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RESUMEN

La ATPasa en un enzima que se encuentra involucrada en el transporte activo de iones y solutos a
través de las membranas y epitelios; juega por tanto un papel fisioldgico importante en la
osmorregulacion, regulacion del volumen celular, excrecion de iones téxicos, excitabilidad celular,
etc. Esta enzima responde a un claro ejemplo de transporte activo del tipo cotransporte antiporte,
en el cual por cada ATP hidrolizado transporta 3 iones Na* hacia el medio extracelular y 2 iones K*
al medio intracelular.

La diabetes mellitus (DM), es un enfermedad crénico-degenerativa que se caracteriza por un
aumento en las concentraciones de glucosa en sangre, por un déficit absoluto o relativo de
insulina, y por alteraciones en los metabolismos de los carbohidratos, proteinas y lipidos. Las altas
concentraciones de glucosa en la sangre en forma crénica pueden dafiar los vasos sanguineos
que llevan oxigeno a algunos nervios. La neuropatia diabética es el término médico para referirse a
los dafos en el sistema nervioso causados por la diabetes. La hiperglucemia es la causa inicial del
dafo a tejidos, asi como las determinantes genéticas a la susceptibilidad individual de dichos
danos. El deterioro de los tejidos por hiperglicemia se presenta en subgrupos de tipos especificos
de células como: células endoteliales de la retina, células mesangiales del glomérulo renal,
neuronas de nervios periféricos. La neuropatia ha sido caracterizada en ratas diabéticas
inducidas con estreptozotocina (STZ). Este modelo experimental de DM1 presenta en general la
misma patologia, alteraciones funcionales y bioquimicas presentes en humanos diabéticos. Con
relacién a la actividad de la Na*/K*-ATPasa se ha reportado disminuciéon gradual en la actividad de
la enzima, una reduccion en la velocidad de conduccién de los nervios periféricos debido a
degeneracion axonal y a la desmielinizacion paranodal. Recientes estudios sugieren que la
inhibicién de la actividad de la Na'/K* ATPasa, en la membrana plasmatica es un sello distintivo
de la neuropatia diabética.

Los estudios de nuestro laboratorio han mostrado activacién de la bomba de sodio y potasio por la
serotonina (5-HT), asi como el fenémeno de agonismo inverso en la interaccién entre la Na*,K'-
ATPasa con antagonistas serotoninérgicos. No es claro si a nivel central existe disminucion de la
actividad de la enzima y si esta se modificaria por la serotonina. Por lo que en el presente trabajo
se estudid el efecto de la DM1 sobre la actividad de la Na’,K’-ATPasa en homogeneizado,
fracciones membranales gliales y/o neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas con
DM1. Los resultados muestran disminucion en la actividad de la enzima en todas las preparaciones
estudiadas. Por otra parte la 5-HT increment6 la actividad de la bomba sodio y potasio y se
observo el efecto de agonismo inverso por la ciproheptadina y ritanserina (antagonista del receptor
5-HT,). Estos resultados sugieren que a nivel central se reduce la actividad de la bomba de sodio

y potasio en la DM1 y la serotonina no revierte el efecto.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
ratas con DM1” 8
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ABSTRACT

The ATPase in an enzyme that is involved in active transport of solutes and ions through the
membranes and epithelial cells, playing an important physiological role in the osmorregulation, cell
volume regulation, excretion of toxic ions, cell excitability and so on. This enzyme responds to a
clear example of the type of transportation asset antiporte cotransporter, in which for every ATP
hydrolyzed transport 3 Na ions into the extracellular and 2 ions K to intracellular environment.
Diabetes mellitus (DM) is a chronic degenerative disease that is characterized by an increase in the
concentrations of glucose in the blood, by an absolute or relative deficiency of insulin, and by
alterations in the metabolism of carbohydrates, proteins and lipids. High concentrations of glucose
in the blood over many years can damage blood vessels that carry oxygen to nerve’s tissue.
Diabetic neuropathy is the medical term used to refer to damage the nervous system caused by
diabetes. Hyperglycemia is the initial cause of damage to tissues, as well as the genetic
determinants of individual susceptibility to such damage. The deterioration of the tissues by
hyperglycemia is presented in subgroups of specific types of cells such as endothelial cells, retinal
cells, mesangial cells of renal glomerulus, in neurons and in peripherical nerves. Neuropathy has
been characterized in diabetic rats induced with streptozotocin (STZ). This experimental model of
DM presents the same pathology in general such as functional and biochemical abnormalities that
are present in human diabetics. With regard to the activity of the Na'/K*-ATPase has been reported
gradual decrease in the activity of the enzyme, a reduction in speed driving in peripheral nerves due
to axonal degeneration and demyelination paranodal. Recent studies suggest that inhibition of the
activity of the Na"/K* ATPase in the plasma membrane is a hallmark of diabetic neuropathy. Studies
from our laboratory has been shown activation of the sodium and potassium pump by serotonin (5-
HT), as well as the phenomenon of inverse agonism in the interaction between the Na*/K'-ATPase
with serotonergic antagonists. It is not clear whether at the central level if there is a decreased
activity of the enzyme and whether if this would be modified by the serotonin. So, in this work we
study the effect of DM on the activity of the Na*/ K'-ATPase in cerebral cortex homogenate and in
membranal glial fractions and / or membranal neuronal fractions isolated from cerebral cortex of the
brain of adult male rats with experimental DM1. The results show a decrease in the activity of the
enzyme in all the preparations studied. On the other hand the 5-HT increases the activity of the
sodium and potassium pump and we observed the effect of inverse agonism by cyproheptadine and
ritanserin (antagonist of 5-HT,). These results suggest that at the central level is reduced the

activity of the sodium and potassium pump and serotonin not reversed the effect.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
ratas con DM1” 9
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3.-INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso se divide en Sistema Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico
(SNP). Tanto en el SNC como en el SNP, se ha desarrollado un conjunto de especializaciones que
posibilitan actividades como sintesis, almacenamiento, liberacion o descarga, metabolismo y
reconocimiento de neurotransmisores. EL SNC esta constituido por el encéfalo y la médula. El SNP
esta constituido por los nervios situados en la regiéon externa del sistema nervioso y éstos pueden
ser craneales o raquideos. EI SNP se divide en sistema nervioso somatico y sistema nervioso
auténomo.

EL sistema nervioso somatico consiste de fibras nerviosas que envian informacién al SNC. El
sistema nervioso autdbnomo se divide en sistema nervioso simpatico y sistema nervioso
parasimpatico. El sistema nervioso auténomo controla el musculo liso de las visceras y glandulas.
El sistema nervioso tiene dos clases de células: células gliales que son células de sostén vy las
neuronas que son las unidades principales de sefalizacion del sistema nervioso.

Las neuronas forman redes especificas de sefalizacion que median conductas especificas. La
sefializacion se organiza de la misma forma en todas las neuronas: El componente de entrada
produce sefales locales graduadas, el componente desencadenante toma la decision de generar
un potencial de accion, el componente de conduccidon propaga un potencial de accion y el
componente de salida libera neurotransmisores. La neurona es la unidad basica del cerebro, es
relativamente simple en cuanto a su morfologia, aunque el cerebro humano contiene 10"
neuronas, que pueden clasificarse en muchos tipos diferentes. Las neuronas son las células
responsables de la conduccién de los impulsos nerviosos, estan constituidas por un soma o cuerpo
celular que posee extensiones filamentosas denominadas dendritas y axones. La porcion terminal
neuronal es el botén presinaptico (Fig. 1). El tamafio del cuerpo celular puede ser desde 5 hasta

135 pym, las prolongaciones y dendritas pueden extenderse a una distancia de mas de un metro.

Migrotibulo _

Neurntrarmisoe

Ribasamas

Aparato de Golgl

- Vaina de Miclina
T Ide la céivla de
Sehwana)

Fig. 1 Representacion esquematica de una neurona (Tomada de: www.divulcat.com/.../Mayo, 2008)
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El axdn es la unidad principal conductora en la neurona, las sefiales eléctricas propagadas a lo
largo del axén constituyen el potencial de accién; la porciéon terminal del axén se divide en finas
ramas que tienen contacto con otras neuronas, el punto de contacto se le denomina sinapsis
(Kandel et al., 1997). La dendrita constituye la parte de la neurona que recibe los estimulos y el
axon es la parte especializada en distribuir estos estimulos desde la zona dendritica (Villie, 1997).
Las prolongaciones neuronales que se encargan de conducir las sefales estan recubiertas por
mielina. La mielina actia como aislante electroquimico, permitiendo el transporte saltatorio del
impulso nervioso. Las zonas no mielinizadas de la neurona, reciben el nombre de Nodos de
Ranvier y es a través de ellos que el potencial de accién se desplaza en forma saltatoria. En el
sistema nervioso periférico la mielina es producida por las células de Schwan, mientras que los
oligodendrocitos la producen en el sistema nervioso central (Kandel et al., 1997). La estructura de
la vaina de mielina consiste en capas concéntricas que rodean al axon, compuestas cada una de
ellas por dos capas biomoleculares de lipidos separadas por otras proteinas, que son 70% lipidos y
30% proteinas. El cuerpo celular (soma) es el centro metabdlico, contiene al nucleo y del cuerpo
celular nacen el axén y las dendritas.

Los cuerpos neuronales estan rodeados por las células gliales. En el sistema nervioso central de
los vertebrados hay entre 10 y 50 veces mas de células gliales que neuronas. Las células gliales
no forman sinapsis y la teoria inicial de que eran simples células de sostén de las neuronas se ha
modificado tras la identificacién de subtipos celulares, sus caracteristicas moleculares y su
participacion en los procesos de degeneracion y regeneracion nerviosa, predominan tres tipos de
células gliales: oligodendrocitos, células de Schwan vy los astrocitos (Fig. 2, Kandel et al., 1997).

Adn
pie

Oligodendrocﬂo"* s
W Meurona

AxEn miglinico
v,

Capilar sanguineo

4+ Mddulo de Ranvier

Célula de
Scharwann

Meurons”

Fig. 2. Representacion de una neurona y las diferentes estructuras que la conforman (Tomada de:

http://www.uc.cl/sw_educ/neurociencias/esquemas/095.gif)
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Se les atribuyen las siguientes funciones a las células gliales

@ Dan soporte, estructura y consistencia al cerebro, ademas, aislan ciertos grupos
neuronales y recolec|an los restos celulares originados por la lesién o muerte de una

neurona.

® Durante el desarrollo cerebral algunos tipos de células gliales guian la migragién de

neuronas y dirigen el crecimiento de los axones.

® Mantienen la concentracién de iones K* del liquido extracelular; algunas células gliales
captan y retiran los neurotransmisores liberados en la sinapsis, durante la transmision del

impulso nervioso.

® Algunas células gliales ayudan a formar un revestimiento impermeable en los capilares y
vénulas del encéfalo generando la barrera hematoencefédlica evitando asi que penetren

ciertas sustancias toxicas al cerebro.

La neurotransmision quimica en la sinapsis presenta cuatro etapas:

1) Sintesis de sustancias transmisora

2) Almacenamiento y liberacion del transmisor

3) Interaccion del transmisor con el receptor en la membrana postsinaptica

4) Eliminacion del transmisor de la hendidura sinaptica. Existen dos tipos de sinapsis, eléctricas y

quimicas (Mathews et al., 2003).

La sinapsis eléctrica es donde la transmision es directa entre las neuronas a través de canales
idnicos (Baer et al.,, 2001). La sinapsis quimica es donde las membranas presinapticas vy
postsinapticas se encuentran separadas por una hendidura sinaptica que mide de 20 a 50 nm de
diametro. El botdn presinaptico es un axdén terminal en el cual se encuentran contenidas las
vesiculas sinapticas donde se almacena el neurotransmisor, mientras que la célula postsinaptica
contiene los receptores, que convierte la sefial quimica intercelular en una intracelular en la células

postsinaptica, (Fig. 3).
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Fig. 3 Mecanismo de |liberacion de un neurotransmisor (Tomada de: www.

alz.org/brain_Spanish/06.asp y www.pepyc.com/img/lectura3/11f.jp )

La neurotransmision se inicia con la acumulacion del neurotransmisor en las vesiculas sinapticas.
Después de la sefial especifica, el trasmisor es secretado hacia el espacio sinaptico donde
interactua con su receptor. Una vez que el neurotransmisor ha interactuado con el receptor
especifico en la membrana postsinaptica, su accion termina con la remocion del neurotransmisor
del espacio sinaptico. Son removidos por sistemas especificos de captura dependientes de Na®,
localizados en la membrana plasmatica de neurona y células gliales. La energia necesaria para

esos sistemas de captura es proporcionada por las ATPasas (Nelson and Lill, 1994).

3.2.-CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral es una lamina gris, formada por cuerpos de neuronas, que cubre los
hemisferios cerebrales y cuyo grosor varia de 1.25 mm en el Iébulo occipital a 4 mm en el I6bulo
anterior.

Se calcula que en la corteza del cerebro humano hay unos siete millones de neuronas.
Aproximadamente la mitad de la corteza forma las paredes de los surcos de los hemisferios y no

esta expuesta en la superficie cerebral.

Las neuronas de la corteza estan dispuestas en capas bastante diferenciadas. Las fibras nerviosas
que nacen de ellas establecen multiples conexiones entre las distintas capas y zonas, lo que

permite que una sefal llegada a la corteza se extienda y persista. Asi mismo, los impulsos
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eferentes que nacen de un area pueden llegar por las conexiones a otras, 0 a zonas cercanas a la

primera haciendo que continue la actividad.

Las neuronas de asociacion hacen que los impulsos que llegan a la corteza duren un tiempo
considerable y se extiendan a gran numero de neuronas. Asi un pequefo ruido percibido por la
corteza puede suscitar una actividad prolongada de las neuronas del area correspondiente y

provocar una respuesta externa.

Fig. 4 Corteza cerebral (Tomada de http://www.img53.imageshack.us/img53/7086/cerebro1my8.jpg

Filogenéticamente la corteza es de aparicion relativamente reciente si se compara con las otras
areas del sistema nervioso central. Con todo, aun dentro de la corteza, se pueden distinguir areas
mas modernas y con capacidad de procesar la informacion en forma mas eficaz: las de la

neocorteza, asiento o soporte principal del registro de lo simbdlico.

s FEIl I6bulo temporal contiene neuronas que captan cualidades sonoras en la corteza
auditiva primaria. También contiene neuronas relacionadas con la comprension del

lenguaje, memoria y aprendizaje.

s El |6bulo frontal contiene principalmente la corteza motora primaria, en la cual se
encuentran las neuronas que controlan los musculos del cuerpo. Esta organizada en

funcion de las partes del cuerpo.

» El I6bulo parietal aloja a la corteza somatosensorial primaria, compuesta por neuronas

relacionadas con el tacto, también se organiza en funcién de las partes del cuerpo.

s El I6bulo occipital contiene la corteza visual primaria, localizada en la parte posterior,

procesa la informacion visual que llega de la retina
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» LoObulo de la insula Queda una zona de corteza cerebral enterrada en al valle Silviano y
tapada por los I6bulos frontal y temporal, su funciéon es desconocida, aunque se relaciona

con el gusto y audicion.

Olfato

/
Lobulo temporal

Fig. 5 Lébulos de la corteza cerebral (Tomada

de:http://www.blog.educastur.es/numerouno/files/2007/10/dibujo-de-corteza-cerebral.jpg)
Desde el punto de vista funcional la corteza cerebral se divide en:

Areas corticales

La corteza cerebral también llamada "cértex", presenta diferencias que han hecho que se la divida
en areas con caracteristicas propias, en cuanto a su composicién de las capas celulares, al
espesor, por el numero de fibras aferentes y eferentes y por las funciones que cumplen.

Teniendo en cuenta el aspecto funcional, se encuentran en la corteza:

Areas motrices

La principal area motora, 4 de Brodmann, esta situada delante del surco central o cisura de
Rolando. Posee células gigantes de las que nacen las vias corticoespinales y corticobulbares con
axones para los musculos estriados del organismo. En la parte mas alta de esta area se localiza la
zona para los movimientos de los miembros mas distantes: pies, rodillas, cadera; y en las partes
mas bajas los musculos para la masticacion, deglucion, cabeza, cuello y las zonas mas préximas
de las extremidades.

Ademas de esta area, existe otra situada por delante de ella, que se considera promotora y cuya
lesién produce pérdida temporal de las destrezas adquiridas. Estas areas envian los impulsos para
la accion voluntaria, participando en la misma otros centros, ya que el sistema nervioso funciona en
forma integral.

Como las vias aferentes y eferentes cruzan a nivel de la médula o del bulbo, el hemisferio cerebral
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derecho rige los movimientos del lado corporal izquierdo, y el hemisferio izquierdo los del lado

derecho.

Areas sensoriales
Son las areas en las que terminan las fibras sensitivas que transmiten impulsos visuales, auditivos,
olfativos y sensaciones desde la superficie del cuerpo y tejidos profundos. Estan distribuidas de la

siguiente forma:

Area somestésica:

Recibe, a través del tdlamo, los impulsos que rigen la sensibilidad corporal general procedentes de
la piel, los tejidos, musculos, articulaciones y tendones del lado opuesto del cuerpo. Se localiza en
la circunvolucion central posterior, detras de la Cisura de Rolando y frente a la representacié

motora.

Funciones del Area Somestésica:

o Apreciacion de las diferencias de peso.

o Discriminacién espacial.

o Localizacion tactil.

o Apreciacion de tamafio y forma.

o Semejanzas o diferencias de temperatura.

o Todos los aspectos de la sensaciéon que requieren comparacion y juicio.
Area visual:

Esta situada en el I6bulo occipital. En ella se aprecian zonas especificas para la vision de la
macula o central; para la periferia de la retina y para las mitades superior e inferior de la retina.
Area auditiva:

Se halla situada en los I6bulos temporales, por debajo de la cisura lateral o de Silvio.

Parece ser que cada oido tiene representacion bilateral en la corteza por lo que al extirpar un
I6bulo temporal no se sufre mayor disminucion de la audicion.

Area olfativa:

Se sittia en la circunvolucion del hipocampo, préxima a la auditiva. Las investigaciones han
revelado poco sobre esta area.

Area gustativa:

Los pocos datos que hay sobre ella indican que se halla en el extremo inferior de la
circunvolucion central posterior.

Areas de asociacion

Son areas que no reciben directamente impulsos sensitivos sino que correlacionan los impulsos

recibidos de otros centros.
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En los ultimos afios cada vez se utiliza menos esta expresion porque se conocen mejor las
conexiones talamo-corticales y las funciones de las distintas areas.

(http://www.monografias.com/trabajos11/sisne/sisne.shtmi

Crisura do
Area de la

) Rolando sonsibilidad gonoral

Movimiento de Area psico-sensitiva

Area motriz
la escritura x

Area
psico-motriz

Centro del ,ﬂ.;/
lenguaje [~ /

- i
":/& iy 4 // R \ p:caowilual
v . * - il = S Areavisual
\&/41 = l T Arasuditive px

s Lobulo temporala 0

psico-auditiva
Centro de la comprensién
de las palabras habladas

Fig. 6 Areas sensitivas de la corteza cerebral (Tomada de: http://www.apiepa.galeon.com/max-

centrosx.gif)

3.3.-NEUROTRANSMISORES.

Los neurotransmisores son compuestos quimicos cuya liberacién, a partir de vesiculas existentes
en la neurona presinapticas, hacia la brecha sinaptica, produce un cambio en el potencial de
accion de la neurona postsinapticas. Son capaces de inhibir o estimular rapida o lentamente,
pueden liberarse hacia el torrente sanguineo y asi poder ejercer su accién sobre diversas células y
a distancia del sitio de liberacion (hormona). Pueden activar reacciones en el interior celular
(segundos mensajeros), y en una misma neurona puede tener distintos efectos sobre las

estructuras postsinapticas dependiendo de la naturaleza del receptor activado.

Una vez que se han activado los receptores postsinapticos se induce la apertura de los canales de
Ca’" sensibles al voltaje, al elevarse la concentracién de Ca™ intracelular se activa la exocitosis de

vesiculas sinapticas que liberan al neurotransmisién en la hendidura sinaptica.

La unién del neurotransmisor con su receptor induce en la membrana postsinaptica la apertura de
los canales para cationes activados por ligandos produciendo cambios en la permeabilidad de la
membrana que pueden: inducir la despolarizacion de la membrana postsinaptica (sinapsis

excitatorias) o hiperpolarizar la membrana postsinaptica (sinapsis inhibitorias).
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Fig. 7 Representacion esquematica de Neurotransmisores (Tomada de:

www.yelop.galeon.com/sinapsisx.jpg)

Existen criterios para considerar a un compuesto como neurotransmisor:

® La maquinaria biosintética de neurotransmisor debe estar presente en la célula
presinaptica.

® Deben de existir mecanismos de transporte hacia la terminal presinaptico y mecanismo
especificos de su liberacion al espacio sinaptico.

@ En las neuronas blanco deberan estar presentes los receptores membranales que
reconozcan al neurotransmisor.

® Este compuesto administrado exdgenamente (agonista), sera capaz de reproducir el efecto
in vitro y la accién del neurotransmisor debe ser bloqueada por antagonistas.

® Debe estar presente un sistema enzimatico que lo catabolice.

De acuerdo a lo interior la serotonina, cumple con todos los criterios y por lo tanto es considerada

como un neurotransmisor (Pefia, et al., 1999).

3.4.-SISTEMA SEROTONINERGICO CEREBRAL

A mediados del siglo XIX se habia observado que un compuesto presente en el suero de humano
inducia un aumento en la frecuencia cardiaca y respiratoria asi como un aumento en la presion
sanguinea. Otros efectos consistian en un incremento en la peristalsis del intestino delgado.
Cuando se inicio la caracterizacion de la molécula vasoconstrictora encontrada en el suero, se le
llamé serotonina, y enteramina la que provoca la contraccién en el intestino (Rapport et al., 1948).
Posteriormente se aisld el principio activo de ambas fuentes tisulares y sus caracteristicas

coincidieron con la 5-hidroxitriptamina o 5-HT. Twarog y Page (1953), demostraron la presencia de
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5-HT en el sistema nervioso central. Amin y col. (1954) encontraron concentraciones importantes

en el hipotalamo (Siegel et al. 1989).

El efecto general de la serotonina a nivel celular, es la disminucion en la excitabilidad neuronal. En
las neuronas del hipocampo, la 5-HT disminuye la velocidad de disparo a través de un aumento en
la conductancia al K* (Segal, 1981). Pero también tiene efectos opuestos es decir, facilitadores
sobre la accién excitadora producida por la estimulacién eléctrica, cerrando los canales de K' y
también se le considera un neuromodulador (Siegelbaum, 1982). De hecho se dice que la
serotonina tiene un mecanismo de acciéon metabotréopico induciendo cambios tréficos, lo que

implica una serie de procesos quimicos en las células blanco (McGeer, 1987).

Existe serotonina en todo el cuerpo pero esta no atraviesa la BHE por lo cual el cerebro sintetiza su
propia 5-HT (del 1 al 2% de la 5-HT total). En el SNC la serotonina es sintetizada exclusivamente
por neuronas especializadas llamadas neuronas serotoninérgicas, lo cual ha sido demostrado por
métodos de inmunohistoquimica de fluorescencia. Las células serotoninérgicas se concentran en la
parte media del tallo cerebral, agrupandose en nueve nucleos que han sido clasificados de acuerdo
a su origen embrionario, conocidos como complejo nuclear del Rafe (Steinbush et al., 1978).
Dahlstrom y Fluxe describieron nueve grupos de cuerpos celulares que contienen serotonina, a los

que ellos designaron desde B1 hasta B9 (Fig.8).

Fig. 8 Esquema de un corte sagital del cerebro de rata que muestra la distribucion del sistema

serotoninérgico y su innervacion (Tomada de: http://www.igb.es/neurologia/atlas/lewy/lewy09.htm)
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El grupo mas grande de células serotoninérgicas es el grupo B7 contiguo a un grupo mas pequefo
de células serotoninérgicas, B6. Los grupos B6 y B7 son a menudo considerados conjuntamente
como el nucleo dorsal del Rafe. Otro cuerpo de celulares serotoninérgicos prominente, es el B8
que corresponde al nucleo medio de Rafe, llamado también el nucleo central superior. El grupo B9,
parte del tegumento ventrolateral del puente y del cerebro medio. Las proyecciones
serotoninérgicas ascendentes, que inervan la corteza cerebral y otras regiones del cerebro
anterior, provienen del Rafe dorsal, el Rafe medio y el grupo celular B9. El otro nucleo del Rafe, B1
a B5 esta situado mas caudalmente y contiene un nimero menor de células serotoninérgicas
(Molliver, 1987; Tork, 1990).

El triptéfano (L-Trp) es el aminoacido esencial precursor de la sintesis de 5-HT. El triptéfano una
vez absorbido del tracto gastrointestinal se distribuye a los tejidos de todo el organismo. El L-
triptéfano que proviene de la dieta (Zeisel et al. 1981) al entrar al torrente sanguineo se encuentra
en dos fracciones, una unida a la albumina en un 80-90% y otra fraccion que circula en forma libre
(FL) (Tagliamonte et al. 1973) la cual compite con otros aminoacidos neutros ( tirosina,
fenilalanina, leucina, isoleucina y valina) para atravesar la barrera hematoencefalica. El ingreso del
L-Trp al SNC depende de un mecanismo de transporte saturable localizado en la BHE

(Tagliamonte et al., 1973; De Boer et al., 2003) como se muestra en la Fig. 9.

CEREBRO

DAA
> 5-HTP 5-HT

? NAD" T NADH+H'
St ' gDBHR

BHE

3;;}- L-Trp. ( FL y unido a albimina).

Aminoacidos neutros.

>

_ r Acidos grasos libres.

Fig. 9 Transporte de L-Trp a través de la Barrera Hematoencefalica

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
ratas con DM1” 20



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

Existen ciertos factores en el organismo que participan en la regulacion de la concentracion de la
FL del L-Trp en el plasma, entre ellos se encuentra la constante de afinidad que tiene el
aminoacido para unirse a la albumina; la concentracion de albumina y acidos grasos libres, estos
ultimos desplazan al L-Trp de su union con la albumina, de tal manera aumenta la disponibilidad
del aminoacido para su transporte al cerebro y conlleva a un aumento en la sintesis de 5-HT. La
concentraciéon de la FL del L-Trp depende también de la concentracion de los aan ya que
compiten por su transportador en la BHE, asi una disminucion en la concentracion de estos aan en
el plasma permitiran un mayor paso del L-Trp al cerebro y un aumento en la sintesis de 5-HT
(McMenamy and Oncley, 1975; Potiou and Boulu, 1977).

La sintesis de serotonina se lleva a cabo en dos etapas:

@ Una vez que el L-Trp llega a las terminales nerviosas serotoninérgicas es hidroxilado a 5-
hidroxitriptéfano por la triptéfano 5- hidroxilasa (TPH) de la cual se han descrito dos
isoformas TPH1 y TPH2 (Walter et al. 2003) la cual es la enzima limitante de la sintesis de
5-HT.

© La enzima que convierte al 5-hidroxitriptéfano en 5-HT es la descarboxilasa de aa
aromaticos (AADC), esta ampliamente distribuida y tiene alta especificidad por el sustrato,
este es un paso rapido ya que en el encéfalo no se encuentra 5-hidroxitriptéfano (5-HTTP)
(Fig. 5, Grahmen-Smith 1964; Lovenberg et al., 1967; Jequier et al., 1969).
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Fig. 10 Mecanismo catalitico en la sintesis y catabolismo de la serotonina. (Tomada de:

www.biopsicologia.net/fichas/fig-01-0010.gif)
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La serotonina recién formada se acumula en las vesiculas sinapticas, ingresa por medio de
transporte activo y es liberada por exocitosis, dentro de las vesiculas es protegida de la enzima
monoaminooxidasa (MAQ) la cual convierte a la 5-HT en 5-hidroxi-indolacetaldehido, el cual es
oxidado por un acetaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD" para formar como producto
final acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Existen dos isoenzimas de MAO, denominadas como
tipo A y tipo B, estas isoenzimas son flavoproteinas de membranas mitocondriales externas en
neuronas, glia y otras células. Existen inhibidores selectivos de cada forma de la MAO, ej.,
clorgilina o maclobemida para el tipo A y deprenil para el tipo B. El cerebro humano contiene mayor
cantidad del tipo B que del tipo A, los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas
contienen predominantemente MAO tipo B, que no metaboliza preferentemente 5-HT. Esto a
llevado a la hipétesis de que la MAO tipo B en las neuronas serotoninérgicas, impide a la célula la
acumulacion de varios substratos naturales por ej., dopamina, que puede interferir con el
almacenamiento, liberacion y recaptura de 5-HT (Cases et al.,1995; Shih 1991). La serotonina es

degradada preferentemente por la MAO-A (Pacheco et al., 2003).

La interaccion serotonina-receptor debe ser transitoria, por tal motivo existen varios mecanismos
de inactivacion de la 5-HT lo que permite mantener una concentracion baja en el espacio sinaptico,
uno de ellos es la desaminacion oxidativa por la ya mencionada MAO. Otro mecanismo de control
es la recaptura de 5-HT del espacio sinaptico a través del transportador de serotonina (SERT o 5-
HTT) situado en las neuronas presinapticas, por medio de este mecanismo la serotonina puede
seguir dos caminos uno la degradacion por la MAO A y un segundo camino el ser reciclada en

vesiculas y posteriormente ser liberada nuevamente.

La serotonina ademas de estar presente en el SNC, también se encuentra en:

a) Tubo digestivo: se encuentran en las células enterocromafines que a partir del L-Trp
sintetizan, almacenan, y liberan 5-HT que tiene la funcién de regular la motilidad intestinal
por medio de la red mientérica de neuronas entre las capas del musculo liso (Gershon,
1991).

b) Las plaquetas: estas expresan mecanismos para la captacion, almacenamiento y la
descarga endocitica de 5-HT. La funcién principal de las plaquetas es obturar orificios en
los endotelios lesionados, cuando las plaquetas establecen contacto con el endotelio
lesionado, liberando sustancias que promueven la adherencia plaquetaria y la liberacién
de 5-HT con inclusién de ADP, trombina y tromboxano A, la 5-HT se une a los receptores

5-HT,s y desencadena la agregacion. La descarga del factor de relajacion derivado del
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endotelio (oxido nitrico y quiza otros componentes) antagoniza la accidén vasoconstrictora
del tromboxano y de la 5-HT (Furchgott and Vanhoutte, 1989).

C) Aparato cardiovascular: la serotonina induce varias funciones del corazén que resultan de
la activacion de subtipos de receptores 5-HT, estimulacion y/o inhibicion de la actividad

auténoma o predominio de las reacciones reflejas de la 5-HT (Sexena and Villalén, 1990).

Las vias serotoninérgicas inervan un gran nimero de estructuras del SNC y en consecuencia han
sido implicados en la modulacion de los circuitos en casi todos los comportamientos y procesos
fisioldgicos (Richerson, 2004; Barnes and Sharp, 1999; Vinay et al., 2002). Se ha observado su
participacion en la regulacién de diversas funciones organicas como el control de la temperatura
corporal, la secrecion endocrina, la conducta sexual, el dolor, la presion sanguinea y los ciclos de

suefio y vigilia (Siegel et al., 1989).

A continuacién se describen algunas de las funciones de la 5-HT.

Timia:

El papel de la 5-HT en la regulacion de la timia ha sido desarrollado a partir de las hipotesis de Van
Praag (Van Praag, 1981; Van Praag et al., 1986; Van Praag et al., 1988). Avala esta teoria el
hecho de que una dieta libre de triptéfano a las cinco horas de la ingesta y coincidiendo con el pico
plasmatico mas bajo de este aminoacido, produce un estado depresivo moderado en voluntarios

sanos.

Suefio:
La 5-HT es el mediador responsable de las fases Il y IV de suefo lento. El ritmo suefo-vigilia esta
regulado por el balance adrenérgico-serotoninérgico, siendo la noradrenalina la responsable del

despertar y mantener la vigilia (Lenhkuniec and Lépez, 1988; 1992).

Conducta Sexual.
La 5-HT presenta un efecto inhibitorio sobre la liberacion hipotalamica de gonadotrofinas con la
consecuente disminucién de la respuesta sexual normal. La disminucion farmacoldgica de la 5-HT

facilita la conducta sexual (Tejero et al., 1985).

Regulacion termonociceptiva
La 5-HT produce un efecto dual sobre la termia segun el receptor estimulado por ejemplo si se

estimula el 5-HT, se produce hipotermia y si es el 5-HT, hipertermia (Clinke and Digovic, 1992).
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Conducta alimentaria

La 5-HT es el principal mediador inhibidor del nucleo hipotalamico ventro-medial que regula la
ingesta y saciedad. La hiperserotoninergia produce anorexia (Blundell, 1984) y la
hiposerotoninergia produce ganancia de peso. Esto puede ser causa de la anorexia en la

depresion (Janowsky, 1987; Boullosa and Lopez, 1991; Donetti et al. 1994).

Factor Troéfico:

La serotonina como factor tréfico se ha detectado durante la division del cigoto, gastrulacién y la
neurulacion de embriones de pollo, erizo de mar y Drosophila (Colas et al., 1999). La presencia de
5-HT y sus receptores en la embriogénesis temprana y la habilidad de ciertos agentes
farmacolégico (Lauder et al,. 1981) especificos para la 5-HT interfieren con el desarrollo
embrionario sugiere que los embriones utilizan la 5-HT antes del inicio de la neurogénesis para

regular la proliferacién celular y/o movimientos morfogénicos (Lauder, 1988; Colas et al., 1999).

Mercado y col. (1998) demostraron la presencia de receptores serotoninérgicos en los conos de
crecimiento axonal, asi como los elemento moleculares necesarios para la unién, captura y
liberacion de la serotonina, estos datos refuerzan las observaciones de Sickich y col. en la cual
indica que la 5-HT reduce el crecimiento de los axones Yy la formacién de sinapsis de las neuronas

de la corteza cerebral en cultivo (Sickich et al., 1990).

3.5-RECEPTORES SERONONINERGICOS CEREBRALES.

Los neurotransmisores al igual que las hormonas actuan sobre los receptores membranales
especificos siendo estos Ultimos glucoproteinas que estan presentes en las membranas
postsinapticas en concentraciones menores de las de los neurotransmisores presinapticos que
actuan sobre ellos. Estos receptores se sintetizan en el citoplasma y se transportan a sitios

especificos en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica (Alberts, 1994).

Cada neurona tiene una variedad de receptores sobre su membrana y del repertorio que contenga,
dependera su versatibilidad sobre la capacidad de repuesta. Algunos compuestos son agonistas,
es decir, imitan la actividad en este caso del neurotransmisor con una cinética muy parecida y
otros, son antagonistas lo que significa que su afinidad es alta pero bloquean la activacion del
receptor y la cascada de sefializacion intracelular. Debe existir al menos un tipo de receptor para
cada neurotransmisor. En 1957 Gaddum y Picarelli propusieron que el efecto de la serotonina
estaba mediado por dos tipos de receptores diferentes, pero no fue sino hasta la década de los 80
que la caracterizacion de diferentes receptores se realizd6 de manera sistematica (Sanders-Busch,

1988). En especial existen diversos estudios de la uniéon de compuestos agonistas y antagonistas,
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que apoyan la existencia de subtipos de receptores serotoninérgicos. Aunque al principio, se
hablaba de receptores M (sensibles a la morfina) y receptores D (sensibles a dibenzilina)
posteriormente se designaron como S,y S,, 5-HT4, 5-HT,, etc. Se hizo evidente la necesidad de
definir una etimologia para nombrar a los subtipos de receptores serotoninérgicos y se decidié por
el término de 5-HT, hasta 5-HT;. Los receptores 5-HT estan involucrados en la dilatacién arterial,
en la inhibiciéon de la transmision de senales en el simpatico y la autoinhibicion en el cerebro. Los
5-HT, participan en la agregacion plaquetaria. Los receptores 5-HT; median el reflejo Bezold-Jarish
que consiste en la repuesta a la serotonina como consecuencia de una bradicardia subita y
transitoria, también participa en la liberacion de catecolaminas en el musculo cardiaco. Los 5-HT,
estan involucrados en la taquicardia inducida por 5-HT y que no es bloqueada por drogas que se
unen a los receptores 5-HT4, 5-HT, o 5-HT; (Dumuis, 1988). En cuanto a los receptores 5-HTs,
tienen una gran homologia a los receptores de la familia 5-HT,; y se sabe que se expresan en la
corteza cerebral en el hipocampo, en el bulbo olfatorio y en la capa granular del cerebelo pero aun
no se conocen todas las funciones en las que participan (Peroutka, 1994). Se clond el gen que
codifica para un receptor no descrito, que difiere en cuanto a las caracteristicas fisioldgicas y la
distribucion en el SNC con respecto a otros y se designd 5-HT; (Jakeman, 1994). La clasificacion
actual asi como las funciones en las que participan los receptores serotoninérgicos en el SNC, se

resume en la tabla I:
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Tabla I. Receptores serotoninérgicos

RECEPTOR AGONISTA ANTAGONISTA MECANISMO LOCALIZACION
NAN-190,
8-OH-DPAT, Spiroxatrina,
. Septum, Nucleos de Rafe,
Buspirona, Propanolol, |AMPc, Canales de .
5-HT1a ) ) . amigdala, corteza cerebral e
Ipsapirona, 5-CT, Spiperona, K )
hipocampo.
Dopamina, 5-MDMT Ketanserina,
Metionteptina
) ) Spiperona, Sustancia Nigra, globus
5-HT1g Piperazina, 5-CT . ) |AMPc . .
Cianopindolol pallidus y subicullum
Sumatripam, 5-HT, . Sustancia Nigra, globus
. . Metergolina, . .
5-HT1pap 5-CT, Piperazina, ) ) |AMPc pallidus, subicullum y coteza
Metiotepina
Metergolina frontal
5-HT, 8-OH-DPAT, Ketanserina,
5-HTe TFMPP, 5-CAT, 5- Metiotepina, GTP- |AMPc Corteza cerebral, Putamen
CT gamma
5-HT, Sumatripan,5- . . Hipocampo y corteza
5-HT+¢ Metiotepina |AMPc
CT cerebral
Metergolina, Corteza cerebral, nicleo
Ketanserina, caudado, complejo
I-DOI, H-DOB, CHs- ) ) ) )
5-HTza SHT Ritanserina, TIP3 amigdaloide, tdlamo e
Spiperona,Mesulergin hipotalamo, plaquetas,
a, Metisergida musculo liso
) Estémago (fondo), amigdala,
5-HT,s CH3-5HT Desconocido T1P3

caudado e hipotalamo

Plexo coroideo, ganglios
5-HT2c o 1c CH3-5HT Mesulergina TIP3 basales, hipatalamo,
sustancia nigra

CHs-5HT, 5-HTQ, Zacoprida,
Fenilguanidil, 1,3- Ondasetron, . . Area postrema, nervios
5-HT3 o o ) Canal i6nico Na',K . .
Clorofenilbiguanidin Tropisetron, sensitivos y enéricos
a Motoclopramida
Hipocampo, estriado,
Rezanprida, sustancia nigra, tubérculo
5-HT4 Aacoprida, Tropisetron |AMPc olfatorio, amigdala,
Cizaprida, 5-HT neuronas mientéricas y
musculo liso
5-HTsap LSD, Ergotamina Desconocido Desconocido Cerebro
i ) Estriado, tubérculo olfatorio,
Metiotepina, )
5-HTg 5-CT, LSD |AMPc corteza cerebral, hipocampo

Amoxipina, Clozapina
y amigdala

. . Téalamo, hipocampo, sistema
5-HT; Desconocido Desconocido |AMPc

limbico, amigdala.
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Se han considerado tres criterios para caracterizar a un receptor y definir el tipo y subtipo del

mismo:

a) Un criterio operacional que se refiere a la accion de las drogas agonistas o antagonistas.
b) Un criterio estructural que se corresponde a la secuencia de aminoacidos
¢) Un criterio transduccional que establece el mecanismo de sefales intracelulares a las que

esta acoplado.

Cada neurotransmisor ejerce sus efectos postsinapticos uniéndose a receptores especificos, en
general, dos neurotransmisores no pueden unirse al mismo receptor; sin embargo, un

neurotransmisor puede unirse a diversos receptores, que son los subtipos.

Los receptores pueden dividirse en dos grupos: un grupo de receptores que activan directamente
los canales idnicos llamados ionotropicos. Un segundo grupo llamado metabotrépico, donde el

receptor esta acoplado a moléculas efectoras y proteinas G (Kandel et al., 1997).

El papel ambiguo y aun a veces contradictorio de la 5-HT en las diversas funciones fisioldgicas y
patologicas fue lo que llevé a suponer la existencia de diversos receptores que ante el mismo
estimulo serian capaces de ejercer distintas respuestas. En la actualidad se encuentran descritos
siete tipos de receptores serotoninérgicos con subtipos especificos (Boullosa and Lopez, 1997).

Los subtipos de receptores de la 5-HT se expresan en patrones distintos, pero a menudo
superpuestos y se encuentran acoplados a diferentes mecanismos transmembrana de
sefnalizacion. En la actualidad se reconocen cuatro familias de receptores de 5-HT con funciones
conocidas que son 5-HT, al 5-HT,. Las familias de receptores 5-HT4, 5-HT, y 5-HT,; son
miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, el receptor 5-HT3, por otra
parte, es un canal de iones de compuerta de ligando que da paso a Na* y K' y tiene una topologia

esperada de membrana compatible con la del receptor colinérgico nicotinico (Hoyer et al., 1994).

Ademas, estos receptores difieren por su localizacion en el SNC (Bockaert et al., 1994).

Los receptores serotoninérgicos una vez activados, pueden seguir dos vias alternativas de acuerdo
con la proteina G sobre la que actden: una regulada por un canal iénico, que implica la apertura de
canales i6nicos que no forman parte del receptor y otra dependiente de multiples sistemas

enzimaticos, que es la utilizada por la mayor parte de los receptores.
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Esta via se puede producir la estimulacidon del sistema de la adenilato ciclasa responsable de la
formacién del AMPc la inhibicion o la estimulacién de la fosfolipasa C responsable de la conversion
del Fosfatidil inositol-4,5-difosfato (PIP,) en inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
(Bockaert et al., 1994; Boullosa et al., 1999; Kaumann et al., 1994).

Estos mecanismos de segundos mensajeros estimulan a proteinas cinasas, cuyo resultado final es
la fosforilacion de proteinas que se consideran segundos mensajeros y efectores finales del
mensaje a la segunda neurona (Fig. 11).
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Fig 11. Neurotransmisién serotoninérgica.( Tomada de: Tesis de Licenciatura. Facultad de
Quimico Farmacobiologia. U.M.S.N.H., Morelia Michoacan, México, Celis, N. K., (2005) Los

antagonistas de los receptors 5-HT, tienen efecto de agonismo inverso sobre la actividad de la

bomba de sodio y potasio. Pag. 28).

3.6.-Los receptores 5-HT,.

De esta subfamilia de receptores se ha identificado tres subtipos que han sido denominados como
5-HToa, 5-HT2s y 5-HT,c estdn acoplados a proteinas G estimulando la fosfolipasa C. Los
receptores 5-HT,, estan ampliamente distribuidos por el SNC, primordialmente en la areas o zonas

de las terminaciones serotoninérgicas.

El receptor 5-HT,» se ha caracterizado bien en la corteza cerebral, el receptor 5-HT,c se ha
estudiado en el plexo coroides, el receptor 5-HTog fue clonado recientemente, su activacion da
lugar a la contracciéon del musculo liso del fondus (Cox and Cohen, 1996), se ha localizado en
cerebelo, corteza cerebral, amigdala, talamo, hipotalamo y retina (Money et al., 1994; Burnss et al.,
1997).

Es clara la gran diversidad de receptores serotoninérgicos y mas que una excepcion, €s un

fendmeno comun de sistemas bioldgicos aun para otros receptores, enzimas y transportadores,
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etc., lo que refleja que en el transcurso de la evolucion, cuando surge una variante con
propiedades funcionales idéneas para determinado microambiente, se observa el proporcionar

ventajas adaptativas a los individuos que lo poseen.

3.7.-AGONISMO INVERSO

El concepto de agonista y antagonista se entendia solamente como un mecanismo relativamente
simple en el cual el agonista se unia al receptor modificandolo y activando procesos en la
membrana y el antagonista solo actuaba interfiriendo con la uniéon del agonista al receptor,

compitiendo por afinidad al receptor y evitando su activacion (antagonismo competitivo).

La teoria tradicional del sistema de receptor postulaba que se encontraba en un estado simple,
estatico en donde los agonistas al unirse podian inducir cambios conformacionales en el receptor
que lo activaban y lo llevaban a un estado funcional. Este punto de vista, postulado hacia los afios
50°'S (Del castillo y Katz, et. al., 1957) y se mantuvo como el fundamento principal de la

farmacologia del receptor durante afnos.

El concepto de agonismo inverso surgié de observaciones experimentales de que algunas drogas
son capaces de reducir la actividad del sistema del receptor que eran activados en ausencia de sus
agonistas. Dado que los agonistas incrementan la actividad del sistema del receptor esta actividad

opuesta o negativa se le conoce como agonismo inverso (Strange et al., 2002).

La actividad de un agonista 0 de un antagonista dependia solamente de la afinidad (fuerza de
union) que se tuviera con el receptor. Sin embargo, Church y cols. (2002) encontraron que por lo
menos los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) no funcionan en esta forma tan simple de
“apagado” y “encendido”. Ahora se ha demostrado que la unidon del agonista con el receptor
estabiliza al GPCR en su forma activa y en cambio la union del ahora llamado agonista inverso con
el mismo receptor lo estabiliza en su forma inactiva evitando asi el efecto biologico. Se ha
encontrado también que los receptores tienden a permanecer parcialmente en su forma activa
(actividad constitutiva) y el agonista los estabiliza para mantener este efecto en forma mas intensa
y prolongada. En este nuevo escenario ahora el agonista inverso, puede tener un efecto aun sin la

presencia del agonista.

El agonismo inverso fue originalmente descrito para receptores ionotrépicos como el receptor de
GABA, posteriormente fue descrito para receptores acoplados a proteinas G (Kenakin et al., 2001,
Milligan et al., 1997, Daeffler et al., 2000, De Ligt et al., 2000, Leurs et al., 1998).
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Braestrup et al., (1982) reportaron el descubrimiento de un agente, el DMCM (metil 6,7-dimetoxi-4-
etil-a-carboxilina-e-carboxilato), que en contraste con las benzodiacepinas, no solo era un potente
convulsante in vivo, sino que también parecia favorecer su unién a receptores de benzodiacepinas.
Se propuso que los receptores GABA-benzodiacepinas pudieran existir en dos conformaciones que
estan en equilibrio, un canal para cloro abierto (conformaciéon activada) y otra cerrada
(conformacion inactivada) en la cual el DMCM puede tener una alta afinidad y una tendencia a
estabilizar, por medio de eso, disminuir la union GABA a la conformacién activada. El concepto
anterior de conformaciones activas o inactivas, introducido inicialmente para receptores acoplados

a canales ionicos, pronto encontré soporte para estudiar el efecto en los GPCRs.

Costa & Hertz , (1989) demostraron que algunos antagonistas del receptor a opioide poseia una
“actividad intrinseca negativa” in vitro en contraste con otros que carecian de actividad intrinseca.
El concepto de “actividad intrinseca negativa” implica un equilibrio en dos estados del receptor,
estos dos estados se pueden definir, como limitado por la proteina G o un estado libre del receptor,
el primero activo y el segundo inactivo. Los resultados de Costa & Hertz proporcionaron soporte al
modelo del receptor propuesto por Wregget & De Lean (1984) postularon que ciertos antagonistas
pueden ser activos obstaculizando la capacidad de receptores para asociarse con las proteinas G

membranales.

Si bien hace algunos afos se pensd que algunas drogas que activaban a los GPCRs podian ser
divididas en dos clases, agonistas y antagonistas, ahora sabemos que para la mayoria de los
GPCRs los compuestos que activan estos receptores exhiben un espectro de eficacia de agonismo
inverso. Muchos agonistas inversos han sido descritos para varios sistemas (Wreggett et al., 1984,
Chidiac et al., 1994, Rossier et al., 1999, Barr et al., 1997) por ejemplo los a 13 = — Y O 2 —
adrenérgicos y receptores 5-HTq5 de hecho muchos de los compuestos que han sido previamente
considerados como antagonistas, son agonistas inversos. Algunos ejemplos de drogas con
importantes acciones terapéuticas han demostrado ser agonistas inversos incluyendo la cimetidina
(Smith et al., 1996) que actua sobre receptores H, , haloperidol (Hall and Strange et al., 1997) que
actua sobre receptores D, dopaminérgicos, prazosin (Rossier et al., 1999) que actua sobre
receptores a, adrenérgicos, timolol (Chidiac et al., 1994) que actua sobre a , adrenérgicos y
clozapina que actua sobre receptores D, y 5-HT,¢ (Hall and Strange et al., 1997, Westphal and
Sanders- Bush et al, 1994). También se ha observado el efecto del agonismo inverso en
receptores canabinoides (CB1 humano) acoplados a proteinas G (GPCRs) y constituyen unos de

los receptores mas abundantes en el SNC, con niveles diez veces superiores a otros GPCRs.

Estos receptores exhiben una amplia distribucién en todo el SNC. Recientemente se ha observado

que muchos de estos receptores son capaces de desarrollar actividad constitutiva o intrinseca en
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ausencia de agonista en cerebro humano postmortem mediante la técnica de marcaje con
[35s]GTPgS (Hernandez and Rodriguez et al.,).

3.8.-Antagonistas serotoninérgicos:

Ciproheptadina: Hidrocloruro de ciproheptadina. Antagonista de los receptores 5-HT, y 5-HT. de

la serotonina, antagonista de los receptores H, de la histamina, se utiliza como antipruritico.
Formula: CoH,NHCI
PM: 323.9 g/mol

Soluble en agua metanol y etanol

Ritanserina: Potente antagonista de los receptores de la serotonina 5-HT,s, €s un agonista
inverso, puede cruzar la BHE.

Foérmula: Cy7Ho5 FoN3OS

PM: 477.6 g/mol

Insoluble en agua

Soluble en metanol

3.9.-BOMBA DE SODIO Y POTASIO

Al igual que todas las células el organismo humano las neuronas tienen sistemas de transporte
molécular en la membrana plasmatica, la permeabilidad de la membrana es fundamental para el
funcionamiento de la célula viva y para el mantenimiento de condiciones fisioldgicas intracelulares
adecuadas, la presencia de membrana establece una diferencia neta entre el liquido extracelular y

el intracelular en el que esta inmersa la célula.

Existen diferentes sistemas de transporte celular, el movimiento neto de una molécula en contra de
su gradiente de concentracion se llama trasporte activo. El transporte activo siempre esta mediado
por proteinas de transporte presente en la membrana. Estas proteinas que participan en el
transporte, son sistemas enzimaticos llamadas bombas. De acuerdo a su fuente de energia libre
que se emplea para llevar acabo el proceso, hay dos tipos de transporte activo, el primario y el

secundario.
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En el transporte activo primario la fuente de energia puede ser la luz, la hidrélisis de ATP o el
transporte de electrones. Asi los transportadores que utilizan ATP se conocen como ATPasas

debido a que utilizan ATP como fuente de energia, el cual se hidroliza a ADP y fosfato.

El transporte activo secundario es el trasporte conocido por gradientes idnicos. El flujo de iones a
favor de su gradiente de concentracion proporciona una fuente de energia libre que se puede
utilizar para introducir a la célula moléculas en contra de su gradiente de concentracion (Thomas,
2000).

Uno de los sistemas enziméticos presentes en la membrana plasmaética es la bomba de Na* y K*
(adenosin trifosfohidrolasa estimulada por Na® y K* dependiente de Mg, E.C.3.6.1.3), es una
enzima plasmatica ubicua siendo esta la responsable del establecimiento del gradiente

electroquimico de los iones Na* y K* (Fig.6, Feraille and Doucet, 2001).

Fig. 12 Representacion esquematica de la Bomba de sodio y potasio ATPasa (Tomada de:
Invitacion a la neurociencia, Purves, Augustine, Fitzpatrick, Katz, LaMantia, McNamara, Ed.

Panamericana, pag. 88 )

La Na+, K+-ATPasa esta formada por dos subunidades a con un peso molecular de 110kDay dos
subunidades B de 55kDa cada una. El complejo atraviesa la membrana plasmatica con segmentos
hidrofilicos que se extienden hacia el espacio extracelular y hacia el citoplasma. La subunidad a es
la porcién de la enzima que se fosforila mientras que el ATP es hidrolizado. Es la subunidad a la
que tiene los centros de unién para el Na* y el ATP en la superficie intracelular. Del lado exterior

estan las uniones para esteroides cardioténicos, entre ellos la ouabaina, la digitoxina y el potasio.
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La Na'/K* - ATPasa con mayor afinidad para la ouabaina contiene la subunidad a3, la de afinidad

intermedia contiene la subunidad a2 y la de muy baja afinidad, es la que contiene la subunidad a1.

En la actualidad se considera que las neuronas expresan las tres isoformas en varias

combinaciones y que la glia expresa principalmente las isoformas a1 y a2.

La subunidad B es una glucoproteina y su funcién es el reparto y un insercion apropiada de la
subunidad a en la membrana (McDonough et al., 1990), y puede ser una subunidad regulatoria
(Geering, 2001).

El peso molecular de la Na'/K" ATPasa solubilizada es de 380 kDa . la proporcion de las
subunidades ao/f es 1:1 y constituyen un tetramero a2 /B2 con los lipidos y carbohidratos de la
membrana celular unidos a la enzima, el peso molecular de la holoenzima es aproximadamente de
440kDa.

El mecanismo empleado por el sistema enzimatico de la bomba de sodio y potasio se muestra en
la figura 13: comienza con la unién de 3 iones de Na® a la subunidad a (1), seguida por la
fosforilacion de la subunidad a por el ATP (2) induciendo un cambio conformacional quedando el
Na" expuesto hacia el espacio extracelular (3). En esta conformacién el K* se une al sitio
extracelular de la enzima (4) por desfosforilacion se recupera la conformaciéon original, estado en
el cual el K+ queda expuesto hacia el citoplasma y disminuyendo su afinidad por la bomba de
sodio y potasio, lo cual provoca su liberacién hacia el interior de la célula reiniciado nuevamente

el ciclo.
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Fig. 13. Modelo esquematico del mecanismo de accion de la bomba de sodio y potasio (Tomada
de: Invitacion a la neurociencia, Purves, Augustine, Fitzpatrick, Katz, LaMantia, McNamara, Ed.

Panamericana, pag. 90 )

Las reacciones bioquimicas estan involucradas en el transporte de sodio y potasio por laNa*y K" -
ATPasa son las siguientes:
Na“ (1)

E1 + Mg-ATP «——» E1-Pi (Na") + ADP

E1---Pi(Na’) «—» E2--Pi +Na’

K" (e)
E2--Pi + H,O «—  E2(K)

E2(K) +——> E1 +K (Pi)

La transicion al estado abierto al exterior, que permite la liberacién de Na* y la captura de K, se

produce tras la fosforilacion de la subunidad a y la liberacion del ADP.
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El estado abierto al exterior tiene una afinidad elevada por los cardioténicos como la digitoxina y la

ouabaina. Los cardiotdnicos inhiben la bomba cuando esta abierta al exterior.
Se ha aislado fracciones membranales gliales y/ o neuronales por el método de Rose,
encontrandose que la actividad de la Na'/K" ATPasa es mayor en las células gliales que en las

neuronales (Caudillo, 2005; Celis, 2005).

3.10.-Na'/K" ATPasay SISTEMA SEROTONINERGICO.

Se ha propuesto que la bomba de Na’/K* ATPasa es regulada por factores extrinsecos tales como

neurotransmisores, el mas estudiado la norepinefrina (NE) y posteriormente la serotonina (5HT).

Experimentos in vivo con la administracion de precursores de serotonina (L-Trp y 5HTTP) y
agonistas serotoninérgicos se ha observado la estimulacion de la actividad de la enzima en
diferentes regiones cerebrales (Hernandez, 1987). Ademas se ha visto la respuesta de la Na'/K*
ATPasa inducida por agonistas serotoninérgicos esta actividad se neutraliza con la administracion
de antagonistas serotoninérgicos (Caudillo 2005; Celis 2005) sugiriendo una interaccion funcional
entre el sistema serotoninérgico y la bomba de sodio y potasio, en donde existe evidencia
farmacoldgica de un sistema de receptores especificos que participan en la activacién de la Na*/K*

ATPasa por serotonina.

Mercado y Hernandez (1992) demostraron que existe una modificaciéon de la cinética de la enzima
inducida por la 5-HT con un incremento significativo en la Vmax en la cinética contra ATP y K™ en

homogeneizados y fracciones membranales de corteza cerebral.

Por otro lado los resultados de Chavez en el 2003 confirman la participacién del receptor 5-HT, en
la estimulacion de la Na'/K* -ATPasa con a-metil (agonista especifico para el receptor 5-HT,) y al
utilizar antagonistas del receptor 5-HT, observd en forma preliminar un efecto inhibitorio sobre la

actividad de la enzima.

Hasta ahora es clara la relacién entre la Na'/K* -ATPasa y la serotonina en el cerebro adulto, sin
embargo el mecanismo de la interaccion entre los dos sistemas no se conoce, pero puede ser por

alguno de los siguientes:

® Interaccion del neurotransmisor con receptores serotoninérgicos especificos de la
membrana de la célula blanco, cambiando la permeabilidad al sodio y al potasio, o bien

alterando la conformacioén de la enzima.
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® Por interaccion directa del neurotransmisor con un sitio especifico de la molécula de la
Na'/K" ATPasa.

¥ Por aumentar el numero de moléculas de ATPasa disponible, en experimento cronicos.

3.11.-ALTERACION EN LA Na+.,K+ ATPasa EN DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM), es un enfermedad crénico-degenerativa que se caracteriza por un
aumento en las concentraciones de glucosa en sangre, por un déficit absoluto o relativo de
insulina, y por alteraciones en los metabolismos de los carbohidratos, proteinas y lipidos. (ADA;
2007).

La American Diabetes Association (ADA) con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
clasificaron la diabetes en:
® Tipo |. conocida como diabetes insulino-dependiente (DM1).

¥ Tipo Il. Conocida como no insulino- dependiente (DM2)

La diabetes mellitus esta asociada a complicaciones que llegan a ser un problema de salud
publica. Las altas concentraciones de glucosa en la sangre a lo largo de muchos afios pueden
dafar los vasos sanguineos que llevan oxigeno a algunos nervios. Los nervios dafados pueden
dejar de enviar mensajes, pueden enviar mensajes muy lentamente o cuando no es debido. La
neuropatia diabética es el término médico para referirse a los dafios en el sistema nervioso

causados por la diabetes.

La fisiopatologia de la diabetes mellitus es multifactorial se ha observado tanto alteraciones en la
estructura, organizacion y funciones proteicas en membranas de células y tejidos (ej. Retina,
glomérulo, eritrocitos, nervios) culminando en complicaciones diabéticas como es retinopatia,

nefropatia y neuropatia periférica (Carneiro et al., 2004; Naka et al., 1995).

La hiperglicemia es la causa inicial del dafio a tejidos, asi como las determinantes genéticas a la
susceptibilidad individual de dichos dafios. El deterioro de los tejidos por hiperglicemia se presenta
en subgrupos de tipos especificos de células como: células endoteliales de retina, células

mesangiales del glomérulo renal, en neuronas y nervios periféricos.

La neuropatia ha sido caracterizada en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ),

(DM).Este modelo experimental de DM presenta en general la misma patologia, alteraciones
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funcionales y bioquimicas presentes en humanos diabéticos (Dyck et al. 1988; Biessels et al.,
1999). Con relacion a la actividad de la Na'/K'-ATPasa se ha reportado disminucién gradual en la
actividad de la enzima, una reduccion en la velocidad de conduccion de los nervios periféricos

debido a degeneracién axonal y ala desmielinizacion paranodal (Sugimoto et al., 2000).

Recientes estudios sugieren que la depresién de la actividad de la Na'/K* ATPasa, en la

membrana plasmatica es un sello distintivo de la neuropatia diabética (Loenillem et al., 2007).

Das y col. (1976) describieron por primera vez una disminucién de esta actividad enzimatica en el
nervio ciatico de ratas diabéticas (Das et al., 1976). Existen diversos mecanismos que se han
propuesto para explicar la disminucién en la actividad de la Na*/K" - ATPasa: un agotamiento de la
concentracion del mio-inositol intracelular, un aumento del flujo a través de la via aldosa

reductasa, y una alteracion en la actividad de la proteina cinasa C (PKC) (Greene et al., 1987).

Otros cambios metabdlicos pueden también disminuir la actividad enzimatica, un aumento en el
proceso de glicosilacion no enzimatica, un incremento en el estrés oxidativo. Asi mismo, la
disminucién de la actividad de la bomba de sodio y potasio se asocia con un incremento de la
inactivacion de los canales de sodio y una acumulacion de sodio intra-axonal en el nodo, lo que

resulta en una inflamacioén paranodal (Sima and Sigimoto, 1999).

A nivel periférico esta bien documentado que en la DM existe una disminucion de la actividad de la
bomba de sodio y potasio, a nivel central no es claro si también se presentan cambios en la
actividad de este sistema de transporte y si existe un efecto especifico celular, es decir, si se
presenta en la bomba de sodio y potasio glial, en la neuronal o en ambos tipos celulares. Por otro
lado la 5-HT incrementa la actividad de la bomba de sodio y potasio, no se conoce si este efecto se

presenta en la actividad de la enzima en ratas con DM1 por lo que proponemos la siguiente:
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4.-HIPOTESIS.

EN LA DM1 DISMINUYE LA ACTIVIDAD DE LA BOMBA DE SODIO Y POTASIO A NIVEL DEL
SNC.

5.-OBJETIVOS

5.1.-OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de la DM1 experimental sobre la actividad de la Na'/K*-ATPasa y su

interaccion con la serotonina en la corteza cerebral de ratas con DM1.

5.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Inducir DM1 experimental en ratas macho adultas.

2. Aislar fracciones enriquecidas de membranas gliales y neuronales de corteza cerebral
de ratas macho adultas con DM1.

3. Determinar la actividad de la Na'/K*-ATPasa en homogeneizado, membranas gliales y
neuronales de corteza cerebral de ratas macho con DM1.

4. Determinar el efecto de la 5-HT sobre la actividad de la Na'/K'-ATPasa en
homogeneizado, membranas gliales y neuronales de corteza cerebral de de ratas con
DM1.

5. Determinar el efecto de antagonistas serotoninérgicos de los receptores 5-HT, sobre
la actividad de la Na'/K*-ATPasa.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
ratas con DM1” 38



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

6.-MATERIAL Y METODOS

6.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar Porton de 280g + 20g de peso corporal. Se
mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas de ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs. cada
uno, humedad relativa del 80% y temperatura de 20-25°C. Se sometieron a un régimen nutricional
ad libitum tanto de agua como de alimento purina Chow. En el bioterio local de la Facultad de

Quimico Farmacobiologia.

Fig. 14 Anaqueles del bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia

6.2.-INDUCCION DE DIABETES MELLITUS

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de 280 + 20g de peso corporal, a las cuales se
les administraron 55 mg/kg via intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (Sigma/Aldrich) disuelta
en solucién buffer de citratos, a otro grupo de ratas se les administro solucion buffer de citratos. A
los dos dias después de la administracion de STZ se les determind la concentracién de glucosa
mediante toma de muestra de la vena caudal y con el sistema de automedicion de glucosa en
sangre ONETOUCH Ultra. Las ratas con concentracion mayor a 200 mg/dl se tomaron como ratas
con DM1, la determinacion de glucosa en sangre se realizo cada semana. A las tres semanas las

ratas se sacrificaron y se obtuvieron los tejidos. (Juarez, 2008).

Fig. 15 Induccion de DM en ratas macho adultas
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6.3.-PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS DE CORTEZA:

Los animales fueron sacrificados entre las 9:00 am y las 10:00 am por desnucacion cervical, se les
practicé incision media toracica con el objeto de exponer el corazén, en seguida se seccionod la
vena cava inferior y se realizé una infusion intracardiaca a nivel del ventriculo izquierdo con 20 ml
de solucion salina isoténica fria al 0.9% (p/v), para perfundir el cerebro y remover la sangre del
mismo (Fig. 16). Las ratas se decapitaron y de inmediato se extrajo el cerebro, se colocé sobre una
placa de hielo y se disecé la corteza cerebral (Fig. 17), la cual se homogenizd en 10 volumenes
de una solucion amortiguadora de Tris-HClI 50 Mm a pH = 7.4, con 10 pasos a 700 rpm en un

homogeneizador Thomas de émbolo de teflon de 0.25mm de tolerancia en su didmetro.

Posteriormente se realizo la determinacién de proteinas por el método de Lowry et al. (1962).

Fig. 16 Perfusion del cerebro con solucién isotonica. Fig. 17 Corteza cerebral

disecada

6.4.-OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS DE MEMBRANAS GLIALES Y
NEURONALES.

Se utilizd el método descrito por Rose. Se disecé la corteza cerebral de 6 ratas macho adultas, las
cuales al ser finamente cortadas fueron recibidas en una solucién que contenia Ficoll al 10% en
una solucion amortiguadora de fosfatos a pH = 7.4 (Fig. 18). Para después pasarlas a través de
una malla de nylon de 110 ym de poro y después a través de una de 48 ym. Se homogeneizo6 el
fitrado manualmente 3 veces, la suspensién resultante se colocd en una solucién de sacarosa

1.45M vy Ficoll al 30% en ese orden de densidad, se colocan 4 mL de cada solucién (Fig. 19).

Se centrifugd a 39,000 rpm por 45 minutos a 4°C (Fig. 20). Se obtuvieron cuatro fracciones de las
cuales la interface de Ficoll 10-30% correspondié a la fraccion glial y la interface Ficoll 30%-

sacarosa a la fraccion neuronal (Fig. 21).
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Se colectaron las bandas y se diluyeron 10 veces en solucion en Tris-HCI 50 mM a pH = 7.4. Se
centrifugaron a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C y luego se suspendieron las membranas celulares

con 1 mL de Tris-HCI 50 mM, y finalmente se guardaron las membranas celulares en refrigeracion
(Fig. 22).

Fig. 18 Corteza en Ficoll y sol. amortiguadora  Fig. 19 Corteza en Ficoll y sacarosa

Fig. 20 Ultracentrifuga Fig. 21 Bandas de membranas gliales y neuronales

Fig.22 Membranas gliales y neuronales aisladas
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6.5.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA Na'/K” ATPasa.

La actividad de la Na+/K+ ATPasa se determiné por el método utilizado por Mercado y Hernandez
(1992). En alicuotas de 25 pL equivalentes a 50 ug de proteina del homogenizado o de las
fracciones enriquecidas con membranas gliales o neuronales se incubaron en un medio que
contenia (en mM): Tris-HCI 50 pH = 7.4, Mg,Cl 6mM, KCI 15mM, NaCl 120mM con agua para
medir la actividad total o con ouabaina 0.8mM para medir la actividad especifica de la bomba de

sodio y potasio.

Se incubd el tejido durante 5 minutos en un bafio metabdlico Dubnoff (Fig. 23) con agitacién
constante a 37°C y posteriormente se agregaron: serotonina, ritanserina y ciproheptadina. Se
adicion6 50uL ATP (adenosin-trifosfato, sal libre de vanadio), pH de 6.5, 3mM a los 25 minutos y
finalmente la reaccién se detuvo a los 10 minutos adicionando 20 yL de TCA (acido tricloacético)
frio al 50% colocando las muestras en una placa de hielo (Fig. 24) para después centrifugarlas a
3000 rpm durante 10 minutos (Fig. 25). Se tomaron 100 pL del sobrenadante para determinar el Pi
liberado a tubos de ensayo que contenian 500uL de solucion de sulfato ferroso al 4%, acido
sulfarico 1.14 N y molibdato de amonio al 1%, se completo el volumen final con 400 yL de agua,

los tubos se agitaron vigorosamente y se midié la absorbencia (Fig. 26).

El Pi se determind espectrofotométricamente a 800 nm a los 10 minutos de iniciada la reaccion
(Fig. 27), de acuerdo al método de Fiske y Subbarrow (1925).

Las lecturas de absorbencia se extrapolaron en una curva patrén de fosfato de potasio que se
corrié en cada experimento. La actividad de la Na*,K* ATPasa fue calculada como la diferencia
entre la actividad medida en presencia de ouabaina y la actividad total.

ATP

Ciproheptadina
Ritansering
Serotonina

TCA

Fig. 23 Bafio metabolico Dubnoff Fig. 24 Placa de hielo
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Fig. 25 Centrifuga

Fig. 27 Espectrofotometro

7.-ANALISIS ESTADISTICOS

Se obtuvo la media aritmética y la desviacion estandar de los datos experimentales se empled la
“t” de Student para comparar el grupo control y el grupo de ratas con DM1. Se emple6 el programa

GradPad Prism 3.0 para hacer las graficas de los resultados.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
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homogeneizado de corteza cerebral en el grupo de ratas control y diabético. Se observa una

8.-RESULTADOS
de
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disminucion estadisticamente significativa (p < 0.0001) en el grupo de ratas diabéticas comparadas
con el grupo control, esta disminucién corresponde al 23% en la actividad de la Na'/K'- ATPasa
HOMOGENEIZADO DE
CORTEZA CEREBRAL

La fig. 28 muestra la actividad especifica

del grupo control.
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100 = 10 mg/dl mientras que las ratas que recibieron STZ presentaron 500 + 50 mg/dl lo que indica

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de

Fig. 28 Actividad Especifica de la bomba de Na+ y K+ en homogeneizado de corteza cerebral de
ratas con DM1”

Con respecto a la concentracion de glucosa en la sangre, las ratas del grupo control presentaron

ratas macho adultas. X + D.E. 6 experimentos realizados por triplicado. *** p < 0.0001.

la presencia de hiperglicemia.
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La Fig. 29 y 30 muestran la actividad especifica de la Na+/K+ ATPasa en fracciones membranales

gliales (fig.29) y/o neuronales (fig.30) de corteza cerebral de ratas control y diabéticas. Se observa

una disminucién estadisticamente significativa (p < 0.0002) de la actividad especifica de la Na'/K"

ATPasa en fracciones membranales gliales (13%) vy en las fracciones membranales neuronales

(11%).
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Fig. 29 Actividad Especifica de la bomba de Na+ y K+ en fracciones membranales gliales

aisladas de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. 6 experimentos realizados por

triplicado ***p < 0.0002.
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Fig. 30 Actividad Especifica de la bomba de Na+ y K+ en fracciones membranales neuronales

aisladas de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. 6 experimentos realizados por

triplicado *** p < 0.0005.
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La Fig. 31 muestra el efecto de la Serotonina sobre la actividad de la Na'/K'- ATPasa en

homogeneizado de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas.
La DEs, calculada fue de 7.5820° M en el grupo control y de 8.8100 en las ratas diabéticas.

HOMOGENEIZADO DE
CORTEZA CEREBRAL

~ o
1

A.E. (emolPi/mgProt/hr)
> 3
i -
>

-log [5-HT]
= CONTROL » DIABETICA
Fig. 31 Curva dosis — respuesta de la 5-HT sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en

homogeneizado de cerebelo de ratas. X + D.E de 6 experimentos realizados por triplicado.

La Fig. 32 muestra el porcentaje de estimulacién de la Na'/K'- ATPasa por serotonina en
homogeneizado de corteza cerebral de ratas. En el grupo control el porcentaje de estimulacion
maximo fue de 22% mientras que en el grupo de ratas diabéticas el porcentaje de estimulacion fue
de 31%.

HOMOGENEIZADO DE
CORTEZA CEREBRAL

Porcentaje de

estimulacion
= N N W w
T9

-log [5-HT]

= CONTROL » DIABETICA

Fig. 32 Porciento de estimulacién de la Na'/K® ATPasa por serotonina en homogeneizado de

corteza cerebral de ratas. X + D.E de 6 experimentos realizados por triplicado.
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La Fig. 33 muestra el efecto

de la Serotonina sobre la actividad de la Na*/K'- ATPasa en

membranas gliales de corteza cerebral de rata. La DEsy fue de 1.5670""M en el grupo control y de
2.49907'° M en el grupo diabético.

A.E. (umolPi/mgProt./hr)

FRACCIONES MEMBRANALES
GLIALES DE CORTEZA
CEREBRAL

-log [5-HT]
= CONTROL » DIABETICO

Fig. 33 Efecto de la Serotonina sobre la actividad de la bomba de Na* y K* -ATPasa en membranas

gliales aisladas de cerebelo de rata. X+ D.E. de 6 experimentos realizados por triplicado.

La Fig. 34 muestra el porcentaje de estimulacién de la actividad de la Na*/K* ATPasa por 5-HT en

membranas gliales de corteza cerebral de rata. El porcentaje maximo de estimulacion en grupo

control fue de 20% y de 18 % en el grupo diabético.
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Fig. 34 porcentaje de estimulacién de la Na*/K*-ATPasa por 5-HT en fracciones membranales

gliales de corteza cerebral de ratas. X + D.E de 6 experimentos realizados por triplicado.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de

ratas con DM1”

47



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

La Fig. 35 muestra el efecto de la Serotonina

sobre la actividad de la Na'/K* ATPasa en

membranas neuronales de corteza cerebral de rata macho adulta, donde se puede apreciar que la

Serotonina no estimulo la actividad de la enzima en ambos grupos (control y diabética).
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Fig. 35 Efecto de la Serotonina sobre la actividad de la Na*/K* ATPasa en membranas neuronales

aisladas de corteza cerebral de rata macho adulta. X+ de 6 experimentos realizados por triplicado.

La Fig. 36 muestra el porcentaje de inhibicion de la actividad de la Na*/K* ATPasa por 5-HT en

membranas neuronales de corteza cerebral de rata.
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Fig. 36 porcentaje de inhibicion de la Na'/K-ATPasa por 5-HT en fracciones membranales

neuronales de corteza cerebral de ratas. X + D.E de 6 experimentos realizados por triplicado.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de

ratas con DM1”

48



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

La Fig. 37 muestra el efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de sodio y
potasio en homogeneizado de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas. En
donde se observa en ambos grupos una disminucion en la actividad de la enzima, la
Ciproheptadina tuvo un efecto inhibitorio a una concentracion de 10" Men el grupo control y una
concentracion de 10° M en el grupo diabético
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Fig. 37 efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la Na’/K* ATPasa en corteza cerebral de

ratas macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6 experimentos realizados por triplicado.

La fig. 38 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibicion en homogeneizado de
corteza cerebral. La DEg 5.1860™" para el grupo control y una DEs 1.5460° corresponden al
grupo diabético.
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Fig 38 porcentaje de inhibicién de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de Na* y K* en
homogeneizado de corteza cerebral de ratas macho adultas. X +D.E. de 6 experimentos realizados

por triplicado.
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La Fig. 39 muestra el efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de sodio y
potasio en membranas gliales de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas.

En donde se observa en ambos grupos una disminucién en la actividad de la enzima, la
Ciproheptadina tuvo un efecto inhibitorio a una concentracion de 10" Men el grupo diabético y en

el grupo control no hubo inhibicién.
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Fig. 39 efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la Na*/K* ATPasa en membranas gliales
de corteza cerebral de ratas macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.

La fig. 40 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibicion en membranas gliales
de corteza cerebral. La DEs 5.4° corresponde al grupo diabético, mientras que no hubo en el
grupo control, porque no hubo inhibicion.
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Fig 40 porcentaje de inhibicién de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de Na* y K* en

membranas gliales de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.
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La Fig. 41 muestra el efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de sodio y
potasio en membranas neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y
diabéticas. En donde se observa en ambos grupos una disminucién en la actividad de la enzima, la
Ciproheptadina tuvo un efecto inhibitorio a una concentracién de 10° M en el grupo control y de
10 en el grupo diabético.
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Fig. 41 efecto de la Ciproheptadina sobre la actividad de la Na'/K" ATPasa en membranas
neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6

experimentos realizados por triplicado.

La fig. 42 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibiciéon en membranas gliales

de corteza cerebral. La DEs, 3.7980"° para el grupo control y 2.5870° para el grupo diabético.
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Fig 42 porcentaje de inhibicién de la Ciproheptadina sobre la actividad de la bomba de Na* y K” en
membranas neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.
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La Fig. 43 muestra el efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en
homogeneizado de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas. En donde se
observa en ambos grupos una disminucién en la actividad de la enzima, la Ritanserina tuvo un
efecto inhibitorio a una concentracion de 10° M en el grupo control y una concentracion de 1070
M en el grupo diabético
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Fig. 43 efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la Na'/K" ATPasa en corteza cerebral de ratas

macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6 experimentos realizados por triplicado.

La fig. 44 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibicion en homogeneizado de
corteza cerebral. La DEs, 1.1140° para el grupo control y una DEsg 7.3010™" corresponden al
grupo diabético.
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Fig 44 porcentaje de inhibicién de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de Na® y K* en
homogeneizado de corteza cerebral de ratas macho adultas. X +D.E. de 6 experimentos realizados

por triplicado
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La Fig. 45 muestra el efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en
membranas gliales de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas. En donde se
observa en ambos grupos una disminucién en la actividad de la enzima, la Ritanserina tuvo un
efecto inhibitorio a una concentracion de 10° M en el grupo control y una concentracion de 10°®
M en el grupo diabético.
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Fig. 45 efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la Na’/K" ATPasa en membranas gliales de
corteza cerebral de ratas macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6 experimentos realizados

por triplicado.

La fig. 46 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibicion en membranas gliales
de corteza cerebral. La DEs 1.8490° para el grupo control y una DEjsg 5.9990”" corresponden al
grupo diabético.
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Fig 46 porcentaje de inhibicién de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de Na* y K* en
membranas gliales de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.
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La Fig. 47 muestra el efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en
membranas neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas controles y diabéticas. En
donde se observa en ambos grupos una disminucion en la actividad de la enzima, la Ritanserina
tuvo un efecto inhibitorio a una concentracion de 10"° M en el grupo control y una concentracion

de 10° M en el grupo diabético.

FRACCIONES MEMBRANALES
NEURONALES DE CORTEZA
CEREBRAL

=7

<

— 6

o :::::>i<2i2>

o 54 i &

= = A []

E 4] “ i

T i

O 3+

IS

2 2]

W g

<
0 T T T T T T T 1
-12 11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

-log [RITANSERINA]
= CONTROL + DIABETICA

Fig. 47 efecto de la Ritanserina sobre la actividad de la Na*/K* ATPasa en membranas neuronales
de corteza cerebral de ratas macho adultas control y diabético. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.

La fig. 48 muestra la grafica con los resultados del porcentaje de inhibicion en membranas gliales
de corteza cerebral. La DEs, 5.2780™" para el grupo control y una DEjs 1.3280° corresponden al
grupo diabético.
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Fig 48 porcentaje de inhibicién de la Ritanserina sobre la actividad de la bomba de Na* y K” en
membranas neuronales de corteza cerebral de ratas macho adultas. X + D.E. de 6 experimentos

realizados por triplicado.
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Tabla Il. DEsg de agonista y antagonistas 5-HT, sobre la actividad de la Bomba de sodio y potasio.

GRUPO
CONTROL DIABETICO
FARMACO CORTEZA GLIA NEURONA CORTEZA GLIA NEURONA
SEROTONINA 7.5820e-009 | 1.5670e-011 | 4.3780e-005 | 8.8100e-009 | 2.4990e-010 | 2.0090e-005
CIPROHEPTADINA | 5.1860e-012 Recta 3.7980e-010 | 1.5460e-006 5.4e-009 | 2.5870e-005
RITANSERINA 1.1140e-005 | 1.8490e-005 | 5.2780e-011 7.3010e-011 | 5.9990e-007 | 1.3280e-008

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de

ratas con DM1”

55




UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

9.-DISCUSION

La presencia de hiperglicemia en ratas administradas con STZ indica que existe una alteracion en
el metabolismo de la glucosa similar a la observada en pacientes con diabetes, (Alain et al., 1969,

Juéarez 2008) lo que indica que es un buen método para inducir la DM1.

La actividad basal de la Na“/K* ATPasa en homogeneizado, glia y neurona de corteza cerebral
correspondid a las actividades reportadas por Celis (2005), lo que indica que la técnica para

determinar la actividad de la enzima fue estandarizada adecuadamente

La actividad de la Na*/K" ATPasa en ratas con DM1 esta disminuida en comparacién con las ratas
control (Das et al., 1976), por lo que existe una alteraciéon de la actividad de la enzima (Sima y
Simoto et al.,, 1999). Se han sugerido varios mecanismos para explicar esta disminucion de la
actividad de la enzima a nivel periférico: aumento en la via del poliol, un decremento en la
concentracion del mionositol, una alteraciéon en la actividad de la proteina cinasa C (PKC) (Green
et al., 1987). También se ha propuesto que ésta disminucion se relaciona con un incremento en el
estrés oxidativo y aumento en la glicosilacion no enzimatica (GNE). Probablemente la disminucion
de la enzima Na'/K" ATPasa a nivel central en ratas con DM ocurra por alteraciones del

metabolismo de células gliales y/o neuronales como ocurre a nivel periférico.

Como se ha descrito prevuiamente, la 5-HT regula la actividad de la Na*/K* -ATPasa en corteza y
cerebelo ( Mercado y Hernandez et al., 1992, Caudillo, 2005, Celis, 2005), nuestro resultados
muestran la estimulacién de la Na/K* ATPasa por serotonina en homogeneizado, fracciones
gliales y neuronales de corteza cerebral y cerebelo en grupo control y diabético, una explicacion de
esto puede ser la interaccion de receptores de membrana para la 5-HT, lo cuales estan en
estrecha asociacion con la Na'/K* ATPasa modificando su actividad especifica (Hernandez et al.,
1987). En relacién con la activacion de la Na*/K™ ATPasa por 5-HT es através de la estimulacion de

receptores serotoninérgicos.

La actividad de la Na*/K" ATPasa estimulada por 5-HT en ratas con DM1 nunca alcanzé los valores
basales de las ratas control, probablemente por las alteraciones en el metabolismo celular de las
ratas con DM1 no permite que la Na*/K* ATPasa funcione de manera adecuada. La DM1 presenta
una alteracion en la sintesis de la 5-HT a nivel central. En datos de estudios recientes se ha
reportado que en la DM existe una disminucion de la biosintesis de la 5-HT debido a una alteracion
de la fraccion libre de L-Trp en el plasma y el cerebro con una inhibicién de la enzima limitante la
Triptofano hidroxilasa 2 (TPH2) (Manjarréz et al., 2000, Herrera et al., 2005, Manajarréz et al.,

2006), esto podria explicar la disminucién de la Na’/K* ATPasa basal en ratas con DM1.

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
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Se ha reportado también que la hiperglicemia activa mecanismos no dependientes de la insulina
para contrarrestar el estrés a la célula, sin embargo, estos cambios intracelulares alteran las
concentraciones del NAD, NADPH, del mioinositol, el valor del pH intracelular, el aumento de
radicales libres, entre otros, lo cual puede modificar los requerimientos esenciales para que la

Na‘/K* ATPasa lleve a cabo su funcion normal.

En nuestros resultados reportamos que en la fraccion membranal neuronal no se mostré efecto
significativo de la 5-HT, por lo que sugerimos que la Na'/K* ATPasa glial es la que responde a la

estimulacién por 5-HT en el caso de homogeneizado en el grupo control y diabético.

El efecto del agonista inverso surgié de las observaciones experimentales de que algunas drogas
son capaces de reducir la actividad del sistema del receptor que eran activados en ausencia de sus
agonistas, ya que los agonistas incrementan la actividad del receptor a esta actividad opuesta o
negativa se le conoce como agonismo inverso (Strage et al., 2002). El efecto de la Ciproheptadina
antagonista de los receptores 5-HT, y 5-HT ¢ vy la Ritanserina antagonista de los receptores 5-
HT,a y 5-HT,c  sobre la actividad de la Na'/K* ATPasa mostré una inhibicién de la enzima. Estos
resultados confirman la participaciéon del receptor 5-HT, y 5-HT ¢ en la modulacién de la enzima

por serotonina en el fendmeno de agonismo inverso.

10.-CONCLUSIONES

-La Bomba de sodio y potasio a nivel de la corteza cerebral disminuye su actividad en la DM1 y la
serotonina no revierte la inhibicién.
- En la DM1 se presenta el fendmeno de agonismo inverso en la relacion serotonina-actividad de la

Bomba de sodio y potasio

“Efecto de la serotonina sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de
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