complicaciones mas comunes de la diabetes (Zhao et al., 2017). Todo el tracto
gastrointestinal puede ser afectado y las quejas comunes incluyen diarrea, estrefimiento e
incontinencia fecal (Bharucha et al., 2013; Taba Taba Vakili et al., 2015). Los sintomas
suelen ser inespecificos, pero ocasionalmente pueden ser lo suficientemente graves como
para disminuir la calidad de vida. Los mecanismos subyacentes a la aparicion y el desarrollo

de tales trastornos gastrointestinales son complejos y permanecen poco entendidos.

Algunos estudios han sugerido que la neuropatia autonémica es un factor importante
(Dooley et al., 1988; Jung et al.,, 2003), pero otros estudios han observado una nula
correlacion entre los sintomas gastrointestinales y la neuropatia autonémica. Ademas, los
pacientes con diabetes que no muestran neuropatia también experimentan sintomas
gastrointestinales (Bytzer et al., 2001). Algunos estudios utilizando ratones alimentados con
una HFD sugieren que el retraso del transito colonico es causado por una pérdida de
neuronas entéricas positivas a la NOS y VIP del SNE (Beraldi et al., 2015; Anitha et al.,
2016). Esta pérdida neuronal puede ocurrir independientemente de los cambios en la
microbiota (GalicBeraldi et al., 2020), aunque un estudio sugiere lo contrario (Anitha et al.,
2016). Por otra parte, en personas adultas con diabetes, se ha observado una reduccion en
la cantidad de neuronas del SNE colénico en comparacion con personas sanas. En
particular, se ha demostrado la pérdida selectiva de neuronas nitrérgicas y neuronas
inhibidoras que expresan el neuropéptido Y, pero no se afecta el nUmero de neuronas
colinérgicas en el colon diabético humano (Chandrasekharan, et al 2011). Ademas, se ha
informado de degeneracion y/o pérdida de ICC en todo el tracto gastrointestinal tanto en
modelos animales como en pacientes con DT2 lo que provoca una reduccion de la

frecuencia de las contracciones musculares espontaneas (lwasaki et al., 2006).

Por otro parte, alteraciones estructurales y biomecanicas en el intestino han sido

estrechamente relacionadas con anomalias sensoriales-motoras que se asocian con los
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sintomas que se encuentran frecuentemente en pacientes con diabetes como son la diarrea
y/o estrefimiento (Zhao et al., 2017). Con relacién a los cambios histomorfoldgicos, varios
estudios han revelado que una HFD reduce significativamente la longitud intestinal, la
profundidad de las criptas, el grosor de la mucosa y la capa muscular externa en
comparacion con el grupo control (Xie, et al., 2020; Kim et al., 2022). En otro estudio,
utilizando un modelo animal de DT2 inducido por la combinacion de una HFD y una dosis
de STZ observaron un aumento en el peso humedo del colon por unidad de longitud y un
incremento en el espesor de la capa muscular y mucosa en comparacion con el grupo de
control (Chen et al., 2017). Muchos estudios tanto en humanos como en modelos animales
de diabetes han encontrado que la hiperglicemia induce un incremento en la proliferaciéon
de diferentes capas del ileon y colon. Por ejemplo, se ha asociado la hiperglicemia crénica
con incremento en las vellosidades del intestino delgado y un incremento de la perdida de
enterocitos, lo cual podria explicar la mayor capacidad intestinal para absorber glucosa
como se observa en la DT2 (Verdam et al., 2011). En el colon, también se ha observado un
incremento de la capa de la mucosa, la submucosa y la muscular externa asociado a la

hiperglicemia (Zhao, et al., 2017).

Antonioli y colaboradores (2019b) sugieren que la glia entérica desempefia un papel
importante en la aparicién de las alteraciones motoras entéricas debido a que en un modelo
de obesidad inducido por una dieta HFD mostré una mayor actividad de la glia entérica que
se relaciono con un aumento de la actividad neural taquiquinérgica (Substancia P) y una
marcada liberacién de IL-1B. Esta citocina proinflamatoria, mas alla de desempenar un
papel clave en la diferenciacién y funciones de las células linfoides innatas y adaptativas
polarizadas (Garlanda et al., 2013), ejerce acciones notables, tanto sobre la estructura
(Gougeon et al., 2013), como en la actividad del compartimento neuromuscular mientérico
ya que se ha encontrado que afecta la amplitud y duracion de las corrientes de Ca?*
intracelular provocadas por estimulacion eléctrica, contribuyendo asi a los procesos de
remodelacién del SNE vy las alteraciones motoras relacionadas que ocurren en el escenario
de inflamacion intestinal (Kindt et al., 2010). Ademas, otro estudio sugiere que la pérdida
del factor neurotréfico derivado de las células gliales (GDNF) durante la diabetes puede ser
el factor detonante de la apoptosis de las neuronas entéricas y las subsecuentes

complicaciones gastrointestinales (Anitha et al.,2006)
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En conjunto, estos resultados indican que la HFD y la diabetes inducen una marcada
remodelacion estructural de la pared del tracto gastrointestinal y nervioso, lo que conduce
a una funcion alterada del tracto gastrointestinal. Sin embargo, los mecanismos moleculares

que subyacen a todos estas alteraciones son poco entendidos.

2.8 Sistema purinérgico.

En las ultimas décadas, el sistema purinérgica ha cobrado mucha atencién debido a que
regula una amplia gama de procesos fisioldgicos incluyendo el metabolismo energético, la
neurotransmision, la integridad vascular y las respuestas inmunologicas (Burnstock, 2007;
Giuliani, et al. 2019; Reichert, et al. 2021). Este sistema comprende nucleétidos de purina
y nucledsidos extracelulares, receptores, enzimas catabdlicas y transportadores de

nucleosidos.

La senfalizacién purinérgica se inicia mediante la liberacion de ATP en el espacio
extracelular. En condiciones fisiologicas, el ATP se libera de manera regulada a través de
exocitosis, canales aniénicos, maxi-canales, transportadores, conexinas y panexinas en
concentraciones extracelulares que van de nanomolar a decenas de micromolar (Antonioli
et al., 2019a). En condiciones patoldgicas, se liberan niveles mucho mas altos de ATP,
encontrarse niveles hasta en el rango de milimolar, y se ha asociado con inflamacion,
hipoxia y muerte celular (Bodin & Burnstock, 1995; Di Virgilio, 2015; Dosch et al., 2018).
Recientemente, se ha demostrado que las bacterias comensales del intestino también son

productoras y liberadoras de ATP (Inami et al., 2018).

En el espacio extracelular, el ATP y adenosina difosfato (ADP) se metabolizan
rapidamente a adenosina monofosfato (AMP) y a su vez a adenosina. Este proceso de
fosfohidrolisis de nucleétidos se encuentra regulado por ectoenzimas (Eltzschig, et al. 2012;
Reichert, et al. 2021). Primero, tanto el ATP, como el ADP, son convertidos a AMP a través
de la enzima ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa-1 (ENTPD1), también conocida
como CD39. En segundo lugar, la ecto-5-nucleotidasa (NT5E) o también denominada
CD73 convierte el AMP extracelular en adenosina (Eltzschig, et al. 2012). Por ultimo, la
enzima adenosina monofosfato deaminasa-3 (AMPD3) cataliza la desaminacion hidrolitica
del AMP a monofosfato de inosina y la adenosina desaminasa (ADA) cataliza

irreversiblemente la adenosina convirtiéndola en inosina (Burnstock, 2018) (Figura 3).
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El ATP extracelular y sus derivados se unen a receptores purinérgicos
transmembranales, los cuales son clasificados en receptores P1 o receptores de adenosina
y P2, estos ultimos se dividen en dos clases, los receptores ionotrépicos P2X y los

receptores metabotrépicos P2Y.

Figura 3. Esquema general del sistema purinérgico. El ATP extracelular y su derivados generados
por la fosfohidrolisis de las ectoenzimas se unen a sus receptores especificos activando o
desactivando cascadas de sefializacion purinérgica que conducen a diferentes resultados celulares.
(Obtenido de Reichert, et al., 2021).

A la fecha se han descrito cuatro subtipos de receptores de adenosina acoplados a
proteinas G (A1, A2A, A2B y A3). Especificamente, los receptores A1y A3 estan acoplados
a proteinas Gai/o que disminuye la actividad de la adenilato ciclasa inhibiendo la produccién
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que a su vez disminuye la actividad de la proteina
cinasa A (PKA). Mientras que los receptores A2A y A2B estan unidos principalmente a
proteinas Gas/olf que aumenta la produccion de AMPc, lo que resulta en la activacion de la
PKA vy la fosforilacion de la proteina de union al elemento de respuesta del AMPc (CREB).
En algunos casos, el receptor A1 y A2B aumentan la actividad de la fosfolipasa C (PLC) a
través de una proteina Gaq (Sheth et al., 2014). La afinidad por la adenosina varia entre
los receptores, por ejemplo, los receptores A1 y A2A tienen una mayor afinidad que va en

el rango de 10 - 30 nM, mientras que el receptor A3 tiene una afinidad de 100 nM, y el
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receptor A2B tiene menor afinidad ya que requiere concentraciones superiores a 1 uM, las

cuales pueden encontrarse en condiciones de inflamacioén o de hipoxia (Borea et al., 2018).

Los receptores P2X son canales catidonicos de la membrana celular activados
Unicamente por ATP extracelular, que permiten la entrada de Ca?* y Na* y la salida de K".
Se han clonado siete subunidades, P2X1-P2X7. La estructura molecular de cada subunidad
P2X es muy similar, caracterizada por tener dos dominios transmembranales (TM1 y TM2)
unidos por una asa larga extracelular donde se encuentra el sitio de union al ATP y un
amino (NHz) y carboxilo (COOH) terminal intracelular. La estructura funcional de un receptor
P2X es probablemente como trimero, los cuales pueden estar compuestos por un mismo
tipo de subunidad para formar un receptor homomeérico o por combinaciones especificas de
dos subunidades diferentes para formar un receptor heteromérico, como son los receptores
P2X1/2, P2X1/4, P2X2/3, P2X2/6, P2X4/6 y P2X4/7 descritos en sistema heterdlogos de
expresion (Saul et al., 2013). Aunque el ATP activa cada subtipo de receptor P2X, su
afinidad varia significativamente, desde nanomolar (P2X1, P2X3) hasta decenas de
micromolar (P2X2, P2X4) y cientos de micromolar (P2X7; EC50>100 yM). Ademas, los
subtipos de receptores tienen diferentes tasas de desensibilizacion, que van desde rapida
(milisegundos en P2X1, P2X3) pasando por lenta (segundos en P2X2, P2X4) hasta una
falta total de desensibilizacién (P2X7). La afinidad significativamente menor por el ATP y la
falta total de desensibilizacién distinguen al receptor P2X7 de cualquier otro miembro de la
familia de receptores P2X. Ademas, P2X7 es el Unico subtipo que actia como receptor

citotéxico en multiples vias de sefializacion (McCarthy et al., 2019).

Los receptores P2Y son receptores acoplados a proteinas G activados por nucledtidos
extracelulares. Se han descrito 8 subtipos en mamiferos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y 11,
P2Y12, P2Y13 y P2Y14). Los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 se acoplan a
proteinas Gaq que estimula a la PLC, seguido de un incremento en el inositol trifosfato (IP3)
y la movilizacion de Ca?* de las reservas intracelulares. Los receptores P2Y11 se acoplan
ademas a las proteinas Gs, seguido de un aumento de la actividad de la adenilato ciclasa.
Por el contrario, los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 envia sefales principalmente a
través de la activacion de proteinas Gi y la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa
(Von Kugelgen, 2019). Los receptores P2Y tienen diferentes afinidades por los nucleétidos
de purinas enddgenos y su activacion va en el rango de nanomolar a micromolar (Jacobson
et al., 2020) (Tabla 1)
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Tabla 1. Potencia y selectividades de los agonistas enddégenos de los receptores P2Y en

roedores.

Subtipo Afinidad del agonista prinsiﬁgfggd:r'ﬂsta EC50
P2Y1 ADP=ATP 5.09 8.12 uM
P2Y2 UTP>ATP 8.10 7.94 nM
P2Y4 UTP ¢(human)

UTP=ATP (rata y ratén) >0 8-7TuM
P2Y6 UDP>UTP>>ATP 6.52 0.302 uM
P2Y11 ATP 477 16.9 UM
P2Y12 ADP>ATP 7.22 60.3 nM
P2Y13 ADP 7.94 11.5nM
P2Y14 UDP 6.45 0.355 uM

2.9 Funciones conocidas del sistema purinérgico en el intestino

2.9.1 Participacién del sistema purinérgico en el control de la motilidad intestinal

El control basico de la motilidad intestinal depende de la actividad del SNE, aunque también
esta modulado por el SNA y factores hormonales, cada patréon motor esta programado
dentro del circuito neuronal entérico. EI ATP y sus derivados pueden influir en la motilidad
de diversas formas directas o indirectas. Las purinas pueden liberarse de los nervios
entéricos intrinsecos o los nervios simpaticos y actuar sobre los receptores purinérgicos del
musculo liso que median la motilidad. También pueden actuar sobre las terminales
nerviosas entéricas y modificar la liberacion del neurotransmisor desde las vias del control
neural motor. Ademas, el ATP participa en la transmisién sinaptica entre neuronas del plexo
mientérico y submucoso que participan en el control de la motilidad gastrointestinal o actuar

sobre las ICC y modular indirectamente los patrones de motilidad (Burnstock 2014).

La adenosina puede inhibir la motilidad intestinal a través de la activacion de los
receptores A1 ubicados en el musculo liso o indirectamente inhibiendo la transmision
colinérgica o taquiquinérgica de las neuronas entéricas. Los receptores A2A ejercen su

funcién inhibitoria a través de la sintesis de NO (Zizzo et al., 2011). Las funciones de los
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receptores A2B y A3 en el control de las funciones motoras en el intestino permanecen
poco estudiadas. Se ha demostrado que los receptores A2B estan ubicados en las
neuronas motoras inhibitorias entéricas que liberan NO en el colon distal de raton y podrian
estar mediando la relajacién intestinal (Chandrasekharan et al., 2009), mientras que los
receptores A3 se expresan en los ganglios mientéricos del colon distal de rata, pero su

funcién no esta clara en la regulacion de la motilidad intestinal (Antonioli et al., 2010 b).

El principal efecto del ATP sobre el musculo liso del tracto gastrointestinal es la
relajacion. Los resultados obtenidos en el colon e intestino de humano y otras especies de
mamifero, muestran que el ATP genera potenciales de union inhibitorios (IJP) en el musculo
liso (Bornstein, 2008). Es muy probable que el receptor P2Y1 expresado en el musculo liso
circular y longitudinal es el principal receptor que media estas respuestas inhibitorias no
adrenérgicas no colinérgicas (NANC), puesto que en los ratones knockout para P2Y1 se
pierden los IJP en el intestino con una pérdida concomitante de la actividad inhibidora por
parte del agonista selectivo de P2Y1, MRS2365 (Gallego et al., 2012; Hwang et al., 2012).
Por el contrario, los IJP todavia estan presentes en los ratones knockout para NOS y se
inhiben por el antagonista selectivo de P2Y1, MRS2179 (Zhang et al., 2010). Es importante
sefalar que la sefalizacion purinérgica no es la unica forma de transmisién NANC en el
tracto gastrointestinal, sino que también incluye la transmision por motoneuronas
inhibitorias intrinsecas que liberan NO, VIP, CO y sulfuro de hidrégeno, a la fecha no se
sabe cémo estos factores inhibidores interactian completamente a nivel molecular en los

tejidos neuro-efectores (King, 2015).

Los receptores P2X median EPSP rapidos en las neuronas mientéricas, las cuales
expresan receptores P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 y P2X7 (Guerrero-Alba et al., 2010; Valdez-
Morales et al., 2011; Nieto-Pescador et al., 2013). Alrededor del 25% de las neuronas
entéricas son fuertemente inmunorreactivas positivas para el receptor P2X2,
especificamente se expresan en las motoneuronas inhibitorias positivas para NOS vy las
IPANs, asi como en las neuronas secretomotoras de la mucosa positivas para VIP del
intestino. La subunidad P2X3 también se encontré en las motoneuronas inhibidoras NOS
positivas y en interneuronas positivas para calretinina. La subunidad P2X5 esta presente
en las neuronas entéricas inmunorreactivas positivas para NOS, calbindina y VIP (Ruan y
Burnstock, 2005). Se ha demostrado que las neuronas mientéricas cultivadas son

fuertemente inmunopositivas para la subunidad P2X4 (Nieto-Pescador et al., 2013). Las
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neuronas entéricas AH/tipo Il en ganglios intactos fueron fuertemente inmunopositivas para
la subunidad P2X6 que estaba colocalizada con calbindina y calretinina (King, 2015).
También se ha encontrado inmunoreactividad del receptor P2X1 y P2X2 en el musculo liso
longitudinal y circular del colon, pero no en otras regiones del intestino (Giaroni et al., 2002).
Ha sido demostrado que las vias sinapticas rapidas purinérgicas estan involucradas en la
transmision neuro-neural tanto ascendente como descendente en las vias nerviosas

excitatorias hacia los musculos liso longitudinal y circular (Spencer et al., 2000).

La delecién del gen que codifica para el receptor P2X2 en ratones elimina los EPSP
rapidos inducidas por ATP en las motoneuronas inhibitorias, mientras que la respuestas de
las neuronas IPANs no cambiaron en estos ratones. Ademas, este mismo estudio demostrd
que la peristalsis estaba alterada en el ileon de los ratones knockout para P2X2 (Ren et al.,
2003), indicando que el receptor P2X2 participa en la neurotransmision del plexo mientérico
para el control correcto de la peristalsis. Este mismo grupo encontré que los receptores
P2X3 estaban localizados principalmente en las neuronas IPANs y que la delecién del gen
que codifica para el receptor P2X3 también afecta la peristalsis en el intestino de ratones
(Bian et al., 2003). Las neuronas IPANs que expresan los receptores P2X3 se proyectan a
la submucosa y se conectan con interneuronas y neuronas motoras en los plexos
mientéricos y submucoso. La aplicacién de ATP y el agonista selectivo para los receptores
P2X1, P2X3 y P2X2/3, a, B-meATP, activa las terminales submucosas de las IPANSs,
apoyando la hipétesis de que el ATP liberado por las células epiteliales de la mucosa tiene
una accién sobre los receptores P2X3 y P2X2/3 en las neuronas IPANs del plexo
submucoso que contribuye a la deteccién de la distension o aumentos de la presién

intraluminal que inicia el reflejo peristaltico (Burnstock, 2012).

Los receptores P2X no solo participan en la neurotransmisién en el plexo mientérico,
sino también en la neuromodulacion pre- y postsinaptica de la unién neuromuscular. Por
ejemplo, se ha demostrado que el a, B-meATP libera ACh de las terminales nerviosas que
inervan el masculo liso longitudinal en el ileon, indicando que los receptores P2X1, P2X3
y/o P2X2/3 estan involucrados en la modulacién presinaptica de la neurotransmisiéon
colinérgica entre las neuronas mientéricas y el musculo liso longitudinal del intestino
delgado. Esto es interesante porque el ATP activa transitoriamente los receptores
presinapticos P2X para aumentar la liberacion de ACh de las neuronas motoras

mientéricas, mientras que después de la descomposicion del ATP por las ectoenzimas a
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adenosina, ésta actua presinapticamente a través de los receptores A1 para disminuir la
liberacion de ACh (Burnstock, 2012). No obstante, la aplicacion de a, B-meATP en musculo
liso aislado provoca la relajacién del musculo liso intestinal, imitando los resultados que se
observan activando el receptor P2Y1, el cual ha sido ampliamente demostrado que causa
relajacion, pero nunca se ha demostrado que este agonista active tales receptores, por lo
que se piensa que el a, B-meATP a través de los receptores P2X1 o P2X3 libera ATP
localmente, que luego actia sobre los receptores P2Y1 para producir relajacién en el

musculo liso (De Man et al., 2003).

La participacion del receptor P2X7 en la motilidad intestinal no esta clara.
Inmunoreactividad del receptor P2X7 ha sido observada en la glia entérica y en los ganglios
mientéricos y submucosos del estbmago, el intestino delgado y el colon, mientras que las
ICC y las células del musculo liso fueron negativas para P2X7 (Vanderwinden et al., 2003).
Un estudio, proporciono evidencias de que en condiciones normales, los receptores P2X7,
expresados en los ganglios mientéricos, participan marginalmente en la modulacion de la
motilidad del musculo longitudinal del colon de rata, pero en presencia de inflamacion
intestinal severa, se observé un marcado incremento en la distribucién del receptor P2X7,
particularmente a nivel de los ganglios mientéricos, que se produjo en concomitancia con
la aparicion de inmunopositividad del receptor también en el musculo liso longitudinal.
Ademas, este mismo trabajo demostré que, en presencia de inflamacion intestinal, los
receptores P2X7 desempefian un papel destacado en el control inhibitorio de la motilidad
del colon, modulando las vias excitadoras colinérgicas mediante la activacion de neuronas
nitrérgicas inhibidoras (Antonioli et al., 2014). La importancia funcional de la regulacion
positiva de los receptores P2X7 en las capas del musculo liso del colon sigue siendo

indeterminada.

2.9.2 Participacion del sistema purinérgico en el control de la secreciéon y absorcién
epitelial intestinal

Las secreciones gastrointestinales en coordinacion con la motilidad son importantes en la
digestion de las particulas de los alimentos, la lubricacion, la absorcion de nutrientes, la
regulacion del pH y la eliminacién de productos de desecho. La activacion mecanica o

quimica de la mucosa puede provocar un reflejo secretor donde se involucran células
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enterocromafines, IPANs, interneuronas, neuronas secretomotoras y células epiteliales

mucosales (Furness, 2000).

Con técnicas mejoradas, ha sido posible cuantificar la concentracién de ATP en las
células epiteliales mucosales encontrandose a concentraciones micromolares, que es el
rango de sensibilidad de los receptores purinérgicos. Ademas del ATP, las células también
liberan pequenas cantidades de UTP y adenosina. Debido a su funcién y posicion, las
células epiteliales mucosales intestinales pueden ser células expuestas a la mas amplia
variedad de estimulos potenciales de liberacion de ATP, como son estimulos mecanicos,
osmaoticos e hipoxicos, estrés metabdlico, liberacion de nucledtidos relacionados con
patogenos vy lisis y, por supuesto, hormonas y estimulos neuronales. De hecho, algunos de
estos estimulos pueden ser parte de la liberacion basal de ATP. También los nervios
simpaticos y parasimpaticos que irrigan los epitelios puedan liberar ATP. Otra posibilidad
es que la estimulacién neuronal pueda provocar la liberacion de ATP directamente de los
epitelios (Novak et al., 2011). Las bacterias comensales del intestino también son

productoras y liberadoras de ATP (Inami et al., 2018).

La estimulacién luminal por nutrientes, cambios en el pH, fuerzas mecanicas, cambios
en la concentracién de solutos, irritantes o microorganismos enteropatdégenos invasores
activan a las células enterocromafines que secretan principalmente 5-HT. La 5-HT liberada
actua sobre las terminaciones nerviosas de las IPANs activando potenciales de accion que
inducen la liberacién de neurotransmisor en las sinapsis con interneuronas o neuronas
secretomotoras que conduce al reflejo secretor. Se ha demostré que la adenosina
endogena inhibe la liberacion de 5-HT en las células enterocromafines del intestino a través
de la activaciéon de receptores A1 y A3 (Christofi, 2008). Este mismo grupo, también
demostré que hay una inhibicidon autocrina de la secrecion de 5-HT por la liberacién de ATP
en una minoria de células enterocromafines humanas en la mucosa intacta (menos del
20%) a través de la activacion probable de receptores P2X1 o P2X3 (Linan-Rico et al.,
2013). Estudios farmacolégicos y moleculares del mismo grupo sugieren que la liberacién
de 5-HT también esta modulada por los receptores P2Y. Al respecto, UTP estimulo la
liberacion de 5-HT en células enterocromafines humanas posiblemente a través de la
activacion de receptores P2Y4 y P2Y6. El receptor P2Y1 también conduce a la liberacion

de 5-HT a través de una via de senalizacion Gg/PLC/IP3, mientras que los receptores
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P2Y12 inhiben la secrecion de 5-HT mediante la inhibicion de adenilato ciclasa por

proteinas Gi (LiRan-Rico et al., 2016).

El flujo de iones hacia la luz intestinal es el equilibrio entre la secrecion y absorcion. La
secreciéon basal o “tono secretor” es también el flujo neto de iones y liquido hacia la luz
intestinal que depende de la liberacion espontanea de mediadores enddégenos paracrinos,
autocrinos o neurocrinos. El tono secretor se evalla a partir de los cambios en la secrecién
de cloruro. La secrecion intestinal de cloruro proporciona una fuerza impulsora para el
movimiento de liquido y obliga el transporte de agua hacia el lumen. En condiciones
normales la secrecidn de cloruro es baja, pero en presencia de enterotoxinas se aumenta
considerablemente la tasa de secrecion (Christofi, 2008). En la década de los 90s,
Strohmeier y colaboradores demostraron que la activacion del receptor A2B en la
membrana apical de las células epiteliales humanas estimula la secrecion de CI hacia la
luz intestinal (Strohmeier et al., 1995). Mientras que la activaciéon del receptor A1 en las
neuronas submucosas suprime la secrecion de cloruro (Cooke et al., 1999). Afos mas
tarde, este mismo grupo demostré que la estimulacién mecanica libera nucleétidos que
activan los receptores P2Y1 que desencadenan la secrecion de cloruro del reflejo neural en
el colon distal de cobayos (Cooke et al., 2004). Por otra parte, Ghanem y colaboradores
mostraron que la secrecion de CI en el intestino delgado y grueso disminuyo un 40% en los
ratones knockout para P2Y2 y un 60% en los ratones knockout para P2Y4, concluyendo
que la activacion de los receptores P2Y2 y P2Y4 estimula la secrecién de CI- luminal en el
intestino delgado (Ghanem et al., 2005). Ademas, la estimulacion de los receptores
luminales P2Y2 y P2Y4 conduce a la secrecion de K* en la mucosa del colon distal del raton
(Matos et al., 2005), mientras que la absorcion de Na* es inhibida por la activacion de los
receptores P2Y2 de las membranas apicales, pero no por los receptores P2Y4 (Matos et
al., 2007). Por el contrario, la activacion de los receptores basolaterales P2Y6 en los
enterocitos del colon de rata induce la secrecion de NaCl mediante un aumento sinérgico
de Ca?* intracelular y AMPc (Kottgen et al., 2003). Ademas, la activacion de los receptores
P2Y2 induce la secrecion de bicarbonato de la mucosa duodenal a través de la liberacion

de Ca?* intracelular y la entrada de Ca?* extracelular (Dong, et al., 2009)

Un articulo reciente examiné la distribucion de los receptores P2X en las células
epiteliales del intestino y determinaron que, en el intestino delgado, el receptor P2X4 fue el

unico receptor P2X presente en células epiteliales, enterocitos proximales, células
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caliciformes y células de Paneth. Mientras que, en el colon revelaron una fuerte expresiéon
del receptor P2X4 en todas los tipos de células epiteliales incluidas células indiferenciadas,
enterocitos distales, células caliciformes, células de Paneth y células enteroendocrinas,
pero también observaron una alta expresion del receptor P2X6 en células enteroendocrinas
y una expresion muy baja de los receptores P2X1 y P2X5 en las célula epiteliales y de los
P2X7 en enterocitos distales (Engevik et al., 2024). Sin embargo, la participacion de los
receptores P2X4, P2X5 y P2X7 en el control de las funciones de secrecién y absorcién
epitelial del intestino delgado y grueso han sido poco estudiadas. Un estudio informd que la
activacion del receptor P2X7 modula la absorcién de glucosa al regular negativamente la
expresion del transportador de glucosa, GLUTZ2, en la superficie celular de los enterocitos,
resultando en una disminucién de la glucosa sanguinea (Bourzac et al., 2013). Los
hallazgos de Arguin et al., (2017) confirmaron estos hallazgos ya que demostraron que en
los ratones knockout para el receptor P2X7 aumento significativamente la expresién de
GLUT2 en las membrana de los enterocitos y se correlacioné con el aumento de peso
corporal y niveles elevados de glucosa sanguinea, triglicéridos, colesterol e insulina sérica.
Ademas, un estudio reciente demostré que la activacion de los receptores P2X4 y P2X7
epiteliales y del ganglio submucoso participan en la regulacion del transporte de iones en

el colon de rata (Ballout et al., 2022).

2.9.3 Participacién del sistema purinérgico en la modulacion de la respuesta inmune

Tanto el sistema inmunoldgico gastrointestinal como el sistema nervioso han desarrollado
mecanismos para detectar y responder rapidamente al entorno intestinal dinamico. Las
neuronas entéricas establecen conexiones con las células inmunitarias locales en la
mucosa gastrointestinal. Cada vez esta mas claro que las interacciones neuro-inmunes
regulan la funcién de la barrera gastrointestinal, la inmunidad y la proteccién del huésped.
A pesar de este progreso, los circuitos celulares y los mecanismos moleculares que median
tales interacciones apenas estan comenzando a comprenderse y requieren mas

investigacion (Jacobson et al., 2021).

El ATP y la adenosina son moduladores clave de la respuesta inmune. EI ATP liberado
por células lesionadas, apoptdticas o necréticas promueve una inflamacion rapida al unirse
a los receptores P2X y P2Y. Mientras que la adenosina tiene principalmente un efecto
inmunosupresor al activar receptores P1, por lo que el equilibrio entre los dos es crucial

para el correcto funcionamiento del sistema inmunoldgico. Los receptores P2 y P1 estan
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presentes en todo tipo de células inmunes, por lo que la sefalizacion purinérgica afecta

todos los aspectos de la inmunidad y la inflamacion (Cekic & Linden, 2016).

Los receptores de adenosina P1 se expresan ampliamente en las células inmunitarias
del linaje mieloide (neutréfilos, monocitos y macrofagos) y linfoide (células B, T y asesinas
naturales (NK)). El papel de los receptores A1 no se comprende bien, pero existen pruebas
soélidas de un papel crucial inmunosupresor de los receptores A2A, A2B y A3 en el control
de la inflamacion (Di Virgilio & Vuerich, 2015). Ademas, la adenosina demostrdé ser un
modulador fisiolégico que inhibe la generacion de anion superdxido en los neutrdéfilos, la
desgranulacion, la fagocitosis y la funcién bactericida de los neutréfilos a través de la
activacioén de los receptores A2A (Sun et al., 2008). La activacion de los receptores A2A
también inhibié la expresion y la liberacion de citocinas y quimiocinas después de la
estimulacién con LPS (McColl et al., 2006). Otros estudios también demostraron que tanto
los receptores A2B como las A3 también tienen acciones inmunosupresoras (van der
Hoeven et al., 2011; van der Hoeven et al., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que la
adenosina estimula la migracién de neutréfilos y amplifica la accién de las sefales

quimiotacticas a través de receptores A3 (Butler et al., 2012).

Se ha reconocido ampliamente el papel importante de los receptores P2X en la
regulacion inmunitaria y se esta prestando cada vez mas atencién a su expresion y funcion.
Los monocitos, macrofagos, neutrdéfilos, eosindfilos, mastocitos, linfocitos T y B y las células
NK expresan los receptores P2X1, P2X4 y P2X7 (ldzko et al., 2014; Vargas-Martinez et al.,
2020). En las células B también se ha demostrado la expresién del receptor P2X2 (Sluyter
et al., 2001), y la expresion del receptor P2X5 solo se ha informado en linfocitos T
(Abramowski et al., 2014). Los receptores P2X2 y P2X5 han sido objeto de poca atencion
en el sistema inmunoldgico, por lo tanto, no hay mucha informacién disponible sobre su
funcién. Varios estudios han encontrado que los receptores P2X1 y P2X4 participan en la
activacion de células T y mastocitos (Cekic & Linden, 2016). Contrario a los otros receptores
P2X, el receptor P2X7 ha sido ampliamente estudiado en el sistema inmunoldgico y se han
demostrado muchas funciones en la regulacion de la respuesta inmunoldgica. Por ejemplo,
el receptor P2X7 puede promover respuestas inmunes proinflamatorias y exacerbar
enfermedades inflamatorias de varias maneras: 1) al activar factores de transcripcion que
incluyen el NF-kB, el factor nuclear de células T activadas (NFAT) y el factor 1a inducible

por hipoxia (HIF1a), 2) al aumentar la expresion de las citocinas proinflamatorias TNF-a y
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IL-6 y de las quimiocinas CCL2 y CXCL2 en diferentes células inmunes, y 3) al incrementar
el reclutamiento de neutrofilos (Gong et al., 2020). El receptor P2X7 también es uno de los
activadores mas potentes del inflamasoma NLRP3, lo que induce la liberacién de 1L-13 en
macrofagos y neutréfilos (Karmakar et al.,, 2016). Ademas, el receptor P2X7 regula la
supervivencia, diferenciacién y activacion de los linfocitos T y se asociado a la disfuncién
de la barrera epitelial intestinal (Jiang et al., 2022). Por ultimo, la activacion del receptor
P2X7 puede inducir a la muerte celular, lo que aumenta la liberacion de patrones

moleculares asociados a dafios (DAMP) y amplifica la inflamacion (Di Virgilio et al., 2017).

Los receptores P2Y también se expresan ampliamente en células inmunes y se han
caracterizado minuciosamente en granulocitos (neutrdfilos y eosindfilos), monocitos,
macrofagos, células dendriticas (DC) y linfocitos T y B. También se han identificado algunos
subtipos de P2Y en las células NK (Di Virgilio & Vuerich, 2015). El receptor P2Y2 es
activado por ATP y UTP y actua como una senal quimiotactica para macréfagos y
neutréfilos, promoviendo la eliminacion fagocitica de células apoptéticas y bacterias.
Ademas, la senalizacion del receptor P2Y2 promueve la migracion y la activacion de
diversas células inmunes incluidos los neutrofilos, eosindfilos, DC y macrofagos. Aunque la
activacion del receptor P2Y2 facilita la defensa del huésped contra infecciones, la
inapropiada activacion del receptor P2Y2 esta asociada con una inflamacién incontrolada y
la promocion de enfermedades inflamatorias crénicas (Gong et al., 2020). El ATP, UTP,
UDP y UDP-glucosa liberados de los tejidos lesionados son quimiotacticos al activar los
receptores P2Y2, P2Y6, P2Y11 y P2Y14 en los neutrdfilos (Burnstock & Boeynaems, 2014).
Hay pruebas de que el UTP y el UDP que activan el receptor P2Y6 desencadenan la
liberacion de la MCP-1, la IL-8 y una serie de quimiocinas adicionales, propagando asi la
inflamacién y apoyando la quimiotaxis (Eltzschig et al., 2012). El receptor P2Y12
directamente regula la diferenciacion de las células Th17 y promueve la patogénesis de la
colitis ulcerosa y DT1 (Qin et al., 2017). Otro estudio demostré que la UDP-glucosa que
actua a través de los receptores P2Y14 es un mediador de la desgranulacion de los

mastocitos (Gao et al., 2010).

210 El sistema purinérgico en el contexto de la inflamacién intestinal.

El ATP extracelular generalmente desempena un papel proinflamatorio mediante la

activacion de los receptores purinérgicos P2 (P2X y P2Y), mientras que la degradacion del
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ATP a adenosina suele representar una sefal de parada para el proceso de inflamacién a
través de la activacion de los receptores P1. Luego, la adenosina se elimina del entorno

extracelular mediante transportadores de nucleésidos y/o enzimas (Antonioli et al., 2019c¢).

A lo largo de los afos, cada vez hay mas evidencias que sefalan una participacion
importante del sistema purinérgico en la fisiopatologia de la Ell, que es una inflamacion
grave del tracto gastrointestinal. El desequilibrio extracelular de ATP y adenosina es un
factor determinante clave en la desregulacion del sistema inmune asociada a la Ell.
Estudios in vitro y preclinicos indican un papel clave de los receptores P1 y P2 en el inicio
y gravedad de esta enfermedad, y las ectoenzimas ENTPD1 (CD39) y NT5E (CD73) son

moduladores fundamentales de la inflamacion intestinal (Vuerich et al., 2020).

Se ha estudiado ampliamente la implicacién de las ectoenzimas CD39 y CD73 en la
modulacion de la inflamacion intestinal. Al respecto, en ratones, la eliminacion genética de
estas enzimas provoca una mayor susceptibilidad a estados inflamatorios o una progresion
mas grave de la inflamacién intestinal en modelos experimentales de Ell (Idzko et al., 2014;
Longhi et al., 2017). Por el contrario, el bloqueo de los transportadores de nucledsidos
conduce a un aumento de los niveles de adenosina extracelular con la consiguiente mejora
del curso de la inflamacion intestinal en modelos de Ell (Ye & Rajendran, 2009). En
humanos, la presencia de un polimorfismo de nucleétido Unico asociados con niveles mas
bajos de expresion de CD39 se correlaciond con una mayor susceptibilidad a la Ell
(Friedman et al., 2009), mientras que los niveles elevados de CD39 en las células T
reguladoras de sangre periférica se asocian con la remision clinica y endoscépica de la Ell
(Gibson et al., 2015). CD39 tiene efectos inmunosupresores sobre las células supresoras
Th17 (supTh17), las cuales muestran una alta expresiéon de CD39 y contribuyen
activamente a la produccion de adenosina. Ademas, las células supTh17 muestran una
mayor expresion de la enzima ADA y una menor expresion del receptor A2A por lo que las

hacen refractarias a los efectos inhibidores de la adenosina (Longhi et al., 2014).

Existe evidencia de que en pacientes con Ell en fase activa, la expresiéon de CD73 en
las células T CD4" se asocia con un fenotipo de células Th17 proinflamatorias por lo que se
sugiere usar a CD73 como marcador para monitorear la actividad de la enfermedad durante
el tratamiento (Doherty et al., 2012). Ademas, el bloqueo de CD73 alivia las respuestas
inflamatorias intestinales al regular la diferenciacion de macréfagos en la colitis ulcerosa
(Wang et al., 2023).
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Los niveles extracelulares de adenosina también estan regulados por la actividad de
enzimas como ADA (Cristalli et al., 2001). El bloqueo de esta enzima mejora la inflamacién
intestinal en un modelo murino de Ell, con reduccion del dano inflamatorio del colon y
disminucion de los niveles tisulares de las citocinas proinflamatorias IL-1(, IL-6, TNF-a, IFN-
y v ligando 10 del motivo CXC de quimiocina (CXCL10), asi como una reduccion de la
infiltracién de neutrdéfilos y la produccion de ROS. La atenuacion de la lesion coldnica,
después del bloqueo de ADA, estuvo mediada principalmente por la activacion del receptor

A2A 'y, en menor medida, el receptor A3 (Antonioli et al., 2010a).

Existen multiples estudios demostrando que la activacion del receptor A2A se asocia con
la mejora de la inflamacion intestinal en varios modelos experimentales de Ell al reducir la
inflamacién de la mucosa intestinal, la infiltracién de leucocitos y la liberacién de citocinas
proinflamatorias (Dal Ben et al., 2018). Algunos estudios reportan que este receptor se
reduce con el envejecimiento y puede predisponer a las alteraciones gastrointestinales
tipicas observadas en las personas de la tercera edad (Rémond et al., 2015; Laflamme et
al., 2017). Ademas, se ha demostrado que la reduccién del receptor A2A en el tracto
gastrointestinal de ratones de edad avanzada contribuye al aumento de la inflamacién
intestinal y una menor capacidad para contrarrestar la infeccion intestinal con efectos

nocivos en la senectud (Rodrigues et al., 2016).

Contrario al efecto antiinflamatorio del receptor A2A, existen multiples evidencias que
respaldan un papel proinflamatorio del receptor A2B en el contexto de la inflamacién
intestinal. Los experimentos realizados en modelos murinos de colitis mostraron que el
antagonismo del receptor A2B reduce significativa la gravedad de la colitis mediante la
disminucion de los niveles de citocinas proinflamatorias. Asi que, el uso de antagonistas de
este receptor da como resultado la proteccion de la estructura epitelial intestinal y

disminucion de la colitis experimental (Vuerich et al., 2020).

El receptor A3 también ha sido implicado en la modulacién de la inflamacion intestinal,
pero su participacion todavia no esta clara, ya que existen resultados contradictorios.
Algunos estudios han demostrado que la activacion del receptor A3 contrarresta la
inflamacién intestinal mediante la inhibicion de la produccién de varios mediadores
proinflamatorio (Guzman et al., 2006; Ren et al., 2015). Mientras que otros estudios han
sugerido que la activacion del receptor A3 contribuye al desarrollo de la colitis (Ren et al.,

2011). Ademas, se encontré una sobrexpresion del receptor A3 en células mononucleares
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de sangre periférica en pacientes con enfermedades autoinmunes, incluida la Ell por lo que

se sugiere que podria tener efectos proinflamatorios (Ochaion et al., 2009).

Multiples evidencias también respaldan la participacién de los receptores P2X en la
inflamacion intestinal. Especificamente el receptor P2X7 ha sido ampliamente investigado.
Varios estudios han demostrado que la expresion proteica y ARNm del receptor P2X7 se
encuentra elevada en modelos animales de colitis en el epitelio y lamina propia de la
mucosa intestinal, donde se colocaliza con células dendriticas y macréfagos (Antonioli et
al., 2014; Neves et al., 2014; Gulbransen et al., 2012). Ademas, Neves y colaboradores
demostraron que los ratones knockout para P2X7 y sometidos a un quimico para inducir
colitis no desarrollaron inflamacién intestinal u otros sintomas asociados con la enfermedad
(Neves et al., 2014). Asimismo, la administracion de un antagoénico del receptor P2X7
(A740003) en un modelo de colitis redujo la infiltracién de células T y macrofagos en la
lamina propia de la mucosa coldnica, seguida de una reduccion en las concentraciones
tisulares colonicas de TNF-a e IL-1B con una consiguiente mejora de la inflamacién
intestinal (Marques et al., 2014). La activacion de mastocitos mediada por los receptores
P2X7 también desencadena la liberacion de citocinas, quimiocinas y leucotrienos
proinflamatorios en el colon de pacientes con enfermedad de Crohn y en modelos murinos
experimentales de colitis (Kurashima et al., 2012). Ademas, la activacion del receptor P2X7
se ha relacionado con la muerte y la retencién de células T reguladoras en los ganglios
linfaticos mesentéricos afectando la tolerancia inmune intestinal que contribuye también al
desarrollo de la inflamacion intestinal (Figliuolo, et al., 2017). Todos estos estudios indican

que el receptor P2X7 promueve la inflamacién intestinal en la patogénesis de la Ell.

La activacion del receptor P2X7 también se ha asociado con la muerte de neuronas
entéricas que conducen a una alteracion de la motilidad del colon (Gulbransen et al; 2012).
La estimulacién del receptor P2X7 desencadena la apertura de los canales de pannexina-
1 (Panx1) y la activacion del inflamasoma, incluida la proteina adaptadora Asc y la escision
de caspasa, lo que provoca la muerte neuronal. En consecuencia, en modelos murinos de
colitis, la inhibicién selectiva de cada componente del eje inflamasoma del receptor P2X7
amortigua significativamente la inflamacién, mientras que la inhibicién de Panx1 reduce la
disfunciéon coldnica in vivo (Gulbransen et al; 2012), que podria explicar en parte la
participacion del receptor P2X7 en la disfuncion motora del colon asociada con la

inflamacion intestinal en un modelo de colitis en ratas (Antonioli et al., 2014).
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Existen evidencias que demuestran que los receptores P2Y también participan en la
inflamacién intestinal, sobre todo los receptores P2Y2 y P2Y6. El tejido colénico de
pacientes con Ell o de ratones con colitis experimental muestran una mayor expresion del
receptor P2Y2 en comparacién con controles sanos (Vuerich et al., 2020). El incremento de
la expresion del receptor P2Y2 depende de la actividad de los factores de transcripcion NF-
kB (Degagné et al., 2009) y C/EBP (Degagné et al., 2012) en células epiteliales intestinales
de modelos murinos de colitis. Ambos factores de transcripcién regulan la transcripcion de
genes implicados en la en respuestas inflamatorias. Ademas, la activacion del receptor
P2Y2 aumenta la expresion de proteinas quimioatrayentes como la ICAM-1 en las células
epiteliales intestinales, lo que promueve la migracion y adhesion transepitelial de monocitos
sugiriendo que el receptor P2Y2 podria promover la inflamacion y dafo de la mucosa
intestinal (Langlois & Gendron, 2009). No obstante, otro estudio encontré resultados
opuestos ya que la activacién del receptor P2Y2 con el agonista 2-tioUTP en un modelo
murino de colitis redujo el indice de la actividad de la enfermedad y el dafio tisular de la
mucosa intestinal, asi como una disminucién en la translocacion bacteriana en comparacion
con ratones no tratados, destacando asi un papel protector del receptor P2Y2 en la colitis
(Degagné et al., 2013).

El receptor P2Y6 contribuye al reclutamiento de neutrofilos en mucosa intestinal
inflamada incrementando la expresién del ligando 8 quimiocina CXC (CXCL8) en las células
epiteliales de la mucosa (Grbic et al., 2012). Por el contrario, otro estudio encontré que la
ausencia del receptor P2Y6 indujo un aumento en la inflamacion intestinal en un modelo
murino de colitis y correlaciond con un incremento en el reclutamiento de linfocitos Th1 y
Th17 sugiriendo un papel protector del receptor P2Y6 expresado en leucocitos en la

inflamacién intestinal (Salem et al., 2019).

Se encontraron hallazgos sobre la participacion del receptor P2Y1 en la regulacién de la
actividad neuromuscular del colon en un modelo de colitis en cobayos, donde se demostrd
que la motilidad propulsiva del colon inflamado esta atenuada. Esta alteracion se asoci6
con una disminucion de la transmisidén purinérgica de la rama inhibitoria descendente del
reflejo peristaltico probablemente por una disminucién del receptor P2Y1 (Strong et al.,
2010).

Se puede resumir que la sefalizacidon purinérgica ha sido implicada ampliamente en la

regulacién de las respuestas inmunes inflamatorias, la dismotilidad intestinal y las lesiones
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de las neuronas entéricas en la Ell. Asimismo, la inflamacion del tracto gastrointestinal en
la Ell provoca cambios marcados en la liberacion y el catabolismo de las purinas,
modulando asi la expresion y sefalizacidon de los receptores purinérgicos (Roberts et al.,
2012; Longhi et al., 2017). Sin embargo, no se ha investigado a fondo el impacto de los
cambios en los componentes de sefializacion purinérgica en la inflamacion intestinal de bajo

grado asociada con obesidad y DT2.

3. ANTECEDENTES

Pocos estudios han identificado alteraciones en la expresién de componentes del sistema
purinérgico en el intestino utilizando modelos experimentales de obesidad, pero a la fecha

no se han explorado en modelos experimentales de DT2.

Mizuno y colaboradores fueron los primeros en demostrar aumentos en la expresion del
receptor P2X2 en neuronas mientéricas de ileon de ratones hembra ob/ob en comparacion
con ratones hembra tipo silvestre (Mizuno et al., 2012). No obstante, mas tarde este mismo
grupo encontrd que la expresion del receptor P2X2 disminuy6 en las neuronas mientéricas
nitrérgicas y colinérgicas del ileon de ratones macho ob/ob (Mizuno et al., 2014), sugiriendo

que el receptor P2X2 tiene una expresion diferencial en animales machos y hembras ob/ob.

Por otro lado, Antonioli y colaboradores observaron un incremento de la expresion del
receptor A2B en la capa neuromuscular del colon de ratones obesos alimentados con una
HFD (60% kcal de grasa) y este incremento lo relacionaron con una respuesta anormal
taquiquinérgica que provocaba una disfuncién motora del colon (Antonioli et al., 2017).
Luego este mismo grupo demostré que los receptores A2B en la glia entérica modula la
respuesta taquiquinérgica anormal y previene la inflamacion entérica asociada con la
obesidad inducida por una HFD, proponiendo a este receptor como un objetivo terapéutico
potencial en el manejo de las disfunciones motoras intestinales y la inflamacion asociada

con la obesidad (D'Antongiovanni et al., 2020).
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4. JUSTIFICACION

En México, la obesidad y la DT2 son un grave problema de salud publica con un nimero
elevado de casos y con multiples consecuencias adversas en la calidad de vida. La
obesidad se caracteriza por la presencia de una inflamacion crénica sistémica de bajo
grado, que se relaciona con el desarrollo de resistencia a la insulina, y la consecuente
aparicion de trastornos metabdlicos, como la DT2. Debido a que se ha documentado que
la inflamacién intestinal de bajo grado inducida por una dieta alta en grasas ocurre antes
del aumento de peso, se ha propuesto que alteraciones en la homeostasis intestinal por
este tipo de dietas puede ser el detonante de la inflamacién sistémica de bajo grado, la
resistencia a la insulina y el desarrollo de DT2, y dado que las alteraciones en la
sefnalizacién purinérgica han sido implicadas en la modulacion de la inflamacion intestinal,
se considera importante una evaluacién de los perfiles de expresion de los genes
purinérgicos y de las funciones de motilidad intestinal en una condicion de DT2 inducida por
una dieta de cafeteria en combinacién con STZ para reflejar mejor la fisiopatologia de la
enfermedad, de tal manera que el conocimiento nuevo generado podria tener relevancia

terapéutica, diagnéstica y funcional.

5. HIPOTESIS

El perfil de expresion de genes purinérgicos se encuentra alterado durante la inflamacion
intestinal de bajo grado en un modelo murino de DT2, lo que a su vez genera alteraciones

en la motilidad intestinal
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar si los elementos de la sefalizacion purinérgica estan alterados durante la

inflamacion intestinal de bajo grado asociado a DT2.
6.2 Objetivos especificos

o Establecer y validar un modelo experimental de DT2 inducida por una dieta de
cafeteria en combinacion con una dosis de estreptozotocina en ratones C57BL/6J.

e Caracterizar la inflamacion intestinal de bajo grado asociada a la DT2.

e Determinar el efecto de la inflamacién intestinal asociada con la DT2 sobre la
expresion geénica de los elementos implicados en la sefializacion purinérgica.

e Evaluar el impacto de la inflamacion intestinal asociada con la DT2 sobre la motilidad

y la implicacion de los elementos purinérgicos.

7. METODOLOGIA

7.1 Animales y modelo experimental de DT2.

En este estudio se utilizaron ratones macho C57BL/6J de 8 semanas de edad obtenidos de
los bioterios UPEAL de la Universidad Auténoma Metropolitana y Universidad Autonoma de
Aguascalientes. Los protocolos animales fueron aprobados por el comité de ética en
animales en docencia e investigacion de la Universidad Autonoma de Aguascalientes
(CEADI-UAA INV 010/2023) y manejados de acuerdo con los lineamientos de la norma
mexicana (NOM-062-ZO0-1999).

Los ratones se mantuvieron a una temperatura ambiente de 23-25°C. Con agua y comida
disponibles ad libitum. Los animales fueron aclimatados siete dias antes de la exposicion a
la dieta y se dividieron aleatoriamente en dos grupos: grupo control (CTRL) que se alimento
con una dieta estandar (Nutricubo, Purina®) que contenia una densidad caldrica de 2.46
kcal/g distribuida en 49% carbohidratos, 3% lipidos, 23% proteinas y 6% fibra y grupo
cafeteria (CAF), alimentado con una dieta de cafeteria compuesta por una dieta estandar

mas chocolate liquido, galletas, tocino, papas fritas y paté de cerdo en una proporciéon de
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1:1:1:1:1:2, respectivamente, con una densidad calérica de 3.72 kcallg en 39%
carbohidratos, 49% lipidos, 12% proteinas y 513.53 mg de sodio, como se describid
anteriormente (Cardenas-Perez et al., 2018). Tanto el grupo CTRL como el CAF se

alimentaron durante 21 semanas.

Para inducir la DT2, utilizamos una combinacion de una dieta de cafeteria y una unica
inyeccion de estreptozotocina (STZ) (Reed et al., 2000). Al grupo CAF, después de seis
semanas de iniciar la dieta, se le inyecté por via intraperitoneal (i.p.) 100 mg/kg de STZ
(CAF-STZ) disuelta en un buffer de citrato 0.1 M (pH 4.5), mientras que al grupo CTRL se

le inyectd via i.p. el vehiculo buffer de citrato (0.25 ml/kg).

El peso corporal y el numero de heces producidas en una hora se midieron
individualmente una vez por semana. Para medir el numero de heces por hora, los ratones
se sacaron individualmente de su jaula, se pesaron y se colocaron en una jaula limpia y
vacia que contenia solo una fuente de agua durante 1 h, y luego se volvieron a colocar en
su jaula normal, después se registro el numero de heces producidos por ese ratén durante

el lapso de 1 h.

La ingesta de alimentos se midi6 diariamente, esto se convirtié en una ingesta calérica
diaria multiplicando los gramos de alimentos consumidos por las calorias conocidas/g de
alimento y se expresaron en un grafica como ingesta promedio semanal. Al final del periodo
de alimentacion de 21 semanas, los ratones se mantuvieron en ayunas durante 6 h, se
anestesiaron con isoflurano inhalado, se recogié sangre mediante puncién cardiaca y, por
lo tanto, los animales fueron sacrificados mediante desangrado. Después de la eutanasia,

se recolectaron muestras de TAB y de colon para su posterior procesamiento.

A partir del dia cero del protocolo experimental, se realizaron curvas IPGTT e ITT cada
cuatro semanas para monitorear el progreso de la resistencia a la insulina y el desarrollo
de DT2. La resistencia a la insulina se observo a las 20 semanas de iniciada la dieta; por

tanto, se decidi6 sacrificar los ratones en la semana 21.

7.2 Mediciones de insulina, triglicérido y colesterol en plasma.

Después de las veintiun semanas de alimentacion, los ratones se dejaron en ayuno durante

6 h, luego fueron anestesiados con isoflurano inhalado y se extrajo sangre mediante
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puncién cardiaca después de la induccion de la anestesia. El plasma se separé mediante
centrifugacién a 3500 x g durante 10 minutos y se almacend a -80 °C para su posterior
analisis. La insulina plasmatica se analiz6 mediante un kit ELISA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Raton Ins1/Insulin ELISA Kit; nimero de catalogo RAB0817;
Millipore; EE. UU.). Los triglicéridos plasmaticos y el colesterol total se midieron utilizando
un kit colorimétrico disponible comercialmente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante Sigma-Aldrich (kit de cuantificacion de triglicéridos, numero de catalogo MAK266
y kit cuantitativo de colesterol, numero de catalogo MAK043). Se utilizé el espectrofotometro

de microplacas Multiskan Sky (Thermo Scientific™) para medir los cambios de absorbancia.

7.3 Mediciones de glucosa sanguinea en ayuno (FBG), prueba de tolerancia a la

glucosa intraperitoneal (IPGTT) y prueba de tolerancia a la insulina (ITT).

Los ratones se mantuvieron en ayuno durante 6 h para realizar los analisis FBG, IPGTT e
ITT. Los niveles de FBG se midieron semanalmente mediante un corte muy pequefio en la
punta de la cola de cada ratdén, descartando la primer gota de sangre y recuperando la
siguiente gota en tiras reactivas que se colocaron en un glucometro Freestyle Optimum
(Abbott, Chicago, IL; EE. UU.).

Para la curva de la IPGTT, a los animales se les inyecto via i.p. D-glucosa (2 g/kg de
peso corporal; Sigma-Aldrich). Los niveles de glucosa se midieron mediante sangrado de
la punta de la cola con un glucometro antes de la inyeccién de glucosa y 15, 30, 60 y 120
minutos después de la administracién de glucosa. Se calculd el area bajo la curvade la
IPGTT restando la glucosa basal para estimar la tolerancia a la glucosa (Virtue & Vidal-
Puig, 2021).

Para ITT, a los animales se les inyectd via i.p. insulina (0.75 Ul/kg de peso corporal;
insulina humana, Registro No. 398M94 SSA |V, Laboratorios AMSA, Jalisco, México).
Luego se midieron los niveles de glucosa en sangre antes y 15, 30, 45, 60 y 90 minutos
después de la inyeccion de insulina. La tasa de desaparicion de glucosa se calculé como la
pendiente de la linea decreciente de los niveles de glucosa en sangre (Kirr) durante un ITT
dentro de los 30 minutos para identificar la resistencia a la insulina. Kirr se calculd con la

siguiente férmula: Kirr = 0.693/t"2X 100, donde t'2 representa el tiempo necesario para que
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la concentracién de glucosa plasmatica disminuya en un 50% después de la inyeccion de
insulina. La Kirr normal es = 2.0%/minuto y los valores < 1.5 se consideran anormales. Este
método proporciona una estimacién indirecta de la sensibilidad general a la insulina
(Monzillo & Hamdy, 2003).

7.4 Diseccion del tejido adiposo blanco y colon

Una vez que los ratones fueron sacrificados, se abrio la cavidad peritoneal para obtener el
TAB de la grasa subcutanea abdominal (SCF), la grasa perirrenal (PRF) y la grasa
perigonadal (PGF) se obtuvo como se describié anteriormente (Tan et al., 2018), se peso,

se fotografié y se almacend. a -80°C para su posterior analisis.

También se colectd el colon completo, se fotografié, se lavé la materia fecal realizando
lavados con PBS IX frio (NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; Na;HPO4 8 mM; KH2PO4 2 mM), se
seco sobre una toalla de papel y se pesd. El colon distal se dividié en tres segmentos de
aprox. 1-2 cm. El primer segmento se utilizé para el andlisis histoldgico con hematoxilina y
eosina (H & E), el segundo segmento se utilizé para medir los niveles de ATP luminal y el
tercer segmento del colon se utilizé para la extraccion de ARN total y la posterior
determinacion de los niveles de expresion génica de los mediadores inflamatorios y

componentes del sistema purinérgico por RT-gPCR.

7.5 Evaluacion histopatolégica de la inflamacion mediante la técnica histolégica de

hematoxilina y eosina (H & E)

El primer segmento de colon distal (aprox. 1 cm) se disecciond y se fijé en formalina al 10%
durante 24 h. Después el tejido se deshidrato en alcoholes de manera gradual de menor a
mayor, se aclaré en xileno y se embebid en parafina. Después se realizaron cortes de 7 ym
de grosor y se recogieron en portaobjetos recubiertos y se tifieron con H & E. Las secciones
tefiidas se observaron utilizando un microscopio 6ptico convencional (Axioscope 40, Carl
Zeiss, Alemania) con un aumento de 10X y se fotografiaron para su posterior analisis. Dos
observadores independientes llevaron a cabo mediciones especificas de la profundidad de
las criptas, la mucosa y la capa externa muscular en 3 secciones para cada raton utilizando

el software Image J (National Institutes of Health, EE. UU.). El espesor de la capa mucosa

49



del colon se midio desde la base hasta la parte superior del epitelio, y la profundidad de la

cripta se midié entre la union cripta-vellosidad y la base de la cripta.

7.6 Medicion de la concentracion de ATP luminal en el colon

El segundo segmento de colon distal (1-2 cm) se lavo con PBS 1X frio y se le aplico 100 pl
de buffer de ensayo de ATP con una micropipeta. El liquido luminal se recuperd en un tubo
de microcentrifuga de 0.5 ml y los niveles de ATP se determinaron con un kit de ensayo
colorimétrico/fluorométrico de ATP (numero de catalogo MAK190, Sigma-Aldrich) segun las
instrucciones del fabricante. Al medir el ATP luminal del colon, pudimos medir el ATP
producido y el liberado por bacterias comensales y células epiteliales del colon; por tanto,

el ATP luminal es una medida acumulativa del ATP extracelular.

7.7 Analisis de expresion génica por RT-qPCR

El ARN total se extrajo de 100 mg de TAB o del colon distal utilizando el método TRIzol-
Cloroformo (TRI reagent®; Numero de catalogo: T9424; Sigma-Aldrich) segun el protocolo
del fabricante. EI ARN total obtenido se cuantific6 con un BioDrop™uLITE (Denville,
Scientific Inc.) y su calidad se calculé con base en las relaciones de absorbancia nm
A260/A280 y A260/A230; el rango de relacion aceptado fue 1.9-2,0. Para la sintesis de
ADNCc, se utilizaron 0.5 ug de ARN total junto con el kit de transcripcion reversa (numero de
catalogo: K1612; Thermo Fisher Scientific) y el oligo(dT)+s en un termociclador T100 (Bio-

Rad; EE. UU.) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

Una vez que se obtuvo el ADNc, la expresion génica de los mediadores inflamatorios y
los componentes de sefializacion purinérgica se determind cuantitativamente mediante
PCR en tiempo real CFX96TM (Bio-Rad) utilizando el kit SsoAdvanced™ Universal SYBR®
Green Master Supermix (numero de catalogo: 172-5270; Bio- Rad) segun el protocolo del
fabricante. Las secuencias de los oligos utilizados se enlistan en la Tabla 2. Las condiciones
del PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95 °C, seguida por
45 ciclos de desnaturalizaciéon 15 s a 95 ‘C y alineamiento 30 s a la temperatura de

hibridacion. La curva de fusion fue de 65 °C a 95 °C. Los niveles de expresion se
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determinaron en tres a cinco experimentos independientes realizados por duplicado, con el
método 2-AACt utilizando gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como

transcripcion de control de expresion constitutiva.

7.8 Analisis de expresion del receptor P2X7 por inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia los cortes histolégicos de colon se desparafinaron,
rehidrataron y, posteriormente se lavaron en buffer de citratos (10 mM; pH 6.0) previamente
calentado para desenmascarar los antigenos. Posteriormente, se incubo con el anticuerpo
primario rabbit Anti-P2X7 en una dilucién 1:400 (#PA5-280201, Invitrogen) durante toda la
noche a 4° C. Finalmente, se realizé la incubacién con el anticuerpo secundario conjugado
con Alexa Fluor-488 anti-rabbit en una dilucion 1:1000 (#Ab150109) a temperatura
ambiente por 2 horas. Las fotomicrografias se capturaron con un microscopio confocal

Olympus Fluo Wiew 1200 a una magnitud de 40X.

7.9 Ensayo de motilidad del colon en baino de 6rgano aislado

Se disecciono el colon y se lavé con solucion de Ringer-Tyrode (composicién en mM: 136
NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCl,, 1 MgS04.7H.0, 12 NaHCOs3, 0.5 NaH,POQO4, 5.5 glucosa, pH 7.4).
Un segmento de colon distal de entre 3-4 cm se monto verticalmente en un bafno de 6érgano
que contenia 50 ml de solucién Ringer-Tyrode a 37°C y se burbujeo con aire. La tensién
inicial de los tejidos se fijo a 1 g y se dejé 30 min para su estabilizacién. Las contracciones
espontaneas ciclicas (actividad fasica en ausencia de estimulos externos) y la contraccion
inducida por ACh (10 pM) fueron registradas en ausencia o presencia de un antagonista
selectivo para los receptores P2X7, A804598 (0.1 pM) para evaluar la participacion
purinérgica en condiciones isométricas utilizando el transductor de tension del sistema
MP150 y el software Acknowledge 4.1. Se obtuvieron curvas dosis-respuesta utilizando
dosis incrementadas de ATP (1-1000 uM). Se analizé la amplitud, la frecuencia y la duracién
de las contracciones registradas antes y después de agregar el ATP, BzATP o A804598

para evaluar los efectos de éstos sobre la motilidad colénica.
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7.10 Analisis estadistico

Todos los datos numéricos se presentan como la media + error estandar de la media (SEM).
El numero de experimentos realizados se designa como "n". El peso corporal, la ingesta
caldrica, la produccién de heces y la curva de FBG se analizaron utilizando ANOVA de dos
vias con una prueba post hoc de Bonferroni. Para comparar dos grupos, se utilizé la prueba
t-student no pareada. Los datos analizados con el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, Inc.) se consideraron estadisticamente diferentes cuando P < 0.05. Se realizé
una prueba de correlacion de Pearson para determinar la correlacion entre los transcritos
purinérgicos expresados diferencialmente y los parametros morfolégicos y los mediadores

inflamatorios que resultaron alterados.
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Tabla 2. Lista de oligos usados en los experimentos de RT-qPCR.
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8. RESULTADOS

8.1 Los ratones CAF-STZ exhibieron un fenotipo de obesidad

La Figura 4A muestra una imagen representativa de un ratén CAF-STZ en comparacion
con un ratén CTRL. Después de 9 semanas de alimentacion, los ratones del grupo CAF-
STZ tenian un peso corporal significativamente mayor en comparacion con el grupo CTRL
(P <0,05; Figura 4B), siendo el peso corporal final del grupo CAF-STZ de 41. 89 + 2.41 g,
mientras que el grupo CTRL fue de 27.59 £ 1.19 g, lo que corresponde a un aumento del
33 % de masa corporal en los ratones CAF-STZ. Ademas, el grupo CAF-STZ tuvo una
ingesta energética significativamente mayor (17.05 = 1.15 kcal/g) que el grupo CTRL (8.50
+ 0.62 kcal/g) (Figura 4C). Después de la inyeccion de STZ, la ingesta calérica disminuyo

ligeramente, pero permanecio significativa en comparacion con el grupo CTRL.

Figura 4. Peso corporal y consumo energético de ratones C57BL6J. A) Imagen representativa de la
apariencia de un ratén CTRL y un raton CAF-STZ. B) Peso corporal en gramos determinado
semanalmente. C) Ingesta energética media semanal (kcal/g). La cabeza de flecha negra indica el
inicio de semana donde fue inyectada la STZ. Los datos se expresan como medias + SEM. n = 10
por grupo CTRL y n = 9 por grupo CAF-STZ. Las diferencias estadisticamente significativas se
indican con * P < 0.05 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Bonferroni.

La relacidn entre peso del TAB y la masa corporal de los ratones se evalu6 después del
sacrificio de los animales para la deteccién de la obesidad. La grasa SCF y PRF de los
ratones CAF-STZ fueron 5.7 y 6.5 veces mayores que la del grupo CTRL, respectivamente
(P <0,05; Figuras 5A y 5B). No se observaron cambios significativos en el peso de la PGF.
Ademas, se evaluo la expresion génica de adipocinas como marcadores de obesidad y
lipotoxicidad en el TAB. Se encontré que los niveles de los transcritos MCP-1 y quemerina
fueron significativamente mas altos en la grasa SCF del grupo CAF-STZ (P <0.05; Figura

5C y 5D) que la del grupo control, aunque no hubo diferencias en los niveles de ARNm de
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MCP-1y quemerina de las grasas PRF y PGF. No se encontraron diferencias en los niveles

de ARNm de adiponectina en ninguno de los tejidos adiposos analizados (Figura 5E).

Con respecto a los lipidos plasmaticos, hubo niveles de colesterol total significativamente
mas altos en el grupo CAF-STZ (19.81 £ 1.24 mg/dL vs. 10.42 £ 0.69 mg/dL; CTRL) (P =
0.0006; Fig. 5G) pero ningun efecto significativo en los niveles de triglicéridos plasmaticos
(Figura 5F) en comparacién con el grupo CTRL. En conjunto, todos estos resultados indican

que los ratones CAF-STZ presentaban caracteristicas indicativas de obesidad.

Figura 5. Los ratones CAF-STZ exhibieron adiposidad localizada. (A) Imagen representativa de la
grasa subcutanea abdominal (SCF), la grasa perirrenal (PRF) y la grasa perigonadal (PGF). (B) Peso
del TAB de SCF, PRF y PGF en proporcion al peso corporal. Niveles de expresiéon de ARNm de
genes asociados a la inflamacion por adiposidad: MCP-1 (C), quemerina (D) y adiponectina (E) en
SCF, PRF y PGF. (F) Triglicéridos y (G) colesterol plasmaticos totales. Los datos se expresan como
medias + SEM. n = 10 por grupo CTRL y n =9 por grupo CAF-STZ. Las diferencias estadisticamente
significativas se indican con * P < 0.05 y *** P < 0.001 mediante la prueba t-student no pareada.

8.2 Los ratones CAF-STZ desarrollaron DT2

Se utilizaron las curvas FBG, IPGTT e ITT para examinar la homeostasis de la glucosa. Los
ratones CAF-STZ mostraron un aumento significativo de la FBG a partir de la segunda
semana de iniciar la dieta. Al final del protocolo de alimentacion (21 semanas), los ratones
CAF-STZ mostraron un aumento significativo en la FBG del 61.2 % (178.80 + 13.73 mg/dL)
en comparacion con los ratones CTRL (110.90 + 6.2 mg/dL) (Figura 6A). También hubo un

aumento significativo en el nivel de insulina plasmatica, siendo 1.5 veces mayor en el grupo
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CAF-STZ (250.10 £ 71.62 pyUl/mL) que en el grupo CTRL (60.9 + 24.18 pUI/mL) (P = 0.03;
Figura 6B).

Los resultados obtenidos de la curva IPGTT mostraron que los niveles elevados de
glucosa en sangre a los 15 minutos después de la inyeccion de glucosa exégena son
similares en los grupos CAF-STZ y CTRL. Sin embargo, 120 minutos después de la
inyeccion, la glucosa en sangre permanecio elevada en los ratones CAF-STZ, pero no en
el grupo CTRL (Figura 6C). A pesar de los altos niveles de insulina en plasma se vieron
aumentados demostrandose que existe una falta de actividad de la insulina enddégena. Se
analizaron las areas bajo las curvas (AUC) de la IPGTT para determinar la tolerancia a la
glucosa. Se encontré que el AUC fue significativamente mayor en el grupo CAF-STZ
(25,114 £ 5,905) en comparacion con el grupo CTRL (11,263 + 1,984) (P = 0.03; Figura 6D)

indicando que los ratones del grupo CAF-STZ desarrollaron tolerancia a la glucosa.

También se realizaron curvas de las ITT después de 21 semanas del protocolo de
alimentacion para investigar las diferencias en la sensibilidad a la insulina. Se determino
que, después de la administracién de insulina exdgena en el grupo CTRL, la concentracion
de glucosa en sangre disminuy6 rapidamente, pero en el grupo CAF-STZ, la concentracion
de glucosa en sangre disminuyé lentamente en los primeros 30 minutos (Figura 6E). La
pendiente de estas curvas se calculé para determinar el indice Kirt, encontrandose que el
grupo CAF-STZ tuvo un indice Kirr menor (1.3 £ 0.05 %/min) que el grupo CTRL (1.93
0.03 %/min) (P < 0,0001; Figura 6F), lo que indicé que la sensibilidad a la insulina disminuyo
notablemente en el grupo CAF-STZ. En conjunto, todos estos resultados mostraron que los
ratones alimentados con una dieta de cafeteria e inyectados con una dosis de STZ

desarrollaron caracteristicas tipicas de la DT2.

8.3 Los ratones CAF-STZ exhibieron alteraciones en la morfologia del colon

Para demostrar el efecto del tratamiento con CAF-STZ sobre la morfologia intestinal, se
evalué el aspecto macroscépico del colon. Los ratones CAF-STZ presentaron
adelgazamiento de la pared intestinal y una reduccion de la longitud del colon (Figura 7A),
la cual se redujo significativamente en un 12.8 % en los ratones CAF-STZ (7.30 £ 0.26 cm)

en comparacioén con los ratones CTRL (8.38 + 0.34 cm) (P = 0.02; Figura 7B).
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Figura 6. Los ratones CAF-STZ mostraron el metabolismo de la glucosa alterado. (A) Glicemia en
ayuno (FBG) en mg/dL evaluada semanalmente. (B) Niveles de insulina en plasma después de 21
semanas con la dieta. (C) Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT). (D) El area bajo
las curvas (AUC) para IPGTT. (E) Prueba de tolerancia a la insulina (ITT). (F) Tasa de desaparicion
de glucosa (Kirt) en %/min. Los datos se expresan en medias + SEM de 10 ratones CTRL y 9 ratones
CAF-STZ. *P < 0.05 y ****P < 0.0001 al comparar CAF-STZ versus CTRL mediante la prueba t de
Student no pareada en los incisos B, D y F y ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc
de Bonferroni en el inciso A.
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Figura 7. Los ratones CAF-STZ mostraron una disminucion significativa en la longitud del colon. (A)
Imagen representativa del colon diseccionado de ambos grupos. (B) La longitud del colon fue medida
de la unidn ileocecal hasta el recto. Los datos son expresados como la media £+ SEM de 10 ratones
CTRL y 9 ratones CAF-STZ. *P < 0.05 al comparar CAF-STZ versus CTRL mediante la prueba t de
Student no pareada.

Tras el examen histolégico del colon distal, el grupo CTRL mostré una arquitectura de la
capa mucosa y muscular completa, sin pérdida epitelial superficial, ni infiltracion de células
inflamatorias. Por el contrario, el grupo CAF-STZ mostré adelgazamiento de la capa
muscular y mucosa, erosion epitelial superficial e infiltracion leve de células inflamatorias
(Figura 8A). Para cuantificar los cambios se midi6 la longitud de la capa de la mucosa y la
muscular. Los resultados revelaron que el grosor de la mucosa del colon en los ratones
CAF-STZ fue significativamente mas corta en comparacién con los ratones CTRL (309.8 +
20.24 ym versus CAF-STZ = 253.2 + 16.03 um; P = 0.007; Figura 8B). El grosor de la capa
muscular externa también se redujo significativamente en el grupo CAF-STZ en
comparacion con el grupo CTRL (139.4 £ 8.85 pm versus CAF-STZ =106.1 £ 7.95 um; P =
0.03; Figura 8C), aunque la profundidad de la cripta no fue evidentemente alterada (Figura
8D). Estos resultados indican que los ratones alimentados con la dieta de cafeteria y una

inyeccion de STZ mostraron sefiales de inflamacion del colon.
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Figura 8. Los ratones del grupo CAF-STZ mostraron alteraciones en las capas histolégicas del colon.
(A) Secciones transversales representativas del colon tefidas con H & E (la punta de flecha azul
indica infiltracién celular; la barra de escala es 100 um; aumento X 10; (B) Grosor promedio de la
capa mucosa; (C) Grosor promedio de la capa muscular externa y (D) Profundidad de las criptas
colonicas. Seis secciones histoldgicas de 7 um de grosor de al menos 5 ratones por grupo fueron
utilizadas para las mediciones cuantitativas. Los datos se expresan como la media + SEM. Diferencia
estadistica *P < 0.05y **P < 0.01 en comparacion con el grupo CTRL mediante la prueba t de Student
no pareada.

8.4 Los ratones CAF-STZ desarrollaron una inflamacion intestinal de bajo grado

Las citocinas son sefales criticas en el sistema inmunoldgico intestinal y se sabe que
participan en el proceso de inflamacion. Se evalué el perfil de citocinas inflamatorias del
colon en ratones CTRL y CAF-STZ en la semana 21. Se demostré que los niveles de ARNm
de NF-kB e IL-1p3 en el colon aumentaron 3.8 y 7.8 veces, respectivamente, en los ratones
CAF-STZ en comparacién con los ratones CTRL. Por el contrario, los niveles de ARNm de
IL-6 e IL-10 en el colon disminuyeron significativamente en 0.65 y 0.66 veces,
respectivamente, en ratones CAF-STZ en comparacion con ratones CTRL. No hubo
cambios en los niveles de expresion de ARNm de TNF-a, COX-2 e IL-22 en el colon al
comparar los grupos CAF-STZ y CTRL (Figura 9A).
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Debido a que la liberacién de ATP se ha asociado con la inflamacién y varias células
inmunes responden al ATP extracelular como una sefial de peligro a través de receptores
purinérgicos, analizamos la concentracién de ATP en el contenido luminal del colon. Los
niveles de ATP aumentaron 2.4 veces en los ratones CAF-STZ (20.95 = 2.4 ng/ul) en
comparacion con el grupo CTRL (8.67 £ 2.7 ng/ul) (P = 0.006; Figura 9B).

Figura 9. Efectos de CAF-STZ sobre la expresion del ARNm de mediadores inflamatorios. (A) Los
niveles de expresiéon de ARNm de mediadores inflamatorios en el tejido colénico fueron medidos por
PCR en tiempo real. (B) La concentracion de ATP luminal fue medida con un ensayo colorimétrico;
n =8 grupo CTRL y n = 7 grupo CAF-STZ por duplicado. Los datos se expresan como la media +
SEM. *P < 0.05 y **P < 0.01 indican diferencias estadisticas en comparacion con el grupo de control
mediante la prueba t de Student no pareada.

8.5 El colon de ratones CAF-STZ mostraron alteraciones en la expresion de los

componentes de la sefalizacién purinérgica.

El aumento de los niveles de ATP luminal en el colon de ratones CAF-STZ sugieren que la
sefalizacion purinérgica esta desregulada durante la inflamacion intestinal de bajo grado
en DT2, por lo que se examind la expresion de los componentes de la sefalizacién
purinérgica en el tejido colénico mediante RT-qPCR. Los resultados revelaron que el ARNm
de P2X2 y P2X7 disminuyo significativamente en aprox. 30% en los ratones del grupo CAF-
STZ en comparacién con los ratones CTRL (P2X2: P = 0.0009 y P2X7: P = 0.0141);
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mientras que los niveles de expresion de ARNm de P2X1, P2X3 y P2X4 no se alteraron
significativamente (Fig. 10A). Por el contrario, la expresion del receptor P2Y2 aumento
significativamente en los ratones CAF-STZ (P < 0.001; Fig. 10B), mientras que los otros
miembros de la familia P2Y no mostraron cambios significativos. También se examinoé la
expresion de la transcritos de los receptores de adenosina (A1, A2A, A2B y A3) en el tejido
colonico y solo los niveles de ARNm de A3 se alteraron significativamente, disminuyendo
en un 54% en el grupo CAF-STZ en comparacion con el grupo CTRL (P = 0.049; Fig. 10C).
Finalmente, se evalud la expresion génica de ectonucleotidasas, encontrando que la
expresion de ENTPD1 (CD39) y AMPD3 en el colon de ratones CAF-STZ fueron
comparables similares a la del grupo CTRL, mientras que la expresion de NT53 (CD73) y
ADA aumentaron significativamente en los ratones CAF-STZ (P < 0.05; Fig. 10D).

Figura 10. Variacion en la expresion génica de los componentes del sistema purinérgico en el tejido
colénico de ratones CAF-STZ. Se cuantifico el ARNm de varios componentes de sefalizaciéon
purinérgica: receptores P2X (A), receptores P2Y (B), receptores de adenosina (C) vy
ectonucleotidasas (D). Las transcripciones se cuantificaron mediante RT-qPCR y se normalizaron a
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GAPDH como control de expresion constitutiva. Se utilizaron de tres a cinco ratones por grupo para
preparar el ARN total y los analisis de gPCR se analizaron por duplicado para cada muestra. Los
datos se expresan como la media + SEM. El * indica p < 0.05 y ***P < 0.001 en comparacion con el
grupo CTRL mediante la prueba t de Student no pareada.

Se observd una reduccion en los niveles de ARNm del receptor P2X7, lo cual fue
inesperado debido a que multiples estudios han demostrado su sobreexpresion en
condiciones de inflamacién. Por tal motivo, se llevaron a cabo inmunohistoquimicas con
anticuerpo P2X7 en cortes transversales del colon distal de ratones CTRL y CAF-STZ para
determinar la expresion proteica del receptor. Los resultados de la inmunofluorescencia
revelaron que la inmunoreactividad del receptor P2X7 disminuyé en la capa muscular y
mucosa del colon de ratones CAF-STZ en comparacion con las secciones transversales de
los ratones CTRL (Fig. 11).

Figura 11. Inmunoreactividad del receptor P2X7 en el colon de ratones CTRL y CAF-STZ. Imagenes
representativas de los cortes histoldgicos transversales del colon distal de ratones CTRL y CAF-STZ
incubados con anticuerpo primario P2X7 en verde y tefiidos con DAPI para observar los nacleos a
un aumento de 40X. La escala de medida es 50 pm.
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8.6 La expresion de ARNm de las subunidades P2X2, P2X7, P2Y2 y NT5E se
correlaciona con la inflamacion intestinal de bajo grado y la homeostasis alterada

de la glucosa.

Se examino la correlacion entre la expresion alterada de P2X2, P2X7, P2Y2, A3R, NTSE y
ADA en el tejido coldnico y todos los parametros medidos de la determinacién de la DT2,
alteraciones morfolégicas del colon y mediadores inflamatorios para obtener mas
informacion sobre la relevancia funcional de las alteraciones en la expresién del gen
purinérgico durante la DT2. La Figura 12 muestra unicamente los datos que resultaron con
una correlacion significativa (P < 0.05). Los resultados mostraron que la expresion de los
genes P2X2, P2X7 y P2Y2 se correlacionaba positivamente con el adelgazamiento de la
capa muscular, la expresion del ARNm de IL-6 y NF-kB, respectivamente, en ratones CAF-
STZ (Fig. 12 A-C), lo que sugiere un papel de estos genes en la inflamacién intestinal de
bajo grado relacionada con la DT2. Por otro lado, la expresién de ARNm de P2Y2 y NT5E
se correlacion6 negativamente con las curvas FBG e IPGTT/ITT, respectivamente (Fig. 12
D-F), lo que sugiere que las proteinas correspondientes pueden desempefar un papel en
la homeostasis de la glucosa. No se encontré una correlacion significativa entre la expresion

de A3R y ADA con los parametros medidos.

Figura 12. Correlacion entre la expresion de transcritos purinérgicos y el desarrollo de la enfermedad
en los ratones CAF-STZ. (A) Correlacion entre la expresion del ARNm de P2X2 y el grosor de la
capa muscular en el colon inflamado; (B) Correlacién entre la expresién de ARNm de P2X7 y la
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expresion de IL-6; (C) Correlacion entre la expresion de ARNm del P2Y2 y la expresion de NF-«kB;
(D) Correlacioén entre la expresion de ARNm del P2Y2 y FBG; Correlacion entre la expresion del
ARNm de NT5E e IPGTT (E) y ITT (F). El analisis se realiz6 mediante la correlacién de Pearson,
considerandose correlacion real aquellos con resultados p < 0.05.}

8.7 Alteraciones en la motilidad intestinal de ratones CAF-STZ

Se investigd si hay afectaciones en la motilidad debido al desarrollo de la inflamacion de
bajo grado observado en el colon de ratones CAF-STZ. Para ello, se midié el numero de
heces por hora por ratén de ambos grupos experimentales durante todo el protocolo de
alimentacion. Los resultados mostraron que el numero de heces por hora no fue

estadisticamente diferente entre los ratones CAF-STZ y CTRL (Figura 13).

Figura 13. Numero de heces producidas por raton en una hora. Los datos se expresan como la
media + SEM. El analisis estadistico se realiz6 mediante una ANOVA de dos vias seguido de una
prueba de multiples comparaciones con Bonferroni

Como no se observaron cambios significativos en el transito colénico de heces. Se
investigo si ocurrian alteraciones en las contracciones espontaneas ritmicas del musculo
liso en preparaciones de colon en los ratones CAF-STZ mediante registros en bafo de
6rgano aislado. Los resultados mostraron que las contracciones espontaneas ritmicas en
los ratones CAF-STZ fueron significativamente menores en tensién y frecuencia en
comparacion con las observadas en los ratones CTRL (Fig. 14A). El promedio de la tensién
de las contracciones espontaneas en los ratones control fue de 0.74 + 0.11 g, mientras que
en los ratones CAF-STZ fue de 0.15 + 0.01 g (P <0.0001; Fig. 14B). La frecuencia de estas
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contracciones también fue afectada, en los ratones control fue de 2.60 + 0.29 ciclos/min,
mientras que en los ratones CAF-STZ fue de 1.57 + 0.25 ciclos/min (P = 0.02; Fig. 14C).
Ademas, se midié la duracion de la relajacion de las contracciones espontaneas ritmicas y
se encontrd que fue significativamente mayor en el grupo CAF-STZ (8.68 + 0.60 s) que en
el grupo CTRL (5.66 + 0.25 s; Fig. 14D). Estos resultados sugieren que hay una disminucién

en la motilidad del colon de los ratones CAF-STZ.

Figura 14. Alteraciones de las contracciones esponténeas ritmicas del musculo liso del colon en los
ratones CAF-STZ. (A) Registros representativos de las contracciones espontaneas ritmicas en el
colon de un ratén CTRL y un CAF-STZ en bano de 6rgano aislados. (B) Tensién promedio de las
contracciones espontaneas ritmicas; (C) Promedio de frecuencias de las contracciones espontaneas
ritmicas; (D) Duracion de la relajacion de las contracciones espontaneas ritmicas. Los datos se
expresan como la media + SEM de n = 3 por cada grupo experimental. El * indica P < 0.05, ***P <
0.001 y ****P < 0.0001 en comparacién con el grupo CTRL mediante la prueba t de Student no
pareada.

Por otro lado, se examind si la contraccion del colon inducida por ACh (10 pM) esta
también afectada en los ratones CAF-STZ. Los resultados demostraron que la tensién de
la contraccién inducida por ACh es significativamente menor en el colon de ratones del
grupo CAF-STZ (1.08 £ 0.18 g) que en el grupo CTRL (2.02 + 0.32 g) (Fig. 15 A-B). Ademas,

se evalud los efectos del ATP (1-1000 uM) sobre las contracciones inducidas por ACh. Los
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resultados demostraron que no hay diferencias en la respuesta inhibitoria del ATP sobre la
tensién de la contraccion inducida por ACh obteniendo un IC50 del ATP para el grupo CTRL
de 13.4 uM y el grupo CAF-STZ de 10.9 uM (Fig. 16), indicando que la disminucion de la
tensién en la contraccién inducida por ACh en el colon no es debida a receptores

purinérgicos que responden a ATP.
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| 1 | |
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Figura 15. La tension de la contraccion del colon distal inducida por ACh fue menor en el grupo CAF-
STZ que en el grupo CTRL. (A) Registros representativos de la contraccion inducida por ACh en un
raton CTRL y un CAF-STZ. (B) Datos resumidos que muestran la tension en g inducida por 10 uM
de ACh. Los datos se expresan como la media £ SEM de una n = 3 por cada grupo experimental. El
* indica p < 0.05 en comparacion con el grupo CTRL mediante la prueba t de Student no pareada.

66



Figura 16. Curva concentracién-respuesta de ATP sobre las contracciones inducidas por ACh (10
MM). Las diferentes concentraciones de ATP se aplicaron de forma ascendente durante 10 min cada
5 min. La respuesta inhibitoria del ATP se normalizo con respecto a la contraccion inducida por ACh
sin ATP, la cual se estableci6 como el 100%. Las curvas sigmoides representan el mejor ajuste
obtenido con una funcién logistica de tres parametros. Los datos se expresan como la media + SEM
de una n = 3 por cada grupo experimental.

Para evaluar si la disminucion de la expresion proteica del receptor P2X7 observada en
la inmunofluorescencia podria explicar en parte las alteraciones en la motilidad intestinal,
se aplicd un antagonista selectivo del receptor P2X7, A804598 (0.1 pM), en las
preparaciones de colon montadas en el bafio de o6rgano aislado. Los resultados
demostraron que el antagonista del receptor P2X7 A804598 no afecto la actividad contractil

espontanea ritmica de preparaciones de colon CTRL y CAF-STZ (Fig. 17A).
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Figura 17. Efecto del antagonista del receptor P2X7, A804598 (0.1 uM), sobre la actividad contractil
del colon aislado de ratones CTRL y CAF-STZ mantenido en solucion de Ringer. (A) Grafica de
columnas mostrando los efectos del A804598 sobre las contracciones espontaneas ritmicas. (B)
Grafica de columnas mostrando los efectos del A804598 sobre las contracciones inducidas por ACh
(10 uM). Cada columna representa la media + SEM obtenido de 3 experimentos por cada grupo
experimental. El analisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA de dos via y una prueba de
post hoc de Bonferroni.

En otra serie de experimentos, se probaron los efectos del bloqueo del receptor P2X7
en las contracciones inducidas por la activacién directa de los receptores muscarinicos en
el musculo liso. Para ello, se evaluo el efecto de AB04598 sobre las contracciones inducidas
por ACh (10 uM). Los resultados evidenciaron que las contracciones colénicas inducidas
por ACh no se vieron afectadas significativamente por A804598 en el grupo CTRL y CAF-
STZ (Fig. 17B).

9. DISCUSION

Este es el primer estudio que explora la expresion de genes purinérgicos en el colon con
inflamacién de bajo grado asociada a la DT2. Para llevar a cabo este estudio, utilizamos un
modelo murino de DT2 inducida mediante una dieta rica en grasas y una dosis baja de STZ
inyectada i.p., que es un modelo ampliamente aceptado en la investigacion de la diabetes
(Reed et al., 2000; Yu et al., 2017). Los resultados del presente estudio muestran que los
ratones alimentados con una dieta de cafeteria durante 21 semanas y a los que se les
inyecté una dosis de 100 mg/kg de STZ exhibieron rasgos fenotipicos de obesidad,
incluyendo aumento de peso, aumento de la ingesta de energia, alto peso de tejido adiposo

blanco y niveles elevados de colesterol plasmatico (Kanasaki & Koya, 2011).

El tejido adiposo blanco secreta varias citocinas inflamatorias, denominadas,
adipocinas, asociadas con la resistencia a la insulina, el metabolismo de la glucosa y los
lipidos y el proceso inflamatorio (Kawai et al., 2021). El vinculo fisiopatoldgico entre la
obesidad y la DT2 no se comprende del todo, pero se sabe que las adipocinas desempefian
un papel esencial. En este trabajo se encontré una mayor expresion de los genes MCP-1y
quemerina en el tejido adiposo subcutaneo abdominal en ratones CAF-STZ en comparacion
con los ratones control, una observacion también encontrada en trabajos previos con

diferentes modelos de obesidad (Moraes, et al., 2003; Bozaoglu et al., 2007). MCP-1 es
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una quimiocina critica que regula la migracion e infiltracién de monocitos/macroéfagos y se
encuentra en mayor cantidad en el tejido adiposo visceral y subcutaneo de pacientes con
obesidad (Huber et al., 2008) y DT2 (Zietz et al., 2005). Aunque no se ha confirmado el
papel etiologico de MCP-1 en estas enfermedades, se sabe que la infiltracion de
macrofagos es un sello distintivo de la inflamacion del tejido adiposo relacionada con la
obesidad que esta estrechamente relacionada con la resistencia a la insulina (Lee & Lam,
2019). Por otro lado, niveles elevados de quemerina en suero y grasa subcutanea
abdominal se han correlacionado con la obesidad, el grado de inflamacion y la resistencia
a la insulina (Rourke et al., 2013). Ademas, se han encontrado niveles elevados de
quemerina en sujetos con obesidad, en estado prediabético y en pacientes con DT2 con
sobrepeso y obesidad (Neuparth et al., 2013; Ernst et al., 2010), lo que sugiere que esta

adipocina tiene un papel en la enfermedad metabdlica.

En el tejido adiposo blanco, también medimos la expresién del ARNm de adiponectina,
que es una adipocina que tiene un papel protector contra la resistencia a la insulina y la
actividad antiinflamatoria y parece proteger contra enfermedades metabdlicas (Coimbra et
al., 2014). Se han informado niveles mas bajos de adiponectina en varios condiciones de
resistencia a la insulina en humanos y animales, incluida la obesidad y la DT2 (Arita et al.,
1999; Statnick et al., 2000). Sin embargo, en el presente estudio no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de adiponectina entre los grupos CAF-STZ y
CTRL. En este sentido, existen hallazgos controvertidos en la literatura. Por ejemplo, un
estudio encontré que los niveles séricos de adiponectina total eran significativamente mas
altos en octogenarios con normoglucemia o DT2 que en el correspondiente grupo de control
de mediana edad (Graessler et al., 2011). Por el contrario, otro estudio encontré que los
pacientes mayores de 65 afos mostraban niveles de adiponectina significativamente mas
bajos que los pacientes de mediana edad y los controles (Coimbra et al., 2014). Aun asi,
después de ajustes estadisticos por la duracién de la enfermedad, no hubo diferencias
significativas en los niveles de adiponectina entre los pacientes con DT2, lo que sugiere
que los niveles de adiponectina parecen estar estrechamente relacionados con la duracién

de la enfermedad y la edad.

Ademas de las caracteristicas fenotipicas de la obesidad mostradas en el modelo
utilizado en este estudio, también demostramos que la combinacion de una dosis baja de

STZ y una dieta de cafeteria demostrd ser un modelo eficaz para simular las caracteristicas
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metabdlicas de la DT2, ya que los ratones CAF-STZ exhibieron niveles de glucosa en
sangre en ayunas significativamente mas altos, un aumento del AUC de la curva IPGTT y
un indice Kir mas bajo que el grupo CTRL, indicando que los ratones CAF-STZ
desarrollaron hiperglucemia, tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina,
respectivamente. Segun otros estudios, combinar una dieta hipercaldrica y una dosis baja
de STZ es eficaz para provocar resistencia a la insulina y eficaz para simular los efectos de
la DT2 (Srinivasan et al., 2005; Ruiyang et al., 2020). También medimos el nivel de insulina
en ayunas al final del protocolo de alimentacion y encontramos un aumento significativo en
el nivel de insulina plasmatica en el grupo CAF-STZ con respecto al grupo de control. Esta
observacién indica que una unica dosis baja de STZ posiblemente indujo un deterioro leve,
en lugar de una disfuncion completa, en las células B pancreéticas, como se ha demostrado

en otros estudios (Ruiyang et al., 2020).

Recientemente, varios estudios han revelado los efectos de una dieta hipercaldrica
sobre la composicion de la microbiota, la inflamacion intestinal y la alterada morfologia del
colon (Malesza et al., 2021). Segun los hallazgos previos, una HFD comprometié las
funciones de la barrera epitelial del colon y redujo significativamente la longitud intestinal,
la profundidad de las criptas, el espesor de la mucosa y los musculos en comparacion con
el grupo control (Kim et al., 2019; Xie et al., 2020). En nuestro estudio, la dieta de cafeteria,
en combinacién con una unica inyeccién i.p. de STZ, produjo alteraciones morfoldgicas
como las observadas en los trabajos anteriores, ya que observamos una marcada
disminucion en la longitud del colon, y en el grosor de la mucosa y la capa muscular. Aun
asi, no observamos una diferencia en la profundidad de la cripta, tal vez debido a diferencias
en la composicion de la dieta puesto que en los estudios previos utilizaron una formulacién
estandar de grasa (> 60 % kcal de grasa) para inducir la obesidad. Sin embargo, se
observaron resultados contrarios en otro trabajo previo utilizando un HFD con una inyeccion
mas baja de STZ (30 mg/kg) en ratas, ya que observaron un aumento en el peso humedo
del colon por unidad de longitud y en el espesor de la capa muscular y mucosa en el grupo
diabético en comparacién con el grupo de control (Chen et al., 2017). Aunque aun no se ha
determinado la relacion entre la profundidad de las criptas y la dieta, la microbiota y/o la
inflamacién localizada, la diferencia observada entre nuestros resultados y los publicados
previamente sugieren nuevamente que el modelo CAF-STZ da como resultado un nivel mas
bajo de inflamacién de colon, en comparacion con el modelo de HFD, un punto importante

que lo destaca como un modelo mejor equipado para estudiar mecanismos inflamatorios
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subclinicos. Ademas, los cambios morfolégicos macroscépicos parecen estar

estrechamente asociados con la dosis de STZ y dependen de la especie.

Algunos estudios han evaluado la expresiéon de multiples citocinas proinflamatorias en
el intestino delgado y el colon de ratones expuestos a una HFD (Ding et al., 2010; de La
Serre et al., 2010) y respaldan la idea de que la dieta promueve cambios inflamatorios
tempranos en el intestino que contribuyen a la susceptibilidad a la obesidad y la resistencia
a lainsulina (Ding & Lund, 2011). En este contexto, evaluamos los niveles de expresién de
ARNmM de mediadores inflamatorios en tejido de colon de ratones CAF-STZ. Nuestros
resultados demostraron un aumento de los niveles de ARNm de NF-kB e IL-13 en ratones
CAF-STZ en comparacion con los ratones control, lo que sugiere un proceso inflamatorio
en el colon. Se han encontrado resultados similares en trabajos anteriores, donde hubo un
aumento significativo en TNF-a, IL-1B e IL-6, asi como la activaciéon de NF-kB en el colon
proximal de ratones alimentados con una HFD (Kim et al., 2012). A diferencia de ellos, no
encontramos diferencias significativas en los niveles de ARNm de TNF-a. Otro estudio
analizé muchas citocinas, pero solo el TNFa fue regulado positivamente por la HFD, y esto
ocurrié especificamente en el ileon y dentro de las 2 a 6 semanas posteriores a la HFD,
pero no se observaron cambios en el colon antes del aumento de peso inducido por la dieta
y el aumento de la masa grasa (Ding et al., 2010), lo que sugiere que la expresion de TNF-
a es local y se produjo en las primeras etapas de la intervencién dietética. A diferencia del
trabajo anterior (Kim et al., 2012), nuestros resultados mostraron que los niveles de ARNm
de IL-6 eran significativamente mas bajos en ratones CAF-STZ que en ratones control. En
este sentido, se ha informado que la IL-6 es compleja y a menudo tiene actividades
contradictorias porque varios estudios proporcionan pruebas sélidas que respaldan que la
IL-6 puede actuar como una citoquina pro o antiinflamatoria en la inflamacion y las
enfermedades metabdlicas (Fuster & Walsh, 2014). En el presente estudio, también
medimos los niveles de ARNm de IL-10 en tejido colénico inflamado y encontramos niveles
significativamente mas bajos de esta citocina en ratones CAF-STZ en comparacion con los
ratones de control. IL-10 es un factor critico en el mantenimiento de la tolerancia inmune de
la mucosa intestinal; cuando se altera la IL-10, se genera inflamacién del colon (Zigmond
et al., 2014; Shouval et al., 2014), lo que sugiere que la regulacion negativa de la IL-10
observada en nuestro estudio posiblemente contribuy6 a la inflamacion de bajo grado del

colon.
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En el intestino, bajo condiciones inflamatorias, el ATP extracelular se libera a partir de
células inmunitarias activadas, células epiteliales lesionadas o dafiadas y algunas bacterias
comensales a través de diferentes mecanismos (secrecion, desgranulacion, liberaciéon
dependiente de hemicanales o muerte celular) (Inami et al., 2018), lo que lleva a un aumento
del ATP extracelular en el microambiente inflamatorio (Di Virgilio & Vuerich, 2015). En este
estudio también observamos una concentracion significativamente mayor de ATP
extracelular en la luz del colon de ratones CAF-STZ que en ratones control, lo que sugiere
su posible papel como molécula de senalizacidn en el entorno inflamatorio intestinal
asociado a la DT2 y que puede haber una desregulacion de la sefalizacion purinérgica
porque se sabe que la respuesta celular neta a la estimulacion purinérgica depende de la

disponibilidad de ATP en el entorno extracelular (Antonioli et al., 2013a).

Los niveles luminales de ATP pueden verse afectados por la actividad enzimatica de las
ectonucleotidasas. En este estudio, encontramos que la expresion del ARNm de NT5E
(CD73) y ADA aumentaron significativamente. Los altos niveles de ATP en el lumen del
colon de ratones CAF-STZ y su posterior degradacién por la ectoenzima CD73 podrian dar
como resultado altas concentraciones sostenidas de adenosina (Robson et al., 2006), que
puede estimular a los receptores P1 en las células T, lo que lleva a un aumento del AMPc
y a la supresion de la funcion de las células T, como se ha demostrado en trabajos
anteriores (Huang et al., 1997). Por lo tanto, es plausible que la expresién elevada de CD73
sirva como mecanismo protector para reducir el ATP elevado y desempefie un papel
importante en la modulacion de la sefalizacién purinérgica durante la inflamacién entérica
de bajo grado (Antonioli et al., 2013b). Ademas, la respuesta inflamatoria modulada por
CD73 en macrofagos estimulados con lipopolisacarido (LPS) requiere la participacion de
las vias de senalizacion NF-kB y ERK (Wang et al., 2023). En este trabajo observamos un
aumento en la expresion génica de NF-kB en el colon de ratones CAF-STZ, aunque su nivel
de expresién no se correlacioné con los niveles aumentados del ARNm de NT5E. Es posible
que el aumento de la expresion de la transcripcion de ADA, una enzima que facilita la
desaminacion de adenosina a inosina, pueda controlar los niveles elevados de adenosina
extracelular que resultan de la regulacién positiva de CD73 durante la inflamacion intestinal
de bajo grado. Por lo tanto, la regulacion positiva de ADA puede conducir a una reduccion
de los niveles de adenosina extracelular y, por tanto, reducir la activacién ténica de los
receptores P1. Esto, a su vez, previene las respuestas antiinflamatorias de estos receptores

y se mantiene la respuesta inflamatoria en el intestino. En este sentido, varios estudios han
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demostrado una correlacién entre niveles elevados de ADA y la gravedad de la inflamacién
intestinal (Antonioli et al., 2020).

En este estudio demostramos datos sobre cuatro receptores purinérgicos expresados
diferencialmente en el colon de ratones CAF-STZ. El primero fue una reduccion inesperada
de los niveles de ARNm de P2X7, un receptor expresado principalmente en neuronas
entéricas, células inmunitarias y musculo longitudinal y que se sabe que se sobreexpresa
en un modelo de colitis aguda (Atarashi et al., 2008; Gulbransen et al., 2012; Neves et al.,
2014) y esta asociado con anomalias motoras en el colon inflamado (Antonioli et al., 2014).
La importancia fisioldgica de la reduccién observada del ARNm de P2X7 puede explicarse,
en parte, por el aumento del ATP extracelular que podria llevar a una estimulacién cronica
sostenida del receptor. Esto, a su vez, conduce a su eventual regulacion negativa y pérdida
de expresion en la membrana y formacion de poros, previniendo asi la apoptosis celular.
De hecho, algunos estudios han demostrado la regulacion negativa de la expresion del
receptor P2X7 y la desregulacion del Ca?* intracelular en células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con esclerosis lateral amiotrofica (Liu et al., 2016) y células RAW
(Hiken & Steinberg, 2004) después de una estimulacion repetitiva a largo plazo con ATP.
En varios tipos de células, particularmente en células inmunes, la expresion de P2X7 se ha
relacionado con la produccién y liberacion de citocinas proinflamatorias, como la IL-6
(Kurashima et al., 2012). Interesantemente, se encontré que la reduccion en la expresion
del transcrito P2X7 se correlacionaba con una disminucién en los niveles de IL-6, lo que

aboga por un papel protector en el intestino.

El segundo receptor purinérgico que se redujo significativamente fue el P2X2,
ampliamente expresado en las neuronas mientéricas y los musculos lisos longitudinales y
circulares (Giaroni et al., 2002), cuya disminucién se observd en neuronas entéricas NOS,
ChAT y calretina de ratones ob/ob (Mizuno et al., 2012). La expresién reducida de P2X2 en
neuronas mientéricas de ratones CAF-STZ puede tener consecuencias significativas en los
reflejos intestinales y la motilidad. Interesantemente, hubo una correlacién positiva entre la
regulacién negativa del receptor P2X2 y la disminucién del grosor de la capa muscular, lo
que sugiere que la pérdida del receptor puede inducir la atrofia muscular externa del colon
observada en este estudio; sin embargo, se requieren estudios futuros para investigar esta

posibilidad.
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El tercer receptor purinérgico significativamente alterado fue el P2Y2, cuya expresion
génica fue a la alza y se ha demostrado que su expresién esta influenciada por NF-kB en
las células epiteliales intestinales (Degagné et al., 2009), que también se encontré que este
factor de transcripcién aumenta en el colon de ratones CAF-STZ. El receptor P2Y2 ha sido
implicado en el desarrollo de la obesidad inducida por la dieta al promover la adipogénesis
y la inflamacion (Zhang et al., 2020), y su regulacién positiva se ha correlacionado con la
expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) (Seye et al.,, 2003),
destacando su importancia en la promocion de la inflamacion. Debido a esto, se ha
propuesto a P2Y2 como un posible nuevo objetivo farmacolégico para tratar la obesidad y
la DT2 (Qian et al., 2022), y como hemos documentado su regulacién positiva incluso en
inflamacién de bajo grado, es posible que represente un objetivo para tratamientos de

procesos inflamatorios subclinicos asociados con la obesidad y la DT2.

El cuarto receptor que observamos significativamente alterado con una reduccién fue
el receptor de adenosina A3. El papel del receptor A3 en la modulacién de la inflamacion
intestinal es controvertido (Antoniolli, et al. 2020), puesto que varios estudios han reportado
efectos contrarios de la regulacién de A3R en la Ell. En la colitis ulcerosa se ha reportado
una reduccion de la expresion de A3R, asi mismo se le atribuye un efecto protector al utilizar
agonistas como tratamiento en modelos experimentales (Wu et al., 2017). Al contrario, otros
estudios reportan un aumento de la expresion de A3R en enfermedad de Crohn, asi como
una mejoria de la inflamacion intestinal inducida por DSS al inhibir este receptor (Ren et al.,
2011). Por ello, el papel del receptor A3 en el desarrollo de la inflamacion de bajo grado no

es del todo clara, por lo que se requeriran mas estudios a futuro.

Analizamos el numero de deposiciones por hora por ratéon de los grupos CAF-STZ y
CTRL para determinar si existen alteraciones en la motilidad intestinal, como se ha
reportado en estudios previos utilizando modelos animales de obesidad y diabetes, donde
se observa estrefiimiento y tiempos de transito colénico mas prolongados en ratones
alimentados con una dieta alta en grasas (Nezami et al., 2014; Anitha et al., 2016; Zhao et
al., 2017). Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en el nimero de
heces entre los grupos. No obstante, observamos una disminucion significativa en la tension
y frecuencia de las contracciones espontaneas ritmicas, la cuales proporcionan la base para
los patrones de motilidad como el peristaltismo (Sanders, 2019), sugiriendo que los ratones

CAF-STZ mostraron una disminucion en la propulsion intestinal que podria dar

74



estrefiimiento como también lo sugieren los resultados observados con la tendencia a
disminuir el nimero de heces producidas por los ratones CAF-STZ en comparacion con los
ratones CTRL. Ademas, también en este trabajo se observé una disminucién en la tension
de la contraccion inducida por ACh en el colon de los ratones CAF-STZ, confirmando que
los ratones con DT2 presentaron problemas de motilidad intestinal como se ha reportado
en estudios preclinicos y clinicos (Zhao et al., 2017), ya que la ACh actua directamente en
el musculo liso intestinal a través de la activacion de receptores muscarinicos M2 y M3 que
desencadenan una compleja serie de eventos bioquimicos y eléctricos que incluyen, la
movilizacién de Ca?* intracelular en la célula muscular lisa a través de proteinas G, lo que
conduce a la contraccion del musculo liso y facilita la motilidad gastrointestinal (Tanahashi
et al., 2021).

Estudios previos obtenidos en el colon de roedores muestran que el ATP genera
potenciales de unién inhibitorios (IJP) en el musculo liso provocando la relajaciéon del
musculo liso intestinal (Bornstein, 2008); considerando que el ATP puede afectar las
contracciones del colon en sitios neuronales y/o musculares, se evalud el efecto del ATP
en presencia de una estimulacion directa del musculo liso del colon por ACh. Los resultados
mostraron que el ATP disminuye la tensién de la contraccion inducida por ACh de una
manera dependiente de la concentracién de una forma muy similar en los ratones CTRL y
CAF-STZ, indicando que el ATP actua en sitios musculares para controlar las funciones
neuromusculares del colon probablemente a través de la activacion del receptor P2Y1 como
lo han demostrado otros estudios (Gallego et al., 2012; Hwang et al., 2012), receptor cuya
expresion génica no se vio afectada en el intestino inflamado de bajo grado, indicando que
el control inhibitorio del ATP sobre la motilidad colinérgica no se encuentra afectada en el

colon de ratones diabéticos.

Los resultados de inmunofluorescencia mostraron que el receptor P2X7 disminuyo en
las capas de la mucosa y musculo longitudinal sugiriendo que este receptor podria estar
participando en las alteraciones de las contracciones espontaneas ritmicas y/o inducidas
por ACh asociadas con la inflamacién intestinal de bajo grado en los ratones CAF-STZ.
Para abordar esta cuestion, se probé A804598 sobre las contracciones espontaneas
ritmicas e inducidas por ACh. Los resultados demostraron que el antagonista del receptor
P2X7 no afectd las contracciones espontaneas ritmicas, ni las contracciones inducidas por

ACh en el musculo liso del colon de raton CTRL y CAF-STZ indicando que el receptor P2X7
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no participa en la modulacién de la propulsion de la heces fecales y contraccion colinérgica
del colon murino en condiciones normales y de inflamacion intestinal de bajo grado
asociada a DT2. Contrario a nuestros resultados, un estudio previo encontré que el receptor
P2X7 participa en la disfuncion motora del colon asociada con la inflamacion intestinal en
ratas, pero no asi en condiciones normales (Antonioli et al., 2014). Cabe destacar que en
este estudio se utilizé un modelo de colitis aguda severa y observaron una sobreexpresiéon
del receptor P2X7 en el plexo mientérico y musculo liso longitudinal, a diferencia de nuestro
modelo de DT2 donde observamos una inflamacion de bajo grado crénica en el colon y una
expresion a la baja, sugiriendo que la participacion del receptor P2X7 en la disfuncién

motora intestinal depende del grado de inflamacion.

10. CONCLUSIONES

La dieta de cafeteria combinada con una dosis baja de estreptozotocina es una estrategia
efectiva para generar un modelo murino que imita la historia natural y las caracteristicas

metabodlicas de la DT2 de humanos.

El modelo de DT2 mostré una inflamacién de bajo grado en el colon de ratones C57BL/6J
al observarse alteraciones en los parametros morfologicos e histolégicos del colon, asi
como la presencia de marcadores inflamatorios, como son los niveles elevados de ARNm
de NF-kB e IL-13 y disminuidos de IL-10.

La expresion de los genes P2X2, P2X7, P2Y2, A3, CD73 y ADA esta alterada en la
inflamacién intestinal de bajo grado asociada con la DT2, sugiriendo que estos
componentes de sefalizacion purinérgica podrian ser relevantes en la fisiopatologia de la
DT2 y podria representar objetivos terapéuticos potenciales en las complicaciones
disfuncionales del tracto gastrointestinal relacionadas con esta enfermedad; sin embargo,

es necesario realizar estudios futuros para explorar esta posibilidad.

Los ratones con DT2 exhibieron una disminucion significativa en la tension y frecuencia de
las contracciones espontaneas ritmicas y una disminucién en la tensiéon de las
contracciones inducidas por ACh en el colon indicando que existe una alteracion en la

motilidad intestinal.
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El receptor P2X7 no participa en las alteraciones observadas en las contracciones
espontaneas ritmicas y las inducidas por ACh. Sin embargo, se requieren mas
experimentos para determinar el papel de los otros receptores purinérgicos, que resultaron
diferencialmente expresados, en las alteraciones de la motilidad coldnica observadas en el
modelo de DT2.
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