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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es uno de los problemas de salud mas graves en nuestro
pais. Es un trastorno que se caracteriza por el metabolismo alterado de glucosa,
lipidos y proteinas; y tiene asociacion con alteraciones cerebrales y la perdida de
sensibilidad a los estimulos gustativos. Se ha reportado que en el sistema
serotoninérgico disminuye la sintesis de serotonina (5-HT) y también existen reportes
que la actividad de la bomba de sodio y potasio (Na*/K*-ATPasa) disminuye durante
el estadio diabético. Resultados experimentales de nuestro laboratorio sugieren que
existe activacion de la Na*/K*-ATPasa por 5-HT en tejido cerebral y que esta
activacion probablemente se produce a través de la activacion de receptores
serotoninérgicos, no se conoce si la buspirona un agonista serotoninérgico del
receptor 5-HT1a pueda activar a la enzima en corteza cerebral de ratas con diabetes
mellitus experimental (DME) y si esta también tiene efecto sobre la actividad de la
enzima en la papila caliciforme de la rata, por lo que el objetivo del presente trabajo
fue determinar el efecto de la buspirona sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa en
corteza cerebral de ratas con DME y en la papila caliciforme de ratas control. En este
trabajo se utilizaron dos grupos de ratas, uno control y otro con DME, en los cuéles
se determiné la actividad de la Na*/K*-ATPasa en corteza cerebral y en la papila
caliciforme de ratas en presencia de buspirona y serotonina. Los resultados del
presente estudio muestran que la actividad de la Na*/K*-ATPasa disminuyé en la
corteza cerebral de ratas con DME, y en las curvas dosis-respuesta con buspirona y
5-HT se observéd un incremento de la actividad enzimética de la bomba de sodio y
potasio. En la papila caliciforme se aprecié que se incrementd la actividad de la
Na*/K*-ATPasa en presencia de la buspirona y de la 5-HT, sugiriendo la interaccion
entre estos dos sistemas en estructuras del sistema gustativo periférico. Con estos
resultados concluimos que la papila caliciforme tiene una semejanza de transduccion
de sefales a la de la corteza cerebral en cuanto a la participacion de los receptores
serotoninérgicos y la activacion de la bomba de sodio y potasio a través de la
participacion del receptor 5-HT1a.

Palabras clave: Agonistas, receptores, sistema gustativo, diabetes, regulacion.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the most serious health problems in our country.
Diabetes mellitus it is a disorder characterized by altered metabolism of glucose,
lipids and proteins; on the other hand, the DM has association with brain disorders
and loss of sensitivity to gustatory stimuli. It has been reported that in the
serotonergic system decreases the synthesis of serotonin (5-HT), also there are
reports that the activity of the sodium and potassium pump (Na*/K*-ATPase) during
diabetic stage. Results from our laboratory suggest that there is activation of Na*/K*-
ATPase by 5-HT in brain tissue, possibly through activation of serotonin receptors,
actually is not known if buspirone a 5-HT agonist of the 5-HT1a receptor can activate
the sodium and potassium pump in cerebral cortex of rats with experimental
diabetes mellitus (EDM) and if this also has an effect on the enzyme activity in
caliciform papillae of rats, so the aim of the present work was to determine the effect
of buspirone on the activity of the Na*/K* -ATPase in cerebral cortex of rats with EDM
and in the caliciform papillae of control rats. In this study, two groups of rats, one
control and other with EDM were used to determine the activity of the Na* / K* -
ATPase in the caliciform papillae of rats in the presence of buspirone and serotonin.
The results of this study showed that the activity of the Na*/ K* -ATPase decreased in
the cerebral cortex of rats with EDM, and the dose-response curves with buspirone
and 5-HT increased the enzyme activity of the sodium pump in cerebral cortex of rats
with EDM. In the caliciform papillae of control rats there was an increased of the
Na'/K*-ATPase activity with buspirone and 5-HT, suggesting us that there is
interaction between these two systems in structures of the peripheral taste system.
With the results of the present work we can conclude that in the caliciform papillae
there are transduction systems of signals similar to the reported in cerebral cortex in
the interaction between both systems trough the activation of the 5-HT1a receptor.

Keywords: agonists, receptors, gustatory system, diabetes, regulation.
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1. INTRODUCCION

1.1. SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso esta constituido principalmente por: células gliales y redes
neuronales, y a través una comunicacion activa mantiene la regulacion de otras
estructuras del organismo, se comunican entre si y con los efectores (musculo
esquelético, musculo liso y glandulas) (Escobar y Pimienta, 2006). Las células
nerviosas cumplen 3 funciones principales: 1) recibir los estimulos provenientes de
los medios extremos e interno, 2) mandar impulsos a los 6rganos efectores del
organismoy 3) relacionarse entre si. Sobre la base de las acciones que cumplen se
pueden dividir en 3 tipos de células: en células sensoriales que reciben los estimulos
directamente o los captan por la medicion de otras células llamadas receptoras; las
células motoras controlan el muasculo estriado, el muasculo liso y los musculos
cardiacos; las células de asociacion relacionan células sensoriales con las motoras
(Alcaraz-Romero, 2001).

El sistema nervioso anatomicamente se divide en: 1) sistema nervioso central (SNC),
compuesto por el cerebro y la médula que se integranpor una acumulacion compacta
de células nerviosas y gliales, aqui se reciben los mensajes procedentes de los
receptores y se almacenan las informaciones elaboradas o se les dirige a las células
efectoras (Lorenzo y col., 2008; Estrada y Uribe, 2002); 2) sistema nervioso periférico
(SNP), donde en una via eferente las neuronas del SNC comunican sefiales hasta
las células efectoras de los tejidos periféricos, y otra via aferente, cuyas neuronas
recogen la informacion de la periferia y la lleva al SNC. La porcion eferente del
sistema nervioso periférico se subdivide funcionalmente en sistema nervioso
somatico (que estan implicada en las funciones controladas voluntariamente) y
sistema nervioso autdbnomo (que regula funciones corporales de forma involuntarias)
(Lorenzo y col., 2008). El sistema nervioso autonomo consta de dos ramas: las

divisiones simpatica (prepara al organismo para un accion rapida en casos de
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emergencia) y divisiones parasimpatica (tranquiliza y relaja al cuerpo) (Morris y
Maisto, 2001).

1.1.1.LA NEURONA

Las neuronas son unidades morfofuncionales del tejido nervioso, reciben, transmiten
y almacenan informacion (Escobar y Pimienta, 2006). Estan constituidas por cuatro
regiones bien definidas: el cuerpo celular, las dendritas, el axon y el terminal
presinaptico (Figura 1); cada una de estas regiones tienen un papel distinto en la
generacion de las sefales de comunicacion con otras neuronas. El cuerpo celular es
el centro metabdlico de la célula, contiene ndcleo, el cual representa la maquinaria
genética; las dendritas, que son la principal puerta de entrada de los estimulos
procedentes de otras neuronas; el axdn, por donde se conduce el potencial de accion
hasta la region presinaptica para estimular o inhibir otras neuronas por intermedio de

un neurotransmisor (Bustamante, 2007).

o Dendrita
> .- .vv'
* ¢ N
Astrocito
.y ), -
Aparato de Golgi
RER (granulaciones de Nissl)
3 - n 7 e, o Axon
@3 x50 (3 :
= y Nucleo : ol e & E I
L S =M Vaina de mielina
Oligodendrocito %, (Ss —
- gy e Cono
.2?9_‘ g ® V= %, IXOMCO == Prolongacion astrocitica
el Capilar Lamina basal
SENQUINSD
5% . -« Endotelio
Microtibulos - - --- 5% -
: X Py

Figura 1.Representacién esquematica de una neurona con diversas formas de sinapsis y sus
relaciones con las células neuroglial.
1) Sinapsis en las dendriticas;2) sinapsis axodendritica; 3) sinapsis axoaxonica; 4) sinapsis
axosomaticas; 5) sinapsis reciprocas (transmision de los impulsos en ambas direcciones). (Tomada de
Welsch, 2010).
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El SNC esta formado por més de cien mil millones de neuronas, las cuales estan
conectadas entre si, fenomeno al cual se le ha denominado sinapsis. La superficie
del soma y de las dendritas de una neurona motora cuentan con entre 10,000 y
200,000 terminales presinapticas, y esta separado de la neurona postsinaptica por un
espacio llamado hendidura sinaptica cuya anchura oscila entre 2x108 y 3x10-® metros
(Montalvo y col., 2011).

Las neuronas se clasifican de acuerdo con los rasgos estructurales similares que
presentan. De esta manera, se encuentran las neuronas unipolares se hallan en las
raices de los ganglios dorsales de la medula, tiene un axén que se bifurca en forma
de T, las neuronas bipolares compuestas por un soma , un arbol dendritico y un
axon, son sensoriales; las neuronas multipolares con funciones asociativas y un arbol
dendritico sumamente ramificado (Alcaraz Romero, 2001). Tambien se pueden
clasificar de acuerdo a la funcion que lleva acabo en: sensoriales, motoras e

interneuronas.

e Las neuronas sensoriales conducen los impulsos desde los receptores al
encéfalo y la médula espinal, incluyendo informacion visual, auditiva, tactil.

e Las neuronas motoras conducen pulsos desde el encéfalo y médula espinal a
los efectores (musculos y glandulas), produciendo la contraccién de la fibres
musculares.

e Las fibrasinterneuronas sonneuronas que no mantienen un contacto directo
con estrucutras periféricas y son responsables de la modificacion,
coordinacion, integracion, facilitacion e inhibicion quedebe tener lugar entre la

entrada sensorial y salida motora(Diamond y col., 2014).

1.1.2.CELULAS GLIALES

Algunas funciones de las células gliales (o neurogliales) son: la de soporte; la
provision de vainas de mielina; una funcion buffer espacial K* y de captacion de

neurotransmisores; una funcion nutricional neuronal (Cardinali, 1991).
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Las células gliales son las mas numerosas del tejido nervioso (Figura 2). Contrario a
las neuronas, preservan su capacidad proliferativa una vez diferenciadas poseen
procesos de un solo tipo y no establece contactos sinapticos. Se clasifican como
macroglia (astroncitos fibrosos y los protoplasmaticos, oligodendroglias, Schawann) y
microglia (Escobar y Pimienta, 2006). La funcion esencial delas células microgliales
es la fagocitaria, comparable a la de los macréfagos de la sangre (Tamorri, 2004).
Las células macrogliales tienen una funcién nutricional, de soporte y de aislamiento
eléctrico (Tamorri, 2004).Los olidogendrocitos en el SNC y las células Schwann en el
SNP, constituyen las cubiertas de mielina influyen en la velocidad de conduccion del

impulso nervioso a través de los axones (Escobar y Pimienta, 2006).

A Oligodendrocito B Célula de Schwann C Astrocito
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Figura 2.Los principales tipos de células neurogliales en el sistema nervioso.

A) los oligodendrocitos son pequefios , con relativamente pocas prolongaciones. Los que estan en la
materia blanca proporcionan mielina, los que estan en la materia gris sostienen a las neuronas. B) las
células de Schwann aportan la mielina al sistema nervioso periférico. Los intervalos entre los
segmentos de mielina son los nodulos de Ranvier. C) los astroncitos son las células neurogliales més
abundantes en el SNC, se caracterizan por su forma estrellada. Establecen contacto con los capilares
y las neuronas y se cree que tiene funcion nutricia. Tambienparticipan en la formacién de la barrera
hematoencefélica ( Tomada de Barrett y col., 2012).

La célula glial también contribuye a la eliminacion sinaptica, un proceso que ocurre
durante el desarrollo normal del sistema nervioso en el que algunas conexiones
sinapticas son eliminadas para simplificar los circuitos neuronales. Estudios recientes
sugieren que la glia participa en este proceso, con la ayuda del sistema
inmunoldgico. Es posible que la eliminacion desequilibrada de contactos sinapticos
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entre neuronas, sea un factor involucrado en enfermedades neurodegenerativas.
Ademas de participar en la formacion y la destruccion de sinapsis, es posible que la

glia esté involucrada en el aprendizaje (Rodriguez, 2011).

1.1.3.CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral es el manto de tejido nervioso que cubre la superficie de los
hemisferios cerebrales y su estructura superficial presenta numerosos pliegues
(Figura 3) (Escarabajal y col., 2006). Esta compuesta por sustancia gris y se ha
estimado que contiene aproximada 10,000 millones de neuronas. El espesor cortical
varia de 1.5 a 1.4 mm (Snell, 2001). Los principales tipos de neuronas que se
localizan en la corteza cerebral son: células piramidales, células estrelladas, células
fusiformes, células horizontales de Ramén y Cajal, y células invertidas de Martinotti
(Lopéz y col., 2006).
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Figura 3.Areas funcionales de la corteza cerebral.
La corteza estd especializada en las areas sensitivas, somaticas y sensoriales visuales, auditiva,
olfatoria y gustatoria para la percepcion, las areas motoras que dirigen el movimiento y las areas de
asociacion que integran la informacion (Tomada de Silverthorn y col., 2008).

La corteza cerebral se divide a su vez en 4 grandes regiones denominadas l6bulos

gue son: Iébulo frontal, I6bulo pariental, I6bulooccipital y I6bulo temporal (Santoscoy,
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2008). Es una estructura extremadamente compleja en la que los distintos 6rganos
sensoriales aparecen representados en determinadas zonas conocidas como areas

sensoriales primarias.

Diversos estudios demuestran que la sintesis de serotonina en el SNC se lleva a
cabo en los nucleos del rafé, los cuales tienen inervacion hacia la corteza cerebral y
el cerebelo, de tal manera que en estas dos regiones del sistema nervioso se
incrementan las concentraciones de la serotonina (Hernandez J., 1979; Manjarrez y
col., 1988).

Resultados de otros laboratorios muestran que en la corteza cerebral de la rata
diabética existe una disminucién del contenido de L-Triptéfano y de la 5-HT
(Manjarrez y col., 2000; Castillo Q. y col., 2010) y con un aumento paralelo de los
receptores serotoninérgicos 5-HT1ay 5-HT2 en la corteza cerebral (Castillo Q. y col.,
2010).

1.2. SISTEMA GUSTATIVO

El sabor corresponde al ensamblaje de las sensaciones percibidas durante la ingesta
de alimentos y engloban la percepciéon de olores y estimulos gustativos (salado,
amargo, dulce, acido y umami) producidos durante la masticacion ademas de las
sensaciones producidas por la textura, la temperatura y astringencia (picante) de los
alimentos. A nivel neurofisioldgico, la percepcién del sabor resulta de la estimulacion
combinada de tres sistemas sensoriales: el olfato, gusto, el tacto, que nos permite
tener una representacion del alimento al ingerir (Mattes yCowart, 1994). El olfato y la
gustacién al parecer juegan un papel fisiopatolégico mas vasto que el asociado a la

digestion.

La pérdida de la sensibilidad gustativa (ageusia) y/o olfativa (anosmia), se asocia con
disminucién de peso, desnutricion, desordenes inmunitarios y la degradacion del
estado de salud general de personas mayores (Mattes y Cowart, 1994; Winkler y col.,
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1999). Por otro lado, las personas que sufren de hipertensién arterial muestran un
umbral elevado para sustancias saladas, de esta manera, se presenta un
sobreconsumo de sal en estos individuos (Sahagun F. y col., 2000). De la misma
manera, la elevacion del umbral gustativo es frecuente en los pacientes con diabetes
tipo 1y Il (Stolbova y col., 1999; Le Floch y col., 1990).

En el area nutricional, una correlacion negativa se observa entre la severidad de la
perdida de la sensibilidad gustativa (disgeusia) y aportes caléricos (Kettaneh y col.,
2002). Por otro lado, ciertas formas de obesidad, debido estas a un consumo
anarquico de alimentos con alto contenido energético, al parecer se asocian a una

disfuncion de la percepcion gustativa (Stolbova y col., 1999).

1.2.1.0RGANIZACION NEURO-ANATOMICA DEL SISTEMA
GUSTATIVO

En el sistema gustativo, la deteccibn de moléculas sapidas (moléculas que son
responsables de los sabores en los alimentos) se lleva a cabo gracias a células
gustativas donde la estimulacion de estas pone en juego una red neuronal que se
extiende desde la lengua, paladar y faringe hasta las zonas especificas de la corteza
(Purves, 2001).

Las células receptoras del gusto en los vertebrados se agrupan en papilas
gustativas. Las papilas gustativas pueden ser reconocidas por tres caracteristicas

principales:

1. Las papilas gustativas son un agregado de células gustativas alargadas de
multiples tipos morfoldgicos y funcionales.
2. Las células del gusto se extienden desde la lamina basal de un poro apical u

otra abertura en el epitelio.
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3. Por ultimo, las papilas gustativas estan inervadas de la placoda epibranchial:
es decir, el tratamiento facial, glosofaringeo o nervios vagos (Masato y
Parnes, 2013).

Estas células gustativas, se agrupan en corpusculos gustativos, que a su vez forman
papilas gustativas. Las papilas gustativas, de acuerdo a su morfologia se dividen en
tres clases diferentes: fungiforme (forma de hongo), caliciforme (forma de boton) y
foliada (forma de cresta), cada una de ellas est4 constituida de un numero distinto y
variable de corpusculos gustativos (Figura 4). Las papilas fungiformes se localizan en
las dos terceras partes posterior de la lengua, tienen solo 18% del total de
corpusculos gustativos. Las papilas caliciformes se encuentran en la tercera parte
posterior de la lengua, el nUmero de este tipo de papilas es de 7-9 en humanos y
solo una en organismos de las especies de murinos. Por otro lado, las papilas
foliadas se localizan en los lados de la tercera parte posterior de la lengua (Buck y
Schwartz, 2000).

§ LENGUA PAPILA CALICIFORME
g
Papilas
filiformes
Papila
caliciforme
Botones
::;?:,:h gustativos
Amigdala Tejido conjuntive
Papilas lingual
caliciformes Gléndulas
salivales
Papilas foliadas Capa muscular
¥
Papilas filiformes 4
Papilas =Y g ] Papila
fungiformes g aliciforme
3
i Botones
. gustativos

Figura 4.Anatomia del gusto.
Distinguimos en la lengua hasta cuatro tipos de estructuras prominentes denominadas papilas
gustativas. En el centro, a la izquierda, se pueden observar la estructura de una papila caliciforme y
detalles de los botones gustativos humanos. Unicamente en las papilas caliciformes, foliadas o
fungiformes hay botones gustativos. Durante la masticacion, las sustancias quimicas de la comida
entran en los poros de los botones gustativos. (Tomada de Smith y Margolskee, 2001).
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Las papilas gustativas son inervadas por los siguientes nervios craneanos: facial
(VII), glosofaringeo (I1X) y vago (X). Las fibras sensoriales del nervio facial, a través
de la cuerda del timpano, transporta la informacidén gustativa a la corteza cerebral
proveniente de las papilas fungiformes, mientras que la informacion proviene de las
papilas caliciformes y foliadas es transporta al cerebro via nervio glosofaringeo.
Finalmente, el nervio vago es el encargado de trasladar al cerebro la informacion
sinaptica con las células gustativas convergen a nivel de la region rostral del ndcleo
del tracto solitario (NTS) localizado en tronco cerebral (Buck y Schwartz, 2000;
Guyton, 1996).

Las células basales son pequefias células esféricas localizadas en la base del
corpusculo a partir de las cuales son diferenciadas las tipo I, Il y lll (Buck y Schwartz,
2000), son células progenitoras durante el curso normal de renovacion celular
(Roper, 2006). Las células gustativas tipo | sirven de sostén al corpusculo gustativo y
regulan la concentracién extracelular de iones en el corpusculo (Bigiani, 2001). Las
células gustativas tipo Il contiene la maquinaria necesaria para la deteccion y
traduccion de las sefiales gustativas (Bougther J. G., 1998; Adler E. y col., 2000; Yee
y col.,, 2001). Las células gustativas tipo Ill parecen ser las que se comunican
sinapticamente con las ramas sensoriales de los nervios facial, glosofaringeo y vago
(Figura 5) (Fanjul y Hiriart, 2008).
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Figura 5.El sentido del gusto de los mamiferos.
(a) Estructura de una papila gustativa de un mamifero, donde se observan las células
fotorreceptoras, las células de sostén y una célula basal. (b) registros intracelulares de una
sola célula receptora. (Tomada deW.Hill ycol., 2006).

La elucidacion del neurotransmisor entre las células del gusto y las fibras nerviosas
se complica por varios factores. Cada papila gustativa contiene una variedad de tipos
de células, es probable que se comuniguen entre si, asi como con las fibras del
nervio gustativo. Por lo tanto, la presencia de una potencial sustancia transmisora en
la papila gustativa no implica que una determinada sustancia se utilice para activar

las fibras nerviosas gustativas (Finger y col., 2005).

Hallazgos anteriores dan lugar a un modelo heuristico para el procesamiento de
sefales papila gustativa. Una papila gustativa con las célulastipos I, IlI, 1ll y células
basales se muestra en la (Figura 6 a). Las fibras nerviosas entran en estrecha
aposicion las células tipo 1l y Ill, pero sélo forman sinapsis convencionales con este
altimo. Grupos de células del tipo 1l y Il pueden formar una "unidad de proceso"
gusto (Figura. 6 b). De acuerdo con el modelo, estimulantes del gusto actian sobre
las células de tipo Il (receptor), que excitan directamente las fibras aferentes
primarias a traveés de los contactos sinapticos no convencionales de una manera que
aun no se conocen (Figura 6 b, circulo), o secretan el transmisor paracrina que
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estimulan las células de tipo Il y por lo tanto conduce indirectamente a la salida del
nervio aferente (Figura 6 c), o alguna combinacién de estas dos posibilidades
(Roper, 2006).

, Células tipo Il »
Células ( receptor) Estimulos de sabor Estimulos de sabor
tipo | Células tipo Il @ Células tipo Il @ o2 .
g Secrecion de paracrina
(sal da) b . (salida) c \
Células tipo Il Células tipo lll
(receptor) ( (?ida)
4 (o)
Célu as *\ \
basales ~» salida de los nervios aferentes >

Figura 6.Diagrama esquematico de una papila gustativa.
a) Tipos de células en los mamiferos, (b, ¢) las unidades de procesamiento de sefiales hipotéticas
(Imagen modificada de Roper, 2006).

1.2.2.NEUROQUIMICA DE SISTEMA GUSTATIVO

La neuroquimica del sistema gustativo no ha sido bien definida, se sabe que en el
ndcleo del tracto solitario coexiste una gran cantidad de neurotransmisores y
neuromoduladores cuyas funciones no han podido determinarse. Hay una via
noradrenérgica que surge del complejo de nucleus coeruleus y va al nucleo del tracto
solitario. Parece que esta via se halla relacionada con las respuestas de atencion,
pues se ha visto que en el nucleus coeruleus del mono, se encuentran células que
responden en forma muy vigorosa a la presentacion de los alimentos preferidos, esta
via debe estar presente en el comportamiento, descubierto originalmente en las ratas
y después en otros organismos, en los que se ha confirmado que responden de
modo diferencial a diversos estimulos en el proceso del condicionamiento. Asi, las
luces y los sonidos se asocian mas facilmente con las respuestas de evitacion a los
choques eléctricos, mientras que los sabores resultan ser un mejor estimulo
condicionado para las respuestas de evitacibn a la comida, cuando esta llega a

producir perturbaciones gastricas.
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Ademas, por una via, también de tipo noradrenérgico, el nucleo solitario se conecta
con diversos centros vasomotores y de control de la respiracion, lo cual explica
muchos de los componentes de las naduseas y sirve de base para entender porque
facilmente se establecen respuestas condicionadas de aversion a la comida al
activarse un circuito que esta presente en los reflejos de orientacién y de activacion
inespecifica. Otros neurotransmisor que sea ha descubierto en el nucleo solitario es
la adrenalina, que podria componer un sistema relacionado con la comida a traves

de sus relaciones con el hipotalamo.

Por ultimo, hay en el sistema gustativo una gran concentracion de neuromoduladores
entre los que resaltan: la sustancia P, el polipéptido intestinal vasoactivo que
conforma varios microcircuitos locales en el nucleo solitario, la colicistocinina y un
opiaceo enddgeno, la dinorfina, que tal vez se relacione con los aspectos placenteros

de la comida (Alcaraz Romero, 2001).

1.2.3.MECANISMO MOLECULARES DE DETECCION DE SABORES

Como se menciond anteriormente la deteccion de los sabores inicia cuando las
moléculas sépidas interactiian con los diferentes receptores gustativos de membrana
que se encuentran en las microvellosidades del corpusculo gustativo, en funcién de
la naturaleza del sabor el receptor pertenecera ya sea a la familia de receptores tipo
canal, en los sitios de unién para el ligando y un canal i6nico forman un solo

complejo macromolecular, o bien a la familia de receptores acoplados a proteinas G.

Esta deteccidon de los diferentes sabores se efectlia cuando las moléculas sapidas
interactdan con los distintos receptores que estan presentes en las membranas de
las células gustativas, a estos receptores se les denomina receptores gustativos de
membrana (TRC’s). Los corpusculos gustativos se encuentran en el interior de las
papilas gustativas, el nUmero es variable y van de 50 a 100 corpusculos dependiendo

del tipo de papila y la especie de que se trate, los receptores se proyectan como
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microvellosidades en la parte apical del corpusculo gustativo, formando el poro
gustativo (Ortiz y col., 2006; Nelson G. , 2001).

Los estimulos interpretados por el cerebro como modalidades basicas del gusto
(salado, acido, dulce, amargo y posiblemente umami) desencadenan una serie de
reacciones quimicas en las células gustativas de los botones gustativos (Smith y

Margolskee, 2001). Las cinco vias bioquimicas asociadas cada modalidad se
muestran en la figura 7.
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Figura 7.Los mecanismos de transduccion del gusto son diferentes paras las distintas cualidades
gustativas.
Todos los mecanismos de transduccidon excepto la accién del IP3 en sabor amargo produce
despolarizacion, que se disemina hacia el extremo basal de la célula y abre canales de Ca?*,con

control de puertas por voltaje para permitir el ingreso de Ca?* y la liberacion de transmisores.(Tomada
de W. Hill y col., 2006).
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1.2.3.1. DETECCION DEL SABOR SALADO

El sabor salado de la comida se debe a la presencia de iones de sodio (Na*), o
algunos otros cationes, que activan células receptoras especificas para el sabor
salado (Fox y College, 2013). La deteccion de los estimulos salados se efectia a
través de la interaccion de los iones sodio a canales idnicos sensibles a la amilorida
(un guanidinio heterociclico que bloquea reversiblemente los canales epiteliales de
Na*) (Bougther, 1997). La acumulacion de los iones (Na*) provoca un cambio
electroquimico, una despolarizacion, que resulta en la entrada de iones de calcio
(Ca*™) en la célula. El calcio, a su vez incita a la célula a liberar neurotransmisores,
mensajeros, quimicos almacenados en vesiculas. Las células gustativas vuelven a
su estado, se repolarizan, mediante una serie de reacciones, la apertura de canales
ionicos de potasio para facilitar la salida de los iones de potasio (K*) (Smith y
Margolskee, 2001).

A pesar de que varias sales sédicas son saladas la intensidad de su percepcion
depende de la talla del anién unido, por ejemplo, el cloruro de sodio es mas salado
que el acetato de sodio a la misma concentracion. Estas diferencias de salinidad se
presentan posiblemente a las diferentes capacidades de los aniones de penetrar a
las uniones fuertes, presentes en las células gustativas e interactuar con los canales

basolaterales a través de la ruta paracelular (Ye y col., 1991; Elliott y Simon, 1990).

1.2.3.2. DETECCION DEL SABOR ACIDO

El sabor acido, al igual que el sabor salado, se produce por movimientos de iones a
través de canales de membrana. No obstante, el sabor acido se debe a la presencia
de iones hidrogeno (H*); todos los acidos, por ende, saben acidos, y el grado de
acidez corresponde a la disminucion del pH dentro de las células gustativas (Fox y
College, 2013). Estos iones actlan de tres maneras en la célula gustativa: entran
directamente en las células gustativas, bloquean los canales de potasio (K*) de las

microvellosidades produciendo su apertura para permitir la entrada de otros iones
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con carga positiva y la acumulacién de cargas positivas despolarizan la célula y
desencadena la liberacion de neurotransmisores (Smith y Margolskee, 2001). En la
lengua intacta de hamster, se ha demostrado el disparo de potenciales de accién en
respuesta al acido citrico aplicado en el poro gustativo. La actividad eléctrica es

inhibida por la amilorida.

La idea de que el mismo tipo de canales sensibles a la amilorida es responsable de
la respuesta al Na* y a los H* es apoyada por el hecho de que la actividad eléctrica,
evocada por ambos estimulos, es bloqueada por concentraciones similares de
amilorida, y porque hay una interaccion cuando ambos estimulos son aplicados
simultdneamente. Esta hipoétesis ha sido confirmada experimentalmente en células
gustativas aisladas. Las corrientes de protones estan restringidas a aquellas células
gustativas que expresan canales de Na*® sensibles a la amilorida (Aguilar y col.,
1995).

1.2.3.3. DETECCION DEL SABOR DULCE

A diferencia de las moléculas del sabor salado y &cido que son percibidos
directamente en los canales ionicos, el azdcar o los edulcorantes sintéticos, no
entran en las células gustativas, pero desencadenan cambios en el interior de las

mismas (Smith y Margolskee, 2001).

La deteccidon de los sabores dulce y umami es medida por una pequefia familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR’s), los cuales se subdividen en T1R1,
T1R2 y T1RS3, los tres receptores anteriores se caracterizan por tener un dominio
animo—terminal extracelular de gran tamafio (de 400 a 600 residuos), el cual
constituyen un sitio de union del ligando dulce, los receptores T1R estan
mayoritariamente presentes en las papilas fungiformes (Hoon y col.,, 1999), asi
mismo, las papilas fungiformes son particularmente sensibles a los sabores dulces. A

nivel intracelular, todas vias de transduccion de los receptores de los sabores
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amargo y dulce conducen a un aumento del calcio (Ca?*) intracelular seguido de la

liberacién de un neurotransmisor.

En el caso particular de los edulcorantes artificiales y azucares, el aumento Ca?*
intracelular es consecuencia de la activacion de la enzima fosfolipasa C de tipo g2
(PLCg2). Como parte de su activacién enzimética, esta enzima cataliza la formacién
de diacilglicerol (DAG) y de inositoltrifosfato (IP3) a partir de fosfatidil inositol difosfato
(PIP2) (Krizhanovsky y col., 2000).El gusto dulce esta mediado con mayor frecuencia
por la union de azucares con un receptor asociado con proteina G que actian a
través de una proteina G para activar a la adenilato ciclasa y producir AMP ciclico.
Luego el AMP ciclico activa a la proteincinasa A (PKA) para cerrar un canal de K+
(mediante su fosforilacion), lo que produce una despolarizacién (W.Hill y col., 2006).
En papilas caliciformes de ratas, se ha demostrado recientemente que la sacarosa
induce el aumento de la concentracion intracelular de guanosin monofosfato ciclico
(CGMP, por sus siglas en inglés) sugiriendo la existencia de una tercera via de

transduccion intracelular de sefiales dulces (Krizhanovsky y col., 2000).

1.2.3.4. DETECCION DE SABOR UMAMI

El termino japonés “‘umami” es utilizado para designar una sensacion gustativa
diferente de la salada, acida, amarga y dulce. El umami es un sabor distintivo de los
esparragos, los tomates, el queso, el consomé de pollo y el extracto de carne
(Damak y col., 2003).

El aminoacido glutamato (glutamato monosodico, GMS) estimula la percepcion del
sabor umami (una cualidad gustativa parecida a la carne). El glutamato se une a un
receptor asociado con proteina G (relacionado con los receptores sinapticos
metabotropicos de glutamato) para activar una (PDE) y reducir la concentracion de
AMPc. La disminucion de AMPc conduce a un aumento de la concentracion
intracelular de Ca?* (W.Hill y col., 2006).
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No se conoce aun con certeza las reacciones en cuya virtud los segundos
mensajeros conducen a la liberacion de los paquetes de neurotransmisores (Smith y
Margolskee, 2001). Se sugirio la participacion de una forma truncada en la parte N-
terminal del receptor metabotropico del glutamato del tipo 4(mGluR4t), en la
percepcion gustativa del L-glutamato (Chaudhari y col., 1996; Toyono y col., 2002).
Recientemente, Toyono y col. (2003) estudio la expresion en las papilas gustativas
de los otros dos miembros del grupo Il de los receptores metabotrépicos de
glutamato (MGIuR): mGIuR1ly mGIuR5. Si mGIuR5 no se expresa, mGIluR1l es
intensamente expresado, particularmente a nivel de las microvellosidades de las
células gustativas que emergen del poro del corpusculo gustativo. La participacion de
MGIUR1 en la percepcion del umami es, por tanto, posible (Nelson y col., 2002; Li y
col., 2002).

Las células que expresan la combinacion de las subunidades T1R1+T1R3 responden
a la estimulacién con L-glutamato y la doble inactivacion de la expresion de esos
receptores in vivo, inhibe completamente las respuestas celulares al umami. Estos
resultados sugieren fuertemente que la percepcién gustativa del umami recae
Unicamente en la combinacion de las subunidades T1R1+T1R3. La activacion del
receptor por el glutamato monosédico es seguida de una disminucién de la
concentracion de AMPc intracelular conduciendo a una elevacion de la concentracion
Ca?" que genera un impulso nervioso transmitido al sistema nervioso aferente
(Zzhang y col., 2003).

1.2.3.5. DETECCION DE SABOR AMARGO

Al igual que el dulce y el umami, el sabor amargo como es la quinina también actian
a través de los receptores de acoplamiento de la proteina G y de segundos mensaje
(Hill y col., 2004). Estos receptores pertenecen a la familia T2R compuesta por 40-80
miembros diferentes en el humano. Los receptores T2R se expresan
preferencialmente en células gustativas de las papilas caliciformes y foliadas,
raramente en células de papilas fungiformes (Adler y col., 2000; Meyerhof, 2005 ).

Esta familia al igual que los receptores implicados en la deteccion del sabor dulce,

17|Pagina
Ortiz-Manjarrez A.



estan acopladas a proteinas G, pero difieren en cuanto a su estructura molecular y a
su modo de activacion, los receptores T2R presentan una regiébn amino—terminal
extracelular mas corta que los receptores de tipo T1R y el sitio de union para las
moléculas sapidas se encuentran en el dominio transmembranal del receptor

(Matsunami y col., 2000).

En este caso, sin embargo, los mensajeros secundarios instan la liberacién de iones
de calcio del reticulo endoplasmatico. La acumulacion de calcio resultante en las
células conduce a la despolarizacion y subsiguiente liberacién de neurotransmisores
(Smith y Margolskee, 2001). Otras sustancias amargas se unen a los canales de K*y

los cierran para despolarizar la célula.

1.2.4.NEUROTRANSMISORES POSTULADOS EN LAS CELULAS
GUSTATIVAS.

La identidad de los transmisores de las células gustativas no se conoce. De lo poco
gue se ha estudiado, recientemente se encontré que las células basales tipo Merkel
de los vertebrados inferiores y la tipo Il de los mamiferos contienen serotonina. Las
fibras aferentes parecen contener aminoacidos y péptidos y también se han
encontrado catecolaminas en las papilas gustativas pero su localizacién precisa es

incierta. Las evidencias que existen son las siguientes:

Aminoacidos. Tanto el glutamato como el GABA parecen ocurrir a altas

concentraciones en lo axones que inervan las papilas gustativas de necturus.

Acetilcolina. La evidencia mas fuerte que existe en favor de este candidato es la
demostracion histoquimica de acetilcolinesterasa en las papilas gustativas de una
variedad muy grande de especies. Sin embargo, dado que esta enzima también se
asocia con estructuras colinérgicas, serian necesarias otras pruebas
complementarias. Otra evidencia en favor de la teoria colinérgica fue el hallazgo de
que las papilas gustativas de la rata el recambio del fosfatidilinositol se increment6 en
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presencia de carbacol. Estos datos, sin embargo, no sefalan si la acetilcolina se

encuentra en las células gustativas o en las fibras aferentes.

Neuropéptidos. Se ha encontrado un buen nimero de péptidos neuroactivos tanto en

las fibras que inervan a los receptores gustativos como en la cercania de ellos. Asi,
en los axones se encontrado la sustancia P, polipéptido intestinal vasoactivo(VIP),
péptido relacionado con el gen de la colecistocinina (CGRP), el péptido liberador de
la gastrina. Sin embargo, estudios de microscopia electronica en la rata indica que
las fibras que contiene sustancia P, no hacen sinapsis con las células gustativas,
sino que solamente pasan cerca. Esto sugiere que tanto la sustancia P como otros
péptidos podrian actuar como neuromoduladores de la funcion gustatoria (Aguilar y
col., 1995).

1.2.5.ALTERACIONES DEL SISTEMA GUSTATIVO

La duracion de la vida de las células gustativas es de 10 dias; transcurridos estos,
son sustituidas por células nuevas procedentes de la division de células epiteliales
vecinas. Este proceso de renovacién puede trastornarse por efecto de alteraciones
nutricionales y hormonales, radiaciones, farmacos y procesos de envejecimiento. Las
alteraciones del gusto dependen de la lesién de los centros, trayecto de los nervios o
de la lengua misma, alteraciones de la saliva, trastornos psiquicos y por ultimo
trastornos del olfato, pues en la practica las sensaciones gustativas estan muy

asociadas a las olfativas (Jinich y col., 2013).

Los trastornos del gusto se diferencian segun su manifestacion en: ageusia, ausencia
de la percepcion de uno o mas de los cuatros sabores basicos (dulce, salado, acido,
amargo); hipogeusia, disminucién en la percepcion de los sabores; disgeusia,
distorsion/ perversion del sabor de los alimentos al comer, descrito generalmente
como sabor metalico, salado, dulzon, amargo, o agrio: parageusia, percepcion de
mal sabor de los alimentos, en vez de un sabor normal. Entre los agentes

cardiovasculares es frecuente la manifestacion de alteraciones del gusto,
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principalmente entre los antidepresivos, hipolipemiantes y determinados
antiarritmicos (Calvo y Planas Vila, 2008).

Asi mismo en personas diabéticas tipo | y Il, se ha reportado un elevado umbral en la
deteccion de alimentos dulces (Le Floch y col., 1989). Por otro lado, ciertos tipos de
obesidad en la cual se consume de indiscriminada alimentos ricos en grasas, se ha
asociado a una disfuncion de la percepcion gustativa (Stolbova y col., 1999). La
esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer y anorexia, son padecimientos que se
acompafan de ageusia y anosmia debida a una carencia de zinc que afecta al
sentido del gusto (Casper y col., 1980).

1.3. DIABETES

La diabetes mellitus es uno de los problemas més graves de salud en nuestro pais y
de mayor demanda de atencion en la consulta a los médicos (Gutiérrez y col., 2012).
La diabetes es una enfermedad que con el tiempo se complica con otras afecciones
como son la hipertension arterial, la disminucion de la vision (retinopatia diabética), la
dificultad para cicatrizar las heridas, las alteraciones del sistema nervioso como
perdida de la sensibilidad en los pies y manos (neuropatia), entre otras (Rivera Arce,
2000).

La diabetes mellitus es un trastorno generado por la deficiencia de la insulina, la cual
es una hormona producida por el pancreas y necesaria para que el organismo pueda
utilizar los hidratos de carbono que estan presentes en nuestra alimentacion.Debido
a los cambios metabdlicos que se presentan en la diabetes por insuficiencia en las

concentraciones de insulina existen cambios en la degradacion de carbohidratos.

Los sintomas y alteraciones mas comunes en el diabético son: aumento de la
sensacion de sed (polidipsia), aumento del apetito (polifagia), orinar con mucha
frecuencia (poliuria), cansancio, mal humor, contraer frecuentemente padecimientos
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infecciosos, aumentar de peso (en la diabetes tipo Il) o disminuir de peso (en la
diabetes tipo 1) (Rivera Arce, 2000).
La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

e La diabetes tipo 1 (debido a la destruccion de las células 3, por lo general lleva
a la deficiencia absoluta de insulina)

e La diabetes de tipo 2 (debido a un defecto de secrecion de insulina progresiva
en el fondo de resistencia a la insulina)

e La diabetes mellitus gestacional (DMG) (diabetes diagnosticada en el segundo
o tercer trimestre de embarazo que no es claramente la diabetes manifiesta)

e Los tipos especificos de diabetes debido a otras causas, como los sindromes
de la diabetes monogénicas (como la diabetes diabetes neonatal y de
madurez de aparicién de los jovenes [MODY]), enfermedades del pancreas
exocrino (como la fibrosis quistica), y por farmacos o quimico- diabetes
inducida (como en el tratamiento del VIH / SIDA o después de trasplante de

organos) (Asociacion Americana de Diabetes, 2015).

Los tipos de diabetes mas comunes son el tipo 1 y 2 (Rivera Arce, 2000).El tipo de
diabetes de un individuo depende a menudo en las circunstancias actuales en el
momento del diagndstico, y muchos individuos diabéticos no encajan facilmente en
una sola clase. Por ejemplo, una persona diagnosticada con diabetes mellitus
gestacional (GDM), podria seguir siendo hiperglucémico después del parto y puede
ser determinado que tienen, de hecho, diabetes tipo 2. Alternativamente, una
persona que adquiere la diabetes debido a la gran dosis de esteroides exdgenos
puede convertirse en normoglucémica una vez que los glucocorticoides se
suspenden, pero luego se puede desarrollar diabetes muchos afios mas tarde
después de episodios recurrentes de pancreatitis. Otro ejemplo seria una persona
tratada con tiazidas que desarrolla la diabetes en los ultimos afios. Porque las
tiazidas en si mismas rara vez causan hiperglucemia grave, tales individuos
probablemente tienen diabetes tipo 2 que se ve agravada por tipo la droga

(Asociacion Americana de Diabetes, 2013).
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1.3.1.DIABETES MELLITUS TIPO 1(DM1)

La hiperglucemia causada por la falta absoluta de insulina se conoce como diabetes
mellitus tipo 1. Antes, este tipo se denominaba diabetes mellitus dependiente de
insulina, ya que estos pacientes deben recibir remplazo de la hormona (Browder
Lazendy, 2012).

La DM1 usualmente afecta a nifios y adolescentes, presenta varias caracteristicas
qgue la hacen diferente a la diabetes mellitus tipo 2, que afecta generalmente a las
personas adultas (Morla y Baez, 2004). Aparece debido a un defecto de las células
del pancreas que les impide la adecuada produccién de insulina; por lo tanto, las
personas que padecen este tipo de diabetes necesitan inyecciones diarias de
insulina (Rivera Arce, 2000).

Hay multiples posibles factores de riesgo de DM1. El méas destacable es la historia
familiar de primer grado con esta enfermedad es diferente dependiendo del tipo de
parentesco. En cuanto factores ambientales, se ha detectado un mayor de riesgo de
DM1 asociado a factores como bajo peso al nacer, corta duracion o ausencia de
lactancia materna, introduccion precoz de alimentacién con albimina bovina,
tratamiento con suplementos de vitamina D, diversos tipos de vacunaciones, el

estrés psicoldgico, la dieta con alto contenido en nitritos (Tebar y Escobar , 2009).

Esta forma de diabetes, representa soélo el 5-10% de las personas con diabetes, los
resultados de un mediado celular es la destruccién autoinmune de las células 3 del
pancreas. Los marcadores de la destruccion inmune de las células B incluyen
autoanticuerpos células de los islotes, autoanticuerpos frente a la insulina,
autoanticuerpos para GAD (GADG65), y autoanticuerpos a las tirosina fosfatasas 1A-2

y IA-2b (Asociacion Americana de Diabetes, 2013).
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1.3.2.DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

La resistencia corporal a las acciones de la insulina conlleva a la hiperproduccién de
esta hormona en el pancreas, lo que se denomina sindrome de resistencia a la
insulina. A este sindrome clasicamente se le denominaba diabetes mellitus no
insulinodependiente (DMNID) (Gil, 2010).La fisiopatologia de la DM tipo 2 es
compleja e implica la interaccion de factores ambientales (consumo caldrico excesivo

y la sedentaria) y genéricos, aunque existen 3 alteraciones constantes:

* Resistencia a la accion de la insulina en los tejidos periféricos: musculos,
grasa y especialmente el higado.
» Secrecion alterada de la insulina en respuesta al estimulo con glucosa.

* Produccion aumentada de glucosa por el higado.

Si exceptuamos las formas monogénicas especificas de enfermedad que pueden ser
el resultado de defectos que estan confinados a las vias de regulacion de la accion
de la insulina en el masculo, el higado o la grasa o de los defectos de la secrecion de
la insulina en las células 3 del pancreas, no se conoce la forma de interaccion de los
factores genéticos, medioambientales vy fisiopatol6gicos para desencadenar el inicio
de la DM tipo 2 (Arce y Col., 2006).

La DM2 es la forma mas frecuente de diabetes; aparece en la edad adulta.
Frecuentemente se le relaciona con la obesidad y los antecedentes hereditarios, es
decir, si una persona padece obesidad y tiene algun familiar diabético, lo mas
probable es que esa persona (incluyendo a su descendencia) tenga predisposicion a
padecer diabetes. Sin embargo, este riesgo se puede disminuir tomando las medidas
dietéticas necesarias para reducir de peso corporal (Rivera Arce, 2000).

Datos recientes atribuyen a los elevados niveles de expresiéon del factor alfa de
necrosis tumoral (TNF-a) y una nueva proteina denominada “resistina” en los
adipocitos como la causa de la resistencia. Cuanto mayor es la masa del tejido

adiposo, mayor es la produccion de TNF-a y resistina las cuales actuan
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desequilibrando la funcién del receptor de la insulina. Se ha establecido una relacion
inversa entre los niveles de insulina y el numero de los receptores de la insulina.
Cuando mas elevado es el nivel basal de insulina, menor es niumero de receptores

en las membranas plasmaticas (Devlin, 2004).

Esta forma de la diabetes con frecuencia no se diagnostica durante muchos afos
debido a que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en etapas anteriores es
a menudo no lo suficientemente grave como para que el paciente note alguno de los
sintomas clasicos de diabetes. Sin embargo, estos pacientes son en mayor riesgo de
desarrollar complicaciones macrovascular y microvasculares(American Diabetes
Association, 2013).

1.3.3.DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes durante el embarazo es un factor de riesgo para el desarrollo de

complicaciones en la madre y en la descendencia:

» Sobre la propia gestacién: infecciones urinarias, candidiasis vaginal, estados
hipertensivos del embarazo y prematuridad.

+ Sobre el feto y el neonato: la diabetes pregestacional (DPG) se relaciona con
mayor incidencia de malformaciones y/o abortos (periodo de
organogénesis) y de crecimiento intrauterino retardado en situaciones de

vasculopatia (Figuerola y col., 2011).

La diabetes gestacional aparece durante el séptimo mes de embarazo y termina con
el parto. El 2% de la mujeres embarazadas la presenta de manera temporal y un
poco menos de esta cantidad tiene la posibilidad de desarrollo DM de manera
permanente. Existe condiciones de riesgo como obesidad (un sobrepeso mayor de
12 kg), abortos espontaneos, antecedentes de diabetes gestacional y glucemia
mayor de 105mg/ 100ml. En la actualidad se recomienda que toda mujer
embarazada se someta a pruebas diagnosticas entre las semanas 24 a 28 de

gestacion para descartar la posibilidad de padecer diabetes (Rivera Arce, 2000).
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En la mayoria de las pacientes con DMG, los niveles de glucosa se pueden controlar
con terapia dietética sola; la insulina se administra cuando el nivel de glucosa excede
las recomendaciones estandar (glucosa en plasma, en ayunas, por debajo de 105

mg/ dl o valor postprandial a las 2 horas por debajo 120 mg/ dl) (Avery y Col., 2001).

1.3.4.DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL (DME)

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados en la investigacion de la DM,
desde 1922 se han usado una variedad de animales para la implementacién de
DME. Los modelos animales de DME han sido la clave para el desarrollo de los
agentes terapéuticos orales, tratamiento laser para la retinopatia diabética, trasplante
de tejido pancreatico y la utilizacibon de la bomba de insulina para liberar
gradualmente la misma. Estos modelos han contribuido de gran manera al estudio de
la DM y han dado la oportunidad de estudiar los factores genéticos y ambientales
qgue pueden influir en el desarrollo de esta enfermedad, en el establecimiento de sus
complicaciones y también nos han dado informacion de como manejar y tratar la DM
en humanos. La mayoria de los experimentos se llevan a cabo en ratas; sin
embargo, otras especies son utilizadas, incluyendo conejos, ratas, vacas, perros y
ovejas. Los modelos animales de diabetes pueden ser espontaneos o usando
sustancias quimicas, cirugias o manipulacién genética, cada uno de los modelos
tiene ventajas y desventajas, pero todos son usados de una manera distintas para

apoyar la investigacion acerca de la DM (Chatzigeorgiou, 2009).

El uso de animales con fines experimentales siempre se ha encontrado con una
respuesta negativa del publico, especialmente sobre la base de razones éticas y
religiosas. Estos esfuerzos se han dirigidos a la formacién gradual de la legislacion
para la proteccion de los animales utilizados para propositos de experimentacion. Sin
embargo, estos experimentos han contribuido significativamente a incrementar el
conocimiento cientifico de la biologia humana, la fisiologia, endocrinologia y

farmacologia. Los resultados de estos experimentos a menudo no se extrapolaron a
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los seres humanos, ademas de que también se han realizado esfuerzos para
reducirlos, incrementando la normativa y el control sobre ellos. La ciencia derivada se
los estudios en animales de laboratorio se pueden definir como un campo profesional
gue se centré en cuestiones de uso cientifico, ético y legal de los animales para la
investigaciébn biomédica, es decir, es una ciencia interdisciplinaria que involucra
datos biolégicos y pato biolégicos para un Optimouso cientifico de animales como
modelos para los seres humanos u otras especies .La condicion basica para el uso
de animales con fines experimentales es una formacion competente del investigador,
que incluya un solido conocimiento sobre las necesidades bioldgicas, cuidado y
manejo de animales (Lukacinova y col., 2013).

Una diferencia muy importante entre los animales de experimentacion y las
poblaciones humanas es su variabilidad genética. Los animales experimentales son
genéticamente casi idénticos, en contraste con el hombre con el cual exhiben una
gran variabilidad. Por tanto, es posible establecer normas precisas para la
extrapolacion de los resultados de una especie a otra especie, aunque en la literatura

se han hecho para ciertos procedimientos (Calabrese, 1991).

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 induccién de un estado diabético (Rerup, 1970). Existen varias clases de
agentes quimicos. Los primeros son sustancias con citotoxicidad especifica que
destruyen a las células B del pancreas y causa un estado de deficiencia primaria de
insulina. El segundo grupo lo constituyen agentes que actuan sobre las células 3
pero no las destruye. Una tercera clase incrementa los requerimientos endégenos de
insulina, debilitan al pancreas y como consecuencia se produce diabetes. Este altimo
grupo incluye a las hormonas antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-insulina y

algunos agentes quelantes, en particular del zinc (Kadotal, 1950; Epand y col., 1985).

Estudios en modelos animales han demostrado que existe una reduccion en la

sintesis de 5-HT en ratas con diabetes inducida con STZ y en ratas diabéticas tipo 1
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BB (una cepa que desarrolla espontdneamente DM1 debido a una destruccién
inmunitaria de las células B-pancreéticas). En estos modelos se han comunicado
concentraciones alteradas de triptéfano, 5-HT y acido 5-hidroxiindolacetico (5-HIAA)
en el estriado, y una reduccion del metabolismo de 5-HT en el sistema mesolimbico.
Otros autores han notificado que, a pesar de tener niveles bajos de triptéfano, el
contenido de 5-HT y 5-HIAA en las ratas diabéticas es normal, aunque se ha
sugerido que los defectos son funcionales y que la anormalidad se halla en una
disminucién de la sensibilidad a los agonistas de la 5-HT en los efectos conductuales
(Castillo y col., 2010).

1.4. SISTEMA SEROTONINERGICO

El sistema serotoninérgico es un sensor antiguo que determina la sefializacién de los
estimulos y molecular en eucariotas unicelulares, plantas y animales. Es muy
importante para la expresion regulada del material genético en cada célula y una
"leccion de regulacién" aprendida a lo largo de los afos, de que los pequefios
metabolitos son sefiales reguladoras a menudo en la expresion del gen de control.
Para la biosintesis de "cara", como el requerido para el triptofano precursor de la
serotonina, es una via comuUn que se encuentra en organismos que se aprovechan
de las estructuras aromaticas; el triptéfano sirve como el precursor no solamente de
la serotonina, sino que también de compuestos muy importantes como la niacina en
eucariotas, del acido indolacético en plantas y el indol en bacterias. Las estrategias
regulatorias podrian ser compatible con otros objetivos metabolicos como
organismos evolucionados capaz de obtener triptéfano por la alimentacién, con

especifica transportadores de membrana de plasma (Berumen y col., 2012).

El neurotransmisor especifico para este sistema serotoninérgico es la serotonina (5-
hidroxitriotamina, 5-HT). La 5-HT se ha reconocido por mas de 50 afios como
efectores en diversos tipos de musculos lisos, se encuentra en grandes
concentraciones en las células enterocromafines de todo el tubo digestivo, las
plaguetas y regiones especificas del SNC (Hardman y col, 2005).
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1.4.1.BASES ANATOMICAS DEL SISTEMA SEROTONINERGICO.

En el SNC, las neuronas que contienen 5-HT estdn agrupadas en la linea media a

nivel del tallo cerebral, en los llamados nucleos de rafe (Hernandez, 2002).

La presencia de serotonina en el encéfalo ha sido demostrada por métodos
biolégicos y quimicos. Las técnicas de inmunohistofluorescencia han permitido a
Dahlstrém y Fuxe la localizacién de los cuerpos neuronales y las vias ascendentes y

descendentes de este sistema, que se describen a continuacion:

a) Vias serotoninérgicas descendentes: los cuerpos neuronales que las originan
se localizan en los denominados nucleos caudales del rafe ubicados en el
bulbo raquideo y protuberancia. En ellos se destacan los grupos celulares B1,
B2, B3 y B5 que constituyen, respectivamente, los siguientes nucleos: el
nucleo del rafe pallidus, el ndcleo del rafe oscurus, el nacleo del rafe magnus y
el nacleo del rafe pontino.

b) Vias serotoninérgicas ascendentes: las neuronas de las que se originan este
sistema se localizan en los llamados nucleos rostrales del rafe. Se pueden
describir tres vias ascendentes principales: una dorsal, otra medial y otra
ventral. La primera, parte del nacleo del rafe dorsalis (B7) y sus fibras se
proyectan hacia el complejo caudado-putamen alcanzando algunas fibras, el
ndcleo acumbens y el globuspallidus. La via ascendente medial también se
origina en el area B7 y se proyecta en la sustancia nigra. Finalmente, la via
ascendente ventral se proyecta del nucleo mes encefélico del rafe (B8) y sus
fiboras se dirigen por el haz prosencefalico medial al hipotdlamo (Elias
Nahmod, 1985) (Figura 8).
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Figura 8.Ubicacion y distribucion de los nucleos del rafe en el encéfalo.
(1) Cingulum (2) Corteza cerebral (3) Cerebelo (4) Haz medial del cerebro anterior (5) Estria terminal
(6) Fornix (7) Nucleo caudado (8) Hay definidos 9 nudcleos rafé (palidus(Bl), obscuro (B2),
paragigantuscelularis (B3), magnus (B4), pontis (B5), dorsalis (B6,B7), centralis superior (B8),
tegmental reticular del puente (B9).(Tomada de Belmar y col. , 2007).

La amplia distribucion de las vias serotoninérgicas y su multiplicidad de receptores
(alrededor de 15 subtipos) indican su participacion en diversas funciones. Asi,
animales tratados con PCA (p-clorofenilalanina, inhibidor de la sintesis de 5-HT)
presentan alteraciones severas del suefio. Por otra parte, la lesion de las neuronas
serotoninérgicas con 5,7- dihidroxitriptamina causa ademas activacion motora y un
marcado aumento de la irritabilidad y agresividad. Mediante farmacos especificos
para los distintos subtipos de receptores serotoninérgico se ha podido demostrar que
la 5-HT participa en el control de la temperatura (aumento a través de receptores 5-
HT2, reduccién a través de los receptores 5-HT1a), actividad sexual (inhibida al
aumentar el tono serotoninérgico), secreciéon hormonal (estimula la produccion de
prolactina, hormona del crecimiento, cortisol, factor liberador de corticotropina)
(Artigas, 1997).
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1.4.2.BIOSINTESIS DE LA SEROTONINA

La sintesis de 5-HT comienza con la ingestion dietética de L-triptofano, un
aminoacido esencial. Los alimentos ricos en L-triptéfano incluyen claras de huevo,
bacalao, chocolate, productos lacteos (yogur, quesos, leche), varios carnes y nueces.
El destino de triptéfano se encuentra en las actividades comparativas de las enzimas
dioxigenasaindolamina (IDO)/dioxigenasa triptéfano y triptéfano hidroxilasa (TPH). La
gran mayoria del triptéfano es manejado por IDO/TPH, un estimado de 5 a 10% de
triptéfano se transportdé a través de la via 5-HT/TPH (Stone y Darlington, 2002).
Durante la ultima década, en el campo de la investigaciéon se ha reconocido dos
formas independientes de TPH, el TPHi1 y el TPH2. El TPHi se expresa
principalmente en los tejidos periféricos, mientras que TPH2 se expresa
principalmente en el sistema nervioso central. Esta enzima, dependiente del
importante cofactor tetrahidrobiopterina, compromete triptéfano para la sintesis de 5-
HT mediante la conversion de triptéfano en 5-hidroxitriptéfano. A continuacién, una
multitud de descarboxilasas de aminoacidos aromaticos, puede convertir 5-HTP en 5-
HT. La 5-HT se convierte rdpidamente por la monoamino oxidasa y aldehido
deshidrogenasa de 5-hidroxiindol acido acético, un metabolito estable (Figura 9). En

si el 5-HT también se puede convertir en melatonina (Stone y Darlington, 2002).
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Figura 9.Metabolismo de la serotonina.

El triptéfano es el precursor para la sintesis de serotonina, con diferentes reacciones enzimaticas en
planta y animales; hidroxilacion es el paso limitante de la velocidad mediada (enzima por triptéfano
hidroxilasa en animales o triptaminahidroxilasa en las plantas), mientras que la descarboxilacién es
una conversion rapida por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (descarboxilasa triptéfano). El
metabolito de la serotonina es catabdlico acido 5-hidroxiindolacético, a través de 5-
hidroxiindolacetaldehido enziméaticamente es convertido por la unién a la membrana mitocondrial
flavoproteina de la monoamino oxidasa.(Imagen modificada de Berumen y col., 2012).

La serotonina recién formada se acumula con rapidez en las vesiculas sinapticas,
sitio que la protegen de la monoamino oxidasa (MAQO). Los neurotransmisores, en
este caso la serotonina se descarga o libera en la hendidura sinaptica por el flujo de
los impulsos nerviosos, y parte de esta se vuelve a acumular en la terminacion
presinaptica gracias a la accion de un portador dependiente de Na*, el transportador
de 5-HT, localizado en la membrana exterior de las terminaciones axonianas
serotoninérgicas y en las plaguetas por donde esta lo captan ya que no cuenta con

enzimas requeridas para su sintesis (Mercado y Kilic, 2010)(Figura 10).
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El neurotransmisor es sintetizado a partir del triptéfano en un proceso de dos pasos que involucra a
las enzimas triptéfano hidroxilasa y el aminoacido aromaticodescarboxilasa (AADC). En el espacio
sinaptico puede ser monoaminas (VMAT). Se muestran también los receptores metabotrépicos
postsinapticos 5-HT tipo 1A, 1B, 2C, 4, 6 y 7, y los receptores presinapticos tipo 1D y también el
receptor inotrépico tipo 3. En el terminal presinaptico, la 5-HT puede ser degradada por la enzima
monoaminooxidasa (MAO) (no indicado), produciéndose el acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA).
Otras abreviaturas: AC-adenilciclasa; AMPc- adenosinamonofosfato ciclico: PLC-fosfolipasa C; IP3-
inositoltrifosfato: DAG- diacilglicerol: Gs y Gi-proteina G estimuladoras e inhibidoras de la adenilciclasa
(AC): Gg-proteina G estimuladora de la fosfolipasa. (Tomada de Balada y col., 2012).

El L-Trp, amino&cido esencial en el organismo, se encuentra en fracciones del
plasma, el 90% unido a la albumina y el otro 100% se encuentra en forma libre. La
relacion que guarda estas dos fracciones es la que determina que la fraccion libre
ingrese al cerebro a través de la BHE, para estimular o disminuir la sintesis de
serotonina. Por ejemplo, la administracion de precursores metabolicos, 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).
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Hasta la fecha, la serotonina es el neurotransmisor mas estudiado dentro de la papila
gustativa con los existentes datos anatomicos, fisiolégicos y farmacologicos. La
serotonina se expresa en un subconjunto de tipo 11l de las papilas gustativas de TRC
en las papilas caliciformes y foliadas de raton, rata, conejo y el mono. Teniendo en
cuenta su posible papel como transmisor con la fibra aferente, informa que las TRC
responden a la estimulacion serotoninérgica de manera inesperada, asi como a la
inhibicion de una corriente de potasio activado por calcio y de la corriente de sodio
dependiente de voltaje. Ambos fueron imitados por los agonistas de la 5-HT1a subtipo
de receptor. Estos datos implican que la serotonina también puede jugar un papel
paracrina en el procesamiento de informacion dentro de la papila gustativa (Kaya y
col., 2004).

En los mamiferos, muchas de las células gustativas que hacen sinapsis con las fibras
nerviosas son serotoninérgico: ocupan el precursor de la serotonina 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) y son immunopositivos de 5-HT. Datos de PCR con
transcripcion inversa indican que 5-HTia y 5-HTs receptores se expresan en el tejido
gustativo, con la 5-HTia receptores con las que se encuentran en las células
gustativas y 5-HTs receptores que se encuentran en las fibras aferentes primarias

sensoriales (Huang y col.,2005).

1.4.3.RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Los receptores serotoninérgicos representan productos geénicos separados y
diferentes. Pueden dividirse en, al menos, siete clases, las cuales se designan de 5-
HTi1 a 5-HT7 (Tabla 1). Las clases 5-HT1, 5-HT2 y 5-HTs comprenden, a su vez, cinco
(5-HT1a a 5-HTiF), tres (5-HT2a a 5-HT2c) y dos (5-HTsa a 5-HTss) subtipos,
respectivamente, mientras que las clases 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 constan, hasta
el momento, de un subtipo cada una. Excepto el receptor 5-HTs, todos los demas
estan relacionados estructuralmente con la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G. los receptores 5-HTs no estan aun completamente caracterizados

(Lorenzo y col. , 2008).
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Tabla 1. Tipos y subtipos de receptores serotoninérgicos.

Tipo Localizacién Respuesta Agonistas Antagonistas
Cerebro: sistema limbico Ansiélisis Aumento de Buspirona8-OH-
5-HT B \ B —— rafé secrecion (ACTH) DPAT WAY 100,635
A y hipotermia Gepirona
CEEIE s Analgesia, hipofagia
basales, estriado, corteza r?l ote’rmi% 9 Sumatriptan, SB 216641
5-HTis frontal, musculo liso P ay zolmitriptan SB 272183
vasoconstriccion
vascular
Analgesia, disminucién
Cerebro: nucleo dorsal extr,avasac'ic')r) de Sumatriptan
) . proteinas plasticas y o ’ BRL-15572
5-HTip del rafe, corazén, A ety ; . zolmitriptan
disminucién de liberacion
de neuropéptidos
5-HT 1 Cerebro: corteza frontal Desconocido Desconocido Desconocido
Cerebro: nucleo dorsal
el e, h|gocampo, Analgesia LY334370 Desconocido
5-HT1r corteza, talamo e
hipotalamo
Cerebro: corteza, s
anglios basales Aumento de secrecion
g ; y hormonal: ACTH, MDL100,907
musculo liso vascular, . DOl .
5-HT2a ; : corticoesterona, Ketanserina
uterino y bronquial, .
oxitosina.
plaguetas
Fundus gastricos, -
musculo liso vascular y ﬁﬁggg;‘;ldzr?;g;:ggd a-melit-5HT SB 200646
5-HT2s no vascular, medula P ' metoxitriptamina SB 204741
) hiperfagia
espinal, cerebelo
Cerebro y medula espinal e npeseiisk, R0600175 Mesulergina
5-HT2c y P ansiedad 9
NIl ente_rl_cas, Em(_e§|s, nauseas, SR57227m- Granisentron,
neuronas sensitivas regulacion de motilidad y .
5-HT3 : : o . clorofenil Ondancentron
nociceptivas secrecion intestinal
Aumento de motilidad y
Tubo digestivo, corazén, ~ secrecion effaqto Cisaprida, GR 113808
5-HTa4 cerebro intestinal inotrépico y Tegaserod
cronotrdpico positivos
Cerebro: estriado, Aumento de
amigdalas, nucleo neurotransmision Desconocido ROy
5-HTs ' PR SB 271046
accumbens colinérgica central
Musculo liso vascular y
no vascular Relajacién musculo liso Desconocido SB 258719
5-HT7 | Cerebro: sistema limbico, vascular SB 269970
talamo y corteza

Las consecuencias fisiologicas de la liberacién de 5-HT varian con la region del
encéfalo y el elemento neuronal participante, lo mismo que con la poblacién de

subtipos de receptores de la 5-HT expresados. La 5-HT tiene acciones excitadoras e
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inhibidoras directas (Tabla 2), que pueden ocurrir en la misma preparacion, pero con

esquemas temporales diferentes (Brunton y Laurence , 2012).

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

SUBTIPO REACCION
5-HT 1a.8 Incremento de la conductancia de K*,hiperpolarizacion.
5-HT2a/ 5-HT2c Disminucion de la conductancia de K*, despolarizacion lenta.
5-HTs Compuerta de Na* y K*, despolarizacion rapida.
5-HT4 Disminucion de la conductancia de K*, despolarizacion lenta.

1.5. AGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE 5-HT

Quimicamente, los agonistas serotoninérgicos comprenden un grupo heterogéneo de
compuestos con distintos grados de selectividad. Asi, los derivados de la propia
serotonina resultantes del cambio del grupo hidroxilo por otros grupos, suelen

presentar actividad agonista en distintos grados de potencia y de selectividad.

Los agonistas directos de los receptores de 5-HT poseen estructura quimica distintas
y diversas propiedades farmacoldgicas, tal y como podemos pronosticar a partir de
los multiples subtipos de receptores de 5-HT. Los agonistas selectivos de los
receptores 5-HT1a han ayudado a conocer las funciones de este receptor en el
cerebro y el resultado ha sido la creacion de una clase de farmacos contra la
ansiedad de comprenden a la buspirona y otros medicamentos en investigacion,
como gepirona e ipsapirona. Los agonistas selectivos de los receptores 5-HTignp
como el sumatriptan, poseen propiedades singulares que tienen como resultado la
contraccion de los vasos sanguineos intracraneales y son efectivas en el tratamiento
de la jaqueca aguda. Actualmente se estan fabricando diversos agonistas selectivos
de los receptores de 5-HT4 para el tratamiento de los trastornos digestivos (Brunton y
Laurence, 2012).

Estudios farmacologicos con agonistas serotoninérgicos que activan a la Na*/K*-

ATPasa y antagonistas que neutralizan dicho efecto, ha permitido inferir que la
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actividad de la enzima cerebral es regulada a través de un receptor especifico de la
serotonina (Fillion y col., 1982).

1.5.1. AGONISTAS DE LOS RECEPTORES 5-HT1y 5-HT1a

Los agonistas selectivos del receptor 5-HT1 (Los triptanos) son mejores que los
alcaloides del ergot para eliminar el ataque agudo de migrafia. Los triptanos son
moléculas quimicamente parecidas a la 5-HT y por tanto son agonistas
serotoninérgicos (Sanchez Sendra, 2014).

Los efectos farmacologicos selectivos de los triptanos en los receptores 5-HT1 han
permitido comprender gran parte de la fisiopatologia de la jaqueca. Los compuestos
existentes son almotriptan, eletriptan, frovatriptdn, sumatriptdn y Zolmitriptan

(Brunton y Laurence, 2012).

La serotonina (5-HT) es un poderoso agonista vasoconstrictor en la mayoria de las
arterias de distintos lechos vasculares. Este efecto es mediado principalmente por
receptores actualmente denominados 5-HT2a y 5-HT1. En diferentes arterias se ha
observado que concentraciones efectivas minimas de 5-HT se caracterizan por
producir un aumento de la respuesta contractil a un segundo agonista. Entre ellos, de
la Lande y col, describieron por primera vez el incremento de las respuestas
contractil a noradrenalina (NA) por administracién previa de 5-HT en la arteria

perfundida de la oreja de conejo (Rothlin y col. ,1995).

Otros compuestos presentan selectividad por alguno de los receptores del tipo 5-HTa.
Es la 8-hidroxi-2-dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT) es selectiva a los receptores 5-
HT1a, mientras que la 3-clorofenilpiperazina (m-CPP) y la mesulergina son selectivas
de los receptores 5-HTic. Estos compuestos no se emplean como farmacos, sino
como herramientas farmacologicas para la identificacion de esos receptores
(Delgado y col., 2003).
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8-hidroxi- (2-N, N-diprolamino)-tetralina (8-OH-DPAT). La 8-OH-DPAT no interactua
con otros miembros de la subfamilia de receptores 5-HT1, ni con los receptores 5-
HT2, 5-HT3 0 5-HT4 aunque se ha descrito la activacion del receptor 5-HT7. La 8-OH-
DPAT, reduce la velocidad de la descarga de las células del rafe al activar a los
autorreceptores 5-HTia e inhibe la descarga neuronal en los campos terminales

(Brunton y Laurence , 2012).

Buspirona. Una serie de arilpiperazinas de cadena larga, como la buspirona,
gepirona e ipsapirona, son agonistas parciales selectivos de los receptores 5-HT1a
(Figura 11). La buspirona tiene propiedad ansioliticas de las benzodiacepinas pero
no interacttan con los receptores GABA ni presenta propiedades sedantes y

anticonvulsivas de las benzodiacepinas (Brunton y Laurence , 2012).

Transmision 5-HT y ansiedad
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Figura 11.La Buspirona agonista de los receptores 5-HTa.
Un exceso de funcionalismo serotoninérgico se ha asociado a incrementos de la ansiedad. La
buspirona, agonista parcial de los receptores 5-HT1a, estimula dichos receptores con menor potencia
gue la serotonina (5-HT), lo que hace que el resultado neto sea el de una menor estimulacion de la
neurona potsinptica, o sea, una disminucion de la funcién serotoninérgica y disminucién de la
ansiedad. (Tomada de Fernandez Teruel, 2008).
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1.6. BOMBA DE SODIO Y POTASIO

1.6.1.FUNCION Y ESTRUCTURA

La bomba de sodio y potasio (Na*/K*-ATPasa, sodio-potasio adenosintrifosfatasa, EC
3.6.1.37) es uno de los sistemas de transporte activo que se estudian mas
ampliamente de las membranas celulares. Esta proteina se aisld por primera vez en
1957 por Jens Skou, a partir de lo cual la investigacion ha determinado muchos de
los aspectos estructurales y funcionales de la enzima (Skou, 1992). La tipica baja
relacion Na*/K* del espacio intracelular depende de la actividad de la bomba de sodio
y potasio, una enzima asociada a la membrana que utiliza la energia de la hidrolisis
del AdenosinTrifosfato (ATP) para el transporte de 3 Na* del interior de la célula a

cambio de 2K* del espacio extracelular (Blanco, 1992; Blanco, 2005).

La Na*/K*-ATPasa localizada en células nerviosas pueden llegar a acaparar dos
tercios del total de la energia celular en forma de ATP para realizar su funcion, con lo
gue restablece el potencial eléctrico de membrana, mantiene los gradientes de Na*y
K* a través de la bicapa lipidica, controla el pH y el volumen celular, ademas
proporciona la fuerza impulsora para el transporte de otros solutos con ayuda de Na*,
como iones de glucosa y agua (Esquivel y col. 2012). Se trata de un heterotetrametro
de dos grandes subunidades a catalitica y dos B cadenas adicionales (Muller S.,

2008) (Figura 12) y una proteina accesoria la subunidad y (Therien y Blostein, 2000).

La subunidad a es la subunidad catalitica que promueve la hidrolisis de ATP mientras
se fosforila, asi mismo esta subunidad tiene los sitio de union para Na* y para el ATP
en la superficie intracelular, en la porcion extracelular de la enzima se encuentra el
dominio de unién para K*y algunos esteroides cardiotonicos como la ouabaina. La
subunidad B una glicoproteina auxiliar, posee una unica hélice transmembranal y un
gran dominio extracelular, tiene la funcién de estabilizar la subunidad a, facilitar su
encaminamiento y la insercion en la membrana celular (Jorgensen y col., 2003).
Hallazgos recientes sefialan que las subunidades beta tienen un papel crucial en la
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maduracién estructural y funcional de Na*/K*-ATPasa y modulan sus propiedades de
transporte. La funcién de chaperon de la subunidad 3 es esencial, por ejemplo, en la
formacion de uniones estrechas y la polaridad celular. Estudios recientes sugieren
que las subunidades beta también tienen funciones inherentes, que son
independientes de Na*/K*-ATPasa actividad y que puede estar implicado en la
adherencia célula-célula y en la supresion de la motilidad celular (Geering yKathi,
2008).

Otra subunidad asociada a la Na*/K*-ATPasa es una proteina de la familia FXYD,
documentada como subunidad y, se ha observado que esta tiene una interaccion de
forma no covalente con la enzima aumentado la afinidad por el Na*, se ha
documentado que modifica el voltaje dependiente K*, esta subunidad es una proteina
accesoria pero no forma parte de la estructura del heterodimero (Feschenko y Col. ,
2003), es una proteina dela membrana de un solo tramo de tipo | con el amino
terminal expuesta fuera de la célula. Sobre la base de la homologia de la secuencia,
de la subunidad-y pertenece a una familia de pequenas (de 7,5 a 19-kDa) proteinas

de la membrana de un solo tramo, la familia FXYD (Arystarkhova y col., 2002).

Figura 12.Estructura esquematica de la Na+/K+-ATPasa.
Las subunidades alfa contienen cada una diez hélices transmembranal; tienen lugares de union de
ATP y de Na* en el lado del citoplasma, y lugares de unién para K* y ouabaina en el lado extracelular.
No esta claro si el transporte de iones transcurre de modo igual a través de una o de las dos
subunidades alfa. Las enormes subunidades beta equipadas con cadenas de oligosacaridos aseguran
el transporte de las cadenas alfa desde el reticulo endoplasmético a la membrana plasmatica, pero no
toma parte directamente en el transporte de iones (Tomada de Muller S., 2008).
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Las subunidades FXYD regulan diferencialmente la estabilidad de la subunidad q, la
actividad catalitica méaxima, y la afinidad aparente para Na*, K*y ATP en una manera
especifica de tejido. Proteinas de la subunidad FXYD y a colocalize, y la estructura
cristalina de Na*/K*-ATPasa demuestra que las subunidades alfa y FXYD interactian
fisicamente.FXYD1, también llamado fosfolema, disminuye la aparente afinidad K*y
Na* de la bomba Na*/K*-ATPasa (Chang y col., 2012), es altamente expresado en
corazén y musculo, donde se asocia con alfa y beta subunidades de Na*/K*-ATPasa
(Garcia y col.,, 2009). En ratas, FXYD1 se enriqguece en el cerebro adulto,
especificamente en el cerebelo, el plexo coroideo, y ependimal revestimiento de los
ventriculos (Chang y col., 2012).FXYD7, otro miembro de la familia que se expresa
exclusivamente en el cerebro, también modula la Na*/K*-ATPasa, pero lo hace por la

disminucién de la afinidad K + de la bomba Na*/K*-ATPasa (Garcia y col. 2009).

El mecanismo de reaccién depende de dos estados conformacionales dependientes
de la fosforilacion. El estado E2 que es un estado conformacional de la forma
fosforilada con alta afinidad por K* y baja afinidad por Na* y el estado conformacional
E1l de forma defosforilado con alta afinidad por Na* y K* de baja afinidad.
Inicialmente, el K* se libera en el espacio intracelular acompafiado por un cambio
conformacional E2—E1. Es la conexion de tres iones Na* en un sitio de alta afinidad
para el Na* en la parte citoplasmética de la enzima. En este momento, la conexién se
produce en el sitio de unién ATP y su cambio de conformacién de la fosforilacion
posterior junto enzimatica. La fosforilacion facilita la oclusidén de tres iones Na* en la
molécula de la enzima en su transporte para su medio extracelular. Después de la
liberacion de iones de Na* en el cambio conformacional estado E1—E2. El ion K* se
une en un sitio en la parte extracelular de este enlace transfiere el grupo fosfato
liberado para el agua (que forma el fosfato inorganico). La enzima defosforilada,
liberado el ion K* en la parte intracelular dando reinicio al ciclo (Caren Sierra, 2004).

El mecanismo de accién de la Na*/K*-ATPasa se muestra en la Figura 13.
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Figura 13.Modelo del mecanismo de accion de la Na*/ K+-ATPasa en la membrana plasmatica.
Solo una de las dos subunidades cataliticas de esta bomba de clase P esta representada. No se sabe
si solo una o ambas subunidades en una Unica molécula de ATPasa transporta iones. El bombeo de
iones por la Na* / K*-ATPasa involucran fosforilacion, defosforilacion y cambios conformacionales. En
este caso, la hidrolisis del intermediario E2-P impulsa el cambio conformacional de E2—E1, el
transporte concomitante de dos iones K* hacia el interior. Los iones Na* estan indicados por circulos
rojos: los iones K* por cuadrados purpura: los enlaces acilfosfato, por~ P, los enlaces fosfoester de
baja energia por-P (Tomada deLodish y col., 2005).

La actividad de la Na*/K*-ATPasa esta disminuida en la membrana celular de
muchos tejidos obtenidos de animales con diabetes mellitus experimental (DME) a
nivel periférico, entre los que se incluye rifién, corazoén, intestino y nervios periféricos;
este efecto tiene un papel importante en el desarrollo de las complicaciones de la
DM. Para establecer los cambios producidos por la DM sobre la actividad de la
enzima observados a nivel periférico y que pueden ocurrir en el sistema nervioso

central (Esquivel y col., 2012).

Varios estudios han demostrado que el Na*/K*-ATPasa se altera en diversos
trastornos que afectan al cerebro, tales como las enfermedades neurodegenerativas,
trastornos neuropsiquiatricos y modelos animales de depresion y mania (Rezin y col.,
2014).
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1.6.2.ISOFORMAS DEL COMPLEJO ENZIMATICO DE LA Na'/K*-
ATPasa

Las subunidades a y B tienen multiples isoformas y son codificadas por varios genes,
las isoformas de la a muestran diferentes afinidades por los glucésidos cardiacos y
su distribucién se ha estudiado de acuerdo a las caracteristicas de uniéon y movilidad
electroforética (Sweadner, 1989).Existen cuatro isoformas de lasubunidad «a
(a1,02,a3 y a 4) y tres isoformas de la subunidad B (81, B2 y B) (Tokhtaeva y col.,
2009), las isoformas a1 y 1 predominan en rifidn; la isoforma a2 se han detectado
en la corteza renal, médula, corazon y la papila; la isoforma a3 en neuronas; la
isoforma B2 se encuentra en el musculo esquelético , la glandula pineal , y los tejidos
nerviosos y mientras que B3 esta presente en el testiculo, la retina, el higado y el
pulmén (Blanco y Mercer, 1998).La isoforma a4 se requiere para la motilidad de

espermatozoides y la fertilidad (Tokhtaeva y col., 2012).

La expresiéon de la isoforma cardiaca a varia dependiendo de la especie. a1y a2 se
expresan en rata, conejillo de Indias y corazén de ratén, mientras que lastres
isoformas (a1, a2 y a3) estan presentes en corazén humano. Experimentalmente,
NKA a1 y a2 actividad se pueden distinguir sobre la base de su diferente sensibilidad

a los glucosidos cardiacos (Berry y col., 2007).

Ademas de las propiedades bioquimicas especificas, una distribucion subcelular
especifica de las isoformas de Na*/K*-ATPasapuede influir en su papel fisiolégico y
fisiopatologico especifico. Asi, en cardiomiocitos de rata la isoforma a1 se concentra
en los tubulos transversales y la a2 se distribuye uniformemente por todo el

sarcolema (Schwinger y col., 2003).

La Na*/K*-ATPasa con mayor afinidad a la ouabaina la contiene la subunidad a3, la
afinidad intermedia contiene la subunidad a2 y la de muy baja afinidad, es la que
tiene la subunidad a1 (Sweadner, 1989).
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Se han identificado 2 isoformas para la subunidad B en mamiferos y una tercera en
anfibios (Jimenez y Merchant, 2003), raton, la rata y humano ( Blanco y Mercer,
1998).Ademas, tanto las subunidades B1 y (B2 tienen importantes papeles no
enzimaticos tales como la formacién y el mantenimiento de las uniones y la
regulacion de la migracion celular (Tokhtaeva y Col., 2009). En la Na*/K*ATPasa la
subunidad B2 tiene multiples N sitios -glicosilacién (hasta nueve sitios), mientras que
el B1 o B3 isoformas tiene so6lo dos o tres N sitios -glicosilacion. El alto grado de
glicosilacion de la B2 subunidad podria implicar un papel en la clasificacion apical de

los complejos a/f correspondientes (Padilla 'y col., 2010).

La asociacion promiscua entre isoformas alfa y beta se confirmd en células de
insecto que expresan diferentes combinaciones de la rata polipéptidos Na*/K*-
ATPasa. En este sistema de expresién, cada una a-isoforma podria montar
correctamente, ya sea con la 1- o la B2-subunidad en complejos cataliticamente
activos. De esta manera, multiples isoenzimas Na*/K*-ATPasa (81 a, B2 a1, a2 1,
B2 a2, B1 a3, y B2 a3) pueden ser el resultado de la vinculacién de los diversos

polipéptidos beta y alfa ( Blanco y Mercer, 1998).

Las isoenzimas de la Na*/K*-ATPasase expresan de una manera especifica en tejido
y células. La cuestion central en la fisiologia global de transporte activo de Na* y K*
es la naturaleza de la compleja regulacion de la expresion de estas isoenzimas y la
variedad de sistemas para la modificacion postraduccional y la regulacién a corto
plazo. Los datos bioquimicos y espectroscopicos muestran que a largo plazo E1-E2
transiciones conformacionales en la a-subunidad median las interacciones entre los
dominios citoplasmaticos y los sitios de cationes en el dominio intramembranal

(Jorgensen y col., 2003).

1.6.3.REGULACION DE LA NA*/K*-ATPasa

La regulacién de la Na+/K+-ATPasa es compleja, su actividad puede ser regulada

por diferentes factores intrinsecos y extrinsecos (Therien y Blostein, 2000). Los
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factores de regulaciéon intrinsecos de la bomba de sodio son: ATP, ouabaina,
concentraciones de Na*, Mg ?* y K* extracelular (Polvani y Blostein, 1989).

La regulacion extrinseca en diversos tejidos esta bajo el control de una serie de
hormonas circulantes, proteinas y neurotransmisores, como la 5-HT, que participan
en el control a corto y largo plazo sobre su actividad (Hernandez, 1992; Ewart y Klip,
1995). 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 plasméatica, mientras el control a
largo plazo induce la sintesis de la bomba o su degradacién. La relacion funcional
entre la 5-HT y la Na*/K*-ATPasa se ha demostrado mediante el empleo de
precursores serotoninérgicos y condiciones de desnutricion en los que incrementa la
sintesis del neurotransmisor, ademas del empleo de farmacos especificos para
receptores serotoninérgicos, con lo que se ha apreciado que la serotonina aumenta

la actividad de la enzima particularmente en células gliales (Pefa y col., 1999).

Se reportd un incremento en la actividad de la Na*/K*-ATPasa, comparado con ratas
controles normales, al administrar precursores de la serotonina (L-Trp y 5-HT), o al
someter a animales a un esquema de desnutricién, lo que se induce un aumento en
la concentracion de 5-HT cerebral, obteniéndose como primera conclusion que la
serotonina esta implicada directa o indirectamente en la actividad de la enzima
(Hernandez, 1979).

Posteriormente se ha demostrado que uno de los posibles papeles de la serotonina
en la regulacién de la Na*/K*-ATPasa, puede ser por la modificacion cinética de la
enzima por un incremento en la velocidad de reaccion, donde el efecto de la 5-HT fue
selectivo para la bomba de sodio en la células gliales, tanto en fracciones aisladas de
cerebro como en cultivo celular, observando dos condiciones distintas para la
modulacién por serotonina de la bomba de sodio, ya que en membranas neuronales

por 5-HT mostro inhibicion enzimatica (Mercado y Hernandez, 1992).
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Por otro lado, estudios han demostrado que la administracion de fenproporex
disminuye la Na*/K*-ATPasa en el cuerpo estriado. Las ratas Wistar que reciben una
dosis aguda de fencanfamina (FCF), un estimulante del SNC, que tiene el mismo
perfil farmacolégico como la anfetamina y la cocaina, exhiben una fuerte reduccion
de la Na*/K*-ATPasa en el cuerpo estriado y nudcleo. FCF tiene tanta accion
inhibidora sobre la captacion de dopamina y la accion de facilitar en la liberacion de
dopamina en el sistema dopaminérgico. Esta observacién corrobora evidencia de
que la accion inhibidora de la dopamina sobre Na*/K*-ATPasa actividad esta
mediada por el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y la proteina quinasa A
(PKA) en el estriado. Estudios previos informé que la dopamina es un
neuromodulador importante en el cuerpo estriado e inhibe la actividad de la Na*/K*-
ATPasa (Rezin y col., 2014).

Como se menciond anteriormente, la serotonina regula la actividad de la Na*/K*-
ATPasa, se han hecho estudios sobre la base de la posicion de las células
serotoninérgicos en la papila gustativa y en recientes estudios fisioldgicos sobre las
acciones de la serotonina en el paladar, se postularon las funciones de la serotonina
como un neuromodulador o neurotransmisor en las papilas gustativas de
vertebrados(Kim y Roper, 1995), y desde finales del siglo pasado la Na*/K* -ATPasa
fue localizada en papila canina por métodos inmunocitoquimicos e histoquimicos
(Simon y col., 1991).
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2. JUSTIFICACION

El Sistema Nacional de Salud enfrenta desafios similares a los que afrontan los
paises avanzados, como los padecimientos cronico degenerativos, de los cuales
sobresale la diabetes mellitus (DM) como un problema de mayor relevancia para los
mexicanos. Segun las estadisticas, existen en el mundo 170 millones de personas
afectadas por DM, cifra que, de acuerdo con estimaciones, se duplicara para el afio
2030. Para México se calcula que los 6.8 millones de afectados aumentaran a 11.9
millones. Los casos nuevos de DM incluyen a nifios y adolescentes mexicanos que
son afectados como consecuencia de un estilo de vida sedentario y poco saludable,
lo que ha condicionado sobrepeso y obesidad y se ha convertido en un problema de
salud publica (Gil V. y col.,2013).

La diabetes es una enfermedad que con el tiempo se complica con otras afecciones
como son la hipertension arterial, la disminucion de la vision (retinopatia diabética), la
dificultad para cicatrizar las heridas, las alteraciones del sistema nervioso como
perdida de la sensibilidad en los pies y manos (neuropatia), entre otras(Rivera Arce,
2000). Dentro de las manifestaciones clinicas de la DM se ha reportado que existe
perdida de sensibilidad a los estimulos gustativos (Buck y Schwartz, 2000). En DM
existe un aumento en la ingesta de moléculas sapidas ricas en sabor dulce o
carbohidratos. En estudios de sensibilidad gustativa se ha demostrado que los
pacientes diabéticos insulinodependientes tenian alteraciones en la percepcion de
los sabores, por una complicacién tardia (neuropatia), también se ha observo que de
un 26 a 50% de los pacientes con DM tienen dificultad para identificar el sabor dulce

en comparacién con individuos sanos (Hardy y col., 1981; Fukagawa, 1982).

Dentro de los botones gustativos las células tipo Il contienen concentraciones de
serotonina y tiene los receptores 5-HTia y 5-HT3sse expresan en el tejido gustativo, lo
cual los receptores 5-HTiaque se encuentran en las células gustativas y los
receptores 5-HTs que se encuentran en las fibras aferentes primarias sensoriales
(Huang y col.,, 2005). Se tomo como control la corteza cerebral debido a que
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seexpresa algunos receptores para la 5-HT en alta densidad, principalmente los
receptores5-HT1a y 5-HT2a ( Puig y col., 2004).

Recientemente Huang y col. Utilizaron células CHO que expresan el receptor
serotoninérgico 5-HT2c como un biodetector, con el fin de analizar el proceso de
liberacibn de la serotonina a partir de células gustativas, de esta manera los
investigadores demostraron que la estimulaciéon de los corplsculos gustativos de
ratbn por compuestos dulces, amargos o acidos involucran la liberacion de
serotonina (Huang y col. , 2005a; Huang y col., 2005b). Por lo que resulta interesante
conocer si la serotonina (5-HT) y la buspirona ejercen un incremento en la actividad
de la Na*/K*- ATPasa, como se ha reportado que lo hace la 5-HT en corteza cerebral

de ratas (Mercado y Hernandez, 1992), por lo que nos plateamos la siguiente:
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3. HIPOTESIS

La activacion de la bomba de sodio y potasio se incrementa por agonistas del
receptor 5-HTia en corteza cerebral de ratas con DME y en papila caliciforme de

ratas control.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de buspirona y serotonina (5-HT) sobre la actividad de la
Na*/K*ATPasa en corteza cerebral de ratas con DME y papila caliciforme de ratas

control.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar el modelo de DME en ratas.

e Determinar el efecto de serotonina y buspirona sobre la actividad de la bomba
de sodio y potasio en corteza cerebral de ratas con DME.

e Determinar el efecto de serotonina y buspirona sobre la actividad de la

Na*/K*ATPasa en papila caliciforme de ratas.

49| Pagina
Ortiz-Manjarrez A.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, con peso de 450 = 10 g, los cuales se
mantuvieron en el bioterio del laboratorio de Neurobiologia de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la U.MS.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para el uso de
animales de investigacion, con alimento y agua ad-libitum, ciclo de luz y oscuridad de
12 hrs. (7-9H), temperatura de 20 + 5 °C y humedad relativa de 60 + 5%.

5.2. GRUPOS EXPERIMENTALES

Para induccién de la diabetes mellitus experimental, los animales se dividieron en 2
grupos, con un total de 10 ratas en cada grupo (20 en total) y el desarrollo del
esquema tuvo una duracion de 6 semanas. Los grupos se dividieron de la siguiente
manera:

1) Control

2) DME

Se monitorio el peso, el consumo de alimento y el consumo de agua de las ratas de

los diferentes grupos cada semana.

5.3. INDUCCION DE DIABETES

Para inducir la diabetes, al grupo experimental se le administro STZ
(estreptozotocina, sigma) via IP, en dosis Unica de 55 mg/kg de peso, disuelta en
agua inyectable, al grupo control se le administr6 simultaneamente un volumen
equivalente de vehiculo como control de estrés. Los niveles de glucosa en sangre de
cada rata fueron medidos utilizando el aparato OneTouch Ultra, antes y después de
la induccidén con STZ con 12 horas de ayuno previo. Para esta medicion se realizo
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puncion en la vena caudal con una lanceta, la muestra sanguinea se colocoé en la tira
reactiva para One Touch Ultra y se registré la lectura de la glucosa en mg/dL. Los
valores normales de glucosa sanguinea en ratas fueron 73-110mg/dL. Las ratas con
concentraciones mayores a 200 mg/dL de glucosa en sangre se consideraron con
DME.

5.4. PESO Y CONSUMO DE ALIMENTO

El peso corporal y consumo de alimento se midié6 una semana posterior a la
induccion de la DME. Para medir el consumo de alimento se coloco la cantidad de
100 g y se dejo por 24 hrs., después se peso el alimento sobrante y por diferencia se
obtuvo la cantidad de alimento consumido por las ratas. Esta medicion se realizé una
vez por semana en las 6 semanas de duracion, al igual que la medida del peso

corporal.
5.5. INGESTA DE LIQUIDOS (AGUA Y SACAROSA)

Las ratas se colocaron en jaulas individuales, previo a la medicion de la ingesta de
liquidos se colocaron dos bebederos sobre la jaula con agua para que los animales
se adaptaran a tomar indistintamente de las botellas. Posteriormente a la adaptacion
de los animales y para determinacion de la percepciéon del sabor dulce se midi6 la
ingesta de solucién de sacarosa 10% y agua, suministrando 1 bebedero con cada
liquido, dejando que los animales consumieran solucion de sacarosa o0 agua, segun
prefirieran. Cada semana se determiné el consumo de agua y solucion de sacarosa,

durante 24 hrs., hasta las 6 semanas en que fueron sacrificadas.
5.6. OBTENCION DE TEJIDO

Una vez completado el esquema de diabetes mellitus se procedié al sacrificio de los

animales mediante dislocacién cervical y se le practicé una incision media toracica,
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exponiendo el corazén para la perfusion con 20 ml de solucién salina isotdnica fria
que se inyecto en el ventriculo izquierdo, posteriormente se extrajo la lengua para
realizar incisiones para obtener la papila caliciforme y se homogenizo Tris-HCL 50
Mm para ser congelado y posteriormente determinar la actividad enzimatica de la
Na*/K*-ATPasa.

5.7. DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE
LOWRY

Para la determinacion de proteina por el método modificado de (Lowry y col. ,1951)

se realiza una curva patréon con albumina bovina granulada al 0.1%.

5.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
NA*/K*ATPASA

La actividad de la Na*/K*ATPasa se midié con el método utilizado por Mercado y
Hernandez (Pefia y Col., 1999): Se preincubd el tejido durante 5 minutos a 150 CPM
a 37°C en agitacion constante en un incubador metabdlico con el amortiguador Tris-
HCI 50 Mm, pH 7.4 con MgClz 6 mM, KCI 20 mM, NaCl 100 Mm sin ouabaina para
medir la actividad total o con ouabaina 0.6 mM para medir la actividad especifica. Se
incluyeron otras series de tubos, con los agonistas Buspirona y 5-HT (se les
afiadieron después de los 5 minutos). En los tubos en los que se utilizé los agonistas,
se afiadié pargilina 1x10* M, un inhibidor de la monoaminooxidasas para evitar la
degradacion del neurotransmisor. Se incubé el tejido 20 minutos a 37°C en presencia

y ausencia de los agonistas.

Se adiciono 50 pl de ATP 12 mM durante 10 minutos en agitacién constante y la
reaccion se detuvo afadiendo 20 ul de acido tricloroacetico, se pusieron en bafo de
hielo durante 10 minutos.
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Las muestras se centrifugaron a 3500 rpom durante 10 minutos y se tomaron 100 pl
del sobrenadante en donde se llevé a cabo la determinacién de Pi, producto de la
hidrolisis, con el reactivo a base de acido sulfurico, molibdato de amonio y sulfato
ferroso. El Pi se determin6 espectrofotométricamente a 800 nm a los 10 minutos de

iniciada la reaccién, de acuerdo al método de Fiske y Subbarrow ( 1925).

La actividad especifica de la enzima se obtuvo a partir de la diferencia entre la

actividad total y la actividad medida en presencia de ouabaina.

5.9. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los resultados se obtuvo la media aritmética y el error estandar de los
datos experimentales, se empled la “t” de Student para comparar el efecto de los
agonistas. Se empleé el programa GradPadPrism version 5.01 para hacer las

graficas de los datos.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISIS EN SANGRE

En la tabla 3 se muestran los analisis que se realizaron al esquema de ratas control y
con DME. Los animales con DME presentaron glicemias por arriba de los parametros
marcados como normales, mientras que los animales del grupo control, el 100 % de
las ocasiones se mantuvieron por debajo del limite maximo considerado como
normal (110 mg/dL). La concentraciéon promedio de glucosa en el grupo control fue
de 102.33 mg/dL, mientras que los animales inducidos a DME tuvieron
concentraciones promedio de 713 mg/dL, La concentracion promedio de colesterol
del grupo control fue de 101.66 mg/dL, los animales inducidos a diabetes
incrementaron el 10.4% de la concentracion de colesterol. También se observé que
los animales con DME presentaron un incremento del 48 % de la concentracion de
triglicéridos con respecto al grupo control, estos parametros caracteristicos de la DM
tipo 2, por lo que se muestra que las ratas inducidas con STZ presentan el cuadro

deseado de hiperglicemia para los posteriores experimentos.

Tabla 3. Parametros bioquimicos de ratas control y diabéticas.

Grupo | Glucosa CO'Teostﬁro' Triglicéridos | HDL LDL VLDL | Albamina
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL)

Control | 102.3+2.7 | 101.6£3.5 151.6+2.3 35.0+0.6 36.0+2.6 30.3+0.3 | 3.0+1.4

Diabética = 713.0+2.0 | 112.2+1.4 224.2+7.4 40.7+1.1 26.7+1.8 44.7x1.6 2.3+1.8

Los datos representan la media + E.E. con n=4 del grupo control y n=4 del grupo con DME.
Lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL).

54|Pagina
Ortiz-Manjarrez A.



6.2. PESO CORPORAL

En los animales con DME una caracteristica importante es la pérdida de peso, se
debe a la excrecion de glucosa por orina implica pérdida de calorias, en la figura 14
se muestra el peso corporal de grupos control y diabéticos. Se observo que a los 7
dias posteriores a la administracion de STZ las ratas tuvieron una disminucion de
31.5% de peso corporal de los grupos con DME (X= 307g) con respecto al grupo
control (X=448 g, p<0.05). Después de 6 semanas la disminucion en el peso corporal
del grupo DME fue del 56.5% con respecto al control que gana peso de manera a su

desarrollo normal (X=581 g, p<0.001).
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Figura 14.Peso corporal de los animales experimentales.
Los datos representan la media + E.E. con n=12 para grupo control, n=12 para el grupo con DME,
*P<0.05 comparando el peso corporal del grupo control de la 1 semana y la 6 semana; *P<0.001
comparando el peso corporal del grupo con DME de la 1 semana y la 6 semana.

6.3. CONSUMO DE ALIMENTO

Una de las caracteristicas de los animales con DME es la polifagia que se caracteriza
por una ingesta mayor de alimentos que los individuos sanos, en la figura 15 se
muestra el consumo de alimento de las ratas de los grupos control y con DME. El
consumo de alimento a la primera semana después de la administracién de la STZ

se observa que el grupo diabético consumié mayor cantidad de alimento (X= 43g) y
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gue el grupo control (X= 20g), este incremento en el consumo representa un 95.3% y

se mantuvo hasta la sexta semana del tiempo experimental.
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Figura 15.Consumo de alimento.
El consumo de alimento (g en 24 h) de las ratas del grupo control y con DME que ingirieron una
solucibn de sacarosa 10%. Se muestran las mediciones obtenidas primera y sexta semanas
posteriores a la induccién de la DME. Los datos representan la media + E.E. ** p<0.01, *p<0.05.

6.4. CONSUMO TOTAL DE LIQUIDOS

Una de las caracteristicas de los animales con DME es la polidipsia que se
caracteriza por una ingesta mayor de liquidos que los individuos sanos, en la figura
16 se muestra el consumo total de liquidos que representa el consumo de la botella
que contenia agua mas el consumo de la botella que contenia la solucién de
sacarosa al 10%. El consumo total de liquidos de los animales por las ratas del grupo
diabético fue mayor que en el grupo control durante las 6 semanas del tiempo

experimental (p<0.01).
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Figura 16.Consumo total de liquidos.
Consumo total de liquidos (botella con agua + botella con soluciéon de sacarosa) en 24 h del grupo
control y con DME que ingirieron una solucion de sacarosa al 10%. En la primera semana y sexta
semana posteriores a la induccion de la DME. Los datos representan la media £ E.E.** p<0.01
***n<0.001 comparando grupo control con el grupo con DME de la primera y sexta semana
respectivamente.

6.5. CURVA DE DOSIS RESPUESTA CON BUSPIRONA

La Figura 17 muestra el efecto de las diferentes concentraciones molares del
agonista buspirona sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa en preparacion de
homogenizado de corteza cerebral control y con DME. Se observa el incremento de
la actividad de la enzima, obteniendo una curva de dosis respuesta para calcular la
DEso; obteniendo asi la dosis1.3X10° M y 4.77X10® M para los homogenizado de
corteza cerebral ratas control y con DME respectivamente. Lo que representa que
fue el mismo comportamiento agonista en ambos grupos, sin embargo la actividad de

la Na*/K*-ATPasa fue menor en el grupo con DME.
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Figura 17.Curva de dosis-respuesta del agonista buspirona en homogenizado de corteza cerebral de
ratas macho adultas control y con DME.

Los datos representan la media + E.E.con n=3 de cada una de las diluciones en corteza cerebral de

ratas control y n=3 de cada una de las diluciones en corteza cerebral de ratas con DME.

6.6. CURVA DE DOSIS RESPUESTA CON 5-HT

La figura 18 muestra el efecto de las diferentes concentraciones molares de la
serotonina enla actividad de la Na*/K*-ATPasa en preparacion de homogenizado de
corteza cerebral de ratas control y con DME. Se observa el incremento de la
actividad de la enzima, obteniendo una curva de dosis respuesta para calcular la
DEso; obteniendo asi la dosis 6.2 X 1013 M y 6.3 X10*?> M para los homogenizados

corteza cerebral de ratas control y con DME respectivamente.

58| Pagina
Ortiz-Manjarrez A.



=
e

-& Control
-e- DME

(o]
1

N
1

N
1

14 12 -10 -8 -6 4
[ 5-HT M

Actividad especifica( pmol Pi/mgProt./h)
»

Figura 18.Curva de dosis-respuesta del agonista 5-HT en homogenizado de corteza cerebral de ratas
macho adultas control y con DME.

Los datos representan la media + E.E.con n=3 de cada una de las diluciones en corteza cerebral de

ratas control y n=3 de cada una de las diluciones en corteza cerebral de ratas con DME.

6.7. ACTIVIDAD DE Na‘'/K*-ATPasa EN CORTEZA CEREBRAL
EN RATAS, EN PRESENCIA DE AGONISTAS.

La Figura 19 muestra el efecto de las concentraciones obtenidas de las curvas dosis
respuesta de los agonistas, 1x10° M para buspirona y 1x10°® M para serotonina
(5-HT) en la actividad de la Na*/K*-ATPasa, observandose un incremento en la
actividad de la enzima de un 17.6% con buspirona, y un 24.6% con 5-HT en el
homogenizado de corteza cerebral de ratas control.
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Figura 19.Actividad de Na*/K+*-ATPasa en corteza cerebral en ratas, en presencia de agonistas.
Actividad de la Na*/K*-ATPasa en el homogenizado de corteza control en presencia de los agonistas
en grupo de ratas control. Los datos representan la media £ E.E.con n= 9 para el homogenizado en
ausencia del agonista, n=7 para el homogenizado en presencia del agonista buspirona y n=8 para el
homogenizado en presencia de 5-HT. *** (P<0.0001).

6.8. ACTIVIDAD DE LA Na*/K*-ATPasa EN LA PAPILA
CALICIFORME DE RATAS EN PRESENCIA DE AGONISTAS
SEROTONINERGICOS.

En la figura 20 se muestra el efecto de buspirona y 5-HT sobre la actividad de la
Na*/K*-ATPasa en la papila caliciforme de ratas control. Se observa un incremento
en la actividad de la Na*/K*-ATPasa en presencia de buspirona comparado con la
actividad de la papila caliciforme en ausencia de este agonista, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001).

Asi mismo se observa el mismo comportamiento con el 5-HT, el cual incremento la
actividad de la Na*/K*-ATPasa comparado con la actividad de la papila caliciforme en

ausencia de este agonista (p<0.001).
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Se realizé una comparacion sobre el efecto que producia los agonista en la actividad
en la papila caliciforme obteniendo que el incremento de la actividad es mayor en

presencia del agonista 5-TH, mostrando una diferencia significativa (p<0.01).
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Figura 20. Actividad de la Na*/K*-ATPasa en la papila caliciforme en presencia de los agonistas.
Los datos representan la media + E.E.con n=4 para la papila caliciforme en ausencia del agonista, n=3
para la papila caliciforme en presencia de buspirona y n=3 para la papila caliciforme en presencia de
5-HT. ** P<0.001 comparando con el grupo control respectivo. ** P<0.01 comparando la actividad de
la bomba Na*/K*-ATPasa en la papila caliciforme con el 5-HT y con buspirona.
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7. DISCUSION

Las ratas expuestas a STZ disminuyeron de peso corporal, también mostraron un
mayor consumo de alimento, incremento de consumo de liquidos totales, incremento
de glucosa en sangre, polidipsia y polifagia, todo esto concordante con los modelos
experimentales de diabetes mellitus (Chatzigeorgiou, 2009; Rees y Alcolado, 2005).
La STZ es un farmaco que promueve la muerte selectiva de las células B
pancreaticas y con ello anula la liberacibn de insulina al torrente sanguineo
produciéndose hiperglucemia (Szkudeski, 2001; Lenzen, 2008). Los resultados
obtenidos, que se muestran en las Figuras 14-16 y en la Tabla 3, coinciden con los
reportados en por otros autores donde la STZ fue utilizada en ratas como modelo de
DME (Yang y Wright, 2002; Usuki, y col., 2007).

En el grupo DME también se observaron cambios en parametros bioquimicos. Se
incluye un aumento significativo en el contenido plasmatico de triglicéridos, colesterol
y lipoproteinas VLDL. Esto coincide con lo observado en seres humanos, donde los
meédicos indican que es importante realizar entre las pruebas de diagnostico y
seguimiento de la DM un perfil de lipidos; ya que en los pacientes con DM2 pueden
presentar un padecimiento conocido como dislipidemia diabética involucrada con

riesgo de enfermedad cardiovascular elevado (Longo y col, 2012).

La actividad de la Na*/K*-ATPasa también se observo afectada por la DME, lo que
bien puede deberse a una alteracion de la biosintesis de 5-HT o a cambios
significativos en la fluidez e integridad de las membranas plasmaticas (Manjarrez
Guitiérrez y col, 2014). Estudios farmacoldgicos con agonistas serotoninérgicos que
activan a la Na*/K*-ATPasa y antagonistas que neutralizan dicho efecto, ha permitido
evidenciar que la actividad de la enzima cerebral es regulada a través de receptores
especificos de la 5-HT (Fillion y col., 1982); y ademas, de que la DME afecta la
homeostasis que la Na*/K*-ATPasa regula en otras estructuras cerebrales (Esquivel-
Garcia y col., 2012).
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Para observar si la actividad de la Na*/K*-ATPasa es incrementada por 5-HT y
buspirona, un agonista selectivo de receptores 5-THia, se realizaron curvas dosis-
respuesta en las cuales se observo al probar en corteza cerebral del grupo DME que
la buspirona aumento la actividad de la enzima hasta alcanzar valores basales del
grupo control, favoreciendo la hipotesis de que un farmaco serotoninérgico puede
ayudar a corregir las alteraciones producidas por la DME en la Na*/K*-ATPasa. Esto
bien podria tener lugar en la corteza cerebral, o en algun otro tejido como las papilas
gustativas donde se ha demostrado que la neuropatia diabética periférica produce
perdida en la sensibilidad a los estimulos gustativos debido al aumento en la
degeneracion de las fibras gustativas y por consecuencia la disminucion en la
expresion de los receptores serotoninérgicos y de la percepcién del sabor dulce
(Rosales-Garcia y col., 2014; Mercado C. y col, 2012).

Para dar inicio a la investigacién de que la 5-HT regula la actividad de la Na*/K*-
ATPasa en la papila caliciforme como lo hace en el tejido cerebral, en este trabajo se
determiné la actividad de la enzima frente a 5-HT en una cocentracion de 1x10° y
esta incremento significativamente en un 118.1% comparado con control sin 5-HT en
papilas caliciformes de ratas sanas. Debido a que la Na*/K*-ATPasa es responsable
del transporte activo de cationes monovalentes hacia ambos lados de la membrana
celular para mantener el gradiente idnico necesario para la excitabilidad neuronal
(Calderdn y col., 2008), se estima que en los tejidos gustativos esta enzima ejerce un
papel similar favoreciendo los impulsos nerviosos para la deteccion de sabores y que
receptores serotoninérgicos 5-HT1ay 5-HT3 que se expresan en las células gustativas
pueden estar involucrados(Huang y col. , 2005).Al relizar pruebas con buspirona en
la papila caliciforme, la actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa aumenta como
ocurrio con 5-HT, esto se debe a que este agonista puede unirse a los receptores 5-
HT1a. El hecho de que un agonista sintético arroje resultados como este es de gran
importancia, por ejemplo, en la actualidad se estan fabricando diversos agonistas
selectivos de los receptores de 5-HT4 para el tratamiento de los trastornos digestivos

(Brunton y Laurence , 2012); con lo que se puede inferir sobre un farmaco para el
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tratamiento de desordenes en papila gustativa como los que ocurren como
consecuencia de la DME.

8. CONCLUSION

La papila caliciforme tiene una semejanza de traduccion de sefiales iguales a la de la
corteza cerebral en la interaccion entre el sistema serotoninérgico y el sistema

enzimatico de la Na*/K*-ATPasa.
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