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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénico-degenerativa con
una gran incidencia en México y a nivel mundial, se caracteriza por diversas y graves
alteraciones en la fisiologia del organismo. La hiperglucemia es caracteristica
principal de la DM y esta condicion metabdlica afecta el sistema nervioso central
alterando la funcion de sistemas de neurotransmisores y de enzimas que mantienen
la homeostasis i6nica celular. Por otro lado sabemos que el adecuado
funcionamiento de la Na*/K*-ATPasa, enzima integral de membrana y la adecuada
interaccidon de sefales de neurotransmisores como la serotonina (5-HT) son
necesarios para la adecuada comunicacion de las células en el cerebro; por ejemplo,
la Na*/K*-ATPasa regula los potenciales de accién del espacio extracelular que
produce la activacibn neuronal, la transmision sinaptica y la recaptaciéon de
neurotransmisores, en el cerebelo la 5-HT modula la transmision sinaptica para una
velocidad oOptima de flujo de la informacion a través de los diferentes tipos de
receptores serotoninérgicos. Se ha propuesto que la actividad de la enzima y la
sintesis de serotonina disminuye en la DM, no se conoce si la interaccion entre estos
dos sistemas se modifigue y que receptor participa. Por lo que el objetivo de la
presente tesis fue: determinar el efecto de quipazina y metiotepina, agonista y
antagonista del receptor 5-HT. sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa en

homogeneizado de cerebelo de ratas con diabetes mellitus experimental (DME).

Metodologia: Implementamos un modelo de DME en ratas macho adultas, utilizando
Estreptozotocina a dosis Unica de 55 mg/kg de peso corporal. Realizamos curvas
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dosis-respuesta de la actividad de la Na*/K*-ATPasa con quipazina y metiotepina en
el homogenizado de cerebelo de las ratas control y con DME.

Resultados: La quipazina, un agonista serotoninérgico del receptor 5-HT2, incremento
la actividad de la Na*/K*-ATPasa hasta valores basales del grupo control (p<0.05);
mientras que la metiotepina disminuy0 la actividad enzimatica de la bomba de sodio
y potasio. Estos resultados corroboran en primer instancia el efecto de la DM sobre la
actividad de la bomba de sodio y potasio y segundo la participacion del receptor 5-
HT2 sobre la regulacion de la actividad de la enzima por serotonina. Con los
presentes resultados podemos concluir que la DM modifica la interaccién entre la

Na*/K*-ATPasa y el sistema serotoninérgico en cerebelo.

Palabras clave: Neurotransmisores, serotonina, regulacién enzimatica.
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ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus (DM) is a chronic-degenerative disease with a high
incidence in Mexico and worldwide, is characterized by diverse and serious
alterations in the physiology of the organism. Hyperglycemia is a major feature of DM
and this metabolic condition affects the central nervous system by altering the
function of neurotransmitter systems and enzymes that maintain cellular ionic
homeostasis. On the other hand we know that the proper functioning of Na*/K*-
ATPase, integral membrane enzyme and the proper interaction of neurotransmitter
signals such as serotonin (5-HT) are necessary for proper communication of cells in
the brain; For example, Na*/K*-ATPase regulates the action potentials of the
extracellular space that produces neuronal activation, synaptic transmission and
neurotransmitter reuptake, in the cerebellum 5-HT modulates the synaptic
transmission for an optimal flow velocity of Information through the different types of
serotonergic receptors. It has been proposed that enzyme activity and serotonin
synthesis decrease in DM, it is not known whether the interaction between these two
systems is modified and which receptor participates. The aim of the present thesis
was: To determine the effect of Na*/K* -ATPase on the activity of Na*K*-ATPase in
rat cerebellar homogenate with experimental diabetes mellitus (SMD), and to
determine the effect of 5-HT2receptor agonist and agonist quipazine and metiotepin.

Methodology: We implemented a model of DME in adult male rats using
streptozotocin at a single dose of 55 mg / kg body weight. We performed dose-
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response curves of Na*/K*™-ATPase activity with quipazine and metiotepin in the

cerebellar homogenate of the control and DME rats.

Results: Quipazine, a serotonergic 5-HT2 receptor agonist, increased Na*/K*-ATPase
activity to baseline values of the control group (p <0.05); While metiotepin decreased
the enzymatic activity of the sodium and potassium pump. These results corroborate,
in the first instance, the effect of DM on the activity of the sodium and potassium
pump and second the participation of the 5-HT2 receptor on the regulation of the
activity of the enzyme by serotonin. With the present results we can conclude that DM
modifies the interaction between N*/K*-ATPase and the serotonergic system in

cerebellum.

Keywords: Neurotransmitters, serotonin, enzymatic regulation.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) estd compuesto principalmente por neuronas y
células de mantenimiento o también llamadas células gliales, éste representa una de
las estructuras mas complejas del organismo. Las funciones del SNC incluyen la
recepcion, la integracion, la realizacion, y la respuesta a los estimulos ambientales,
llevada a cabo por las redes de neuronas que existen en el cerebro (Meza-Sosa,
Valle-Garcia, Pedraza-Alva, & Pérez-Martinez, 2012).

Desde el punto de vista funcional existen tres elementos basicos importantes del
SNC: neuronas, sinapsis y células gliales (Castillo & Jorge, 2015). Estos elementos

son esenciales para la fisiologia de estructuras cerebrales como el cerebelo.

1.1.1. La neurona

Las neuronas son células que constituyen uno de los elementos basicos del sistema
nervioso. Utilizan potenciales de accién y neurotransmisores para comunicarse
(Castillo & Jorge, 2015). Como se muestra en la Figura 1, la neurona tiene un cuerpo
celular con un nucleo que contiene el ADN en sus cromosomas. Proyectandose de
su cuerpo numerosas prolongaciones llamadas dendritas, y a su vez estas poseen
en su extremo prolongaciones llamados axones, que llevan estimulos a otras células

nerviosas (Zuleta, 2007).

El sistema nervioso esta constituido por 100 mil millones de neuronas. Cada una de
estas neuronas tiene la capacidad de transmitir impulsos eléctricos, los cuales
pueden desencadenar la liberacion de sustancias que generan respuestas eléctricas

y metabdlicas en las neuronas llamada sinapsis.
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Figura 1. Estructura anatomica de una neurona y sus diferentes tipos de sinapsis.
(“Neurona”, 2016)

1.1.2. Sinapsis

La sinapsis es la unién de células nerviosas que se conectan entre si mediante el
axon, dendritas o cuerpo celular de cada neurona, transportan el impulso nervioso
mediante una descarga quimica que origina una corriente eléctrica en la membrana
de la neurona emisora. EI mecanismo de la sinapsis se da cuando el potencial de
accion llega a las ultimas ramificaciones del axon produciendo una movilizacion de
las vesiculas sinapticas hacia la membrana del boton sinéptico, a ésta altura, la zona
activa de la membrana se disuelve con la membrana celular de las vesiculas
sinapticas.

12|Pagina



Las sinapsis neuronales son de dos tipos:

e Sinapsis eléctrica. Se caracteriza por ser mas rapida y ser originada por el
paso de iones de una neurona, comunicandose directamente a través de
pequefios canales formados por el acoplamiento de complejos proteicos.

e Sinapsis quimica. En ella, las células estan distanciadas por un espacio de 20
a 30 nanometros aproximadamente, presenta un boton pre-sinaptico donde
las terminaciones del axon liberan neurotransmisores a la hendidura sinaptica

(Coaquira Pelaez, Condori Quispe, & Fuentes De la Barra, /).

Las células gliales juegan un papel importante en la formacién de la sinapsis por lo
gue son de gran importancia para mantener la homeostasis cerebral (O. Garcia &
Massieu, 2004).

1.1.3. Células gliales

Todas las familias de células gliales tienen en comin una gran capacidad de
adaptaciéon morfologica y funcional para cumplir con su funcion fisiolégica de la
manera mas optima. Pero, ademds, poseen una gran capacidad de reaccion ante,
agresiones o lesiones del tejido nervioso o a cambios del medio interno para
contrarrestar los efectos nocivos sobre las neuronas a las que acompafan y

protegen.

Al activarse en estas situaciones, las células gliales se transforman en lo que
pudiéramos denominar “nuevos elementos con nuevas propiedades” (“células
neurogliales activadas” o “reactivas”; células “glidticas”) ya que generalmente
muestran cambios mucho mayores, morfoldgicos y funcionales, incluidos cambios
notables en la expresion génica habitual y la expresion de nuevos genes. Este
fendbmeno de activacion que se denomind “gliosis” o “neurogliosis”. Estos cambios
tienen por objeto cumplir con su funcion de mantenimiento y cooperacion con las

neuronas, optimizando de esta manera la funcion del SNC, y pueden apreciarse en
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diversas estructuras cerebrales como el cerebelo (Toledano, Alvarez, Toledano-Diaz,
& Rodriguez-Arellano, 2016).

1.1.4. Cerebelo

El cerebelo es una estructura esencial del SNC ya que participa en procesos como:
el control y la coordinacién de los movimientos corporales. El cerebelo se localiza en
la fosa posterior del craneo y detras del tronco encefalico. Deriva de la parte dorsal
del metencéfalo y esta situado dorsalmente al bulbo y al puente, contribuyendo a la

formacion del techo del IV ventriculo.

La conformacion del cerebelo a nivel estructural se establece en laminas o folios
plegados entre si, formando 10 l6bulos en disposicion transversal (Dorado, 2012).
Ademas, posee una compleja conectividad con multiples estructuras subcorticales,

incluyendo nudcleos vestibulares y los ganglios basales (Buckner, 2013).

En los seres humanos, la corteza cerebelosa es una Unica hoja continua con una
superficie de 500 cm? (1000 mm de largo y 50 mm de ancho). Fundamentalmente el
sistema cerebelar adquiere y pone en practica "tacticas" sensorio-motoras que
contextualizan las estrategias de motor. Estas tacticas se refieren a la ejecucion de
movimientos, el tiempo, compensatorios, y la coordinacion de mdltiples

extremidades.

Algunas investigaciones han demostrado que la serotonina controla el desarrollo del
cerebelo en tres fases: (1) la estimulacion del crecimiento dendritico y la formacién
de sinapsis, (2) el cableado de las conexiones neuronales con los limites del
crecimiento dendritico, pero asegurando la plasticidad sinaptica, y (3) la

estabilizacion de la sinapsis (Oostland & van Hooft, 2013).

1.2. Sistema serotoninérgico

El sistema serotoninérgico es el encargado de controlar diversas funciones

fisiologicas y del comportamiento, incluyendo el control motor, el apetito, los ciclos de
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suefo-vigilia, asi como el comportamiento emocional y los estados emocionales
(Hale, Shekhar, & Lowry, 2012). En 1964 Dahlstrom y Fuxe descubrieron por primera
vez las neuronas serotoninérgicas en el tronco cerebral y la liberacion de serotonina

por todo el sistema nervioso central (Berumen et al., 2012)
1.2.1. Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), aislada y caracterizada en 1948 (Rapport,
Green, & Page, 1948), es una monoamina derivada de la hidroxilacion del L-
triptéfano mediante la accion de la triptéfano-5-hidroxilasa que produce 5-
hidroxitriptéfano; éste es descarboxilado, dando lugar a la 5-HT (El-Merahbi, Loffler,
Mayer, & Sumara, 2015).

1.2.2. Funcion y metabolismo

La 5-HT esta implicada en muchas funciones del SNC como el estado de animo, la
regulacion del suefio, la ansiedad, la excitacion e inhibicion de las neuronas, la
conducta sexual, la percepcion, la ira, el apetito, la memoria. En los tejidos periféricos
la 5-HT regula el tono vascular, la motilidad intestinal, la hemostasia primaria, la
contraccion de la musculatura lisa, dilatacion vascular (Walther et al., 2003).

En la periferia la gran mayoria de la serotonina es producida por las células
enterocromafines del intestino (El-Merahbi et al., 2015). La 5-HT es metabolizada por
la monoamino oxidasa (MAO) es la via catabdlica primaria de la 5-HT, asi como de
muchas otras aminas biégenas. Existen dos isoformas de la MAO (MAO-A y MAO-B)
localizadas en el interior celular, por lo que se ocupa de transportadores de
serotonina (SERT) que introduzcan a la monoamina para su degradacion. MAO-A es
la principal inactivadora de la 5-HT, mientras que MAO-B lo hace en una porcién muy

pequefia, quizas por ello se localice en plaquetas (Sandler, Reveley, & Glover, 1981).
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1.2.3. Receptores serotoninérgicos

Tomando como base criterios farmacoldgicos y bioquimicos, los receptores de
serotonina se clasifican en 7 grupos principales (5-HT1.5-HT7) (Guzméan, 2010).
Como se describe en la Tabla 1. Algunos de los receptores son acoplados a
proteinas G que regulan las vias de transduccion de sefales, a excepcion de los
receptores 5-HT3 ya que estos estdn acoplados a canales i6nicos (Hoyer, Hannon, &
Martin, 2002; Noda, Higashida, Aoki, & Wada, s/f). Asimismo, desde el punto de vista
operacional, la mayor parte de estos receptores exhibe un perfil farmacoldgico bien
definido, es decir, existen agonistas y antagonistas selectivos para cada tipo/subtipo

de receptor (Sdnchez-Lopez et al., 2009).

Tabla 1.Tipos y subtipos de receptores serotoninérgicos.

Receptor Localizacion

Efectos principales

(Sanchez-Lépez et al., 2009)

Agonistas

Antagonistas

Inhibicién neuronal 5-CT Espiperona
5-HTia SNC Efectos en la conductuales 8-OH-DPAT Metiotepina
Inhibicion pre-sinaptica Buspirona Ergotamina(AP)
) Inhibicién pre-sinaptica Metiotepina
5-HTwe SNC Efectos conductuales 5-CT Ergotamina (AP)
SNC Vasoconstriccion cerebral . .
5-HT1p Vasos Efectos conductuales: Surr?;ltcr;r tan Er'\ﬁg%tﬁgrzzp)
sanguineos locomocion P 9
SNC Excitacion neuronal
5-HTon SNP Efectos conductuales a-Me 5-HT Ketanserina
Musculo liso Agregacion plaquetaria LSD (CNS) Ciproheptadina
Plaquetas Contraccién del musculo liso
5-HT2s Fondo gastrico Contraccion a-Me 5-HT Metisergida
SNC L LSD . .
5-HT2c Plexo coroideo Secrecién de LCR a-Me 5-HT Metisergida
Excitacién neuronal Ondansetron
SNP . 2-Me 5-HT .
5-HTs3 SNC Efectos co_nductuales. Cl-fenilbiguanida Tropl_setron
ansiedad Granisetron
5.HT SNP (tracto Gl) Excitacion neuronal 5-metoxitriptamina GR113808
4 SNC Motilidad Gl Metoclopramida SB207266
5-HTs SNC Desconocido Desconocido Desconocido
5-HTe SNC Desconocido Desconocido Desconocido
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SNC

e ST LoD Diversos antagonistas
5-HT7 Vasos Desconocido Agonistas no 9
p . de 5-HT2
sanguineos selectivos

El receptor 5-HT1s se expresa ampliamente en el cerebro y el sistema cardiovascular.
En el SNC, el receptor 5-HT1s funciona como un inhibidor pre-sinaptico para modular
la liberacion de 5-HT y de otros neurotransmisores. El receptor 5-HT1is es un eficaz
agonista para actuar a nivel molecular en el tratamiento de la migrafia (Wang et al.,
2013).

A su vez, los receptores 5-HTia se implican en ansiedad y aprendizaje, y se ha
descrito que antagonistas 5-HTia revierten déficit cognitivos inducidos por diversos
farmacos (Celada, Puig, & Artigas, 2004).

Se ha demostrado que el receptor 5-HT2a posee gran afinidad por los farmacos
antipsicoticos atipicos que por los farmacos convencionales, por lo que podrian
desempeiiar un papel importante en la reversion de los sintomas positivos de la

esquizofrenia (Celada et al., 2004).

1.2.4. Quipazina

La 5-HT es un poderoso agonista vasoconstrictor en la mayoria de las arterias de
distintos lechos vasculares. Los agonistas de los receptores de la 5-HT aumentan la
actividad de algunos de sus receptores, son componentes quimicos todos con
propiedades y estructuras diferentes y tienen una gran aplicacion clinica
farmacoldgica en el tratamiento de diversas patologias. Algunos de los mas utilizados
son: la buspirona, los triptanos, trazodona, la cisaprida y la quipazina, entre otros,
cada agonista es especifico a un determinado receptor y su funcion quimica que

poseen (Guzman, 2010).

La quipazina es un agonista serotoninérgico que actua sobre los receptores 5-HT2, 5-

HTic, se han demostrado sus propiedades farmacoldgicas las cuales inducen la
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contraccion de los musculos lisos, la vasoconstriccion y estimula el SNC (Conn &
Sanders-Bush, 1987).

1.2.5. Metiotepina

Los antagonistas inhiben la unién a los receptores de la 5-HT, al igual que los
agonistas son de estructuras y composicion variable segun el compuesto, asi como
su accién farmacologica. Algunos antagonistas usados son: la ketanserina, la
clozapina, la agomelatina, el ondansetrén , y la metiotepina. La metiotepina es una
antagonista serotoninérgico del receptor 5-HT2, también causa efecto a través del
receptor 5-HT1, estudios realizados demuestran los efectos de la metiotepina a nivel
del SNC para tratar trastornos neuronales en enfermedades crénico degenerativas

como la diabetes mellitus (Amato, 2015; Navarrete & F, 2000).

1.3. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad de alta incidencia y con multiples
implicaciones, factores de riesgo y complicaciones. La DM es una patologia
metabdlica, caracterizada por complicaciones crénicas entre las que destaca la
hiperglucemia, manifestacion debida a que las células no utilizan la glucosa de
manera eficiente, por la inadecuada sintesis de insulina por las células 3 pancreatica
o la resistencia a la insulina por las células de diversos tejidos del organismo.
Algunos de los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son: la poliuria (orinar
frecuentemente), polidipsia (aumento en la sensacion de sed), polifagia (aumento en
el apetito), debilidad, rara vez cetoacidosis y susceptibilidad a ciertas infecciones

(American Diabetes Association, 2016).

En México se estima que 6.4 millones de personas sufren de DM, mientras que en el
mundo hay alrededor de 346 millones de enfermos, cifra que se ha duplicado en las
Gltimas dos décadas y continuard con esta tendencia de incremento por el

envejecimiento de la poblacién, la creciente prevalencia de obesidad, sedentarismo y
18| Pagina


http://pharmacologycorner.com/agomelatine-valdoxan-for-major-depressive-episodes/
http://pharmacologycorner.com/serotonin-5-ht3-receptor-antagonists/

cambios en la dieta (Gutiérrez etal.,, 2012; OMS, 2012).Las estrategias de
prevencion implementadas a escala poblacional en paises con elevado riesgo que
logren modificar estilos de vida en particular en la dieta, actividad fisica y tabaquismo
pueden ser altamente efectivas al reducir la aparicion de la DM vy retrasar la

progresion de la misma.

1.3.1. Clasificacion de la diabetes mellitus

Para la adecuada clasificacion de la DM a un individuo a menudo depende de las
circunstancias presentes en el momento del diagnostico, la historia clinica, factores
hereditarios, entre otros pardmetros para un adecuado tratamiento para una mejor
calidad de vida. De acuerdo a investigaciones realizadas por el comité de expertos
de la Asociacion Americana de Diabetes(American Diabetes Association, 2016),
propuso la clasificaciéon de los diferentes tipos de DM en 4 grupos:

e DMtipo 1 (DM1), este tipo se caracteriza por la destruccion autoinmune de las
células B de los islotes pancreaticos y por consecuente hay poca o nula
produccion de insulina. Este tipo de diabetes se presenta en la infancia y la
adolescencia, tiene mudltiples predisposiciones genéticas y también se
relaciona con factores ambientales que aun no estdn muy bien definidos.

e DM tipo 2 (DM2), defecto a la resistencia a la insulina que va desde la
predominante resistencia a la insulina con una relativa deficiencia de
insulina.Esta forma de la diabetes con frecuencia no se diagnostica durante
muchos afios, porque la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en
etapas mas tempranas a menudo no es lo suficiente grave para que el
paciente observe cualquiera de los sintomas clasicos de la diabetes.

e DM gestacional (DMG), se refiere a la aparicién o reconocimiento inicial de
intolerancia a la glucosa durante el embarazo, por lo general en el primer o
segundo trimestre de gestacion (alrededor del 4% de embarazadas la

presenta).
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e Otros tipos de DM, existen multiples factores que desarrollan esta enfermedad
gue van desde factores ambientales, por farmacos, herencia, el tipo de vida de
los individuos, en si son muchos los factores implicados que conllevan a la
DM, sin embargo el adecuado tratamiento y el seguimiento de un régimen de
alimentacion hacen que el individuo lleve una vida plena y eficaz (American
Diabetes Association, 2016).

1.3.2. Diabetes mellitus experimental (DME)

Se sabe que los modelos animales utilizados en las investigaciones sobre la diabetes
mellitus, ayudan al estudio de los mecanismos patogénicos que conducen a la
presentacion de esta enfermedad, acompafiada de severa 0 moderada
hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y otras alteraciones metabdlicas
relacionadas con la misma, y dan la oportunidad de explorar nuevos tratamientos y

formas de prevenir estos cuadros morbosos (Hugués Hernandorena et al., 2002).

Existen numerosos modelos bioldégicos en animales que reproducen varias de las
manifestaciones clinicas de la diabetes humana mediante diversos métodos, entre
los cuales se destaca la induccién quimica con estreptozotocina en roedores. Este
farmaco provoca la destruccion selectiva de las células B de los islotes pancreaticos,

Unica fuente de insulina en el organismo (Bequer et al., 2016).

La obesidad y la consecuente resistencia a la insulina es un precursor importante de
la diabetes mellitus tipo 2 en los seres humanos. En consecuencia, la obesidad en
los modelos animales se ha utilizado en un intento de hacerse una idea de la
condicién humana. Los avances cientificos significativos se han hecho en el campo
de la investigacidon de la obesidad utilizando estos modelos de roedores. Los
pacientes se han beneficiado directamente de la utilizacibn de animales en el
descubrimiento de la insulina y la evaluacion de otros tratamientos (Rees & Alcolado,
2005).
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1.3.3. Neuropatia diabética

El cambio metabdlico inducido por la hiperglucemia conduce a una desregulacion de
multiples vias metabdlicas en la diabetes mellitus, que se presentan después del
diagnéstico o incluso afios antes que se detecte esta enfermedad (Hussain, Rizvi,
Singhal, Zubair, & Ahmad, 2013).

La neuropatia diabética se define como el dafio nervioso periférico, somatico o
autonomico, atribuible a la diabetes mellitus. Aproximadamente el 60 % de los
pacientes con diabetes mellitus presentan neuropatia diabética (Sytze Van Dam,

Cotter, Bravenboer, & Cameron, 2013).

Los mecanismo Y fisiopatologia de la neuropatia diabética estan asociados con la
hiperglucemia a través de la lesiébn micro vascular o la lesion metabdlica neuronal, la
deficiencia de vitaminas entre otras, son algunos de los factores de riesgo para

desarrollar esta patologia (Hussain et al., 2013)

Los cambios metabdlicos en la neuropatia diabética es multifuncional ya que puede
afectar directamente al tejido neuronal, y provocar dafios neuronales lo que conlleva
a dafos neurovasculares provocando una disfuncién de los principales 6rganos y
sistemas: incluyendo cardiaca, gastrointestinal y urogenital (Sytze Van Dam et al.,
2013).

Se ha observado que la disfuncién de la Na*/K*-ATPasa esta asociada al desarrollo
de la neuropatia diabética (Senefeld & Hunter, 2016); en pacientes con DM la
disminucién en la actividad de esta enzima se asocié con los padecimientos de
debilidad y fatiga (Krishnan, Lin, & Kiernan, 2008).

1.4. Na'/K*-ATPasa

El sistema de transporte celular de la Na*/K*-ATPasa fue descubierto en 1957 (Skou
& Esmann, 1992), es un medio esencial e indispensable para el transporte de

membrana de las células y esta sujeta a multiples mecanismos de regulacion. Esta
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presente en todos los tejidos, y es un complejo macromolecular muy estudiado
(Fuller et al., 2012).

Hay evidencia cientifica suficiente para establecer que esta enzima es la maquina
molecular que utiliza la energia de la hidrolisis de ATP para los transportes activos
acoplados de Na*y K* a través de las membranas plasmaticas, asi como una bomba

de iones de transduccion de energia (Xie & Askari, 2002).

1.4.1. Funcion y estructura

La Na*/K*-ATPasa es una familia de isoenzimas que cataliza el transporte activo de 3
Na* intracelular por el intercambio de 2 K* extracelular en la membrana plasmética de
las células. También regula muchas funciones celulares esenciales, tales como el
volumen celular, la produccién de calor, y la regulacion del pH intracelular en todas
las células(Mobasheri et al., 2000). Posee una subunidad a con 4 isoformas y una
subunidad B con 3 isoformas, tienen propiedades enzimaticas Unicas y regulan la
expresion celular dependiendo de su tipo, estado de desarrollo y la estimulacion
hormonal (Blanco, 2005a). Se ha descrito hace poco una subunidad y, como una
proteina transmembrana que se cree que existe aproximadamente en cantidades

iguales a las subunidades a y B (Mobasheri et al., 2000).

La subunidad a contiene la actividad catalitica de la enzima , ya que cuenta con el
sitio de unién del ATP y los sitios de unién de los cationes; la subunidad ( tiene la
funcion de estabilizar la subunidad a, facilitar su acoplamiento y la insercion en la

membrana celular (Figura 2)(Reinhard, Tidow, Clausen, & Nissen, 2012).
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Figura 2. Estructura tridimensional de la Na*/K+*-ATPasa.
(A) se muestra la disposicion estructural de la a-complejo con la subunidad y. Se muestra la unién
de los dominios A (amarillo) dominio de accidn, P (azul) dominio de fosforilacién, N (rojo) dominio de
unién de nucleétidos(Reinhard et al., 2012).

Se establece que la isoforma a1 sirve como la isoforma de ‘“limpieza” por su
abundancia y distribucién celular. Las isoformas restantes exhiben un patron
especifico de expresion; la isoforma a2 se expresa con mayor abundancia en el
musculo cardiaco, musculo esquelético, tejido adiposo y las células gliales en el
cerebro. La isoforma a3 se encuentra en mayor concentracion en las neuronas del
sistema nervioso central y el musculo cardiaco y también se ha encontrada en
concentraciones menores en el ovario, cartilago y el hueso. La isoforma a4 parece

ser que es especifica de los testiculos(Blanco, 2005b).

La isoforma 31 se ve presente en todos los tejidos. La isoforma 32 funciona como
una molécula de adhesion de las células gliales que participan especificamente en la
mediacion de las interacciones entre las neuronas y la glia. La isoforma B3 se
expresa mayormente en los testiculos peros también esta presente en el cerebro,

rifidn, pulmén, bazo, higado, e intestinos (Mobasheri et al., 2000).

Pruebas experimentales sugieren que las subunidades [ y proteinas FXYD

contribuyen esencialmente a las necesidades fisiolégicas variables de la maduracion
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y funcién estructural de la Na*/K*-ATPasa y modulan sus propiedades de transporte.
Entre otras funciones destacan: contribuyen a la polaridad celular, en la adhesién de

célula-célula y en la supresion de la motilidad celular (Geering, 2008).

En cuanto a las proteinas FXYD, poseen un Unico dominio transmembrana y han
sido consideradas como canales reguladores de iones. Modulan la actividad de la
Na*/K*-ATPasa, asi las FXYD con la enzima, mantienen el buen funcionamiento de
algunos procesos tales como: reabsorcion renal, la contraccion muscular y la

excitabilidad neuronal (Crambert & Geering, 2003).

1.4.2. Regulacion de la Na*/K*-ATPasa

Existen numerosos mecanismos que estan implicados en la regulacion de la Na*/K*-
ATPasa para adaptar su capacidad a las cambiantes demandas fisioldgicas,

permitiendo su adecuada funcion.

Estos mecanismos son complejos ya que la regulacién de la Na*/K*-ATPasa es
compleja, ya que su actividad puede ser modulada por diferentes factores intrinsecos
y extrinsecos. Dentro de los factores intrinsecos se encuentra el ATP, ouabaina, las
concentraciones de Na* y Mg?* intracelulares y K* extracelular. Mientras que la
regulacion extrinseca de los diversos tejidos estd bajo control por 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 (R. E. Garcia, Ramirez, Garcia,
& Camargo, 2013).

En la regulacibn a corto plazo estan involucrados efectos directos sobre el
comportamiento cinético de la enzima o la translocacion de las bombas entre la
membrana plasmaticas. Los mecanismos de regulacion a largo plazo inducen la

sintesis de la Na*/K*-ATPasa o su degradacion (Therien & Blostein, 2000).

Se ha demostrados que la 5-HT modula la Na*/K*-ATPasa en las células gliales del
cerebro y que existen varios tipos de receptores de 5-HT para cada area distinta del

cerebro (Pefia-Rangel, Mercado, & Hernandez-Rodriguez, 1999).
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2. JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad metabdlica crénica y compleja que afecta a una gran
parte de la poblaciéon y que cada dia aumenta mas su prevalencia por los malos
habitos de las personas como: la inactividad fisica, el sedentarismo y los malos
habitos alimenticios. Por lo que esta patologia es un problema grave a nivel mundial
por el numero creciente de casos en la poblacion. ElI descontrol de la DM,
principalmente el estado de glucemia, conduce a varias complicaciones metabdlicas

multifuncionales que pueden conducir al desarrollo de la neuropatia diabética.

La actividad de la bomba de sodio y potasio disminuye por la DM, reduciéndose el
transporte de membrana de las células y diferentes mecanismos de regulacién. De
igual manera, el sistema serotoninérgico se ve alterado por la DM, y dado que este
regula a la Na'/K*-ATPasa hay un desequilibrio en las células cerebrales en
estructuras esenciales como el cerebelo. La DM puede generar asi diferentes
sintomas como: la vasoconstriccion, desregulacion de la presion arterial, cefaleas,
cambios de conducta, trastornos emocionales, depresion entre otras. Reportes de
nuestro laboratorio han mostrado que la serotonina incrementa la actividad de la
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bomba de sodio y potasio en corteza cerebral y en esta relacion participan receptores
serotoninérgicos. No se conoce si en el cerebelo participa el receptor 5-HT2 en la
interaccion entre estos dos sistemas y si la respuesta de la enzima cambia en la

diabetes mellitus por lo que proponemos la siguiente:

3. HIPOTESIS

El receptor 5-HT2 participa en la regulacion de la actividad de la bomba de sodio y

potasio en cerebelo de ratas con DME.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar el efecto de quipazina y metiotepina sobre la actividad Na*/K*-ATPasa en

el cerebelo de ratas con DME.

4.2. Objetivos especificos

e Implementar un modelo de DME en ratas.

e Determinar si el agonista serotoninergico quipazina incrementa la actividad
Na*/K*-ATPasa en el cerebelo de ratas con DME.

e Evaluar en efecto de un antagonista serotoninérgico metiotepina sobre la

actividad Na*/K*-ATPasa en el cerebelo de ratas con DME.

27|Pagina



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, con pesos de 400 £ 20 g, los cuales se
mantuvieron en el bioterio del Laboratorio de Neurobiologia de la Facultad de
Quimico Farmacobiologia de la UMSNH, bajo los protocolos vigentes para el uso de
animales de investigacion(SAGARPA, 2001), 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%.

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 duracién de 6 semanas. Los grupos se

dividieron en un grupo control y un grupo DME.

Para inducir la DME, al grupo experimental se le administro estreptozotocina (STZ,
sigma) via IP, en dosis Unica de 55 mg/kg de peso (Lenzen, 2008), al grupo control
se le administré simultaneamente un volumen equivalente de vehiculo. Los niveles

de glucosa en sangre de cada rata fueron medidos utilizando el glucémetro

28|Pagina



OneTouch Ultra, antes y después de la induccion con STZ con 12 horas de ayuno
previo. Para esta medicion se realiz6 puncion en la cola de la rata con una lanceta, la
muestra sanguinea se coloco en la tira reactiva para OneTouch Ultra y se registro la
lectura de la glucosa en mg/dL. Los valores normales de glucosa sanguinea en ratas
fueron 73-110 mg/dL. Las ratas con concentraciones mayores a 200 mg/dL de
glucosa en sangre se consideraron con DME.

Las ratas se colocaron en jaulas individuales, previo a la medicién de la ingesta de
liguidos 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 males se midio la ingesta de solucién de sacarosa 10% y agua, suministrando
1 bebedero con cada liquido, dejando que los animales consumieran solucién de
sacarosa 0 agua, segun prefirieran. Cada semana se determiné el consumo de agua

y solucion de sacarosa, durante 24 hrs., hasta las 6 semanas.

El peso corporal y consumo de alimento se midieron una vez por semana posterior a
la induccién de la DME durante 6 semanas. Para medir el consumo de alimento se
coloco la cantidad de 100 g y se dejo por 24 hrs., después se pesoO el alimento

sobrante y por diferencia se obtuvo la cantidad de alimento consumido por las ratas.

5.2. Obtencion de muestras bioldgicas

Una vez completado el esquema de DME, con un periodo de ayuno de 12 hrs. se
procedié a la eutanacia de los animales por dislocacion cervical; rapidamente se
obtuvo de cada uno de ellos una muestra de sangre intracardiaca, ademas se

diseccion6 el cerebelo.

La sangre una vez coagulada se centrifugé a 2000 RCF y se recupero el suero para
realizar determinaciones enzimatico-colorimétricas de glucosa, colesterol total,
lipoproteinas de alta densidad (HDL), triglicéridos, proteinas totales, y albumina
sérica. Se emplearon kits Spinreact® para la determinacion de los diferentes

parametros bioquimicos, se siguieron los protocolos y recomendaciones del
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fabricante, asi como la ecuacién de Friedewald para el céalculo de lipoproteinas de
baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipidos totales
(Friedewald, Levy, & Fredrickson, 1972).

El cerebelo en proporcion 1:10 se colocd en solucion 50 mM de Tri-s-HCIl pH 7.4 y se
homogeneizo con 10 pasos a 700 rpm en un homogeneizador Thomas con vastago
de teflon de 0.25 mm de luz. Posteriormente se determind la concentracion de

proteina del tejido cerebeloso por el método de Lowry (Lowry y Col. ,1951).

5.3. Actividad especifica de la Na'/K"™-ATPasa

La actividad de la Na*/K*-ATPasa fue medida con el método usado por Mercado y
Hernandez (1994), en triplicado de alicuotas del homogeneizado equivalentes a 50
Mg de proteina, donde la actividad de la enzima se determindé mediante la cantidad de
fosfato inorganico liberado de la reaccién de hidrolisis del ATP. La actividad
especifica (A.E.) se expres6 como mMolPi/mgProt/h. En las series de tubos con el
agonista quipazina y con el antagonista metiotepina se incubo el tejido 20 minutos a
37°C.

5.4. Andlisis estadistico

A partir de los resultados se obtuvo la media aritmética y la desviacién estandar de
los datos experimentales, se empled la “t” de Student para comparar los valores
entre grupos y el programa GradPad Prism para la representacién grafica.
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6. RESULTADOS

6.1. Modelo de DME

Para realizar este trabajo primero se establecié el modelo de DME. En las ratas a las
que se les administr6 STZ se observdO un aumento significativo de la glucosa
sanguinea en comparacion con el grupo control, dicho incremento permanecio

constante desde la primera hasta la sexta semana (Figura 3).
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Figura 3. Niveles de glucemia en sangre en ratas de los grupos control y DME.
Determinaciones realizadas con 12 horas de ayuno. X = D.E. de 10 ratas de cada grupo ***p<0.001.

6.2. Consumo de alimento

Esta bien establecido que en ratas a las que se administra STZ para inducir DME,
ademas de hiperglucemia, presentan polifagia (Lenzen, 2008). El registro del
consumo de alimento mostré que la primera semana después de la administracion de
la STZ se observo que el grupo diabético consumié mayor cantidad de alimento (X=
43g) por lo que observamos que hubo polifagia y que el grupo control (X= 20g), este
incremento en el consumo representa un 95.3% y se mantuvo hasta la sexta semana

del tiempo experimental (Figura 4).
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Figura 4. Consumo de alimento.
El consumo de alimento (g en 24 h) de las ratas del grupo control y con DME. Se muestran las
mediciones obtenidas primera y sexta semanas posteriores a la induccion de la DME. Los datos
representan la media £ D.E. ** p<0.01, *p<0.05.

6.3. Peso corporal

En la Figura 5 se muestra como a partir de la primera semana experimental, en el
grupo DME su peso corporal disminuyé 31.5% con respecto al grupo control; la
pérdida de peso por en los animales del grupo DME fue hasta de un 56.5% con
respecto al grupo control que gana peso de manera a su desarrollo normal (X=581 g,
p<0.001).
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Figura 5. Peso corporal de los animales experimentales.
Los datos representan la media + D.E. con n=12 para ambos grupos, *P<0.05 comparando el peso
corporal del grupo control de la 1 semana y la 6 semana; **P<0.01 comparando el peso corporal del
grupo con DME de la 1 semana y la 6 semana.
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6.4. Consumo total de liquidos

Con respecto a la ingesta de agua las ratas de los grupos DME presentaron
polidipsia (Figura 6). En la mayoria de animales diabéticos, el consumo de total de
liquidos fue hasta 3 veces mas que el de los animales control durante las 6 semanas

del tiempo experimental (p<0.01).

**

, 6007 - 3 control 1 semana
o
S 500- EEd control 6 semana
: —~
= 05400- ] pME 1 semana
o c T
T <
o N 300- =L - EZd DME 6 semana
E ¢ = o
. |
3 — 200 —
c ==
o -
o 100
0 l

Figura 6. Consumo total de liquidos.
Consumo total de liquidos (botella con agua + botella con solucion de sacarosa) en 24 h del grupo
control y con DME que ingirieron una solucién de sacarosa al 10%. En la primera semana y sexta
semana posteriores a la induccién de la DME. Los datos representan la media + D.E.**p<0.01
***n<0.001 comparando grupo control con el grupo con DME de la primera y sexta semana
respectivamente.

6.5. Bioguimica plasmaética

Finalizada la monitorizacion del modelo de DM, los animales experimentales fueron
sacrificados y de ellos se obtuvo una muestra sanguinea intracardiaca para valorar
diferentes parametros bioquimicos que se enlistan en la Tabla 2. Con el andlisis de
las muestras sanguineas podemos observar que las ratas con DME tuvieron
glicemias superiores a los parametros consideraos como normales. ElI grupo DME
presento un incremento en los niveles de colesterol y de triglicéridos con respecto al
grupo control. Las lipoproteinas en el grupo DME mostraron una relacion distinta a

las analizadas en el grupo control, el valor de las VLDL correspondi6 al incremento
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de triglicéridos en el grupo DME. La concentracién de albumina sérica se encuentra
disminuida en nuestras ratas con DME, lo que nos indica alteraciones en el
metabolismo del uso de los nutrientes en el organismo. El modelo de DME se
implementé adecuadamente ya que los resultados obtenidos son similares a los
reportados por otros autores (Esquivel-Garcia, Prieto-Sierra, Bautista-Garcia,
Bolafios-Jiménez, & Mercado-Camargo, 2013; Manjarrez-Gutiérrez et al., 1999a).

Tabla 2. Parametros bioquimicos de ratas control y diabéticas.

Grupo  Glucosa  Colesterol - riilicéridos  HDL LDL VLDL  Albdmina

(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:t0.3  3.0+1.4
Diabética | 490.8+7.9* 112.2+1.4*  224.2+7.4*  40.7+1.1* 26.7+1.8* 44.7+1.6* 2.3+1.8
Los datos representan la media £+ D.E. con n=4 del grupo control y n=4 del grupo con DME*P<0.05.
Lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL).

6.6. Curva de dosis respuesta con quipazina en cerebelo

La figura 7 muestra el efecto de las diferentes concentraciones molares del agonista
quipazina sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa en preparacion de homogenizado
de cerebelo en ratas control y con DME. Observandose un aumento de la actividad
enzimatica con unas DEso de 6.448x10° M y 1.538x10° M para el homogenizado de

cerebelo en los grupos control y DME, respectivamente.
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Figura 7. Curva de dosis-respuesta del agonista quipazina en cerebelo de ratas control y con DME.
Los datos representan la media £ D.E. de 5 experimentos realizados por triplicado.

6.7. Curva de dosis respuesta con metiotepina en cerebelo

La figura 8 muestra el efecto de las diferentes concentraciones molares del
antagonista metiotepina en la actividad de la Na'/K*-ATPasa en preparacion de
homogenizado en cerebelo de ratas control y con DME. Se observa la disminucién
de la actividad de la enzima en el grupo DME con respecto al control, obteniendo una
curva de dosis repuesta para calcular la DEso. Obteniendo asi la dosis 4.791x101? M
y 1.133x10®% M para los homogenizados en cerebelo de ratas control y DME

respectivamente.
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Figura 8. Curva de dosis-respuesta del antagonista metiotepina en cerebelo de ratas control y con
DME.
Los datos representan la media + D.E. de 5 experimentos realizados por triplicado.

6.8. Porcentaje de actividad de la Na*/K*-ATPasa con quipazina

La figura 9 muestra el efecto de las concentraciones obtenidas de la curva dosis
respuesta del agonista quipazina, 1x 10° para el grupo control y 1x10° para el grupo
de DME en la actividad de la Na*/K*-ATPasa, observandose un 62.30 % de actividad

de la enzima y un 4.04 % en el homogenizado de cerebelo de ratas control.
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Figura 9. Porcentaje de actividad de la Na*/K*-ATPasa en homogenizado de cerebelo de ratas macho
adultas con quipazina en los grupos control y DME.
Los datos representan la media + D.E. de 5 experimentos realizados por triplicado.
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6.9. Porcentaje de inhibicion enzimatica con metiotepina

La figura 10 muestra el efecto de las concentraciones obtenidas de la curva dosis
respuesta del antagonista metiotepina, 1x10'2 para el grupo control y 1x10® para el
grupo de DME en la actividad de la Na*/K*-ATPasa, observandose un 72.23 % de

actividad de la enzima y un 28.70 % en el homogenizado de cerebelo de ratas

control.
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Figura 10. Porcentaje de Inhibicion de la actividad de la Na*/K*-ATPasa en homogenizado de cerebelo
en presencia de metiotepina en el grupo control y con DME.
Los datos representan la media £ D.E. de 5 experimentos realizados por triplicado.
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7. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de quipazina y metiotepina
sobre la actividad Na*/K*-ATPasa en el cerebelo de ratas con DME. Para lo cual
primeramente se implementé un modelo de DME en ratas las cuales exhibieron
muchos de los sintomas comunmente asociados con la diabetes entre los que se
encontraron: polifagia, polidipsia y poliuria; ademas, se observd una disminucion en
el peso corporal de los animales en estadio diabético. Estas alteraciones se
correlacionan con modificaciones metabdlicas provocadas por la hiperglucemia
cronica y concuerdan con resultados obtenidos anteriormente en el Laboratorio de
Neurobiologia y por otros investigadores, confirmando que la implementacion fue
correcta (Esquivel-Garcia etal., 2013; Manjarrez-Gutiérrez etal., 1999a). En
humanos, los médicos indican realizar entre las pruebas de diagndéstico y
seguimiento de la DM un perfil de lipidos; ya que en los pacientes con DM2 pueden
presentar un padecimiento conocido como dislipidemia diabética que puede
involucrar que el paciente esté en riesgo de padecer el sindrome metabdlico, una
condicién donde el estado de salud del organismo se encuentra mas comprometido
(Longo y col, 2012). En el grupo DME se observé un aumento significativo en el
contenido plasmatico de triglicéridos, colesterol y lipoproteinas VLDL (Tabla 2), que
demuestran que la falta de control del estado de glucemia acelera las alteraciones
que la DM produce en el organismo.

Diversos reportes en la literatura cientifica han indicado que durante el estadio
diabético ocurren alteraciones en la homeostasis i6nica del organismo y que
proteinas que transportan iones a traves de las membranas plasmaticas tienen
afecciones en su funcion (Ng, Tolerico, & Book, 1993), con lo que el desequilibrio en
las concentraciones normales intra- y extracelular de iones como el Na* y K* puede
modificar desde la funcién de una célula hasta aquella de 6rganos vitales como el
cerebro (Parmar, Singh, & Singh, 2016). El cerebelo es una estructura que precisa,

entre otros procesos, las ordenes de las vias motoras para lograr una buena
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coordinaciéon motriz (Herndez-Goni, Tirapu-Ustarroz, Iglesias-Fernandez, & Luna-
Lario, 2010).; esto dependera de la adecuada funcion de las células nerviosas
(neuronas y células gliales), por lo que un desequilibrio i6nico a este nivel puede
propiciar que se pierda el control de los potenciales de accion y que las células

nerviosas no logren funcionar adecuadamente.

La medicion de la actividad de la Na*/K*-ATPasa, una enzima esencial en la
regulacion de potenciales de accion en células nerviosas, establecié que durante el
estadio diabético hay un descenso significativo en la actividad de la enzima en el
cerebelo al compararse con el grupo control, lo que podria deberse entre otros
factores al funcionamiento inadecuado de la enzima, disminucion de su sintesis o0 un
incremento de su degradacion proteica (Ewart & Klip, 1995). También podria
asociarse que la DME propicia una disminucién en la sintesis de neurotransmisores
como la 5-HT que regula la actividad de la Na*/K*-ATPasa (Manjarrez-Gutiérrez
et al., 1999b; Mercado-Camargo & Hernandez-Rodriguez, 1992). En el cerebelo, una
disminucién en la actividad Na*/K*-ATPasa podria modificar la cantidad de energia
disponible para que esta estructura cerebral realice su funcion, ademés de generarse
un retardo en la remocion de neurotransmisores e iones del fluido extracelular donde
se podria propiciar que las células nerviosas permanecieran hiperpolarizadas o
despolarizadas por tiempos mayores, lo que implica dafios irreversibles relacionados

al desarrollo de la neuropatia diabética.

Se ha evaluado el mecanismo de la accion farmacolégica de agonistas y
antagonistas, entre ellos algunos con actividad serotoninérgica, que pueden revertir
afecciones producidas por diversas patologias en el sistema nervioso (Pallardo
Fernandez, 2016). En el presente estudio se probd la accion de quipazina y
metiotepina (agonista y antagonista serotoninérgicos, respectivamente) sobre la
actividad Na*/K*-ATPasa en el cerebelo de ratas con DME. La actividad de la enzima
en presencia del agonista quipazina incremento hasta 62.30 % en el homogenizado
cerebeloso del grupo con DME, sin embargo este incremento no fue el suficiente
para alcanzar los valores basales de actividad enzimatica observados en el grupo

control; y como era de esperarse de acuerdo a reportes donde se utilizaron
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antagonistas serotoninérgicos (Mercado-Camargo & Hernandez-Rodriguez, 1992), la
metiotepina se inhibié en un 72.23 % la actividad de la Na*/K*-ATPasa en el grupo
con DME y un 28.70 % en el grupo control. Con estos resultados se hace evidente
gue la DME disminuye la actividad de la Na*/K*-ATPasa del cerebelo de ratas, y que
pese a que durante el estadio diabético la 5-HT continla ejerciendo regulacion sobre
la actividad de la enzima, el uso de agonistas serotoninérgicos, como la quipazina
que actua sobre el receptor 5-HT2, no logran incrementar hasta valores basales de
un estado saludable la actividad de este importante transportador i6nico, por lo que

otros factores pudieran estar produciendo esta disfuncion.
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8. CONCLUSION

La diabetes mellitus experimental afecta la interaccion entre la bomba de sodio y
potasio y la serotonina en el cerebelo de rata mediada por el receptor 5-HT>.
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