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I1l. RESUMEN.

La diabetes melltus (DM) es wuna enfermedad metabdlica con
complicaciones cronicas como nefropatias, retinopatias, neuropatias y problemas
cardiovasculares. Ademas, la DM tiene repercusion sobre la funcién del SNC,
afectando sistemas de neurotransmision y grupos neuronales especificos, como
es el caso del sistema serotoninérgico. Este sistema ejerce su actividad con la 5-
HT, neurotransmisor que modula diversas funciones cerebrales a través de su
interaccidn con diversos receptores serotoninérgicos, de los cuales su presencia
se ha descrito en las diferentes regiones del cerebro, como lo es el receptor 5-
HT1a en la corteza cerebral. En la membrana celular de astrocitos, la 5-HT regula
la actividad de la Na*/K*-ATPasa, enzima responsable de mantener el gradiente
ionico necesario para la excitabilidad neural y regulacién del volumen celular.
Reportes sefialan que la actividad de la Na*/K*-ATPasa a nivel periférico esta
disminuida en pacientes con DM, y estudios recientes indican que también existe
una disminucién a nivel central en ratas con DME. Por ello el objetivo del presente
trabajo fue determinar la actividad de la Na'/K*-ATPasa en ratas con DM
experimental (DME) aguda y crénica asi como el efecto de activar e inhibir el
receptor 5HTa sobre la actividad de la enzima. Los resultados muestran
disminucion de la actividad de la Na*/K*-ATPasa en la fase aguda y cronica de la
DME vy la activacion del receptor 5HT1a no incrementa la actividad de la enzima.
Estos resultados sugieren que la DM produce perturbaciones en la regulacion por
5-HT de la actividad de la Na’/K*-ATPasa de la corteza cerebral de rata, lo cual
puede alterar la homeostasis y contribuir al deterioro funcional a largo plazo del
SNC.

Palabras clave: Bomba de sodio y potasio, serotonina, agonismo inverso.
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IV. ABSTRACT.,

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease with complications
such as nephropathy, retinopathy, neuropathy and cardiovascular problems. In
addition, DM has an impact on CNS function, affecting neurotransmitter systems
and specific neuronal groups, such as the serotonergic system. This system exerts
its activity by 5-HT, a neurotransmitter that modulates various brain functions
through its interaction with various serotonergic receptors, of which its presence
has been described in different brain regions, such as the 5-HT1a receptor in the
cerebral cortex. In the cell membrane of astrocytes, 5-HT regulates the function of
the Na'/K’-ATPase, an enzyme responsible for maintaining the ionic gradient
necessary for neural excitability and regulation of cell volume. Reports indicate that
the activity of the Na*/K*-ATPase at the peripheral level is decreased in patients
with DM, recent studies indicate that there is also a central level decreased activity
of the enzyme in rats with experimental DM (EDM). The aim of the present study
was to evaluate the activity of the Na*/K*-ATPase in rat cerebral cortex with acute
and chronic EDM and to assess the effect of the activation or inhibition of the
5HT4a receptor on the enzyme activity. The results show that there was a
progressive decrease in the activity of the Na'/K'-ATPase in both acute and
chronic EDM. In addition, the activation of 5HTa receptor has an inductive effect
on sodium pump activation although without reached basal levels of the enzyme
activity. These results suggest that EDM distortions the regulation of 5-HT on the
activity of the Na'/K’-ATPase of rat cerebral cortex, which may alter the

homeostasis and contribute to long-term functional impairment of the CNS.

Keywords: Sodium and potassium pump, serotonin, inverse agonism.
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V. INTRODUCCION.

V.1. El sistema nervioso.

El sistema nervioso (SN) estd formado por un conjunto de estructuras
centrales y periféricas interconectadas que constituyen una unidad indivisible; a
través de los nervios periféricos se extiende por todo el organismo e influye de
manera directa sobre los otros sistemas. Sus estructuras mas distales, los
receptores, responden a estimulos externos e internos y los convierten en sefiales
eléctricas que a través de los nervios periféricos son conducidas a estructuras

centrales, donde adquieren el caracter de sensaciones (Guyton and Hall, 2001).

Las células del tejido nervioso pertenecen a dos clases principales: las neuronas,
que son las unidades morfo funcionales del tejido nervioso, estas reciben,
transmiten y almacenan informacién; las células gliales, quienes guardan una
estrecha relacidn con las neuronas, sirviendo como soporte de estas ultimas,
producen mielina, y se localizan en todos los sectores del tejido, siendo las mas
abundantes (Kandel, 2001). Las fibras en el SN corresponden a extensiones de
las células gliales y de las neuronas, forman complejas interrelaciones entre ellas,
recorren grandes extensiones, regulan sus actividades propias y de otros sistemas
en una forma compleja y dinamica, en gran medida gracias a la neurotransmisién

quimica intercelular (Bloom, 2005).

Una clasificacion general del SN lo define como sistema nervioso central (SNC),
que incluye los nervios que se encuentran en el encéfalo y la médula espinal, y
sistema nervioso periférico (SNP), que contiene los nervios y ganglios neuronales
situados fuera del SNC. EI SNP a su vez se divide en somatico, que contiene la
inervacion sensitiva y motora de la piel, musculos y articulaciones; y autbnomo, el
cual inerva a el musculo liso y las glandulas junto con algunas estructuras

especializadas para el control del medio interno (Guyton and Hall, 2001).
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V.1.1. Sistema nervioso central.

El SNC es excepcional por la gran complejidad de los procesos mentales y
las acciones de control que puede realizar, estd formado por mas de cien mil
millones de neuronas. Las sefales aferentes llegan a la neurona a través de la
sinapsis que establecen, sobre todo, las dendritas, aunque también el cuerpo
celular. Por el contrario, la sefial eferente se transmite por el Unico axén de la
neurona, pero dicho axéon tiene muchas ramas separadas destinadas a otras

partes del SNC o a la periferia del cuerpo.

El SNC posee siete areas anatdomicas partes importancia: la medula espinal, el
bulbo raquideo, la protuberancia, el cerebelo, el mesencéfalo, el diencéfalo y los
hemisferios cerebrales (Kandel, 2001). Existen tres niveles principales del SNC

con atributos funcionales concretos:

e El nivel medular, constituido por circuitos neuronales que pueden originar:
los movimientos de la marcha; los reflejos de retirada ante estimulos
dolorosos; los reflejos de contraccion para sostener el cuerpo, los reflejos
que regulan los vasos sanguineos locales, los movimientos

gastrointestinales y los reflejos que controlan la excrecion urinaria.

¢ El nivel encefalico inferior o subcortical. Constituido por las areas inferiores
del encéfalo como son: el bulbo raquideo, la protuberancia, el mesencéfalo,
el diencéfalo, el cerebelo y los ganglios basales. Lleva a cabo funciones
como el control de la presion arterial y de la respiracion; el mantenimiento
del equilibrio; los reflejos de la alimentacion; ademas, parte de la conducta
emocional, como la ira, la agitacion, las respuestas sexuales, la reaccion al

dolor o el placer.

e El nivel cortical o encefalico superior. Integrado por la corteza cerebral es
un almacén de la memoria de enormes dimensiones, nunca funciona sola,
sino siempre es asociacion con el nivel inferior y sistemas neuronales, que

interrelacionados regulan sus actividades propias y de otros sistemas en
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una forma compleja y dinamica, por medio de la neurotransmision quimica
intercelular, sin ella las funciones de los centros cerebrales son imprecisas
(Kandel, 2001; Bloom, 2005).

Una caracteristica del metabolismo cerebral es que su variabilidad regional esta
fuertemente determinada por el constante cambio espacial en determinados
niveles de la actividad sinaptica. Las células nerviosas poseen un metabolismo
muy activo dependiente del continuo suministro a través de la circulacion de
oxigeno y glucosa; por ello hay un alto grado de vascularizacion del tejido, el cual
recibe un 10% de la sangre bombeada por el corazon, los requerimientos de
energia del cerebro corresponden a 20% del total del organismo, aunque su masa
solo corresponde a 2% del total. Asi, uno de los principios fundamentales de la
fisiologia del cerebro es que el la actividad neuronal tiene una estrecha relacion
con las células gliales, gracias a las cuales se satisfacen las necesidades
metabdlicas y de flujo sanguineo (Magistretti, 2006).

En el SNC de los vertebrados hay por lo menos 10 veces mas células gliales que
neuronas. La glia agrupa a por lo menos tres familias principales de células por
sus caracteristicas fisioldgicas y moleculares: los astrocitos, la microglia y la
oligodendroglia. Los cuales presentan diversas funciones como: dar soporte y
consistencia al cerebro con el aislamiento a ciertos grupos y estructuras
neuronales; mantener un balance metabdlico, endocrino e inmunoldgico; y dirigir,
durante el desarrollo, la migraciéon neuronal y la insercidbn de axones a sitios
especificos. Las células gliales también captan y retiran los neurotransmisores
liberados en la sinapsis durante la transmision del impulso nervioso, mantienen la
concentracion de idnica del liquido extracelular, y envuelven los axones, mediante
la produccion de vainas de mielina, para favorecer la conduccién de las sefiales
nerviosas (Kandel, 2001; Schwartz and Westbrook, 2001).

La microglia forma parte del sistema de defensa del cerebro, con funciones
inmunolégicas; mientras que la oligodendroglia interviene en la formacion de

vainas de mielina. Los astrocitos forman parte de la barrera hematoencefalica
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(BHE), los cuales emiten prolongaciones que envuelven los vasos sanguineos casi
por completo. De esta manera, una sustancia que se quiera introducir al sistema
nervioso tendra que atravesar no solo la barrera capilar sino también la membrana
de los astrocitos, siendo un limite importante en la regulacion del flujo sanguineo

cerebral a este nivel (Kandel, 2001).

Un analisis de consumo de energia por la corteza cerebral ha indicado que la
mayoria de la energia se dedica a la propagacion del potencial de accion vy la
restauracion de los gradientes io6nicos en las sinapsis excitadoras. Los
mecanismos celulares basicos de la union entre la actividad neuronal y el
metabolismo, recientemente han comenzado a esclarecerse, donde se ha
identificado un papel clave de los astrocitos en el acoplamiento de la actividad
sinaptica a la utilizacion de la glucosa, a través de los mecanismos moleculares
que implican la intervencién secuencial de los transportadores de glutamato y de
la Na*/K*-ATPasa, la activacion de la glucdlisis y su mediacion por el intercambio
de lactato con las neuronas (Magistretti and Pellerin, 1999; Magistretti et al., 1999).
El mecanismo basico de acoplamiento neurometabdlico en astrocitos es
estimulado por glutamato promoviendo la glucolisis aerdbica, de tal manera que la
entrada de Na® en la recaptacion de glutamato y la activacién subsiguiente de la
Na'/K*-ATPasa provoca la absorcién de glucosa y su tratamiento glicolitico, lo que
resulta en la liberacion del lactato. El lactato puede contribuir al sistema de
alimentacion dependiente de la actividad neuronal con demandas de energia
asociadas con la transmision sinaptica (Magistretti and Pellerin, 1999). Vale la
pena senalar que durante la activacion, el consumo de oxigeno no aumenta
proporcionalmente con la utilizacion de la glucosa y el flujo sanguineo, donde mas
del 80% de utilizacion de la glucosa se correlacion6 linealmente con la
neurotransmision mediada por el glutamato. Dada la estrecha conexidn que existe
entre la actividad sinaptica y el metabolismo energético, es probable que los
procesos que subyacen a la plasticidad sinaptica también puedan reflejarse en el
nivel de metabolismo energético (Magistretti, 2006). Comprender los factores
determinantes celulares y moleculares del metabolismo energético del cerebro es
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extremadamente relevante, no solo para desentrafar los mecanismos basicos de
la fisiologia del cerebro, sino porque también puede contribuir a la comprension de
los mecanismos fisiopatoldgicos de una variedad de trastornos neurolégicos y

psiquiatricos.

V.1.2. Las sinapsis del sistema nervioso central.

En el SNC la informaciéon se transmite principalmente bajo la forma de
potenciales de accién, que pasan por una serie de neuronas en forma de
impulsos. Cada potencial puede ser bloqueado, cambiar e integrarse con los
impulsos de otras neuronas para dar lugar a modelos muy complejos de

comunicacion neuronal producidos por las funciones sinapticas de las neuronas.

Existen dos clases fundamentales de sinapsis: la sinapsis quimica y la sinapsis
eléctrica. Casi todas las sinapsis que se utilizan para transmitir seiales en el SNC
son sinapsis quimicas. En ellas, la primera neurona secreta en la sinapsis una
sustancia quimica llamada neurotransmisor; este, a su vez, actua sobre las
proteinas receptoras de membrana de la siguiente neurona para excitarla, inhibirla
o modificar su sensibilidad. Las sinapsis eléctricas, en cambio, se caracterizan por
ser canales directos que transmiten impulsos eléctricos desde una célula a la
siguiente, a través de uniones de comunicacion bidireccional, aunque en el SNC

solo se han encontrado algunas uniones laxas (Kandel, 2001).

La conduccion unidireccional de las sinapsis quimicas es un rasgo sumamente
importante que las hace idoneas para efectuar la transmision de las sefiales en el
SN. Por lo que, la neurona que secreta la sustancia transmisora (neurona
presinaptica) a la neurona sobre la que actua el transmisor (neurona postsinaptica)
permite que las sefales se dirijan a objetivos especificos de areas diferenciadas

en el SNC y hacia terminales de los nervios periféricos (Guyton and Hall, 2001).
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V.1.3. Anatomia fisiolégica de la sinapsis.

La neurona esta formada de 3 partes principales: el soma, que es el cuerpo
principal de la neurona; un solo axon, que parte del soma y se incorpora a un
nervio periférico que sale de la medula espinal; y las dendritas, que son
numerosas prolongaciones ramificadas del soma que se extienden a las areas
medulares circundantes. La superficie de una neurona motora cuenta con entre
10,000 y 200,000 terminales presinapticas; de ellas el 80 al 95% corresponden a
las ubicadas en dendritas y solo un 5 al 20% estan en el soma (Guyton and Hall,
2001). Las cualidades en tamafio y numero de las partes neuronales, hacen que
en distintas partes del SN, las neuronas reaccionen de forma diferente a las
senales de entrada y, por tanto, desempenen funciones diferentes (Schwartz and
Westbrook, 2001).

Las terminales presinapticas, estan separadas del soma de la neurona
postsinaptica por una hendidura sinaptica cuya anchura oscila entre 20 y 30 nm.
La terminal posee dos estructuras importantes relacionadas con las funciones
excitadora o inhibitoria de la sinapsis: las vesiculas que contienen el
neurotransmisor y las mitocondrias que proporcionan el trifosfato de adenosina
(ATP), que aporta la energia necesaria para la sintesis de nuevas cantidades de
sustancias transmisoras. Cuando un potencial de accién se propaga por una
terminal presinaptica, la despolarizacion de la membrana determina el vaciamiento
de un pequefio numero de vesiculas dentro de la hendidura; a su vez, el
transmisor liberado induce un cambio inmediato de las propiedades de
permeabilidad de la membrana neuronal postsinaptica, lo que da lugar a la
excitacion o inhibicién neuronal, dependiendo de las caracteristicas del receptor

de la neurona (Kandel, 2001).

En la sinapsis, la membrana de la neurona postsinaptica contiene una gran
cantidad de proteinas receptoras. Las moléculas de estos receptores presentan
dos componentes importantes: un componente de fijacion que sobresale fuera de

la membrana y asoma a la hendidura sinaptica, y un componente ionéforo que
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atraviesa totalmente la membrana hasta el interior de la neurona postsinaptica. A
su vez, el ionoforo puede ser de dos clases: un canal i6nico que deja pasar
determinados tipos de iones a través de la membrana; 6, un activador segundo
mensajero que no es un canal idnico, sino una molécula que se mete dentro del
citoplasma celular y activa una o mas sustancias de la neurona postsinaptica.
Estas sustancias a su vez actuan de segundos mensajeros y modifican
determinadas funciones celulares internas (Chua et al.,, 2010). Algunos de los
receptores sinapticos, al activarse, excitan la neurona postsinaptica y otros la
inhiben. La importancia de poseer receptores de tipo excitador e inhibidor reside
en que este hecho confiere una nueva dimension a la funcién nerviosa, pues

favorece tanto su represion como excitacion (Bloom, 2005).

La apertura y el cierre de los canales i6nicos suponen un medio de control rapido
de la permeabilidad de las neuronas postsinapticas. Muchas funciones del SN,
exigen que lo cambios neuronales se prolonguen desde segundos hasta meses
después de desaparecer el neurotransmisor inicial. En muchos casos se consigue
una accién neuronal prolongada gracias a la activacion del sistema quimico de

segundos mensajeros (Siegelbaum and Koester, 2001).

Existen varias clases de sistemas de segundos mensajeros. Uno de los que
predominan en las neuronas utilizan un grupo de proteinas llamadas proteinas G.
La proteina G se une a la parte de la proteina receptora que penetra dentro de la
célula. La proteina G, a su vez, esta formada por tres elementos: un componente
alfa (a), que es la porcion activadora de la proteina G, y los componentes beta (B)
y gamma (y) que unen la proteina G al interior de la zona de membrana celular
adyacente a la proteina receptora. Tras su activacion mediante un impulso
nervioso, la porcion a de la proteina G se separa de las fracciones beta y gamma 'y

gueda suelta en el citoplasma celular (Guyton and Hall, 2001).

Dentro del citoplasma, el componente alfa que acaba de separarse ejerce una o

varias funciones que dependen del caracter especifico de cada neurona:
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e Apertura de canales idnicos especificos de la membrana de la célula
postsinaptica. A diferencia de los canales idnicos activados directamente y
que se cierran enseguida, estos canales permanecen abiertos mucho mas

tiempo.

e Activacion del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) o del monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) de la célula neuronal. E| AMPc o el GMPc
activan la maquinaria metabodlica sumamente especifica de la neurona vy,
por tanto, pueden iniciar cualquiera de los numerosos efectos quimicos,
incluidos los cambios duraderos de la propia estructura celular, con la

modificacion consiguiente de la excitabilidad prolongada de la neurona.

e Activacion de una o mas enzimas intracelulares. La proteina G activa
directamente una o mas enzimas intracelulares. A su vez, estas enzimas
dan lugar a cualquiera de las numerosas funciones quimicas especificas de

la célula.

e Activacion de la transcripcién génica. Quiza sea el aspecto mas importante
de los sistemas de segundo mensajero de la neurona postsinaptica. La
transcripcion de genes da lugar a la sintesis de proteinas nuevas dentro de
la neurona y estas pueden alterar los mecanismos metabdlicos de la célula
o su estructura. Efectivamente, es bien conocido que cuando las neuronas
se activan adecuadamente aparecen cambios estructurares, en especial en

los procesos a largo plazo (Schwartz and Westbrook, 2001).

V.1.4. Neurotransmisores.

Hasta la fecha se han descubierto mas de 40 sustancias transmisoras,
algunas de las mas conocidas son: acetilcolina, adrenalina, histamina, acido
gamma-aminobutirico (GABA), glicina, glutamato y serotonina. Los transmisores
pequeios de accidén rapida son los que originan la mayoria de las respuestas
inmediatas del SN, como la transmision de las sefiales sensoriales al cerebro y de

las sefales motoras de este a los musculos, a este conjunto se le denomina
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neurotransmisores. Por el contrario, los transmisores de mayor tamafo, en su
mayoria neuropéptidos, suelen producir efectos mas prolongados, tales como los
cambios duraderos del numero de receptores neuronales, la apertura o el cierre
prolongados de determinados canales ionicos y, posiblemente también, los

cambios a largo plazo del numero o el tamafo de la sinapsis (Buck, 2000).

Los neurotransmisores se sintetizan en el citosol de la terminal presinaptica y
luego se absorben por transporte activo para alojarse dentro de las numerosas
vesiculas de transmisores que existen en la terminal. A continuacién, cada vez
que llega un potencial de accion a la terminal presinaptica, algunas vesiculas
liberan de golpe el transmisor en el seno de la hendidura sinaptica; esto suele
ocurrir en un milisegundo o menos. La accion ulterior del tipo de neurotransmisor
sobre los receptores de membrana de la neurona postsinaptica también sucede,
por lo general, en otro milisegundo o menos aun (Chua et al., 2010). La mayoria
de las veces, el efecto consiste en el incremento o la reduccion de la conductancia
a través de los canales idnicos; o en menor grado, estimulacion de enzimas con lo
cual se modifica la maquinaria metabdlica interna de la célula (Guyton and Hall,
2001).

V.2. Sistema serotoninérgico.

El neurotransmisor especifico del sistema serotoninérgico es la serotonina
(5-hidroxitriptamina, 5-HT), una indolamina sintetizada por las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal y neuronas especificas del SNC
(Gershon, 2009). Las neuronas serotoninérgicas tienen sus cuerpos celulares
localizados en los nucleos medial y dorsal del rafe en el tallo cerebral, y proyectan
sus axones por todo el cerebro y la medula espinal. La 5-HT influye en una gran
variedad de funciones cerebrales, entre ellas suefio, funcion cognitiva, percepciéon
sensitiva, actividad motora, regulacion de la temperatura, apetito, estado de
animo, comportamiento sexual y secrecion de hormonas (Berger et al., 2009). En
el encéfalo se expresan todos los receptores de 5-HT, es probable que en algunas

neuronas se expresen multiples subtipos de receptores de 5-HT con acciones
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semejantes u opuestas, lo cual ocasiona la enorme diversidad de efectos
(Sanders-Bush y Mayer, 2005).

La serotonina sintetizada en las células enterocromafines del tracto
gastrointestinal no cruza la BHE. Sin embargo, el aminoacido L-triptéfano (L-Trp) y
sus metabolito el 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), con los cuales la serotonina es
sintetizada, pueden y cruzan la BHE por medio de un transportador de
aminoacidos naturales y de cadena ramificada. Como se muestra en la Figura 1,
las neuronas serotoninérgicas contienen todas las proteinas necesarias para la
sintesis de 5-HT a partir de su precursor L-Trp, en una via metabdlica corta que
involucra dos enzimas: triptéfano hidroxilasa (TPH) y descarboxilasa de los L-
aminoacidos aromaticos (DLAA). La reaccion mediada por TPH es una etapa
limitante en la via. La TPH ha sido vista en dos formas existentes en la naturaleza:
TPH1 localizada a nivel periférico, y la TPH2, que es una isoforma cerebro-
especifica (Walther et al., 2003). La TPH2 no se encuentra saturada con sustrato;
por tanto, la cantidad de L-Trp existente en el encéfalo influye en la sintesis de 5-
HT (Trulson and Mackenzie, 1980). La serotonina recién formada se acumula con
rapidez en las vesiculas sinapticas, sitios que la protegen de la MAO. La que se
descarga por flujo de impulsos nerviosos se reacumula en la terminacion
presinaptica gracias a la accion de un portador dependiente de Na®, el
transportador de 5-HT, que se localiza en la membrana exterior de las
terminaciones axonianas serotoninérgicas y en la membrana exterior de plaquetas
por donde estas lo captan ya que no cuentan con enzimas requeridas para su
sintesis (Mercado and Kilic, 2010). La recaptacion presinaptica es un mecanismo
muy eficaz para suprimir la accion de la 5-HT liberada por el flujo de impulsos
nerviosos. La MAO localizada en los elementos postsinapticos y las células
circundantes inactiva con rapidez a la 5-HT que se escapa de la recaptacion,
obteniendo como producto el acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), el cual es

excretado en la orina (Wong et al., 2005).
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Figura 1. Esquema de los procesos asociados con la neurotransmision serotoninérgica.
a) La TPH cataliza la conversion de L-Trp a 5-HTP. b) La DLAA cataliza la conversion de 5-HTP en
5-HT. ¢) La 5-HT se recoge en las vesiculas de almacenamiento. d) Las vesiculas liberan la 5-HT
en el espacio sinaptico. €) 5-HT puede activar los diversos subtipos de la familia de receptores
serotoninérgicos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7), que interaccionan con sus respectivos sistemas de
transduccion de senales dentro de la neurona postsinaptica. f) La 5-HT se recoge en las terminales
presinapticas de 5-HT por el transportador de 5-HT. g, h) Dentro de las terminales presinapticas la
5-HT seria almacenada por las vesiculas o degradada por la MAO. i) La 5-HT activa
autorreceptores presinapticos somatodendriticos 5-HT4a, los cuales pueden ser bloqueado por
antagonistas selectivos. j) Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) como
fluoxetina inhiben el transportador de 5-HT. AC, la adenilato ciclasa, DAG, diacilglicerol, IP3,
inositol trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato. (Tomada de: Wong et al., 2005).

El L-Trp, aminoacido esencial en el organismo, se encuentra en el plasma en dos
fracciones, el 90% se une a la albumina y el 10% restante se encuentra en forma
libre (FL). La relacion que guardan estas dos fracciones es la que determina que la
FL ingrese al cerebro a través de la barrera hematoencefalica, para estimular o
disminuir la sintesis de 5-HT. Por ejemplo, la administracion de precursores
metabdlicos, L-Trp y 5-HTP, y la desnutricién en ratas, incrementan los niveles de
serotonina cerebral asi como la actividad de la bomba de sodio y potasio
(Hernandez, 1979). Se ha reportado que la diabetes mellitus experimental (DME)
produce una disminucion en la concentracion de la FL del L-Trp plasmatico
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disponible para la sintesis de la 5-HT por las neuronas serotoninérgicas, lo que
promueve niveles disminuidos del neurotransmisor en el cerebro (Crandall et al.,
1981). Manjarréz et al. (1999), observaron que en la corteza cerebral de ratas
diabéticas los niveles de 5-HT estan disminuidos, a diferencia de lo que
observaron en el tallo cerebral, donde existe un incremento en los niveles de 5-HT
a pesar de que la concentracion de su precursor el L-Trp se encuentra disminuida,
proponiendo que la DME induce un cambio cinético en la actividad de la TPH de
esta region cerebral. Los animales diabéticos tratados con insulina mostraron
normalizacion en la concentracion plasmatica de la FL del L-Trp, a excepcion de la
actividad de la TPH, quien mantuvo los cambios cinéticos, quizas por alguna
alteracién corformacional por la afeccion de la enfermedad (Trulson and
Mackenzie, 1980; Manjarréz et al., 2000).

V.2.1. Receptores serotoninérgicos.

Los receptores de 5-HT estan localizados en la membrana celular de las
células nerviosas y de otros tipos celulares, median los efectos de su ligando
endogeno la serotonina asi como de un amplio rango de drogas farmaceéuticas y
alucinégenas (Sanders-Bush y Mayer, 2005). Los receptores de 5-HT estan
clasificados en 7 clases definidas: 5-HTy a 5-HT7 (Tabla 1). Las familias de
receptores 5-HT4, 5-HT, y 5-HT47 son miembros de la superfamilia de receptores
de siete dominios transmembranales acoplados con proteina G, que activan una
cascada de segundos mensajeros intracelulares, en las que se incluyen al menos
13 subtipos de receptores. Por otra parte, el receptor 5-HT3 es un conducto idnico
controlado por ligando que regula la penetracion y la salida del Na* y K*, y tiene
una topologia de membrana similar a la del receptor colinérgico nicotinico,

presente en dos subtipos, 5-HT3a y 5-HT3g (Filip and Bader, 2009).
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Tabla 1. Resumen de las diferentes familias y subtipos de receptores de 5-HT en base a su
mecanismo de sefializacién

FAMILIA

5-HT,

5-HT,

5-HT,

5-HT,
5-HTs

5-HT,
5-HT;

SUBTIPO

5-HT 4

5-HT1s
5-HT1p
5-HT e
5-HT ¢
5-HT,a
5-HTss

5-HTyc

5-HT3a
5-HT3s
5-HT,
5-HTsa
5-HTsg
5-HTs
5-HT;

MECANISMO
DE
TRANSDUCCION
DE SENALES

Gi/o AC i

GipAC i
GipAC i
GipAC i
GipoAC i
Gg11PLC s
Ggu1PLC s

Gq/11 PLC s

Canal idnico
Canal i6nico
Gs ACs
GipAC i
?

G; ACs
G; ACs

SITIOS DE EXPRESION EN EL SNC.

Nucleos de Rafé, Hipocampo, Corteza, Sistema
Gustativo

Sustancia Nigra, Globo palido y Ganglios basales,
Ganglios basales, hipocampo, corteza.
Corteza Cerebral, Putamen
Corteza Cerebral, Hipocampo
Plaquetas, Musculo Liso y Corteza Cerebral
Cerebelo, hipotalamo, Estémago (fondo)

Plexo toroide, Corteza, Hipocampo y Sustancia
Negra

Area Postrema, Nervios sensitivos y entéricos
Area Postrema, Nervios sensitivos y entéricos
Ganglios basales, corteza, hipocampo
Corteza cerebral, Hipocampo, Hipotalamo
Nucleos del rafe, hipocampo (en roedores)

Hipocampo, corteza

Corteza, Talamo, hipocampo

(Modificado de Filip and Bader, 2009).

Las consecuencias fisiologicas de la liberacion de 5-HT varian con la region del

encéfalo y el elemento neuronal participante, lo mismo que con la poblacion de

subtipos de receptores expresados de la 5-HT. La 5-HT tiene acciones excitadoras

e inhibidoras directas, que pueden ocurrir en la misma preparacion pero con

esquemas temporales diferentes. Por ejemplo, en las neuronas del hipocampo, la

5-HT desencadena hiperpolarizacion mediada por receptores 5-HT1a, a lo que

sigue una despolarizacion lenta mediada por receptores 5-HT,4 (Tabla 2).
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La activacion de los receptores 5-HT 14 abre la conductancia de K* con rectificacion
interna, que culmina en la hiperpolarizacion y la inhibicibn neuronal. La
despolarizacion lenta inducida por la activacion de los receptores 5-HT2a en zonas
como la corteza prefrontal, el nucleo accumbens y el nucleo motor facial incluyen
disminucion de la conductancia de K*. Un segundo mecanismo diferente, que
incluye corrientes de membrana activadas por el Ca?", intensifica la excitabilidad
neuronal y potencia la reaccion a las sefales excitadoras, como el glutamato. Al
parecer, en regiones donde coexisten receptores 5-HT41y 5-HT2a, el efecto de la 5-
HT manifiesta una combinacion de las dos reacciones oponentes, con
hiperpolarizacion relevante mediada por el receptor 5-HT4, y despolarizacion
oponente mediada por el receptor 5-HT,a. En muchas areas corticales, los
receptores 5-HT,a estan localizados en interneuronas GABAérgicas y en células
piramidales. La activacion de interneuronas aumenta la liberacion de GABA, que
lentifica de manera consecutiva la velocidad de activacion de las celular
piramidales. Asi, hay potencial para que el receptor 5-HT,a regule de manera
diferencial células piramidales corticales, dependiendo de las células blanco
especificas (Guyton and Hall, 2001). Se ha demostrado que los receptores 5-HTyc
deprimen la corriente de K* en los oocitos de Xenopus que expresan al RNAm del
receptor; no se ha identificado de manera definitiva una accién similar en el
encéfalo. El receptor 5-HT4, acoplado con activacion de la adenilato ciclasa,
desencadena también una despolarizacion neuronal lenta mediada por
disminucién de la conductancia de K*. No estad claro por qué dos familias de
receptores de la 5-HT distintas, enlazadas con vias de sefializacion diferentes, son
habiles para desencadenar una accidn neurofisiolégica comun (Sanders-Bush y
Mayer, 2005).

La despolarizacion rapida desencadenada por los receptores 5-HT3 expresa
accion de compuerta directa de un canal de iones intrinseco a la propia estructura
del receptor. La corriente del interior inducida por el receptor 5-HT3; posee las
caracteristicas de un canal selectivo de cationes operado por el ligando. La

despolarizacion de la membrana es mediada por incrementos simultaneos de la
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conductancia de Na® y K*. Andlisis del receptor 5-HT3 confirman que funciona
como un complejo de canal i6nico y receptor equivalente al receptor colinérgico
nicotinico. Los receptores 5-HT3; se han identificado en el SNC y en los ganglios
simpaticos, en nervios parasimpaticos y simpaticos aferentes primarios, en
neuronas intestinales y en lineas clénales de células derivadas de las neuronas.
Las propiedades farmacoldgicas de los receptores 5-HT3, son diferentes de las de

otros receptores de la 5-HT (Sanders-Bush y Mayer, 2005).

Tabla 2. Efectos electrofisiologicos de los receptores de 5-HT.

SUBTIPO REACCION
5-HT Incremento de la conductancia de K+
1AB Hiperpolarizacién
5-HT Disminucion de la conductancia de K+
2A Despolarizacion lenta
5-HT Compuerta de Na+ y K+
3 Despolarizacion rapida
5-HT Disminucion de la conductancia de K+
4 Despolarizacion lenta

(Tomado de Sanders-Bush y Mayer, 2005).

V.2.2. Receptores 5-HT;.

Los cinco miembros de la subfamilia de receptores 5-HT; (A, B, D, E y F),
estan acoplados con las proteinas G (Gi/G,), que inhiben la cascada de
sefalizacion de la adenilato ciclasa dando lugar a la disminucion de la formacién
de AMPc y la actividad de la proteina cinasa A (PKA). Por lo menos un subtipo de
receptor 5-HT4, el 5-HT14, activa también a un canal de K*, operado por receptor e
inhibe a un canal de Ca?*, de compuerta de voltaje, propiedad comun a todos los
receptores acoplados con la familia de proteinas Giy/G,. El receptor 5-HTa se
encuentra en los nucleos del rafe del tallo encefalico, sitio en el que funciona como
autorreceptor somatodendritico de las neuronas serotoninérgicas. Otro subtipo, el
receptor 5-HTp, funciona como autorreceptor sobre las terminaciones axonianas e
inhibe la liberacién de 5-HT. Los receptores 5-HTp, que se expresan de manera
abundante en la substancia nigra y en los ganglios basales, pueden regular la
velocidad de activaciéon de las células que contienen dopamina, y la liberacién de

ésta al nivel de las terminaciones axonianas (Figura 2). No se ha dilucidado el

Facultad de Quimico Farmacobiologia, U.M.S.N.H. 22



Participacion del receptor 5-HT 1 en la activacién de la Na'/K'-ATPasa en corteza cerebral de
ratas con diabetes mellitus experimental

mecanismo preciso de sefializaciéon (transduccion de senales) que participa en la
inhibicion de la liberacion de 5-HT por el autorreceptor 5-HT1p, aunque la inhibicion
de los canales de Ca®" sensibles a voltaje probablemente contribuye al

mecanismo.

Receptor > Receptor

5-HT1a 5-HT4ip
\\L/ /<»>
305 (\ 7/ g
) - o= < S-HT
Autorreceptores Autorreceptores
somatodendriticos (5-HT 1) presinapticos (5-HTp)

Figura 2. Autorreceptores de la 5-HT, con localizaciones diferenciales. Los autorreceptores 5-
HT,a somatodendriticos disminuyen la répidez de activacion (estimulacion) de las células del rafe
cuando las activa la 5-HT liberada desde las colaterales axonianas de la misma neurona, o de las
neuronas subyacentes. El subtipo de receptor del autorreceptor presinaptico de las terminaciones
axonianas del encéfalo anterior tiene propiedades farmacolégicas distintas y se ha clasificado
como 5-HTqp (en el ser humano) o 5-HT5 (en los roedores). Este receptor regula la liberacion de
5-HT. Se identifican también los receptores 5-HT; postsinapticos. (Tomada de Sanders-Bush vy
Mayer, 2005).

V.2.2.1. Receptores 5-HTa.

Uno de los subtipos mas abundante expresado en el cerebro de los mamiferos es
el receptor 5-HT 4, esta presente en las células piramidales y las interneuronas de
la corteza cerebral, hipotdlamo e hipocampo. Ademas de ser ampliamente
expresado como un receptor postsinaptico, el 5-HT4a es uno de los principales
autorreceptores somatodendriticos en las neuronas serotoninérgicas del rafe, su
amplia distribucién sugiere que tiene diferentes funciones en el cerebro. El
receptor neuronal 5-HT4a (pre- y postsinaptico) a través de senales de
acoplamiento con proteinas Gi/Go inhibe la formacion de AMPc, inactiva los
canales de Ca?*, y activa los canales de K*, estos dos efectos idnicos, bloqueados

por la toxina de la tos ferina, son independientes del AMPc (Andrade et al., 1986

). El efecto neto de la sefalizacién del 5-HT1a es reducir la tasa de disparo
neuronal, la liberacién de neurotransmisores, y la activacion de la PKA. Hay una
segunda via, retroalimentacion negativa que implica 5-HT4s inducida por la

inhibicion de las neuronas corticales que envian proyecciones excitatorias
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glutamatérgicas para el rafe. El receptor 5-HTa juega un papel inhibidor en las
células postsinapticas y con frecuencia se localiza en el cono axdnico, el sitio

critico de la iniciacion del potencial de accion (Albert and Lemonde, 2004).

La activacion de los autorreceptores 5-HTa 0 el bloqueo de los heteroreceptores
5-HT+a reduce los potenciales postsinapticos excitatorios, también se tiene efecto
en cambios prolongados en la plasticidad sinaptica en diferentes regiones
cerebrales. En la zona subgranular del giro dentado, se ha observado que los
receptores 5-HT4a participan regulando la neurogénesis, dado que la activacion de
los receptores 5-HT1a incrementan el desarrollo de precursores y la proliferacion
de progenitores neuronales, mostrando también que la neurogenesis disminuye
cuando un antagonista interactia con el receptor. En modelos animales de
isquemia y enfermedad de Parkinson, el tratamiento con agonistas del receptor 5-
HT1a tiene un potencial prometedor en la terapia neuroprotectora, posiblemente
por su efecto en la inhibicién de receptores NMDA y propiedades neuroprotectoras

por su capacidad de hiperpolarizacién neuronal.

La regulacion del potencial de membrana en las neuronas por parte del receptor 5-
HT1a de igual manera se ha visto asociada con su activaciéon en la membrana de
astrocitos en la corteza cerebral, donde se ha propuesto que la interaccion de la 5-
HT con este receptor presenta una funcién regulatoria en la actividad de la Na*/K*-
ATPasa en el cerebro de ratas adultas (Hernandez, 1992; Mercado and
Hernandez, 1992); donde el empleo del agonista serotoninérgico 8-OH-DPAT vy
antagonista espiperona, especificos para el receptor 5-HT4a, evidencian la

capacidad de regulacion sobre la enzima (Pefa et al., 1999).

V.3. Transporte a través de membranas.

La membrana citoplasmatica o membrana celular, consiste en una bicapa
de fosfolipidos que rodea a la célula y permite la diferenciacién entre el medio
extracelular e intracelular. Las células requieren nutrientes del exterior, deben

eliminar sustancias de desecho procedentes del metabolismo y mantener su
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medio interno estable. Para posibilitar este intercambio, la membrana celular
presenta una permeabilidad selectiva y mecanismos que permiten a las sustancias
cruzar las membranas plasmaticas siendo esenciales para la vida y la
comunicacion de las células; estos mecanismos los podemos dividir en dos
grupos: los que permiten el paso de microparticulas, como son la difusién simple,
difusion facilitada, transporte activo, filtracién y osmosis, y los que permiten el
paso de macroparticulas, como la exocitosis y la endocitosis (Guyton and Hall,
2001). La glucosa y los aminoacidos cruzan la membrana celular por transporte
facilitado; mediante el incremento del numero de transportadores en la membrana,
la insulina es capaz de aumentar en mas de 10 veces el ingreso de la glucosa a

las células (Giovanni et al., 2003).

Las bicapas lipidicas son muy impermeables a la mayoria de moléculas polares;
para transportar pequefias moléculas solubles en agua hacia el interior o hacia el
exterior de las células o de los compartimientos intracelulares delimitados por
estas, las membranas celulares contienen varias proteinas de transporte, cada
una responsable de transferir un determinado soluto o una clase de solutos a
través de la membrana. Hay dos clases de proteinas de transporte a través de
membrana, transportadoras y canales. Ambas forman vias continuas de transporte
a través de la bicapa lipidica. Mientras que el transporte mediado por proteinas
trasportadoras, las cuales sufren cambios de confirmacion de sus moléculas,
puede ser activo o pasivo; el mediado por canales es siempre pasivo ya que
poseen espacios acuosos a todo lo largo de su estructura molecular y permiten el
libre moviendo de ciertos iones y moléculas (Voet et al., 2008).

Las proteinas transportadoras se unen especificamente a solutos y los transfieren
a través de la membrana celular mediante cambios conformacionales que
exponen el centro de unién al soluto, secuencialmente a un lado de la membrana y
al otro. Algunos transportadores sencillamente transportan un soluto a favor de su
gradiente, mientras que otros actuan como bombas que transportan un soluto en

contra de su gradiente electroquimico, utilizando la energia suministrada por la
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hidrolisis del ATP, por el gradiente favorable de otro soluto (como Na* o H*) o por
la luz, para impulsar la serie de cambios conformacionales necesarios de una
manera ordenada. Los transportadores pertenecen a un numero reducido de
familias (Voet et al., 2008). Cada familia comprende proteinas de secuencias de
aminoacidos similares, que parece que han evolucionado a partir de una proteina
ancestral comun, y que actuan mediante un mecanismo semejante. La familia de
las ATPasas de transporte de tipo P, que incluye la ubica bomba de sodio y
potasio, es un ejemplo importante de ello; cada una de estas ATPasas se

autofosforila y desfosforila secuencialmente durante el ciclo de bombeo (Figura 3).

V.3.1. Transporte idnico.

Los canales idnicos forman poros acuosos a través de la membrana lipidica
y permiten que los iones inorganicos de tamafo y carga adecuados crucen la
membrana a favor de sus gradientes electroquimicos a velocidades unas 1000
veces superiores que las que se consiguen mediante un transportador. Los
canales estan regulados y generalmente se abren transitoriamente en respuesta a
una perturbacion especifica de la membrana, como un cambio en el potencial de
membrana (canales regulados por voltaje) o la union de un neurotransmisor
(canales regulados por receptor). Los canales i6nicos actuan coordinadamente de
formas complejas, controlando el comportamiento de las células excitables
eléctricamente principalmente en la membrana del cono axénico (Guyton and Hall,
2001; Siegelbaum and Koester, 2001).

Los canales ionicos situados en la membrana postsinaptica suelen ser de dos
clases: canales catidnicos que, cuando se abren, permiten el paso, casi siempre,
de los iones Na*, K* o Ca®"; y canales anionicos que facilitan el paso de los iones
CI', pero también de diminutas cantidades de otros aniones (Siegelbaum and
Koester, 2001). Los canales cationicos regulados por voltaje son responsables de
la generacion de potenciales de accion autoamplificados en células como
neuronas y fibras musculares. Los canales idnicos regulados por receptor

convierten las sefales quimicas en sefiales eléctricas en las sinapsis quimicas.
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Los ionoforos, pequefias moléculas hidrofébicas, se emplean en estudios de la
célula o organulos por las singulares propiedades que poseen para incrementar la
permeabilidad de las membranas a determinados iones inorganicos, produciendo
efectos profundos en la funcién celular y el metabolismo, por ejemplo, hay
iondforos de de cationes monovalentes como K* que funcionan como antibioticos
o de cationes bivalentes que promueven la liberacién de serotonina por entrada de
Ca** (Woerner et al., 1975).

La bomba de sodio y potasio (Na*/K*-ATPasa) junto con los canales de fuga
selectivos de K desempefian un papel importante en el establecimiento del
potencial de membrana en reposo de las células. Esta enzima mantiene los
gradientes de concentracion de Na* y K, los cuales en condiciones de reposo
presentan una concentracion para el Na* en el liquido extracelular elevada (142
mEq/L), pero baja dentro de la neurona (14 mEq/L). Una concentracién elevada de
K" dentro del soma neuronal (120 mEq/L), pero reducida en el liquido extracelular
(4.5 mEq/L) (Siegelbaum and Koester, 2001).

Todo potencial eléctrico a través de la membrana se opone al paso de los iones, a
pesar de las diferencias de concentracion entre el interior y el exterior de la
membrana, siempre que dicho potencial tenga la polaridad y la magnitud
adecuadas. Al potencial que se opone exactamente al desplazamiento de cada
clase de iones se le designa como potencial de Nernst para ese ion. Los
potenciales de Nernst son fundamentales para comprender la direccion en que
cada uno de los iones difunde a través de la membrana, y son esenciales para
comprender tanto la excitacion como la inhibicibn de la neurona mediante la
activaciéon sinaptica de los canales ionicos regulados por receptor. El interior del
soma neuronal contiene una solucion electrolitica de gran conductividad, el liquido
intracelular de la neurona. Ademas, el diametro del soma neuronal es grande (de
10 a 80 um), lo que descarta casi por completo la resistencia a la conduccion de la
corriente eléctrica de una parte a otra del soma neuronal. Por tanto, todo cambio

de potencial en cualquier parte del liquido intracelular provoca casi exactamente el
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mismo cambio de potencial en los demas puntos del soma. Este hecho tiene una
importancia fundamental porque desempefa un papel esencial en la integraciéon
de las senales que entran en la neurona procedentes de numerosas fuentes

(Koester and Siegelbaum, 2001).

El potencial de membrana en reposo de cualquier punto del soma es de -65
milivoltios. En la terminal sinaptica, una vez que ha secretado un neurotransmisor
en la hendidura situada entre dicha terminal y la membrana del soma neuronal. Si
el transmisor actua sobre un receptor de membrana excitador, aumentaria la
permeabilidad al Na*. Debido al elevado gradiente de concentracion del Na* y la
intensa negatividad eléctrica del interior de la neurona, los iones sodio pasan
rapidamente al interior de la membrana. La entrada rapida al interior del soma
neutraliza parte de la negatividad del potencial de membrana en reposo. Asi, el
potencial de membrana en reposo ha aumentado, por ejemplo desde -65 a -45
milivoltios, produciéndose un potencial postsinaptico excitador despolarizando la
membrana. En cuanto aparece el potencial de accién, este avanza hacia la
periferia a lo largo del axén y, generalmente, también retrocede hasta el soma

(Koester and Siegelbaum, 2001).

Las sinapsis inhibidoras abren sobre todo los canales de CI"y favorecen el paso de
estos iones. El potencial de Nernst para los iones cloruro es de -70 milivoltios.
Este potencial es mas negativo que los -65 milivoltios normales del interior de la
membrana neuronal en reposo. Por tanto, al abrirse los canales de CI’, los iones
con carga negativa entran desde el liquido extracelular y reducen aun mas el
potencial interior de la membrana. Por el contrario, si se abren los canales de K",
los iones con carga positiva se desplazan al exterior, con lo cual el potencial
interior de la membrana se hace asimismo mas negativo de lo habitual. En
resumen, tanto la entrada de CI', como la salida de K" incrementan la negatividad
intracelular, proceso denominado hiperpolarizacion. La neurona queda inhibida
porque el potencial de membrana de -75 milivoltios dista ahora mas que nunca del

umbral de excitacion de -45 milivoltios. Por tanto el aumento de la negatividad mas
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alla del nivel del potencial de membrana en reposo normal se denomina potencial

postsinaptico inhibidor (Koester and Siegelbaum, 2001).

V.3.1. La Na'/K*-ATPasa de las membranas plasmaticas.

Uno de los sistemas de transporte activo ampliamente estudiados es la
Na'/K*-ATPasa (sodio-potasio adenosin trifosfatasa, EC 3.6.1.37) de las
membranas celulares. Esta proteina se aislo por primera vez en 1957 por Jens
Skou, desde entonces la investigacion ha determinado muchos de los aspectos
estructurales y funcionales de la enzima (Skou, 1992). Es un tetramero de
péptidos ensamblados en pares, una subunidad catalitica principal, designada
subunidad a de una masa molecular de cerca de 110 kDa, que contiene la
actividad catalitica de la enzima, pues cuenta con el sitio de union del ATP y los
sitios de fijacion de cationes; una glicoproteina auxiliar, conocida como subunidad
B, con una masa molecular de 55 kDa que tiene la funcion de estabilizar la
subunidad q, facilitar su encaminamiento y la insercién en la membrana celular; en
algunos tejidos esta asociada una subunidad hidrofébica de peso molecular
cercano a los 12 kDa, llamada subunidad y, de cual se sabe muy poco sobre su
funcién (McDonough et al., 1990). Las secuencias de las subunidades a, sugieren
que esta subunidad tiene 10 segmentos a-helicoidales transmembrana y dos
grandes dominios citoplasmaticos; de modo similar, la subunidad B posee una
unica hélice transmembranal y un gran dominio extracelular (Jorgensen et al.,
2003). La Na*/K*-ATPasa tiene 3 isoformas de la subunidad B y 4 isoformas de la
subunidad a que presentan una distribucion tejido especifica, la existencia de
multiples subunidades cataliticas, cada una expresada en tejidos especificos,
sugieren una funcidon particularmente especializada de la enzima (Hsu and
Guidotti, 1989).
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Fluido extracelular
(@ Fijacion de ATP

® Transporte de K
y fijacion de Na’

@ Formacidon del intermediario

! @ Tranporte de Na'

@ Fijacion de K

Figura 3. Esquema cinético para el transporte activo de Na' y de K* mediante la Na'/K"-
ATPasa. 1.- E;*3Na’, que adquiere su Na+ dentro de la célula, se une al ATP para rendir el
complejo ternario E;*ATP*3Na’. 2.- El complejo ternario formado reacciona para dar el
intermediario aspartil fosfato de “alta energia” E;~P*3Na’. 3.- Este intermedio de “alta energia” se
relaja a su conformacion de “baja energia”, E, — P*3Na’, y libera su Na* unido al exterior de la
célula, es decir, el Na* se transporta a través de la membrana. 4.- El E, — P se une a 2K del
exterior de la célula para formar E, — P*2K". 5.- El Grupo fosfato se hidroliza rindiendo E,*2K". 6.-
El E,*2K" cambia su conformacion, libera sus 2K* en el interior de la célula, y los remplaza con
3Na®, para completar asi el ciclo de transporte. (Modificado de Voet et al., 2008)

La enzima se denomina a menudo bomba de sodio y potasio, porque bombea Na”*
hacia el exterior y K hacia el interior de la célula en una relacién estequiométrica
de 3:2 respectivamente. EI ATP intracelular es el sustrato primario, el cual es
hidrolizado y convertido a ADP y un grupo fosfato, liberando la energia necesaria
para la actividad enzimatica. En este caso, la energia liberada induce un cambio
en la conformacion por la fosforilacion de la proteina, con lo cual, una vez unidos
los tres cationes de Na* a sus lugares de unién intracelular, conlleva su expulsion
al exterior de la célula. Esto hace posible la union de dos iones de K* en la cara

extracelular que provoca la desfosforilacion de la ATPasa, y la posterior
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traslocacion para recuperar su estado inicial liberando los dos iones de K* en el
medio intracelular (Voet et al., 2008). La estequiométrica global de la reaccion de
la Na*/K*-ATPasa es:

3Na" (dentro) + 2K" (fuera) + ATP « 3Na" (fuera) + 2K" (dentro) + ADP + Pi

La bomba de sodio y potasio es imprescindible para que exista la vida, por ello se
encuentra en todas las membranas celulares, en mayor medida en células
excitables, como las células nerviosas y células musculares (Skou, 1992); donde
la enzima puede llegar a acaparar dos tercios del total de la energia en forma de
ATP de la célula para realizar su funcién, con lo que restablece el potencial
eléctrico de membrana, mantiene los gradientes de Na* y K* a través de bicapa
lipidica, controla el pH y el volumen celular (Magistretti, 2006), ademas
proporciona la fuerza impulsora para el transporte de otros solutos con ayuda de

Na®, en particular, aminoacidos y glucosa (Giovanni et al., 2003).

La actividad de la Na'/K'-ATPasa esta disminuida en la membrana celular de
muchos tejidos obtenidos de animales diabéticos a nivel periférico entre los que se
incluyen rifidn, corazodn, intestino y nervios periféricos; lugares donde este defecto
tiene un papel importante en el desarrollo de las complicaciones de la DM (Ng et
al., 1993; Vague et al., 2004). En la DME, los niveles de las isoenzimas a de la
Na'/K*-ATPasa varian segun la ubicacion y la isoforma, pero no hubo cambios
significativos en la expresién de las subunidades 3 (Barada et al., 1994; Egleton et
al., 2003). Los componentes de las membranas celulares, los cuales se alteran
durante la diabetes, se ha demostrado que juegan un papel importante en la
expresion de isoenzimas (a1, a2, a3) al igual que cambios en su afinidad a la
ouabaina, lo que influye en la estructura de membrana y la funcion en el sistema
nervioso (Murphy, 1990). La actividad de la Na*/K*-ATPasa en el SNC, disminuye
tanto en células neuronales como en la glia de cerebelo y corteza cerebral de
ratas diabéticas, donde en las células gliales se observo una mayor afeccion por la
diabetes (Lara, 2008; Bautista, 2008).
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V.3.1.1. Modulacion de la Na'/K*-ATPasa.

La regulacion de la Na*/K*-ATPasa es compleja, ya que su actividad puede
ser regulada por diferentes factores intrinsecos y extrinsecos, Los factores de
regulacion intrinsecos de la Na*/K*-ATPasa son ATP, ouabaina, concentraciones
de Na* y Mg* intracelulares y K* extracelular (Polvani and Blostein, 1989). La
bomba de sodio y potasio encontrada en la células del corazén, donde la enzima
actua como un regulador indirecto de la contraccion, es una diana importante para
glucésidos cardiacos durante la terapia para la insuficiencia cardiaca, donde la
ouabaina es un inhibidor especifico de la Na*/K*-ATPasa (Langer, 1981); de las
a-isoformas, a4, 02 y as se han descrito en el tejido cardiaco, en el que tienen
multiples funciones y una localizacion diferente en los diferentes tipos de células o
incluso dentro de una sola. Las isoformas presentan sensibilidad variable a la
inhibicion por los glucésidos cardiacos, la isoforma a4 por ejemplo, es menos
sensible a ouabaina que las isoformas a; y as (Schwinger et al., 2003). Se ha
reportado un incremento en la produccion por parte de la glandula adrenal de
ouabaina enddgena en pacientes con falla congestiva del corazén, lo que sugiere
que este aumento en la secrecion es respuesta compensatoria del organismo
(Blaustein et al., 2003).

La regulacion extrinseca de la Na'/K’-ATPasa en diversos tejidos esta bajo el
control de una serie de hormonas circulantes y neurotranmisores que participan en
el control a corto y largo plazo sobre su actividad (Ewart and Klip, 1995; Pefia et
al., 1999). La regulacion a corto plazo involucra generalmente efectos directos en
el comportamiento cinético de la enzima o la translocacion de las bombas de sodio
entre los depdsitos intracelulares y la membrana plasmatica. La regulacién a largo
plazo induce la sintesis de la Na*/K*-ATPasa o su degradacion. Sustancias como
la hormona de la tiroides y aldosterona incrementan la expresion de la bomba de
sodio, mientras que las catecolaminas tienen diferentes efectos sobre la actividad
de la bomba mediadas por la fosforilacion reversible de la subunidad a, se observa

un efecto inhibitorio por dopamina y un efecto estimulante por noradrenalina,
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epinefrina y glucagon (lhlenfeldt, 1981; Ewart and Klip, 1995). La insulina
presenta una rapida accién, posiblemente estimula la actividad de la Na*/K'-
ATPasa al incrementar la distribucion subcelular de las bombas, el contenido de
Na" citoplasmatico y también la aparente afinidad de la enzima al sodio (Clausen
and Flatman, 1987).

En modelos experimentales de depresion en animales se ha reportado una
reduccion de la actividad de la Na*/K*-ATPasa en el hipocampo, en los cuales
después de ser sometidos a un tratamiento de fluoxetina, un inhibidor de la
recaptura de serotonina, se ha observado incremento en la actividad de la enzima
(Gamaro et al. 2003). Se observo un aumento en la actividad de la Na*/K'-
ATPasa, comparando con ratas controles normales, al administrar L-Trp y 5-HTP,
o al someter a animales aun esquema de desnutricidon, con lo que se induce un
aumento en la concentracion de 5-HT cerebral, obteniéndose como primera
conclusion que la serotonina, directa o indirectamente, esta implicada en la
activacion de la enzima (Hernandez, 1979). Cambios en la cinética de la enzima
han sido estudiados, los cuales se incrementan en areas donde existe una alta
densidad de terminales serotoninérgicas como la corteza cerebral, y muy baja
activacion de la Na'/K-ATPasa donde los somas de las neuronas
serotoninérgicas estan contenidos, demostrando que el sistema de receptores
involucrado esta localizado en neuronas destino, células gliales o ambas, sin
embargo, el mecanismo preciso de la regulacién no se conoce (Hernandez, 1992).
Poco después, se demostro que uno de los posibles papeles de la 5-HT en la
regulacion de la Na'/K*-ATPasa, puede ser por modificacion en la cinética de la
enzima por incremento en la velocidad de reaccién, donde el efecto de la 5-HT fue
selectivo para la Na*/K*-ATPasa glial, tanto en fracciones aisladas de cerebro
como en cultivo celular, observando dos condiciones distintas para la modulacién
por 5-HT de la enzima, ya que en membranas neuronales la 5-HT mostré
inhibicion enzimatica (Mercado and Hernandez, 1992). Mercado y Hernandez
(1994), observaron en los conos de crecimiento axonal del cerebro de fetos de
rata que la 5-HT no modifico la cinética de la enzima a diferencia de lo que ocurre
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en el cerebro adulto, sugiriendo que la regulacion de la Na*/K*-ATPasa por 5-HT,
puede no estar presente en estas tempranas estructuras, pero si observaron un
cambio importante en la afinidad al Na* por parte de la enzima y en la sensibilidad
por ouabaina, mostrando que en complejo enzimatico en etapas tempranas del
desarrollo se encuentra en un periodo de transicion comparado con la
configuracion adulta. Mediante datos de ensayos bioquimicos y farmacoldgicos al
administrar agonistas de la 5-HT, se demostr6 que el incremento en la actividad de
la enzima es dosis-dependiente, y que la administracion de antagonistas
serotoninérgicos revertian dicho efecto, sugiriendo que la actividad de la Na*/K"-
ATPasa en el cerebro de rata es regulada por 5-HT a través de la mediacion de
receptores especificos; por ejemplo, el agonista serotoninérgico 8-OH-DPAT,
especifico para el receptor 5-HT 14, aumenta la actividad de la bomba de sodio y
potasio en la membrana de células gliales de la corteza cerebral, donde el efecto
agonista puede ser bloqueado por el antagonista serotoninérgico espiperona
(Peha et al., 1999). En un modelo de DME en ratas, se observo en la fracciones
de membranas gliales de cerebelo y corteza cerebral que la regulacion
serotoninérgica en la actividad de la Na*/K*-ATPasa estéa alterada al comparar con
animales control (Lara, 2008; Bautista, 2008).

V.4. Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad altamente prevalente y con
multiples implicaciones, factores de riesgo y complicaciones, de mal prondstico
tanto en su presentacion aislada como con otras patologias. En México se estima
que 3.5 millones de personas sufren de DM (10% poblacién adulta), cifra que se
ha duplicado en las ultimas dos décadas y continuara con esta tendencia de
incremento por el envejecimiento de la poblacion, la creciente prevalencia de
obesidad, sedentarismo y cambios en la dieta (SSA, 2008). En el 2010, se estimd
que alrededor de 220 millones de personas eran diabéticos en el mundo y que
llegaran a 370 millones en 2030 (OMS, 2010).
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Desde el punto de vista individual, familiar y comunitario, la DM es un estado
patologico relevante, ya que produce diversos grados de incapacidad e induce
cambios en la dinamica social del individuo, motivados por las incomodidades de
un tratamiento y control de por vida. Desde el punto de vista epidemiolégico su
frecuencia, prevalencia y mortalidad sefalan con claridad que se trata de un
problema de salud publica de primera magnitud en México. Tan s6lo en 2010, el
numero preliminar de defunciones por DM fue del 14.7% del total de las muertes

del pais, ocupando con ello el primer lugar como causa de muerte (SSA, 2011).

La DM es una enfermedad metabdlica, caracterizada por complicaciones crénicas
entre las que destaca la hiperglucemia, manifestacion debida a que las células no
absorben ni utilizan la glucosa de modo eficiente, por una inadecuada secrecion
de insulina por las células B del pancreas 0 la resistencia de las células a la accién
de esta hormona en los diversos tejidos del organismo. Los sintomas de la
hiperglucemia marcada incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso, a veces

polifagia, vision borrosa, y la susceptibilidad a ciertas infecciones (ADA, 2011).

Este padecimiento causa diversas alteraciones en el metabolismo de grasas,
proteinas y carbohidratos; sus complicaciones agudas como hipoglucemia,
cetoacidosis y coma hiperosmolar no cetdsico, son consecuencia de un control
inadecuado de la enfermedad, mientras que, las complicaciones cronicas como lo
son problemas cardiovasculares, nefropatias, retinopatias, neuropatias y dafios

microvasculares, son consecuencia del progreso de la enfermedad.

Uno de los elementos principales para la investigacién tanto epidemiolégica como
clinica de la DM, y una guia que permita conducir el diagnostico y terapéutica de
la enfermedad, es una correcta clasificacion. Mediante datos obtenidos en
investigaciones realizadas a lo largo de varios afos, el comité de expertos de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en ingles), propuso la

clasificacion de los diferentes tipos de DM en 4 grupos:
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1. DM tipo 1 (DM1), destruccion de células beta y posterior deficiencia

absoluta de insulina.

La forma de DM autoinmune representa el 5% al 10% de los casos
diabéticos y es la resultante de la destruccion autoinmune de las células
pancreaticas; Las principales funciones de las células 3 son la produccion,
el almacenamiento y la secrecion regulada de insulina. La velocidad de
destruccion de las células B pancreaticas es variable, al igual que los
periodos de hiperglucemia, los cuales en presencia de causas
desencadenantes son capaces de cambiar rapidamente a hiperglucemia
grave o a cetoacidosis. La destruccion autoinmune de las células beta tiene
multiples factores de predisposicion genética y también se relaciona con
factores ambientales poco definidos. Algunos pacientes presentan DM1
idiopatica y cursan su enfermedad con insulinopenia y propension a la

cetoacidosis.

2. DM tipo 2 (DM2), desde resistencia a la insulina predominante con

deficiencia relativa hasta un defecto secretor de la insulina con resistencia.

Esta forma de DM representa el 90% al 95% de la poblacion diabética y
abarca a los sujetos que presentan resistencia a la insulina acompanada
por deficiencia relativa. Los pacientes no requieren de insulina en las
primeras etapas de la enfermedad y no se observan lesiones autoinmunes
en el pancreas. La mayoria de los casos presentan disposicién adiposa
central u obesidad, y la obesidad en si misma provoca cierto grado de
resistencia a la insulina. La cetoacidosis raramente aparece de forma
espontanea; su presencia se asocia con el estrés o con otra enfermedad.
Debido a que esta forma de DM cursa sin diagnostico por varios afos, los
individuos estdn en riesgo de presentar complicaciones tanto
macrovasculares como microvasculares. La secrecion de insulina es
defectuosa y no alcanza a compensar la resistencia a la insulina. El riesgo

de presentar este tipo de DM aumenta con el envejecimiento, la obesidad y
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el sedentarismo. Comunmente se asocia con una predisposicién genética

fuerte, aunque esto ultimo no esta del todo definido.
3. DM gestacional (DMG).

Se define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa con inicio o
primer reconocimiento durante el embarazo. El deterioro de la tolerancia a
la glucosa se produce normalmente durante el embarazo, especialmente en
el tercer trimestre, la hiperglucemia aumenta el riesgo de resultados
perinatales adversos. DMG representa casi el 90% de los embarazos
complicados por la diabetes, con incremento de trastornos en la madre
(hipertension, infecciones vaginales y en vias urinarias, parto prematuro y
cesarea) y dafos graves al bebé (muerte fetal o macrosomia, lo que puede

generarle lesiones al momento de pasar por el canal de parto).
4. Otros tipos especificos de DM.

Varios tipos de diabetes que se manifiestan generalmente a una temprana
edad y en alrededor de 2% de los casos diabéticos, comprenden un grupo
heterogéneo que abarca los casos de diabetes en los cuales su etiologia y
la patogénesis no estan definidas o se conocen parcialmente. Dichas
causas incluyen mutaciones genéticas conocidas; alteraciones en la accion
de la insulina por endocrinopatias, actividad de farmacos y agentes
quimicos; multiples trastornos en el funcionamiento pancreatico debidos a
enfermedades, infecciones e intoxicaciones, por las que la proliferacion y
funcionalidad de las células & se afecta; y otras situaciones en que la

frecuencia de la diabetes se eleva en grado considerable (ADA, 2011).

V.4.1. Neuropatia diabética

La polineuropatia diabética es una de las mas comunes complicaciones a
largo plazo de la DM que afectan a aproximadamente el 50% de todas las
personas diabéticas. Las neuropatias que se desarrollan en pacientes con
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diabetes son conocidas por su variedad de sintomas, el patron de afectacién
neuroldgica, variables de riesgo, las alteraciones patologicas, y los mecanismos

subyacentes (Tesfaye et al., 2010).

La neuropatia periférica diabética (NPD) es una enfermedad crénica, simétrica,
dependiente de la longitud de la polineuropatia sensitiva y motora, es la variedad
mas comun. Su desarrollo se asocia con largos periodos de hiperglucemia y
trastornos metabdlicos asociados (mayor flujo de poliol, la acumulacion de
productos avanzados de glicacion, el estrés oxidativo y alteraciones de los lipidos,
entre otras anomalias metabdlicas) y factores de riesgo cardiovascular (Dyck et
al., 2006). La disfuncion autonémica y el dolor neuropatico se pueden desarrollar
con el tiempo. Alteraciones de la microcirculacion, parecen estar asociadas con las
alteraciones patolégicas de los nervios (Giannini and Dyck, 1994). Esta
polineuropatia se ha demostrado que esta asociada con la retinopatia y la
nefropatia, y se a propuesto que es estabilizada por el control glucémico riguroso
(Dyck et al., 1993).

La neuropatia autondémica diabética es un trastorno del sistema nervioso
auténomo presente por los trastornos metabdlicos de la DM y que se agrava con
la presencia de NPD. La neuropatia autondmica puede afectar a los sistemas:
cardiovascular, por cambios de la presion arterial, la obesidad y niveles de
colesterol y triglicéridos (Valensi et al., 2003); gastrointestinal, ya que la
hiperglucemia aguda demora el vaciado gastrico; el urogenital, la duracion de la
diabetes se asocia con incontinencia urinaria severa, la neuropatia es una de las
principales causas de la disfuncion eréctil, asi como la glucosilacion de las fibras
elasticas y disfuncion endotelial, factores psicoldgicos, los medicamentos y
cambios hormonales (Varkonyi and Kempler, 2009); y la funcién de las glandulas
sudoriparas, que estan inervadas por sudomotoras amielinicas simpaticas, donde
la disfuncién sudomotoras puede dar lugar a sequedad de la piel y se ha asociado
con la ulceracion del pie (Tentolouris et al., 2009). Se ha documentado que el

control glucémico en DM1 tiene un efecto protector para la neuropatia diabética y

Facultad de Quimico Farmacobiologia, U.M.S.N.H. 38



Participacion del receptor 5-HT 1 en la activacién de la Na'/K'-ATPasa en corteza cerebral de
ratas con diabetes mellitus experimental

también se recomienda una estrategia multifactorial dirigida a cambiar el estilo de
vida con la correccién farmacologica de la hiperglucemia, la hipertension, la

dislipemia y la microalbuminuria (Gaede et al., 1999).

Se sabe que la actividad de la Na*/K*-ATPasa esta disminuida en la membrana
celular de muchos tejidos obtenidos de animales diabéticos y este defecto tiene un
papel importante en el desarrollo de las complicaciones de la DM (Vague et al.,
2004). La neuropatia diabética esta asociada con reduccion en la velocidad de
conduccion nerviosa y una disminucion en la actividad de la Na'/K'-ATPasa
(Raccah et al., 1994). Este descenso de la actividad de la Na*/K*-ATPasa puede
estar implicado en las complicaciones de patogénesis y anormalidades
electrofisiologicas caracteristicas de la neuropatia en diferentes modelos animales

y en humanos (Scarpini et al., 1993).

V.4.2. Diabetes mellitus experimental.

El estudio de los diversos tipos de diabetes, ha servido para crear modelos
de DM experimental (DME) que permiten realizar trabajos de investigacion cuyos
resultados conducen al desarrollo de técnicas para el diagnostico, tratamiento y
seguimiento de las complicaciones del sindrome, las cuales ayudan a comprender
la interaccion de los factores hereditarios y ambientales que desencadenan esta
enfermedad para lograr un control mas oportuno (Juarez, 2008).

La induccion de la DME se ha logrado por medio de diversas técnicas
experimentales entre las que destacan: pancreatectomia parcial y total,
administracién de hormonas e induccién quimica. El uso de agentes quimicos para
producir diabetes, permite realizar estudios detallados de los eventos bioquimicos
y morfolégicos que ocurren durante y después de la induccion del estado
diabético. Existen varias clases de agentes quimicos. Los primeros son sustancias
con citotoxicidad especifica que destruyen a las células B del pancreas y causan
un estado de deficiencia primaria de insulina. El segundo grupo lo constituyen

agentes que actuan sobre las células B pero no las destruyen. Una tercera clase
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incrementa los requerimientos endogenos de insulina, debilitan al pancreas y

como consecuencias se produce la DME (Rees and Alcolado, 2005).

Los agentes mas utilizados son el aloxano y la estreptozotocina (Figura 4). Estos
compuestos en dosis diabetogénicas actuan especificamente sobre las células f3.
La estreptozotocina es sintetizada por Streptomycetes achromogenes, presenta
actividad como antibidtico de amplio espectro y anti-neoplasico, estructuralmente
es analoga de la glucosa, cualidad que le ayuda a que el transportador de glucosa
GLUT2 le permita el paso a la célula beta de los islotes pancreaticos. Después de
su absorcion en las células beta, la estreptozotocina se divide en glucosa y una
fraccion metilnitrosourea. La molécula  metilnitrosourea tiene propiedades
alquilantes, éste modifica macromoléculas biolégicas, los fragmentos del acido
desoxirribonucleico (ADN) y destruye las células beta, causando un tipo de DM
insulino-dependiente. (Lenzen, 2008; Szkudelski, 2001).
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Figura 4. El mecanismo de estreptozotocina induce eventos toxicos en las células B del pancreas
de rata. MIT - mitocondrias; XOD - xantina oxidasa (Tomada de: Szkudelski, 2001)
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VI. JUSTIFICACION.

La DM es un estado patologico que produce diversos grados de
incapacidad e induce cambios en la dinamica social del individuo que la padece.
Su epidemiologia sefiala con claridad que se trata de un problema de primera
magnitud a nivel mundial, del que se predice tiende a incrementarse por el
envejecimiento de la poblacion, la creciente prevalencia de obesidad,
sedentarismo y cambios en la dieta. La falta de un control adecuado de la DM,
principalmente de la glucemia, acelera las complicaciones cronicas de la
enfermedad, manifestandose en multiples fisiopatologias, como la neuropatia
diabética. La busqueda de alteraciones tanto biolégicas como quimicas en
diversas estructuras cerebrales ha sido la pauta para interpretar las repercusiones
funcionales que la DM tiene en el SNC, donde se ha observado que afecta a
sistemas de neurotransmisién y grupos neuronales especificos; como es el caso
del sistema serotoninérgico cerebral, del cual se ha apreciado depresion en la via
biosintética de sus cuerpos neuronales y niveles disminuidos de su
neurotransmisor en la corteza cerebral de roedores con DME. La 5-HT participa en
procesos de diferenciacion del tejido nervioso y en multiples funciones cerebrales
como la regulacién de los ciclos de sueno y vigilia, de la termorregulacion, del
comportamiento psicoemocional y sexual, conducta alimentaria, y en la membrana
celular de astrocitos regula la funcion de la Na*/K*-ATPasa, lo que es importante
en el equilibrio catidnico y la regulacion del potencial de membrana en las
neuronas. Todo esto gracias a su interaccion con receptores serotoninérgicos,
como el receptor 5-HTa, el cual muestra una elevada densidad en la corteza
cerebral y al que se le conocen propiedades neuroprotectoras por su capacidad de
hiperpolarizacion neuronal. Se sabe que la actividad de la Na*/K*-ATPasa a nivel
periférico disminuye en la DM, no se conoce si existen diferencias en la actividad
de la enzima en la etapa aguda y en la etapa crénica de la DME, por otro lado no
se conoce si la serotonina estimule la actividad de la enzima en ratas con DME por

lo cual planteamos la siguiente:
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VII. HIPOTESIS.

En la DME disminuye la actividad de la bomba de sodio y potasio y la serotonina

revierte el efecto.
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VIIl. OBJETIVOS.

VIIL.1. Objetivo general.

Determinar si existen cambios en la actividad de la bomba de sodio y
potasio en un modelo de DME en las etapas aguda y crdnica y su respuesta a la

serotonina.

VIII.2. Objetivos especificos.

e |nducir DME en ratas macho adultas.

e Determinar la actividad de la Na’/K’-ATPasa en homogeneizado de

corteza cerebral de ratas macho con DME.

e Determinar el efecto de agonistas y antagonistas serotoninérgicos de los
receptores 5-HT1a sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa en ratas con
DME.
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IX. MATERIAL Y METODOS.

IX.1. Material bioldgico.

Los animales para el presente trabajo fueron ratas macho adultas de la
cepa Wistar de 8 semanas de edad con un peso de 200+20 g, las cuales fueron
mantenidas en el bioterio del Laboratorio de Neurobiologia de la Facultad de
Quimico Farmacobiologia de la U.M.S.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para
el uso de animales de investigacion (SAGARPA, 2001), con alimento y agua ad-
libitum, ciclos de luz y oscuridad de 12 H (7-19 H), temperatura de 24.0+2 °C y
humedad relativa de 60.0+5%.

IX.2. Induccién de DME.

Para implementar el modelo de DME, al grupo experimental se le administré
estreptozotocina [STZ, N-Methylnitrosocarbamoyl-D-Glucosamine, Sigma] via
intraperitoneal (IP), en dosis uUnica de 55 mg/Kg de peso, disuelta en solucion
amortiguadora de citratos pH 4.5; al grupo control se le administré un volumen
equivalente del vehiculo. Para efectuar la medicidon de la concentracidon de glucosa
en sangre de los animales que conformaron cada grupo, de la vena caudal se
obtuvo muestra sanguinea, la cual fue colocada en una tira reactiva para
glucometro (One Touch Ultra) y se registro la lectura de glucemia; los valores
normales para glucosa en sangre con este método son de 75-110 mg/dL. Los
tiempos de lectura fueron: pre-induccion, 48 horas post-induccién, y cada semana
posterior a la administracion de la STZ hasta llegar a la octava semana. Se
considera etapa aguda de DME hasta la cuarta semana de induccion y crénica a

partir de la 4ta semana de induccién de la DME.

IX.3. Preparacion de los homogeneizados de corteza cerebral.

Los animales se sacrificaron entre las 9:00 y 12:00 horas por fractura

cervical, realizando una incision media toracica, inmediatamente se perfundio el
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cerebro in situ con 20 ml de solucién salina isotdnica fria que se inyecto en el

ventriculo izquierdo del corazéon drenando a través de la vena cava inferior.

Los animales fueron decapitados, rapidamente se extrajo el cerebro y se disecé la
corteza, la cual se homogeneizé en 10 volumenes de solucion amortiguadora Tris-
HCI 50 mM a pH 7.4, con 10 pasos a 700 rpm en un homogeneizador Thomas con
vastago de teflon de 0.25 mm de luz. La obtencion de corteza cerebral se realizd
en ratas con DME de la primera semana, sexta y octava semana de post-
induccion, con sus respectivos controles. Se realizo determinacién del contenido
proteico del tejido de corteza cerebral por el método de Lowry et al. (1951) para
tener concentraciones finales de 2 pg de proteina/ul. A estos homogeneizados se
les midié la actividad especifica de la Na'/K'-ATPasa como se describe a

continuacion.

IX.4. Medicion de la actividad especifica de la Na'/K*-ATPasa.

La actividad de la Na*/K*-ATPasa se midi6 con el método usado por Pefia
et al. (1999), por triplicado de alicuotas de 25 pl del homogeneizado de corteza
cerebral equivalentes a 50 ug de proteina. Se preincubd el tejido durante 10
minutos a 37 °C en agitacion constante de 150 ciclos por minuto en un incubador
metabolico Dubnoff con el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4, MgCl, 6 mM, KCI
20 mM, NaCl 120 mM; con H,O tridestilada para medir la actividad total o con
ouabaina 0.1 mM para medir la actividad indirecta, en un volumen final de 150 pul.
Transcurrido el periodo de preincubacion se adicionaron 10 ul de agonista,
antagonista o ninguno de estos, transcurridos 20 minutos, se adicion6 ATP 3mM
(adenosin-trifosfato, sal libre de vanadio); finalmente la reaccién se detuvo a los 10
minutos adicionando 20 pl de TCA (acido tricloacético) frio al 50% (w/v) colocando
las muestras en una placa de hielo para después centrifugarlas a 600 g durante 10
minutos. Se tomaron 100 pl del sobrenadante para determinar el fosfato inorganico
(Pi) liberado de acuerdo al método de Fiske y SubbaRow (1925), se colocaron en
tubos de ensayo que contenian 500 ul de solucién de sulfato ferroso al 4%, acido

sulfurico 1.14 N y molibdato de amonio al 1%, se completo el volumen final con
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400 pL de agua. El Pi se determin6 espectrofotométricamente a 800 nm a los 10
minutos de iniciada la reaccion, Las lecturas de absorbencia se extrapolaron en
una curva patron de fosfato de potasio que se corrid en cada experimento. La
actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa fue calculada como la diferencia entre la

actividad total y la medida en presencia de ouabaina (indirecta).

IX.5. Analisis estadisticos.

Se empleo el programa GradPad Prism 3.0 en la evaluacion estadistica de
los resultados experimentales, asi como para realizar su representacion grafica.
Las curvas patrén de proteina y de fosfatos se sometieron a regresion lineal,
mientras tanto, para las curvas dosis-respuesta se empleo el modelo sigmoidal.
Los datos fueron analizados por la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la
distribucion de Gaussiana, y a partir de estos, se calcularon la media aritmética (X)
y la desviacién estandar (D.E.). Las comparacién de los grupos control y DME

fueron evaluadas por la prueba “t” de Student (Motulsky, 2003).
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X. RESULTADOS.

Nuestros resultados muestran que las ratas a las que se implemento el
modelo de DME tuvieron aumento significativo de la glucosa sanguinea a partir de
las 48 horas posteriores a la aplicacion de la STZ en comparacion con el grupo
control (p<0.001). Se hace notar que el grupo DME, mantuvo un aumento
significativo de la concentracion de la glucosa en relacion con el tiempo de

evolucion de la enfermedad (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de glucosa en sangre en ratas de los grupos control y DME. X + D.E. de 18
ratas de cada grupo. ***p<0.001

El peso corporal fue significativamente menor en el grupo DME desde la primera
semana de la aplicacién de la STZ (p<0.05); el déficit fue de 6.0, 39.7 y 39.7% a la

12, 62 y 82 semana, respectivamente al comparar con el grupo control (Figura 6).
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Figura 6. Peso corporal de ratas control y DME. X + D.E. de 18 ratas de cada grupo * p< 0.05,
**p< 0.01, *** p< 0.001
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La curva de calibracion empleada en la determinacion de la concentracion de
proteina en el homogeneizado de corteza cerebral fue lineal en el rango de
concentraciones comprendido entre 10 y 30 pg/uL. La ecuacion de la recta se
expreso segun y = 0.0147 x + 0.0336, su coeficiente de correlacion lineal (R) fue
de 0.9966. En la determinacion del Pi liberado para valorar la actividad de la
Na*/K*-ATPasa, la curva patron de fosfatos presenté una ecuacién de la recta que
se expresd segun y = 0.0037 x + 0.0423, con un R = 0.9997 en un rango de

concentraciones de 25 a 100 ymol/pl.

Uno de los parametros bioquimicos mas importantes que se midié en el presente
trabajo fue la actividad de la Na*/K*-ATPasa en la corteza cerebral de la rata. El
grupo DME mostré un descenso significativo en la actividad enzimatica a partir de
la primera semana de la aplicacién de la STZ en comparacién con el grupo control
(p<0.001); la disminucién que se produjo en la actividad de la bomba de sodio y
potasio en la corteza cerebral fue progresiva, en un 7.9%, 14.2% y 17.0% a las 12,

62y 8?, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Actividad basal de la Na'/K’-ATPasa en homogenizado de corteza cerebral de
ratas. X = D.E. de 12 experimentos realizados por triplicado. **P<0.01 ***P< 0.001.

Las curvas dosis-respuesta en homogeneizados de corteza cerebral con el

agonista del receptor serotoninérgico 5-HT 4, el 8-OH-DPAT, (Figura 8), muestran
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un comportamiento similar en las 3 etapas estudiadas de induccion de la DME. El
analisis de las curvas tanto del grupo control como del grupo DME se realizé con
un modelo sigmoidal en donde se obtuvo un valor de R = 0.9900 + 0.010 (p<0.05),
se obtuvieron las dosis efectivas cuando el estimulo alcanzo un 50% (DEs), las

cuales se muestran la Tabla 3.
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Figura 8. Curvas dosis-respuesta del 8-OH-DPAT sobre actividad de la Na'/K*-ATPasa en
homogenizado de corteza cerebral. A) 12 semana posterior a la administracién de STZ, B) 62

semana post-inducciéon de la DME, C) 82 semana post-induccion de la DME. X + D.E. de 6
experimentos realizados por triplicado.

La relacion dosis-efecto de la espiperona, el antagonista del receptor 5-HT 4, con
relacion a la actividad de la Na'/K*-ATPasa de homogeneizado de corteza
cerebral, mostré un comportamiento de agonista inverso en las dosis que tenian
una mayor concentracion del farmaco (Figura 9), por lo cual fue necesario emplear

un modelo sigmoideo en el andlisis de los datos. El valor de R = 0.9829 + 0.015
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(p<0.05) sugiere buena aproximacion al modelo, en la Tabla 3 se detallan las DEs

para la espiperona; en la Figura 11-B se observan observar los porcentajes de

inhibicion que se presentaron en el grupo DME a la accion del antagonista.
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Figura 9. Curvas dosis-respuesta de espiperona sobre la actividad de la Na'/K*-ATPasa en
homogenizado de corteza cerebral a diferentes tiempos posteriores a la induccion de DME.
A) 1% semana posterior a la administracién de STZ, B) 6 semana post-induccion de la DME, C) 82
semana post-induccién de la DME. X + D.E. de 6 experimentos realizados por triplicado.

Tabla 3. DEsp de agonista y antagonista del receptor 5-HT,, sobre la actividad de la
Na'/K*-ATPasa en homogenizado de corteza cerebral de rata.

Tiempo pos-induccion

Farmaco 12 Semana 62 Semana 82 Semana
Control DME Control DME Control DME

8-OH-DPAT |2.03E-08 | 2.44E-08 | 4.82E-08 | 1.37E-07 | 9.59E-09 | 1.06E-09

Espiperona |8.71E-06 | 1.87E-06 | 8.76E-06 | 1.87E-06 | 1.11E-08 | 1.77E-05
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La actividad de la Na'/K’-ATPasa en homogeneizados de corteza cerebral
incubados con 8-OH-DPAT, agonista selectivo del receptor serotoninérgico
5-HT1a, presentd un incremento significativo en los grupos control y DME (p<0.05)
cuando se comparo con su respectivo control basal (sin agonista) (Figura 10).

La estimulacion de la enzima entre los grupos control y DME con respecto a cada
una de las etapas estudiadas fue significativamente diferente (p<0.001).

304 154 *kk *kk
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1

% Inhibicion por
espiperona

% Estimulacién por

0
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Tiempo post-induccion Tiempo post-induccion

Figura 10. Activacion e Inhibicion de la Na'/K*-ATPasa. A) Estimulacion de la enzima por 8-OH-
DPAT, B) Inhibicién de la bomba de sodio y potasio por espiperona. X + D.E. de 6 experimentos
realizados por triplicado. ***P< 0.0001

El efecto inhibitorio de la espiperona, respecto a cada etapa estudiada, en la
actividad de la Na'/K*-ATPasa mostro diferencias significativas entre los grupos
control y DME (p<0.001).
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XI. DISCUSION.

La DM es una enfermedad crénica caracterizada por hiperglucemia y
complicaciones patoldgicas como la polineuropatia, su epidemiologia sefiala con
claridad que se trata de un problema de salud publica a nivel mundial; en México,
se ha clasificado como primer lugar de causa de muerte (Tesfaye et al., 2010;
ADA, 2011, SSA, 2011). En el presente estudio, mediante la aplicacion de una
dosis unica de STZ de 55mg/kg via IP, se implemento un modelo de DME en
ratas, obteniendo resultados que mantuvieron relacién con el tiempo que duro el
experimento como la presencia de hiperglucemia y la pérdida de peso (Figuras 6 y
7), al igual se observaron signos como la polifagia, poliuria y polidipsia; los datos
concuerdan con los obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio y por otros
autores, confirmando la correcta implementacion del modelo (Juarez, 2008;
Lenzen, 2008).

Desequilibrio en la concentracion de iones en el interior y exterior celular, y
cambios tanto en la expresién o la actividad de transportadores i6nicos son
eventos reportados en la DM (Egleton et al., 2003), apreciandose reduccion en la
velocidad de conduccion nerviosa y alteracion en la funcion de la Na*/K*-ATPasa,
los cuales estan implicados en las complicaciones y anormalidades
electrofisioldgicas caracteristicas de la neuropatia diabética en diferentes modelos
animales de DM y en humanos (Scarpini et al., 1993; Raccah et al., 1994). La
actividad de la Na*/K*-ATPasa esta disminuida en la membrana celular de muchos
tejidos obtenidos de animales diabéticos a nivel periférico entre los que se
incluyen rifidn, corazon, intestino y nervios periféricos; lugares donde este defecto
tiene un papel importante en el desarrollo de las complicaciones de la DM (Ng et
al., 1993; Barada et al., 1994; Vague et al., 2004). Se ha querido establecer si los
cambios inducidos por la DME sobre la actividad de la enzima observados a nivel
periférico pueden ocurrir en el SNC; teniéndose avances donde se ha observado
que los componentes de las membranas celulares, los cuales se alteran durante la

diabetes, juegan un papel importante en la expresion de las subunidades de la
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enzima y en su afinidad a la ouabaina, lo que influye en la estructura de
membrana y la funcion en el sistema nervioso (Murphy, 1990; Egleton et al.,
2003). Estudios realizados anteriormente de nuestro laboratorio, han demostrado
que la DME disminuye la actividad de la Na'/K’-ATPasa tanto en células
neuronales como en células gliales de cerebelo y corteza cerebral de ratas, donde
en las membranas gliales se observo una mayor afeccion por la diabetes (Lara,
2008; Bautista, 2008).

Resultados obtenidos en este estudio, mostrados en la Figura 8, confirman
informes anteriores de que en la DME en ratas se asocia con una disminucion en
la actividad de la Na*/K*-ATPasa en las membranas celulares de diversos tejidos
(Ng et al., 1993; Raccah et al., 1994; Vague et al., 2004; Lara, 2008; Bautista,
2008); la reduccién de la actividad de la enzima en el homogeneizado de corteza
cerebral es progresiva conforme la evolucion de la enfermedad, alcanzando hasta
un 17.0% de inhibicion por la afeccion diabética en la etapa final del estudio,
donde los valores de hiperglucemia en las ratas con DME se mantuvieron (Figura
6). La comparacién de la actividad de Na'/K'-ATPasa en una etapa de diabetes
aguda (una semana post-induccién) con respecto a etapas de diabetes crénica
(sexta y octava semanas post-induccion), sugiere que las alteraciones en las
diversas funciones celulares pueden ocurrir por cambios del balance energético
donde se promueven mecanismos de catabolismo anaerdbico, con aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno y reduccion de antioxidantes, que
pueden dafar estructuras fundamentales de la célula, como se ha observado en

animales con DME no controlada (Raccah et al., 1998).

Las células gliales tienen una participacion primordial, ya que restauran los
gradientes ionicos y regulan el balance energético, modulando mecanismos
celulares basicos de la actividad neuronal y sus sinapsis, ademas de mantener
aislados los axones por mielina para permitir que las sefales viajen a la velocidad
adecuada (Magistretti, 2006). Si la Na'/K*-ATPasa falla en células que integran la

glia, como lo son los astrocitos, se tendra un retardo en la remocion de
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neurotransmisores e iones de la hendidura sinaptica, donde la naturaleza propia
del tipo de sinapsis determinara que las neuronas permanezcan despolarizadas o
hiperpolarizadas por tiempos mayores, trayendo con ello grandes consecuencias

asi como danos irreversibles.

La regulacién de la Na*/K*-ATPasa es compleja, su actividad es modulada por
diferentes factores intrinsecos y extrinsecos, entre los que se incluyen hormonas y
neurotransmisores, como serotonina, los cuales participan tanto en el control a
corto y largo plazo sobre su actividad (Hernandez, 1992; Ewart and Klip, 1995). La
regulacion Na*/K*-ATPasa por 5-HT se lleva a cabo principalmente a través de su
interaccidn con receptores serotoninérgicos, observandose una modulacion
diferente en los diversos tipos celulares que integran el SNC (Mercado and
Hernandez, 1992; Pefia et al., 1999); en las células cerebrales se expresan
multiples subtipos de receptores de 5-HT, y ademas, la distribucion de las
subunidades cataliticas de la enzima es tejido especifica, se puede sugerir con
ello, una funcién particularmente especializada entre estos dos sistemas (Hsu and
Guidotti, 1989; Wong et al., 2005). El 8-OH-DPAT y espiperona, agonista y
antagonista del receptor 5-HT1a respectivamente, han sido utilizados en multiples
investigaciones para identificar y valorar la participacion del receptor
serotoninérgico en las diversas funciones del SN (Albert and Lemonde, 2004). Se
ha observado que la regulacion por 5-HT en la actividad de la enzima esta
presente en etapas adultas, siendo predominante dicha regulacion en las células
gliales del cerebro de rata, donde la participacion del receptor 5-HT1a mostro la
mayor activacion de la enzima en homogeneizado de corteza cerebral (Mercado
and Hernandez, 1994; Pena et al., 1999). Bautista (2008), demostré que en la
fracciones de membranas gliales de la corteza cerebral de ratas diabéticas la
regulacion serotoninérgica en la actividad de la Na'/K*-ATPasa esta alterada al
comparar con animales control, donde en membranas neuronales la respuesta a la

5-HT por parte de la enzima fue minima.
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La actividad de la Na'/K*-ATPasa en el homogeneizado de corteza cerebral de
ratas con DME fue restaurada parcialmente a valores basales del modelo control
en concentraciones de 8-OH-DPAT que superan por mucho la DEsp determinada
para el farmaco en las distintas etapas estudiadas (Figura 9 y Tabla 3). Este hecho
implica, que entre los sistemas de 5-HT y la Na'/K*-ATPasa, la afeccion causada
por la DME no se corrige completamente con la activacién del receptor 5-HTqa,
pero si podria contribuir a mejorar la remocidon de neurotransmisores e iones de la
hendidura sinaptica por parte de los astrocitos, asi como de favorecer una mejora
en el balance energético (Magistretti, 2006). Las anormalidades de la Na'/K'-
ATPasa producidas en la DME han sido relacionadas con las implicadas en la
patogénesis de la neuropatia diabética en humanos (Scarpini et al. 1993; Raccah
et al.,, 1996). Es posible que la DME involucre un mecanismo de regulacion a la
baja de largo plazo por dos vias, donde primeramente la rapida accion de la
insulina implicada con cambios en la distribucion subcelular de las unidades de la
bomba, estara disminuida por la carencia de la hormona (Ewart and Klip, 1995), y
segundo, porque se ha sefalado que en la corteza cerebral de ratas diabéticas los
niveles de 5-HT estan disminuidos (Manjarrez et al., 2000). Esta regulacion a la
baja manifiesta de forma crénica, podria disminuir el numero de bombas por

disminucién de su sintesis o por el incremento en la degradacion proteica.

Por otro lado en relacion con la disminucion de la actividad de la bomba de sodio y
potasio en ratas con DME, los niveles de las isoenzimas a de la Na*/K*-ATPasa
varian segun la ubicacion y la isoforma (Ng et al., 1993; Barada et al., 1994). La
disminucion de la Na*/K*-ATPasa en la corteza cerebral se podria correlacionar
con disminucion de expresion de la isoforma a2. A diferencia de lo observado en
el nervio ciatico, musculo cardiaco y esquelético donde las isoformas a1 y a3
cambian sus niveles de expresion y a2 no (Ng et al., 1993; Gerbi et al., 1997,
Veret al, 1997). Este hallazgo esta de acuerdo con estudios que muestran
reduccion de la actividad de la Na, K-ATPasa del 40% en la DM (Raccah et al,
1994).
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XIl. CONCLUSION.,

En la DME disminuye la actividad de la bomba de sodio y potasio por disminucion

de los niveles de expresion de la subunidad catalitica.
XIll. PERSPECTIVAS.

Determinar los niveles de expresion de las isoformas de la bomba de sodio y

potasio.
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