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l. 5-HIDROXITRIPTAMINA.

1. ANTECEDENTES.

5-Hidroxitriptamina (5-HT o serotonina) es una amina bidgena, que actla como
neurotransmisor y hormona. Esta presente en numerosas especies, incluyendo al hombre y
juega un papel importante en una gran variedad de funciones fisioldgicas tales como el dolor,
el apetito, las emociones, el sexo, el suefio o la memoria, asi como en todos los procesos
patolégicos asociados a dichas funciones. Serotonina, cuyo nombre quimico es
3-(2-aminoetil)-1-H-indol-5-ol, y su formula quimica CLOH12NO (Figura 1), tiene un peso

molecular de 176 Dalton.

Previamente a ser identificada, en un
HO estudio realizado en gato por Brodie (1900) se
describié cémo la inyeccion de suero sanguineo
causaba vasoconstriccion y un reflejo vagal
representado por bradicardia e hipotension

I reversibles, asi como una parada de la
HN NH, respiracion que no se reproducia si se inyectaba
plasma. 5-Hidroxitriptamina, sin embargo, no
fue aislada en sangre hasta 1948 siendo

Figura 1: Estructura de la 5-hidroxitriptamina:
[3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-0]1. caracterizada poco después por Rapport y

colaboradores®quienes la denominaron haciendo alusién a su accion vascular original (sero =

suero y tonin = vasoconstriccion: “serotonina”).

Fue obtenida sintéticamente por primera vez por Hamlin y Fischer en 1951® siendo a
mediados de esta década cuando se sugirié que podria actuar como neurotransmisor a nivel
del sistema nervioso central. Aunque menos del 5% de la cantidad total de serotonina del
organismo reside en el sistema nervioso central (SNC), 5-HT es un factor muy importante

para el buen funcionamiento del cerebro, razon por la cual fue reconocida como sustancia
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neurotransmisora®. La observacion casi simultinea de que la droga psicodisléptica
dietilamida del acido lisérgico (LSD) antagonizaba una respuesta producida por 5-HT (aun
cuando la respuesta fuera contraccion del musculo liso gastrointestinal) confirmé la idea de

que 5-HT era un producto de nuestro cerebro y con importantes efectos conductuales.

Paralelamente, se aislé otra sustancia enddgena procedente de las células
enterocromafines (presente en la mucosa intestinal) a la que se denominé enteramina®. La
funcion observada para la enteramina constituia fundamentalmente la contraccion de musculo
liso. Posteriores investigaciones demostraron que enteramina y serotonina eran quimica y

farmacolégicamente similares®.

El descubrimiento de las vias biosintética y de degradacion” y el interés clinico por
los efectos presores de 5-HT® dieron origen a la hipotesis de que determinadas
sintomatologias son resultado de una produccién anémala de 5-HT®.

2. LOCALIZACION, SINTESIS, DEGRADACION Y RECAPTACION
DE 5-HT.

La serotonina se encuentra ampliamente distribuida en los reinos animal y vegetal. Se
localiza en vertebrados, tunicados, moluscos, artrépodos, en frutas y en semillas. Se puede
encontrar en los sistemas neuronales de todos los organismos que van desde la Drosophila ®?
a los seres humanos™”; se halla también en venenos, entre ellos los de la ortiga ordinaria,
avispas y escorpiones. En los mamiferos la podemos encontrar en las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal, plaquetas, pared de los vasos sanguineos,
pulmones, corazon, y en el SNC, donde actia como neurotransmisor. En el cerebro la
serotonina se localiza principalmente en los nucleos del rafe, glandula pineal y otras neuronas
(Figura 2).
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La mayor parte de su sintesis ocurre a nivel periférico, concretamente a nivel intestinal
(95%), y se produce a partir del aminoacido esencial L-triptéfano procedente de la dieta que,
una vez ingerido, es captado por las células enterocromafines para sufrir una serie de

transformaciones; dependiendo la sintesis, de la cantidad de triptéfano disponible y de

diferentes  factores que

. controlan la actividad de la

Neocortex I e { r . , . .
S ) - g triptéfano-hidroxilasa® 2.
Striatum - _;;r_'. El sistema nervioso
- A F L |
i Y=o o Wi, o .
e O T central contiene menos del
Amigdala / A . .
. Area”  “Sa\ Lt 2% de la serotonina total del
Hipocampo ventral - N A
Médula espinal organismo ™. 5-HT no
Neocortex i

atraviesa la barrera
hematoencefalica, por lo

: que sus niveles centrales
Amigdala Striatum

dependen de su sintesis
Figura 2: Mapa del cerebro con l ubicacion de ks células que P

contienen serotonina y sus axones. local, siendo el paso inicial
A=En humanos; B=En rata.

de la sintesis, el transporte

facilitado del aminoacido L-triptéfano de la sangre hasta el cerebro.

Las neuronas serotonérgicas contienen la enzima triptéfano-hidroxilasa (TPH), que
convierte el triptéfano en 5-hidroxitriptofano (5-HTP) y su distribucién en el cerebro es
similar a la de la propia 5-HT. Esta hidroxilacion del triptéfano parece ser la reaccion
limitante en la sintesis de serotonina, porque el 5-HTP se encuentra en pequefias cantidades en
el cerebro, posiblemente debido a que el siguiente paso lo trasforma tan rapidamente como se

forma (Figura 3).

La otra enzima implicada en la sintesis de serotonina es la descarboxilasa de los
aminoacidos L-aromaticos (LAAD), que convierte 5-HTP en 5-HT. Esta enzima esta presente
no s6lo en las neuronas serotonérgicas sino también en las neuronas catecolaminérgicas,

donde convierte 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) en dopamina.
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NH,

NH,

Triptéfano 5-Hidroxitriptofano

© Triptofano
hidroxilasa

5-OH-triptamina
descarboxilasa

5-Hidroxitriptamina

(serot\orE);Ei

N-acetil-5-metoxitriptamina

(melatonina) CHg
N, HIOMT MAO
O  (Hidroxindol-O-metil
CH,
transferasa)

o N\ \ 5-Hidroxiindolacetaldehido

CHO
N ™ Ho
H NAT (n-Acetil transferasa)
N
H

Acido 5 Hidroxiindolacético
(5-HIAA)

5-HF-aldehido clorhidrogenasa

HO

Figura 3: Biosintesis y metabolismo de 5-HT.
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Una vez sintetizada, la serotonina se almacena o es inactivada con rapidez por las
monoaminooxidasas  (MAO)  dando lugar a un producto intermedio,
5-hidroxiindolacetaldehido, que a su vez se oxida por la aldehido deshidrogenasa originando
como producto final el &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).

Cuando este sistema se satura (por ejemplo por consumo de etanol), el producto
intermedio se reduce en el higado produciendo 5-hidroxitriptofol. Ademés del metabolismo
por accion de la MAO, existe un proceso de captacion mediado por un portador dependiente
de Na* que participa en la terminacion de la accion de serotonina.

La regulacion de la concentracion extracelular de serotonina se realiza mediante un
transportador de alta afinidad, dependiente de Na" y energia. Dicho transportador permite
recaptar parte de la 5-HT liberada tras el paso de los impulsos eléctricos a través de los axones
serotonérgicos; es por tanto, el mecanismo mas efectivo para regular el acceso de serotonina a
los receptores pre y postsinapticos, y en definitiva para controlar la actividad del sistema de

neurotransmision serotonérgica™.

El transportador de serotonina posee una distribucion muy amplia en el organismo,
acorde con la de 5-HT. Asi, ademas de en el SNC se encuentra también en células
endoteliales, glandulas adrenales y en plaquetas, donde juega un papel fundamental para

regular la concentracion libre de serotonina en sangre y durante el proceso de coagulacién ®°.

El blogueo de este transportador mediante inhibidores selectivos de la recaptacion

(ISRS) origina un importante incremento de la concentracion extracelular de serotonina.

3. RECEPTORES SEROTONERGICOS Y MECANISMOS DE
ACCION.

La expresion ubicua de los receptores de serotonina en el cuerpo humano permite su

papel multifuncional en varios sistemas fisiologicos *©.

Se han identificado hasta siete familias principales de receptores (designados como
5-HT,, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-hts, 5-HTg y 5-HT7, Figura 4), denominados asi por “The
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Serotonin Receptor Nomenclature Committee of the Internacional Union of Pharmacology”
(NC-IUPHAR)Y9_ Muchos de estos receptores tienen multiples subtipos®® %, algunos de

estos subtipos no tienen reconocida, hasta el momento, una accion fisioldgica.

La clasificacion y nomenclatura de estos receptores ha evolucionado durante los
altimos afios, sobre todo en la Gltima década del siglo XX, en respuesta a una rapida extension

de informacion sobre la estructura y funcion a nivel molecular.

El primer intento relevante para caracterizar los receptores de 5-HT fue realizado por
Gaddum y Picarelli en 1957%. Sus estudios se basaron en el analisis de las contracciones
inducidas por 5-HT en ileon aislado de cobaya. La morfina (M) o la dibencilina (D)
bloquearon estas contracciones de forma parcial que, sin embargo, fueron suprimidas por la

combinacion de ambos compuestos.

Dichos autores concluyeron que 5-HT actuaba a través de dos mecanismos y
receptores diferentes: receptores 5HT-M localizados en las terminales nerviosas
parasimpaticas (receptor neurotropico), que median la liberacion de acetilcolina, y receptores

5-HT-D, localizados en el musculo liso (musculotrépicos).

La introduccion de técnicas de fijacién molecular (binding) con radioligandos in vitro
en 1979 por Peroutka y Snyder®, permitié la discriminacion entre varios tipos de receptores
serotonérgicos, de modo que se especifico la presencia de dos tipos diferentes de receptores
(5-HT: y 5-HT>), segun la preferencia de union, en homogenado de cerebro, por [3H]5-HT o
por [3H]espiperona, respectivamente.

En 1986, se propuso una clasificacion y nomenclatura diferente, en la que se

distingufan tres subtipos de receptores®®:

a) “5-HTyike” con gran afinidad por 5-carboxamidotriptamina y podian unirse a
[3H]5-HT.

b) 5-HT,, inicialmente denominados Yy caracterizados como 5-HT-D o
musculotropicos por localizarse en el musculo esquelético, con gran afinidad por

ketanserina.
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¢) 5-HT3, cuyo mecanismo de accion esta asociado a canales idnicos y corresponden a
los anteriormente caracterizados como 5-HT-M o neurotrdpicos por localizarse en los

ganglios parasimpaticos.

Con el tiempo se han identificado y caracterizado nuevos receptores de 5-HT, que a
veces han sido nombrados de diferente forma por distintos grupos de investigacion® 2. Las
nuevas herramientas propias de la biologia molecular y su aplicacion, junto con las técnicas
bioquimicas y funcionales de los Gltimos afios, llevaron a la aparicion de una clasificacion de
receptores basada en la caracterizacion segin su composicion aminoacidica y la union a

segundos mensajeros, asi como las caracteristicas funcionales de los mismos.

Para evitar toda esta ambigliedad, “The Serotonin Receptor Nomenclature Committee
of the Internacional Union of Pharmacology” (NC-IUPHAR) reclasificd los receptores para
5-HT®19 en funcién de:

- La estructura molecular (secuencias en la estructura de los genes y receptores

para sus componentes de nucleétidos y aminoacidos respectivamente).

- El mecanismo de accién y caracteristicas transduccionales (segundos

mensajeros sintetizados de manera subsecuente a la interaccion ligando-receptor).

- Su mayor o menor afinidad por la serotonina y criterios operacionales (perfil

farmacoldgico mediante el empleo de agonistas y antagonistas selectivos)™®® %22,

De esta forma se han establecido siete clases de receptores diferentes, de los cuales,
cuatro estan bien caracterizados, uno no clonado y otros dos clonados pero de los que sus
caracteristicas operacionales y su mecanismo de transduccion no se conocen (Figura 4). De
acuerdo con las normas de la IUPHAR un receptor se nombrara con letras mayusculas cuando
sus caracteristicas estructurales y operacionales se hayan definido bien y se haya establecido
como receptor enddgeno”). Aquellos que no cumplan con estos criterios se nombraran con

letras mindsculas.
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Receptores
serotonérgicos
5-HTs 5-HT, !s-ht5! 5-HTs 5-HT

5-HTia 5-HTis I 5-HTip 5-htge 5-HTie 5-HT2a 5-hts, 5-htsp

2 Canal _

Figura 4: Representacion esquematica de la clasificacidn de receptores de 5-HT.
(AMPc =3’,5’-Adenosin monofosfato ciclico; PLC = Fosfolipasa C; AC= Adenilatociclasa)®

Basicamente todos los receptores de serotonina, a excepcion de los receptores 5HT;
(acoplados a canales i6nicos) son miembros de la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), que consiste en proteinas integrales de membrana que interactdan con

una gran variedad de hormonas y neurotransmisores®”.

Todos los GPCRs poseen siete dominios transmembrana que tienen el extremo
N-terminal en la parte extracelular y el extremo C-terminal en la zona intracelular, lugar de
fosforilacion (Figura 5). También estd claro que los sitios de union para los diferentes
agonistas y antagonistas estan localizados en las regiones transmembrana (a hélices) de la
proteina, hecho que ya se ha observado por técnicas de mutagenesis y receptores
quiméricos®@® %9,

Los receptores de 5-HT activan, bien a la enzima adenilatociclasa (AC) [que
promueve la produccién de 3’,5’-adenosin monofosfato ciclico (AMP.)], la fosfolipasa C
(PLC) (que promueve la produccion de inositol trifosfato (IP3) y aumenta el calcio intracelular

[Ca*]) o bien a canales iénicos (Figura 5y 6).

Todos estos sistemas efectores estadn presentes en todas las células, y por tanto los
GPCRs juegan un papel fundamental en la regulacién de las respuestas fisioldgicas y en la

accion de alrededor del 80% de todos los neurotransmisores y hormonas®?.
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Receptor 3 i g Receptor
5-HT ; 5-HT

Amino (N) Hendidura sinaptica Amino (N)
terminal terminal

‘e IseEEs e bﬁi‘."«rud‘o

Membrana post
Membrana post Citoplasma - p
sindptica - - sinaptica

Proteina G Proteina G

Carboxi (C) terminal Carboxi (C) terminal

Acopladosa proteina Gqu: Acopladosa proteina Gy Gs
i I
Activacionde PLC Inhibicion de AC Activacion de AC
?[Ca?]; 2 AMPc 2 AMPc
5-HTzn S-HT:a 5-HT,
D HT o 5-HT1s 5-HT
5-HT 5-HT1p 5-HT;
5-htse 5-hts (-?)
5-HT4¢

Figura 5: Estructura del receptor serotonérgico acoplado a proteinas G con siete dominios transmembrana.
(PLC = Fosfolipasa, AC = Adenilatociclasa, [Ca%*]; = Calcio intracelular, AMPc =3’ ,5°-Adenosin
monofosfato ciclico)9),

1.1 Receptores 5-HTj.

Los receptores 5-HT; comprenden cinco subtipos diferentes de receptores, que
comparten entre 41-63% de la secuencia genética, y estdn acoplados a proteinas Gi/G, que
inhiben la formacion de AMPc. Uno de ellos es el receptor 5-htye, cuya denominacion en
minuscula indica que aunque el gen que codifica para este receptor ha sido identificado, su

papel fisiolégico no ha sido aun bien definido.

En contraste, los receptores 5-HT1a, 5-HT1g ¥ 5-HTy1p han sido encontrados en una
gran variedad de tejidos. Existen agonistas y antagonistas especificos para 5-HTia y en la
actualidad se estdn desarrollando nuevos compuestos capaces de discriminar entre los
subtipos 5HT1s Yy 5-HT1p, siendo esta tarea dificil debido a la identidad farmacoldgica tan
proxima que poseen. Unicamente en roedores ha sido posible diferenciar la farmacologia de
5-HT.5 y 5-HTp debido a que 5-HTyg, en estas especies, exhibe una farmacologia Unica
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como resultado de una mutacion en ASP123/ARG123. Los receptores 5-HT1a inhiben la

descarga de las neuronas serotonérgicas asi como la liberacién de serotonina® *(Tabla 1).

1.2 Receptores 5-HT>.

Esta familia comprende tres subtipos de receptores diferentes, 5-HT,a, 5-HTos Yy
5-HT,c que comparten entre 46-50% de su secuencia genética, y se acoplan preferentemente a

Gq1 para aumentar la hidrolisis de IP; y aumentar el Ca** citosélico.

De estos tres subtipos, los receptores 5-HT,g y 5-HT,c tienen una mayor afinidad por

5HT que cualquiera de los otros receptores identificados hasta hoy (Tabla 1).

1.3 Receptores 5-HTs.

El receptor 5-HT3 es el tnico miembro de esta familia de receptores que pertenece a la
superfamilia de receptores acoplados a canales ionicos (Figura 6). Esta localizado
exclusivamente en tejido neuronal donde media la despolarizacion neuronal rapida. Sus
respuestas se bloguean por un gran nimero de potentes antagonistas que son altamente

selectivos.

Se cree que existe como estructura homopentameérica de subunidades a y 3 en las que
solo un 41% de la secuencia se ha clonado, considerandose también la posibilidad de que sean
estructuras heteropentaméricas. La subunidad o ha sido clonada de humanos, ratas y ratones y

muestra similitud con el receptor nicotinico de acetilcolina (Tabla 1).
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Figura 6: Estructura del receptor serotonérgico 5-HT4.(19),

1.4  Receptores 5-HT,, 5-hts, 5-HTg y 5-HT5.

Todos ellos se unen preferentemente a proteinas Gs y promueven la formacion de
AMPc; estan organizados como diferentes clases de receptores porque poseen una secuencia
idéntica inferior al 40%. No obstante, esta division es asumida como arbitraria y esta sujeta a
posibles cambios en el futuro. En la actualidad existen agonistas selectivos de receptores
5-HT,4 (Tabla 1), asi como agonistas y antagonistas selectivos de receptores 5-HTg y 5-HT>
(Tabla 1).

Para el subtipo de receptores 5-hts: 5-hts, y 5-hts, comparten mas del 70% de la
secuencia aminoacidica en roedores. En los seres humanos, el receptor 5-hts, se expresa
exclusivamente en el sistema nervioso central, principalmente en la corteza, el hipocampo y el
cerebelo®. El receptor 5-hts, no codifica ninguna proteina funcional en los seres humanos.
La funcidn precisa de los receptores 5-hts no se conoce, sin embargo, puede presuponerse que
los receptores 5-hts, desempefian un papel en el control motor y en la ansiedad, basado en el
hecho de que ratones knock-out para el receptor 5-hts; muestran una mayor actividad

locomotora y comportamiento exploratorio®?.
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Tipo de
receptor

Subtipo de
receptor

[\[e]ag]e] o]
previo

Localizacion

Neuronal:hipocampo,

Funciones

Cambios conductales, hipotensién

Agonistas selectivos

Antagonistas selectivos

Mecanismo de
transduccion

SHTia nucleo del rafe central SROlHBIAT AT
SNC, terminaciones Vasoconstriccion, inhibicion
5-HTp 5-HT1pp nerviosas, VSMC trigeminal 5CT CGS-12066B SB224289 GilGe () AC
Disminucién AMPc,
5-HT, 5-HTip 5-HT1pg SNC Heterorreceptoren auricula humana L-694,247 BRL 15572 cambioenel
potencialde
...... membrana
5-htye 5-HT1gq SNC No establecidas Metiotepina
5-HT1¢ 5-HT1ep SNC Inhibicién trigeminal Sumatriptan Metisergida
5.HT D VSMC, plaquetas, SNC, Vasoconstriccion, agregacion R96544
2A tracto gastro intestinal plaquetaria, broncoconstriccion Espiperona
Musculatura lisa de ileon, Contraccion fundusenratay Go/Gu1 (+) PLC
5-HTyp 5-HT,e fundusderata, Uteroy vasodilatacion endotelio dependiente BW723C86 . . SB 204741 q'21L Lo
5-HT, crloiEl via NO a.-metil-5-HT Ritanserina Incrementa hidrélisis
de IPy eleva [CAZ*);
Posible participacion en la produccién
5-HT,c 5-HT1ic SNC detransferrina, ereccion y regulacion MK-212 RS 102221
del LCR
Neuroexcitacién simpética y Asociado a canales
5-HT; - M Periferia, SNC parasimpatica, provoca émesis 1-fenilbiguanida MDL 72222, Granisetron i6nicos Na*/K*
ATP asa
Tractogastrointestinal, Relajacion musculatura lisa (esofagica Gs (+) AC
5-HT,  -— - SNC, corazény vegiga y gastrointestinal), incrementa la BIMUS8,ML1030,RS67506 GR 113808,SB 204070 Incrementa la
urinaria amplitud de EEG formacion de AMPc
5-htsa 5-HTsa SNC Simpatico inhibicién cardiaca o »
5-hts Ergotamina LSD, SB-6995551-A () AC Mmﬁm:co_o:
5-hts 5-HTsp SNC No establecidas
5HTs e e SNC, mm:@__o.m. cervicales Posible BOQc_mm_o:N__cmEo_o: de >m: 5-McOT>5-HT R004679, SB-399885 Gs (+) AC Aumento
superiores en SNC, consolidaciéon de la memoria del AMPc
5-HT1.jike SNC, musculatura lisa, y L . . Pimozide, mesulergina, Gs (+) AC Aumento
5-HT, 5-HTyx ganglios simpaticos Relajacion VSM y gastrointesstinal 5-CT>5-HT>5-MeOT clozapina, SB-269970 del AMPC

Tabla 1: Clasificacion de receptores serotonérgicos (modificado de Andrade y colaboradores (2.
(VSMC = Células de musculo liso vascular, SNC = Sistema nervioso central, AC = Adenilatociclasa, Pl = Fosfatidil inositol, NO = Oxido nitrico, [Ca?*]; = Calcio intracelular,

LCF=Liquido cefalorraquideo, PLC=Fosfolipasa C, VSM= musculo liso vascular,EEG = Electroencefalograma, AMPc = 3’,5’-adenosin monofosfato ciclico, Na*/K* ATPasa =
Sodio potasio ATPasa, Ach = Acetilcolina).
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Se ha descrito que los receptores 5-HTg desempefian un papel en la cognicion, el
aprendizaje, el control del apetito y los trastornos convulsivos®?. Se expresan en varias areas

del cerebro humano, predominando en el nticleo caudado®?.

Existen algunos receptores de serotonina, para los que no se ha identificado el gen que
los codifica, que tienen un papel funcional en los tejidos en su conjunto (por ejemplo,
despolarizaciéon de las motoneuronas de rata, inhibicién de la liberacion de noradrenalina
(NA) en arterias coronaria de cerdo y despolarizacién lenta de las neuronas mientérica), pero
no se correlacionan con ninguno de los anteriormente descritost*’**# 39 Como su estructura

es desconocida, estos receptores se denominan huérfanos en la nomenclatura actual.

Desde que en 1994, Hoyer y colaboradores,“” propusieron la clasificacion de receptores para
serotonina en la que se basa la actual realizada por la IUPHAR™, el conocimiento de estos
receptores ha evolucionado, como es el caso de la determinacion de la existencia de diferentes
isoformas producidas por modificaciones transducccionales, asi han aparecido hasta 7
isoformas funcionales del receptor de 5-HT, cuatro variantes funcionales del receptor 5HT ¢,
cuatro variantes funcionales para el receptor 5-HT7; (5-HT7@-5-HT7@) y cuatro variantes
funcionales del receptor 5-HTs4 (5-HTa@ -5-HTa@). Aunque todas estas isoformas no
presentan grandes diferencias en cuanto a caracteristicas operacionales, estan distribuidas en

diferentes zonas, tanto a nivel central como a nivel periférico™®.

Se sigue investigando sobre cual es el objeto de todas estas isoformas, aungue se cree
que pueden estar relacionadas con la desensibilizacion de receptores a nivel celular, o en las

diferentes respuestas a agonistas mediadas a traves de distintas vias efectoras.

4.  TRANSPORTADOR DE SEROTONINA E INHIBIDORES DE LA
RECAPTACION.

Los transportadores de monoaminas (MATS) son estructuras proteicas que funcionan
como transportadores integrales de membrana plasmatica para regular las concentraciones de
neurotransmisores. Hay tres clases principales de MATs: SERT, DAT y NET, responsables

de la recaptacion de sus correspondientes neurotransmisores: serotonina, dopamina y


http://es.wikipedia.org/wiki/Neurotransmisores_monoamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Serotonina
http://es.wikipedia.org/wiki/Dopamina
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norepinefrina. Los MATs estdn ubicados en la hendidura sinaptica, transportando las
monoaminas desde la hendidura sinaptica de vuelta hacia el citoplasma de la neurona
presinaptica®. La regulacién de los MATs ocurre generalmente a través de fosforilacion y
modificacién postraduccional®”. Debido a su importancia en la sefializacién neuronal, los
MATSs son el objetivo de muchos farmacos terapéuticos asociados con trastornos del estado de
animo, tales como fluoxetina o metilfenidato. Los compuestos sintéticos tales como

anfetamina y cocaina también pueden tener como diana los MATS.

Estos transportadores son miembros del grupo de transportadores neuronales de
membrana, sustrato especifico Na*/Cl-dependientes®”. Los MATs son grandes proteinas
integrales de membrana compuestas de 12 dominios transmembranales conectados por bucles
intracelulares y extracelulares. Los terminales -NH, y -COOH de las proteinas MATS se
encuentran dentro del citoplasma de las células presinépticas. Todos los MATs contienen
sitios para la fosforilacion de proteina cinasa mediante la proteina cinasa AMPc-dependiente,
la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa Ca®*/calmodulina-dependiente®®. Los MATSs
son responsables de la captacion de monoaminas mediante la union secuencial y cotransporte
de iones Na" y CI'. El gradiente de concentracion de iones generado por la bomba ionica
Na'/K*-ATPasa proporciona la fuerza impulsora para la captacion de monoaminas mediada

por transportadores®®®.

Cuando los gradientes idnicos son alterados (el K* extracelular aumenta o el Na* 6 CI
disminuye) los transportadores pueden funcionar en sentido contrario dando lugar a un flujo

de salida neto de substratos e iones de una neurona®® (Figura 7).

SERT es responsable de la recaptacion de la serotonina extracelular en un proceso
Na*/CI-dependiente®”. En el SNC, SERT se ubica en la corteza cerebral, las regiones CAly
CA3 del hipocampo, también en los nucleos del rafe mediano y dorsal. En el sistema nervioso
periférico (SNP), SERT se ubica en el tracto intestinal, glandulas suprarrenales, placenta,

pulmones, y plaquetas®®® 3",


http://es.wikipedia.org/wiki/Norepinefrina
http://es.wikipedia.org/wiki/Sinapsis
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/Neurona
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosforilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Modificaci%C3%B3n_postraduccional
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluoxetina
http://es.wikipedia.org/wiki/Metilfenidato
http://es.wikipedia.org/wiki/Anfetamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Coca%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_monofosfato_c%C3%ADclico
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza_cerebral
http://es.wikipedia.org/wiki/Hipocampo_%28anatom%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleos_del_raf%C3%A9
http://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A1ndulas_suprarrenales
http://es.wikipedia.org/wiki/Placenta
http://es.wikipedia.org/wiki/Pulmones
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Figura 7: Localizacién presinaptica del trasportadorde serotonina (SERT).
(Amph= anfetamina, MDMA = 3 4-metilendioximetanfetamina)
(modificado de Torres y colaboradores®9),

La expresion de SERT en las plaquetas tiene como funcién adquirir 5-HT desde el
medio extracelular para posteriormente utilizarlo en la activacion plaquetaria. La regulacion
de SERT ha sido vinculada a la deplecién aguda de Ca** y Na* intracelular, a la inhibicién de

calmodulina, a la PKC, y a la activacién de 6xido nitrico sintasa (NOS)/GMPc®",

Para regresar a una conformacion de reposo el SERT requiere del transportador de K*

intracelular®®.

La fosforilacion juega un papel clave en la funcién de los MATs. Cuando el SERT es
fosforilado mediante la via PKC-dependiente da lugar a la internalizacion del mismo. La
internalizacion del SERT reduce la recaptacion de 5-HT®?.

En 1979 Langer y colaboradores describieron un lugar de fijacion para los farmacos
triciclicos (lugar de fijacién de imipramina) en cerebro y plaquetas®® 39 que resulté ser el

transportador de serotonina. Debido a la facilidad de obtencién de muestras de sangre, dicho


http://es.wikipedia.org/wiki/Calmodulina
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_n%C3%ADtrico_sintasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Guanos%C3%ADn_monofosfato_c%C3%ADclico
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosforilaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Serotonina
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lugar de fijacion se ha utilizado en la busqueda de anomalias bioquimicas en pacientes
deprimidos con resultados contradictorios“” Y y para el estudio de las interacciones

farmacoldgicas de diversos farmacos con el transportador de serotonina en humanos®?.

La importancia farmacologica del transportador de serotonina deriva del hecho de que
los farmacos antidepresivos de primera generacion (triciclicos) inhibian en mayor o menor
grado la recaptacion neuronal de 5-HT y NA. Lo cual llevo junto a otros hechos a desarrollar

diversas teorias mas o menos simplificadas sobre la etiologia de la depresion.

Asi en base a estas teorias se desarroll6 una nueva familia de farmacos antidepresivos,
con accion selectiva sobre el transportador de serotonina, los denominados inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina: citalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina y
sertralina. Estos farmacos tienen capacidad de inhibir con mayor o menor potencia y
selectividad la recaptacién neuronal de serotonina, a través del bloqueo del transportador®®.
Por su mayor especificidad, los ISRS carecen de los efectos secundarios de los farmacos
triciclicos, derivados de su afinidad por los receptores de acetilcolina (Ach), noradrenalina e
histamina; lo que facilita un mejor cumplimiento de las pautas terapéuticas y, por tanto, de los

tratamientos*> 44,

El prototipo de este grupo es la fluoxetina, es de absorcion lenta, con una vida media
de 24 a 48 horas, lo cual mejora la adherencia al tratamiento. Produce menos efectos
secundarios que los antidepresivos triciclicos, sin efectos cardiacos, nauseas, diarrea, cefalea,
disfuncion sexual, insomnio, etc.., (generalmente dependientes de dosis); a veces, origina
nerviosismo al inicio del tratamiento, riesgo de hemorragia gastrointestinal debido a su accion
sobre las plaguetas, y es junto con trazodona, los que provocan menor ganancia de peso.
Tiene mucha aceptacion ademas de por lo indicado, porque tiene indicaciones adicionales; es
de primera eleccién en el tratamiento de la depresion, tanto en fase aguda como en el
mantenimiento y para prevenir la recaida y la recurrencia; mejora las alteraciones del suefio
propias de la depresion, trastorno obsesivo-compulsivo o bulimia nerviosa (complemento a

psicoterapia).
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S. ACCIONES FARMACOLOGICAS ASOCIADAS A 5-HT.

Como consecuencia de su amplia distribucién por todo el organismo la serotonina esta

implicada en muy diversos procesos fisioldgicos y patologicos.

Aunque sus reservas periféricas constituyen la mayor parte de 5-HT del organismo,
esta monoamina actda también como neurotransmisor a nivel del SNC, influyendo de forma
directa o indirecta en casi la totalidad de las funciones cerebrales. Entre ellas podemos
destacar la funcién endocrina (el control hormonal lo ejerce fundamentalmente sobre el eje
hipotalamo-hipofisis), el suefio (es la 5-HT la principal implicada en las fases Il 'y 1V del
suefio), el apetito (5-HT regula la ingesta y la saciedad)® “©, la conducta sexual (ejerce
efecto inhibidor de la liberacion hipotaldmica de gonadotropinas) y la regulacion de la

temperatura corporal “" %8,

La alteracion en la regulacion de la serotonina en seres humanos ha sido implicada en
una amplia gama de trastornos psiquiatricos, incluyendo el trastorno obsesivo-compulsivo, la

depresion, la ansiedad, los trastornos alimenticios, el abuso de sustancias y la dependencia®®

51)

La prevalencia de trastornos mentales varia entre 4.3 al 26.4% de la poblacion, segun
datos epidemioldgicos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recabados en 14 paises
de América, Europa, Oriente Medio, Africa y Asia. En el Informe Mundial sobre la Salud del
afio 2001 se refiere que la prevalencia puntual de depresion en el mundo era del 1.9% en los
hombres y del 3.2% en las mujeres. Sin embargo, estas cifras podrian ser demasiado
conservadoras, pues estudios mas recientes indican valores del 3-5% para varones y del
8-10% para mujeres®>>>. En ese mismo afio, la OMS estimé que la prevalencia de depresién
en el mundo es del 5-10%, y el riesgo de padecerla durante la vida es del 10-20% para las
mujeres y solo un poco menor para los hombres. Por ello, esta organizacion ubica la depresion
como la cuarta causa de discapacidad en el mundo, sefialando que, para el afio 2020, si no

antes, estara en segundo lugar®®.

Los niveles plasméticos de triptéfano son significativamente inferiores en los sujetos
con depresién mayor que en sujetos control sanos®” °®. Ademas, estudios realizados en

humanos ha mostrado que privar al cerebro de triptéfano, disminuye los niveles de serotonina
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central, induciendo depresién en cuestion de horas®. Por lo tanto, los precursores de la
serotonina, como L-triptéfano y 5-HTP se han utilizado en el tratamiento de esos trastornos
basdndose en la idea de que la deficiencia de serotonina central es la causa subyacente de la

depresion®

. A pesar de esta hipdtesis, la existencia de un vinculo definitivo entre la
deficiencia de serotonina y la depresién no ha sido bien establecido®”. Se sabe que en los
seres humanos, los precursores de serotonina pueden aumentar la produccion de serotonina
central ®®. En el decenio de 1970 a 1980, varios estudios trataron a pacientes deprimidos con
precursores de serotonina, como el L-triptéfano, y 5-HTP®® siendo la eficacia de la

administracion 5-HTP controvertida®®.

La teoria sobre la relacion entre la serotonina y el comportamiento agresivo en seres
humanos, primates y roedores es explicada por la deficiencia de esta amina®. En ratones
knockout del receptor 5-HT;4 Se observé una mayor tendencia a evitar nuevos ambientes, el
miedo y para escapar de situaciones estresantes siendo la hipdtesis de que el aumento de la
retroalimentacién en la neurotransmision serotonérgica es probablemente responsable de la
ansiedad en estos animales®. Se sugirié que estos efectos pueden deberse a la disminucion
de la densidad de receptores 5HT1a Ya que estos ratones tenian niveles normales de 5-HT y
5-HIAA®®. Ademas, los agonistas del receptor 5-HT14 han demostrado un potente efecto

antiagresivo en roedores y animales agresivos®”.

A nivel periférico 5-HT también esta implicada en la actividad de diversos 6rganos y
sistemas, como son el aparato respiratorio, el sistema gastrointestinal donde se sintetiza el

5(68-70)

95% de la serotonina dentro de las células enterocromafine y el metabolismo del

hueso* ™, entre otros.

Afecta también al metabolismo de la glucosa, ya que algunos estudios sugieren que la
serotonina induce hiperglucemia’®. Otros, sin embargo, han demostrado que la serotonina
disminuye la concentracién sanguinea de glucosa” "®. El mecanismo exacto del efecto
hipoglucemiante no esta bien determinado, algunos datos indican que este efecto puede estar
mediado a través del receptor 5-HT,a, que se expresa tanto en ratas"’” ® como humanos .
La activacion de este receptor induce una absorcién rapida de glucosa®, causada por una
mayor expresion de los transportadores de la misma en la superficie de la célula. El efecto

hipoglucemiante de 5-HT no parece estar mediado por la insulina. De hecho, no se observa
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aumento significativo en la insulina después de la administracion intraperitoneal de triptéfano
en ratas®. Ademas, los miotdbulos expuestos a la serotonina no muestran aumentos en la
3,4,5-fosfatidilinositoltrifosfato (PIP3) o la proteina cinasa B (PKB), los cuales estan

significativamente elevados en presencia de insulina®.

Lustman y colaboradores (1986) observaron que los niveles de serotonina aparecen
bajos en los pacientes diabéticos de tipo 1, especulando en cuanto a si tal deficiencia podria
contribuir a la mayor incidencia de trastornos afectivos y neuropsiquiatricos en la diabetes®?.
En un estudio posterior se demuestra que la fraccion libre de L-triptdfano es baja en nifios con
diabetes tipo 1 y se postula una relacion entre la serotonina central y el aumento de la

incidencia de los enfermedades psiquiétricas en los diabéticos tipo 1¢2.

La serotonina también ejerce su efecto en células mesangiales; de este modo, en este
tipo de células, se ha descrito la existencia de receptores 5-HT1g y 5-HT2a, asociados los dos
a una inhibicion de la adenilatociclasa® ®. La serotonina estimula la produccion de factor de
crecimiento tumoral Bl (TGF-B1) y la sintesis de colageno®). También, por si misma, 5-HT
es un factor de crecimiento de estas células, por un mecanismo en el que entra en juego la

PKC y otras cinasas, pero también la produccién de especies reactivas de oxigeno®®.

A nivel cardiovascular la serotonina funciona como una neurohormona en el sistema

cardiovascular y sus respuestas son complejas.

Favorece la agregacion plaquetaria, la mayor parte de la serotonina circulante se
transporta en los granulos densos de las plaquetas®”. La serotonina es liberada por las
plaquetas como respuesta a una serie de sefiales, entre ellas, el contacto con el endotelio
dafado, la isquemia y agonistas de los receptores 5-HT, y 5-HT3. Las plaquetas liberan
serotonina y otros factores, que son importantes en la regulacién de la trombosis y la
hemostasia por una accion vasoconstrictora directa. También serotonina actda en las células
endoteliales liberando distintos agentes, cuyo efecto resultante puede ser vasoconstriccion o
vasodilatacion en células de musculo liso®”. Serotonina afecta al tono de los vasos
sanguineos, via receptores localizados en las células musculares lisas de la pared de dichos
vasos, siendo la tipica respuesta a la serotonina vasoconstriccion®”, sin embargo serotonina
puede controlar sus propiedades vasoconstrictoras mediante la liberacién del éxido nitrico

(NO) por activacion de diferentes tipos de receptores (Figura 8).
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Estudios recientes en ratones knock-out para la triptéfano hidroxilasa-1 (TPH 1),
muestran un papel entre la serotonina y la funcién plaguetaria. Los ratones presentan una
alteracion de la hemostasia asociada con una disminucién de serotonina periférica y un menor
riesgo de padecer trombosis y tromboembolismo®. En estos ratones la estructura plaquetaria

y su capacidad de adhesion no esta modificada pero, esta ultima si se encuentra disminuida.

Las respuestas vasculares de 5-HT dependen de muchos factores entre los que se
encuentra la especie animal a estudiar, el tono vascular basal, el lecho vascular que se esté
estudiando (Figura 9), la dosis del agonista empleado, las condiciones experimentales y en
mayor grado, la naturaleza de los receptores involucrados (5-HT; al 5-HT), asi como la

posibilidad de que aparezcan acciones reflejas o indirectas®?.

La serotonina actla como neurotransmisor central sobre el sistema cardiovascular a
través de las neuronas de los nacleos del rafe. Mediante la activacion de las vias simpaticas y
parasimpaticas, la serotonina ejerce efectos cronotropicos e inotrépicos en el sistema
cardiovascular®®®. Estos efectos estan mediados a través de receptores de las familias
5-HTy, 5HT, y 5-HT5® %% fundamentalmente.

La activacion de receptores 5-HTia pueden causar inhibicion simpética central y

bradicardia® °, mientras que la activacion del receptor 5-HT,a media la estimulacion
LESION VASCULAR
Agregacion inicial de
plaquetas
Agregacion de plaquetas §
acelerada Receptores 5SHT2a LIBDEII;QEEI'ON Receptores 5HT:
TROMBO VASOCONSTRICCION Liberacion de factoresrelajantes
v v derivados del endotelio
HOMEOSTASIA U
OCLUSION VASCULAR
VASODILATACION
Figura8: Esquema de actuacion de 5-HT trasser liberado ante una lesién vascular.
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simpatica que conduce a un aumento de la presién arterial y taquicardia® °"*® (Figura 9).

Los receptores 5-HT3 median lo que se conoce como el reflejo de Von Bezold-Jarish
en humanos. El reflejo se produce cuando los receptores 5-HT3 en las terminaciones nerviosas
aferentes vagales son estimulados, dando lugar a una bradicardia brusca pero transitoria que
origina una respuesta hipotensora, seguida de taquicardia refleja y aumento de la presion

arterial®* %799,

Otros mecanismos bradicardizantes incluyen la inhibicién simpética cardiaca por
activacion de receptores presinapticos 5-HT1g/1p Y, en el caso de la rata, con un componente

adicional de participacion de receptores 5 htsazsg % 17,

Los receptores 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT4 y 5-HT7 estan presentes en las células
vasculares del mlsculo liso y células endoteliales"®). A través de estos receptores, la
serotonina modula la contraccion y relajacion de los vasos sanguineos, y por lo tanto, la

regulacion del tono vascular®®. Sin embargo, el receptor o receptores responsables de estas

Taquicardia (especie dependiente)
5-HT,a (rata); 5-HT3 (conejo); 5-HT7 (gato)
Accion tiramina-like (cobaya)

Bradicardia (5-HT3)

- [
l\-.. NA Receptores
Gandli Médula T
angfio espinal A
simpatico P Adrenorreceptores
Vaso
- sanguineo . Glébulo rojo
W-HT1en asma
2 e
< GAndula ooes \ S Capilar
suprarreng ’ B Glébulo blanco
Plaqueta

Liberacionde NA

Figura 9: Efectos cardiovasculares periféricos de 5-HT (Adaptado de Ramagey Villalon, 20089)),
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acciones aun no estan totalmente clarificados.

La activacion de receptores serotonérgicos 5-HT, localizados a nivel de musculo liso,
como ocurre en la mayor parte de los grandes vasos (Figura 10), origina vasoconstriccion,
hecho ampliamente demostrado ya que su inhibicién antagoniza dicho efecto®?; en cambio,
los localizados a nivel endotelial originan vasodilatacion como han demostrado algunos
autores® % 103104 qienes proponen para esta vasodilatacion, mecanismos serotonérgicos
que inducen liberacién del factor relajante endotelial. Serotonina media efectos inotrépicos y
cronotropicos positivos a traves de los receptores 5-HT, presentes en los miocitos cardiacos
(%. 199 Ratones knock-out para la triptéfano hidroxilasa 1, que desarrollan miocardiopatia,
muestran concentraciones de serotonina superiores que oscilan del 4-8% respecto a los
normales™®, no observandose, sin embargo alteraciones morfoldgicas cardiacas en estos
ratones; a diferencia de los ratones knock-out para el receptor 5-HT,g, que desarrollan

defectos morfogenéticos cardiacos que conducen a la muerte embrionaria o neonatal®®.

Se reconoce para esta amina bidgena cierto papel en la regulacion y control de los
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Figura 10: Estructura de los vasos sanguineos y localizacién de receptores
serotonérgicos en las diferentes capas.
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niveles de presion arterial, al menos a nivel central®" °®, habiéndose visto que la activacion

de determinados receptores, como son los 5-HT1a centrales, originan hipotension.

Aunque también hay estudios que han puesto de manifiesto su papel como poderoso
autacoide vasoactivo que se libera en la agregaciéon plaquetaria en respuesta a diferentes
procesos (inflamacion, infecciones, etc.) y que juega un papel importante en la fisiopatologia
de diversas enfermedades vasculares“”, como pueden ser la hipertensién sistémica pulmonar

y la enfermedad periférica vascular®®,

En condiciones in vitro, serotonina es capaz de provocar contraccion de la mayor parte
de los grandes vasos de conductancia, pero con diferencias en la sensibilidad; de este modo,
podemos decir que las arterias cerebrales y coronarias son las que originan una mayor
respuesta ante la activacion serotonérgica; en cambio, en microcirculacion, el efecto
constrictor directo de serotonina aparece sobre todo a nivel de vénulas™®; en todo caso, es
importante tener en cuenta que la temperatura del tejido que se esté utilizando influye tanto en

la microcirculacion existente en el mismo, como en los efectos vasculares de serotonina™*?.

Se han descrito acciones constrictoras de 5-HT provocadas por la activacion directa a
nivel del mésculo liso vascular de receptores 5-HT; 6 5-HT,™Y, por activacién de los
receptores adrenérgicos® °?, o por liberacién de otros agentes vasoconstrictores como
angiotensina Il (Angll) o prostaglandina F20 (PGF2a)® ™2, Algunos estudios muestran que
en humanos, en las arterias coronarias, se expresan en gran cantidad los receptores 5-HT, y
5-HT1g, moderadamente los receptores 5-ht;r y 5-HT14, mientras que hay una baja expresion
de los receptores 5-HT:1p“%; y en las arterias cerebrales (arteria temporal y occipitales) se
expresan receptores 5-HTig, 5-HTip, 5-HT2a, 5-HTs, 5-HT4 y 5-HT7; en ambos casos,
estudios farmacoldgicos han mostrado que las respuestas vasoconstrictoras estan mediadas a

través de los receptores 5-HTyg y 5-HT 2% 113119,

En la vena porta de roedores, 5-HT también ejerce un efecto vasoconstrictor, tanto en
las preparaciones endotelio dependiente como endotelio independiente, a traves de la
activacion de los receptores 5-HTipng Yy 5-HT2a". Otros estudios sefialan que el endotelio
contrarresta parcialmente la respuesta vasoconstrictora a 5-HT en la arteria cerebral media de
cabra™®, vena safena de conejo**”, arteria uterina humana**® y arteria carétida de conejo®”
(Figura 11).
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En lo referente a las acciones vasodilatadoras, el efecto de serotonina es mas marcado
cuando el tono simpatico estd aumentado, aunque también se ha mostrado la presencia directa
de receptores serotonérgicos en células endoteliales™*® que pueden facilitar la liberacién de
6xido nitrico tras activacion de receptores 5-HT1a, 5-HT1g y 5-HT 522122,

Agregacion plaquetaria

A facilitada
Plaquetas agregadas ?" s —
h \ 5 y
\ 5-hT 5=HT J
Y

Amplificacién*

*nhibido por antagonistas 5-kT, O -

Figura 11: Efectos vasoconstrictores directos e indirectos de 5-HT.
(o = Adrenoreceptor a; Angll = Angiotensina Il; A = Adrenalina;
NA = Noradrenalina; EDCF = Factor vasoconstrictor dependiente
de endotelio). (Modificado de Vanhoute 1987(103)),

En el caso de cultivos de células endoteliales de aorta de oveja se ha demostrado la
activacion, al menos en parte, de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) por parte de
5-HT®®) 'y de modo similar para el caso de cultivos de células endoteliales de arteria
coronaria humana se ha sugerido la posibilidad de que serotonina induzca la produccion de
NO a través de los receptores 5-HTig y 5-HT25"Y. Las acciones vasodilatadoras de esta
amina se han mostrado también en los cambios vasculares de las arterias craneales que

acompafian a la migrafia. También existen receptores 5-HT; en el masculo liso vasculart?>

128) cuya activacion implica vasodilatacion mediada por un aumento del AMPc?-30)

(Figura 12).
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En lechos vasculares se han mostrado acciones tanto vasodilatadoras como
vasoconstrictoras, mediadas por diferentes tipos de receptores, que en algunos casos estan

ligadas a otros sistemas tales como la via de las ciclooxigenasas o las cininas vasoactivas.

En mesenterio autoperfundido de rata se ha demostrado la existencia de acciones
vasoconstrictoras serotonérgicas mediadas a través de los receptores 5-HTg y/0 5-HToc3V.
Sin embargo, en la vasculatura del tren posterior en ratas, esta vasoconstriccion esta ligada a

la activacion de receptores 5-HToa y 5-HT o2,

Las respuestas vasodilatadoras a este nivel se producen por la activacion de receptores
5- HT1e10™, los cuales llevan a una liberacion de adrenalina a nivel de las céapsulas
suprarrenales, seguida de una vasodilatacion provocada por la activacion de receptores

Bo-adrenérgicos™®?.

Plagquetasagregadas Agregacion

g & A plaquetaria facilitada

Células
endoteliales

*Inhibide por antagonistas 5-HT — Inhibicionde la o
neurotransmision adrenérgica
Figura 12: Efectosvasodilatadoresdirectos e indirectos de 5-HT.
(oo = Adrenoreceptor a, B = Adrenorecptor B, NA = Noradrenalina,
VIP = Péptido intestinal vasoactivo, PGl, = Prostaciclina)
(Modificado de Vanhoute 1987(103)),
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A nivel renal coexisten respuestas tanto vasoconstrictoras como vasodilatadoras
(135138) " Este efecto dual se ha observado tanto al perfundir 5-HT en la arteria renal de
perro™? como por administracion local de 5-HT en rifién hidronefrético*?. En este Gltimo
trabajo mencionado, la vasoconstriccion parece que se produce esencialmente a nivel de los
grandes vasos (arterias arciformes), mientras que las arteriolas de menos calibre
(intralobulares y aferentes) tienden a dilatarse. Estos resultados podrian indicar una situacion
diferente para los distintos subtipos de receptores de serotonina en todo el arbol vascular
intrarrenal. En la década de los 90, Verbeuren y colaboradores sugirieron la existencia de
receptores 5-HTia a nivel endotelial que mediaban la vasodilatacion producida por
8-OH-DPAT vy por algunos antagonistas p-adrenérgicos* **V. De igual manera, en rifién de
perros anestesiados Tian y colaboradores™? sugieren vasodilatacion renal, mediada por un
aumento en la liberacion de NO, producida por un agonista de los receptores 5-HT,, DOI. En
estudios de rifién autoperfundido in situ se demuestra la implicacion de receptores 5-HT, en la
vasoconstriccién provocada tanto por serotonina como por angiotensina 117 *®_ Con el
desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos, se ha mostrado la existencia de diferentes
subtipos de receptores segun la especie animal usada y/o la patologia subyacente; asi, se ha
visto la existencia de receptores 5-HT2a y 5-HT2g en arterias renales aisladas de rata®?,
mientras que en anillos de arterias renales de conejo se ha mostrado la existencia de

(144 " Estudios realizados en nuestro laboratorio, en rifion

receptores 5- HT Yy 5-HT1p
autoperfundido in situ de ratas hipertensas por L-NAME, demuestran la implicacién de

receptores 5-HT-a en la vasoconstriccion provocada por serotonina™*®).

6. INTERACCION SISTEMA SEROTONERGICO-ADRENERGICO-
COLINERGICO.

La interaccion de serotonina con otros neurotransmisores (acetilcolina, adrenalina,
noradrenalina, dopamina, etc.) tanto a nivel central como periférico ha sido muy estudiada en
los ultimos afos. En este sentido, hemos de decir que la distribucién de neuronas
serotonérgicas a nivel del SNC es muy similar a la de las neuronas noradrenérgicas, que la
actividad de estas Ultimas esta regulada por serotonina, y que existen diversos tipos de

receptores serotonérgicos en terminaciones nerviosas adrenérgicas periféricas de distintos
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tejidos y especies. La presencia de tales receptores media la liberacion y la inhibicién de los
correspondientes neurotransmisores después de la estimulacion neuronal, asi como el aumento

de dicha liberacion en terminales adrenérgicos™®.

Desde hace afios existen estudios que demuestran una interaccion entre el sistema
colinérgico y serotonérgico™”. La mayoria de estudios realizados con psicofarmacos
demuestran que la interaccion entre los procesos colinérgicos y serotonérgicos tiene una
relevancia funcional. Se ha demostrado liberacion de acetilcolina en hipocampo de rata que

151-153
( ) y

que puede ser facilitada a través de la activacion de receptores 5-HT;a y 5-HT3. También hay

puede ser controlada localmente por receptores 5-HT1g**®, 5-HT;®4% 9 y 5.HT,

evidencia de que una denervacion serotonérgica del hipocampo es capaz de facilitar la
liberacion de acetilcolina. En la corteza, la liberacion de Ach puede ser controlada localmente
por receptores 5-HTig Yy 5HT; inhibidores, mientras que la activacion sistémica de los
receptores 5-HTia Yy 5-HT, induce efectos de facilitacion. Por ultimo, en el estriado, la
inhibicion local del tono colinérgico puede estar mediada por receptores 5-HT; y 5-HT,™%. A
nivel del nervio vago, en ratas desmeduladas existen mecanismos serotonérgicos inhibidores

de la neurotransmisién colinérgica de tipo 5-HT, y potenciadores de tipo 5-HT5®*®

5156, 157)

que se ven

modificados por la diabete

Neurona Adrenérgica

Neurona Serotonérgica

Figura 13: Representacion de la interaccion de los sistemas adrenérgico, colinérgico,
serotonérgico.
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La 5-HT, en pulmon, origina tanto constriccion como relajacion de las vias aéreas,
principalmente facilitando postsinapticamente la neurotransmisién colinérgica, aunque

también actua directamente en el masculo liso®®®.

Desde que en 1977, McGrath demostr6 que dosis pequefias de 5-HT inhibian la
liberacion de noradrenalina tritiada inducida por estimulacion eléctrica en vena safena de
perro™, en numerosos estudios se ha establecido la existencia de interaccién entre ambos
sistemas a nivel de SNC(6% 161 y g\p(. 145,156,157, 162-167) "y |3 actualidad en varias especies
de animales se ha puesto de manifiesto la interaccion entre el sistema simpatico y
serotonérgico, al menos parcialmente, ya que la vasoconstriccion cutanea que se produce por
3,4-metilenedioxi-metanfetamina (MDMA\) esta mediada por la liberacién de serotonina y, la

subsiguiente estimulacién de receptores 5-HT 2.

Igualmente, se ha demostrado que
serotonina es capaz de inhibir la liberacion de NA, tanto in vitro como in vivo, en distintos
lechos vasculares de diferentes especies (en vena safena humana y de perro“®**™ auriculas
humanas™’®, vena cava y vasculatura renal de rata®™” ™, arterias cerebrales de la especie

bovina®’™) y en ratas normoglucémicas y diabéticas®® 130 131, 157, 165-167)

Estudios en arteria pulmonar de conejo muestran que receptores 5-HT, y 5-HT1g/1p
median la liberacion de Ach que, a su vez, activan receptores muscarinicos pre y/o
postsinapticos en los nervios simpaticos que originan inhibicién de la liberacion de NA®™®. A
nivel pulmonar se ha demostrado la implicacion de los receptores o-adrenérgicos en las
respuestas contréctiles a 5-HT®""), estando implicado en dicha contraccién el NO, de tal modo
que en presencia de NO enddgeno la respuesta contractil de 5-HT esta mediada por los
receptores a-adrenérgicos, mientras que la inhibicion de NO enddgeno potencia el

componente de la contraccién mediado exclusivamente a través de los receptores 5-HT24"®.

A nivel del corazdn, serotonina favorece la liberacién de NA por la estimulacion de
receptores 5-HT1a, Yy como consecuencia tiene efectos inotropicos y cronotrépicos positivos.
Ademas puede producirse bradicardia acompariada de hipertension por respuesta refleja vagal.

En ratas desmeduladas la serotonina induce una inhibicion presinaptica de la transmision

simpética® % 163 17 " estando mediada dicha inhibicion por los receptores 5-HTj,
(89)

principalmente los 5-HTip"’. Sin embargo, se reconocen mecanismos que aumentan la

liberacién de noradrenalina, mediados por receptores 5-HT3*¥. Otros autores® muestran
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como, también en ratas desmeduladas, 5-HT induce una inhibicion simpatica cardiaca

mediada por receptores 5-HT; y 5-htsasg.

Estudios realizados con plaguetas humanas determinaron que NA juega un papel
importante en el control del funcionamiento de los receptores 5HT;. La NA, por activacién de
la PKC mediada por receptores a- Yy P-adrenérgicos, regula la fosforilacion de receptores
5-HT,, interfiriendo asi en la capacidad de respuesta funcional de serotonina. Altos niveles de
NA (liberados en situaciones de estrés) pueden jugar un papel importante en la regulacion de
respuesta a receptores 5-HT; y en el control y efectividad de farmacos en trastornos de

ansiedad*8%-182)
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1. DIABETES.

El Comité de Expertos en el Diagnostico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus,
comité que se cre6 en mayo de 1995 y que trabaja con el patrocinio de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) define la Diabetes Mellitus (DM) como un conjunto de
enfermedades metabdlicas caracterizadas por una hiperglucemia, que aparece como resultado
de defectos en la secrecion de insulina, de alteraciones en la accion de la misma, o de ambos.
La hiperglucemia cronica esta asociada a dafios a largo plazo, disfunciones y fallo en varios

organos, especialmente en los 0jos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos.

Dentro de esta denominacion comdn se incluye, como en la propia definicion se
muestra, un grupo muy heterogéneo de enfermedades, cuya clasificacion ha sido una ardua
tarea. Fue este Comité de Expertos el que establecio las bases para la actual clasificacion

(185189 que quedo de la siguiente forma:

1. Diabetes Mellitus tipo 1.

2. Diabetes Mellitus tipo 2.

3. Otros tipos especificos de diabetes:
3.1. Diabetes gestacional.
3.2. Alteracion del metabolismo o de la homeostasis de la glucosa.
3.3. Diabetes por etiologias identificables.

Las dos formas méas comunes de diabetes son la DM tipo 1y la DM tipo 2. La primera
de ellas suele aparecer a edades tempranas, y se caracteriza porque los enfermos suelen ser
delgados, con acetonemia y dependen de la insulina para su supervivencia; mientras que el
segundo caso aparece generalmente después de los 40 afios y los que la padecen son obesos,
con antecedentes familiares de diabetes, y no todos dependen de la insulina exdgena
(Tabla 2).
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Caracterizada por la destruccion de células B, que habitualmente lleva a
déficit absoluto de insulina, hay 2 formas:

Diabetes

Mellitus tipo 1 e Diabetes Mellitus mediada por procesos autoinmunes. La destruccién

de células B resulta de un proceso auntoinmune.
e Diabets Mellitus idiopética: etiologia desconocida.
Caracterizada por resistencia insulinica, que normalmente se acomparia

Diabetes de un déficit relativo de insulina. Puede variar desde resistencia

Mellitus tipo 2 | insulinica predominante con deficit relativo de insulina a deficit

insulinico predominante con alguna resistencia insulinica.

Homeostasia

Es un estado metabolico intermedio entre la normalidad y la diabetes.

e  Glucemia basal alterada: glucemia plasmatica basal por encima de los

de la glucosa valores normales y menor que el valor diagnostico de la diabetes.
alterada e Tolerancia alterada a la glucosa: glucemia mayor que los valores
normales y menor que la procedente del diagnéstico de la diabetes tras
sobrecarga de 75 g de glucosa.
Diabetes . . L
. Sin cambios en la definicion.
gestacional
Diabetes causada por otras etiologias identificables:
Defectos genéticos en la funcion de las células f.
Defectos genéticos en la accidn de la insulina.
Otros tipos Enfermedades del pancreas exocrino.
especificos Endocrinopatias.

Farmacos y drogas.

Infeccion.

Formas raras de diabetes relacionadas con procesos autoinmunes.
Otros sindromes genéticos.

Tabla 2: Caracteristicas de los distintos tipos de diabetes.

La Organizacion Mundial de la Salud, publicé un informe titulado: "Global Burden of

Diabetes 1995-2025: Prevalence, Numerical Estimates and Projections (Impacto global de la

Diabetes 1995-2025: Prevalencia, Estimaciones cuantitativas y Previsiones futuras)™®. En

este informe y, basandose en los datos epidemioldgicos disponibles en la actualidad, se

estiman una serie de predicciones: de las dos formas bésicas de diabetes, la tipo 2 se presenta
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principalmente en adultos y es, con mucho, la forma mas habitual. Representa entre el 85 y el
90 % de todos los casos de diabetes. Predecian que en 2010 la prevalencia de diabetes iba a
ser de 285 millones y los datos han arrojado la cifra de 347 millones en mayores de 25 afios
en 2008.

En 1980 se estimd que habia 153 millones de pacientes diabéticos en todo el mundo,
representando China e India el 40 % del total de personas con esta patologia. Como minimo,
el 50% de todas las personas con diabetes desconoce que tiene la enfermedad y en algunos
paises, esta cifra puede llegar hasta el 80%. El cuidado de la diabetes desde todos los campos
posibles (a nivel médico, de enfermeria, consejo y atencidén farmacéutica, educacion del
paciente y la familia) ha demostrado que las estancias hospitalarias se reducen hasta el 58%,
lo que implica un enorme beneficio socioecondmico. Estd ampliamente demostrado que el
coste humano y econdmico de la diabetes se podria reducir notablemente si se invirtiera en
prevencion, sobre todo en el diagnostico temprano, para evitar la aparicion de

complicaciones 2%,

La prevalencia de la diabetes en Espafia se sitla en el 6%, aunque en personas
mayores de 30 afos este porcentaje aumenta hasta el 12% y en mayores de 65 afios hasta el

25%, y empieza a observarse en edad pediatrica.
La incidencia de esta enfermedad también varia en funcion del tipo de diabetes:
- DM tipo 1: 10-12 casos/100000 habitantes/afio.
- DM tipo 2: 60-150 casos/100000 habitantes/afio.

La morbilidad en pacientes diabéticos es mucho mayor que en sujetos que no padecen
esta enfermedad, siendo comun la aparicion de alteraciones renales, oculares,

cardiovasculares, y neurologicas.
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1. PANCREAS E INSULINA.

El 6rgano responsable de la produccion de insulina es el pancreas y, concretamente los
islotes de Langerhans, denominados asi por su descubridor (1869, Langerhans). Pero la
relacion directa entre Diabetes Mellitus y dafio en los islotes de Langerhans no se establecio
hasta 1901 por Opie.

Histologicamente el péancreas tiene dos tejidos con funciones fisiologicas muy

diferenciadas:

- Los acinos (pancreas exocrino): son los encargados de la secrecion de jugos

digestivos al duodeno.

- Los islotes de Langerhans (pancreas endocrino) (Figura 14): el pancreas
humano tiene de dos a tres millones de islotes de aproximadamente 0,3 mm cada
uno. Se encuentran organizados alrededor de pequefios capilares hacia los que las

células secretan las hormonas que producen. Los cuatro tipos de células son:
- Células B: (60%) que secretan insulina y péptido C.
- Células a: (25%) que secretan glucagon.
- Células y: (10%) que secretan somatostatina.

- Células PP: que secretan una hormona de funcion no muy aclarada que

se llama polipéptido pancreatico.
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Figura 14: Anatomia fisiologia del pancreas.

Desde que Banting y Best descubrieron que la administracion de insulina mejoraba
notablemente la sintomatologia del diabético, esta hormona ha sido ampliamente estudiada.
En 1928 Wintersteiner establecié que tenia estructura proteica y hasta 1955 no se conocio la
estructura primaria de la misma (Sanger; Premio Nobel)*®" %) de hecho fue la primera
proteina de la que se determind su secuencia de aminoacidos. Esta formada por dos cadenas
de aminoécidos (A y B) de 21 y 30 residuos aminoacidicos unidas por dos puentes disulfuro.
(Figura 15).

La insulina se sintetiza como precursor, preproinsulina (peso molecular: 11500 Da), en
el reticulo endoplasmatico rugoso. Este precursor es transportado al aparato de Golgi, donde
sufre modificaciones postransduccionales en forma de escisiones proteoliticas a proinsulina
(peso molecular: 9000 Da) y posteriormente a insulina (peso molecular: 5080 Da) y péptido
C. Estos se almacenan en granulos en las células B y se cosecretan por exocitosis en
cantidades equimoleculares de ambos, aunque también su liberacion esta regulada por otros

sustratos (acidos grasos libres o cuerpos cetonicos), factores hormonales y quimicos.

Cuando comenz0 a usarse en terapéutica la hormona insulinica procedia de animales,

al principio de ganado bovino (ya que era ésta la que tenia una accién mas duradera) y
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posteriormente la insulina porcina. A
partir de 1979, y gracias a las técnicas
de ADN recombinante fue posible
producir  insulina  humana en
Escherichia coli®®®, y unos afios més
tarde la insulina humana también se
habia logrado por conversion de la
insulina porcina o por biosintesis en

Saccharomyces cerevisiae. En la

. - actualidad la  insulina  puede
Figura 15: Estrucutura de la insulina humana

sintetizarse por mutacién de genes,

tanto de E. coli como de S. cerevisiae, lo que facilita nuevos estudios de esta molécula, tanto

estructurales como funcionales.

Con el descubrimiento de la insulina cambid radicalmente el prondstico de los
pacientes diabéticos, ya que de estar destinados a morir en un breve intervalo de tiempo
pasaron a vivir de manera normal, aunque pronto se lleg6 a la conclusién de que la insulina no
era la curacion sino un mero sustituto que evitaba la muerte, aunque no los efectos

secundarios que se producian a largo plazo.

2. COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS.

El principal problema que plantea la diabetes no es la administracion de insulina o de
antidiabéticos orales, sino sus complicaciones a largo plazo. Estas complicaciones afectan a
diferentes drganos, al metabolismo de glucidos, lipidos y prétidos, asi como a diversos

sistemas de neurotransmision originando cuadros patoldgicos de gran importancia.

La complicacion mas frecuente en la diabetes es a nivel del sistema nervioso,
estimdndose que alrededor del 40% de los diabéticos presentan algun tipo de alteracion
neuropatica en el momento del diagndstico, viéndose afectados tanto nervios sensoriales
como motores. Su prevalencia aumenta con el tiempo de evolucion de la enfermedad y con la

edad del paciente, teniendo varias vias para el desarrollo, tales como la hiperfiltracion
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glomerular, regulacién de la PKC, los productos avanzados de glicosilacion final, la
activacion de la via de los polioles, el aumento del estrés oxidativo y la regulacion de los
factores de crecimiento®. Esta afeccién lleva a un encharcamiento del tejido nervioso
(debido al funcionamiento erréneo del sistema enzimatico de la aldosa-reductasa), que a largo
plazo provoca defectos en la transmision del impulso nervioso. En muchos casos tambiéen
aparece desmielinizacion de las fibras nerviosas, que es la causa principal de las neuralgias
que sufre el paciente diabético. La neuropatia diabética origina aumento de la respuesta
vascular a NA® y en la mayorfa de los casos una disminucién del flujo sanguineo. Se ha
visto que las respuestas de los vasos, donde se ha demostrado histoquimicamente que hay
terminaciones nerviosas adrenérgicas, serotonérgicas y peptidérgicas, estan disminuidas, lo
que puede generar una alteracion del flujo sanguineo por inervacion nerviosa, que pueden
contribuir a la patogénesis de la neuropatia diabética® ** %9 Por otro lado, también existe la
evidencia contraria, es decir, que son las alteraciones vasculares subyacentes a la diabetes las

que causan el desarrollo de la neuropatia diabética.

Los estudios realizados en ratas diabéticas a nivel del sistema nervioso central han
llevado a teorfas contrapuestas con respecto al sistema serotonérgico central** 9. Lackovic
y colaboradores, en 1990, demostraron que la cantidad de serotonina sintetizada en cerebro es
mayor en ratas diabéticas no tratadas con insulina*®; esta investigacion se contrapone con las
realizadas por otros autores que afirman que en ratas con hiperglucemia cronica esta

disminuida la sintesis de este neurotransmisor®®®

. También, se ha demostrado que en
animales con DM inducida hay cambios hormonales, tales como la elevacion de la

concentracion de corticosterona en plasma™®”.

Las alteraciones hematicas y cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en personas diabéticas. Las alteraciones hemaéticas afectan a casi todas las células
sanguineas. A nivel leucocitario hay una menor actividad mitogénica y fagocitaria,
produciéndose a su vez un incremento de la hemolisis. Las proteinas plasmaticas se
glucosilan, lo que hace que la sangre sea mas viscosa y haya un mayor riesgo de trombos. A
nivel plaquetario hay una hiperagregabilidad, con el consiguiente aumento de la liberacion de

factores intraplaguetarios como tromboxano A2 (TXA2) y 5-HT®9% 199
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Las alteraciones cardiovasculares se pueden producir a nivel de grandes vasos
(macroangiopatias) o de pequefios vasos (microangiopatias). Estudios realizados muestran la
existencia de alteraciones a nivel del metabolismo del acido araquidonico y modificaciones en
la permeabilidad y sensibilidad que pueden contribuir a estas alteraciones vasculares
(90, 200. 20 " Tampién en la diabetes se ven modificaciones a las respuestas contractiles, por
estimulacion eléctrica y a la administracion de agentes vasoconstrictores exdgenos, aungue en
estos casos las respuestas son contradictorias ya que hay autores que hablan de un aumento de

la respuesta vasoconstrictora a agentes exégenos?> 209

(204, 205)

y otros proponen que estas respuestas

estan atenuadas

Entre las microangiopatias méas frecuentes estd la nefropatia diabética, que se
manifiesta claramente por glomeruloesclerosis que evoluciona siempre hacia insuficiencia
renal. La diabetes es la responsable de un 30% de las insuficiencias renales graves que

necesitan tratamiento con dialisis y de un 16% de los trasplantes de rifion.

La evolucion del rifion hacia la nefropatia diabética se manifiesta clinicamente por
microalbuminuria, seguida de proteinuria y de uremia que culminan en la insuficiencia renal
terminal. La aparicion de proteinuria estd precedida normalmente de diversas modificaciones
funcionales como la hiperfiltracion glomerular, la vasodilatacion renal y el aumento de la
permeabilidad capilar a macromoléculas. Todo ello se acompafia de cambios estructurales que
incluyen un aumento del espesor de la membrana basal, una hipertrofia glomerular y una
expansién mesangial que conducen, de modo global, a la glomeruloesclerosis y a la fibrosis
intersticial. Existen factores metabolicos (hiperglucemia, glicosilacion de proteinas, via de los
polioles), asi como factores hormonales (prostaglandinas, glucagén, factor natriurético atrial)
gue estan implicados en las alteraciones de las funciones renales durante la diabetes. Las
alteraciones de la hemodinamia intrarrenal, unido a las alteraciones de diferentes vias
metabdlicas llevan a la expansién del mesangio glomerular y a la glomeruloesclerosis por

mecanismos que, a dia de hoy, no estan completamente elucidados®® 27,

Asi, en la evolucion de la nefropatia diabética el rifion pasa por diferentes estadios: un
estadio precoz caracterizado por una hiperfiltracion glomerular producida por una reduccién
de la resistencia vascular intrarrenal y una hipertension en los capilares glomerulares, seguida

de una normalizacion hemodindmica en la que aparece la microalbuminuria; mas tarde
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aparece el estadio tardio, en el que se instaura la insuficiencia renal con glomeruloesclerosis y
proteinuria, y que, finalmente conlleva la necesidad de dialisis o de trasplante renal. Algunos
estudios han demostrado que esta nefropatia se desarrolla mas rapidamente, tanto a nivel
clinico®® como en animales de experimentacion®® cuando, ademas de la DM existe otra
enfermedad concomitante como la hipertension. En la aparicion de este fallo renal se han
implicado diversos factores endoteliales, como es el caso del NO®? y |os prostanoides que
juegan un papel importante en el mantenimiento de la funcion renal, homeostasis de los
liquidos corporales, y la presion arterial. Los prostanoides corticales renales derivados de
ciclooxigenasas (COX), concretamente de la COX-2, en particular PGI2 y PGEZ2, juegan un
papel critico en el mantenimiento de la presion arterial y la funcion renal. Estudios en
animales muestran que, en ratas diabéticas por estreptozotocina (STZ), la sintesis renal de
PGE2, PGI2, y tromboxano B2 (TXB2) esta incrementa®® %2 La expresién de COX-2
también se encuentra incrementada en la rama ascendente gruesa y macula densa, tanto en
animales diabéticos tipo 1 por STZ como en ratas diabéticas Zucker tipo 1143*%* g en

rifiones de pacientes diabéticos®®.

Las macroangiopatias que mas frecuentemente se producen en la diabetes son
hipertension arterial, hiperlipemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperlipemia

combinada y arterioesclerosis (Figura 16).

Uno de los factores criticos y, muchas veces responsable del inicio del desarrollo de
las enfermedades vasculares en el diabético, es el endotelio, mas concretamente, la pérdida de
su capacidad reguladora en los vasos. La vasodilatacion endotelio dependiente, en la diabetes,
estd alterada. Estas modificaciones se muestran particularmente en la fase tardia de esta
enfermedad, tanto en rata diabética®’?'® como en el hombre®??) | a cantidad de NO
disponible es un factor de riesgo comun con la propia hiperglucemia producida por la diabetes
u otras alteraciones metabdlicas. La glucosilacién de proteinas y la sobreexpresion de
nicotinadenosindifosfato oxidasa (NADPH) en las células musculares lisas o endoteliales
aumentan el estrés oxidativo en los vasos sanguineos y llevan a una degradacion de 6xido

nitrico 4226,
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Figura 16: Complicaciones producidasen la diabetes (Adaptado de Camerony colaboradores@24)),

Existen estudios que han demostrado que realmente hay alteraciones a nivel de la
vasodilatacion producida por el endotelio. De esta forma Pieper y colaboradores en 1998
mostraron que la relajacion producida por el 6xido nitrico estaba disminuida en la DM, lo que
les llevé a sugerir que este déficit se reparaba con la administracion de L-arginina, un
precursor del NO, lo que lleva a plantear una posible asociacién entre el desarrollo de la
enfermedad y el déficit de NO®?"). De hecho la enzima eNOS se “desacopla” en condiciones
de hiperglucemia, lo que quiere decir que la enzima tiende a producir mas anion superoxido
que NO®@?#2%)_ Otros estudios sugieren que, probablemente, el responsable principal de este
comportamiento del enzima es el cofactor de la Oxido nitrico sintasa, la

(224231 Otros autores seflalan modificaciones en los niveles de

|(199, 232)

tetrahidrobiopterina

endotelina 1 en diabetes experimenta

Por el contrario, en la fase precoz de la diabetes el NO parece estar implicado en la

hiperfiltracion glomerular, y de hecho ha sido demostrado que la excrecién urinaria de nitritos
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y nitratos esta aumentada®®?, la hiperfiltracion glomerular es inhibida por un inhibidor de la
NOS®@* 24 y |a expresion de la NOS est4 aumentada a nivel glomerular en rata diabética
(235, 239) Estos resultados sugieren que el NO, cualquiera que sea su origen, puede jugar un
papel importante en la hiperfiltracion glomerular que se produce en la fase precoz de la
diabetes. Otros estudios también muestran un incremento, a nivel de diversas arterias, en rata
diabética, de los factores vasoconstrictores derivados de endotelio (EDCF), como son los

prostanoides®" 28,

Los prostanoides derivados de la COX juegan un papel critico en la modulacion del
flujo sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular®?. En condiciones normales, los
prostanoides parecen ejercer poca influencia sobre el flujo sanguineo renal y la tasa de
filtracion glomerular®?. Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisiopatoldgicas,
particularmente en estados asociados con la disminucion del volumen sanguineo arterial
efectivo, como la insuficiencia cardiaca congestiva, sindrome nefritico y diabetes, el
mantenimiento de la funcién renal normal se vuelve dependiente de prostanoides®*? 239241,
Se ha demostrado que la hiperglucemia y el estrés oxidativo aumentan la expresion de COX-2
(inducible) en células endoteliales en cultivo y que, por tanto, aumentan también la liberacién
de TXAZ2.

Angulo y colaboradores ya en 1998, demostraron una importante relacion entre las
alteraciones endoteliales y las metabdlicas en ratas diabéticas por STZ, en las cuales, el grado

242) En este

de hiperglucemia se manipuldé por la administracién subcutanea de insulina
sentido, Pieper y colaboradores ?2”2*® realizaron estudios que llevaron a la conclusion de que
la defectuosa relajacion dependiente de endotelio que habia en ratas mantenidas
hiperglucémicas durante doce semanas, volvia a la normalidad después de cuatro semanas de

haberles hecho un trasplante pancreatico.
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1. DEPRESION, DIABETES, SISTEMA
CARDIOVASCULAR Y 5-HIDROXITRIPTAMINA.

El trastorno depresivo se ha estudiado ampliamente y se han generado diversas teorias
sobre su etiologia. Asi, desde el punto de vista bioldgico una de las teorias es la hipotesis
monoaminérgica, que explica la depresion como un trastorno que se produce por un déficit de
neurotransmisores monoaminérgicos, entre otros, de serotonina con lo que se produce una
disminucion de la neurotransmision, con produccion de los sintomas depresivos. Otra
hipdtesis es la de la desregulacidn de los receptores, que parece ser la que mas se acerca a la
realidad. Esta defiende que debido al agotamiento de neurotransmisores, se produce un
aumento de receptores postsinapticos y es esta situacion y las alteraciones que provoca en la
neurona postsinaptica la que produce el mal funcionamiento de sistemas, como el

serotonérgico entre otros y los sintomas depresivos ®**).

Como ya hemos indicado anteriormente la serotonina ejerce una importante influencia
en el estado de &nimo, conducta, movimiento, apreciacion del dolor, actividad sexual, apetito,
secreciones endocrinas, funciones cardiacas y el ciclo de suefio-vigilia. Como
neurotransmisor se encuentra implicada en la fisiopatologia y tratamiento de la depresion
desde el descubrimiento de los farmacos antidepresivos en los afios 50%*®). La participacion
de los receptores serotonérgicos en los efectos antidepresivos de los ISRS es compleja e

implica la estimulacion y bloqueo de los diferentes subtipos de receptores de 5-HT®**.

Considerando la naturaleza compleja del sistema serotonérgico y la interaccion con
otros sistemas neuroquimicos, muchos mecanismos pueden desempefiar un papel en el
desarrollo de la depresion. Actualmente los mecanismos sugeridos incluyen una baja
produccion neuronal de serotonina o expresion de receptores postsinapticos, una reduccion de
la estimulacién o una excesiva autoinhibicion. Independientemente de los mecanismos
exactos, la depresion es atribuible al menos en parte, a la transmision anormal de serotonina a
nivel central, por lo tanto, los agentes que modulen la transmision serotonérgica en el cerebro

pueden ser eficaces como antidepresivos®*.



44 iNTRODVCCIiON

La implicacion de 5-HT en la depresion es ampliamente aceptada y, cada vez, resulta
mas evidente la relacion entre 5-HT y diabetes, ya que durante el desarrollo de esta patologia
se han descrito cambios en los niveles plasmaticos de triptofano, en el recambio de 5-HT y

modificaciones en la liberacion de 5-HT®#*,

A su vez, la depresion, es frecuente en pacientes diabéticos, estando presentes los
trastornos depresivos mayores en el 15-20 % de pacientes con diabetes tipo 1 6 tipo 247249,
Los datos actuales indican que la prevalencia de la depresion en situacion de diabetes alcanza
(249) y

que la presencia de la depresion tiene un efecto negativo en la regulacion de la glucosa®® %%,

cifras del 24-29%, que la depresion no tratada en diabéticos agrava sus complicaciones

estando asociada ademas a un claro incremento del riesgo de complicaciones micro y

macrovascualres > %3y a su vez a un control erratico de los niveles de glucosa en sangre
(254)

Estudios clinicos revelan que los ISRS como fluoxetina, son mejores antidepresivos
para pacientes diabéticos que otros farmacos antidepresivos del grupo de los triciclicos (ADT)
proponiéndose para los ISRS, ciertos efectos beneficiosos del tratamiento en el control de la
glucemia. Aunque algunos estudios preclinicos muestran resultados dispares dentro de los
ISRS, Gémez y colaboradores en 2001 mostraron que la sertralina aumenta la secrecion de
insulina estimulada por glucosa sin ningln cambio en la sensibilidad periférica a la
insulina®®. No obstante, hasta el momento, la eficacia de los antidepresivos en pacientes

diabéticos requiere de més estudios™.

En 2003, Herrera y colaboradores publicaron un estudio, donde la fraccion libre de
triptofano esta reducida en nifios con diabetes tipo 1 y, postulan que las deficiencias de
serotonina centrales pueden ser responsable del aumento de la incidencia de desdrdenes

neurosiquiétricos en nifios con diabetes tipo 12,

En la Diabetes Mellitus las tasas plasmaticas de 5-HT estan aumentadas®®%®), debido
a que hay un aumento de la agregabilidad plaquetaria, siendo estas plaquetas la principal

fuente de serotonina a nivel periférico®®2%

, que durante la agregacién liberan de forma
masiva 5-HT. La activacion serotonérgica en los pacientes diabéticos se confirma porque se
dobla la cantidad de &cido 5-hidroxiindolacético, principal metabolito de 5-HT, que se excreta

urinariamente. Recientemente hay evidencias que muestran la implicacion de la serotonina en
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la regulacion de la glucosa”™. Ademés, la 5-HT estimula la captacion de glucosa y regula la
actividad fosfofructocinasa (PFK) a través del receptor 5-HT,a, lo que da lugar a una
fosforilacion de un residuo de tirosina de la PFK y la redistribucion intracelular de la PFK
dentro del musculo esquelético®®®. Otros autores™® muestran que la diabetes crénica en ratas
se asocia con una disminucion en la concentracion cerebral de 5-HT y con un incremento en

el numero de receptores 5-HT1a y 5-HT> en cerebro.

Existe, como terminamos de mencionar, una estrecha relacion entre el sistema
cardiovascular y serotonina. A su vez en la diabetes se originan complicaciones
cardiovasculares importantes, entre las cuales destaca la hipertension arterial, que tiene una
incidencia y prevalencia mucho mayor en individuos con hiperglucemia cronica. Muchos
estudios se han interesado por el posible papel de la serotonina en la fisiopatologia de las
complicaciones de la diabetes. De hecho esta enfermedad se ha asociado a modificaciones i)
en las concentraciones de 5-HT y de la agregacion plaquetaria®® %% ii) en la poblacién de
receptores serotonérgicos™® ¥ y iii) en las respuestas vasculares inducidas por serotonina en

diferentes vasos sanguineos y su regulacién endotelial®®?.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han podido demostrar
que 5-HT y determinados mecanismos serotonérgicos afectan a la transmision simpatica y
parasimpatica, en ratas desmeduladas y que la existencia de diabetes experimental inducida en
ratas con aloxano y mantenida durante cuatro u ocho semanas, genera cambios significativos
en la modulacion que 5-hidroxitriptamina y determinados mecanismos serotonérgicos, ejercen

en la neurotransmision simpatica in vivo(®® 130 137, 155, 163, 164, 166, 265) ' 1ye

igual modo, hemos
descrito cambios inducidos por diabetes en determinadas acciones vasculares analizadas en
territorios vasculares autoperfundidos (renal, mesentérico y del tren posterior) asi como en la

expresion de determinados tipos y subtipos de receptores serotonérgicos:20-13% 134,137, 138, 157)

El tratamiento con antidepresivos durante la diabetes, situacion de alta prevalencia en
la actualidad, puede inducir cambios beneficiosos en la evolucién de la enfermedad
diabética®® " y de sus complicaciones. Sin embargo, se desconoce si dicho tratamiento
antidepresivo pueden afectar a las acciones vasculares de 5-HT y/o a los mecanismos
indirectos implicados en dichas acciones (a traves de la liberacion de diferentes mediadores
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endoteliales), que han sido establecidos por nosotros y otros investigadores durante la

diabetes experimental.

Como ya se ha descrito previamente, serotonina ejerce diversas respuestas
cardiovasculares, bradicardia y taquicardia, hipotension e hipertension, vasodilatacién y
vasoconstriccion y muestra un amplio rango de acciones fisiologicas dado que sus receptores,
se encuentran ubicuamente expresados. Todo lo cual muestra la elevada complejidad del
sistema serotonérgico. Los conocimientos actuales sobre tipos y subtipos de receptores
serotonérgicos, asi como la mayor disponibilidad de agonistas y antagonistas selectivos,
facilitan el estudio de tales sistemas de receptores y permiten un mejor conocimiento de las

implicaciones y de los mecanismos de esta amina bidgena.

Nuestro grupo de investigacion viene desarrollando una linea de trabajo dedicada al
estudio de las acciones cardiovasculares de serotonina en ratas, centrandose preferentemente
en establecer la participacion periférica de esta amina y los posibles mecanismos
serotonérgicos en determinadas funciones cardiovasculares; con el objetivo fundamental de
asignar un papel funcional a alguno de los tipos y subtipos de receptores descritos
previamente por técnicas no funcionales in vivo en ratas normotensas e hipertensas,
normoglucémicas e hiperglucémicas, habiéndose puesto de manifiesto hasta el momento, los

siguientes aspectos:

1.- Existencia de una interaccion entre 5-hidroxitriptamina y mecanismos colinérgicos
y adrenérgicos, en ratas desmeduladas normoglucémicas y diabéticas de cuatro y ocho

Semanas.

o 5-hidroxitriptamina modula la neurotransmision colinérgica cardiaca,
inhibiendo o facilitando la liberacion de acetilcolina. Los mecanismos
inhibidores implican la activacion de receptores 5-HT, en ratas
normoglucémicas, receptores 5HTip en ratas diabéticas de 4 semanas y
receptores 5-HT; en ratas diabéticas de 8 semanas; mientras que los
potenciadores corresponden a receptores 5-HT3 en ratas normoglucémicas y

5HT 4 en ratas diabéticas tanto de 4 como de 8 semanas*>>*°",
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o La existencia de mecanismos serotonérgicos en la neurotransmisién simpatica
cardiovascular que actdan inhibiendo o facilitando la liberacion de
noradrenalina desde las terminaciones nerviosas simpaticas. Los mecanismos
inhibidores conllevan la activacion de receptores 5-HTip, mientras que los

potenciadores conllevan la activacion de receptores 5-HT5® 169,

o Determinados antagonistas de receptores 5-HT:/5-HT,, ejercen efectos
inhibidores de la transmision simpatica vascular en ratas, por mecanismos no

directamente relacionados con el antagonismo de receptores serotonérgicos.

o Se ha demostrado igualmente un efecto inhibidor de 5-HT sobre la
neurotransmision simpatica cardiaca en ratas desmeduladas normotensas, en el
cual participan receptores 5-HT; de naturaleza presinaptica, siendo el subtipo

5HT.g el mas implicado en dicha accién en el caso de roedores®.

o Al igual que en ratas normoglucémicas, en ratas diabéticas de cuatro semanas,
existen mecanismos serotonérgicos inhibidores de la neurotransmision
simpatica cardiovascular. Sin embargo, la accién serotonérgica inhibidora

mediada por activacion de receptores presinapticos 5-HTia por la via del
NO130. 165)

o A diferencia de las ratas diabéticas de cuatro semanas, en ratas diabéticas de 8
semanas hay dos vias implicadas en los mecanismos serotonérgicos inhibidores
de la neurotransmision simpatica cardiovascular: la via del NO por activacion
de receptores presinapticos 5-HT1a y productos liberados por activacion de la

via de las COX a través de receptores presinapticos 5-HT % 269,

2.- Acciones vasculares serotonérgicas y mecanismos implicados, en territorios

vasculares autoperfundidos de rata normoglucémicas y diabéticas de cuatro y ocho semanas:

o En rifion autoperfundido in situ de rata normoglucémica, 5-hidroxitriptamina
ejerce efectos vasoconstrictores mediados por la activacion de receptores
5HT ¢, que implican un incremento en la formacion de angiotensina 11 37138,

por una mayor actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)®#®).
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En rifion autoperfundido in situ de rata hipertensa por Nw-Nitro-L-arginina
(L-NAME), 5-hidroxitriptamina ejerce efectos vasoconstrictores mediados por

la activacion local de los receptores 5-HT 22,

En el rifion autoperfundido in situ de ratas diabéticas a largo plazo (ocho
semanas), la accion vasoconstrictora de 5-HT estd mediada por la activacion
del receptor 5-HT,a que conduce a la activacion de la via de la ciclooxigenasa,
estando sobreexpresada la COX-2¢".

En el lecho mesentérico autoperfundido in situ de rata anestesiada, la
administracion local de 5-HT induce respuestas vasoconstrictoras provocadas
por la activacion de receptores 5-HT,, estando mediadas mayoritariamente por

los subtipos 5-HT a5 %Y.

En el tren posterior autoperfundido de ratas normotensas, la vasoconstriccion
serotonérgica esta ligada a la activacion de receptores 5-HT,a™®, mientras
que, en ratas espontaneamente hipertensas, la vasoconstriccion esta mediada

por los subtipos 5-HT,ac32.

En el tren posterior autoperfundido, serotonina induce también respuestas
vasodilatadoras por activacion de receptores 5-HT1g10%?, los cuales llevan a
una liberacion de adrenalina a nivel de las capsulas suprarrenales, seguida de
una vasodilatacion provocada por la activacibn de receptores

R,-adrenérgicos™?.
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Siguiendo en esta linea de investigacion y trabajando en animales diabéticos con
complicaciones micro y macrovasculares que pueden verse agravadas por la coexistencia de
depresion, el tratamiento con agentes antidepresivos durante la diabetes, puede inducir

cambios en la evolucidn de la enfermedad y de sus complicaciones.

En este trabajo de Tesis Doctoral se plantea como objetivo general determinar el
grado de participacion de distintos tipos y subtipos de receptores serotonérgicos y, de
mediadores endoteliales, en respuestas cardiovasculares serotonérgicas que afectan a la
neurotransmision simpatica y parasimpatica en una situacion de hiperglucemia experimental
con tratamiento antidepresivo (fluoxetina), donde las manifestaciones vasculares derivadas de

la hiperglucemia y fluoxetina podrian a su vez modificar las acciones serotonérgicas.
Por tanto, los objetivos especificos planteados en este trabajo son:

1. Determinar la duracion del tiempo de tratamiento con fluoxetina, para
establecer un modelo experimental en el que estudiar las implicaciones que 5-HT
ejerce a nivel cardiovascular tanto en la neurotransmisién simpatica como en la

parasimpatica.

2. Analizar, en ratas normogluceémicas tratadas con fluoxetina, si se mantiene la
influencia serotonérgica inhibidora y/o potenciadora de la neurotransmision

adrenérgica y colinérgica nivel periférico vascular.

3. Estudiar, en ratas hiperglucémicas de 4 semanas tratadas con fluoxetina, la
influencia que 5-hidroxitriptamina y otros agonistas serotonérgicos, ejercen sobre
respuestas vasculares obtenidas por estimulacion simpatica total y por administracion
de noradrenalina exdgena, estableciendo la naturaleza de dichas acciones analizando el

tipo/s de receptor/es serotonérgicos implicados.

4. Establecer la participacion de mediadores endoteliales u otros mecanismos
indirectos en las acciones que serotonina y otros agonistas serotonérgicos ejercen
sobre los efectos presores obtenidos por estimulacién simpatica total en ratas

hiperglucémicas de cuatro semanas tratadas con fluoxetina.
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5. Analizar, en ratas diabéticas de cuatro semanas tratadas con fluoxetina, la
naturaleza de los mecanismos serotonérgicos determinando el tipo/s de receptor/es

implicados en la neurotransmisién colinérgica, asi como su localizacién pre y/o
postsinaptica.
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Todos los experimentos realizados en este trabajo se han desarrollado utilizando ratas
procedentes del Animalario de la Universidad de Salamanca (n° Registro P.A.E.-SA001)
cumpliendo la normativa vigente para el manejo y utilizacion de animales de experimentacion
dispuestas por la Unidén Europea (86/609/EEC, Articulo 5, Apéndice Il), que ha sido
divulgada por la legislacion espafiola (R.D. 223/1988 y R.D. 1201/2005) y la Recomendacion
2007/526/CE, de 18 de junio de 2007, (Apéndice A del Convenio Europeo sobre la proteccion
de los animales vertebrados utilizados con fines experimentales u otros fines cientificos ETS
123).

La eleccion de esta especie animal se llevo a cabo teniendo en cuenta los siguientes

criterios:
o Amplia similitud de respuesta y comportamiento con la especie humana.
o Estandar en la bibliografia internacional, valores basales de glucemia muy
similares a los de la especie humana, oscilando en ambos casos entre
80-120 mg/dl.
o Experiencia del grupo de trabajo.
o Bajo coste.

J Fécil manejo.
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l. PREPARACION DEL MODELO EXPERIMETAL.

1. RATAS NORMOGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA.

1.1. Tratamiento con fluoxetina.

Se utilizaron ratas Wistar macho de 275 + 25 g, que fueron tratadas durante 7, 14 6 21
dias con fluoxetina (10 mg/kg/dia, p.o.), incorporada en el agua de bebida, siguiendo el
proceso desarrollado en el Esquema 1 y utilizando como grupo control animales estabulados
durante 28 dias. La fluoxetina se prepara diariamente, segun el peso corporal de los animales
medido cada 7 dias®®®. Los animales se mantuvieron estabulados durante 28 dias con agua y

comida ad libitum.

RATAS NORMOGLUCEMICAS

Control normoglucémico Inicio tratamiento ISRS Inicio tratamiento ISRS Inicio tratamiento ISRS Cirugia
Grupo 1 Grupo 4 Grupo 3 Grupo 2 Experimento
Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
\ Y J
7 dias Fluoxetina p.o.

\ (10 mg/kg/dia) ]

|
14 dias Fluoxetina p.o. (10 mg/kg/dia)
L J

Inicio 21dias Fluoxetina p'.o. (10 mg/kg/dia) Fin
\ J
|

28dias (sin tratamiento-control)

Esquema 1: Distribucion temporalde los grupos de animalesnormoglucémicos en funcién del inicio y
la duracion del tratamiento con fluoxetina.




MATERIALES Y METODOS 57

Previamente se hicieron controles de la cantidad de agua que, en similares
condiciones, beben al dia los animales de ese peso estableciéndose una ingesta media de 42
ml/dia.

1.2. Determinacion de constantes metabolicas, presion arterial y frecuencia cardiaca.

A tiempo cero, antes y después de cada tratamiento (7, 14 6 21 dias con fluoxetina) los
animales se introducen en jaulas de metabolismo durante 3 dias, manteniéndolos en la misma
habitacion con temperatura (20 + 1°C) y fotoperiodo (8 a 20 horas) controlados, comida y
agua ad libitum. Los dos primeros dias permiten el acostumbramiento de los animales y el
tercero se determina el consumo de comida, de agua, la produccion de orina y heces, asi como
el peso de los animales, la glucemia, la presion arterial y frecuencia cardiaca. La orina se
recoge en un tubo que contiene 100 ml de azida sodica al 0.1% y 1 ml glicerina. Se
determinan los valores de electrolitos en orina (Na’, K", CI) mediante un analizador
automatico (Spotchem EL SE-1520) y de creatinina en sangre mediante un analizador
automatico (Spotchem EZ SP-4430).

La presion arterial se mide en la arteria caudal, mediante un método incruento, con un
equipo NIPREM 546 (Cibertec S.A., Espafia). ElI fundamento de la medida consiste en
comprimir el tejido alrededor de la arteria caudal, mediante un manguito neumatico, hasta la
oclusion completa de la arteria, un detector de infrarrojos colocado en la cola transforma la
sefial mecénica en eléctrica que se monitoriza por medio de un ordenador. Seglin se observa
en la Figura 17, la desaparicion de la sefial (a) permite afirmar que se ha producido la oclusion
de la arteria. La disminucién controlada de la presién en el manguito neumatico se acomparfia
de la aparicion de la onda de pulso en la cola (b). La presion neumatica medida en ese punto
es igual a la presion arterial sistélica (PAS) en la arteria (c). El registro de la onda pulsétil
permite medir simultaneamente la frecuencia cardiaca, en pulsos por minuto (ppm), a partir de

este registro (d).

Este método tiene la ventaja de ser simple, reproducible, no traumatico y permite
trabajar con el animal despierto. Para obtener buenos resultados es conveniente habituar al

animal a este tipo de manipulacion antes de realizar las medidas definitivas.
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Figura 17: Registro original de presion arterial (mmHg) y frecuencia cardiaca (ppm) en arteria
caudalderata.

Las determinaciones se realizan con los animales despiertos, situandolos en un cepo
que deja la cola en libertad. Para captar mejor la sefial, se procede a la dilatacion de la arteria
caudal aplicando calor durante un periodo aproximado de 5 minutos. A continuacion se
colocan el transductor y el manguito y se procede al registro de la presién arterial tomando
como criterio valido la obtencion de diez valores seguidos con una variacién no superior a
10 mmHag.

Se determina el valor de la PAS, asi como la frecuencia cardiaca antes de comenzar el

tratamiento y a los 7, 14 y 21 dias del tratamiento con fluoxetina.

La medicion de glucemia se hace por extraccién de una gota de sangre de la cola de
las ratas y su analisis con las tiras reactivas Accu-Check sensor Comfort Glucose para la
determinacion de glucosa mediante el aparato Accutrend Sensor (Roche). El test proporciona

una medida cuantitativa de la glucemia entre 10 y 600 mg/dl.
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2. RATAS HIPERGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA.

2.1 Induccién de la diabetes.

La induccion de la diabetes experimental se realiza en ratas Wistar macho de
275 = 25 g de peso, a las cuales se administra por via subcutanea una dosis de aloxano de
150 mg/kg (2,4,5,6-(1H, 3H) pirimidinatetraona; Figura 18), disuelto en NaCl 0,9%. Se

destruyen asi las células del pancreas y se origina una diabetes experimental extrapolable a la
1(90, 130, 157, 165, 166, 193, 259, 270-272)

Diabetes Mellitus tipo

0
Previamente a la inyeccién de aloxano se determina la o NH
glucemia basal y el peso corporal de todos los animales a tratar, y /&
posteriormente se va haciendo un seguimiento de los mismos en O N o

el tiempo. La primera medida de la glucemia y del peso después

Figura 18: Estructura

de la inyeccion del aloxano se hace a los dos dias para confirmar L
quimica delaloxano.

la aparicion de la enfermedad (Esquema 2). La glucemia se
realiza por extracciéon de una gota de sangre de la cola de las ratas y su analisis con las tiras
reactivas Accu-Check sensor Comfort Glucose para la determinacion de glucosa mediante el

aparato Accutrend Sensor (Roche).

El test proporciona una medida cuantitativa de la glucemia entre 10 y 600 mg/dl,

considerando a los animales hiperglucémicos cuando los valores son superiores a 200 mg/dl.

Durante los 28 dias se realizan mediciones de glucemia y de peso, tal y como se

muestra en el Esquema 2, es decir, que periédicamente se confirma que los animales se

a Dia
28
Determinacion del peso y glucemia.

_dministracién diaria de insulin~

Esquema 2: Esquema de las determinaciones de peso y glucemia, y de la administracion de insulina a los
animalesdurante la estabulacion.

—_—

<—o U
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mantienen diabéticos, y se retiran del experimento aquellos que no lo son.

Los animales se mantienen en condiciones controladas y constantes de temperatura,
humedad y fotoperiodicidad durante 28 dias, en los que disponen de agua y comida a voluntad
y se les administra diariamente, por via subcutanea, insulina Insulatard NPH 100 Ul

(Novo Nordisk). La dosis administrada varia en funcion del nivel de glucemia (Tabla 3) y

permite mantener al animal diabético, sin que sus valores de glucemia oscilen mucho.

Valores de glucemia (mg/dl) Insulina (Ul)
200-300 1
300-400 2
400-500 3
500-600 4
>600 5)

Tabla 3: Dosis de insulina administradas para el mantenimiento de la diabetes.

2.2 Tratamiento con fluoxetina.

El tratamiento con fluoxetina (10 mg/kg/dia p.0.), incorporada en el agua de bebida, en
animales diabéticos se comienza a los 14 dias tras la induccion de la diabetes y se mantiene
hasta los 28 dias de estabulacion, segun se indica en el Esquema 3, utilizando como grupo
control los animales diabéticos estabulados durante 28 dias. La fluoxetina se prepara
diariamente, segtn el peso corporal de los animales medido cada 7 dias®®®. Los animales se

mantuvieron estabulados durante 28 dias con agua y comida ad libitum.
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Control hiperglucémico Hiperglucemia (28 dias) + ISRS (14 dias) Cirugia

Grupo 5 Grupo 6 Experimento

\ J \4

, , >
Dia0 Dia14 Dia28

_________________________ [ | )

L. ] v .
Inicio 28 dias hiperglucemia Grupo 6 14 dias Fluoxetina p.o. (10 mg/kg/dia) Fin

(Aloxano 150 mg/kgs.c.)
\ J
1
28 dias hiperglucemia Grupo 5
Esquema 3: Distribucion temporal de los grupos de animales hiperglucémicos en funcién del inicio y la
duracion del tratamiento con fluoxetina.

Previamente se hicieron controles de la cantidad de agua que, en similares
condiciones, beben al dia los animales de ese peso estableciéndose una ingesta media de 84
ml/dia.

2.3 Determinacion de constantes metabolicas, presion arterial y frecuencia cardiaca.

Tanto en el grupo control hiperglucémico como en el tratado 14 dias con fluoxetina se
realiza la determinacion de constantes metabdlicas del forma similar a como se ha descrito

para los animales normoglucémicos, utilizando para ello jaulas metabdlicas.
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ESTUDIOS “IN VIVO”: RATAS DESMEDULADAS.

Para analizar las implicaciones serotonérgicas en la neurotransmision simpatica

vascular y parasimpética cardiaca todos los experimentos se han realizados trabajando con

ratas desmeduladas (pithed).

Este modelo permite controlar, de manera selectiva, acciones de farmacos sobre el

sistema nervioso autébnomo sin que haya influencia del sistema nervioso central, evitdndose

asi, posibles respuestas reflejas.

Esta técnica ofrece, entre otras, tres posibilidades validas para el estudio y la puesta a

punto de nuevos farmacos y de sus mecanismos de accion:

1.1

1. Estudio de la accion propia de los farmacos a nivel cardiovascular,
consecuencia de mecanismos simpaticos y parasimpaticos, que dan lugar a variaciones
en presion arterial, frecuencia cardiaca, resistencia periférica, etc.

2. Estudio de la modificacion que estos farmacos pueden ejercer sobre respuestas
previamente inducidas por agentes autonémicos adrenérgicos o colinérgicos.

3. Investigacion de respuestas o acciones sobre estimulacion nerviosa, simpética o
parasimpatica, ya sea por estimulacion de todo el sistema nervioso auténomo® o de
tan s6lo un segmento determinado de dicho sistema®™. Esta Gltima modalidad se
aplica preferentemente al estudio de sustancias o farmacos relacionados con el sistema
simpatico, de manera que previa atropinizacion del animal se consiguen respuestas
presoras por estimulacién de todo el sistema simpatico® 3* 3D o bien respuestas

diferentes en funcion del segmento espinal que se estimule.

ESTIMULACION SIMPATICA.

Preparacion del animal.

Los animales se anestesian con pentobarbital soédico (60 mg/kg, i.p.), y se colocan en

posicion decubito supino en la mesa de operaciones, controlando en todo momento la
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temperatura corporal de los mismos mediante una fuente de calor. Se les practica la
traqueotomia, se canulan las venas yugulares derecha e izquierda como vias de administracion
de farmacos y se aisla la arteria carotida izquierda. Seguidamente se conecta la canula
traqueal a una bomba de respiracion (1 ml aire/100 g de peso, 50 inspiraciones/min), y se
procede a la desmedulacion del animal segin la técnica descrita por Gillespie y Muir®™® y
modificada por nuestro grupo®“®®, mediante la insercién de una varilla metalica de 1.5 mm de
diametro, a través del seno orbital y el foramen magnum por todo el corddn espinal hasta la
primera vértebra sacra, a una distancia total de aproximadamente 15 cm. De este modo se
consigue la destruccion de todo el sistema nervioso central conservando intactos los nervios

troncales que salen de é1¢7.

Posteriormente se hepariniza al animal (1000 Ul/kg) y se procede a la canulacion de la
arteria cardtida izquierda que se conectara a un transductor de presion acoplado a un
amplificador PRS-206 y un cardiotacometro CAR-306, incluidos en un POLIGRAPH-2006
de Letica, lo que permite controlar durante todo el experimento la presion arterial y la

frecuencia cardiaca del animal.

A continuacion se procede a la administracion, por via intravenosa, de
d-tubocurarina®® (2 mg/kg) para evitar las posibles contracciones musculares provocadas
por la estimulacion eléctrica. Transcurridos cinco minutos se administra al animal, también
por via intravenosa, atropina®”’ (1 mg/kg) para evitar los posibles efectos colinérgicos. Los
animales se mantienen calientes mediante una lampara de calor (37.5 £ 0.5 °C).

1.2 Protocolo experimental.

Una vez estabilizado el animal se procede a la estimulacidn simpatica de todo el flujo
espinal, denominada estimulacion simpatica total, que pretende obtener variaciones de presion
arterial en los animales, sin que haya alteraciones de la frecuencia cardiaca®® ?’> 2> Ppara
esta estimulacion se conectan al animal dos electrodos, el electrodo de estimulacién, que se
coloca sobre la varilla utilizada para la desmedulacion y que ha sido introducida en todo el
cordon espinal, y el electrodo indiferente o de tierra que se coloca subcutaneamente en la pata
del animal, formando asi un circuito cerrado. Ambos electrodos, a su vez estan conectados a

un estimulador Cibertec Stimulation CS-9.
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La estimulacion simpatica se realiza aplicando durante 25 segundos pulsos
monofasicos de 1 ms de duracién a un voltaje supramaximal que en ratas hormoglucémicas
fue de 15.0 + 3.0 V y en ratas diabéticas de 27.5 £ 2.5 V, realizando una bateria creciente de
frecuencias a 0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 Hz en intervalos de 5 minutos, que permite la obtencién de
una primera curva estimulacion-respuesta que denominamos EO. A continuacion se realizan
tres nuevas curvas E1, E2 y E3 a intervalos de 5 minutos, perfundiendo (mediante una bomba
de perfusion modelo Harvard 122) a través de la vena yugular derecha una infusion de suero
fisiolégico y/o agonistas. En otro grupo de animales se realizan curvas dosis-respuesta por
administracion de NA exogena (0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 pg/kg) antes (E"0) y durante (E'1, E'2 'y
E"3) la perfusion intravenosa de solucion salina y/o agonistas serotonérgicos. Los animales se

dividen en varios grupos, en funcién de los agonistas y/o antagonistas administrados.

1.3 Ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina.

En estos animales se estudiaran en primer lugar las acciones que serotonina y
diferentes agonistas serotonérgicos ejercen sobre los efectos presores derivados de la
estimulacion simpatica, asi como los tipos y/o subtipos de receptores serotonérgicos

implicados.

Los cuatro grupos previamente descritos se dividen en varios subgrupos segun los

agonistas y/o antagonistas utilizados.

En primer lugar, tras la realizacion de la curva EQ, los animales reciben una perfusion
continua de solucion salina (1 mil/h), 5-HT o diferentes agonistas serotonérgicos (5-CT,
a-metil-5-HT, 1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, BW723C86 ¢
MK212), segln se indica en las siguientes tablas (4, 5, 6, 7). A los 5 minutos de iniciada la
perfusion se realizan tres nuevas curvas (E1, E2 y E3) en identicas condiciones a las descritas

para la curva EO.
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- Grupo 1 control (confirmacion de resultados previos):

Dosis Tipo/Subtipo de receptor
Tratamiento (Hg/kg/min) activado
Solucion Salina 1 ml/h 1
5-HT 5, 10, 80 5-HT1234567 2,3, 4
5-CT¢é™" 5 5-HT1y7 5
a-metil-5-HT™®) 5 5-HT2an8/2c 6
1-fenilbiguanida®™® 5 5-HT3 7

Tabla 4: Lotes de animales normoglucémicos que reciben en perfusion diferentes agonistas serotonérgicos en
experimentos de estimulacion simpatica total.

- Grupo 2 tratamiento durante 7 dias con fluoxetina:

Tratamiento (ng/DL%S/ir;in) Tipo/Suz'::igsac(jj% receptor
Solucion Salina 1 ml/h 8
5-HT 5, 10, 80 5-HT125456.7 9, 10, 11
5-CT 5 5-HT1/7 12
a-metil-5-HT 5 5-HT2an28/2¢ 13
1-fenilbiguanida 5 5-HT; 14

Tabla 5: Lotes de animales normoglucémicos tratados durante 7 dias con fluoxetina, que reciben en perfusion
diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacion simpética total.
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- Grupo 3 tratamiento durante 14 dias con fluoxetina:

Tratamiento BIN Tipo/Subtipo de receptor
(Hg/kg/min) activado
Solucién Salina 1 ml/h 15
5-HT 5, 10, 80 5-HT1234567 16, 17, 18
5-CT 5 5-HT 1/ 19
8-OH-DPAT® 5 5-HTia 20
CGS-12066B%#8Y 5 5-HTy5 21
L-694,247%2) 5 5-HT1p 22
a-metil-5-HT 5 5-HT>a28/2¢ 23
BW723C861%%) 5 5-HT,g 24
MK 212284 5 5-HT ¢ 25
1-fenilbiguanida 5 5-HT; 26

Tabla 6: Lotes de animales normoglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina, que reciben en perfusién
diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacidn simpatica total.

- Grupo 4 tratamiento durante 21 dias con fluoxetina:

Taarieno | bose | ToSbto e o
Solucion Salina 1 ml/h 27
5-HT 5, 10, 80 5-HT1234567 28, 29, 30
5-CT 5 5-HT17 31
a-metil-5-HT S) 9-HT a8 32
1-fenilbiguanida 5 5-HT; 33

Tabla 7: Lotes de animales normoglucémicos tratados durante 21 dias con fluoxetina, que reciben en perfusion
diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacion simpatica total.
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El estudio del subtipo de receptores implicados se realiza en el grupo 3 (animales
tratados durante 14 dias con fluoxetina), en los que después de la curva estimulacion-
respuesta EO, los animales reciben, por via intravenosa, antagonistas serotonérgicos:
WAY-100,635 (0.1 mg/kg), BRL 15527 (1 mg/kg), ritanserina (1 mg/kg), espiperona
(0.125 mg/kg) o SB269970 (0.5 mg/kg) realizando una nueva curva control (EOantagonista) 10
minutos después de la administracion de cada antagonista. A continuacion se perfunden
solucion salina y agonistas serotonérgicos, realizandose las tres curvas de estimulacion-

respuesta (E1, E2 y E3) segln se indica en la tabla 8.

Tipo/Subtipo Agonista (dosis;

Tratamiento

de receptor pg/kg/min)
(285) Solucioén salina 34
WAY-100,635 0.1 5-HT1a
5-HT (10) 35
(286) Solucién salina 36
BRL 15572 1.0 5-HT1p
5-HT (10) 37
_ o87) Solucién salina 38
Ritanserina 1.0 5-HT2a2B/2¢
5-HT (10) 39
(289) Solucién salina 40
SB 269970 0.5 5-HT,
5-HT (10) 41
WAY-100,635 0.1 5-HT1a y _
Solucioén salina 42
+
5-HT (10) 43
BRL 15572 1.0 5-HT1p
] an Solucioén salina 44
Espiperona 0.125 5-HTza )
a-metil-5-HT (5) 45

Tabla 8: Lotes de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias tras administracion i.v. de
antagonistas serotonérgicos y su combinacion con agonistas en experimentos de estimulacién
simpética total.

La determinacion de la naturaleza de los receptores implicados se realiza en el grupo 3
(animales tratados durante 14 dias con fluoxetina), donde los incrementos de presién arterial
se inducen por la administracion de noradrenalina exégena (0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 pg/kg, i.v.),
obteniéndose curvas dosis-respuesta a NA antes (E'0) y después (E'1, E'2 y E'3) de la
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perfusion continua de solucion salina (1 ml/h), 5-HT (10 pg/kg/min), 5-CT (5 pg/kg/min) o
a- metil-5-HT (5 pg/kg/min) (Tabla 9).

Tipo/Subtipo de

Tratamiento Dosis (pg/kg/min) receptor activado Lote
Solucion Salina 1 ml/h 46
5-HT 10 9-HT1234567 47
5-CT 5) 5-HT17 48
a-metil-5-HT 5 5-HT2an28/2¢ 49

Tabla 9: Lotes de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias utilizados en los
experimentos con administracién de NA exdgena.

1.4 Ratas hiperglucémica tratadas con fluoxetina.

En estos animales se estudiaran en primer lugar las acciones que serotonina y
diferentes agonistas serotonérgicos ejercen sobre los efectos presores derivados de la
estimulacion simpatica, asi como los tipos y/o subtipos de receptores serotonérgicos
implicados utilizando como modelo animal ratas Wistar diabéticas (28 dias) tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

Los animales hiperglucémicos previamente descritos (grupo 5 y 6) se dividen en

varios subgrupos segun los agonistas y/o antagonistas utilizados.

En primer lugar, tras la realizacion de la curva EQ, los animales reciben una perfusién
continua de solucion salina (1 mil/h), 5-HT o diferentes agonistas serotonérgicos (5-CT,
a-metil-5-HT, 1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, BW723C86 6
MK 212), segun se indica en las siguientes tablas (10 y 11). A los 5 minutos de iniciada la
perfusion se realizan tres nuevas curvas (E1, E2 y E3) en identicas condiciones a las descritas

para la curva EO.
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- Grupo 5 hiperglucémico (confirmacion de resultados previos):

Tipo/Subtipo de

Tratamiento Dosis (pug/kg/min) receptor activado Lotes
Solucion Salina 1 mi/h 50
5-HT 5, 10, 20, 80 5-HT 1234567 51, 52, 53, 54
5-CT 5) S5-HT1/7 95
a-metil-5-HT 5 5-HT; 56
1-fenilbiguanida 5 5-HT3 57

Tabla 10: Lotes de animales hiperglucémicos que reciben en perfusion diferentes agonistas serotonérgicos en

experimentos de estimulacion simpaética total.

- Grupo 6 hiperglucémico tratado con fluoxetina durante 14 dias:

Tratamiento

Dosis (pug/kg/min)

Tipo/Subtipo de
receptor activado

Solucion Salina 1 mi/h 58
5-HT 5, 10, 20, 80 5-HT1234567 59, 60, 61, 62
5-CT 5) o-HTy/7 63

8-OH-DPAT 5, 10, 20 5-HT1a 64, 65, 66
CGS-12066B 5) 5-HTip 67

L-694,247 5, 10, 20 5-HT1p 68, 69, 70
a-metil-5-HT 5 5-HT2anB72¢ 71
BW 723C86 5) o-HT2s 72
MK 212 5) 5-HTac 73
1-fenilbiguanida 5 5-HT; 74

Tabla 11: Lotes de animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina, que reciben en perfusion
diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacién simpatica total.
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El estudio del subtipo de receptores implicados en las acciones serotonérgicas en el
modelo animal hiperglucémico tratado con fluoxetina (grupo 6) se realiza del siguiente modo:
después de la estimulacion EO, los animales de estos lotes reciben por via intravenosa, una
dosis de distintos antagonistas serotonérgicos, WAY-100,635 (100 pg/kg), BRL15572
(1 mg/kg), ritanserina (1 mg/kg), R96544 (1 mg/kg), SB 204742 (1 mg/kg) y RS102221
(1 mg/kg), realizando una nueva curva control (EOantagonista) 10 minutos después de la
administracion de cada antagonista. A continuacion se perfunden solucion salina y agonistas
serotonérgicos y se realizan las tres curvas de estimulacion-respuesta (E1, E2 y E3) segun se

indica en la tabla 12.

En un ultimo grupo de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14
dias (lotes 92-95) los incrementos de presion arterial se inducen por la administracion
exogena de noradrenalina (0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 pg/kg, i.v.), obteniéndose curvas dosis-
respuesta a NA antes (E'0) y después (E'1, E'2 y E"3) de la perfusion continua de solucion
salina (1 mi/h), 5-HT (10 pg/kg/min), 5-CT (5 pg/kg/min) o a-metil-5-HT (5 pg/kg/min)
(Tabla 13).
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Tratamiento BIN Tipo/Subtipo de Agonista (QOSIS;
receptor Hg/kg/min)
Solucion salina 75
WAY-100,635 0.1 5-HT1a 5-HT (10) 76
8-OH-DPAT (5) 77
Solucién salina 78
BRL 15572 1.0 5-HT1p 5-HT (10) 79
L-694,247 (5) 80
Solucioén salina 81
Ritanserina 1.0 5-HT, 5-HT (10) 82
a-metil-5-HT (5) 83
(269) Solucion salina 84
R 96544 1.0 5-HT>2a )
a-metil-5-HT (5) 85
122) Solucion salina 86
SB 204741 1.0 5-HT2s )
a-metil-5-HT (5) 87
(200) Solucion salina 88
RS 102221 1.0 5-HT,c )
a-metil-5-HT (5) 89
WAY-100,635 0.1 5-HT1a y ]
Solucion salina 90
+
5-HT (10) 91
BRL 15572 1.0 5-HT1p

Tabla 12: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias tras la administracion i.v.
de antagonistas serotonérgicos y su combinacién con agonistas en experimentos de estimulacion
simpatica total.
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Tipo/Subtipo de receptor

Tratamiento Dosis (pg/kg/min) Activado
Solucion Salina 1 ml/h 92
o-HT 10 5-HT1234567 93
S5-CT 3) o-HTy7 94
a-metil-5-HT 5 5-HT2an8/2¢ 95

Tabla 13: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias utilizados en los
experimentos con administracion de NA exdgena.

Los lotes 96-116 de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias
fueron destinados a estudiar si la accién derivada de la activacion de los receptores

correspondia a una accién directa y/o indirecta (Tabla 14).

En los lotes 96-99, tras la curva EO se administra un inhibidor de la guanilato ciclasa,
ODQ (10 pg/kg) realizando su curva control correspondiente a los 10 minutos y perfundiendo
posteriormente suero fisiolégico (1 mi/h), 5-HT (10 pg/kg/min), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min) o
L-694,247 (5 mg/kg/min) y realizando para cada agonista serotonérgico las tres curvas

estimulacion-respuesta en las condiciones anteriormente descritas (Tabla 14).

En los lotes 100-104, una vez realizada la curva control para indometacina (2 mg/kg),
inhibidor de la ciclooxigenasa, 10 minutos después de su administracion por via intravenosa,
se perfunde suero fisiologico (1 ml/h), 5-HT (10 pg/kg/min ), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min),
L-694,247 (5 mg/kg/min) o a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas
estimulacion-respuesta (Tabla 14).

En los lotes 105 y 106, tras realizar la curva estimulacion respuesta EO se administra
por via intravenosa L-NAME®? (10 mg/kg), inhibidor de la éxido nitrico sintasa (NOS),
realizando a los 30 minutos de la administracion la curva estimulacién-respuesta control
(EOL-name). A continuacion se perfunde suero fisiolégico (1 ml/h) y 8-OH-DPAT
(5 ng/kg/min) haciendo en todos los casos tres nuevas curvas estimulacion-respuesta
(Tabla 14).
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A los lotes 107 y 108, después de realizar la curva estimulacion respuesta EO se
administra por via intravenosa L-NAME (10 mg/kg), administrando a los 30 minutos
L-Arginina (100 mg/kg), sustrato de la dxido nitrico sintasa, realizando a los 10 minutos de
esta Gltima administracion la curva estimulacion-respuesta control (EO,-arg). A continuacion
se administra, suero fisiologico (1 ml/h) u 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min) haciendo en ambos

casos tres nuevas curvas estimulacion-respuesta (Tabla 14).

En los lotes 109-111, una vez realizada la curva control para FR122047 (1.5 mg/kg),
inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa 1, 10 minutos después de su administracion por via
intravenosa, se perfunde suero fisiologico (1 ml/h), L-694,247 (5 mg/kg/min) o a-metil-5-HT

(5 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-respuesta (Tabla 14).

En los lotes 112-114, una vez realizada la curva control para nimesulida (1.5 mg/kg),
inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa 2, 10 minutos después de su administracion por via
intravenosa, se perfunde suero fisiologico (1 ml/h), L-694,247 (5 mg/kg/min) o a-metil-5-HT

(5 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-respuesta (Tabla 14).

En los lotes 115 y 116, una vez realizada la curva control para ICI 192,605
(0.5 mg/kg), antagonista de receptores de tromboxano A2, 10 minutos después de su
administracion por via intravenosa, se perfunde suero fisiologico (1 ml/h) o a-metil-5-HT

(5 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-respuesta (Tabla 14).
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Tratamiento Mecanismo de Agonista (dosis;
accion pg/kg/min)
Solucion salina 96
ibi i 5-HT (10 97
0DO®? 0.01 Inhibidor selectivo (10)
de la GC soluble 8-OHDPAT (5) 98
L-694,246 (5) 99
Solucioén salina 100
5-HT (10) 101
Indometacina®? 2.0 Inhibidor de laCOX | 8-OH-DPAT (5) 102
L-694,247 (5) 103
o-metil-5-HT (5) 104
- o Solucion salina 105
L-NAME®@Y 10 Inhibidor NOS
8-OH-DPAT (5) 106
L-NAME 10 Inhibidor NOS » ]
Solucién salina 107
+
P 8-OHDPAT (5) 108
L-Arginina 100 Sustrato NOS
Solucioén salina 109
FR 122047%%) 1.5 Inhibidor COX-1 L-694,247 (5) 110
a-metil-5-HT (5) 111
Solucion salina 112
Nimesulida®® 15 Inhibidor COX-2 L-694,247 (5) 113
o-metil-5-HT (5) 114
i Solucién salina 115
ICI 192,6052" 05 Antagonista de _
receptores de TXA2 | -metil-5-HT (5) 116

Tabla 14: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias, que reciben perfusion i.v.
de diferentes agonistas serotonérgicos, en presencia de ODQ, indometacina, L-NAME, L-NAME +
L-Arginina, FR122047, nimesulida o ICI 192.605 en experimentos de estimulacion simpaética total
(GC= guanilato ciclasa; COX= Ciclooxigenasa; TXA2= Tromboxano A2; NOS= &xido nitrico
sintasa).
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2. ESTIMULACION PARASIMPATICA.

2.1.  Preparacion del animal.

De manera similar a como se preparan los animales para la estimulacion simpatica, ya

(155, 273)

descrita, los animales se anestesian, se demedula y se canulan las venas yugulares

para la administracion de farmacos

Se hepariniza al animal (1000 Ul/kg) y se procede a la canulacion de la arteria carétida
izquierda que se conectara a un transductor de presion acoplado a un amplificador PRS-206
(Cibertec, Espafia) y a su vez conectado a un Power Lab 4/26 (ADInstruments, Reino Unido)
que registra la sefial del amplificador y la digitaliza para después trabajar con ella en el
software LabChart® & Scope™ (ADInstruments, Reino Unido) lo que permite controlar

durante todo el experimento la presion arterial y la frecuencia cardiaca del animal.

Ambos nervios vagos son aislados, y se realiza una ligadura a nivel cervical,
posteriormente se cortan al nivel de la ligadura, para evitar el reflejo vagal aferente y eferente.
La estimulacion eléctrica se aplica en forma de pulsos con un estimulador Cibertec CS-9
mediante un electrodo bipolar de platino conectado al nervio vago cervical derecho.

Antes de la estimulacion eléctrica se procede a la administracion, por via intravenosa,
de d-tubocurarina (2 mg/kg) para evitar las posibles contracciones musculares provocadas por
la estimulacion eléctrica. Transcurridos 5 minutos se administra al animal, también por via
intravenosa, atenolol“” (1 mg/kg) para evitar los posibles efectos simpaticos. Los animales se

mantienen calientes (37.5 £ 0.5°C) mediante una lampara de calor.
2.2.  Protocolo experimental.

Una vez estabilizado el animal se procede a la estimulacion colinérgica, que pretende

obtener variaciones de frecuencia cardiaca en los animales.

La estimulacion colinérgica se realiza aplicando durante 15 segundos pulsos
monofésicos de 1 ms de duracién a un voltaje supramaximal de 15 + 3V, realizando una

bateria creciente de frecuencias a 3, 6 y 9 Hz en intervalos de 5 minutos, que permite la
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obtencion de una primera curva estimulacion-respuesta que denominamos EQ. A continuacion
se realiza una nueva curva E1 a intervalos de 5 minutos, administrando a través de la vena
yugular derecha suero fisioldgico, agonistas y/o antagonistas serotonérgicos. Los animales se
dividen en varios grupos, en funcién de los agonistas y/o antagonistas administrados.

2.3.  Ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina.

En estos animales (lotes 117-127) se estudia la influencia de serotonina y agonistas
serotonérgicos sobre la bradicardia inducida por estimulacion vagal en animales

normoglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina.

En primer lugar, tras la realizacion de la curva EO, los animales reciben una
administracion intravenosa tipo bolus de solucién salina (1 ml/kg), 5-HT (10, 50, 100 y
200 ng/kg) o diferentes dosis de agonistas serotonérgicos (5-CT, o-metil-5-HT,
1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247) segun indicado en la tabla 15.
Cinco minutos después de la administracion se realiza una nueva curva (E1) en idénticas

condiciones a las descritas para la curva EO (Tabla 15).

Tratamiento Dosis (ug/kg) T|po/8u2253acé%receptor Lotes

Solucién Salina 1 ml/kg 117
5-HT 10, 50, 100, 200 5-HT125456.7 118,119,120,121
5-CT 10 5-HT17 122
8-OH-DPAT 50 5-HT1a 123
CGS-12066B 50 5-HT1g 124
L-694,247 50 5-HT1p 125
a-metil-5-HT 10 9-HT2ar872¢ 126
1-fenilbiguanida 10 5-HT; 127

Tabla 15: Lotes de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias que reciben en
perfusion diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacion eléctrica colinérgica.
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En los lotes 128-133, los animales reciben por via intravenosa, distintos antagonistas
serotonérgicos: SB 269970 (0.5 mg/kg), BRL 15572 (1 mg/kg), MDL 72222 (2 mg/kg) solos
(EOantagonista) O €n presencia del agonista correspondiente, segun se indica en la tabla 16
realizando una nueva curva estimulacion-respuesta 5 minutos después de la administracién

i.v. de cada agonista.

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de

Agonista (dosis: png/kg) Lotes

(mg/kg) receptor
Solucion salina 128

SB 269970 0.5 5-HT;
5-CT (10) 129
Solucion salina 130

BRL 15572 1.0 5-HT1p
L-694,247(50) 131
(209) Solucion salina 132

MDL72222 2.0 5-HT; o _

1-fenilbiguanida (10) 133

Tabla 16: Lotes de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias tras administracion
i.v. de antagonistas serotonérgicos y su combinacién con agonistas en experimentos de estimulacion
eléctrica colinérgica.

En otro grupo de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias
(lotes 134-138) la bradicardia se induce por la administracion de acetilcolina exdgena (1, 5y
10 pg/kg, i.v.), obteniéndose curvas dosis-respuesta a acetilcolina antes (E0) y después (E"1)
de la administracién i.v. tipo de bolus de solucion salina (1 ml/h), 5-HT (10 y 100 pg/kg),
5-CT (10 pg/kg) y 1-fenilbiguanida (10 pg/kg ) (Tabla 17).
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Tipo/Subtipo de

Tratamiento Dosis (Mug/kg) _
receptor activado
Solucién Salina 1 mi/kg 134
5-HT 10, 200 5-HT1234567 135, 136
5-CT 10 5-HT17 137
1-fenilbiguanida 10 5-HT; 138

Tabla 17: Lotes de animales normoglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina, que reciben perfusion
i.v. de agonistas serotonérgicos en presencia de Ach exdgena.

2.4. Ratas hiperglucemicas tratadas con fluoxetina.

En estos animales se estudia la influencia de serotonina y agonistas serotonérgicos
sobre la bradicardia inducida por estimulacion colinérgica en animales hiperglucemicos

tratados durante 14 dias con fluoxetina

En primer lugar, tras la realizacion de la curva EO, los animales reciben una
administracion intravenosa tipo bolus de solucién salina (1 ml/kg), 5-HT (10, 50, 100 y
200 pg/kg) o diferentes dosis de agonistas serotonérgicos (5-CT, o-metil-5-HT,
1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247). 5 minutos después de la
administracion se realiza una nueva curva (E1) en idénticas condiciones a las descritas para la
curva EO (Tabla 18).
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Tratamiento Dosis (pg/kg) rl-j:z(;{[ilrjzgtri)\(/)a%eo
Solucién Salina 1 ml/kg 139
5-HT 10, 50, 100, 200 5-HT123456.7 140, 141, 142, 143
5-CT 10, 100 S5-HTy7 144, 145
8-OH-DPAT 50 5-HT1a 146
CGS-12066B 50 5-HT1s 147
L-694,247 50 5-HTip 148
a-metil-5-HT 10, 100 5-HT2am2812¢ 149, 150
1-fenilbiguanida 10, 100 5-HT3 151, 152

Tabla 18: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias tras administracién i.v. de
diferentes agonistas serotonérgicos en experimentos de estimulacion eléctrica colinérgica.

En los lotes 153-157, los animales reciben por via intravenosa, distintos antagonistas
serotonérgicos: SB 269970 (0.5 mg/kg) o BRL 15572 (1 mg/kg) solos (EOantagonista) O €N
presencia del agonista correspondiente, segun se indica en la tabla 19 realizando una nueva

curva estimulacion-respuesta 5 minutos después de la administracion de cada agonista.

. Dosis Tipo/Subtipo de . .
Tratamiento (ma/kg) —" Agonista (dosis: ug/kg) Lotes
Solucion salina 153
SB 269970 0.5 5-HT;
5-CT (10, 100) 154, 155
Solucion salina 156
BRL 15572 1.0 5-HT1p
L-694,247 (50) 157

Tabla 19: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias tras administracion i.v. de
antagonistas serotonérgicos y su combinacion con agonistas en experimentos de estimulacion
eléctrica colinérgica.

En otro grupo de animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias

(lotes 158-162) la bradicardia se induce por la administracion de acetilcolina exdgena (1, 5y
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10 pg/kg, i.v.), obteniendose curvas dosis-respuesta a acetilcolina antes (E"0) y después (E"1)
de la administracion i.v. tipo de bolus de solucion salina (1 ml/h), 5-hidroxitriptamina (10 y
100 pg/kg) 0 5-CT (10 y 100 pg/kg).

Tipo/Subtipo de receptor

Tratamiento Dosis (ng/kg) activado Lote

Solucién Salina 1 ml/kg 158
5-HT 10, 100 5-HT1234567 159, 160
5-CT 10, 100 5-HTy7 161, 162

Tabla 20: Lotes de animales hiperglucémicos tratados 14 dias con fluoxetina, que reciben perfusion i.v. de
agonistas serotonérgicos en presencia de Ach exdgena.
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1. FARMACOS UTILIZADOS.

Los farmacos utilizados fueron los siguientes:

Pentobarbital sédico (Sigma).

Heparina sédica (Roche).

Clorhidrato de d-tubocurarina (Sigma).

Sulfato de atropina (Scharlau).

Atenolol (Sigma).

Insulina Humulina NPH (Lilly).

Clorhidrato de fluoxetina (Normon).

Sulfato de serotonina-creatinina (5-HT; Sigma).

Maleato de 5-carboxamidotriptamina (5-CT; Sigma).

Bromhidrato de 8-hidroxidipropilaminotetralina (8-OH-DPAT; RBI).
Dimaleato de 7-trifluorometil-4-(4-metil-1-piperazinil)pirrolo[1,2-a-]-
quinoxalina (CGS-12066B; RBI).
2-[5-[3-(4-metilsulfonilamino)benzil-1,2,4-oxadiazol-5-il]-1H-indol-3-
illetanamina (L-694,247; RBI).

Maleato de a-metil-5-hidroxitriptamina (a-metil-5-HT; RBI).

Clorhidrato de a-metil-5-(2-tienilmetoxi)-1H-indol-3-etanamina (BW 723C86,
Tocris).

Clorhidrato de 6-cloro-2-(1-piperazinil)pirazina (MK 212, Tocris).

Clorhidrato de 1-fenilbiguanida (RBI).

Diclorhidrato de (S)-N-terbutil-3-(4-(2-metoxifenil)-piperazin-1-il)-2-
fenilpropanamida (WAY-100,635; Tocris).

Clorhidrato  3-[4-(4-clorofenil)piperazin-1-il]-1,1-difenil-2-propanol  (BRL
15572, Tocris).
6-[2-[4-[bis(4-fluorofenil)metileno]-1-piperidinil]etil]-7-metil-5H-
tiazolo[2,3a]pirimidin-5-ona (ritanserina, Tocris).

Clorhidrato de 8-[4-(4-fluorofenil)-4-oxobutil]-1-fenil-1,3,8-
triazaspiro[4,5]decan-4-ona (espiperona, Tocris).

Clorhidrato de (2R,4R)-5-[2-[2-[2-(3-metoxifenil)etil)]fenoxi]etil]-1-metil-3-
pirrolidinol (R-96544, Tocris).
N-(1-metil-1H-indo-5il)-N’-(3-metil-5-isotiazolil) urea (SB 204741, Tocris).
Clorhidrato  8-[5-(2,4-dimetoxy-5-(4-trifluorometilfenilsulfonamida)fenil-5-
oxopentil]-1,3,8-triazaspiro [4,5] decana-2,4-diona (RS 102221, Tocris).
Tropanil-3,5-diclorobenzoato (MDL 72222, Tocris).

Mesilato de metiotepina (Sigma).

Clorhidrato de (2R)-1-[(3-hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-
piperidinil)etil]pirrolidina (SB 269970, Tocris).

Clorhidrato N®-nitro—L-arginina metilester (L-NAME, Tocris).

L-arginina (Tocris).

1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, Tocris).
1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol (indometacina, Tocris).
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. Clorhidrato de 1-[[4,5-bis(4-metoxifenil)-2-tiazolil]carbonil]-4-metilpiperazina
(FR 122047, Tocris).

. N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanesulfonamida (nimesulida, Tocris).

o Acido  4-(2)-6-(2-o-clorofenil-4-o-hidroxifenil-1,3-dioxan-cis-5-il)hexenoico
(ICI1 192,605, Tocris).

Todos los farmacos utilizados fueron disueltos en agua destilada al mismo tiempo que
los experimentos, con las excepciones de: L-694,247 en HCI 0.01 M, BRL15572 en
propilenglicol 20%, ritanserina en &cido lactico 0.04 M, RS102221, SB204741, BW723C86,
ODQ y nimesulida disueltos en etanol 50% y espiperona e ICI 192,605 disueltos en dimetil

sulfoxido.



MATERIALES Y METODOS 83

V.

EXPRESION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Las variaciones de presion arterial obtenidas por estimulacién eléctrica o por
administracion exogena de noradrenalina, se expresan como incrementos, en milimetros de
mercurio (mm Hg), de la presion arterial media, obtenida antes de la estimulacion y en el
maximo estabilizado de cada estimulacion o administracion de NA. La presion arterial media
en cada caso se calcula a partir de los valores de presion maxima y minima (Pmax Y Pmin,

respectivamente), de acuerdo con la expresion de Friedman (1981):
PAM= Pyint (Pmax":)min)/3

Las variaciones de frecuencia cardiaca obtenidas por estimulacién eléctrica o por
administracion de Ach exdgena, se expresan como descensos en ppm (de la FC), obtenidas
antes de la estimulacion y la méxima bradicardia estabilizada conseguida con cada

estimulacion o administracion de Ach exdgena.

Todos los datos representan el valor medio £ SEM (error estandar de la media) de al
menos cinco experimentos; habiéndose determinado en todos los casos la significancia
estadistica mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). Las diferencias se consideran

significativas cuando P < 0.05.
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l. VARIABLES HEMODINAMICAS Y
CONSTANTES METABOLICAS

La administracion oral de fluoxetina (10 mg/kg/dia) no modifico la evolucion del peso
en animales normoglucémicos (Figura 19). La induccion de la diabetes origind una perdida
inicial de peso que se recuperd de forma progresiva, sin alcanzar en ningdn momento los
valores de los animales normoglucémicos. Sin embargo, en los animales diabéticos el
tratamiento con fluoxetina originé un cambio en la evolucion del peso (Figura 19). Durante
los 14 dias el peso se mantuvo a diferencia de lo que ocurre en animales diabéticos donde el

peso aumentd progresivamente (Figura 19).
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Figura 19: Evolucion del peso (g) de los animales en los diferentes grupos de estudio a lo largo del tiempo
de estabulacion.
*P <0.05 vs normoglucémicastratadas con fluoxetina durante 14 dias.
#P < 0.05 vs normoglucémicas.




88 RESVLTADOS

Los animales sin tratamiento (grupo control normoglucémico) mantuvieron los valores
normales de glucemia durante los 28 dias de estabulacion (Figura 20), hecho que no se
modificO en presencia del tratamiento antidepresivo (14 dias con fluoxetina). La
administracion s.c. de 150 mg/kg de aloxano origin6 una hiperglucemia (hasta 500 mg/dl) a
partir del segundo dia, que se mantuvo sin variaciones significativas a lo largo de los 28 dias
(Figura 20). El tratamiento con fluoxetina produjo una acusada disminucion de los valores de
glucosa en estos animales. (Figura 20).
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Figura 20: Evolucion de la glucemia (mg/dl) de los animales en los diferentes grupos de estudio a lo largo
del tiempo de estabulacion.
*P <0.05 vs normoglucémicastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
#P < 0.05vs normoglucémicas.
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Los valores de presion arterial y frecuencia cardiaca no se modificaron con el

tratamiento de fluoxetina en ninguno de los dos modelos animales utilizados (Tabla 21).

Presion arterial  Frecuencia cardiaca
(mm Hg) (ppm)
Normoglucémicas + Inicio  128.40 +3.93 358.00 + 13.95
fluoxetina (n=45) 14 dias  126.60 + 2.06 353.80 + 11.38
DReliTees <= i Inicio  136.36 + 1.35 305.25 + 19.59
(n=45) 14 dias  149.85 +7.97 247.08 + 10.63

Tabla 21: Valores de presién arterial (mm Hg) y de frecuencia cardiaca (ppm) de los animales normoglucémicos
y diabéticos tratados con fluoxetina durante 14 dias. Los resultados se expresan como media + SEM
para el nimero de animales indicado entre paréntesis.

Los valores del consumo de agua y comida, la produccion de heces y orina de los
animales normoglucémicos y diabéticos tratados 14 dias con fluoxetina se recogen en la
tabla 22. En animales diabéticos tratados con fluoxetina se observo un incremento en la toma

de agua y produccién de orina y una disminucion en la produccién de heces.

Los valores de creatinina en sangre en los animales hiperglucémicos tratados con
fluoxetina se encontraron elevados con respecto a los obtenidos en animales
normoglucémicos con el tratamiento con el ISRS, pasando de 0.65 + 0.05 mg/dl en
normoglucémicos con fluoxetina a 0.96 + 0.10 mg/dl en diabéticas tratadas con fluoxetina
(Tabla 22). Los niveles Na* y CI" muestran diferencias entre ambos grupos. (Tabla 22).
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Toma de comida Toma de bebida

Peso corporal (g) Heces (mg/g/dia) | Orina (ul/g/dia)

(mg/g/dia) (ul/g/dia)
N lucémi +
ormogicemicos 299.40 + 16.86 69.97 + 3.9 109.02 + 11.06 2513+3.18 2355+ 1.40
fluoxetina (n=10)
v .
o_%m_om_m. . choxa_:m 255.67 + 32.46 87.81+1002  17448+3385%  10.47+1.20 32.22 + 3.68*

Sangre
Glucemia (mg/dl) .
Creatinina
(mg/dl)
N lucémi +
ormogiucemicos 112.90 + 5.43 0.65+ 0.05 40.00% 3.00 60.90+ 400 15550+ 51.50
fluoxetina (n=10)
Diabéticos + fluoxetina

P 265.85 + 5.90% 0.96 £ 0.10* 2417+ 4.74% 50.03+ 599  120.64+ 21.64*

Tabla 22: Caracteristicas de los animales normoglucémicos y diabéticos 14 dias después del inicio del tratamiento con fluoxetina. * P < 0.05 vs
normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias. Los resultados se expresan como media + SEM para el nimero de animales
indicados entre paréntesis.
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1. ESTIMULACION SIMPATICA.

La estimulacion eléctrica de todo el flujo espinal en ratas desmeduladas (pithed), en
nuestras condiciones experimentales y a frecuencias de estimulacion variables, provoco una

estimulacion simpatica vascular, tal y como ha sido previamente propuesto por otros

§(273. 275, 299) (163, 165, 166)

autore , Y nuestro grup , que indujo incrementos de presion arterial sin

cambios apreciables en la frecuencia cardiaca.

1. RATAS NORMOGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA.

Los valores de presion arterial media y de frecuencia cardiaca en ratas control
desmeduladas fueron respectivamente de 61.90 + 1.90 mm Hg y 255.70 + 12.30 ppm. Estas
variables en los distintos grupos de tratamiento con fluoxetina (7, 14 ¢ 21 dias)
(56.3 + 2.2 mm Hg y 226.70 £ 17.70 ppm, 51.90 £ 2.20 mm Hg y 218.80 + 7.50 ppm,
51.80 = 3.90 mm Hg y 231.0 £ 7.90 ppm respectivamente) no difirieron de los del grupo
control; manteniéndose a lo largo de cada experimento, sin presentar modificaciones

importantes después de la administracion o perfusion de los productos utilizados.

1.1  Efecto del tratamiento durante 7, 14 ¢ 21 dias con fluoxetina sobre los incrementos de
presion arterial media obtenidos por estimulacion simpatica total en ratas desmeduladas.

La estimulacion eléctrica de todo el cordon espinal en ratas normoglucémicas
controles y tratadas con fluoxetina (7, 14 ¢ 21 dias), provocd una activacion simpatica
vascular que dio lugar a incrementos de presion arterial media (APAM) frecuencia-
dependientes. El tratamiento con fluoxetina modificd los APAM obtenidos por estimulacion
eléctrica a todas las frecuencias de estimulacion en la curva S-R EO, siendo estos incrementos

inferiores a medida que aumenta el tiempo de tratamiento con fluoxetina (tabla 23).
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0.1 Hz 0.5 Hz 1.0 Hz 5.0 Hz

Control 2.27+0.39 14.70 +1.89 27.37+£3.29 57.47 £6.61
(n=35)

Fluoxetina 7 2.04 £0.12 12.54 + 0.53 24.61 £ 0.91 4946 £ 1.77
(n=35)

Fluoxetina 14 1.36 + 0.14* 7.51 £ 0.69* 1493 +1.10* 32.89 £ 2.10*
(n=60)

Fluoxetina 21 0.80+£0.17* 2.01 £0.18* 5.11 £ 0.73* 14.06 + 1.07*
(n=35)

Tabla 23: Incrementos de presion arterial media (mmHg) obtenidos por estimulacion eléctrica (EO) en ratas
desmeduladas control y tratadas con fluoxetina durante 7, 14 é 21 dias. Los resultados se expresan
como media £ SEM para el nimero de animales indicado entre paréntesis.* P < 0.05 vs control.

1.2  Efecto de la perfusion i.v. de solucién salina y agonistas serotonérgicos (5-HT, 5-CT,
a-metil-5-HT y 1-fenilbiguanida) sobre los incrementos de presion arterial media obtenidos

por estimulacion simpética total en animales tratados durante 7, 14 6 21 dias con fluoxetina.

En estudios previos, realizados en nuestro laboratorio, en ratas desmeduladas, la
perfusion continua de 5-HT asi como la de los agonistas selectivos de los receptores 5-HTia y
5-HTip, 8-OH-DPAT y L-694,247 respectivamente, produjeron una inhibicién de los
incrementos de presioén obtenidos por estimulacién eléctrica; sin embargo, la perfusion
continua del agonista selectivo de receptores 5-HTs, 1-fenilbiguanida potencié dichos
incrementos de presion® 193289 | 5 validacion de estos datos se llevé a cabo repitiendo los
ensayos en un grupo control al que administramos 5-HT, 8-OH-DPAT o L-694,247. Los
efectos inhibidores obtenidos no difirieron significativamente de los obtenidos previamente,
hecho que nos permitio utilizar el resto de los experimentos como controles de nuestro

estudio.
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Figura21: Representacion grafica de los incrementos de presion arterial obtenidosa las diferentes
frecuencias de estimulacion antesy durante la perfusién de solucién salina (1 ml/h) en
ratas pithed.

A las frecuencias de estimulacién empleadas (0.1, 0.5, 1.0 y 5.0 Hz), los incrementos
de presion arterial se mantuvieron estables en las curvas de estimulacion-respuesta E1, E2 y

E3 en los animales que recibieron 1 mi/h de solucion salina (ejemplo gréfico en la Figura 21).

En animales tratados con fluoxetina (7, 14 6 21 dias), ninguna de las dosis de
serotonina ensayadas (5-80 pg/kg/min) modifico el valor basal de presion arterial media ni de
frecuencia cardiaca. Sin embargo, todas ejercieron una accion inhibidora sobre el efecto
presor inducido por estimulacion eléctrica, siendo mayor el grado de inhibicion a las
frecuencias bajas de estimulacion (Tabla 24). Del mismo modo, el grado de inhibicién fue

mayor a medida que aumento el tiempo de tratamiento con fluoxetina (Tabla 24).

El efecto inhibidor de 5-HT fue constante a partir de la curva estimulacidn-respuesta
E2, durante toda la perfusion, por ello en las figuras representamos solamente los incrementos

de PAM de esta estimulacion comparandolos con los obtenidos en la estimulacién EOQ.
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Fluoxetina 7 0.57+0.37* 3.23+0.83* 10.69 + 2.14* 34.89 +4.50

Fluoxetina 14 0.00+£0.00* 3.71+0.87* 8.41+2.80* 28.24+7.56

Fluoxetina 21 0.18 +0.20* 0.79+0.27* 3.67 +0.69 10.74 £ 2.19

Tabla 24: Valores de APAM obtenidos tras la administracion de 5-HT 10 pg/kg/min en animales tratados con
fluoxetina durante 7, 14 ¢ 21 dias.* P < 0.05 vs su EO control (7, 14 y 21 dias de tratamiento con
fluoxetina).

En todos los animales tratados con fluoxetina (7, 14 6 21 dias) la administracién de un
agonista de receptores 5-HTs;, 1-fenilbiguanida (5 pg/kg/min), no modificd las respuestas

presoras obtenidas por estimulacion eléctrica (Figura 22)

La accidén inhibidora de serotonina se reprodujo con la perfusion i.v. del agonista

selectivo de receptores 5-HTy7, 5-CT (5 pg/kg/min) (Figura 22).

La perfusion i.v. de un agonista selectivo de receptores 5-HT,, a-metil-5-HT,
(5 pg/kg/min) dio lugar a una potenciacion de las respuestas presoras obtenidas por
estimulacion eléctrica en los grupos de animales tratados con fluoxetina durante 14 ¢ 21 dias
(Figura 22 b y ¢). La administracion de a-metil-5-HT en ratas tratadas con fluoxetina durante
7 dias no modifico la respuesta presora obtenida por estimulacion simpética (Figura 22 a).

Del mismo modo que ocurria con 5-HT, la inhibicion de las respuestas presoras
obtenida con la administracion de 5-CT es mayor a frecuencias de estimulacion bajas y mayor

al aumentar el tiempo de tratamiento con fluoxetina (Figura 22).
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1.3.  Efecto de la perfusion i.v. de solucion salina y agonistas serotonérgicos (8-OH-DPAT,
L-694,247, CGS-12066B, BW723C86 y MK212) sobre los incrementos de presion arterial
media obtenidos por estimulacion simpatica total en animales tratados durante 14 dias con

fluoxetina.

El efecto inhibidor de 5-CT (5 pg/kg/min) sobre las respuestas presoras obtenidas por
estimulacion simpatica en ratas tratadas con fluoxetina durante 14 dias (Figura 23), se
reprodujo con la perfusion de un agonista selectivo de los receptores 5-HTa, 8-OH-DPAT
(5 ng/kg/min) y con la perfusion de un agonista selectivo de los receptores 5-HTp, L-694,247
(5 pg/kg/min). Sin embargo, la perfusion i.v. de CGS-12066B (5 pg/kg/min), agonista
selectivo de los receptores 5-HT;g no fue capaz de modificar las respuestas presoras obtenidas

por estimulacién simpética total (Figura 23).
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Figura 23: Influencia de la perfusién
iv. de 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min),
L-694,247 5 pag/kg/min) -y
CGS-12066B (5 pg/kg/min) en las
respuestas presoras inducidas por
estimulacion eléctrica en ratas pithed
tratadas con fluoxetina durante 14
dias.

Frecuencia (Hz) *P <0.05 vs EO.
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La potenciacion observada con a-metil-5-HT en animales tratados con fluoxetina
durante 14 dias (Figura 24), no se reproduce con la perfusion de BW-723C86, agonista de
receptores 5-HT,g, (5 pg/kg/min), ni de MK 212, agonista de receptores 5-HTyc,
(5 pg/kg/min) (Figura 24).
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Figura 24: Influencia de Ia
10 A perfusion intravenosa de
a-metil-5HT (5 png/kg/min),
BW723C86 (5 pg/kg/min) y MK 212
(5 pg/kg/min) en las respuestas
0 presoras inducidas por estimulacién
eléctrica en ratas pithed tratadas con
fluoxetina durante 14 dias.
Frecuencia (Hz) P <005vs EO.
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1.4.  Efecto de los antagonistas de receptores 5-HTa, 5-HT1p ¥ 5-HT7 sobre la inhibicion
ejercida por serotonina en las respuestas presoras obtenidas por estimulacién eléctrica en

animales tratados durante 14 dias con fluoxetina.

La administracion i.v. de WAY 100,635 (100 pg/kg), antagonista de receptores
5-HT;a, de BRL-15572 (1 mg/kg), antagonista de receptores 5-HTip 0 de SB269970
(0.5 mg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HT7; no modifico per se, las respuestas

presoras obtenidas por estimulacién eléctrica.

El efecto inhibidor de 5-HT (10 pg/kg/min) fue parcialmente bloqueado por el
pretratamiento con WAY 100,635 (100 pg/kg). Del mismo modo, la administracion i.v.
previa de BRL-15572 (1 mg/kg) antagonizd parcialmente la accidén inhibidora de
10 pg/kg/min de 5-HT (Figura 25).

El pretratamiento intravenoso con una combinacion de WAY 100,635 (100 ug/kg) +
BRL-15572 (1 mg/kg) bloque6 completamente la inhibicion inducida por la administracion de
10 pg/kg/min de 5-HT (Figura 25).

El bloqueo selectivo de los receptores 5-HT; con SB269970 (0.5 mg/kg) no modifico
la accion inhibidora de las respuestas presoras inducida por la administracion de 5-HT
(Figura 25).
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Figura 25: Influencia de Ila
administracién intravenosa de
SB 269970 0.5 mg/kg),
WAY 100,635 (100 pgkg ),
BRL-15572 (1 mg/kg) o wuna
combinacion de BRL-15572
(1 mgkg + WAY 100,635

(100 pg/kg) sobre el efecto inhibidor
de 5-HT (10 pg/kg/min) en las
respuestas presoras inducidas por
estimulacion eléctrica en ratas pithed
tratadas con fluoxetina durante 14
dias.

*P <0.05vs EO.
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1.5  Efecto de los antagonistas de receptores 5-HT,ans2c Y 5-HT2a Sobre la potenciacion
ejercida por a-metil-5-HT en las respuestas presoras obtenidas estimulacion eléctrica en

animales tratados durante 14 dias con fluoxetina.

Ritanserina (1 mg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HT,ans/2c, Y €Spiperona
(0.125 mg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HT,4, administrados por via i.v., no
modificaron, per se, las respuestas presoras obtenida por estimulacion eléctrica del flujo

simpatico total.

El pretratamiento con ritanserina (1 mg/kg) origind un efecto inhibidor de 5-HT

(10 pg/kg/min) mas marcado que el de 5-HT solo (Figura 26).

El efecto potenciador de las respuestas presoras obtenidos por la infusion de
a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) fue bloqueado por el pretratamiento con espiperona
(0.125 mg/kg) (Figura 26) .

60 -
—e—Espiperona + o-metil-5-HT
—&—Ritanserina + 5-HT *
50 {=®=a-metil-5-HT
5-HT
=—E0
= 40 -
I
e
E
<§E 30 A
o
<
Figura 26: |Influencia del
20 A pretratamiento con espiperona
(0.125 mg/kg) o ritanserina
(1 mg/kg) sobre el efecto
inducido  por  a-metil-5-HT
10 A (6  ug/kg/min) o  5-HT
(10 pg/kg/min) en las respuestas
* presoras inducidas por
# * estimulaciéon eléctrica en ratas
0 * , = : , pithed tratadas con fluoxetina
0.1 05 1.0 5.0 durante 14 dias.
' R ' *P <0.05 vs EO.
Frecuencia (Hz) #P<0.05vs a-metil 5-HT.
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1.6  Efecto de 5-HT, 5-CT y a-metil-5-HT sobre las respuestas presoras inducidas por

administracion de NA exdgena en ratas tratadas con fluoxetina durante 14 dias.

Para designar la naturaleza pre y/o postsinaptica de las acciones serotonérgicas, se
realizaron una serie de experimentos donde los incrementos de presion arterial se obtuvieron
por la administracion de NA exogena. La administracion i.v. en bolus de NA a dosis de 0.01,
0.05, 0.1 y 0.5 pg/kg indujo incrementos de presion arterial crecientes con las dosis y
constantes a lo largo del tiempo (Figura 27). Tales incrementos para la curva dosis respuesta,
E’0 en ratas desmeduladas tratadas con fluoxetina durante 14 dias fueron 8.50 + 0.40,
11.74 £ 0.58, 15.14 + 0.83 y 30.88 £ 2.95 mmHg (Figrura 27).

La perfusion de 5-HT (10 pg/kg/min) y de a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) dio lugar a una
potenciacién de las respuestas presoras obtenidas por administracion de NA exdgena.
(Figura 27). Mientras que la perfusion de 5-CT (5 pg/kg/min) no modifico dichas respuestas.

50 —o—NA exdgena + a-metil-5-HT
—=—NAexogena + 5-HT
NAexogena+5-CT  *
40 A .
=o—NA exogena
£ 30 -
S
E
2
o i
= 20
10 Figura 27: Influencia de la perfusion
continua de 5-HT (10 pg/kg/min),
5-CT (5 pg/kg/min) o a-metil-5-HT
(5 pg/kg/min) en los incrementos de
presion arterial inducidos por la
0 . . . . administracion  de  noradrenalina
exdgena en ratas pithed tratadas
0.01 0.05 0.1 0.5 durante 14 diascon fluoxetina.
. *P <0.05 vs NA ex6gena.
Dosis (ug/kg) g
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2. RATAS HIPERGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA.

2.1.  Efecto de la perfusion i.v. de solucion salina y agonistas serotonérgicos (5-HT, 5-CT,
a-metil-5-HT y 1-fenilbiguanida) sobre los incrementos de presién arterial media obtenidos
por estimulacién simpatica total en animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con

fluoxetina.

La estimulacidn eléctrica de todo el cordon espinal en animales diabéticos tratados con
fluoxetina durante 14 dias, dio lugar a incrementos de presién arterial media frecuencia
dependiente. A las frecuencias de estimulacion empleadas los incrementos de presion arterial
media en la curva de estimulacion respuesta EO fueron 3.54 + 0.32, 18.90 + 1.48, 34.62 + 2.33
y 67.80 £ 3.27 mmHg. Dichos incrementos se mantuvieron sin cambios significativos en las
curvas de estimulacion-respuesta E1, E2 y E3, en los animales que recibieron 1mi/h de

solucion salina (Figura 28), siendo significativamente superiores a los de los animales

80 1~
=m-E1
70 A E2
—>E3
60 1 ——E0
S 50 A
I
e
E 40 -
=
& ;
< 30 A
20 + Figura 28: Efecto de la perfusion de
suero fisiologico sobre los
incrementos de  presion  arterial
10 - obtenidos por estimulacion simpatica
total en ratas pithed hiperglucémicas
tratadas con fluoxetina durante 14
0 , , , , dias. EO control, E1 primera, E2
0.1 0.5 1.0 5.0 Zzgilrjr?:;ciér{resElfestatercera e
Frecuencia (Hz) P '
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normoglucémicos tratados con fluoxetina durante 14 dias (Tabla 23).

Las dosis de 5-HT empleadas (5, 10, 20 y 80 pg/kg/min), que no modificaron el valor
basal de PAM de los animales, indujeron una accién inhibidora sobre el efecto presor
inducido por estimulacion eléctrica a todas las frecuencias de estimulacion. La inhibicion es
dosis dependiente (Tabla 25). La accion inhibidora es mayor a bajas frecuencias de
estimulacion. El efecto inhibidor es significativo a todas las frecuencias de estimulacion a
partir de la dosis de 10 pg/kg/min (Tabla 25).

El efecto inhibidor de 5-HT se mantiene constante desde la estimulacion E2 durante
toda la perfusion, por ello sélo representamos en las figuras los incrementos de PAM de esta

estimulacion comparados con los obtenidos en la estimulacion EO.

0.1Hz 0.5Hz 1.0Hz 5.0Hz
EO 3.54 +0.32 18.90 + 1.48 34.62 £ 2.33 67.80 £ 3.27
5-HT 5 2.33+0.67 11.67 + 1.86 25.33 £ 3.48 65.33+1.17

5-HT 10 1.00 £ 1.00* 8.33+0.51*  21.11+2.70* 56.22 + 4.26

5-HT 20 0.78 £ 0.40* 4.00 £2.00*  14.33+2.40* 47.22 + 1.39*

5-HT 80 0.00 + 0.00* 2.96 +1.19* 8.12 + 2.25* 32.67 +4.44%

Tabla 25: Efecto de la perfusién intravenosa de 5-HT (5, 10, 20, 80 ug/kg/min) en los incrementos de presion
obtenidos por estimulacion eléctrica en ratas pithed hiperglucémicas de 4 semanas tratadas con
fluoxetina durante 14 dias. *P<0.05 vs EOQ.

El efecto inhibidor producido por 5-HT sobre las respuestas presoras obtenidas por
estimulacion eléctrica del cordon espinal se reprodujo con la perfusion i.v. del agonista
selectivo de receptores 5-HTy7, 5-CT (5 pg/kg/min) (Figura 29), siendo su efecto inhibidor
superior al de la propia serotonina a dosis de 10 pg/kg/min. Sin embargo, la administracion

del agonista selectivo de receptores 5-HT,, a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) (Figura 29), en
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perfusion continua, potencio dichas respuestas presoras; mientras que la administracion de
1-fenilbiguanida (5 pg/kg/min), agonista selectivo de receptores 5-HTs, no modificd las

respuestas presoras obtenidas por estimulacion eléctrica (Figura 29).

100
=#=1-fenilbiguanida

90 4 =—e—qg-metil-5-HT

*
5-CT
80 1 —a=s5.HT
70 | —o—EQ0

APAM (mm Hg)
al
o

40 A
30 A
Figura 29: Efecto de kb perfusion iv. de
20 - 5-HT (10 pg/kg/min), 5-CT (5 pg/kg/min),
a-metil-5-HT ) po/kg/min) y
1-fenilbiguanida (5 pg/kg/min) en las
10 A respuestas  presoras  inducidas  por
" estimulacién eléctrica en ratas pithed
0 : . . diabéticas de 4 cuatro semanas tratadas

con fluoxetina durante 14 dias.
0.1 0.5 1.0 5.0 %P <0.05vs EO.

Frecuencia (Hz)
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2.2.  Efecto de la perfusién i.v. de solucion salina y agonistas serotonérgicos 5-HTia, 5-
HTis, 5-HTip, 5-HT2s y 5-HT,c (8-OH-DPAT, L-694,247, CGS-12066B, BW723C86 vy
MK212, respectivamente) sobre los incrementos de presion arterial media obtenidos por
estimulacion simpatica total en animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con

fluoxetina.

El efecto inhibidor producido por 5-HT (10 pg/kg/min) sobre las respuestas presoras
obtenidas por estimulacion eléctrica del cordon espinal fue también reproducido por la
perfusion i.v. del agonista selectivo de receptores 5-HT1a, 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min), y por
la perfusion de L-694,247 (5 pg/kg/min), agonista selectivo de receptores 5-HTip. Sin
embargo, el agonista selectivo de receptores 5-HTig, CGS-12066B (5 pg/kg/min), no
reprodujo dicha inhibicion (Figura 30).

80 1
—8—38-OH-DPAT
L-694,247
70 A
—<CGS-12066B
= 4
= 50
e
E
s 40 ~
X
<
30 A
20 A Figura 30: Influencia de la perfusion
intravenosa de 8-OH-DPAT
(5 pg/kg/min), L-694,247 (5 pg/kg/min) y
10 - CGS-12066B (5 pg/kg/min) en las
respuestas  presoras  inducidas  por
* estimulacion eléctrica en ratas pithed
0 - . . . . diabéticas de 4 cuatro semanas tratadas
0.1 05 1.0 5.0 con fluoxetina durante 14 dias.
) *P <0.05vs EO.
Frecuencia (Hz)
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La inhibicion de los incrementos de presion arterial que produjeron el agonista de
receptores 5-HTya, 8-OH-DPAT (5, 10 y 20 pg/kg/min) y el agonista de receptores 5-HTp,
L-694,247 (5, 10 y 20 pg/kg/min) fue dosis y frecuencia dependiente para ambos (Figura 31 a
y b). Ninguna de las dosis ensayadas modifico por si misma el valor basal de presion arterial

media.
a 80 - b 80 -
==—8-OH-DPAT 5 —o—| -694,247 5
20 =o—8-OH-DPAT 10 - =4—1-694,247 10
8-OH-DPAT 20 L-694,247 20
=o—EQ ——EQ
60 % 60 -
*
? L
c 50 A 50
S
E *
40 - 40 A
X
<
30 - 30 A
20 A 20
10 - 10 A
*
O 1 O T T T 1
0.1 0.5 1.0 5.0 0.1 0.5 1.0 5.0
Frecuencia (Hz)

Figura31: Influencia de la perfusiéni.v. de (a) 8-OH-DPAT (5, 10y 20 pug/kg/min) y (b) L-694,247 (5, 10y
20 pg/kg/min) en las respuestas presoras inducidas por estimulacion eléctrica en ratas pithed
diabéticasde 4 cuatro semanastratadascon fluoxetina durante 14 dias.

*P <0.05 vs EO.
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La potenciacion observada para el agonista de receptores 5-HToasp/2c, a-metil-5-HT

(5 ng/kg/min), no fue reproducida por los agonistas selectivos de los receptores 5-HT,g y

5-HT,c, BW-723C86 (5 pg/kg/min) y MK 212 (5 pg/kg/min) respectivamente (Figura 32).
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100 +

90

80

70

60

50

40

30

20

10

—o—q-metil-5-HT

BW 723C86
——MK 212 s
=0—EQ
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0.1 0.5 1.0 5.0
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Figura 32: Efecto de la perfusién i.v.
de a-metil-5-HT (5 pg/kg/min),
BW723C86 (5 pg/kg/min) y MK 212
(5 pg/kg/min) en las respuestas
presoras inducidas por estimulacion
eléctrica en ratas pithed diabéticas de
4 cuatro semanas tratadas con
fluoxetina durante 14 dias.

*P <0.05 vs EO.
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2.3.  Efecto de los antagonistas de receptores 5-HT1a y 5-HT1p (WAY-100,635 y BRL-1572,
respectivamente) sobre la inhibicidn serotonérgica en las respuestas presoras obtenidas por
estimulacion eléctrica en animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina.

El pretratamiento, en ratas diabéticas desmeduladas tratadas con fluoxetina durante 14
dias, con WAY 100,635 (100 pg/kg) antagonista de receptores 5-HT14, 0 con el antagonista
de receptores 5-HTip, BRL-15572 (1 mg/kg), no modifico per se, las respuestas presoras

obtenidas por estimulacion simpatica total.

El antagonista selectivo de receptores 5-HT14, WAY-100,635 (100 pg/kg) revierte
totalmente la accion inhibidora observada con la perfusion de 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min),

agonista selectivo de receptores 5-HT1a (Figura 33a) y parcialmente, la inhibicion inducida

a 80 - b 80 -
—=—\WAY 100,635 + 8-OH-DPAT BRL-15572 + L-694,247
—=—38-OH-DPAT - = -694,247
70 1=e=E0 4 ——E0
60 - 60 - «
>
T 50 - 50 -
=
£
S 40 40 -
<
<
30 - 30 -
*
20 - 20
10 - 10 - *
0 .0 += : . . .
0.1 0.5 1.0 5.0 0.1 05 1.0 5.0

Frecuencia (Hz)

Figura 33: Efecto de la administracion de (a) WAY 100,635 (100 pg/kg) sobre la inhibiciéon inducida por
8-OH-DPAT (5 pg/lkg/min) y (b) BRL-15572 (1 mg/kg ) sobre la inhibicién inducida por L-694,247
(5 pg/kg/min) en las respuestas presoras inducidas por estimulacion eléctrica en ratas pithed diabéticas
de 4 cuatro semanastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs EO.
#P <0.05 vs el agonista.
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por 10 pg/kg/min de 5-HT (Figura 34).

El efecto inhibidor provocado por L-694,247 (5 pg/kg/min) fue completamente
bloqueado por el antagonista selectivo de los receptores 5-HTip, BRL-15772 (1 mg/kg).
(Figura 33b). Dicho antagonista revierte parcialmente la accion inhibidora de 10 pg/kg/min de
5-HT (Figura 34).

La administracion conjunta de WAY 100,635 (100 pg/kg) y BRL-15572 (1 mg/kg)
bloguea totalmente la inhibicidn de las respuestas presoras producidas por la perfusion i.v. de
5-HT (10 pg/kg/min) (Figura 34).

90 7 —u—BRL-15572+WAY 100,635+ 5-HT
===\WAY 100,635+ 5-HT
80 1 BRL-15572 +5-HT
=8=5-HT #
70 4 =e—E0Q
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% Figura 34: Efecto de lk administracién
30 1 de WAY 100,635 (100 pg/kg),
BRL-15572 (1  mg/kg),  5-HT
20 (10 pg/kg/min) y BRL-15572 (1 mg/kg)
+ WAY 100,635 (100 pg/kg) sobre el
efecto inhibidor de 5-HT (10 pg/kg/min)
10 - en las respuestas presoras inducidas por
estimulaciéon eléctrica en ratas pithed
diabéticas de 4 cuatro semanas tratadas
0 con fluoxetina durante 14 dias.
0.1 0.5 1.0 5.0 *P <0.05 vs EO.
_ #P<0.05vs5-HT (10 pg/kg/min).
Frecuencia (Hz)
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2.4. Efecto de los antagonistas de receptores 5-HToasec, 5-HT2a, 5-HTos ¥ 5-HToc
(ritanseria, R 96544, SB 204741, RS 102221, respectivamente) sobre la potenciacién
ejercida por a-metil-5-HT en las respuestas presoras obtenidas por estimulacién eléctrica

en animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina.

Los antagonistas de receptores 5-HToamei2c, 5-HT2a, 5-HT2s ¥ 5-HT,c (ritanseria,
R 96544, SB 204741, RS 102221, respectivamente) no modificaron per se las respuestas
presoras obtenidas por la estimulacidon eléctrica del cordon espinal en ratas diabéticas

desmeduladas tratadas durante 14 dias con fluoxetina.

El pretratamiento con ritanserina (1 mg/kg) produjo que el efecto inhibidor de 5-HT

(10 pg/kg/min) sea mas marcado (Figura 35a).

El efecto potenciador de las respuestas presoras obtenidas por la perfusion de
a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) fue bloqueado por el pretratamiento con el antagonista selectivo
de receptores 5-HTaanerc, ritanserina (1 mg/kg) (Figura 35a). Del mismo modo, la
administracion de R 96544 (1 mg/kg) antagonista selectivo de los receptores 5-HTa, bloque6
la potenciacion de las respuestas presoras evocadas por a-metil-5-HT (5 pg/kg/min)
(Figura 35b).

Sin embargo, la administracion i.v. del antagonista de receptores 5-HT,g, SB 204741
(1 mg/kg), o del antagonista de receptores 5-HT,c, RS 102221 (1 mg/kg) no modificaron la
potenciacion de las respuestas presoras producidas por 5 pg/kg/min de o-metil-5-HT

(Figura 35b).
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Figura 35: Efecto del pretratamiento con (a) ritanserina (1 mg/kg) en la accion de 5-HT 10 pg/kg/min o de
a-metil-5-HT 5 pg/kg/min y de (b) R 96544 (1 mg/kg), 0 SB 204741 (1 mg/kg) o RS 102221 (1 mg/kg)
en el efecto potenciador de a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) sobre el efecto presor inducido por
estimulacion eléctrica en ratas pithed diabéticasde 4 semanastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs EO.

#P < 0.05 vs a-metil-5-HT 5 pg/kg/min.
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2.5. Efecto de 5-HT, 5-CT o a-metil-5-HT sobre las respuestas presoras inducidas por
administracion de NA exdgena en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14

dias.

Para designar la naturaleza pre y/o postsinptica de las acciones serotonérgicas, se
realizaron una serie de experimentos donde los incrementos de presion arterial se obtuvieron
por la administracion de NA exogena. La administracién i.v. en bolus de NA a dosis de 0.01,
0.05, 0.1y 0.5 pg/kg induce incrementos de presidn arterial crecientes y constantes a lo largo
del tiempo. Tales incrementos para la curva dosis respuesta, E’0 en ratas hiperglucémicas
desmeduladas tratadas con fluoxetina durante 14 dias fueron 11.00 + 1.00, 16.83 £+ 1.36, 23.74
+ 186 y 46.20 + 3.30 mm Hg, respectivamente (Figura 36). Estos valores son
significativamente superiores a los obtenidos en animales normoglucémicos tratados con

fluoxetina durante 14 dias (Figura 27).

La perfusion de 5-HT (10 pg/kg/min) no origind diferencias significativas en los

incrementos de PAM obtenidos por administracion de NA exdgena (Figura 36).

La perfusion de 5-CT (5 pg/kg/min), agonista selectivo de los receptores 5-HTy7,
inhibié las respuestas presoras obtenida por administracion de noradrenalina exdgena
(Figura 36).

Sin embargo, la perfusion de a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) dio lugar a una potenciacion

de las respuestas presoras obtenidas por administracion de NA exdgena (Figura 36).
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Figura 36: Efecto de la perfusién
continua de 5-HT (10 pg/kg/min),
5-CT (5 pg/kg/min) y a-metil-5-HT
(5 pg/kg/min) en los incrementos de
presion arterial inducidos por la
administracion  de  noradrenalina
exdgena en ratas pithed diabéticas de
4 semanas tratadas durante 14 dias
con fluoxetina.

*P <0.05vs NA exbgena.
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3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INDIRECTOS IMPLICADOS
EN LAS ACCIONES SEROTONERGICAS EN RATAS
HIPERGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA DURANTE 14
DIAS.

3.1. Efecto de L-NAME, L-NAME+L-Arginina, ODQ, nimesulida, FR122047, ICI 192,605
e indometacina sobre los incrementos de presion arterial media obtenidos por estimulacion

simpatica total en animales hiperglucémicos tratados durante 14 dias con fluoxetina.

Teniendo en cuenta a las acciones potenciadoras y/o inhibidoras inducidas por
serotonina y/o agonistas serotonérgicos, los siguientes experimentos se destinaron a estudiar
posibles acciones indirectas. Para ello se bloquearon diferentes sistemas vasculares enddgenos
(6xido nitrico y derivados de las ciclooxigenasas) implicados en la regulacion de la presion

arterial.

ODQ (10 pg/kg), inhibidor de la guanilato ciclasa, nimesulida (1.5 mg/kg), inhibidor
de la COX-2, FR122047 (1.5 mg/kg), inhibidor de COX-1, indometacina (2 mg/kg), inhibidor
no selectivo de COX, ICI 192,605 (0.5 mg/kg), antagonista de receptores de TXA2, L-NAME
(10 mg/kg) + L-Arginina (100 mg/kg; donador de 6xido nitrico) no modificaron ni la presion
arterial basal ni la frecuencia cardiaca en los animales hiperglucémicos tratados con
fluoxetina durante 14 dias. Unicamente el tratamiento con L-NAME (10 mg/kg; inhibidor de
la oxido nitrico sintasa) incrementé los valores basales de presion arterial y frecuencia
cardiaca (89.3 + 8.3 mmHg y 261.7 £ 5.1 ppm).

Solamente el pretratamiento con L-NAME (10 mg/kg) o L-NAME (10 mg/kg) +
L-Arginina (100 mg/kg) origind, a todas las frecuencias de estimulacién (0.1, 0.5, 1.0 y 5.0
Hz), incrementos de PAM significativamente superiores a los de la curva estimulacion-
respuesta EO, que fueron para L-NAME: 12.42 + 1.57, 32.02 + 3.81, 50.21 £ 5.17y 77.80 £
4.98 mmHg y para L-NAME + L-Arginina: 8.42 + 3.38, 28.00 + 2.52, 54.83 + 3.50y 72.67
2.40 mmHg (Figura 37).
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Los incrementos de PAM obtenidos en las curvas de estimulacion E1, E2 y E3 en
presencia de ODQ, L-NAME, L-NAME + L-Arginina, indometacina, nimesulida, FR122047,
ICI 192,605, tras la perfusion de solucion salina (1 ml/h) son similares a los obtenidos en la

curva EO de cada tratamiento.
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=o—EO0 L-Arginina
—+—E00DQ
80 - EO Indometacina %
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Figura 37: Influencia del
pretratamiento iv. con ODQ
(10 pg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
20 + L-NAME+L-Arginina (100 mg/kg),
* indometacina (2 mg/kg), nimesulida
* (1.5 mg/kg), FR122047 (1.5 mg/kg)
o ICI 192,605 (0.5 mg/kg) en las
respuestas presoras obtenidas por
0 T T T estimulacion simpética total en la
0.1 0.5 1.0 5.0 curva estimulacion-respuesta EO.
Frecuencia (Hz) *P <0.05 vs EO.
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3.2. Estudio de los mecanismos indirectos implicados en las acciones inhibidoras

serotonérgicas en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias.

La administracion i.v. de ODQ es capaz de revertir completamente el efecto inhibidor
producido por 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min; Figura 38 a), y de manera parcial la accion
inhibidora de 5-HT (10 pg/kg/min; Figura 39). Sin embargo, el efecto inhibidor L-694,247
(5 ng/kg/min; Figura 38 b) sobre las respuestas presoras obtenidas por estimulacién eléctrica
en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias no se vio modificado en los

animales pretratados con ODQ (10 pg/kg).

El efecto inhibidor producido por 5-HT (10 pg/kg/min) es parcialmente revertido en

a 100 - b 100 -
=e—0DQ +8-OH-DPAT —e—0DQ + L-694,247
=4 |ndometacina + 8-OH-DPAT == |ndometacina + L-694,247
—8-8-OH-DPAT == -694,2475
80 - ——E0 80 - =0—=EQ
=)
I 60 - 60 -
e
S
>
=
< 40 ~ 40 A
# *
20 - 20 -
*
i
O 1 0 T T T

0.1 0.5 1.0 5.0

Frecuencia (Hz)

Figura 38: Efecto de la perfusion intravenosa de (a) 8-OH-DPAT (5 png/kg/min)y (b) L-694,247 (5 pg/kg/min)
en las respuestas presoras inducidas por estimulacion eléctrica en presencia de ODQ (10 pg/kg) o
de indometacina (2 mg/kg) en ratas pithed diabéticas de 4 semanas tratadas con fluoxetina durante
14 dias.

*P <0.05 vs EO.
#P< 0.05 vs cada agonista.
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presencia de indometacina (2 mg/kg), inhibidor no selectivo de ciclooxigenasa (Figura 39).
Del mismo modo, indometacina bloquea totalmente la accion inhibidora sobre las respuestas
presoras inducidas por estimulacion eléctrica de L-694,247 (5 pg/kg/min; Figura 38 b). Sin
embargo, 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min), en presencia de indometacina (2 mg/kg) continla

ejerciendo su accion inhibidora (Figura 38 a).

100

=o—0DQ +5-HT
=#—Indometacina + 5-HT
g0 { —®5-HT

——E0

(@]
o
1

APAM (mm Hg)
SN
o

Figura  39: Efecto  de la
administracién intravenosa de ODQ
(10 pg/kg) e indometacina (2 mg/kg)
sobre el efecto inhibidor de Ilas
respuestas presoras inducidas por
estimulacién eléctrica producido por
5-HT (10 pg/kg/min) en ratas pithed
diabéticas de 4 semanas tratadas con
0.1 05 1.0 5.0 fluoxetina durante 14 dias.

*P <0.05 vs EO.

20

Frecuencia (Hz)

La administracion i.v. tipo bolus de L-NAME (10 mg/kg), inhibidor de la oxido nitrico
sintasa, bloqued el efecto inhibidor de 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min) (Figura 40 a).

El pretratamiento con L-arginina (100 mg/kg), 30 minutos después de la
administracion intravenosa de L-NAME, dio lugar a que la perfusion continua del agonista de
receptores 5-HT1a, 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min) manifiestara, de nuevo, el efecto inhibidor

sobre los incrementos de presion arterial obtenidos por estimulacién eléctrica (Figura 40 a).
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El pretratamiento con el inhibidor selectivo de COX-1, FR122047, (1.5 mg/kg)
bloqued el efecto inhibidor producido por L-694,247 sobre los incrementos de presion
obtenidos por estimulacion eléctrica. Sin embargo el pretratamiento con el inhibidor de
COX-2, nimesulida (1.5 mg/kg), no fue capaz de revertir dicho efecto inhibidor sobre la

respuesta presora (Figura 40 b).

a b
100 7—a—L-NAME + L-Arg + 8-OH-DPAT 100 1 Nimesulida + L-694,247
=o—L-NAME + 8-OH-DPAT =o—FR122047 + L-694,247
=——E0 L-Arginina —i—|_-694,247
80 {=#—EO0L-NAME 80 1 —e—EO
==—8-OH-DPAT
—o—E0
T 60 - 60 1 «
E
E
2
o J i
o 40 40
20 A 20 A
0 0 * T T T 1
5.0 0.1 0.5 1.0 5.0
Frecuencia (Hz)

Figura 40: Efecto de la perfusiéon de (a) 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min) en presencia de L-NAME (10 mg/kg) o
L-NAME (10 mg/kg) + L-Arginina (100 mg/kg) y (b) de L-694,247 (5 png/kg/min) en presencia de
nimesulida (1.5 mg/kg) o de FR122047 (1.5 mg/kg) en las respuestas presoras inducidas por
estimulacion eléctrica en ratas pithed diabéticas de 4 semanas tratadas con fluoxetina durante 14
dias.

*P <0.05 vs EOQ.
#P <0.05 vs EO L-Arginina.
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3.3. Estudio de los mecanismos indirectos implicados en las acciones potenciadoras

serotonérgicas en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias.

El efecto potenciador de la respuesta presora obtenida por estimulacién eléctrica,
inducida por o-metil-5-HT (5 pg/kg/min) se vio bloqueado con la administracion de
indometacina, inhibidor no selectivo de COX (1.5 mg/kg), de ICI 192,605 (0.5 mg/kg)
(Figura 41 a), antagonista de receptores de tromboxano A2, nimesulida (1.5 mg/kg), inhibidor
selectivo COX-2 6 FR122047 (1.5 mg/kg), inhibidor selectivo de COX-2. (Figura 41 b).

- . . b .

a 100 =4 |ndometacina + a-metil-5-HT 100 Nimesulida + a-metil-5-HT
==—|C]| 192,605 + o-metil-5-HT =8-FR122047 + a-metil-5-HT
=o—q-metil-5-HT * =o—q-metil-5-HT *

——
80 - =—E0 T 80 - EO

=

I

= i

£ 60

=

X

<

40 -
20 A
0 .
0.1 0.5 1.0 5.0 0.1 0.5 1.0 5.0
Frecuencia (Hz)
Figura 41: Efecto de la perfusion intravenosa de a-metil-5-HT (5 pg/kg/min) en las respuestas presoras
inducidas por estimulacion eléctrica en presencia de (a) indometacina (2 mg/kg) o de I1CI 192,605
(0.5 mg/kg) y de (b) nimesulida (1.5 mg/kg) o FR122047 (1.5 mg/kg) en ratas pithed. diabéticas de
4 semanastratadas con fluoxetina durante 14 dias
*P <0.05 vs EO.
#P < 0.05 vs a-metil-5-HT.
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1. ESTIMULACION COLINERGICA.

La estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas desmeduladas (pithed), en nuestras
condiciones experimentales y a distintas frecuencias de estimulacion, interfirio con la
transmision colinérgica cardiaca, provocando una accion bradicardizante frecuencia
dependiente®>157),

1. RATAS NORMOGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA
DURANTE 14 DIAS.

Las ratas Wistar normoglucémicas pithed tratadas con fluoxetina durante 14 dias,
utilizadas en nuestros experimentos, presentaron valores de presién arterial y frecuencia
cardiaca de 50.30 + 3.10 mm Hg y de 279.20 + 5.50 ppm respectivamente. La disminucion de
la frecuencia cardiaca obtenida en nuestras condiciones experimentales fue producida por una
estimulacion de las neuronas vagales a nivel cardiaco, preferentemente a nivel

preganglionar(‘*® 3%

, que llevo a la liberacion de acetilcolina. Esta liberacion de acetilcolina
conllevd una activacion de receptores colinérgicos, que fueron los responsables de la
bradicardia. Esta accidn explicé que la bradicardia producida por estimulacion eléctrica fuera

reproducida por acetilcolina exdgena y totalmente inhibida tras la administracion de atropina.
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1.1. Efecto de la administracion i.v. de solucion salina o 5-HT sobre la bradicardia
obtenida por estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas normoglucémicas tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

La estimulacion eléctrica vagal en ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina
durante 14 dias, a las frecuencias de 3, 6 y 9 Hz, dio lugar a una bradicardia frecuencia
dependiente. A las frecuencias utilizadas en la curva estimulacion control, la disminucién de
la frecuencia cardiaca fue respectivamente de: -15.20 = 120, -29.90 + 2.10,
-49.50 + 3.30 ppm, mientras que la presion arterial no se modifico significativamente durante

todo el experimento (Figura 42).

Dichos descensos se mantuvieron sin cambios significativos en los animales que

recibieron 1 ml/kg de solucion salina.

100 Presion arterial (mmHg)

Administracion de solucién salina

N

i 3Hz

EO El

3Hz 9Hz

6Hz 1

6Hz!

! 9Hz!

0 Frecuencia cardiaca (ppm)

Figura42: Representacion grafica de la presion arterial y la frecuencia cardiaca enratastratadascon
fluoxetina durante 14 dias, antesy despuésde la administracioni.v. de solucién salina a
diferentes frecuencias de estimulacion (3, 6 y 9 Hz).
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La administracién por via i.v. de dosis bajas de 5-HT (10 y 50 ug/kg) provocé una

reduccion de la bradicardia obtenida por estimulacion vagal, significativa a la dosis de
10 pg/kg. Sin embargo, la administracion de dosis altas de 5-HT (100 y 200 pg/kg), dio lugar

a una potenciacion de dicha bradicardia (Figura 43).

5-HT (ug/kg)
50

100 200

Control 10

AFC (ppm)

m3Hz m6Hz m9Hz

-80 -
Figura 43: Variaciones de frecuencia cardiaca (AFC) producidas por estimulacién eléctrica del nervio vago
antes (control ) y después de la administracion i.v. de 5-HT (10, 50, 100 y 200 mg/kg) en ratas

pithed normoglucémicastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs control.
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1.2. Efecto de la administracion i.v. de agonistas serotonérgicos (5-C7, a-metil-5-HT,
1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, L-694,247 y CGS-12066B) sobre la bradicardia obtenida por
estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina

durante 14 dias.

La bradicardia inducida eléctricamente tras la administracion i.v. tipo bolus del
agonista selectivo 5-HTy7, 5-CT (10 pg/kg) fue significativamente inferior a la obtenida en el

grupo control (Figura 44).

La administracion del agonista de receptores 5-HTs, 1-fenilbiguanida (10 pg/kg)

potencio la bradicardia a las tres frecuencias de estimulacion ensayadas (Figura 44).

Sin embargo, la administracion de a-metil-5-HT (10 pg/kg), agonista selectivo de los
receptores 5-HT,, no modifico la bradicardia inducida por estimulacion eléctrica vagal
(Figura 44).

a-metil-5-HT  1-fenilbiguanida
5-CT (ng/kg) (ug/kg) (ng/kg)
Control 10 10 10
0 T — T T
*
B N
-20 | *
230 A
T 0.
@- *
O -50 -
3
-60
-70 A
-80 1 M3Hz W6Hz mMI9Hz “
-90 -
Figura 44: Variaciones de frecuencia cardiaca (AFC) producidas por estimulacién eléctrica del nervio vago
antes (control) y después de la administracion i.v. de 5-CT (10 pg/kg), o-metil-5-HT (10 pg/kg)
6 1-fenilbiguanida (10 pg/kg) en ratas pithed nomoglucémicas tratadas con fluoxetina durante
14 dias.
*P <0.05 vs control.
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El efecto inhibidor de 5-CT, fue reproducido con la administracion i.v. del agonista
selectivo del receptor 5-HT1p, L-694,247 (50 ug/kg) (Figura 45).

Sin embargo, ni la administracion del agonista selectivo de receptores 5-HTg,
CGS-12066B (50 pg/kg), ni del agonista selectivo de receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT,
modificaron la bradicardia inducida por estimulacion eléctrica (Figura 45).

8-OH-DPAT CGS-12066B L-694,247
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Control 50 50

50
0 T T T
L] r
-10 - *
*

AFC (ppm)

B3Hz 6Hz BOHz

Figura 45: Variaciones de la frecuencia cardiaca (AFC) provocadas por estimulacion eléctrica vagal antes
(control) y después de la administracion de 8-OH -DPAT (50 pg/kg), CGS-12066B (50 pg/kg) o
L-694,247 (50 ug/kg) en ratas pithed normoglucémicastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs control.
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1.3.  Efecto de los antagonistas de receptores 5-HTip, 5-HT7 y 5-HT3 sobre la bradicardia
obtenida por estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas normoglucémicas tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

El pretratamiento con SB 269970 (0.5 mg/kg), antagonista selectivo de los receptores
5-HT7;, BRL-15572 (1 mg/kg), antagonista selectivo del receptor 5-HTip 0 MDL-72222
(1 mg/kg), antagonista selectivo de los receptores 5-HT3 no modifico la bradicardia obtenida

por estimulacion eléctrica vagal a ninguna de las frecuencias utilizadas (Figuras 46 y 47).

En presencia de SB 269970 (0.5 mg/kg), 5-CT (10 pg/kg) continud ejerciendo la

accion inhibidora de la bradicardia obtenida por estimulacion vagal (Figura 46).

El pretratamiento con BRL-15572 (1 mg/kg) o MDL-72222 (1 mg/kg) bloquearon la
inhibicién de la bradicadia inducida por L-694,247 (50 pg/kg) y la potenciacion producida por
el agonista de los receptores 5-HT3, 1-fenilbiguanida (10 pg/kg) (Figura 47).

SB 269970 (0.5 mg/kg)
5-CT (no/kg) 5-CT (ng/kg)
Control 10 Control 10
O T _ T T -
*
-10 - *
*
-20 T J
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=
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S -40 -

50 -
B3 Hz 6Hz W9OHz
-60 -

Figura 46: Efecto de la administracion i.v. de SB 269970 (0.5 mg/kg) en la accion inhibidora de 5-CT
(10 ug/kg) sobre la bradicardia (AFC) inducida por estimulacién vagal en ratas pithed
normoglucémicastratadascon fluoxetina durante 14 dias.

*P < 0.05vs control.
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BRL15572 (1mg/kg) MDL 72222 (1 mg/kg)

L-694,247 1-fenilbiguanida
(ng/kg) (ng/kg)

Control Control 50 Control 10

AFC (ppm)

-70 ~ Bm3Hz m6Hz MWM9Hz

Figura 47: Efecto de la administracién i.v. de BRL 15572 (1 mg/kg) sobre la accién inhibidora de L-694,247
(50 pog/kg) y de MDL 72222 (1 mg/kg) sobre la accion potenciadora de 1-fenilbiguanida
(10 pg/kg) en la bradicardia (AFC) inducida por estimulacion vagal en ratas pithed
normoglucémicastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
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1.4. Efecto de 5-HT, 5-CT y 1-fenilbiguanida sobre las respuestas bradicardizantes
obtenidas por la administracion de acetilcolina exdgena en ratas normoglucémicas tratadas

con fluoxetina durante 14 dias.

La administracion exdgena de acetilcolina (1, 5y 10 pg/kg) en ratas normoglucémicas
tratadas con fluoxetina durante 14 dias, dio lugar a una bradicardia dosis-dependiente
(Figura 48). La administracion de 5-HT (10 pg/kg) o de 5-CT (10 pg/kg) no modifico la
bradicardia obtenida por administracion de Ach exdgena. Sin embargo, la administracion de
5-HT (200 pg/kg) o de 1-fenilbiguanida (10 pg/kg) dio lugar a una potenciacion significativa
de la bradicardia (Figura 48).

5-CT  1-fenilbiguanida
5-HT (uglkg) (ng/kg) (ng/kg)

Control 10 200 10 10

-100 A

AFC (ppm)

-120 A

1 pg/kg Ach
5 ug/kg Ach *
m 10 pg/kg Ach *

-140 -

-160 -

Figura 48: Cambios en la frecuencia cardiaca (AFC) provocados por administracion exdgena de acetilcolina
antes (control) y después de la administracién tipo bolus de 5-HT (10 y 200 pg/kg), 5-CT
(10 pg/kg) 6 1-fenilbiguanida (10 pg/kg) en ratas pithed nomoglucémicas tratadas con
fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 en vs control.
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2.  RATAS HIPERGLUCEMICAS TRATADAS CON FLUOXETINA
DURANTE 14 DIAS.

Las ratas Wistar hiperglucémicas pithed tratadas con fluoxetina durante 14 dias
utilizadas en nuestros experimentos presentaron valores de presion arterial y frecuencia

cardiaca de 52.16 + 4.60 mm Hg y de 264.40 £ 7.70 ppm respectivamente.

2.1. Efecto de la administracion i.v. de solucion salina o 5-HT sobre la bradicardia
obtenida por estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas hiperglucémicas tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

La estimulacion eléctrica vagal en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina
durante 14 dias, a las frecuencias de 3, 6 y 9 Hz, dio lugar a una bradicardia frecuencia
dependiente. A las frecuencias utilizadas en la curva estimulacion respuesta control, la
disminucion de la frecuencia cardiaca fue de : -8.29 + 1.28, -17.40 + 2.20 y -30.70 + 3.81 ppm
respectivamente. Dichos descensos se mantuvieron sin cambios significativos en los animales
que recibieron 1 ml/kg de solucién salina. La bradicardia originada por estimulacion eléctrica
en ratas hiperglucémicas tratadas durante 14 dias con fluoxetina fue menor que la obtenida
bajo las mismas condiciones en ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14
dias, mientras que la presion arterial no se modificéd significativamente durante todo el

experimento.

La administracién por via i.v. de 5-HT a dosis de 10 y 50 pg/kg provocé una
potenciacién de la bradicardia obtenida por estimulacion vagal a todas las frecuencias
ensayadas. Sin embargo, la administracion de dosis mas elevadas de 5-HT (100 y 200 ug/kg),

origino una inhibicion de la bradicardia inducida vagalmente (Figura 49).
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5-HT (ug/kg)
Control 10 50 100 200

AFC (ppm)

-70 A * m3Hz m6Hz m9Hz

Figura 49: Variaciones de frecuencia cardiaca (AFC) provocadas por estimulacién eléctrica del nervio vago
antes (control) y después de la administracion i.v. de 5-HT (10, 50, 100 y 200 pg/kg) en ratas
pithed diabéticas de 4 semanastratadas con fluoxetina durante 14 dias.

*P <0.05 vs control.
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2.2. Efecto de la administracion i.. de solucion salina (control) o agonistas
serotonérgicos (5-C7, a-metil-5-HT, 1-fenilbiguanida, 8-OH-DPAT, L-694,247 'y
CGS-12066B) sobre la bradicardia obtenida por estimulacion eléctrica del nervio vago en

ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias.

La bradicardia inducida eléctricamente tras la administracion i.v. tipo bolus del
agonista selectivo de receptores 5-HT1/7, 5-CT a dosis bajas (10 pg/kg) fue significativamente
superior a la obtenida en el grupo control (Figura 50). Mientras que la dosis mas elevada de
5-CT (100 pg/kg) dio lugar a una disminucién de la bradicardia obtenida por estimulacion

eléctrica a todas las frecuencias de estimulacion (Figura 50).

Ni la administracion del agonista de receptores 5-HTs, 1-fenilbiguanida
(10 y 100 pg/kg) ni la administracion del agonista de receptores 5-HT,, a-metil-5-HT (10 y
100 ug/kg), modificaron la bradicardia obtenida por estimulacion eléctrica. (Figura 50).

a-metil-5-HT 1-fenilbiguanida
5-CT (ng/kg) (ng/kg) (ug/kg)
Control 10 100 10 100 10 100

AFC (ppm)

»
o
1

B 3 Hz 6Hz m9Hz

Figura 50: Cambios en la frecuencia cardiaca (AFC) provocados por estimulacion eléctrica vagal antes
(control) y después de la administracion tipo bolus de 5-CT (10 y 100 pg/kg), a-metil-5-HT
(10 y 100 pg/kg) 6 1-fenilbiguanida (10 y 100 pg/kg) en ratas pithed diabéticas de 4 semanas
tratadas con fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs control.
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El efecto inhibidor inducido por las dosis elevadas de 5-CT es reproducido por el
agonista selectivo de receptores 5-HTip, L-694,247 (50 ug/kg) (Figura 51), siendo la
inhibicién significativa a todas las frecuencias de estimulacion ensayadas. Sin embargo, la
administracion i.v. tipo bolus del agonista selectivo de receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT
(50 pg/kg) o del agonista selectivo de receptores 5-HT;g, CGS-12066B (50 ug/kg), no

modificd la bradicardia inducida por estimulacion eléctrica del nervio vago (Figura 51).

8-OH-DPAT CGS-12066B L-694,247
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Control 50 50 50
O T T T ?
-5 - %
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45 - m 3 Hz 6Hz m9Hz
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Figura 51: Cambios en la frecuencia cardiaca (AFC) provocados por estimulacién eléctrica vagal antes
(control) y después de la administracién tipo bolus de 8-OH-DPAT (50 pg/kg), L-694,247
(50 pg/kg) o CGS-12066B (50 pg/kg) en ratas pithed diabéticas de 4 semanas tratadas con
fluoxetina durante 14 dias.
*P <0.05 vs control.
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2.3. Efecto de los antagonistas de receptores 5-HTip, y 5-HT; sobre la bradicardia
obtenida por estimulacion eléctrica del nervio vago en ratas hiperglucémicas tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

En ratas diabéticas de cuatro semanas tratadas con fluoxetina durante 14 dias, la
administracion i.v. tanto de SB 269970 (0.5 mg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HT~
(Figura 52), como de BRL-15572 (1 mg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HTip, no
modificé significativamente la bradicardia inducida por estimulacion eléctrica (Figura 53).

El pretratamiento con el antagonista de receptores 5-HT;, SB 269970 (0.5 mg/kg),
modificd la respuesta obtenida por 5-CT, originando una accién inhibidora que se manifiesta

tanto a dosis bajas como a dosis altas (Figura 52).

SB 269970 (0.5 mg/kg)
5-CT (ng/kg) 5-CT (ug/ko)

Control 10 100 Control 10 100

AFC (ppm)

>
o
1

B3 Hz 6Hz m9Hz

-70 -

Figura 52: Efecto de la administracion i.v. de SB 269970 (0.5 mg/kg) en las acciones inducidas por 5-CT
(10 y 100 ug/kg) sobre la bradicardia obtenida por estimulacion vagal en ratas pithed diabéticas
de 4 semanastratadas con fluoxetina durante 14 dias.

*P <0.05 vs control.
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La administracion del antagonista selectivo de receptores 5-HTip, BRL-15572

(1 mg/kg), bloqued la inhibicion de la bradicardia obtenida por la administracion i.v. de
L-694,247 (50 pg/kg) (Figura 53).

AFC (ppm)

Figura 53:

Control

L-694,247 (ug/kg)

BRL-15572 (1 mg/kg)

L-694,247 (ug/kg)
Control 50

Efecto de la administracion i.v. de BRL-15572 (1 mg/kg) en la accion inhibidora de L-694,247
(50 pg/kg) sobre la bradicardia (AFC) inducida por estimulacién vagal en ratas pithed diabéticas

B 3 Hz

50
T —— T
*
*

6Hz W9Hz

de 4 semanastratadascon fluoxetina durante 14 dias.
*P < 0.05 vs control.
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2.4. Efecto de 5-HT y 5-CT sobre las respuestas bradicardizantes obtenidos por la
administracion de acetilcolina exégena en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina

durante 14 dias.

En este grupo de animales la bradicardia fue inducida por administracion de un
agonista muscarinico, acetilcolina exdgena (1, 5, 10 pg/kg). Este efecto bradicardizante
(frecuencia dependiente) en ratas diabéticas de 4 semanas tratadas con fluoxetina durante 14
dias se mantiene estable tras la administracion i.v. tipo bolus de solucion salina (1 ml/kg), de
5-HT (10 y 100 pg/kg) o de 5-CT (10 y 100 pg/kg) (Figura 54).

5-HT (ug/kg) 5-CT (ug/kg)

Control 10 100 10 100

AFC (ppm)

-100 - m1pg/kg Ach =5 pg/kg Ach m 10 pg/kg Ach

Figura 54: Cambios en la frecuencia cardiaca (AFC) provocados por administracion exdgena de acetilcolina
antes (control) y después de la administracion tipo bolus de 5-HT (10 y 100 pg/kg) 0 5-CT (10 y
100 pg/kg) en rataspithed diabéticasde 4 semanastratadas con fluoxetina durante 14 dias.
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Existen mdaltiples evidencias de que las variadas acciones e implicaciones
serotonérgicas a nivel cardiovascular, estan condicionadas por aspectos tales como la especie
animal en estudio, el lecho vascular analizado, el tono simpatico basal o la existencia de una

patologlra Subyacente(lSO, 132, 133, 157, 163-166)

. De hecho en lo que se refiere a la modulacion
serotonérgica sobre la neurotransmision simpatica y parasimpatica vascular, nuestro grupo ha
establecido que la existencia de una situacion de hiperglucemia experimental o de
hipertension, genera cambios significativos no solo en las acciones directas de 5-HT sino

también en los mecanismos indirectos implicados*" 1¢%).

La complejidad de acciones de 5-HT y otros agonistas serotonérgicos se comprende en
parte por la diversidad de receptores serotonérgicos que en la actualidad se conocen*”'®. La
disponibilidad, cada vez mayor de agonistas y antagonistas selectivos de los diferentes tipos, e
incluso subtipos, de tales receptores junto con los avances farmacodinamicos, son factores
importantes a la hora de poder justificar, con mayor rigor y exactitud, las diferencias de

actividad encontradas.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han podido demostrar
que 5-HT y determinados mecanismos serotonérgicos afectan a la transmision simpaética y
parasimpatica, en ratas desmeduladas y que la existencia de diabetes experimental inducida en
ratas con aloxano y mantenida durante cuatro semanas, genera cambios significativos en la
modulacion que 5-hidroxitriptamina y determinados mecanismos serotonérgicos, ejercen en la

neurotransmision in vivo®® 137 155 163, 164)

De igual modo, hemos detectados cambios
inducidos por diabetes o hipertension en determinadas acciones vasculares analizadas en
territorios vasculares autoperfundidos (renal, mesentérico y tren posterior) asi como en la

expresion de determinados tipos y subtipos de receptores serotonérgicos31134 137, 138, 145)

De acuerdo con los antecedentes existentes y los resultados ya obtenidos por nosotros,
planteamos en esta memoria de Tesis Doctoral, que el tratamiento con fluoxetina,
antidepresivo de frecuente uso en clinica que ha evidenciado efectos derivados de la
recaptacion de 5-HT y también de NA en ratas, podria afectar a las implicaciones que 5-HT
ejerce tanto a nivel de neurotransmision simpatica y parasimpatica no solo en ratas

normoglucémicas sino también en situacion de diabetes experimental.
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Los resultados obtenidos en ratas tratadas con fluoxetina y posteriormente
desmeduladas, en experimentos de estimulacion simpatica, coinciden en parte con los

5163 179.301) e ratas hiperglucémicas®®, donde son los

mostrados en ratas normoglucémica:
receptores serotonérgicos 5-HT; los que principalmente median la inhibicion de respuestas
presoras obtenidas por estimulacion eléctrica. No obstante, hemos observado determinadas
diferencias que probablemente tienen que ver con este tratamiento, encontrando acciones
potenciadoras relacionadas con la activacion de receptores 5-HT, a diferencia de las
encontradas en ratas normoglucémicas, no tratadas, donde el receptor implicado es el

5-HT;%9,

De acuerdo con los resultados aqui obtenidos, el tratamiento antidepresivo con
fluoxetina durante 7, 14 6 21 dias, a la dosis de 10 mg/kg/dia no induce modificaciones
significativas en la evolucion del peso de los animales ni tampoco en los parametros
cardiovasculares de presion arterial y de frecuencia cardiaca. Los valores de glucosa en sangre
de ratas tratadas con fluoxetina son ligeramente inferiores a los de animales no tratados,
aungue esta variacion no resulta significativa. En otras constantes fisioldgicas (toma de
comida, bebida, produccion de heces y orina) tampoco se observan variaciones con respecto
al grupo control. Estos resultados nos permiten deducir que el tratamiento antidepresivo por si
mismo, a la dosis y con la duracion establecidas, no induce cambios significativos en
parametros que de acuerdo con estudios previos realizados por nosotros en animales con

diabetes experimental, se van a modificar significativamente®% 303

por lo que,
posteriormente, y con los resultados obtenidos en animales diabéticos, podremos comprobar
si tal y como proponen otros autores®” 8 dicho tratamiento antidepresivo resulta beneficioso
0 no en situacion de diabetes. Por su parte, los valores de creatinina, Na*, K y CI" no se ven
modificados, lo que no permite deducir que los animales tratados ademas de no manifestar
alteraciones orgéanicas tales como hipertensién, hiperfagia o aumento de la diuresis, parecen

mostrar una funcionalidad renal normal.

De acuerdo con nuestros resultados los incrementos de presion arterial media
obtenidos por estimulacion simpatica en ratas tratadas durante 7 dias fueron, aunque algo
inferiores , muy similares a los obtenidos en ratas no tratadas. Sin embargo, tanto en ratas
tratadas durante 14 dias como en las tratadas durante 21 dias, los incrementos de presion

arterial media fueron significativamente inferiores a los observados en los animales no
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tratados. De igual modo los experimentos con 5-HT y los agonistas selectivos de receptores
5-HT,, 5-HT, y 5-HT3, nos permitieron observar que las diferencias significativas frente a los
controles se manifiestan solo partir de los 14 dias de tratamiento con fluoxetina. De acuerdo
con estos hechos, el resto de experimentos llevados a cabo en esta memoria de Tesis Doctoral,

se realizan en ratas tratadas durante 14 dias con fluoxetina a la dosis de 10 mg/kg/dia.

Nuestros resultados muestran que, tal como ocurria en ratas control sin tratamiento
antidepresivo®® 130 157, 165, 166, 179 " 5 T interfiere en la neurotransmisién adrenérgica
inhibiendo los incrementos de presion arterial obtenidos por estimulacion simpética de
manera significativa a partir de la dosis de 10 pg/kg/min, en todos los grupos ensayados
(animales tratados durante 7, 14 ¢ 21 con fluoxetina). Esta inhibicidn, superior al 80%, es
mayor a frecuencias de estimulacion bajas y, coincidiendo con lo que proponen otros autores
(130,163, 165, 304) "nos induce a pensar en una localizacién presinéptica, y por tanto, nos permite
plantear que el tratamiento con fluoxetina, antidepresivo capaz de modular los niveles de
serotonina, no modifica en principio la naturaleza mayoritariamente presinaptica de la

inhibicion serotonérgica en la neurotransmisién simpatica® 12,

Los resultados obtenidos con 5-CT, potente agonista de receptores 5-HT;*"

, ponen
de manifiesto un efecto inhibidor superior al ejercido por serotonina. La dosis de 5 pg/kg/min
de 5-CT supera la inhibicion desarrollada por 10 pg/kg/min de 5-HT, y es mas intensa cuanto

mayor es la duracion del tratamiento con el ISRS.

La administracion del agonista de receptores 5-HT», a-metil-5-HT®"® origina a una
potenciacion de los incrementos de presion arterial media obtenidos al estimular
eléctricamente todo el cordon espinal. Esta potenciacion de manera similar a la inhibicion de
5-HT ¢ 5-CT, es frecuencia dependiente, mayor a frecuencias de estimulacion bajas, y mayor

cuando se incrementa el tiempo de tratamiento con fluoxetina.

La mayor inhibicién de 5-CT, junto con la potenciacién observada al administrar
a-metil-5-HT y junto con la ausencia de actividad del agonista selectivo 5-HTs,
1-fenilbiguanida®® *® nos confirma que al igual que en rata controles, el efecto inhibidor
mediado por 5-hidroxitriptamina en ratas tratadas con fluoxetina se debe a la activacion de
receptores 5-HTy/7.
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Dado que 5-CT es un agonista 5-HT; que muestra afinidad por receptores 5-HT;{")

para el cual se describen acciones hipotensoras™” *Y que podrian participar, al menos en parte,
en las acciones inhibidoras de serotonina sobre las respuestas presoras obtenidas por
estimulacion simpatica, quisimos determinar la posible implicacion de estos receptores 5-HT,
administrando SB 269970, antagonista de receptores 5-HT;?% 308 %9 Este antagonista no
modificd la inhibicion generada por 5-HT, por tanto podriamos excluir que la hipotension
propia derivada de la posible activacion 5-HT contribuya a la inhibicién simpatica. Esto
estaria de acuerdo con los resultados previos obtenidos por nuestro grupo y otros autores, en
ratas no tratadas con fluoxetina, donde se excluye que en la accion inhibidora de 5-HT sobre
la transmision simpética participe la activacion 5-HT;, confirmandose que la inhibicion
inducida por serotonina estd mediada exclusivamente por la activacién de receptores
5_H-|-1(89, 163)

En las ratas tratadas con fluoxetina el efecto inhibitorio de 5-HT y 5-CT, es

(280, 308)

reproducido por el agonista selectivo 5-HT1a, 8-OH-DPA , que demuestra una

potencia similar al agonista 5-CT para este subtipo de receptor (pEC50 valores de 8.2 y 8.6

respectivamente)®”

, inhibiendo el efecto presor obtenido por estimulacion eléctrica,
aparentemente con la misma intensidad que 5-CT. Una posible activacion de receptores
0p-presindpticos por este agonista, tal y como propone Castillo y colaboradores®®®, podria
explicar esta inhibicion. Sin embargo, la reversibilidad total del efecto inhibidor de
8-OH-DPAT tras la administracién de WAY 100,635 un antagonista selectivo de 5-HT14%®
y sin actividad antagonista a-adrenoceptora, junto con el blogueo parcial obtenido con este
antagonista sobre el efecto inhibidor de 5-HT nos permite confirmar la participacion de

receptores 5-HT ;4 en esta actividad inhibidora.

La ausencia de actividad con el agonista selectivo del receptor 5-HTig
CGS-12066B%, permite excluir la posible participacion de este subtipo de receptores en la
inhibicion observada para serotonina. Sin embargo, el agonista selectivo de receptores
5-HT1p, L-694,247 en nuestros experimentos mostrd una reduccién de los incrementos de
presion obtenidos por estimulacion eléctrica que coinciden con los encontrados previamente
por nosotros y otros autores tanto en estudios in vitro de especies no roedoras™4®: 169 173 174)

8. 310)

como en estudios in vivo en ratas pithe . La participacion del receptor 5-HTip se

confirmé por la administracién de un antagonista selectivo de este receptor, BRL-15572(%%9,
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que de forma significativa bloquea por completo la accién inhibidora de L-694,247, y de

manera parcial también bloquea el efecto inhibidor de 5-HT.

Estos resultados nos permiten deducir la participacion de los subtipos de receptores
serotonérgicos 1A y 1D en el efecto inhibidor de serotonina en ratas tratadas con fluoxetina.
La confirmacion de estos resultados se demuestra con el pretratamiento simultaneo con los
antagonistas WAY 100,635 y BRL-15572, con el que obtenemos una reversibilidad total de la
respuesta inhibidora obtenida por la perfusion de 10 pg/kg/min de 5-HT; confirmando, de esta
manera, que son los subtipos 5HT1a ¥ 5-HT1p los implicados en la respuesta inhibidora que
5-HT ejerce en la neurotransmision simpatica vascular en ratas tratadas con fluoxetina durante
14 dias a diferencia de lo encontrado anteriormente por nuestro grupo de trabajo en ratas no
tratadas, donde el efecto inhibidor se debia mayoritariamente a la activacion de receptores
serotonérgicos del subtipo 5-HT1p.

Ademas de una accion inhibidora en ratas normoglucémicas tratadas durante 14 dias
con fluoxetina también se observd una potenciacion de las respuestas presoras por
estimulacion simpatica que se manifestd con la perfusion del agonista de receptores

@78 a-metil-5-HT, siendo esta potenciacion, al igual que la accién inhibidora,

5-HT2anB2c
frecuencia y tiempo (de tratamiento) dependiente. Si bien es conocido que la activacion por
serotonina de receptores 5-HT; en grandes vasos induce vasoconstriccion que es antagonizada
por el bloqueo de tales receptores™®?, este efecto potenciador no habia sido descrito en
nuestro grupo ya que las acciones potenciadoras encontradas anteriormente en ratas

normoglucémicast*®®, son debidas a la activacién del receptor 5-HTs.

La administracién previa de un antagonista 5-HT», ritanserina®", bloqueé totalmente
la potenciacion de las respuestas presoras inducidas por a-metil-5-HT, potencia este
pretratamiento potencia el efecto inhibidor de 5-HT. El antagonista selectivo de receptores 5-
HT2a, espiperona(”) revirtio6 completamente la accion potenciadora de a-metil-5-HT. Sin
embargo, ni la administracion de un agonista de receptores 5-HT,g, BW 723C86%®% ni de un
agonista de receptores 5-HT,c, MK 212 reprodujeron la accién potenciadora de o-metil-5-
HT. Estos resultados nos permiten excluir la participacion de ambos subtipos (5-HT2s y 5-

HT,c) en las respuestas presoras obtenidas por estimulacion eléctrica y plantear la hipotesis de
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que la activacion de receptores 5-HT,a es la responsable de la accion potenciadora inducida

por a-metil-5-HT en animales tratados con fluoxetina durante 14 dias.

Estos resultados, unidos a la ausencia de actividad por parte de 1-fenilbiguanida, al
hecho de que la perfusion de 5-CT no modifique las respuestas presoras obtenidas por
administracion de noradrenalina exdgena y que sin embargo a-metil-5-HT si potencie las
respuestas presoras obtenidas por la administracién de noradrenalina exdgena tal y como
sucedia con la estimulacion eléctrica, nos permiten deducir, por un lado, la naturaleza
presinaptica de la inhibicion serotonérgica en la neurotransmision adrenérgica (por activacion
de receptores 5-HT;) y, por otro lado, la naturaleza pre y postsinaptica de la accion
potenciadora por activacion de receptores 5-HT.a, en ratas tratadas con fluoxetina durante 14

dias.

Una vez analizado como el tratamiento con fluoxetina (10 mg/kg/dia, p.o. durante 14
dias) interfiere en la modulacién que 5-HT ejerce en la neurotransmision simpatica periférica
en ratas desmeduladas (acciones inhibidoras por activacion de receptores 5-HT1a y 5-HT1p Yy
potenciadoras por activacion 5-HT,s) podemos abordar el analisis de la influencia de este

tratamiento sobre las acciones cardiovasculares de serotonina en la diabetes experimental.

El aloxano es el agente diabetdgeno empleado en nuestros experimentos, el cual se
encuentra avalado no solo por la experiencia del grupo sino que es ampliamente utilizado por

(%0, 157, 165, 166) ' ge caracteriza

otros investigadores como modelo experimental de diabetes
porque destruye las células B de los islotes de Langerhans del pancreas con la consiguiente
ausencia de insulina®™* *!?, originando la aparicién en los animales, de una hiperglucemia

semejante a la que aparece en la Diabetes Mellitus tipo 1.

Con el empleo de aloxano se obtiene una hiperglucemia elevada y descompensada en
torno a 450 mg/dl, con el fin de conseguir alteraciones vasculares tras las 4 semanas durante
las cuales los animales estan expuestos a la hiperglucemia®™® **® manteniéndose durante los
28 dias de estabulacion de los animales. Sin embargo, el tratamiento con fluoxetina durante
14 dias origina un descenso significativo de los valores de glucosa en sangre si bien los
animales permanecen con valores de glucosa elevados. Ademas, este tratamiento modifica la

evolucidn del peso respecto al encontrado en el grupo control tal y como habiamos observado
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en ratas hiperglucémicas*®® **®, encontrando, como ha sido descrito por otros autores %314,

una dificultad en la ganancia de peso corporal.

Respecto al resto de constantes fisioldgicas (toma de comida, bebida, produccion de
heces y orina) se observan variaciones con respecto al grupo control (ratas normoglucémicas
tratadas con fluoxetina). Los animales beben y orinan mas; sin embargo existe una menor
produccion de heces y el consumo de pienso en estos animales es ligeramente superior
respecto al de animales normoglucémicos tratados con fluoxetina. Estos resultados coinciden
en parte con los encontrados en ratas diabéticas sin tratamiento, donde el consumo de pienso,
agua y la produccion de orina estan incrementadas*®® *® debido a ese estado diabético que

presentan los animales. El menor consumo de pienso respecto a las ratas diabéticas®?

podria
justificar en parte la pérdida de peso que se observa en la evolucién tras el tratamiento con
fluoxetina. En nuestros experimentos, como previamente han mostrado otros autores®*®, no
se modifica la presion arterial ni la frecuencia cardiaca. Sin embargo, los animales diabéticos
tratados con fluoxetina muestran valores de creatinina en sangre, de Na* y CI” en orina
incrementados, lo que evidencia un cierto dafio renal por la hiperglucemia si bien, resultaron
inferiores a los encontrados en diabéticos*®® 3°2 no tratados con fluoxetina, probablemente

como consecuencia de valores de glucemia inferiores.

En los experimentos en ratas diabéticas, fue necesario utilizar un voltaje supramaximal
superior al empleado en animales normoglucémicos. Los APAM son superiores en ratas
diabéticas de cuatro semanas tratadas con fluoxetina durante 14 dias que los obtenidos en
ratas normoglucémicas que se sometieron al mismo tratamiento. Las diferencias entre ratas
diabéticas y normoglucémicas podria deberse a una disfuncion del sistema nervioso
auténomo, aunque es una hipétesis controvertida, ya que varios autores proponen un aumento
de la reactividad vascular a los agentes adrenorreceptores®®, mientras que otros habian
demostrado la atenuacion de las respuestas contréactiles simpaticas®” o incluso ningin

cambio®®,

La perfusion de 5-HT (5-80 ug/kg/min) en ratas diabéticas tratadas con fluoxetina,
induce una inhibicion significativa de las respuestas presoras obtenidas por estimulacién
eléctrica a todas las frecuencias de estimulacién. La inhibicion fue dosis dependiente y mayor
a bajas frecuencias de estimulacion. La accion inhibidora fue reproducida con la perfusion
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continua del agonista selectivo de receptores 5-HT 17, 5-CT®""). Esto revela que tal y como
ocurria en ratas normoglucémicas™®® o diabéticas™® *®* no tratadas con fuoxetina y en
normoglucémicas tratadas con fluoxetina, serotonina interfiere en la neurotransmision
adrenérgica y reduce los incrementos de presion arterial obtenidos por estimulacién simpatica.
Sin embargo 5-HT (10 pg/kg/min) no modifica los incrementos de presion arterial obtenidos

por la administracion de NA exogena.

Por otro lado, y al igual que en ratas no diabéticas tratadas con fluoxetina, la
administracion del agonista selectivo de receptores 5-HT,, o-metil-5-HT, en perfusion
continua, dio lugar a una potenciacion de las respuestas presoras obtenidas por estimulacion
que fue dosis y frecuencia dependientes; mientras que la perfusion con 1-fenilbiguanida
(5 pg/kg/min), agonista serotonérgico 5-HT3;, no modificé los APAM obtenidos por

estimulacion eléctrica del flujo simpatico.

El efecto inhibidor de 5-HT y 5-CT, en este grupo de estudio, al igual que ocurria en el
grupo control (normoglucémicas con fluoxetina), es reproducido por el agonista selectivo de
receptores 5-HT34 %%

5-HT1p?®?). El agonista selectivo de receptores 5-HT15®Y, CGS-12066B, no modificé los

, 8-OH-DPAT, y por L-694,247, agonista selectivo de receptores

APAM, lo que nos permitio descartar la implicacion de este subtipo de receptor en la accién
inhibidora serotonérgica. Estos resultados junto con el hecho de que en ratas diabéticas
tratadas con fluoxetina la accion inhibidora de serotonina se ve bloqueada parcialmente con el
pretratamiento con un antagonista selectivo de receptores 5-HT;a 0 de receptores 5-HTp y
que la administracion conjunta de ambos antagonistas reviertan totalmente la accion
inhibidora de 5-HT, nos permite descartar también la posible influencia inhibidora por parte

del receptor 5-HT7 en ratas diabéticas con fluoxetina.

Nuestros resultados muestran que el efecto potenciador se debe a la activacién
selectiva de receptores 5-HT,a ya que el aumento de los incrementos de presion arterial
observado al administrar el agonista selectivo de receptores 5-HT>, al igual que ocurrié en los
controles normoglucémicos tratados con fluoxetina, no se reproduce al administrar un
agonista de receptores 5-HT,g, BW-723C86% 39 nj un agonista de receptores 5-HT,c, MK
21239 Por otro lado el efecto potenciador de o-metil-5-HT fue totalmente bloqueado al

administrar el antagonista selectivo de receptores 5-HT>, ritanserina®", antagonista que a su
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vez, al bloquear la actividad potenciadora del receptor 5-HT,, potencia ligeramente el efecto
inhibidor de 5-HT. Por ultimo, la participacion exclusiva del subtipo 5-HT,a en las acciones
potenciadoras, se confirma porque la administracion de R 96544 antagonista selectivo de los

receptores 5-HT 4%

, blogued la potenciacion de la respuesta presora de o-metil-5-HT
obtenida por estimulacion eléctrica simpatica de ratas diabéticas de 4 semanas tratadas con

fluoxetina durante 14 dias.

Posteriormente, al determinar la naturaleza de estas acciones potenciadoras e
inhibidoras observamos que mientras la perfusion continua de 5-HT (10 pg/kg/min), no
inhibe la respuesta presora obtenida por administracion exdgena de noradrenalina, la
perfusion de a-metil-5-HT o de 5-CT potencia e inhibe respectivamente las respuestas
presoras obtenidas por administracion de noradrenalina exdgena, lo que nos induce a pensar
que el tratamiento con fluoxetina, en situacion de hiperglucemia, cambia la naturaleza
exclusivamente presinaptica de las acciones serotonérgicas inhibidoras de estimulacion

simpatica.

Una vez confirmados estos hechos, y dado que la diabetes induce alteraciones de muy
diversa indole, tanto a nivel celular como a nivel de regulacién de la capacidad de resistencia
y conductancia de los vasos sanguineos, nos propusimos analizar en animales
hiperglucémicos tratados durante 14 dias con el inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina, fluoxetina, si la respuesta inhibidora mediada por activacion de receptores
5-HT;a ¥ 5-HTip ¥ la respuesta potenciadora mediada por receptores 5-HTa, se debe a una

accion directa o estd mediada por otros mecanismos.

Estudios previos muestran que la activacion de diferentes receptores serotonérgicos
pueden inducir la liberacion de mediadores, que indirectamente modulen las respuestas

serotonérgicas*3 269

. El endotelio juega un importante papel en la regulacion del tono
vascular. La relajacion dependiente del endotelio esta aumentada poco después de la aparicion
de la diabetes en varios lechos vasculares®’ 32 32D o en cultivos de células endoteliales
(123.129) debido, en algunos casos, a la mejora en la produccion de NO®?? o a la mayor
sensibilidad de las células de musculo liso vascular al NO®?). Sin embargo, otros autores

demostraron un deterioro de la relajacién por el NO durante la diabetes, probablemente
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debido a un aumento del estrés oxidativo®? **% ¢ a la disminucion de la produccién de NO, o

la capacidad de respuesta de las células de musculo liso vasculares al 6xido nitrico®>32".

En base a estos hechos, y de acuerdo con resultados previamente obtenidos por
nosotros, donde se mostrd la participacion del NO en el efecto inhibidor que 5-HT ejerce
sobre las respuestas presoras inducidas eléctricamente en los animales diabéticos a corto y
largo plazo™® 2% analizamos en ratas desmeduladas y diabéticas tratadas con fluoxetina el
papel de la via/sintesis del NO sobre las respuestas inhibidoras serotonérgicas producidas por

estimulacion simpatica.

La administracién intravenosa tipo bolus del inhibidor de la éxido nitrico sintasa®",
L-NAME, produce un aumento de la presion arterial media y hace que los incrementos de
presion arterial obtenidos por estimulacion eléctrica también estén aumentados, lo cual se
justifica por la inhibicién de la liberacién basal de NO producido por este agente®?®, de modo
similar a lo que nuestro grupo ya ha demostrado en ratas normoglucémicas y diabéticas**"
%) En nuestro modelo experimental, la presencia de L-NAME revierte totalmente la
inhibicion producida por 8-OH-DPAT, agonista selectivo de receptores 5-HT;4, sin modificar

la accion inhibidora inducida por L-694,247, agonista selectivo de los receptores 5-HTp.

Por otro lado, cuando los animales tratados con L-NAME se tratan con L-arginina,
sustrato de la 6xido nitrico sintasa®®3*Y desciende por un lado el incremento de presion
arterial inducido por L-NAME vy al perfundir 8-OH-DPAT se manifiesta de nuevo el efecto
inhibidor de este agonista sobre los incrementos de presion obtenidos por estimulacion

simpatica.

Estos hechos ponen de manifiesto, tal como han sugerido otros autores en diferentes
condiciones experimentales a las nuestras® 2% 322332333 qje existe relacién entre 5-HT y
diabetes, y nos permite evidenciar la participacién del factor relajante endotelial en las
respuestas vasculares serotonérgicas de ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante
14 dias.

La implicacion del NO en las acciones inhibidoras serotonérgicas sobre los
incrementos de presion inducidos por estimulacion simpatica total, se confirma ain més, con

los experimentos llevados a cabo en presencia de ODQ, un inhibidor de la guanilato
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ciclasa®*%*") . La activacion de la guanilato ciclasa modula los niveles de GMPc y su
activacion viene dada por la presencia del NO“" 2%, En nuestros experimentos con animales
hiperglucémicos tratados con fluoxetina, el tratamiento con ODQ (10 pg/kg), revierte por un
lado parcialmente, la accion inhibidora producida por serotonina, y por otro lado, de manera
total, el efecto inhibidor de 8-OH-DPAT, lo que demuestra la implicacion del 6xido nitrico y
la via de la guanilato ciclasa, en la inhibicion inducida por serotonina sobre las respuestas
presoras obtenidas por estimulacion eléctrica del flujo simpatico. Sin embargo la presencia de
ODQ no modificé la accion inhibidora de L-694,247, coincidiendo estos resultados con los

encontrados previamente en ratas diabéticas a largo plazo sin tratamiento®.

Otra de las posibles vias implicadas en la accion inhibidora serotonérgica de las
respuestas presoras inducidas por estimulacion simpatica es la via de las ciclooxigenasas, ya
que hay estudios que demuestran una interaccion entre el sistema serotonérgico y la
ciclooxigenasa. De acuerdo con resultados anteriores de nuestro grupo®*?, la inhibicién de la
sintesis de prostaglandinas mediante la administracién de indometacina, a una dosis
habitualmente utilizada por nosotros y otros autores para inhibir el sistema de las
ciclooxigenasas y la consiguiente produccién de prostaglandinas®®3*? no modifica la
respuesta vasodilatadora de 5-HT en el tren posterior de la rata anestesiada. Sin embargo para
otros autores, la liberacion de prostaglandinas es uno de los procesos que justifican
determinadas acciones vasodilatadores serotonérgicas en otros territorios vasculares, como el

renal en el perro®® 34 g en la rata®*? 3,

Ha sido demostrado que la relajacion endotelio dependiente, en diabetes, esta
disminuida debido a un aumento de la liberacion de factores vasoconstrictores derivados del
4cido araquidénico (TXA2 6 PGH2)®*). Mas recientemente, por técnicas de Western Blot,
Nasrallah y colaboradores, en 2003%* y nuestro grupo®®® hemos demostrado la existencia de
un aumento de la expresion de las dos isoformas de COX (constitutiva e inducible) a nivel
renal. La administracién de indometacina, un inhibidor no selectivo de COX®* revierte
parcialmente la accion inhibidora de 5-HT (10 pg/kg/min) y completamente el efecto
inhibidor producido por el agonista selectivo de receptores 5-HTip, L-694,247 a todas las
frecuencias de estimulacién; mientras que, la inhibicion producida por el agonista selectivo de
receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT no se ve revertida cuando se bloquea la via de las

ciclooxigenasas; lo que confirma que en animales hiperglucémicos tratados con fluoxetina
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hay una modificacion de los mecanismos reguladores serotonérgicos a nivel vascular, con

respecto a lo que ocurre en situacion de diabetes experimental.

Teniendo en cuenta que al bloguear con indometacina la via de la ciclooxigenasa se
modula la liberacién de agentes no solo vasodilatadores, sino también vasoconstrictores
derivados de la via del &cido araquidénico, como TXA2 y PGH2“”, administramos
indometacina en ratas hiperglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias para estudiar la
influencia de esta via sobre las acciones potenciadoras inducidas por o-metil-5-HT
(5 pg/kg/min). El pretratamiento con indometacina dio lugar a una reversion significativa de
los efectos vasopresores inducidos por activacion del receptor 5-HTa.

La potenciacion inducida por la activacion de receptores 5-HT,a fue revertida tanto
por un potente y selectivo inhibidor de la COX-1, FR122047%%) como por nimesulida, un
inhibidor selectivo de la COX-2®*" 3%) Estos datos sugieren que derivados endoteliales
pueden tener influencia vasoconstrictora; la activacion de COX-1 y COX-2 conduce a la
produccion de tromboxanos y prostaglandinas®*”; asf, el pretratamiento con un antagonista de
receptores de tromboxano A2, ICI 192,605%°", fue capaz de revertir totalmente la accion

potenciadora de a-metil-5-HT.

En 2001, Okumura y colaboradores®®, mostraron, durante la diabetes, un aumento de
la actividad de prostanoides vasodilatadores y teniendo en cuenta que en nuestros estudios
indometacina fue capaz de bloquear la accion inhibidora del agonista selectivo de receptores
5-HTip, L-694,247, al igual que para las acciones potenciadoras, intentamos determinar la
isoforma de ciclooxigenasa implicada, observando que aunque estan implicadas ambas
(COX-1y COX-2) es la activacion de la COX-1 la que participa en mayor medida en el efecto
inhibidor del agonista 5-HTip (L-694,247), ya que mientras nimesulida, un inhibidor
selectivo de la COX-2, bloqued parcialmente la accion inhibidora del agonista 5-HTyp, el
pretratamiento con un inhibidor selectivo de la COX-1, FR122047 bloque6 practicamente esta

respuesta.

Estos datos ponen de manifiesto, como ya ha sido descrito por otros autores y por

nuestro grupo en diferentes condiciones experimentales durante la diabetes*3" 165 205 269

, que
serotonina esta directamente relacionada con las alteraciones producidas durante el desarrollo

de la enfermedad y revela la participacion de NO y prostanoides en las respuestas vasculares
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serotonérgicas en ratas hiperglucémicas de 4 semanas tratadas con fluoxetina. Ya hemos
comentado que el endotelio juega un papel importante en la regulacién del tono vascular. La
relajaciéon endotelio dependiente estd aumentada poco después de la aparicion de la diabetes
en varios lechos vasculares®?” 32% 32 g en cultivos de células endoteliales*** *2%) debido, en
algunos casos, al aumento en la produccion de NO®?? o a una mayor sensibilidad de las
células musculares o del musculo liso vascular al NO®®). Sin embargo, otros autores
demostraron un deterioro de la relajacion debida a NO durante la diabetes, probablemente
debido a un aumento del estrés oxidativo®* 3** o debido a una disminucién en la produccion
del NO o a la capacidad de respuesta de las células vasculares del mésculo liso al NO®25-327),
Por otro lado, Szerafin y colaboradores (2006)*Y describen que la expresién de COX-2 y la
dilatacion inducida por bradiquininas liberadas por prostaglandina estan incrementadas en las
arterias coronarias de pacientes diabéticos. Ademas, en rifidn perfundido de ratas con diabetes
experimental inducida por estreptozotocina, se ha visto que estan incrementados los
metabolitos con accion vasodilatadora derivados del 4cido araquidénico®?. Por otro lado, en
las enfermedades cardiovasculares y durante el envejecimiento, la disfuncion endotelial se
debe en parte a la liberacion de factores contracturantes derivados de endotelio, que implican
la activacion de las ciclooxigenasas endoteliales y la liberacion de diversos prostanoides como

los tromboxanos®>®,

Estos datos sugieren que derivados endoteliales del acido araquidénico deben tener
influencia vasodilatadora (probablemente debido a la formacién de prostaciclina) y/o
vasoconstrictoras en las arterias de ratas diabéticas de 4 semanas tratadas durante 14 dias con
fluoxetina; y estan de acuerdo con datos anteriores que indican una disminucion en la

actividad de prostanoides vasoconstrictores® %% %

y un aumento en la actividad de
prostanoides vasodilatadores®™® 3 durante la diabetes. Por el contrario, Arikawa y
colaboradores (2006)®*® ya describieron como, en arterias mesentéricas de ratas diabéticas, la
activacion de la sintesis de tromboxano A2 exacerbaba la contraccion producida por ET 1.
Estos datos justifican, en parte, que en nuestro modelo experimental, encontremos dos
aspectos diferentes, en principio contradictorios, ya que la contribucion del endotelio a la
regulacion de la reactividad vascular viene dada por la liberacion de sustancias
vasoconstrictoras (angiotensina Il, endotelina-1, tromboxano A2, prostaglandinas, etc.) o
vasodilatadoras (NO, prostaciclina, factor hiperpolarizante derivado de endotelio), siendo el

equilibrio entre ambos tipos de factores el que regula el tono muscular®#:3%",
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Las enfermedades micro y macrovasculares son actualmente las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con Diabetes Mellitus y la disfuncion endotelial
desempefia también un papel clave en la patogénesis de estas enfermedades vasculares
diabéticas. El deterioro de vasodilatacion dependiente del endotelio se ha demostrado en
varios lechos vasculares de diferentes modelos animales de diabetes y en seres humanos con
diabetes tipo 1 y 2. Sin embargo, los mecanismos de la disfuncion endotelial parecen diferir
segun el modelo de la diabetes y el lecho vascular en estudio, e incluyen la transduccién de
sefiales o el deterioro de la disponibilidad de sustrato, alteracion en la liberacién de NO,
aumento de la destruccion de NO, disminucion de la sensibilidad del musculo liso vascular de
NO, y una mayor liberacién de factores derivados del endotelio contracturantes®® %, En
este sentido el tratamiento con fluoxetina en ratas diabéticas, como ponen de manifiesto
nuestros resultados, induce cambios en las vias de sefializacion intracelular activadas por
receptores serotonérgicos, responsables de la inhibicion y/o potenciacion que serotonina

ejerce sobre neurotransmision simpatica vascular en ratas desmeduladas.

A diferencia de lo que ocurre con la gran diversidad y amplitud de estudios realizados
para analizar la posible interferencia entre el sistema serotonérgico y la transmision simpatica,
la gran mayoria de resultados obtenidos en relacion con la posible implicacidn serotonérgica
sobre efectos parasimpaticos cardiovasculares, se refieren al control serotonérgico central de
la activacion refleja vagal y sugieren que determinadas neuronas serotonérgicas centrales

controlarfan el tono vagal del corazon®®%360-363),

Los resultados en cualquier caso, son controvertidos y muy variables proponiéndose
acciones despolarizantes con aumento de la actividad vagal mediada a través de la activacion
de receptores 5-HTs y 5-HT,®¢% 364 369 5 T,366) @ jncluso 5-HT ;2% 362 %67: pero también
se sugieren acciones inhibidoras de la liberacion de acetilcolina, preferentemente mediadas
por activacion de receptores 5-HT;®%® *%® e incluso 5-HT,**®. También se han propuesto
acciones duales de 5-CT a través de receptores 5-HTia ¥ 5-HT15%*®, 0 de 5-HT a través de
receptores 5-HTya y 5-HT7%7,
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La Diabetes Mellitus se asocia a graves complicaciones, que incluyen la neuropatia
diabética autondmica, caracterizada, en parte, por la deficiencia en la respuesta parasimpatica
cardiaca®®. La disfuncion parasimpatica en el corazon diabético puede llevar a un
desequilibrio autonémico que predispone el corazén a arritmias ventriculares y muerte subita.
Resultados previos de nuestro grupo sugieren una posible accion periférica de los receptores
serotonérgicos en la modulaciéon de la transmision colinérgica cardiaca, ademas de la ya
conocida regulacion central de los receptores 5-HT1a en los efectos cardiovasculares®®" 379,
Otros autores han sugerido un papel de los receptores 5-HT7 en la activacion del flujo vagal

en el corazon(®® 157871, 372)

Ademas de la interaccion entre el sistema serotonérgico y la neurotransmision
simpatica, en esta memoria de Tesis Doctoral nos propusimos evaluar si el tratamiento con
fluoxetina en animales diabéticos origina cambios en la modulacion serotonérgica sobre la
neurotransmision parasimpatica cardiaca, utilizando el mismo modelo experimental de
diabetes inducida por aloxano, demostrado como un modelo apropiado para el estudio del
papel de serotonina y los receptores serotonérgicos en el desarrollo y progresion de la
disfuncién autonémica y endotelial debida a la Diabetes Mellitus tipo 1(¢° 266201,

En nuestras condiciones experimentales se consiguen reducciones de frecuencia
cardiaca inducidas por la liberacion de acetilcolina al estimular neuronas cardiacas vagales,
preferentemente preganglionares®. La acetilcolina liberada activa receptores muscarinicos

postsinapticos y genera bradicardia.

La bradicardia inducida eléctricamente en ratas normoglucémicas tratadas con
fluoxetina durante 14 dias fue inferior a la bradicardia obtenida bajo las mismas condiciones
en ratas normoglucémicas™®, a diferencia de cuando la bradicardia se obtiene por
administracion de Ach exdgena que origina bradicardias superiores a las de la estimulacion

eléctrica y a las de sus controles normoglucémicos.

La administracion i.v. en bolus de 5-HT (10-200 pg/kg) induce un efecto dual sobre la
bradicardia inducida por estimulacion eléctrica. Dosis bajas (10 y 50 pg/kg) dan lugar a un
efecto inhibidor mientras que dosis altas (100 y 200 pg/kg) potencian la bradicardia inducida
por estimulacion vagal, potenciacion que se reproduce por la administracion de un agonista

selectivo de los receptores 5-HTs, 1 fenilbiguanida (bloqueada por el pretratamiento con
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MDL 72222, antagonista de receptores 5-HT3), mientras que la inhibicidn se reproduce por la
administracion i.v. de un agonista de receptores 5-HTy;. El pretratamiento con SB269970,
antagonista selectivo de los receptores 5-HT7, no modifica la accion inhibidora inducida por
el agonista 5-HT,/;, descartando, asi la participacién de este receptor en la accion inhibidora.
Sin embargo, la administracion de L-694,247, a diferencia de que ocurre con 8-OH-DPAT y
CGS-12066B, reproduce la accion inhibidora de 5-CT. Este efecto inhibidor fue bloqueado
completamente con el pretratamiento con un antagonista selectivo 5-HT;p, BRL 15572. La
activacion de los receptores 5-HT,, por administracion de a-metil-5-HT no modifico la

respuesta bradicardizante.

El tratamiento con fluoxetina origina cambios en la modulacidon colinérgica, no solo en
el receptor implicado en la accién inhibidora sino también en la localizacion de los mismos.
El efecto inhibidor de 5-HT (10 pg/kg) y de 5-CT (10 pg/kg) sobre la bradicardia inducida
por estimulacion vagal no se manifiesta cuando la bradicardia es provocada por Ach exdgena
en ratas normoglucémicas tratadas con fluoxetina durante 14 dias. Sin embargo, al administrar
dosis de 200 pg/kg de 5-HT ¢ 1-fenilbiguanida (10 pg/kg), aparece una potenciacion de la
bradicardia, determinando asi un cambio en la naturaleza del receptor implicado en ratas
tratadas con fluoxetina respecto a ratas no tratadas. Estos resultados confirman una naturaleza
pre y postsinaptica para las acciones potenciadoras y se mantiene la localizacion presinaptica
en las inhibidoras. Estos cambios coinciden con los resultados de Brink y colaboradores,®’¥
en 2004, quien al estudiar el sistema colinérgico en la fisiopatologia de la depresion demostrd
que el tratamiento con fluoxetina cambia las respuestas de 5-HT a nivel cardiaco in vivo por
activacion de nervios parasimpaticos. Los receptores 5-HT;a, 5-HT1p Yy 5-HT3 pueden tener
un papel fisiologico en la regulacién de los reflejos cardiovasculares, controlando cambios en

la accidn parasimpatica (vagal) del corazon.

La induccion de la diabetes y el tratamiento con fluoxetina durante 14 dias originan
cambios en la regulacion serotonérgica de la bradicardia obtenida por estimulacion vagal. Las
bradicardias obtenidas por estimulacién del nervio vago en ratas diabéticas tratadas con
fluoxetina fueron menores que las obtenidas en ratas normoglucémicas y diabéticas™" **® en
las mismas condiciones experimentales. Nuestro grupo de investigacion y otros autores han
sugerido que la diabetes inducida quimicamente puede provocar defectos funcionales

cardiacos en los nervios colinérgicos®®” 390 37437 = A njvel cardiaco, inhibidores de los
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receptores muscarinicos M, limitan la liberacion de acetilcolina de los nervios®’®3™. El
hecho de que la inhibicidén de la liberacion de acetilcolina por inhibidores neuronales de
receptores muscarinicos M, esté aumentada durante la diabetes ha sido descrito ampliamente
en diferentes modelos experimentales, incluyendo pulmén de rata®®, fleon y traquea de ratas

(380) (381) %) En pase a estos

diabéticas*™’, vejiga urinaria 0 incluso, auricula humana
antecedentes, en el presente estudio, se examinaron los cambios inducidos por la diabetes y el
tratamiento con fluoxetina, en la accién que 5-HT ejerce en la respuesta cardiaca in vivo por

estimulacion eléctrica del nervio vago.

5-HT tiene un efecto dual sobre la bradicardia inducida por estimulacion eléctrica en
las ratas con diabetes experimental, tratadas durante 14 dias con fluoxetina. Este doble efecto
fue reproducido por el agonista selectivo de receptores 5-HTy7, 5-CT®": a dosis bajas (10 y
50 pg/kg), 5-HT y 5-CT incrementan la bradicardia, mientras que las dosis mas altas (100 y
200 pg/kg) de 5-HT y 5-CT disminuyen el efecto de la bradicardia a todas las frecuencias de
estimulacion. En contraste, la administracion de o-metil-5-HT, (agonista selectivo de los
receptores 5-HT,)?"® o de 1-fenilbiguanida (agonista selectivo del receptor 5-HT3)?"® % no
tienen efecto sobre la bradicardia inducida vagalmente en ratas diabéticas tratadas durante 14
dias con fluoxetina. Esto sugiere que, los efectos serotonérgicos sobre la bradicardia estan
mediados por activacion de los receptores 5-HTy7, pero no a través de la activacion de
receptores 5-HT, y 5-HT3 en ratas diabéticas tratadas con fluoxetina. Previamente, nuestro
grupo ha demostrado que, en ratas normoglucémicas desmeduladas, los receptores 5-HT;
estan involucrados en la inhibicion de la bradicardia inducida vagalmente, mientras que los
receptores 5-HTs; son los requeridos para la accién estimulante™”. Sin embargo el
tratamiento con fluoxetina, en nuestros experimentos, modificd la participacion del receptor
implicado en la accion inhibidora, manteniendo las potenciadoras por activacion 5-HT3. Por
lo tanto, proponemos que, en el tratamiento con fluoxetina en la diabetes experimental, el
sistema serotonérgico interfiere con la transmision colinérgica cardiaca, produciendo aumento

o inhibicién de la bradicardia inducida por estimulacion vagal.

En este modelo experimental hemos observado que los decrementos en la bradicardia
inducida vagalmente tras la administracion de dosis altas de 5-HT o de 5-CT (agonista
selectivo de los receptores 5-HTy7) fueron reproducidos, a todas las frecuencias de

estimulacién, por el agonista selectivo de receptores 5-HTip, L-694,247%%) siendo este
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efecto inhibidor bloqueado por el pretratamiento con el antagonista selectivo de receptores
5-HTip, BRL15572C%. Por otro lado, ni CGS-12066B, agonista de los receptores de
5-HT15®®, ni 8-OH-DPAT, agonista 5-HT14®?, tuvieron efecto sobre bradicardia inducida
vagalmente, lo que sugiere que el subtipo de receptor 5-HT1p es el principal responsable de la
reduccion de la bradicardia inducida por estimulacion vagal. A su vez, los incrementos de la
bradicardia observados con dosis bajas de 5-HT y 5-CT se revierten en presencia del
antagonista de receptores 5-HT, SB2699701%9,

También se ha demostrado que el efecto dual producido por 5-HT o 5-CT (acciones
estimulantes e inhibidoras) sobre la bradicardia inducida por estimulacion vagal, no se
reproduce cuando la bradicardia es inducida por Ach exdgena. Estos resultados confirman la
naturaleza presinaptica de las acciones serotonérgicas en ratas diabéticas en tratamiento con
un ISRS, a diferencia de lo que ocurri6 en ratas diabéticas no tratadas con fluoxetina donde la

naturaleza y el tipo de receptor son diferentest**®.

El presente estudio mostré que en la diabetes con tratamiento con fluoxetina cambia
las respuestas a 5-HT a nivel cardiaco in vivo por activacion de los nervios parasimpaticos.
Los receptores periféricos 5-HT1p y 5-HT7 pueden tener un papel fisioldgico en la regulacién
de los reflejos cardiovasculares, controlando cambios en la accion parasimpatica (vagal) del
corazén. La Diabetes Mellitus se asocia a complicaciones, que incluye la neuropatia diabética
autonodmica, caracterizada, en parte, por la deficiencia en la respuesta parasimpatica cardiaca.
La disfuncion parasimpéatica en el corazén diabético puede llevar a un desequilibrio
autonomico que predispone el corazon a arritmias ventriculares y muerte subita. Nuestros
resultados sugieren una posible accion periférica de los receptores serotonérgicos en la
modulacion de la transmision colinérgica cardiaca, ya que ademas de la conocida regulacion

central de los receptores 5-HT.a en los efectos cardiovasculares®” 370

(96, 371, 372)

, otros autores
, Y nosotros mismos en este trabajo de Tesis Doctoral, sugerimos un papel de los
receptores 5-HT7 en la activacion del flujo vagal en el corazon. En esta linea, Oskutyte y
colaboradores, en 2009® han mostrado la presencia de receptores 5-HT; y 5-HT+, los cuales
juegan un papel importante en la activacion cardiovascular reflejo del flujo parasimpatico al

corazon.
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1. El tratamiento con fluoxetina, un inhibidor de la recaptacion de serotonina, origina
cambios en la influencia serotonérgica sobre la neurotransmision simpética y
parasimpatica, tanto en ratas normoglucémicas como diabéticas.

2. El tratamiento con fluoxetina en ratas diabéticas induce cambios en el tipo y subtipo
de receptores implicados en la accion que serotonina ejerce sobre las respuestas
presoras obtenidas por estimulacion simpatica total en ratas.

3. El efecto inhibidor esta mediado por la activacion de receptores 5-HTia y 5-HT1p
mientras que la accion potenciadora se debe a la activacién de receptores 5-HT,a. En
ambos casos, la naturaleza de dichas acciones es pre y/o postsinaptica.

4. La accion inhibidora que serotonina ejerce sobre las respuestas obtenidas por
estimulacion eléctrica del flujo simpatico total, a través de la activacion de los
receptores 5-HT estd mediada por la via del 6xido nitrico y de la guanilato ciclasa,
mientras que la inhibicidn producida por activacion de receptores 5HT;p implica la
via de las ciclooxigenasas.

5. La accion potenciadora de serotonina sobre las respuestas obtenidas por estimulacion
eléctrica del flujo simpatico total, a través de la activacién de receptores 5-HT;a, esta
mediada por la via de las ciclooxigenasas, implicando al tromboxano A2.

6. La diabetes a largo plazo origina cambios en el tipo/subtipo de receptores implicados
en la bradicardia inducida por estimulacion vagal. Dichos cambios estan mediados por
la activacién presinaptica de receptores 5-HTp (inhibidores de la bradicardia) y de

receptores 5-HT (potenciadores de la accion bradicardizante).

En resumen, el tratamiento con un inhibidor de la recaptacion de serotonina induce
cambios en los mecanismos seronotonérgicos cardiovasculares. Ademas la hiperglucemia
experimental mantenida en ratas durante 4 semanas, tratadas con fluoxetina durante 14 dias,
da lugar a cambios en el tipo y subtipo de receptores implicados tanto en la neurotransmision
simpética como parasimpatica, en la naturaleza de los mismos y en la participacion de los

mecanismos directos o indirectos.
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