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Resumen

Acetilcolinesterasa (AChE) y Butirilcolinesterasa (BChE) se han asociado con

factores de riesgo para el sindrome metabdlico (SM).

Objetivo. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la nicotinamida
(NAM) sobre las actividades, la expresién y el contenido de proteinas de las

colinesterasas en un modelo de SM in vivo e in vitro.

Métodos principales: Se indujo SM en ratas macho mediante la administracién de
fructosa al 40% en el agua de bebida durante 16 semanas. Posteriormente, a partir
de la quinta semana en adelante, la solucion de carbohidrato fue intercalada por
solucion de NAM, en diferentes concentraciones durante 5 h cada mafiana durante
las siguientes 12 semanas. En la semana 15, se realiz0 la prueba de tolerancia a la
glucosa y se midio la presion arterial. Una vez concluido el periodo de tratamiento,
se obtuvieron muestras para evaluar el perfil bioquimico; estrés oxidativo;
marcadores proinflamatorios; y se evalué la actividad, concentracion y expresion de

colinesterasas y se realiz6 un andlisis de acoplamiento molecular.

Hallazgos principales: El grupo de SM mostrd alteraciones antropométricas,
hemodindmicas y bioquimica; asi como aumento de la actividad de las
colinesterasas, marcadores de inflamacioén y estrés oxidativo. En el higado, los
niveles de actividad de colinesterasas y ARN mensajero, acidos grasos libres, factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y sustancia reactiva al acido tiobarbiturico (TBARS)
aumentaron, mientras que disminuyeron los niveles de glutation reducido (GSH).

NAM disminuyé parcial o totalmente los factores de riesgo de SM, marcadores de



estrés e inflamacion, y la actividad (suero e higado) y expresion (higado) de
colinesterasas. El analisis de acoplamiento molecular mostré que NAM tiene una
mayor afinidad por las colinesterasas que la acetilcolina (ACh), lo que sugiere que

la NAM es un inhibidor de las colinesterasas.

Conclusiones: La suplementacion con 40% de fructosa induce SM, ademas de
aumentar la actividad y expresion de colinesterasas, el estrés oxidativo y la
inflamacion. NAM atenud estas alteraciones inducidas por SM y cambios en

colinesterasas.
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Abstract

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) have been

associated with risk factors for metabolic syndrome (SM).

Aim: Our objective was to evaluate the effect of nicotinamide (NAM) on the activities,

expression and protein content of cholinesterases in a SM model.

Main methods: SM was induced in male rats administrating 40% fructose to the
drinking water for 16 weeks. Additionally, from 5th week onward, the carbohydrate
solution was replaced by NAM, at several concentrations for 5 h each morning for
the next 12 weeks. In the 15th week, the glucose tolerance test was conducted, and
blood pressure was measured. After the treatment period had concluded, the
biochemical profile; oxidant stress; proinflammatory markers; and the activity,
quantity and expression of cholinesterases were evaluated, and molecular docking

analysis was performed.

Key findings: The SM group showed anthropometric, hemodynamic and
biochemical alterations and increased cholinesterase activity, inflammation and
stress markers. In the liver, cholinesterase activity and mRNA, free fatty acid, tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), and thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS)
levels were increased, while reduced glutathione (GSH) levels were decreased.
NAM partially or totally decreased risk factors for SM, markers of stress and
inflammation, and the activity (serum and liver) and expression (liver) of

cholinesterases. Molecular docking analysis showed that NAM has a greater affinity
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for cholinesterases than acetylcholine (ACh), suggesting that NAM as an inhibitor of

cholinesterases.

Significance: Supplementation with 40% fructose induced SM, which increased the
activity and expression of cholinesterases, oxidative stress and the inflammation.

NAM attenuated these MetS-induced alterations and changes in cholinesterases.
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicién, prevalenciay factores de riesgo para Sindrome Metabélico

El sindrome metabdlico (SM) fue descrito por Gerald Reaven como sindrome “X”
(1988), es una alteracion antropométrica y hemodinadmica provocada por un
aumento en la circunferencia abdominal, debido al exceso de tejido adiposo, el cual
propicia desregulacibn de parametros bioquimicos Yy clinicos incluidos,
concentraciones altas de triacilgliceroles y glucosa en sangre, bajas
concentraciones de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y aumento de la presion
sanguinea. Los cinco factores de riesgo sefialados predisponen a un individuo a
desarrollar enfermedades cronico degenerativas como: enfermedad de higado
graso no alcohdlico, diabetes tipo 2, enfermedad cardiovascular, y algunos tipos de

cancer (Ford et al., 2008).

El panel para el tratamiento de las dislipidemias en los adultos (ATP I, del inglés
Guidelines for treatment of dyslipidemia in adults 1ll) menciona, que la identificacion
en una persona de tres de los cinco factores de riesgo; podria considerarse como
un paciente con SM (Pasternak, 2003). La tabla 1 muestra los valores estandar
utilizados por la ATP Il para el diagnéstico clinico del SM. Sin embargo, no es la
Gnica clasificacion que se utiliza de diagndstico, existen diferentes criterios los
cuales han sido disefiados por los diferentes instituciones de salud a nivel mundial,
para ello se han considerado a las diferentes etnias, alimentacion y estilos de vida
en los diferentes paises y continentes. Por ejemplo las estipuladas por la asociaciéon

americana del corazon (AHA), la asociacion americana de diabetes (FDA), la



sociedad europea de cardiologia (ESC) o la organizacion mundial de la salud
(WHO), por mencionar algunas. En México, se utiliza hasta el momento los
estandares de la ATP Ill; debido a que es la mas acertada para la poblacién
mexicana. Otro factor de riesgo adicional es la resistencia a la insulina, la cual junto

con la obesidad son reconocidos como factores causales del SM (Reaven, 2011).

Tabla 1. Factores de riesgo utilizados por la ATP Ill considerados para
poblacion mexicana para el diagndstico de SM.

Identificaciéon Clinica del Sindrome Metabdlico

Considerando 3 de los siguientes factores

Factor de Riesgo Valores considerados
Obesidad abdominal Circunferencia abdominal
Hombre >102 cm

Mujer >88 cm

Triacilgliceroles >150 mg/dL

Colesterol HDL

Hombre <40 mg/dL

Mujer <50 mg/dL
Presién Sanguinea >130 / >85 mmHg
Glucosa en ayuno >110 mg/dL

Nuestro pais afronta el SM como un problema de salud, debido al alto indice de
personas que lo padecen y sus enfermedades subsecuentes. En 2014 se informd

que 36.8% de la poblaciéon mexicana padece SMy el 71.3% sobrepeso u obesidad,



siendo estos ultimos candidatos potenciales para desarrollar SM (Orozco et al.,
2014). En México, la falta de estrategias de control provocd un aumento en las
cifras, la Ultima encuesta proporcionada por ENSANUT en el afio 2018 refirié
aumento en la poblacibn con sobrepeso y obesidad de 76.8% y 73%,
respectivamente. Cabe destacar que el SM es un estado regresivo y crucial para
prevenir el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas, las cuales no son
reversibles. Debido a la carencia de una educacién en materia de salud es imposible
detectar este tipo de enfermedades a tiempo. Por ello, se buscan marcadores

tempranos del SM para su diagn@stico y posterior control.

Las causas por las cuales la poblacibn mexicana desarrolla obesidad, y
posteriormente SM son diversas y pueden estudiarse con varios enfoques; social,
econdémico, clinico, familiar y nutricional. Existen cuatro factores como causa
principal: factor genético, sedentarismo, baja actividad fisica, y finalmente una
inadecuada seleccion de los alimentos. La dieta actual consta de alimentos
procesados industrializados, con grandes cantidades de grasas y carbohidratos;
principalmente fructosa, este carbohidrato ha sido relacionado con la epidemia de
obesidad que prevalece en el mundo (Klurfeld et al., 2013, Rosset et al., 2016, Loza-

Medrano et al., 2019).

La utilizacion de la fructosa en la industria alimentaria inicié en los afios setenta
como sustituto de la sacarosa o azucar comun de cafia, debido a mayor poder
edulcorante y menor costo. Estudios recientes han demostrado a partir de esos afios
una asociacién entre el consumo de la fructosa incorporada en los alimentos con el

aumento de la obesidad (Bray et al., 2013).



El jarabe de maiz de alta fructosa es el principal edulcorante en los alimentos
procesados y las bebidas gasificadas. Aporta 55% de fructosa que se metaboliza
en un 80% en el higado y contribuye a la hiperuricemia. La produccién de &cido
arico por fructosa puede contribuir a la resistencia a la insulina hepatica al provocar
estrés oxidante y esteatosis (Lanaspa et al., 2012). También, el &cido Urico bloquea
la eficiencia de la insulina para estimular la vasodilatacion de los vasos sanguineos,
lo cual es importante en la captacion de glucosa por el musculo esquelético.
Alternativamente, se induce inflamacién local en tejido adiposo con una reduccion
en la produccion de adiponectina (Baldwin et al., 2011). Adicionalmente, cabe
mencionar que el acido urico provoca disfuncion de la célula B-pancreética (Roncal-

Jiménez et al., 2011).

Actualmente, los analisis protedmicos con énfasis en el estudio de enzimas ha
contribuido a comprender mas a fondo las enfermedades metabdlicas y su impacto
a nivel celular y molecular, asi como los dafios producidos durante el SM en
diferentes vias de sefalizacion fundamentales para procesos de sintesis de
proteinas, modificaciones postraduccionales, estado redox celular y degradacién de
moléculas (Fon & Rozman, 2011), contribuyendo de forma directa al desarrollo y/o

progresion de la enfermedad.

Las esterasas como butirilcolinesterasa E.C.3.1.1.8 y paraoxonasa | E.C. 3.1.1.2
comprenden dos grupos de enzimas sintetizadas principalmente en higado, ambas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, lipoproteinas y acidos grasos
(Mata et al., 2013; Boshtam et al., 2013. Lima et al., 2013), y en menor medida

acetilcolinesterasa E.C.3.1.1.7, que puede sintetizarse en otros tejidos, como el



sistema nervioso central y musculo. También, se ha confirmado que estas esterasas
participan en procesos inflamatorios, en la respuesta antioxidante, en estado
aterogénico y del metabolismo (Das, 2007; Rosas-Ballina et al., 2009; Lampoén et

al., 2012).

No existe un tratamiento médico plenamente establecido para combatir el SM. Hasta
la fecha se ha propuesto que el cambio de alimentacion y la actividad fisica son los
anicos tratamientos que pueden prevenir y revertir el dafio producido por un
desorden metabdlico. En este contexto, durante el estudio del SM como patologia
multifactorial se han empleado diversas moléculas para controlar la inflamacion
sistémica de bajo grado, el metabolismo de glucosa y de lipidos, asi como el estrés
oxidante con el objetivo de evitar dafio celular. (Bulut et al., 2013; Colak et al., 2014;

Le et al., 2014; Merino-Aguilar et al., 2014).

El uso de la vitamina hidrosoluble especificamente la vitamina B3 conocida como
nicotinamida (NAM), y precursor de la coenzima NAD+ pudiera ser un buen
adyuvante para disminuir los factores de riesgo del SM, debido a sus propiedades
antinflamatoria, inmunoreguladora y antilipémica (Torres-Ramirez et al., 2013,

Loza-Medrano et al., 2020).



2. ANTECEDENTES

Acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor sintetizado en neuronas presinapticas por
accion de la enzima colina O-aciltransferasa (E.C. 2.3.1.6.) que utiliza colina y acetil-
CoA como sustratos; este neurotransmisor es almacenado en vesiculas hasta su
liberacion en la hendidura sinaptica donde neuronas postsinapticas captaran el
neurotransmisor a través de receptores nicotinicos (ionotrépicos), muscarinicos
(metabotrépicos; M1, M2, M3, M4 y M5) y dependientes de potasio a nivel neuronal
y muscular. Al unirse el ligando a su receptor se desencadena una sefializacién rio
abajo mediada por proteinas G principalmente, y sefializaciones dependientes de
despolarizacion e hiperpolarizacion de la membrana. Una vez que ACh ejerce su
accion es hidrolizada por accién de las dos colinesterasas: acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BChE), en la hendidura sinaptica generando los
productos acetato y colina respectivamente. Es por esto, que la actividad de ambas
colinesterasas es considerada como regulador en la sinapsis colinérgica neuronal y

neuromuscular.

Las vias de sefializacién que se ven comprometidas por la unién de ACh a sus
receptores nicotinicos y muscarinicos, son vias universales que actian en
diferentes mecanismos y a distintos niveles; entre ellas destacan: la via de las
MAPs-cinasas, la via de JAK-STAT, PI3K-AKT y sefializacién dependiente de calcio
(Ca?*). Es por ello que la desregulaciéon en la sefializaciéon colinérgica afecta a
distintos niveles y se involucran diversos procesos fisioldgicos y celulares que son

importantes en los movimientos peristalticos de la digestién, la contraccion



muscular, la memoria, el aprendizaje, la atencién y el control motor (Eglen RM,

2006).

El sistema colinérgico podria clasificarse en “neural” y sistema colinérgico “no
neural” debido a que algunos tejidos u érganos donde ACh lleva a cabo su influencia
no pertenecen directamente al sistema nervioso, sin embargo todas las células
tienen la capacidad de sintetizar a diferentes cantidades el neurotransmisor ACh y
las enzimas que se encargaran de hidrolizarlo (AChE y BChE). Actualmente la

relevancia en el estudio de colinesterasas se centra en sus funciones no neurales.

Las células de origen no nervioso que ademas expresan los receptores
muscarinicos y nicotinicos han servido de modelo para estudiar la influencia del
sistema colinérgico no neural en diferentes procesos celulares como apoptosis,
diferenciacion celular, proliferacion, inflamacién, morfogénesis, hematopoyesis y
tumorogénesis, definiendo que las enzimas AChE y BChE cumplen funciones
denominadas “no colinérgicas”, por lo que la funcion de terminacién de la
neurotransmision colinérgica solo es el primer eslabén de una serie de funciones

siguientes (Zimmerman G & Soreq H, 2006).

Los inhibidores selectivos de AChE y BChE se asocian con un desbalance en la
cantidad de ACh libre que ocasiona sindrome colinérgico, este se caracteriza por
dolor muscular, paralisis, taquicardia, hipertension, miosis, vomito, incontinencia y
problemas respiratorios. Debido a la sobre estimulacion de los receptores
muscarinicos y nicotinicos por el neurotransmisor ACh; pues ambas colinesterasas

no ejercen su accion de hidrolisis (Bargull-Diaz, 2012).



Los primeros estudios de AChE y BChE se desarrollaron en la investigacion de
enfermedades crénico degenerativas debido a su relacién directa con el sistema
nervioso central y periférico, hoy en dia se sabe que el sistema parasimpatico es

regulado por la ACh.

El estudio de la transmision colinérgica antecede al estudio de otros procesos
bioldgicos, en civilizaciones antiguas ya se conocian agentes colinérgicos y se
utilizaban para la caza, la guerra y en diversos rituales (Holmste DT, 1972). Los
indios nativos americanos solian mojar sus flechas o lanzas con sustancias toxicas
extraidas de plantas y animales, las cuales tienen un efecto secretor de ACh que
produce atagques, convulsiones y la muerte de terminaciones nerviosas. Hoy en dia,
la batracotoxina, un alcaloide secretado por ranas del género Phyllobates y

Dendrobates es de los mas estudiados.

Hacia 1850 en Edimburgo, Escocia se inician los estudios de la neurotransmision
con aportaciones de misioneros y farmacologos, sin embargo fueron investigadores
alemanes, franceses, ingleses y estadounidenses los que establecieron las bases

de la transmisién quimica periférica y central (Kaczmar, 1970).

Dale en 1914 fue el primero en proponer que la ACh era el agente principal en la
transmision sinaptica neuromuscular. Rapidamente surgié la idea de que una
enzima deberia terminar con el impulso sinaptico que produce esta molécula, ya
gue la sobre estimulacion produce los efectos nocivos mencionados anteriormente.
Loewi y Navratil en sus reportes oficiales que datan de los afios veinte y treinta
identificaron en el masculo sartorio de la rana y el musculo gastrocnemio de perro,
gue la colinesterasa era la enzima que hidrolizaba al neurotransmisor. Sin embargo,
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fue hasta 1938 que, los trabajos de Marnay y Nachmansohn en los 6rganos
eléctricos de Torpedo y Electrophorus se asent0 el papel de las colinesterasas en
la transmisién colinérgica; concluyendo que AChE es la enzima principal encargada
de eliminar de forma inmediata la estimulacion neuromuscular tras la liberacion de

ACh dentro de los limites del periodo refractario (milisegundos).

2.1. Definicién, especificidad y mecanismo catalitico de colinesterasas.

Por definicion las colinesterasas son enzimas de tipo éster hidrolasas (AChE;
E.C.3.1.1.7, BChE; E.C.3.1.1.8), que regulan al sistema colinérgico neuromuscular
a través de la hidrolisis de los esteres de colina; especificamente al neurotransmisor
ACh. ElI mecanismo se debe de dar en un medio acuoso, bajo catalisis acida o

basica para producir &cidos carboxilicos y alcoholes.

Saponificacion es el proceso basico de hidrdlisis que transforma ésteres en
carboxilatos; este mecanismo se da en tres etapas: 1) adicién nucledfila del agua al
carbonilo. 2) eliminacion del metoxido. 3) equilibrio acido base entre el acido
carboxilico y el metoxido. Este equilibrio se antepone a los anteriores hacia el

producto final (Alberts et al., 2004).

La alta afinidad de la AChE por la ACh es debida a que evolutivamente esta enzima
se especializé a partir de la BChE, la cual ademas de hidrolizar ACh, puede actuar
sobre otros ésteres de colina como butirilcolina, propionilcolina, succinilcolina. El
sitio catalitico de la AChE muestra una triada catalitica compuesta por los residuos
de aminodcidos: Serina-200, Histidina-440 y Acido glutamico-327. Dada la
semejanza en la estructura entre BChE y AChE, se cree que el mecanismo catalitico

es el mismo o similar (Harel et al., 1992).



Estudios de mutagénesis dirigida ha servido como herramienta para comprobar que
la triada catalitica prevalece en todas las isoformas de las colinesterasas, una
sustitucion de alguno de los aminoacidos de la triada catalitica por ejemplo con
Triptofano-84 reduce considerablemente su actividad, sin alterar la secrecion de la

enzima (Shafferman et al., 1992, Harel et al., 1993).

2.2 La genética de las colinesterasas

En el humano el gen de AChE se ubica en la regién 22 g del cromosoma 7, tiene
una longitud de 7 kb, la cual incluye seis exones y cuatro intrones. Mediante corte y
empalme alternativo se generan tres diferentes transcritos: mRNA tipo T constituido
por los exones 2, 3, 4 y 6 cuya proteina traducida se da en forma de monémeros,
dimeros y tetrdmeros anfifilicos (G1#, G2* y G4"). Ademas este transcrito forma
tetrAmeros no anfifilicos (G4\A), asi como asociaciones hetero-oligoméricas, sin
embargo si estos tetrdmeros se unen a una proteina transmembranal rica en prolina
(PRiIMA) se forman tetrAmeros capaces de unirse a la membrana (PRiIMA-G4*) (Dori
& Soreq, 2006, Perrier et al., 2002, Deutsch et al., 2002). Por otro lado si los
tetrameros se ligan a un tallo tipo colagénico (ColQ) se generan formas asimétricas

A4, As 'y A12 con uno, dos o tres tetrameros, respectivamente.

El mRNA tipo H de AChE tiene los exones 2, 3, 4 y 5, que codifica para dimeros
anfifilicos tipo 1 que se unen covalentemente a una ancla de glicosilfosfatidilinositol

(GPI) (Soreq et al., 1990, Deutsch et al., 2002).

El mRNA tipo R no experimenta corte y empalme después del ultimo exdén
codificador del dominio catalitico, por lo tanto posee a los exones 2, 3, 4,5y 6,y
entre el cuatro y cinco se encuentra el intron 4. El extremo carboxilo terminal de la
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subunidad R consta de 30 aminoacidos adicionales y carece de residuos de
Cisteina, por lo que la isoformas proteicas solo son monémeros (Sternfeld et al.,

2000, Grisaru et al., 2006).

El gen de BChE se ubica en el cromosoma 3 en la region 26 g con un tamafio de 70
kb y se compone por cuatro exones y tres intrones. El gen de BChE no experimenta
corte y empalme alternativo; todas su isoformas proteicas provienen de un mismo

gen (Soreq et al., 1989).

La traduccion del mMRNA-BChE genera mondémeros, dimeros, tetrdmeros, solubles
y tetrAmeros también anclados a la proteina PRIMA. También, se presentan formas
asimeétricas ancladas a la membrana por un triplete helicoidal de colageno (Darvesh

et al., 2003).

El amplio polimorfismo proteinico se genera a partir de los diferentes estadios del
procesamiento de una estructura original compleja, y solo se distinguen hasta
formar su estructura cuaternaria y mediante su caracter soluble, sus tipos de

interacciones y sus modificaciones post tradicionales.

Por todo lo anterior descrito podemos encontrar enzima de forma libre o unida a las

membranas celulares.
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2.3. El ensamblado y modificaciones postraduccionales de las
colinesterasas

Durante el procesamiento postraduccional de las colinesterasas al igual que otras
proteinas de secrecion y glicoproteinas transmembranales, las subunidades se
sintetizan en el reticulo endoplasmético rugoso (RER), para que posteriormente se
transloquen al lumen, donde el complejo de la peptidasa enciende el péptido sefial,
y se producen precursores inactivos, con la participacion de proteinas chaperonas
de la familia de proteinas de choque térmico (HSP), como BiP/GRP78 se facilita el

ensamblado y asi adquieren la capacidad enzimatica (Eichler et al., 1991).

Teniendo en cuenta, que la estructura cuaternaria de las isoformas se unen
progresivamente siguiendo un patron légico desde mondmeros, dimeros,
tetrameros, y las formas asimétricas. Las moléculas heteroméricas se forman a
partir de la union al péptido “P” o al tallo de tipo colageno. A pesar de los diferentes
estudios in vitro, el ensamble de las isoformas proteicas parece ser un proceso mas

complejo in vivo.

Las colinesterasas son glicoproteinas que experimentan modificaciones post-
traduccionales, tal como la glicosilacion (“O-" y “N-"): proceso regulado
enzimaticamente que adiciona glucidos a las proteinas, en este contexto la
glicosilacién representa un marcador idoneo para conocer la progresion de las

diferentes formas.

Al parecer las formas globulares se ensamblan poco después de su sintesis, cuando
las subunidades aun permanecen en el lumen del RER (Rotundo et al., 1984). Tras
su ensamblado las moléculas se transportan al aparato de Golgi donde se eliminan
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manosas y se incorporan restos de N-acetilglucosamina, este remodelado ocurre
en las cisternas medias del Golgi, y en la regiéon Trans se les incorporan restos de
galactosa terminal y &cido sidlico. Esta via es la general, no obstante existen vias
alternas entre las diferentes especies, incluso entre los diferentes tejidos de una

misma especie.

En el caso de AChE los glucidos representan entre un 10 a 15% de su peso total
(Niday et al., 1977), mientras que los glucidos de BChE corresponden a un 25%
(Muensch et al., 1976). Estos oligosacaridos unidos a las isoformas de AChE y
BChE difieren entre tejidos particulares y entre especies y también entre la misma

especie (Liao et al., 1993, Cabezas-Herrera et al., 1994).

La estructura primaria de las subunidades de ambas colinesterasas tiene varias
secuencias consenso para adicionar oligosacaridos: Asparagina (sitios de N-
glicosilacién cuyo niumero depende del organismo y tejido. AChE y BChE de suero
humano tienen 3 y 8 sitios potenciales de N-glicosilacién respectivamente (Vidal et
al., 1996). En diversos estudios se observa que la pérdida de los carbohidratos

afecta la secrecion de las enzimas pero no su actividad (Velan et al., 1993).

En este contexto se conoce que la secuencia de carbohidratos de BChE sérica es
idéntica a la de higado, deduciendo que la enzima circulante proviene

preferentemente del higado (Tornel et al., 1992, Sadez-Valero et al., 1996).
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2.4. El papel de las colinesterasas en patologias y el metabolismo

En el ambito toxicologico se ha evaluado la actividad de ambas colinesterasas como
un biomarcador de contaminacion por plaguicidas organofosforados y carbamicos
en personas dedicadas a la agricultura y al campo. También, en algunas especies
de peces, crustaceos (Tu et al., 2009), y ostras (Choi et al., 2011), se han
considerado una importante herramienta para determinar el grado de contaminacion
de las aguas. Sin embargo, los primeros estudios relacionados con la actividad de
AChE y BChE en el ambito de la medicina fueron dirigidos a fisiopatologias que
involucran al sistema colinérgico neuromuscular, destacando las enfermedades de
Parkinson y la de Alzheimer. Las colinesterasas han sido consideradas como
blancos terapéuticos en la enfermedad de Alzheimer; debido a que participa en los
depdsitos de la proteina beta-amiloide que forman las placas seniles, asi como la
toxicidad que estas generan (Reyes et al., 2004). En pacientes con la enfermedad
de Alzheimer se ha observado un aumento significativo en la actividad de ambas
colinesterasas, y se ha correlacionado positivamente con los niveles de
homocisteina, que a su vez se ha asociado con problemas neuroldgicos y apoptosis
neuronal (Stefanello et al., 2005). Actualmente para mejorar la calidad de vida del
paciente con Alzheimer contindan las investigaciones relacionadas con inhibir
ambas enzimas utilizando antagonistas sintéticos o de origen natural (Ozarowski M

et al., 2017, Moss DE et al., 2017).

En otro estudio donde se analizé la actividad de AChE en sangre de pacientes con
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer y su primera generacion

asintomatica, se observO que podria ser considerado un biomarcador en los
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familiares asintomaticos de los pacientes con enfermedad de Alzheimer, y que
ademas en pacientes con enfermedad Parkinson la actividad de AChE en globulos
rojos es mas alta; donde los inhibidores de la enzima podrian ser una alternativa

terapéutica (Bawaskar et al., 2015).

En pacientes con trastornos metabdlicos, tales como obesidad, SM y diabetes tipo
2 (DT2) se han analizado las actividades AChE y BChE, en estos estudios se
encontré aumento en la actividad de ambas colinesterasas en plasma y suero, se
encontré una correlacion positiva con varios parametros antropomeétricos y
bioquimicos, que incluyeron: el indice de masa corporal (IMC), la circunferencia
abdominal, la glucosa circulante, los niveles de triacilgliceroles (TG), el colesterol y
las lipoproteinas de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL); éstas ultimas en
exceso son responsables de la formacion del ateroma, y a su vez, del desarrollo de
la enfermedad cardiovascular (Kalman et al., 2004, Rao et al., 2007, Sridhar et al.,

2010, Vallianou et al., 2014).

En otros estudios, también se encontré una correlacion positiva entre los factores
de riesgo para el SM y la actividad de las colinesterasas asociado como resultado
de dafio en el higado con el que desarrollan los pacientes con este tipo de
enfermedades; sobre todo teniendo en cuenta que la BChE es producida
principalmente en higado y secretada a nivel sistémico (Lockridge, 2015). Otras
enzimas, también se ven afectadas en hepatologias, es el caso de las
transaminasas: alanina y aspartato amino transferasas (ALT y AST,
respectivamente), o como la gama glutamil transferasa (GGT) cuya funcién es

transferir grupos amino o gama glutamil entre los péptidos en el citosol de los
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hepatocitos; al verse comprometido el estado de la célula hepética por dafios fisicos,
quimicos 0 mecéanicos se pierde la permeabilidad de las membranas y se liberan
muchas proteinas al espacio extra celular y de ahi al torrente circulatorio es por ello
que la actividad catalitica de todas estas proteinas las encontramos altas en suero;

cuando se encuentra en riesgo la integridad del higado (Tsai et al., 2012).

Existen diversas evidencias que muestran la correlacion de la actividad de
colinesterasas con los factores de riesgo que determinan cuando una persona

padece SM, DT2 o simplemente cursa con obesidad (Tabla 2).

En otro estudio donde ademas se determinaron otro tipo de enzimas asociadas al
estrés oxidante y a la inflamacion; procesos poco estudiados en la enfermedad
metabdlica, pero que sin duda son muy importantes para la etiologia de la
enfermedad, se analizo la actividad de BChE, la cual de inicio estuvo més elevada
en pacientes con SM, este aumento también se vio en la actividad de la GGT, en
los niveles de 6xido nitrico (NOX) y la proteina C-reactiva (PCR). Estos resultados
se mantuvieron cuando se ajusté en términos del indice de masa corporal. La
actividad de BChE también correlacion6 con la cantidad de colesterol total (TC) y la

CRP, reflejando el estado pro inflamatorio del SM (De Bona et al., 2013).
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Tabla 2. Revision sobre evidencias que correlacionan la actividad de las
colinesterasas y enfermedades metabdlicas

DT1, DT2 y Enfermedad de Alzheimer: 1 AChE y BChE.
DT1 y DT2: 1 AChE y BChE favorece el proceso
inflamatorio.

PCCI: 1 BChE | ACh, neurotransmisor en la sinapsis
colinérgica.

Ratébn KO para BChE con dieta hipercolesterolémica
desarrollan obesidad; indicando participacién de BChE en
el metabolismo de lipidos.

Enfermedad cardiovascular: 1 BChE correlaciona con 1
homocisteina e hipertension.

1 BChE correlaciona con IMC, LDL y TG, factores de
riesgo cardiovascular en poblacion juvenil.

SM vy deterioro parasimpatico: 1BChE correlaciona con
IMC, PC-R, hipertension y dislipidemia.

1 BChE asociada con inflamacion sistémica de bajo grado.
1 BChE incrementa la poza de colina 1 aminofosfolipidos
= fosfatidilcolina; &cido graso constituyente de

membranas lipidicas y el componente mas importante de
las VLDL.

SM: 1 BChE correlaciona con CT y GGT.

Pacientes aparentemente sanos: 1 BChE correlaciona
con IMC, LDL, CTy TG.

LDLox; 1 AChE y correlaciona con la produccion de ERO.
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Ratas hipertensas: el ejercicio previene las alteraciones Cardoso et al., 2014
en la actividad de colinesterasas.

Obesidad abdominal y resistencia a la insulina Tangvarasittichai et
correlaciona con alta actividad de colinesterasas. al., 2015

La via antiinflamatoria colinérgica previene la produccién Payolla et al., 2015
de citocinas en macrofagos

1 AChE y BChE, correlaciona con estrés, peso corporaly Amri et al., 2017
lipidos en un modelo de obesidad con fructosa en ratas

AChE: acetilcolinesterasa, BChE: butirilcolinesterasa, DT1: diabetes tipo 1, DT2:
diabetes tipo 2, PCCI: pacientes con accidente cerebrovascular isquémico, KO:
knockout, IMC: indice de masa corporal, LDL: lipoproteinas de baja densidad, TG:
triacilgliceroles, PC-R: proteina C-reactiva, VLDL: Lipoproteinas de muy baja
densidad, CT: colesterol total, GGT: gama glutamil transferasa, ERO: especies
reactivas de oxigeno.

Se han desarrollado diversos métodos experimentales en animales de laboratorio
(ratas y ratones) para inducir trastornos metabdlicos para analizar a las
colinesterasas tratando de responder el papel que podrian tener este grupo de

enzimas en el establecimiento y desarrollo de las enfermedades metabdlicas.

Con los antecedentes descritos en la tabla 2, se ha inhibido a AChE y BChE con el
alcaloide natural fisostigmina (eserina), en ratones con previo ayuno y evaluado
como afecta el mecanismo lipidico con el que se ha ligado a las colinesterasas, los
datos reportados confirman que existe una regulacion parasimpatica en la
acumulacion de TG a nivel hepatico. Esta inhibicion de AChE se vio acompafiada
de niveles bajos de insulina circulante, lo que a nivel sistémico es perjudicial, la baja
insulina no permite la captacion de glucosa a los o6rganos y tejidos

insulinodependientes, por lo tanto, la inhibicion con fisostigmina al igual que el ayuno

18



prolongado induce acumulacion de TG hepaticos, pero ademas aumenta la
expresion de factores de transcripcion para la sintesis de acidos grasos como la
proteina de union al elemento de respuesta a esteroles (SREBP-1) y la proteina de

union a acidos grasos de higado (L-FABP) (Yokota S et al., 2014).

En este contexto, algunos estudios proponen utilizar la actividad de AChE y BChE
como un marcadores tempranos del SMy la DT2 (Sridhar et al., 2010). Sin embargo,
aun es imprecisa la relacion que pudiera existir entre la actividad elevada de las
colinesterasas y los factores bioquimicos alterados durante estas patologias
metabdlicas. La hipétesis mas explorada hasta el momento, es que al ocurrir una
hidrolisis exacerbada del neurotransmisor acetilcolina y otros ésteres de colina, se
incrementa el reservorio de colina, que puede ser un substrato en la formacion de
amino fosfolipidos como fosfatidilcolina; constituyente de las membranas lipidicas y
el componente mas importante de las VLDL (Zom et al., 2011). La fosfatidilcolina,
también puede transformarse en diacilglicerol, y posteriormente favorecer la
creacion de triacilgliceroles, ademas de facilitar su exportacién desde el higado a
otros tejidos (Zom et al., 2011). Otro metabolito, producto de la hidrolisis de
acetilcolina es el acetato (acido graso mas pequefio), el cual puede incrementar la
formacion de acetil-CoA, y posteriormente acil-CoA (acido graso) y triacilgliceroles

(Nakamura et al., 2014).

En condiciones de hiperglucemia ocurre que ciertas moléculas experimentan
reacciones de incorporacién de glucosa por un mecanismo no enzimatico
(denominado glicacion) como es el caso de la fosfatidilcolina, la cual al reaccionar

con glucosa favorece la formacién de lipoperoxidos. El exceso de colina, también
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ha sido asociado al aumento en la ganancia de peso corporal y a la intolerancia a la
glucosa, mediante la generacion de la fosfatidilcolina elemento constitutivo de
membranas celulares y lipoproteinas-LDL. La formacion de este fosfolipido se da
mediante su precursor: citidina 5'-difosfocolina o a través de la metilacion de
fosfatidiletanolamina por la enzima fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (PEMT)

(Wu et al., 2012).

La enzima AChE ademas de compartir con BChE, lo antes descrito, también se ha
comprobado su participacion en procesos de inflamacion sistémica de bajo grado;
el neurotransmisor, ACh posee propiedades anti-inflamatorias al unirse a su
receptor nicotinico en la subunidad a7 de los macréfagos, monocitos y otras células
inmunes. Esta union impide la translocacion al nucleo del factor nuclear kappa
(NF-kB) y atenda la liberacion de TNF- a e IL-6, citocinas pro-inflamatorias (Rosas-
Ballina et al., 2009, Shenhar-Tsarfaty et al., 2014). Este mecanismo anti-inflamatorio
se podria ver afectado por la union del neurotransmisor a su receptor en este tipo
de células, teniendo en cuenta, la actividad exacerbada de las colinesterasas y
favorecer la liberacion de citocinas pro-inflamatorias a nivel sistémico y local (Das

et al., 2007, Rosas-Ballina et al., 2009; Shenhar-Tsarfaty et al., 2014).

Estudios recientes destacan la actividad no colinérgica de BChE a través de regular
la acciéon de grelina; péptido encargado de regular la sensacion de saciedad. La
grelina es considerada una hormona orexigénica o estimulante del apetito
sintetizada en las células del fundus del estbmago que viaja al cerebro y es captada
por sus receptores (GHS-R 1a y GHS-R 1b) a nivel de hipotalamo e hipdfisis, esta

hormona se activa al agregarse un acido n-octanoico en la serina 3 de su cadena
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poli peptidica de 28 aminoéacidos, generando acil-grelina; que se considera la forma
activa de la hormona, cuyo efecto es: disminuir el gasto energético, inducir el apetito

y la secrecion de la hormona de crecimiento (Chen VP et al., 2017).

BChE hidroliza la acil-grelina; rompiendo el enlace del acido n-octanoico de la
cadena de residuos de aminoacidos, por lo cual la transforma a un estado inactivo
de la hormona (desacil-grelina), impidiendo que cumpla sus funciones entre ellas;
la sensacion de hambre. La asociacion de esta informacion con la actividad elevada
de las colinesterasas podria dar un indicio de proteccidén en contra de una sefial
inductora del apetito que en definitiva desfavorece el sobrepeso y la obesidad. En
este contexto; la actividad elevada de las colinesterasas representaria un
mecanismo protector para reducir las sefiales de apetito a nivel cerebral, asi como
una mejora en la homeostasis de la glucosa facilitando la liberacion de insulina en

ratones obesos (Chen et al., 2017).

Nuestro grupo de trabajo demostr6 en un modelo animal de SM con una ingesta
excesiva de fructosa, que la glicosilacion de las colinesterasas séricas se modifica,
este efecto trajo consigo cambios en la vida media de la enzima que podria explicar
el motivo, por el cual se observa aumento en su actividad; probablemente al unirse
mas carbohidratos a la proteina, la sefial dada por el &cido sialico para la eliminacién
de la proteina via proteosoma se pierde o enmascara por estos otros carbohidratos
adicionados de manera alterada, lo que resulta en un aumento de la actividad sérica
de ambas colinesterasas, contribuyendo a la inflamacién sistémica de bajo grado,
la sintesis de acidos grasos y la pérdida de apetito (Villeda-Gonzéalez JD, Tesis de

Maestria. 2016).
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2.5. La nicotinamida y sus propiedades generales

La nicotinamida (NAM) es una vitamina hidrosoluble del complejo B, también
llamada vitamina B3, precursora de nucledtidos de piridina adenina (NAD+, NADH,
NADP+y NADPH). La actividad biologica de NAM es variada, incluyendo su accion
antioxidante, inmunoreguladora, antiapoptética y anticancerigena. Cuando se ha
utilizado a altas dosis farmacoldégicas no se observan efectos de citotoxicidad,
teratogénicos u oncogeénicos. Aunque, su efecto farmacoldgico depende de la

concentracion empleada (Yan et al., 1999, Burkart, 1999, Bai, 2008).

En distintos modelos experimentales de diabetes tipo 1 (DT1), se ha comprobado
gue la NAM evita la destruccion de las células B pancreéticas (Lee et al, 2013), al
disminuir la produccion de citocinas pro-inflamatorias y bajar la actividad de la 6xido
nitrico sintasa inducible (Hedman, 2006). Esta accién de la NAM se atribuye a la
inhibicion de poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP) o la formacion del éxido nitrico, los
cuales ocasionan muerte de la célula B pancreatica (Kolb et al., 1999). La NAM
como precursora de NAD+ activa indirectamente a la AMPK, mecanismo guiado por
sirtuinas, y en consecuencia podria inhibir a diversas proteinas involucradas en el
metabolismo lipidico, como son la lipasa sensible a hormonas, la acetil-CoA

carboxilasa y la acido graso sintasa (FAS) (Rossmeisl M et al., 2004).

En cardiomiocitos expuestos a NAM se ha observado un aumento en la
concentracion de NAD+, ATP y enzimas antioxidantes, y al mismo tiempo una
disminucién en la necrosis y en las especies reactivas de oxigeno (Tong et al.,
2012). En ratones con DT2 y una dieta alta en grasa, la nicotinamida

mononucledtido (intermediario en la sintesis de NAD+ a partir de NAM), indujo el
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aumento de la poza de NAD+, mejorando la sensibilidad a la insulina al disminuir la
expresion de genes relacionados con estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y
actividad de sirtuinas (Yoshino et al., 2011). Paralelo a estos resultados un estudio
reciente realizado por nuestro grupo demostré que el suplemento de NAM al
modular la actividad de la enzima G6PD mediante la inhibiciéon no competitiva mixta
causa una disminucion en el estrés oxidante y la acumulacién de lipidos en
adipocitos 3T3-L1 cultivados con alta glucosa (Torres-Ramirez et al., 2013). Cabe
sefalar, que en ratén knockout para glicina n-metil transferasa, la acumulacion
anodmala de S-adenosil metionina puede corregirse por la administracion de la NAM,
al normalizar la expresion de genes involucrados en la sintesis de lipidos, estrés

oxidante, inflamacion, proliferacion y apoptosis (Varela-Rey et al., 2010).

Otro trabajo derivado de nuestra linea de investigacion demostré ademas que NAM
regula la expresion de SRBP y CREB; enzimas lipogénicas relacionadas con el

desarrollo de esteatosis (Loza-Medrano et al., 2019).

Con base en estas investigaciones, queda claro que la administracion de NAM en
modelos experimentales de trastornos metabdlicos podria modular a otros genes,
disminuir el estrés oxidante o influir en las modificaciones postraduccionales de
esterasas hepdticas, disminuir la inflamacién y mejorar el metabolismo de acidos

grasos.
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3. JUSTIFICACION

El término “sindrome metabdlico” fue asignado para describir un conjunto de
anormalidades metabdlicas y hemodinamicas, incluyendo obesidad central,
hipertension, dislipidemia, hiperglucemia y resistencia a la insulina. En particular la
obesidad y resistencia a la insulina son reconocidas como factores causales. Es
importante destacar que el sindrome metabdlico es una condicidon reversible y
crucial para prevenir el inicio y progreso de enfermedades cronico degenerativas,
las cuales no son reversibles. Por ello, se buscan marcadores tempranos del SM
para su diagnoéstico y posterior control; con esta apreciacion pudieran ser
reconocidas las colinesterasas como marcadores tempranos en el desarrollo y
establecimiento del SM. Ademas, la administracion de NAM pudiera mejorar el
sistema redox del glutation y reflejarse en una disminucién en las actividades de
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, incrementando la actividad en la
paraoxonasa-1 impidiendo la hidrolisis de acetilcolina y la oxidacién de las LDL. La
administracion de NAM constituye un enfoque fundamentado tedrica vy

experimentalmente, que por ser accesible e innovador conviene investigar.
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4. HIPOTESIS

Las colinesterasas pueden ser reguladas por NAM que manifiesta su efecto

antioxidante y antiinflamatorio en el modelo de SM en rata.

5. OBJETIVO GENERAL

Conocer el mecanismo de accion por el cual NAM regula la actividad de

colinesterasas hepaticas y reduce las alteraciones del SM.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

. Comparar el modelo in vivo de SM con un modelo en cultivo celular (in
vitro), del efecto de NAM sobre la expresion, el contenido y la actividad de
colinesterasas.

. Determinar la expresion de transcritos de ambas colinesterasas en los
dos modelos de experimentacion.

. Determinar el contenido proteinico de ambas colinesterasas en los dos
modelos de experimentacion.

. Evaluar el estado redox celular mediante; relacion GSH/GSSG,
malondialdehido (MDA) y paraoxonasa 1 (PONL1).

. Realizar un analisis de modelado molecular de NAM y colinesterasas, y

su interaccion in sillico mediante la técnica de docking molecular.
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7. MATERIAL y METODOS

7.1. Materiales
Los reactivos grado biologia molecular y lectinas utilizadas fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El reactivo de Trizol de ROCHE (Indianapolis,
IN, USA), kit Turbo DNA-freeTM de Ambion, kit First Stand cDNA de Thermo
Scientific (Massachusetts, USA), Master SYBR Green Plus para la reaccion de
gPCR de ROCHE (Mannheim, Germany), kit Immunoassay Quantify Insulin marca
ALPCO (New Hampshire, USA), kit Quantify Free Fatty Acids marca BioVision
(Milpitas, CA, USA), kit BD OptEIA TNF ELISA marca BD (San José, CA, USA), kit
Rat IL-6 Standard ABTS ELISA marca Peprotech Inc. (Rocky Hill, NJ, USA) y

primers proporcionados por Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA).

7.2. Modelo in vivo en ratas
Se utilizaron treinta ratas de la cepa Sprague Dawley con un peso de 250 + 5.0 g
en condiciones controladas de temperatura (22.5 °C), humedad relativa (50%) y
periodos luz/oscuridad (12 / 12 h), alimentadas con dieta chow 5008 de purina. Los
animales fueron proporcionados por el Bioterio del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, revisada en

2001), para el cuidado y uso de animales de laboratorio.
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7.3. Induccion del sindrome metabdlico y tratamientos
El SM se indujo mediante la ingesta de fructosa al 40% (P/V) disuelta en el agua de
beber. Las ratas se dividieron en cinco grupos (n=6 por grupo), se mantuvieron en
jaulas de acrilico de 90 X 50 X 30 cm (de forma individual). En la tabla 3 se describen

los grupos:

Tabla 3. Grupos experimentales y tratamientos con nicotinamida

Grupo 1 Control

Grupo 2 SM (fructosa 40%)
Grupo 3 SM - NAM 5 mM
Grupo 4 SM - NAM 10 mM
Grupo 5 SM - NAM 15 mM

________ ; . |

| Induccién de SM : ICurvla de toleranc-l’a ala :

I Fructosa 40% " glucosa 'y Presmn |
arterial

—_—— - — P |

Semana 0 Semana 5 Seniana 15 Semana 16

I Inicio de tratamientos con | : Obtencion de :
NAM (5 h/diarias) | |_muestras Biologicas |
|

Figura 1. Disefio experimental. Durante los primeros treinta dias se indujo el
SM experimental en los grupos de animales 2, 3, 4 y 5. Posteriormente, a partir
del dia treinta y uno se administrd la nicotinamida a diferentes concentraciones
a los grupos 3,4y 5 (5, 10, y 15 mM en el agua de beber), respectivamente.
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Se preparo fructosa al 40% (P/V) para administrar en el agua de beber a los grupos
2, 3,4y 5, para inducir SM, a partir del dia treinta y uno se administr6 NAM a sus
respectivas concentraciones. La vitamina se disolvio de igual forma en agua de
beber, en un bebedero diferente, bajo disponibilidad ad libitum durante cinco horas
diarias (de 9:00 am a 2:00 pm). A las concentraciones establecidas para cada grupo
de tratamiento. Cabe mencionar que durante el tratamiento se retir6 el bebedero del
carbohidrato durante las cinco horas de tratamiento y se colocé el bebedero con la
NAM. Posteriormente, se intercambiaron los bebederos nuevamente; esto para
asegurar que al consumir la vitamina no se mezclara con el carbohidrato. Se
consider6 que la administracion de NAM era la més adecuada debido a que nos
permite controlar el tiempo e impedir que la NAM se transforme en NAD+ y por
saturacion hepética sea metabolizado. Sin embargo, no se puede excluir que el
NAD+ tenga una funcién importante en el estudio presente, por ello es que optamos
por dar el tratamiento durante la mafiana y por un tiempo establecido. No obstante
gue conocemos que la vida activa de la rata es nocturna, en este contexto hemos
observado que suelen consumir bebida durante su etapa de descanso, demostrado
mediante el registro que se llevd en cuanto al consumo de la vitamina. Se
completaron ciento veinte dias de tratamiento, durante ese tiempo se llevd un
registro de consumo de alimento, bebida, tratamiento y ganancia de peso corporal.
Una vez finalizado el tratamiento los roedores se sacrificaron para la obtencién de

muestras bioldgicas.
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7.4. Determinacién de presién arterial
Dos semanas antes de concluir los tratamientos se determind la presion sistolica y
diastolica de cada rata utilizando el equipo no invasivo, CODA® High Throughput
(System Noninvasive Blood Pressure System), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

7.5. Curvade tolerancia ala glucosa
Ocho dias antes de finalizar los tratamientos se realizé una prueba de tolerancia a
la glucosa oral. Previamente, los animales se dejaron en ayuno por 7 horas. A cada
animal se administr6 una carga de glucosa (2 g/kg) (DX-50, Pisa) por via
intraperitoneal. La muestra de sangre se obtuvo mediante un corte sagital de la
punta de la cola y utilizando un glucémetro FreeStyle Optium Neo de Abbott® y tiras
reactivas de la misma marca. Se cuantificé la glucosa basal, y posteriormente cada

30 minutos y hasta los 180 minutos.

7.6. Obtencién de muestras bioldgicas
Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg via I.P.) para
realizar una puncién cardiaca y obtener sangre total que se centrifugd a 3500 rpm
durante 15 minutos a 4 °C para colectar el suero y formar alicuotas de 100 uL. Las
muestras de suero se almacenaron a -70 °C hasta su uso para las determinaciones
correspondientes. Se realizd la extraccion del higado que se fraccion6 para las
determinaciones correspondientes (Analisis de expresion génica; Trizol o RNA-later;

Andlisis bioquimico: sin amortiguador a -80 °C y analisis de western blot en RIPA).
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7.7. Marcadores metabdlicos
Se determinaron TG, HDL, LDL, alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y proteinas totales en muestras de suero, se determinaron

utilizando el equipo SPOTCHEMTM EZ SP-4430, Arkray, USA.

7.8. Cuantificacién de insulina, acidos grasos libres y citocinas pro
inflamatorias (TNF-a e IL-6)
La concentracion de insulina, acidos grasos libres y citocinas pro-inflamatorias se
determind en muestras de suero utilizando kits especificos para rata, siguiendo las
recomendaciones del inserto para cada ensayo y mediante el andlisis de sus
absorbancias obtenidas a 450, 570 y 450 nm de longitud de onda, respectivamente

usando el lector de placas MultiskanTM de Thermo ScientificTM.

7.9. Marcadores de estrés oxidante
La determinacién de glutation (GSH) en higado se determiné después que una
fraccién de 6érgano se homogeneizé (10% P/V) en acido meta fosférico al 5 % (V/V)
y se centrifug6é a 15, 000 rpm por 20 min a 4 °C. El fundamento del método de
cuantificacion se basa en la reaccion estequiométrica entre el acido 5,5’ -ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) y el grupo tiol del GSH, el producto nitromercaptobenzoato
absorbe a una longitud de onda a 412 nm, siendo proporcional a la concentraciéon

de GSH.

La determinacion de especies reactivas al acido tiobarbitirico o malondialdehido
(MDA), se realiz6 un homogenado de higado (10% P/V) en PBS 0.1 M, pH 7.5. El

fundamento del método cuantitativo se basa en la reaccion del acido tiobarbitlrico
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(TBA) con el producto de la lipoperoxidacion el cual absorbe a una longitud de 595

nm.

Cabe destacar la adicion de acido tricloroacético para la formacion de lipoperoxidos

y posteriormente la extraccion de estos con n-butanol.

La actividad de la paraoxonasa-1 (PON1), se determind en suero, midiendo la
velocidad de hidrdlisis del sustrato paraoxon (fosfato de dietil-p-nitrofenilo), a su
transformacién en p-nitrofenol cuya absorbancia se observa a 412 nm. La mezcla
de reaccion (800pl), contenia paraoxén 2,0 mM, CaClz 2,0 mM y 20 pl de suero o
plasma en tampén Tris / HCI 100 mM (pH 8,0). Se procesé simultaneamente una
muestra blanco que contenia la mezcla de reaccidén sin suero para corregir la
degradacion espontanea del sustrato. La actividad enzimatica se calcul6 a partir de
§412 de p-nitrofenol (18290 Mt * cm™), y se expresé en U / ml; 1 U de enzima

hidroliza 1 nmol de paraoxén / min (Schiavon et al., 1996, Ayub et al., 1999).

Todas las absorbancias fueron determinadas por el lector de placas MultiskanTM

de Thermo ScientificTM.

7.10. Actividades acetilcolinesterasay butirilcolinesterasa
La actividad de AChE y BChE se determiné en muestras de suero e higado
mediante el método de Ellman (1961), en el cual se emplean los tio-analogos de los
sustratos naturales (acetil-tiocolina y butiril-tiocolina para AChE y BChE,
respectivamente), e inhibidores selectivos para cada enzima (BW284C51 e Iso-
OMPA para inhibir AChE y BChE, respectivamente). El método se basa en la

capacidad del DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico) para oxidar grupos tioles
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libres formando el anion 5-tio-2-nitrobenzoato que genera un color amarillo, que

absorbe a un maximo de absorbancia a 412 nm de longitud de onda.

La actividad enzimética, expresada en umoles de sustrato hidrolizados por hora y
por ml de muestra (U/ml), se obtiene multiplicando el incremento de absorbancia /

min por el factor que, para un paso optico de 1 cm, resulta de la expresion:

60 x 1000 X V;
1,36 X 10* x V,

En la que Vi y Vm representan, respectivamente el volumen total en la cubeta y
volumen de muestra, expresados en mililitros; 1,36 x 104 M-1 x cm-1 es el
coeficiente de extincion molar del croméforo (g412), y 60 y 1000 son factores de
conversion. Por lo tanto una unidad de actividad de AChE o BChE (U) representa la
cantidad de enzima que hidroliza 1 umol de sustrato por hora en las condiciones de
ensayo. La actividad especifica se expresa en unidades por miligramo de proteina

(U/mg).

La actividad en el higado se determind a través de un homogenizado del tejido (10%
P/V) en amortiguador de lisis (Trizma 15 mM, pH 7,5 (NaCl 1 M, MgCI 50 mM, EGTA
1 mMy EDTA 3 mM), en Polytron PT 1200, que se centrifugé a 15, 000 rpma4°C
durante 60 min (Thermo Scientific Sorvall ST 40R), considerando el sobrenadante
como la fraccion Si. Ademas se obtuvo una segunda fraccién solubilizando las
membranas citoplasmaticas del precipitado utilizando el detergente Brij 96 (fraccion

S2).
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La estimacién de las actividades se realizO mediante una cinética enzimatica,
utilizando un lector de microplacas Labsystems Multiskan EX de 96 pozos (Helsinki,
Finlandia). La mezcla de reaccion contenia muestras de suero o higado (fracciones

S1y S2) mas tio-analogos especificos (11 uM) e inhibidores especificos 5.5 pM.

La actividad se normalizé utilizando el contenido total de proteinas, finalmente la

actividad se expresé como actividad especifica (U/mg).

7.11. Valoracion del contenido total de proteinas
La cuantificacion de proteinas totales en higado se realiz6 mediante el método de
Lowry (1951), cuyo fundamento se basa en dos reacciones: 1) La formacion de un
complejo de estructura plano-cuadrada entre los enlaces peptidicos de las proteinas
y el cobre (reaccién de Biuret) y 2) Reaccion oxido-reduccion del reactivo de Folin-
Cicalteau con el complejo cobre-proteina, principalmente grupos aromaticos de los
aminoacidos tirosina, fenilalanina y triptéfano. Esta segunda reaccion intensifica la
coloracibn de acuerdo a la concentracion de proteinas. Se determina por

espectrofotometria a 660 nm de longitud de onda.

7.12. Deteccion de proteinas por Western Blot
Las muestras de higado fueron homogeneizadas en amortiguador RIPA con un
coctel inhibidor de proteasas utilizando un Politron durante 10 min. Posteriormente,
los homogenados se centrifugaron a 15, 000 g durante 20 min a 4 °C, el
sobrenadante se colectd en un tubo del cual se tomaron las alicuotas para
determinar proteinas totales por el método descrito en el apartado anterior. Una vez
conociendo la concentracion de proteinas se ajusté el volumen para conseguir un
contenido 40 ug de proteina en cada muestra con amortiguador de muestra. Se
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realizé la separacion electroforética de proteinas en condicion disociante utilizando
el equipo de BioRad, y posteriormente, se realizo la transferencia de las proteinas
del gel a una membrana de polivinilo (PVDF) previamente activada. Posteriormente,
se realizé la incubacion con anticuerpos primarios especificos para cada la proteina
acetilcolinesterasa (Santa Cruz Biothecnology), butirilcolinesterasa (Santa Cruz,
Biothecnology) y como control de carga de utilizo la deteccion de la beta-Actina
(Santa Cruz Biothecnology), el revelado fue por quimioluminiscencia utilizando un

foto documentador (Fusion FX, Vilber US).

7.13. Expresion de los genes AChE y BChE en higado de rata
El aislamiento del RNA se llevd a cabo mediante el método de Tioisocianato de
guanidina (Trizol®-Invitrogen) (Chomczynski, 1993), y la purificacion mediante
lavados con isopropanol y etanol 75%, ademas se utilizo el kit Turbo DNA-freeTM

de Ambion®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El RNA se cuantifico usando el NanoDrop y se determind la relacion 260/280 para
verificar su pureza, la integridad se determindé mediante la electroforesis en un gel
de agarosa 1% usando bromuro de etidio, la visualizaciéon se llevd a cabo en un

analizador de imagen (BioRad).

La retrotranscripcion se llevd a cabo con cebadores aleatorios, una mezcla de
desoxiribonucleotidos (DNTP’s) y la transcriptasa reversa en termociclador
(Eppendorf, EE.UU.AA) siguiendo las recomendaciones del kit First Strand cDNA

de Thermo Scientific.
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La reaccion de gPCR se llevo a cabo con una mezcla de Master SYBR Green Plus

de ROCHE, primers especificos que se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de los primers y tamafio de amplicones para andlisis de transcritos

Sentido Anti sentido pb
BChE F5'-TGCCCTGCACTGGAGTTTAC-3', | R5-CCACACTGTGCTATTGCCCT-3" | 273
AChE F5'-CTGGGTTTGAGGGATCCGAG-3' | R5-TGAGGACAGGTGTGGGAGAA-3' | 114

General
AChE-H F5 -CCACAGCCACAGAGGTTCC-3 R -GGAGTGGAGGAGGAAAAGGA-3" | 116

AChE-R F5-CTCAGCGCCACAGGTAGG-3’ R5-TCTCTCCCGTCCTTCCAAC-3’ 76
AChE-T F5-CAGCAATACGTGAGCCTGAA3" | R5-CTCGTCCAGCGTGTCTGT-3’ 123
18S F5-ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG-3' | R5-CGCTGAGCCAGTTCAGTGTA-3" | 218

El sistema de Applied Biosystems 7900 se programé a 40 ciclos de 95 °C por 10
seg, 61 °C por 7 seg y 72 °C durante 10 min. La expresion relativa se determind
mediante la comparacion de los genes de interés con el gen control (18S)

normalizada mediante la formula 2-AACH.

7.14. Estudios en las lineas celulares HepG2 y AML12
Las lineas celulares empleadas fueron HepG2 (ECACC, derivadas de un
hepatoblastoma humano) y AML12 (ATCC, hepatocitos normales de raton),
cultivadas en medio EMEM y DMEM, respectivamente, y suplementados con suero
fetal bovino 10%, glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 1%, estreptomicina
100 mg/mL y penicilina 100 Ul/mL a 37 °C en atmosfera hiumeda con CO: al 5%.

Adicionalmente, para las células AML12 se utilizd un coctel de insulina-transferrina-
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selenio (10pg/ml-5.5pug/ml-4ng/ml), dexametazona (40 ng/ml) y amortiguador
HEPES (0.5 mM). Después tres pases para su adaptacion, se cultivaron en medio
normal, y luego de 72 horas las células se cultivaron con alta fructosa 10 y 25 mM

con y sin NAM 10 mM por 72 horas méas.

7.15. Prueba de citotoxicidad
El ensayo de metil-tiazolil-tetrazolium (MTT) se empled para determinar el poder
reductor intracelular (Stockert et al., 2012) en referencia a la actividad metabdlica.
El fundamento del método se basa en la capacidad de las deshidrogenasas
mitocondriales de las células vivas para reducir el MTT de color amarillo, en un
producto de color azul violaceo (formazan) que absorbe a 540 nm de longitud de
onda. La capacidad de las células para reducir el MTT es indicativo de integridad y
actividad mitocondrial, por lo que, los resultados pueden ser interpretados como una

medida de viabilidad y/o numero de células.

7.16. Ensayos de Osmolaridad
Se determiné la osmolaridad en los medios, teniendo en cuenta que pudiera influir
sobre el cultivo celular y ser un factor que alterara las pruebas. El ensayo se realizd
en el equipo Vapro Wescor 5520, para ello se utilizé una alicuota de 10 pL por
medio previamente preparado, siguiendo las condiciones e instrucciones

establecidas.

7.17. Preparacion de muestras con ambas lineas celulares
Una vez concluidos los diferentes tratamientos en los diferentes lapsos de tiempo,
las células se levantaron con tripsina-EDTA 0.25% (Thermo-Fisher), durante 3
minutos, se colocaron en un tubo eppendorf de 50 ml. Posteriormente, se lavaron
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con PBS, se centrifugaron a 1,200 rpm por 10 minutos, y luego se fraccionaron en
partes iguales para los ensayos de cuantificacion de proteinas, inmunodeteccion en
papel, ensayos de PCR y ensayos de actividad. Cabe mencionar que ademas de
recolectar las células para las diferentes determinaciones se colectaron medios de
cultivo que estuvieron en contacto con las células (medio condicionado), para saber
si existia la posibilidad de que enzima citosdlica saliera fuera de las células y poder
determinar actividad extracelular. Finalmente, los analisis de actividad, expresion y

proteinas se determinaron de la misma forma antes descrita.

7.18. Analisis de Docking Molecular
En este estudio se utilizaron BChE humana (PDBID: 6AQB) y AChE (PDBID: 4MOE).
Se agregaron atomos de hidrégeno a ambas estructuras utilizando el servidor
CHARMM-GUI (Jo S et al., 2008), y la energia se minimizé con 100 pasos de
descenso mas pronunciado con CHARMM version 44bl disponible gratuitamente
(Brooks et al, 2983, Brooks et al, 2009), utilizando parametros CHARMM36 (Best et
al., 2012). Las estructuras de ACh y NAM se obtuvieron de la base de datos
PubChem, y el mejor conformador para ambas estructuras se obtuvo usando
MarvinSketch version 19.20 (ChemAxon, Marvin, 2019). Se realizaron mil
experimentos de acoplamiento independientes para ambas proteinas utilizando
AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010). Se centré una cuadricula de 15 A3 en el centro
de masa de cada sitio de union (AChE: S203, E334, H447. BChE: S198, E325,
H438). Los valores de RMSD se calcularon utilizando scripts internos. Solo se
presentan los resultados del grupo mas poblado (RMSD <2 A). Las imagenes se

obtuvieron utilizando VMD (Humphrey et al., 1996) y Maestro (Schédinger, 2019).
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7.19. Analisis estadistico
Los resultados se presentan como la media + error estandar. Las comparaciones
entre los grupos se realizaron por ANOVA 'y las pruebas pos hoc mediante la prueba
de Tukey-Kramer considerando un valor significativo p < 0.05. Se utilizo el software
SPSS Statistics IBM 21 para los analisis de normalidad y pruebas estadisticas,

también se utilizé GraphPad Prism 6 para comprobar analisis y el disefio de gréaficos.
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8. RESULTADOS

MODELO IN VIVO

8.1. Fructosa induce sindrome metabdlico alterando los parametros
bioguimicos y antropométricos considerados por la ATPIII.

Las calorias aportadas por el consumo frecuente de fructosa equivalen a un 45%
mas de lo que consumen los animales del grupo control (Figura 2), éste aporte extra
de calorias son suficientes para inducir el SM confirmado por el aumento en el peso
corporal de los animales, el contenido en triacilgliceroles (TG), la insulina y la
presion arterial, junto con una disminucion en la concentracién de HDL (Tabla 5).
Las calorias extras se reflejaron en la ganancia en peso corporal (10 %) a partir de
la 62 semana finalizando con un aumento en 20% el grupo SM en comparacion al
grupo control. Asimismo, se encontraron los porcentajes mas altos en TG (20 %),
acidos grasos libres (FFA) (7 %), presion sistélica (15 %) y diastélica (18 %), paralelo
con porcentajes bajos (30 %) en la concentracién de HDL al comparar con el grupo
control. El suplemento de la NAM 10 y 15 mM aminora totalmente los marcadores
para SM, con porcentajes menores para los TG (10 %) y los FFA (~10 %) con
aumento (30 %) en la concentracion de HDL. Con respecto a la presion arterial NAM
a las 3 dosis disminuye presion sistolica (~15 %) y diastélica (~15 %); efecto

benéfico cuando se compara con el grupo SM.
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Figura 2. Ingesta calérica representada en kilocalorias consumidas por semana en
los diferentes grupos. Los valores representan la media + error estandar, la comparacion
entre grupos se realizé por el analisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para
encontrar las diferencias significativas entre grupos con una *p<0.05 con respecto al control.
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Tabla 5. Efecto de NAM sobre los factores de riesgo para SM en rata

Control SM SM-NAMS5 SM-NAM10 SM-NAM15
Ganancia de 2427415 307.3+4*  274.3+6**  275+12**  247.5+13**
peso (9)
CT (mg/dL) 114.3+6.4 101.2+1.1  100.0+1.0 102.5+2.1  105.0+7
TG (mg/dL) 148.6+2.4 184.0+3.6* 177.5+2.4**  165.0+1.0** 164.5+3.5**
HDL (mg/dL) 43.0+1.4 28.0+2.8* 29.0+2.8 35.0+1.4**  355+3.5%*
VLDL (mg/dL) 29.7+0.5 36.8+0.7* 21.5+0.5%*  33+0.2** 32.940.7**
AGL (nmol/pL) 4.24+0.96 4.54%0.21* 4.01+0.78**  3.88+0.95** 4.30+0.89**
Presion Sistdlica 136.5+9.1 160.3+5.6* 124.7+10.4** 140.7+4.1** 143.2+4.2**
(mmHg)
Presion Diastolica 99.5+13 121.6+5.0* 93.246.9**  102.2+9.3** 108.7+6.9**

(mmHg)

Valores expresados como la media + error estandar de 6 animales por grupo, utilizando el
andlisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias
significativas. *p<0.05, con respecto al grupo control, **p<0.05 con respecto al grupo SM.
CT (colesterol total), TG (triacilgliceroles), HDL (lipoproteinas de alta densidad), VLDL
(lipoproteinas de muy baja densidad), AGL (acidos grasos libres).
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8.2. La nicotinamida regula la absorcién de glucosa circulante determinado
por: la prueba de tolerancia a la glucosa, los niveles de insulinay el indice
HOMA-IR

El grupo SM mostré un mal manejo de la glucosa sanguinea durante la prueba de
tolerancia a la glucosa, aunque a los treinta minutos no obtuvo el valor mas alto,
desde ese tiempo se mantuvieron elevadas hasta el final de la prueba, terminando
con un aumento del 68 % respecto a la grupo de control (Figura 3A). Por otro lado,
la NAM a las tres dosis diferentes ajustdé los valores de glucosa circulante
adecuadamente durante la prueba, terminando con valores similares al control.
Ademas al observar el area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa se
confirmo el aumento de los valores en el grupo SM, aproximadamente un 43 % con
respecto al control, el tratamiento con NAM disminuy6 un 30 % los valores totales,
asemejandose al grupo control (Figura 3B). Podemos observar que la dosis de 10
mM de NAM fue estadisticamente significativa.

Los valores de insulina en el grupo SM aumentaron en un 62 % con respecto al
grupo control. NAM disminuy®6 los valores principalmente a la concentracion de 5y
10 mM de NAM (40 %) (Figura 3C). Este efecto fue similar al realizar el calculo del
indice HOMA-IR, cuyo incremento fue del 65 % del grupo SM con respecto al
control, y una disminucion del 50, 40 y 25 % con las concentraciones de 5, 10 y 15

mM de NAM respectivamente (Figura 3D ).
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8.3. La NAM restablece GSH y PON1 al disminuir AGL, TBARS y TNF-a

Las alteraciones metabdlicas y hemodinamicas son caracteristicas del SM, inducen
lipoperoxidacion y reaccion inflamatoria de bajo grado, observada asi por los altos
porcentajes séricos de especies reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) (144 %) y
TNF-a (100 %) en discrepancia con la disminucion de IL-6 ( 20 %), asi como la
actividad de PONL1 (27 %) del grupo SM en comparacion con el control. Ademas,
aunque GSH no mostrd cambios significativos en el suero en ninguno de los grupos,
a nivel hepético, GSH disminuyd (13 %) junto con un aumento de GSSG (225 %),
TBARS (58 %) y AGL (226 %), todos en comparacion con el grupo de control.

El tratamiento con NAM a las concentraciones empleadas disminuyo
significativamente la presencia del TNF-a siendo mas acentuado a la concentracion
de 15 mM de NAM (29 %). La IL-6 mostr6 un efecto opuesto al TNF-a, aumentando
notablemente (35 %) con 15 mM de NAM. Ademas, TBARS disminuy6
significativamente (140 %) con NAM 5y 10 mM de NAM. Estas disminuciones de
marcadores inflamatorios y oxidantes se reflejaron en el aumento en la actividad de
PON1 (~ 30%) con NAM 10 y 15 mM. A nivel hepatico, NAM recuperé GSH con
valores cercanos al control y GSSG disminuyd (~ 68 %) con valores cercanos al
control con NAM 10 y 15 mM. Ademaés, los AGL disminuyeron un 55 % con las

concentraciones de 10 y 15 mM de NAM (Tabla 6).
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Figura 3. Efecto de NAM sobre latolerancia ala glucosa, insulina e indice HOMA-IR en
un modelo de rata de SM. (A) Resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa oral
incluida, la concentracion de glucosa basal (después de un ayuno de 6 h) y las
concentraciones de glucosa poscarga a los 30, 60, 90 y 120 min. (B) Area bajo la curva para
la prueba de tolerancia oral a la glucosa (ABC-glucosa). (C) Concentracion de insulina sérica
y (D) indice HOMA-IR. Los valores se expresan como la media + error estandar de 6 animales
por grupo. Analisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias
significativas *p <0.05, con respecto al grupo control, ** p <0.05, con respecto al grupo SM.
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Tabla 6. Efecto de NAM sobre marcadores de inflamacion y estrés oxidante en SM en ratas

Control SM SM-NAMS5 SM-NAM10  SM-NAM15
Suero
TNF-a

7+1.67 14+2.99* 11+2.18** 114+2.66** 10+2.66**
(pg/mL)

IL-6 (pg/mL) 35+1.50 28+2.18* 34+3.15** 34+2.12** 38+6.54**

PONL1 14.14+1.43  10.29+0.52* 9.29+1.37 13.13+1.06*%* 13.61+0.29**
(mU/mg)

??\/Il_; 80.34+17.26 85.03+7.38 71.27+7.19  98.33+10.02 76.16+2.62
M

TBARS (nM) 0.38+0.07 0.93+0.08* 0.32+0.02**  0.35+0.11** 0.78+0.22

Higado

?8&4) 177.543.82  153.842.85* 172.145.17** 174.8+6.76** 174.4+1.42%*
VI

?S@)G 6.3042.63  20.52+4.17* 11.96+2.33** 6.97+1.60**  6.14+1.79**
VI

TBARS (M) 940076  14.83:0.15% 10.85:0.64** 8.09+0.24**  10.65+1.29**

AGL 3.78+1.08  12.34+2.43* 6.56+2.04** 526+1.77** 8.84+2.27
(nmol/uL)

Valores expresados como la media + error estandar de 6 animales por grupo. Analisis de
ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias significativas *p<0.05
con respecto al grupo control. **p<0.05 con respecto al grupo SM. TNFa (factor de necrosis
tumoral alpha), IL-6 (interleucina 6), PON1 (paraoxonasa-1), GSH (glutation reducido),
TBARS (sustancia reactiva al acido tio-barbiturico), GSSG (glutation oxidado), AGL (acidos
grasos libres).
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8.4. NAM reduce las actividades y expresion de transcritos de BChE y AChE en
higado, asi como sus actividades en suero

El grupo SM mostr6 una mayor actividad sérica en BChE y AChE con un aumento del
14 % y ~ 10 %, respectivamente en comparacion con el grupo de control (Figura 4A'y
4B). El tratamiento con NAM a diferentes concentraciones regula la actividad de ambas
colinesterasas con valores similares al grupo control, con un comportamiento dosis-
dependiente (Figura 4A 'y 4B).

En el higado, el grupo SM también tuvo un aumento en la actividad de ambas
colinesterasas; 40 % para BChE y 90 % para AChE en comparacion con el grupo
control. El tratamiento con NAM también disminuy0 la actividad de ambas enzimas; las
diferencias significativas se observan en la concentracion de 5y 10 mM. En el caso de
BChE, NAM 5 mM disminuyé 13 % y NAM 10 mM 22 % y para AChE; La NAM 10 mM
disminuyo su actividad en un 28% en comparacion con el grupo SM. En el higado, la
NAM 15 mM no mostré ningun efecto sobre la actividad de ambas enzimas (Figura 5E
y 5F).

La expresion de BChE en el grupo SM se vio favorecida 2,5 veces en comparacion
con el control. La expresion de AChE 1,5 veces mas que el control. Cabe mencionar
que la expresion de transcritos; AChE-H, AChE-R y AChE-T tuvieron un
comportamiento similar. Por lo que, se decidi6 reportar solo la transcripcion general de
AChE, siendo la mas representativa. Los diferentes tratamientos de NAM regularon la
expresion de ambas enzimas, en el caso de BChE la concentracion de 5 mM se redujo
50% en comparacion con el grupo SM, la concentracion de 10 y 15 mM la disminucién

fue de aproximadamente 75%. Para AChE, la disminucion de la expresion fue
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significativa en la concentracion de 10 y 15 mM con un 50% menos que en el grupo
SM (Figura 5C y 5D). No se observaron diferencias en la cantidad de proteina (Figura

5Ay 5B).
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Figura 4. Efecto del tratamiento de NAM sobre la actividad de BChE y AChE séricas en
ratas con SM. Las actividades de BChE (A) y AChE (B). Los valores se expresan como la
media + error estandar de 6 animales por grupo. Analisis de ANOVA seguido de una prueba
de Tukey para encontrar diferencias significativas * p <0,05, con respecto al grupo de control,
** p <0,05, con respecto al grupo SM.
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Figura 5. El efecto en ratas con SM del tratamiento de NAM sobre los niveles, expresién
y actividad hepatica de BChE y AChE. (A) Niveles, (C) expresion y (E) actividad de BChE.
(B) Niveles, (D) expresion y (F) actividad de AChE. Los valores se expresan como la media +
error estdndar de 6 animales por grupo. Andlisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey
para encontrar diferencias significativas * p <0.05, con respecto al grupo control, ** p <0.05,
con respecto al grupo SM.

MODELO IN VITRO

8.5. NAM regula el crecimiento en células HepG2 tratadas con fructosa

El crecimiento de las células de la linea HepG2 se vi6 favorecido en condiciones de
alta fructosa (25 y 50 mM) a partir de las 48 horas de tratamiento (10 y 15 %,
respectivamente, diferencia no estadisticamente significativa), en comparacion con el
grupo control. En contraste el suplemento de NAM a 10 y 15 mM disminuyo la
proliferacion celular a partir de las 48 horas, siendo méas marcado a las 72 y 96 horas

(35 y 40 %, respectivamente), en comparacion con el control (Figura 6).

55



Citotoxicidad

--e-- Control
NAM 5mM A F+NAMS5mM

g T fuclosadmM o NAMTomM % FHNAMTOmM

: ¥ Fructosa50mM 4 NAM 15mM -~ F+NAM15mM
o
@
S 1.0
0
10,
0
a
g

0.54

0.0 T T 1 1

0 1 2 3 4

Dias

Figura 6. Curva de crecimiento desarrollada por latécnica de MTT, células cultivadas en
condiciones de alta fructosa, con suplemento de NAM y fructosa con NAM a diferentes
concentraciones. El analisis se observ6 a través de cuatro dias consecutivos post
tratamientos. Los valores son presentados como la media de 8 experimentos por grupo.

8.6. Efecto de NAM sobre las actividades AChE y BChE en células HepG2
tratadas con alta fructosa

La actividad de AChE en los lisados del modelo in vitro en células HepG2 se vio
ligeramente aumentada (sin embargo no existe diferencia significativa), por accion del
tratamiento con fructosa, principalmente la concentracion de 25 mM, en comparacion

al grupo control. Por otro lado, el tratamiento de NAM 10 mM por si sola, asi como la

mezcla de fructosa (10 y 25 mM) y NAM disminuyd la actividad de AChE (Figura 7).
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Sin embargo, estas diferencias no logran significancia estadistica debido a la

dispersién de los datos.

Cabe mencionar, que a diferencia de lo observado en el higado testigo, las células
HepG2 mostraron una actividad AChE mas elevada que BChE. En este contexto la

actividad BChE no mostro diferencias con los diferentes tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Actividad de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BChE) en células HepG2 lisadas. Los valores representan la media + error estandar de 8
experimentos independientes por grupo.
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8.7. Efecto de NAM sobre las actividades AChE y BChE en medio condicionado
por células HepG2 tratadas con alta fructosa

Considerando que ambas colinesterasas pueden ser enzimas de secrecion, se
consider6 determinar la actividad en los medios de cultivo con la intencion de conocer

si existe enzima activa secretada por las células HepG2.

Se observd que de manera opuesta a lo observado anteriormente, la actividad de
ambas enzimas no se modificé con el suplemento de NAM 10 mM. Por otro lado, el
tratamiento de fructosa disminuyo significativamente las actividades AChE y BChE (15

%), en el medio de cultivo de las células comparado con el grupo control (Figura 8).

De igual manera que la actividad en los lisados celulares, la actividad AChE fue 50 %

mayor a la actividad BChE (Figura 8).
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Figura 8. Actividad de las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa en medios de
cultivo de células HepG2. Los valores representan la media + error estandar de 8 experimentos
independientes por grupo. Andlisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar
diferencias significativas. *p<0.05 actividad acetilcolinesterasa (AChE) en medios de cultivo vs
grupo control. &p<0.05 actividad butirilcolinesterasa (BChE) en medios de cultivo vs grupo
control.
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8.8. Efecto de NAM sobre la actividad AChE y BChE en la linea celular AML12
cultivadas con alta fructosa

Adicionalmente se realizaron ensayos con otra linea celular proveniente de hepatocitos
normales de raton (AML12), a diferencia de las células HepG2 que provienen de
hepatocarcinoma. Para la linea AML12 la actividad AChE y BChE disminuyo alrededor
del 20 % en condiciones de alta fructosa comparada al grupo control. Por otro lado, el
suplemento de NAM sola y mezclada con fructosa restablece la actividad siendo similar

al control (Figura 9).
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Figura 9. Actividad enzimatica de AChE y BChE en lisados celulares de la linea AML12.
Los valores representan la media * error estandar de 4 experimentos independientes por
grupo. Andlisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias
significativas. *p<0.05 actividad acetilcolinesterasa (AChE) en medios de cultivo vs control.
&p<0.05 actividad butirilcolinesterasa (BChE) en medios de cultivo vs control.

8.9. Efecto de NAM sobre la expresion de los transcritos de AChE y el gen
BChE en células HepG2 tratadas con alta fructosa

La expresion del gen AChE genera tres diferentes transcritos; R, T y H, cada uno a su
vez generan diferentes isoformas proteicas con actividad catalitica. El cultivo de
HepG2 con alta fructosa incrementa la expresion (30 %) del transcrito R con respecto
al control (Figura 10A). En contraste, el suplemento de NAM disminuye 20 % la
expresion, con valores cercanos al control. Fructosa no afect6 al transcrito T aunque
no es significativo (Figura 10B). El suplemento de NAM causé disminucion en la
expresion de los transcritos R y T, alcanzando valores similares al control (Figura 10A
y 10B). Opuesto a lo esperado la expresion del trascrito H mostré una disminucion
(25%) por la alta fructosa (Figura 10C). NAM provoc6 disminucién en el nivel del
transcrito H observado con fructosa (Figura 10C). Sin embargo, cuando se mezclaron
ambos suplementos (fructosa y NAM), la expresion del transcrito H se restablecio con
valores semejantes al control, este es un fenébmeno totalmente opuesto a lo observado

anteriormente con el modelo in vivo.
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Figura 10. Expresion del transcrito tipo R (A), T (B) y H (C) de AChE expresado en células
HepG2. Los resultados representan la media de 3 experimentos independientes + error
estandar del nimero de copias de cada transcrito por cada 10° copias de B-actina. Andlisis de
ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias significativas. *p<0.05 del
grupo NAM vs control.

8.10. Efecto de NAM sobre la expresién de transcritos BChE en células HepG2
tratadas con fructosa

La expresion de transcritos BChE se abatié (90%) en las células HepG2 cultivadas con
alta fructosa sola y en presencia de NAM en comparacion con el grupo control. Este
dato se confirmé aumentando el nimero de ensayos. Cabe destacar que la expresion

de BChE asi como su actividad en esta linea celular fue sumamente baja, poco

perceptible (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de transcritos BChE en lisados celulares de HepG2 tratadas con
alta fructosa y NAM. Los resultados son expresados como la media + error estandar del
numero de copias de BChE por cada 10° copias de B-actina. Andlisis de ANOVA seguido de
una prueba de Tukey para encontrar diferencias significativas. ***p<0.05 de los grupos NAM,
fructosa y ambos vs control.

8.11. Efecto de NAM sobre la expresion de AChE y BChE en las células AML12
tratada con alta fructosa

La expresion de ambas enzimas de la linea celular AML12 mostraron un
comportamiento similar a lo observado en las células HepG2, los transcritos Ry T
aumentaron su expresion 40% y 90% respectivamente en los grupos tratados con
fructosa con respecto al grupo control (Figura 12A y 12B). Por otra parte, la
administracion de NAM la expresion de ambos transcritos disminuyd (40 y 70 %

aproximadamente), con valores similares al control. Un dato importante de las células

AML12 es que no expresan transcrito H (dato no presentado graficamente).
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Finalmente, el transcrito BChE en células AML12 cultivadas con alta fructosa, no
presentd cambios significativos en su expresion comparando con el control. Por otro
lado, la presencia de NAM atendo mas aun su expresion entre un 15-30 % en
comparacion con el grupo control (figura 12C). Siendo significativo cuando se

administran ambos suplementos a las células en comparacion con el control.
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Figura 12. Efecto de la NAM en las células AML12 sobre la expresion de los transcritos
R (A)y T (B) de AChE y BChE (C). Los valores representan la media de 3 experimentos
independientes + error estandar, del nimero de copias de cada mensajero por cada 10° copias
de B-actina. Analisis de ANOVA seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias
significativas. A) *p<0.05 grupos NAM, fructosa-NAM vs fructosa. B) *p<0.05 fructosa vs
control, &p<0.05 NAM, fructosa-NAM vs fructosa. C) *p<0.05 NAM, fructosa-NAM vs fructosa.
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8.12. Efecto de NAM sobre la cantidad de AChE y BChE en células HepG2
tratadas con alta fructosa

En células HepG2 cultivadas, la cantidad de proteina de AChE incrementd (100 %)
con el estimulo de fructosa 25 mM en comparacion con el control; el suplemento de
fructosa adicionalmente con el tratamiento de NAM disminuy¢ la cantidad de proteina
30 % en comparacion con el grupo suplementado con fructosa, este efecto también se
observé en el grupo suplementado Unicamente con NAM, teniendo un disminucion en
un 60 % (Figura 13A). El suplemento de fructosa en las células HepG2, también causé
un aumento en la cantidad de proteina BChE, aunque en menor proporcion (10 %) en
comparacion con el control; el suministro de NAM sola mantiene la cantidad de
proteina similar al control (Figura 13B). Sin embargo, cuando se mezclan ambos
tratamientos la cantidad de proteina disminuye considerablemente (30 %) en

comparacion con el grupo fructosa.
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Figura 13. Relacidon cuantitativa en células HepG2, determinada por la emision de luz
que reflejan las bandas de cada inmunodeteccion en papel. A) AChE, B) BChE. Este
experimento solo se realizé una vez por lo tanto no existen desviaciones estandar.

8.13. Efecto de NAM sobre la cantidad de AChE y BChE en células AML12
tratadas con alta fructosa

Para las células AML12, la cantidad de proteina AChE no mostré cambios importantes;
ni con alta fructosa ni agregando el suplemento de NAM, los valores permanecieron
similares al grupo control (Figura 14A). Por otro lado, la cantidad proteica de BChE
disminuy6 con NAM sola y en el grupo de fructosa suplementada ademas con NAM
(40 y 30%) respectivamente con respecto al control (Figura 14B). Cabe destacar que
estos experimentos se realizaron por duplicado, valdria la pena aumentar el nimero

de casos por grupo para certificar nuestros resultados.
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Figura 14. Relaciéon cuantitativa en células AML12, determinada por la emisiéon de luz
gue reflejan las bandas inmunodeteccién en papel. A) acetilcolinesterasa (AChE), B)
butirilcolinesterasa (BChE). Este experimento se realizd6 por duplicado a excepcion de la
muestra Fruct10+NAM10mM, los valores se presentan como la media + desviacién estandar.
8.14. NAM interactua con los sitios cataliticos BChE y AChE

Una de las grandes incégnitas sobre el mecanismo potencial del porque NAM modifica
la actividad de ambas colinesterasas (de forma positiva 0 negativa), recae sobre la

idea de que NAM pueda interaccionar directamente con los sitios cataliticos de ambas

enzimas.
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Una estrategia para explorar este fendmeno fue utilizar una metodologia in sillico para
conocer la afinidad de union entre la molécula de NAM y los sitios cataliticos de las
colinesterasas.

Para el desarrollo de la metodologia se analiz6 el acoplamiento de la nicotinamida y el
sustrato natural de las enzimas; ACh. Se observo que el acoplamiento molecular de la
ACh y la NAM a la estructura de AChE y BChE, los resultados de acoplamiento se
presentan en la Tabla 7. La NAM tuvo una energia de afinidad mas fuerte para ambas
proteinas. Los mapas de interaccién mostraron que NAM hizo interacciones T11-1T con
triptéfano-86 (W86) y tirosina-337 (Y337) en AChE vy triptéfano-231 (W231) y
fenilalanina-329 (F329) para BChE. Por otro lado, la ACh es una molécula mas grande
gue la NAM, que mostré un mayor niumero de interacciones con ambas proteinas (22
para con AChE y 23 para con BChE), a diferencia de NAM que solo tuvo 16 con AChE
y 15 con BChE. Sin embargo, esas interacciones parecen ser mas débiles con ACh
que con NAM, lo que explica su menor energia de afinidad. La figura 15 muestra las
posiciones de los ligandos en ambas enzimas y sus correspondientes mapas de

interaccion.

Tabla 7. Energias de afinidad entre ambas enzimas con ACh y NAM como sustratos.

Energias de afinidad (kcal/mol)

ACh NAM
BChE -4.69 +0.03 -5.00 + 0.00
AChE -4.79 £ 0.04 -5.75+0.09
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9. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo mostraron que el consumo excesivo de fructosa
desencadena alteraciones bioquimicas, antropomeétricas y hemodinamicas propias
del SM, y el aumento de la actividad de BChE y AChE sérica y hepatica en el modelo
in vivo, asi como alteraciones en el modelo in vitro. Ademas se demostré que el
tratamiento con NAM previene o aminora los cambios inducidos por el SM
experimental. Con base en estudios de los modelos de acoplamiento molecular, se
sugiri6 que NAM interactia directamente con la colinesterasas causando
probablemente una inhibicién en su actividad; debido a que interactda con su sitio

activo y con mayor afinidad que sus propios sustratos.

Varias caracteristicas del SM, como el aumento de peso corporal y el aumento de
TG, AGL y presion arterial, se desarrollaron en el modelo experimental de SM
utilizado, de acuerdo con estudios previos (Dupas et al., 2017, Lirio et al., 2016,

Maithili et al., 2014, Mahmoud & Elshazly, 2014).

El aumento en el peso corporal en el grupo de SM fue el primer eslabén de una
cadena de alteraciones metabdlicas, que pueden explicarse en parte, por los efectos
conjuntos de la lipogénesis de novo y la adipogénesis. La lipogénesis de novo
inducida por fructosa deriva en la activacion de proteinas que se unen a los
elementos de respuesta de esteroles y carbohidratos (SREBP-1c y ChREBP,
respectivamente), que a su vez induce enzimas lipogénicas, lo que conduce a la
produccion de acido palmitico (Ter Horst & Serlie, 2017) y dislipidemia, lo que

explica los aumentos observados en las concentraciones de TG, AGL, VLDL y una
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disminucién en la concentracion de las HDL. Por otro lado, un aumento en las
concentraciones de VLDL contribuye a la adipogénesis, debido a que su aumento
se ha asociado con mayor expresion de la proteina adaptadora-2 y el receptor
gamma activado por el proliferador de peroxisomas y ambos marcadores de este
proceso. Paralelamente, la fructosa activa la 11(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
y la hexosa-6-fosfato deshidrogenasa, generando glucocorticoides activos, que
inducen genes adipogénicos (Liu et al., 2018), lo que explica el aumento en el peso

corporal observado en el grupo SM con respecto al grupo control.

Una disminucion en la concentracion de las HDL es el resultado de la sintesis de
TG; A través de la lipogénesis, las HDL se transportan preferiblemente a la
circulacion en forma de VLDL, un efecto que se ha demostrado que aumenta con la
transcripcion de ApoClll (una apoproteina que se une a VLDL) inducida por glucosa
o fructosa, pero no por la transcripcion de ApoB100 (una apoproteina que se une a

HDL), en hepatocitos de rata y humanos por ChREBP (Steenson et al., 2017).

A pesar de las condiciones normoglucémicas, se observaron alteraciones en la
tolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y aumento en el indice HOMA-IR, lo que
indico resistencia a la insulina. La acumulacion de diacilgliceroles derivados de un
aumento de acidos grasos activa la proteina quinasa ©, que fosforila la Serina-101
(S-101) del sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1), interrumpiendo la
sefalizacion de la insulina. Anteriormente, se sefiald6 que los &cidos grasos
estimulan la via de la hexosamina, aumentando la produccién de glucosamina-6-

fosfato y activando indirectamente la glucégeno sintasa quinasa-3, que en
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consecuencia fosforila la serina-332 (S-332) del IRS-1 y altera la sefializacion de la

insulina (Tamer et al., 2019).

A través de estas primeras alteraciones, una serie de eventos pudieron conducir a
la hipertension por desencadenar cambios en la funcion endotelial, promoviendo la
rigidez arterial. La resistencia a la insulina por el aumento de la liberacion del
receptor del péptido natriurético-C disminuye los péptidos vasodilatadores, lo que
contribuye a la disfuncion endotelial (Hernandez-Diazcouder et al., 2011, Stanhope
et al., 2015). Ademas, el ATP consumido durante la fosforilacion de fructosa se
convierte en AMP, y como producto de su degradacion, se forma &cido arico, un
metabolito toxico para el endotelio vascular que causa hipertension (Loza-Medrano
et al., 2019). Una baja biodisponibilidad de vasodilatadores, como el éxido nitrico
(NO), se ha observado debido a un aumento en las especies reactivas de oxigeno
inducidas por la fructosa (Belin de Chantemele et al., 2012). En particular, la
reaccion del oOxido nitrico con el anidn superoxido genera peroxinitrito, una
consecuencia en una baja actividad de la superéxido dismutasa y las
concentraciones reducidas de GSH. Paralelamente, un aumento en las
colinesterasas, como se observo en este estudio, puede conducir a una disminucién
de otro vasodilatador importante, como lo representa la ACh sérica y hepéatica (Nacci

et al., 2009).

El GSH tiene la capacidad de atrapar diferentes ERO producidos en la cadena
respiratoria mitocondrial, el estrés del reticulo endoplasmico y un aumento de las
enzimas NADPH oxidasa y xantina oxidasa. Estos factores juntos, pueden contribuir

a generar condiciones oxidantes, lo que explicaria un aumento de TBARS sérico e
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hepatico, asi como una disminucion en el contenido de GSH hepatico en ausencia
de cambios en el GSH sérico. El ultimo efecto podria deberse a que el GSH se
sintetiza en el higado y se distribuye a los tejidos y érganos después de la agresion

inducida por especies reactivas de oxigeno.

Otro marcador antioxidante evaluado en el presente estudio fue la actividad de la
paraoxonasa 1 (PON1, E.C. 3.1.8.1) una arildialquilfosfatasa que degrada los
peréxidos lipidicos en las HDL y LDL. Una baja actividad en la PON-1 en el grupo
de animales con SM fue otro indicador en la disminucion de las defensas
antioxidantes en SM, y podria explicarse debido a que la hiperinsulinemia,
dislipidemia y estrés oxidante disminuyen la actividad de la PON1. En parte, porque
esta enzima puede sufrir en su estructura la incorporacion de glucosa no
enzimaticamente (glicaciéon) durante la desarrollo de trastornos metabdlicos
(Meneses et al., 2019). EIl tratamiento con la NAM al causar una reduccion en las
TBARS, GSSG y un aumento en el contenido de GSH mejora la actividad de la

PON1 y, por lo tanto, restaura la concentracién de las HDL.

El aumento observado en las concentraciones de TBARS y GSSG, y una
disminucién en el GSH hepatico son consistentes con un aumento en la actividad y
expresion de las colinesterasas. Como no se observaron cambios en la cantidad de
proteina, el aumento en la expresion y actividad del ARNm esta asociado con la
sintesis rapida de enzimas en respuesta a la sefializacion y su modificaciéon
postraduccional. Por otro lado, el consumo de fructosa modificd el patron en la
glicosilacién de AChE y BChE séricas, siendo relevante en los residuos de &cido

sialico (no se muestran los datos preliminares). Cabe sefialar, que este carbohidrato
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es esencial en la vida media de la enzima, y su potencial degradacion a través del
proteasoma. Si estos residuos se pierden 0 se enmascaran con otros carbohidratos,
el proteasoma no puede detectar ninguna enzima, lo que prolonga su vida media y

sus actividades bioldgicas.

Por otro lado, la ACh ejerce un efecto antiinflamatorio al inhibir la translocacion de
NFk-B al nacleo vy, por tanto, la sintesis de citocinas proinflamatorias (Paviov &
Tracey, 2012, Shenhar-Tsarfaty et al., 2014), principalmente en células inmunes y
macrofagos responsables de sintetizar citocinas sistémicas. Por tanto, un aumento
en la actividad de BChE y AChE provoco la hidrolisis de la ACh circulante o liberada
en el higado, impidiendo su efecto antiinflamatorio y amplificando asi la respuesta

pro-inflamatoria; consistente con el aumento de TNF-a y en contraste con IL-6 baja

(Diagrama 1).
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Diagrama 1. Funcién de AChE y BChE en la inflamacion sistémica.
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Se ha establecido que el receptor nicotinico alpha-7 de ACh (a7nAChR), es el
principal modulador de este efecto, a partir del cual se ha descrito esta via
colinérgica antiinflamatoria (Pavlov & Tracey, 2012). Este mismo fendmeno ocurre
en el higado, donde la ACh, a través de su liberacion por el nervio vago ejerce su
efecto antiinflamatorio. Las colinesterasas presentes en los hepatocitos, los
glébulos rojos y el suero hidrolizan constantemente a la ACh, evitando su captura
por células inmunes, macréfagos y células de Kupffer. De esta forma, ejercen sus
efectos antiinflamatorios. Por lo tanto, sugerimos que la actividad elevada de BChE

y AChE contribuye a la inflamacion de bajo grado durante el SM.

Ademas, la ACh exhibe actividad vasodilatadora (Nacci et al., 2009), y la prevencion
de su degradacion puede contribuir a reducir la disfuncién endotelial, que es tipica

del SM y diabetes mellitus, previniendo asi la hipertension.

La investigacion sobre enfermedades neurodegenerativas ha revelado que un
aumento en las ERO, promueve la actividad de las colinesterasas, contribuyendo a
una reduccion de los niveles de ACh y afectando la sinapsis y los procesos
cognitivos e inflamatorios. El uso de extractos de plantas con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias disminuye la actividad de ambas colinesterasas, lo
gue confirma la relacidn entre el estrés oxidante y la actividad colinérgica (Bezerra
et al., 2017). Asi, podemos concluir que el estrés oxidante es un factor clave en la

via colinérgica antiinflamatoria.

La administracion de la NAM a diferentes concentraciones disminuyo la lipogénesis
y la adipogénesis de novo, lo que se reflejé en una disminucién en el aumento de

peso corporal, la dislipidemia y la resistencia a la insulina. Recientemente,
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demostramos que NAM atenud la esteatosis inducida por fructosa y la
esteatohepatitis no alcohdlica regulando las enzimas dependientes de NADP+,
disminuyendo la acumulacion de lipidos y TBARS, aumentando la relacion GSH /
GSSG (Mejia et al., 2018, Loza-Medrano et al., 2020. Un comportamiento similar se
observo en células de adipocito 3T3-L1 cultivadas, en las que G6PD se sometio a
inhibicién de tipo mixto no competitivo después de la administracion de NAM, que
disminuyd la sintesis de lipidos y mejoré el sistema redox celular (Torres-Ramirez

et al., 2013).

El presente estudio aborda un posible mecanismo por el cual la NAM afecta la
actividad BChE y AChE, y cdmo NAM podria regular su expresion y actividad. Los
inhibidores de las colinesterasas promueven la transmision colinérgica en

enfermedades neurodegenerativas (Chang et al., 2019).

En este contexto diversas moléculas; como por ejemplo la fisostigmina, tacrina,
donepezil, rivastigmina, acido amino para-benzoico, flavonoides y la galantamina
han sido ampliamente estudiadas como inhibidores de la actividad colinesterasica
dentro de las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson. La
finalidad de inhibir la actividad de AChE y BChE radica en mejorar la transmision
colinérgica. La galantamina es un alcaloide aislado de la familia Amaryllidaceae,
cuyo mecanismo de accion se basa en separar la triada catalitica dentro de la
estructura de garganta de la AChE, el estudio Meta dinamico atemperado muestra
gue la triada catalitica se separa en presencia de la galantamina, este mismo efecto
podria ser desencadenado por NAM (Diagrama 2), ya que dentro de su estructura

destaca la presencia de anillos de piridina (Ghosh et al., 2020).
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El acoplamiento molecular mostr6 que la afinidad de NAM por los sitios activos de
ambas colinesterasas fue mayor que la de ACh, y predijo su unién mas fuerte.
Segun la simulacién molecular, los residuos en AChE que interactdan con la NAM
son consistentes con un estudio en el que se observé un vinculo entre AChE vy
cafeina. Llevando a proponer que la cafeina es un inhibidor no competitivo de la

AChE (Pohanka & Dobes, 2013).
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Diagrama 2. Union de diversos farmacos a los receptores muscarinicos y
nicotinicos de ACh, lo cual ejercen un efecto agonista o antagonista, modulando a
su vez la expresion de colinesterasas o inhibiendo su accion.

En cuanto al modelo in vitro los resultados obtenidos son diferentes a lo observado
en el modelo in vivo en animales con SM inducido con fructosa 40% por 4 meses;
debido a que la enzima con mayor aumento en actividad en suero e higado es la

BChE. Esto se explica en que la regulacion de ambas colinesterasas no solo
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depende del entorno nutricional, sino de una serie de factores que regulan su
expresion, cantidad y actividad, entre estos factores destaca la irrigacion sanguinea;
donde se establece comunicacién entre diferentes 6rganos y tejidos a través de
proteinas, hormonas y neurotransmisores, por Ultimo la interaccién con las
diferentes estirpes celulares y el papel que desempefian los receptores para
acetilcolina que a su vez regulan la expresion de las colinesterasas. Estos factores
se anulan cuando se utilizan células aisladas por lo tanto es natural que el efecto

sobre las colinesterasas no sea el mismo que en el modelo animal.

Paralelo a esto, la estimacion de la actividad BChE fue baja en la linea HepG2,
proveniente de células hepaticas transformadas; ya que al perder la morfologia y
aumentar la division celular, la mayor parte de las proteinas sintetizadas en células
normales dejan de expresarse. Demostrando que AChE participa en los procesos
de regulacion del ciclo celular dentro de sus funciones no colinérgicas (Pérez-

Aguilar et al., 2015, Campoy et al., 2016).

La explicacion del efecto de la administracion de la NAM, puede ocurrir sobre los
receptores muscarinicos y nicotinicos, que a su vez regulan la expresion y sintesis
de ambas colinesterasas. Sin dejar de lado que NAM favorece los sistemas
antioxidantes y regula la sintesis de acidos grasos, que también podria ejercer
efecto indirecto sobre las colinesterasas como se observo con el andlisis de

acoplamiento molecular.
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10. CONCLUSIONES

» El andlisis desarrollado a partir del modelo in vivo respalda un modelo que
define a la NAM como un modulador de acetilcolinesterasa vy
butirilcolinesterasa, lo que contribuye a mejorar las vias colinérgicas
antiinflamatorias y vasodilatadoras al atenuar la degradacion de ACh en el
SM inducido por fructosa.

» Este estudio representa un andlisis novedoso donde se integra informacion
puntual y general sobre como se comportan las enzimas colinérgicas en una
patologia metabdlica, asi como en modelos in vitro donde se analiza el papel
de las colinesterasas bajo un enfoque aislado, exclusivamente hepatocitos
transformados (HepG2) y normales (AML12), cuya influencia externa no
influye en su comportamiento. Este es un punto donde vale la pena poner
mas atencion tratando de descifrar si la influencia del nervio vago hacia los
organos periféricos como el higado contribuye a potenciar el efecto derivado
de una alteracion metabdlica.

» Con base a los resultados en el modelo in vitro concluimos que la actividad
AChE y BChE es completamente diferente a lo observado en el modelo in
vivo, siendo un factor importante para el analisis de que las colinesterasas
no solo cumplen una funcion catalitica, sino ademas son proteinas
estructurales y que participan en otros mecanismos dependiendo su entorno.
Por ejemplo, en la regulacion del ciclo celular, como proteina de transporte,
dado que se encontr¢ actividad fuera de las células, directamente en el medio

de cultivo, y finalmente como proteina estructural de las membranas.

82



» NAM tuvo efecto en ambos modelos, regulando en la actividad, su expresion
y su cantidad de las colinesterasas, siempre asemejandose a los grupos
controles, este efecto como ya mencionamos, podria ser derivado del entorno
donde se encuentre la célula o si cursa con alguna alteracion.

» Sobre este contexto mencionar que el modelo in vitro desarrollado en células
normales (AML12), fue mucho més parecido a los resultados observados en
el modelo in vivo considerando que estos modelos son mas cercanos
tratindose de que no existen células transformadas con diferentes
requerimientos y funciones.

» Cabe mencionar, que el comportamiento de ambas enzimas depende mucho
de la etapa de alteracidbn metabodlica donde se encuentre posicionada en el
momento del andlisis, como observamos en diferentes referencias en
estadios avanzados de enfermedad la actividad de las colinesterasas cambia
radicalmente, esto se asemeja mucho a la actividad observaba en el modelo
in vitro de células HepG2 donde en procesos de cancer, las enzimas cambian
completamente su funcion.

» Por este motivo también se propone a AChE y BChE como marcadores
tempranos de la enfermedad metabdlica. Un analisis que podria dar un
diagndstico acertado sobre si una persona se encuentra en etapas de
sindrome metabdlico.

» Ademas de considerar a ambas enzimas como posibles blancos terapéuticos
para el tratamiento de la inflamacién de bajo grado y el estrés oxidante.

» EIl uso de nicotinamida a nivel experimental comprende una serie de

hallazgos novedosos dentro del grupo de investigacion, donde destacan las
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bondades de dicha vitamina, sus multiples efectos positivos son relevantes y
de gran interés para su uso como adyuvante en el tratamiento de
enfermedades metabdlicas incluyendo el sindrome metabdlico y la
regulacion de diversas enzimas.

El presente estudio reporta informacion novedosa sobre el mecanismo de
accion de nicotinamida y un grupo de enzimas blanco donde lleva a cabo su

funcion.
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11.PERSPECTIVAS

El sistema colinérgico esta regulado por diferentes mecanismos donde interviene el
neurotransmisor acetilcolina, los receptores muscarinicos y nicotinicos y la
acetilcolina-transferasa, etc. en este supuesto seria interesante demostrar como es
que se regula la expresion, cantidad vy actividad de ambas colinesterasas
considerando el sistema colinérgico completo. Asi como en los diferentes érganos
y tejidos involucrados en las enfermedades metabdlicas como por ejemplo el tejido

adiposo, pancreas, rifidn, corazon, pulmon, musculo y cerebro.

Ademas evaluar el efecto de NAM en los 6rganos involucrados, mencionados

anteriormente, sobre los receptores muscarinicos y nicotinicos de acetilcolina.

Finalmente conocer el mecanismo por el cual NAM puede actuar como una
molécula agonista o antagonista de los receptores regulando la expresién de

colinesterasas.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Aims: Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) have been associated with risk factors for
Metabolic syndrome metabolic syndrome (MetS). Our objective was to evaluate the effect of nicotinamide (NAM) on the activities,
Acetylcholinesterase expression and protein content of cholinesterases in a MetS model.

Butyrylcholinesterase Main methods: MetS was induced in male rats administrating 40% fructose to the drinking water for 16 weeks.

Nicotinamide

= - Additionally, from 5th week onward, the carbohydrate solution was replaced by NAM, at several concentrations

for 5h each morning for the next 12 weeks. In the 15th week, the glucose tolerance test was conducted, and
blood pressure was measured. After the treatment period had concluded, the biochemical profile; oxidant stress;
proinflammatory markers; and the activity, quantity and expression of cholinesterases were evaluated, and
molecular docking analysis was performed.

Key findings: The MetS group showed anthropometric, hemodynamic and biochemical alterations and increased
cholinesterase activity, inflammation and stress markers. In the liver, cholinesterase activity and mRNA, free
fatty acid, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and thiobarbituric acid-reactive substance (TBARS) levels were
increased, while reduced glutathione (GSH) levels were decreased. NAM partially or totally decreased risk
factors for MetS, markers of stress and inflammation, and the activity (serum and liver) and expression (liver) of
cholinesterases. Molecular docking analysis showed that NAM has a greater affinity for cholinesterases than
acetylcholine (ACh), suggesting NAM as an inhibitor of cholinesterases.

Significance: Supplementation with 40% fructose induced MetS, which increased the activity and expression of
cholinesterases, oxidative stress and the inflammation. NAM attenuated these MetS-induced alterations and
changes in cholinesterases.

1. Introduction acetylcholinesterase (AChE, E.C.3.1.1.7) and butyrylcholinesterase
(BChE, E.C.3.1.1.8) enzymes regulate the neuromuscular cholinergic

Fructose overload generates metabolic syndrome (MetS) [1,2], system, and recent research has shown their relationship to risk factors
which favors the production of reactive oxygen species and proin- for MetS [3,4]. In addition, an increase in their activities maintains
flammatory cytokines can generate type 2 diabetes (T2D). The hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh), eliminating
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anti-inflammatory regulation mediated by the cholinergic system [5].

The presynaptic neurons of the vagus nerve secrete ACh, which is
captured by muscarinic and nicotinic receptors; specifically, nicotinic
a7 receptor (a7nAChR) regulates the translocation of nuclear factor
kappa-beta (NFk-f3) to the nucleus and synthesis of proinflammatory
cytokines, a mechanism called the cholinergic anti-inflammatory
pathway [6].

Numerous studies have associated the elevated activity of both
cholinesterases with body mass index (BMI), dyslipidemia, hyperten-
sion, increased triacylglycerols (TGs), low-density lipoprotein (LDL), C-
reactive protein and proinflammatory cytokines [7-9]. In contrast, the
activity of these cholinesterases is associated with decreased high-
density lipoprotein (HDL).

For this reason, AChE and BChE have been proposed as early mar-
kers of MetS and as therapeutic targets to counteract low-level systemic
inflammation, lipid synthesis and oxidative stress, factors associated
with MetS development.

Nicotinamide (NAM) is an amide derived from nicotinic acid and
the main precursor for nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™)
formation [10]. NAM supplementation could be beneficial due to the
antioxidant, anti-inflammatory [11,12], immunoregulatory and antili-
pemic actions [13], which could be mediated by the synthesis of NAD ™.
Additionally, NAD™ and cofactors derived from NAD™, such as re-
duced/oxidized NAD (phosphate), are intimately involved in all es-
sential bioenergetic, anabolic and catabolic pathways and contribute to
posttranslational protein modification. NAM prevents pancreatic f3-cell
death by inhibiting poly-(ADP-ribose) polymerases and nitric oxide
formation [14]. In addition, NAM inhibits NAD " -dependent deacety-
lase or sirtuins (SIRTs) in obese rats with T2D [15,16], preventing al-
terations in glucose metabolism and hepatic steatosis. The inhibition of
SIRTs stops the activation of acetyl-CoA synthetase and therefore the
production of acetyl-CoA, a precursor of fatty acids associated with
steatosis. A study by our group showed that NAM supplementation
decreased oxidative stress and lipid accumulation by modulating glu-
cose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity in 3 T3-L1 adipocytes
grown with high glucose [17]. Furthermore, NAM decreased lipid
synthesis and improved antioxidant systems and steatosis in the livers
of rats that consumed sucrose or fructose [12]. Recently, we reported
that NAM improved nonalcoholic steatohepatitis, preventing lipid ac-
cumulation, the inflammatory response and oxidative stress in rats
supplemented 40% fructose [18].

The purpose of this study was to evaluate whether NAM attenuates
increases in AChE and BChE activities, improving anti-inflammatory
cholinergic signaling and decreasing risk parameters for MetS.
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2. Material and methods
2.1. Materials

The chemicals used in this study were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA). An RNeasy isolation kit (Qiagen, Valencia, California,
USA), TriPure isolation reagent (Roche, Indianapolis, USA), a First
Strand ¢DNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Massachusetts), Fast
Start DNA Master SYBR Green Plus (Roche, Mannheim, Germany),
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Merck Millipore, Bedford,
MA, USA), protease inhibitor (GenDEPOT, Houston, Texas, USA), a rat
insulin ELISA kit (ALPCO, New Hampshire, USA), Free Fatty Acid
Quantification Kit (BioVision, Milpitas, California, USA), rat IL-6 stan-
dard ABTS ELISA kit (PeproTech, Inc., Rocky Hill, New Jersey, USA)
and rat TNF-a immunoassay ELISA kit (R&D, Systems, Inc.,
Minneapolis, USA) were also used. The primers used were manu-
factured by Invitrogen (California, USA), and primary antibodies
against AChE and BChE were obtained from Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz, California, USA).

2.2. Animals

Male Sprague Dawley rats (250 = 5g) were provided by the
Vivarium of the National Medical Center Century XXI of the Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS). The rodents were acclimatized to a
12/12-h light/dark cycle and ventilation to ensure optimum humidity
(50%) and temperature (23 °C) conditions.

2.3. Ethical statement

The experimental design and animal management protocols were
approved by the Local Committee of Research and Ethics in Health of
the IMSS with the register number R-2017-3601-145 in accordance
with the Official Mexican Standard for the Care and Use of Laboratory
Animals (NOM-062-Z00-1999, revised 2001).

2.4. Metabolic syndrome induction and treatments

Thirty animals were randomly distributed into 5 groups and sub-
jected to the following treatments: 1) control, 2) metabolic syndrome
(MetS), 3) metabolic syndrome and 5 mM NAM (MetS-NAMS5), 4) me-
tabolic syndrome and 10 mM NAM (MetS-NAM10) and 5) metabolic
syndrome and 15 mM NAM (MetS-NAM15). MetS was induced by dis-
solving 40% fructose in the drinking water and providing the supple-
mented drinking water for 16 weeks ad libitum; however, from the 5th
week onward, for 5h each morning, carbohydrate-free drinking water
containing different concentrations of NAM was provided. Additionally,

Metabolic syndrome induction and treatment

I MetS induction :
: 40% fructose

0 week 5 week

l—————l—————

1 Start NAM treatments
| (5 h/daily)

I Glucose tolerance test 1
I and blood pressure |
1

I Obtaining biological !
! samples

Diagram 1. Schematic illustration of the induction of MetS and treatment with NAM.
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the MetS group received carbohydrate-free water for 5h each morning.
After 5h, the treatments were withdrawn, and the administration of
fructose was continued (Diagram 1). All animals were given ad libitum
access to chow (Purina, 5008). During the treatment period, the con-
sumption of food and liquids and body weight were recorded.

2.5. Glucose tolerance test

Starting in the 15th week, the glucose tolerance test was conducted
for all fasting animals for 6h. Prior to the test, the basal glucose con-
centration in a blood sample obtained from a sagittal section of the rat
tail was measured with a FreeStyle Optium glucometer (Abbott
Laboratories, Madrid, Spain). A 50% glucose solution (2 g/kg of weight,
i.p.) was then administered, and the blood glucose concentration was
measured 30, 60, 90, and 120 min after the administration of this so-
lution.

2.6. Arterial pressure measurement

Blood pressure in the tail of the rat was measured at the end of the
15th week using a CODA high-throughput noninvasive blood pressure
system (NBT New Biotechnology, Ltd., Jerusalem, Israel).

2.7. Biological sample acquisition

At the end of the treatment period, the animals were weighed and
anesthetized with pentobarbital (25 mg/kg, i.p.). Blood samples were
obtained by cardiac puncture and placed in tubes with or without an-
ticoagulant (EDTA). Subsequently, the animals were sacrificed by cer-
vical dislocation. Liver fragments were removed, and some liver frag-
ments were stored in TriPure, while the remaining fragments were
stored at — 70 °C until use. Blood samples were centrifuged at 5200 X g
for 15 min in a Thermo Scientific Sorvall Legend Mach 1.6 R centrifuge.
Serum and plasma were stored at —70°C and thawed immediately
before use.

2.8. Analysis of metabolic markers

Concentrations of the serum markers total cholesterol (TC), TGs,
HDL, and very low-density lipoprotein (VLDL) were determined using a
SPOTCHEM EZ SP-4430 automated analyzer (ARKRAY, Inc., Miami,
Florida. USA).

2.9. Quantification of insulin, free fatty acids and proinflammatory
cytokines

The levels of insulin, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) were measured in duplicate by enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) following the manufacturer's protocols.
Plates were read at an absorbance of 450 nm using an ELISA microplate
reader (LabSystems Multiskan EX 96-well microplate reader, Helsinki,
Finland). Intra-assay coefficients of variation > 7% were considered
acceptable. A standard curve was also generated for each assay. Free
fatty acids (FFA) were quantified using a colorimetric kit, and the ab-
sorbance was obtained at 570 nm.

2.10. Determination of reduced and oxidized glutathione levels

The liver fragments were homogenized (10% w/v) in 5% meta-
phosphoric acid or 0.1 M PBS, pH 7.5, to determine the reduced glu-
tathione (GSH) or oxidized glutathione (GSSG) concentrations, re-
spectively. The homogenates were centrifuged at 23,314 X g and 4 °C
for 20 min, and the supernatants were used for the measurements. GSH
in the serum and supernatants was determined spectrophotometrically
using Ellman reagent [5-5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid), DTNB]. This
assay is based on the stoichiometric reaction between DTNB and the
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thiol group of GSH. The product, nitromercapto benzoate, has a max-
imum absorbance at 412 nm proportional to the GSH concentration
[19]. An enzymatic method was used to determine the GSSG con-
centration after the supernatant had been treated with 10 mM 1-me-
thyl-2-vinylpyridium trifluoromethanesulfonate, which sequesters thiol
groups without interfering with the glutathione reductase (GR) present
in the assay. In this assay, GSSG is reduced to GSH by GR in the pre-
sence of NADPH, and the generated GSH is quantified using Ellman
reagent. The color change during the reaction and the reaction rate are
proportional to the concentrations of GSH and GSSG.

2.11. Determination of the degree of lipoperoxidation

Aliquots of liver homogenates (in 0.1 M PBS, pH7.5) and serum
were used to determine the degree of lipoperoxidation evaluated as
TBARS by a spectrophotometric technique [20]. The foundation of this
method is the reaction between thiobarbituric acid (TBA) and the li-
poperoxidation product malondialdehyde, which produces TBARS.
Briefly, 10% trichloroacetic acid was added to each serum aliquot and
liver homogenate; the mixtures were maintained on ice and then cen-
trifuged at 23,314 X g and 4 °C for 15min. TBA was added to the su-
pernatants, which were then shaken vigorously and incubated at 100 °C
for 60 min, cooled to room temperature, mixed, and centrifuged, fol-
lowing which the absorbance at 535 nm was read. A reference standard
was prepared with 1,1,3,3-tetramethoxypropane.

2.12. Paraoxonase 1 specific activity assay

The activity of paraoxonase 1 (PON1) in serum was determined
according to the methods of Beltowski et al. [21]. The reaction mixture
consisted of a prepared mixture of serum, 5 uM physostigmine (to in-
hibit other nonspecific esterases) and 2 mM paraoxon (as a substrate) in
100 mM Tris-hydrochloride with 2 mM calcium chloride at pH8. The
formation of p-nitrophenol was monitored spectrophotometrically at
412nm for 5 min. PON1 activity is expressed as U/mg protein. Protein
quantification was performed using the modified Lowry method [22].

2.13. BChE and AChE specific activity assay

Liver fragments were homogenized (10% w/v) in 15 mM Tris-hy-
drochloride, pH 7.5 (containing 1 M NaCl, 50 mM MgCl, 1 mM EGTA
and 3 mM EDTA). The homogenate was centrifuged at 23,314 xXg and
4 °C for 15 min (Thermo Scientific Sorvall ST40R).

BChE and AChE activity was determined by the Ellman method [23]
with samples pretreated with specific inhibitors of each enzyme (50 uM
isoOMPA and 10 uM BW284C51, respectively) for 20 min at room
temperature. The reaction mixture contained serum or supernatant
from the homogenate, 0.01 M DTNB in 0.1 M PBS and thio analogues of
the natural substrates of BChE and AChE (1 mM butyrylthiocholine and
1 mM acetylthiocholine, respectively). DTNB oxidizes free thiol groups,
producing 5-thio-2-nitrobenzoate, which has a yellow color and absorbs
at 412 nm, in levels proportional to the activity. Activity is expressed as
U/mg protein. Proteins were quantified using the modified Lowry
method [22].

2.14. RNA extraction and RT-PCR

Total RNA was isolated using TriPure reagent following the manu-
facturer's protocol. To verify the purity of the RNA from each sample,
the absorbance at 260 and 280 nm was measured, and a ratio between
the absorbance at 260 nm and 280nm of 1.9 * 0.2 was consistent with
the absence of protein contaminants. To confirm the RNA integrity, 1 ug
of RNA was subjected to electrophoresis in a 1% agarose gel, and the
RNA was stained with ethidium bromide and visualized using an ima-
ging analyzer (Bio-Rad). Two main ribosomal bands (28S and 18S
rRNA) were detected and showed no RNA degradation. From 2 ug of
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Table 1
Oligonucleotide sequences.
Sense Antisense Size Tm
Fw 5%-3' Rv 5-37 (bp) (49}
BChE TGCCCTGCACTGGAGTTTAC CCACACTGTGCTATTGCCCT 273 58
AChE CTGGGTTTGAGGGTACCGAG TGAGGACAGGTGTGGGAGAA 114 62
AChE-H CCACAGCCACAGAGGTTCC GGAGTGGAGGAGGAAAAGGA 116 62
AChE-R CTCAGCGCCACAGGTAGG TCTCTCCCGTCCTTCCAAC 76 57
AChE-T CAGCAATACGTGAGCCTGAA CTCGTCCAGCGTGTCTGT 123 59
18S ATGGCCGTTCTTAGTTGGTG CGCTGAGCCAGTTCAGTGTA 218 59

total RNA, cDNA was synthesized using a Thermo Scientific First Strand
cDNA synthesis kit according to the manufacturer’s protocols in a final
volume of 20 pL. qPCR was performed in a final volume of 20 pL on a
LightCycler 2.0 using Fast Start DNA Master Plus SYBR Green Plus
(Roche). The qPCR mixtures contained 0.5 mM primers, the sequences
of which are provided in Table 1, and the 18S gene was used as an
internal control. PCR was performed in duplicate with the following
reaction conditions: initial step of 95°C for 10 min, followed by
35cycles of 95°C for 10s, 61 °C for 7s and 72 °C for 10 s. Quantified
BChE and AChE expression is expressed as relative mRNA levels com-
pared to the control. Relative gene expression after normalization to the
18S gene was calculated using the formula 2 ~#4€t,

2.15. Western blot analysis

Liver homogenates (10% w/v) were prepared with lysis buffer
containing 50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1% Tween 20, 0.2% NP-
40, and protease inhibitors. After centrifugation at 23,314 xg for
20 min, aliquots of supernatants containing an equal amount of protein
(40 pg) were separated by 10% SDS-PAGE, and the proteins were
transferred to PVDF membranes. The membranes were blocked with 5%
albumin in Tris-buffered saline Tween (TBS-Tw) for 2h and incubated
at 4 °C overnight with primary anti-BChE, anti-AChE and anti-3-actin
antibodies (1: 1000 in 1% bovine serum albumin (BSA) and TBS-Tw).
The membranes were washed and then incubated at room temperature
for 2h with peroxidase-labeled anti-rabbit or anti-mouse (1:2000)
secondary antibodies. Bands were detected with an Amersham ECL Plus
chemiluminescence system (GE Healthcare Life Sciences; Piscataway,
New Jersey, USA) and a Kodak Gel Logic 200 imaging system/scanner
(Rochester, New York, USA).

2.16. Molecular docking analysis

Human BChE (PDBID: 6AQB) and AChE (PDBID: 4MOE) were used
in this study. Hydrogen atoms were added to both structures using the
CHARMM-GUI server [24], and energy was minimized with 100 steps
of steepest descent with freely available CHARMM version 44bl
[25,26] using CHARMMS36 parameters [27]. The structures of ACh and
NAM were obtained from the PubChem database, and the best con-
former for both structures was obtained by using MarvinSketch version

19.20 [28].

One thousand independent docking experiments were performed for
both proteins using AutoDock Vina [29]. A grid of 15A? was centered
on the mass center of each binding site (AChE: S203, E334, H447.
BChE: S198, E325, H438). RMSD values were calculated using in-hou§e
scripts. Only the results from the most populated cluster (RMSD < 2 A)
are presented. Images were obtained using VMD [30] and Maestro [31].

2.17. Statistical analysis

The results are expressed as the mean =+ standard error (SE).
Comparisons between groups were performed with ANOVA, and the
Tukey-Kramer test was used for analyses between groups. The nor-
mality of all data was first verified using IBM SPSS Statistics V.21
software. Statistical calculations were confirmed with GraphPad Prism
6 software (Kaysville, UT, USA), and values of p < 0.05 indicated
statistical significance.

3. Results

3.1. Fructose induces MetS by altering some biochemical and
anthropometric parameters

The sustained consumption of fructose produces caloric overload,
leading to weight gain, increased TGs and VLDL levels and blood
pressure, and decreased HDL levels; these changes can be used to
confirm the presence of MetS.

Compared with the control group, the MetS group showed a 20%
weight gain and the highest increases in TGs (20%), VLDL (24%) and
systolic and diastolic pressure (15 and 18%, respectively) among
treatment groups, which occurred in parallel with a decrease in HDL
(30%). Supplementation with NAM at different concentrations de-
creased weight gain and risk markers for MetS. Compared to the cor-
responding parameters in the MetS group, NAM at different con-
centrations decreased the TGs (10%; 10 and 15 mM NAM), FFA (~13%;
5 and 10 mM NAM), VLDL (42%; 5mM NAM), systolic pressure (22%;
5mM NAM) and diastolic pressure (23%; 5 mM NAM) and increased
the HDL (by ~25%; 10 and 15 mM NAM) (Table 2).

The consumption of food and fructose is presented as caloric intake
in Fig. 1S of the supplement section.

Table 2
Effect of NAM on risk markers for MetS in rats.
Control MetS MetS-NAMS MetS-NAM10 MetS-NAM15

Weight gain (g) 2427 + 15 307.3 + 4% 274.3 *+ 6** 275 + 12*% 247.5 * 13*%
TC (mg/dL) 1143 + 6.4 101.2 = 1.1 100.0 = 1.0 1025 += 2.1 105.0 = 7
TGs (mg/dL) 1486 + 2.4 184.0 = 3.6* 177.5 + 2.4** 165.0 = 1.0** 164.5 + 3.5%%
HDL (mg/dL) 43.0 = 1.4 28.0 = 2.8* 290 + 28 35.0 = 1.4%% 355 = 3.5%%
VLDL (mg/dL) 29.7 =+ 05 368 + 0.7* 2155 (5% 33 + 0.2%* 32:9:%::0.72%
SBP (mmHg) 1365 = 9.1 160.3 + 5.6* 124.7 + 10.4%* 140.7 += 4.1%% T4 3.2 S D8%
DBP (mmHg) 99.5 *+ 13 121.6 * 5.0* 93.2 + 6.9%* 102.2 + 9.3** 108.7 + 6.9%*
FFA (nmol/pL) 4.24 * 096 4.54 + 0.21 4.01 = 0.78** 3.88 + 0.95%* 4.30 += 0.89**

Values are expressed as mean + SE of 6 animals for group. *p < 0.05 with respect to control group; **p < 0.05 with respect to MetS group. SBP, Systolic Blood

Pressure; DBP, Dyastolic Blood Pressure.
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Fig. 1. Effect of NAM on glucose tolerance, insulin and IR-HOMA in a rat model of MetS. (A) Results of the oral glucose tolerance test, including basal glucose
concentration (after a 6-h fast) and postload glucose concentrations at 30, 60, 90, and 120 min. (B) Area under the curve for the oral glucose tolerance test (AUC-
glucose). (C) Serum insulin concentration and (D) IR-HOMA. Values are expressed as the mean =+ SE of 6 animals per group. *p < 0.05, with respect to the control

group, **p < 0.05, with respect to the MetS group.

3.2. NAM regulates the absorption of circulating glucose during the glucose
tolerance test, insulin levels and the IR-HOMA index

The MetS group tolerated circulating glucose poorly during the
tolerance test, and even though after 30 min glucose levels were not at
their highest values, they remained elevated until the end of the test,
ending 68% higher than glucose levels in the control group. On the
other hand, NAM at the different concentrations used normalized cir-
culating glucose values during the test, and glucose values at the end of
the test were similar to those of the control group (Fig. 1A).

The area under the curve in the glucose tolerance test confirmed the
increase in glucose in the MetS group by approximately 43% with re-
spect to those in the control group. NAM administration decreased the
total glucose value by 30% to a level similar to that in the control
group; the most significant effect was observed with NAM at a 10 mM
concentration (Fig. 1B).

The insulin concentrations in the MetS group increased by 62% with
respect to those in the control group; NAM at 5 and 10 mM decreased
(40%) this value (Fig. 1C). A similar effect was observed for the IR-
HOMA index, which was increased by 65% in the MetS group with
respect to the control group and decreased by 50, 40 and 25% following
treatment with NAM at 5, 10 and 15 mM, respectively (Fig. 1D).

The IR-HOMA index was calculated by formula:

[fasting glucose (mmol/1) X fasting insulin (uIU)/ml)|
22.5.

IR — HOMA =

3.3. NAM increases GSH and PON1 by decreasing FFA, TBARS and TNF-a

The metabolic and hemodynamic alterations characteristic of MetS
induce lipoperoxidation and a low-level inflammatory reaction, as ob-
served by the increased levels of TBARS (144%) and TNF-a (100%) and
the decreased level of IL-6 (20%) and activity of PON1 (27%) in the
MetS group compared to the control group. Furthermore, although
serum GSH levels did not differ between any of the groups, compared to
those in the control group, liver levels of GSH were decreased (13%),
and GSSG (225%), TBARS (58%) and FFA (226%) levels were in-
creased.

Treatment with NAM at the concentrations used significantly de-
creased TNF-a, and this effect was more pronounced with 15mM NAM
(29%). IL-6 followed a trend opposite that of TNF-a and was markedly
(35%) increased with treatment with 15mM NAM. Additionally,
TBARS levels were significantly decreased (140%) with 5 and 10 mM
NAM treatment. These decreases in inflammatory and oxidative mar-
kers were reflected in the increased activity of PON 1 (—30%) following
treatment with 10 and 15mM NAM. In the liver, NAM treatment



J.D. Villeda-Gonzdlez, et al.

Life Sciences 250 (2020) 117585

Table 3
Effect of NAM on inflammation and oxidant stress markers in MetS in rats.
Control MetS MetS-NAMS MetS-NAM10 MetS-NAM15

Serum TNF-a (pg/mL) 7 * 167 14 = 2.99* FYoose 218 " 11 + 2.66** 10 += 2.66**
IL-6 (pg/mL) 35 + 1.50 28 + 2.18* 34 *+ 3.15** 34 + 212> 38 *+ 6.54%*
PON1 (mU/mg) 14.14 + 1.43 10.29 + 0.52* 9.29 + 1.37 13.13 = 1.06** 13.61 *= 0.29**
GSH (uM) 80.34 + 17.26 85.03 + 7.38 7127 * 7.19 98.33 + 10.02 76.16 + 2.62
TBARS (nM) 0.38 = 0.07 0.93 *+ 0.08* 0.32 += 0.02** 0.35 *+ 0.11** 078 = 0.22
Liver
GSH (uM) 177.5 += 3.82 153.8 + 2.85* 172.1 += 5.17** 174.8 + 6.76** 174.4 + 1.42%*
GSSG (pM) 6.30 = 263 20.52 + 4.17* 11.96 *+ 2.33** 6.97 + 1.60** 6.14 *+ 1.79**
TBARS (nM) 9.40 = 0.76 14.83 + 0.15% 10.85 + 0.64** 8.09 =+ 0.24*% 10.65 + 1.29%*
FF (nmol/uL) 3.78 = 1.08 12.34 + 2.43* 6.56 + 2.04** 5.26 + 1.77** 884 + 227

Values are expressed as mean =+ SE of 6 animals for group. *p < 0.05 with respect to control group; **p < 0.05 with respect to MetS group.

restored GSH levels, which were close to those of the control group,
while GSSG levels were decreased (—68%) and close to those in the
control group following treatment with 10 and 15 mM NAM. In addi-
tion, the FFA was decreased by 55% following treatment with NAM at
concentrations of 10 and 15 mM (Table 3).

3.4. NAM reduces BChE and AChE expression and activity in the liver and
serum activity

The MetS group showed increased serum BChE and AChE activities,
were 14% and ~10% higher, respectively, than those in the control
group (Fig. 2). Treatment with NAM at different concentrations regu-
lated the activities of both cholinesterases in a dose-dependent manner
(Fig. 2).

The MetS group also exhibited an increase in the activities of both
cholinesterases in the liver by 40% (for BChE) and 90% (for AChE)
compared to those in the control group. NAM treatment also decreased
the activities of both enzymes; significant differences were observed
following treatment with NAM at concentrations of 5 and 10 mM. In the
case of BChE, 5mM NAM decreased its activity by 13%, and 10 mM
NAM decreased its activity by 22%; in the case of AChE, 10 mM NAM
treatment decreased its activity by 28% compared to that in the MetS
group. Treatment with 15mM NAM had no effect on the activities of
both enzymes in the liver (Fig. 3).

The expression of BChE in the MetS group was increased 2.5-fold
compared to that in the control group. The expression of AChE was 1.5-

;:% 0.061 = é & VT
E 0.04 / / /
§ 0.00 T é é é

fold greater than that in the control group. [Notably, the AChE H, R and
T transcripts showed behavior similar to that of the overall AChE
transcript, so we decided to report only the overall AChE transcript, as
it was the most representative.] Treatment with NAM at different
concentrations regulated the expression of both enzymes; in the case of
BChE, NAM at 5 mM reduced their expression by 50% compared to the
MetS group, while NAM at 10 and 15 mM decreased their expression by
approximately 75%. The decrease in AChE expression was significant
following treatment with NAM at 10 and 15 mM and decreased by 50%
compared to that in the MetS group (Fig. 3). No differences in the
protein amount were observed.

3.5. NAM interacts with the BChE and AChE catalytic sites

ACh and NAM were docked on AChE and BChE to explore their
affinities for both proteins. The results of docking simulations for the
most populated cluster are presented in Table 4. As noted, NAM had a
lower affinity for both proteins. Interaction maps showed that NAM
engaged in 77t interactions with W86 and Y337 on AChE and W231
and F329 on BChE. ACh (a larger molecule than NAM) appeared to
engage in a greater number of interactions with both proteins (22 with
AChE and 23 with BChE) than NAM (16 with AChE and 15 with BChE).
However, the interactions of ACh with the proteins appeared to be
weaker than those of NAM, explaining its lower affinity. Fig. 4 shows
the positions of the ligands on both enzymes and their corresponding
interaction maps.
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Fig. 2. Effect of NAM on the activities of serum BChE and AChE. The activities of BChE (A) and AChE (B). Values are expressed as the mean =+ SE of 6 animals per
group, *p < 0.05, with respect to the control group, **p < 0.05, with respect to the MetS group.
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Fig. 3. Effect of NAM on the levels, expression and hepatic activity of BChE and AChE. (A) Levels, (C) expression, and (E) activity of BChE. (B) Levels, (D) expression,
and (F) activity of AChE. Values are expressed as the mean =*+ SE of 6 animals per group. *p < 0.05, with respect to the control group, “*p < 0.05, with respect to

the MetS group.

Table 4
Affinity energies between both enzymes with ACh and NAM substrates.

Affinity energies (kcal/mol)

Acetylcholine Nicotinamide
BChE -4.69 + 0.03 -5.00 + 0.00
AChE —4.79 * 0.04 -5.75 * 0.09

4. Discussion

The present study shows that the excessive consumption of fructose
triggers biochemical, anthropometric and hemodynamic alterations
characteristic of MetS and the increased activity of serum and liver
BChE and AChE. NAM was shown to prevent or mitigate these changes
induced by MetS. Based on molecular modeling studies, we suggest that
NAM interacts directly with cholinesterase to inhibit its activity.

Various characteristics of MetS, such as weight gain and increases in
TGs, FFA and blood pressure, were developed in the experimental
model of MetS used, consistent with previous studies [32-35].

Weight gain in the MetS group was the first link in a chain of
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metabolic alterations that can be explained, in part, by the joint effects
of de novo lipogenesis and adipogenesis. De novo lipogenesis induced by
fructose is derived from activation of proteins that bind the response
elements of sterols and carbohydrates (SREBP-1c¢ and ChREBP, re-
spectively), which in turn induces lipogenic enzymes, leading to the
production of palmitic acid [36] and dyslipidemia, which explains the
observed increases in TGs, FFA, VLDL and decreased HDL. On the other
hand, an increase in VLDL contributes to adipogenesis, since the in-
creased expression of adaptor protein 2 and peroxisome proliferator-
activated receptor gamma are both markers of this process. In parallel,
fructose activates 11p3-Hydroxy steroid dehydrogenase and hexose-6-
phosphate dehydrogenase, generating active glucocorticoids, which
induce adipogenic genes [37], explaining the weight gain observed in
the MetS group with respect to the control group. A decrease in HDL is
the result of TGs synthesis; via lipogenesis, HDL is preferably trans-
ported into the circulation in the form of VLDL, an effect shown to be
increased by glucose- or fructose-induced ApoCIII (an apoprotein that
binds VLDL) transcription, but not ApoB100 (an apoprotein that binds
HDL) transcription, in rat and human hepatocytes by ChREBP [38].

Despite normoglycemic conditions, glucose tolerance was altered,
and hyperinsulinemia and increased IR-HOMA, indicating insulin re-
sistance, were observed. The accumulation of diacylglycerols derived
from an increase in fatty acids activates protein kinase ©, which
phosphorylates serine 101 of insulin-1 receptor substrate (IRS-1), in-
terrupting insulin signaling. It was previously shown that fatty acids
stimulate the hexosamine pathway, increasing the production of glu-
cosamine-6-phosphate and indirectly activating glycogen synthase ki-
nase-3, which consequently phosphorylates serine 332 of IRS-1 and
alters insulin signaling [39].

Through these first alterations, a series of events that lead to hy-
pertension are triggered by changes in endothelial function, promoting
arterial stiffness. Insulin resistance by increased release of the na-
triuretic-C peptide receptor decreases vasodilator peptides, contributing
to endothelial dysfunction [40,41]. Additionally, ATP consumed during
the phosphorylation of fructose is converted to AMP, which, through
hypoxanthine, becomes a precursor of uric acid, a metabolite toxic to
the vascular endothelium that causes hypertension [42]. The low
bioavailability of vasodilators, such as nitric oxide (NO), has been ob-
served due to an increase in fructose-induced ROS [43]. In particular,
the reaction of NO with superoxide anion, generates peroxynitrite, a
consequence of low superoxide dismutase activity and reduced con-
centrations of GSH. Parallel to this, an increase in cholinesterase, as
observed in this study, can lead to a decrease in another important
vasodilator, serum and hepatic ACh [44].

GSH has the ability to trap different ROS produced by the mi-
tochondrial respiratory chain, endoplasmic reticulum stress and an in-
crease in the enzymes NADPH oxidase and xanthine oxidase. Together,
these factors contribute to generating oxidizing conditions, explaining
the increase in serum and liver TBARS as well as the decrease in hepatic
GSH in the absence of changes in serum GSH. The latter effect could be
because GSH is synthesized in the liver and distributed to tissues and
organs following ROS-induced insult.

Another antioxidant marker evaluated in the present study was the
activity of PON1 (E.C. 3.1.8.1) an aryldialkylphosphatase that degrades
lipid peroxides in HDL and LDL. The low activity of PON-1 in the MetS
group is another indicator of decreased antioxidant defenses in MetS,
and could be explained due that hyperinsulinemia, dyslipidemia and
oxidative stress decrease the activity of PONI1, in part, because this
enzyme can be glycated during the development of metabolic disorders
[45]. NAM by reducing TBARS, GSSG and increasing GSH improves the
activity of PON1 and therefore restored HDL concentration.

The observed increase in TBARS and GSSG and decrease in hepatic
GSH are consistent with the increase in cholinesterase activity and
expression. As no changes in the protein amount were observed, the
increase in mRNA expression and activity are associated with the rapid
synthesis of enzymes in response to signaling and their posttranslational
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modification. On the other hand, fructose consumption modified the
glycosylation of serum AChE and BChE at sialic acid residues (pre-
liminary data not shown). This carbohydrate is essential for de-
termining the lifetime of the enzyme and assessing its degradation via
the proteasome. If these residues are lost or masked by other carbo-
hydrates, neither enzyme can be detected by the proteasome, extending
their half-live and biological activities. ACh exerts an anti-inflammatory
effect by inhibiting the translocation of NFk-[3 and thus the synthesis of
proinflammatory cytokines [46,47], mainly in immune cells and mac-
rophages responsible for synthesizing systemic cytokines. Therefore, an
increase in the activity of BChE and AChE caused the hydrolysis of ACh,
preventing its anti-inflammatory effect and thus amplifying the in-
flammatory response; consistent with the increase in TNF-a and in
contrast to low IL-6.

a7nAChR is the main modulator of this effect, from which this anti-
inflammatory cholinergic pathway has been described [46]. This same
phenomenon occurs in the liver, where ACh, through of the vagus
nerve, exerts its anti-inflammatory effect. The cholinesterases present in
hepatocytes, red blood cells, and the serum constantly hydrolyze ACh,
avoiding capture by immune cells, macrophages and Kupffer cells. In
this way, they exert their anti-inflammatory effects. Hence, we suggest
that the elevated activity of BChE and AChE contributes to inflamma-
tion during MetS.

Additionally, ACh exhibits vasodilator activity [44], and prevention
of its degradation can contribute to reduced endothelial dysfunction,
which is typical of MetS and diabetes mellitus, thus preventing hy-
pertension.

Research on neurodegenerative diseases has revealed that an in-
crease in ROS promotes cholinesterase activity, contributing to a re-
duction in ACh levels and affecting the synapse and cognitive and in-
flammatory processes. The use of plant extracts with antioxidant and
anti-inflammatory properties has been observed to decrease the activity
of both cholinesterases, confirming the relationship between oxidative
stress and cholinergic activity [48]. Thus, we can conclude that oxi-
dative stress is a key factor in the anti-inflammatory cholinergic
pathway.

NAM at different concentrations decreased de novo lipogenesis and
adipogenesis, reflected by decreased weight gain, dyslipidemia and
insulin resistance. Recently, we demonstrated that NAM attenuated
fructose-induced steatosis and nonalcoholic steatohepatitis by reg-
ulating NADP " -dependent enzymes, decreasing lipid accumulation and
TBARS and increasing the GSH/GSSG ratio [12,18]. A similar effect was
observed in cultured 3T3-L1 adipocyte cells, in which G6PD was sub-
jected to noncompetitive mixed-type inhibition following the adminis-
tration of NAM, which decreased lipid synthesis and improved the
cellular redox system [17].

The present study addresses a possible mechanism by which NAM
affects BChE and AChE and how NAM could regulate their expression
and activity. Cholinesterase inhibitors promote cholinergic transmis-
sion in neurodegenerative diseases. Based on this argument, like ga-
lantamine, NAM could influence the catalytic sites of BChE and AChE
and reduce their activity [49].

Molecular docking showed that the affinity of NAM for both en-
zymes was higher than that of ACh and predicted its stronger binding.
The residues in AChE that interact with NAM are consistent with a
study in which a link between AChE and caffeine link was observed.
The authors of this study consider caffeine to be a noncompetitive in-
hibitor of AChE [50].

5. Conclusion

Our in vivo analysis supports a model defining NAM as a modulator
of both cholinesterases, contributing to improved anti-inflammatory
and vasodilatory cholinergic pathways by attenuating ACh degradation
in fructose-induced metabolic syndrome.

Supplementary data to this article can be found online at https://
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