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RESUMEN

El rifion esté inervado por nervios simpaticos postganglionares que afectan a la vasculatura
renal, y, por tanto, contribuyen a la homeostasis cardiovascular. Algunos estudios han
relacionado el aumento de la actividad nerviosa simpatica renal con el desarrollo,
mantenimiento y agravamiento de enfermedades que cursan con alteraciones
cardiovasculares, como es la diabetes mellitus (DM). Una de las sustancias enddgenas que
influye sobre la regulacion de la homeostasis cardiovascular es la 5-hidroxitriptamina (5-HT
0 serotonina). Las concentraciones de serotonina y su respuesta cardiovascular, estan alteradas
en pacientes diabéticos; esto sugiere una posible relacion entre las acciones de esta
neurohormona y el desarrollo de las complicaciones cardiovasculares. En este trabajo nos
planteamos determinar si 5-HT modula la neurotransmision simpatica renal, estableciendo el
perfil farmacoldgico de los receptores serotonérgicos en la regulacion vascular renal en la
diabetes experimental. Para ello, se utilizaron ratas Wistar diabéticas (aloxano 150 mg/kg,
subcutaneo). Tras 28 dias, los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg,
intraperitoneal) y se prepararon para la autoperfusion in situ del rifidn, midiendo presion
arterial sistémica, frecuencia cardiaca y presion de perfusion renal (PPR). La estimulacién
eléctrica de los nervios simpaticos renales (12,5£2,5 V; 1 ms; 2, 4 y 6 Hz) origin6 incrementos
(A) de PPR frecuencia-dependientes. 5-HT (agonista de 5-HT1/2/34s56/7) Y 5-CT (agonista de
5-HTus/7) (0,0125-0,4 pg/kg; 0,1-1 pg/kg; intraarterial, respectivamente) disminuyeron APPR
obtenidos por estimulacion eléctrica de los nervios periarteriales renales, mientras que la
administracion intraarterial de los agonistas a-metil-5-HT (5-HT>), 1-PBG (5-HT3), cisaprida
(5-HT4) y AS-19 (5-HT7) (0,4 ng/kg para cada agonista) no modificd dichos APPR. La
administracion intravenosa de SB699551 (1 mg/kg), antagonista de receptores 5HTs, no
origind cambios en la respuesta inhibidora inducida por 5-CT. Por otro lado, 5-HT no
modificd APPR producidos por administracion intraarterial de noradrenalina exdgena (0,05-
0,4 ng/kg). Estos resultados evidencian una actividad noradrenérgica exacerbada en diabetes
y que la activacion presinéptica del receptor 5-HT1 inhibe significativamente la actividad
simpatica y sus consecuentes efectos vasopresores en el rifién autoperfundido in situ de ratas
diabéticas. La activacion 5-HT1 supone una posible diana terapéutica en patologias como la
DM, que cursen con hiperactividad simpatica, reduciendo las complicaciones
cardiovasculares asociadas. Palabras clave: 5-hidroxitriptamina, diabetes, hiperactividad

simpatica, receptor 5-HT3, vasculatura renal.



ABSTRACT

The kidney is innervated by postganglionic sympathetic nerves that regulate the renal
vasculature and, thus, contribute to cardiovascular homeostasis. Some studies have related the
increase in renal sympathetic nerve activity with the development, maintenance and
aggravation of diseases that occur with cardiovascular alterations, such as diabetes mellitus
(DM). One of the endogenous substances that influences the regulation of cardiovascular
homeostasis is 5-hydroxytryptamine (5-HT or serotonin). Serotonin concentrations, and its
cardiovascular response, are altered in diabetic patients; this suggests a possible relationship
between the actions of this neurohormone and the development of cardiovascular
complications. In this work, we determined whether 5-HT modulates renal sympathetic
neurotransmission, establishing the pharmacological profile of serotonergic receptors in renal
vascular regulation in experimental diabetes. To do so, Wistar diabetic rats (alloxan 150
mg/kg, subcutaneous) were utilized. After 28 days, the animals were anesthetized with sodium
pentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneal) and prepared for the in situ autoperfusion of the
kidney, measuring systemic arterial pressure, heart rate, and renal perfusion pressure (PPR).
Electrical stimulation of the renal sympathetic nerves (12.5£2.5 V; 1 ms; 2, 4, and 6 Hz)
caused frequency-dependent increases (A) in PPR. 5-HT (5-HT1/2/3/415/6/7 agonist) and 5-CT (5-
HTus7 agonist) (0.0125-0.4 pg/kg; 0.1-1 pg/kg; intraarterial, respectively) decreased APPR
obtained by electrical stimulation of renal periarterial nerves, while intraarterial
administration of the a-methyl-5-HT (5-HT>) agonists, 1-PBG (5-HT3), cisapride (5-HT4) and
AS-19 (5-HT7) (0.4 pg/kg for each agonist) did not modify these APPR. Intravenous
administration of SB699551 (1 mg/kg), a 5SHTs receptor antagonist, did not cause changes in
the inhibitory effect of 5-CT. On the other hand, 5-HT did not modify APPR produced by
intraarterial administration of exogenous norepinephrine (0.05-0.4 pg/kg). These results show
an exacerbated noradrenergic activity in diabetes and that presynaptic activation of the 5-HTy
receptor significantly inhibits sympathetic activity and its consequent vasopressor effects in
the in situ autoperfused kidney of diabetic rats. 5-HT: activation might be a possible
therapeutic target in pathologies, such as DM, that occur with sympathetic hyperactivity,

reducing associated cardiovascular complications.

Keywords: 5-hydroxytryptamine, diabetes, sympathetic hyperactivity, 5-HT1 receptor, renal

vasculature.



ABREVIATURAS

5-CT = 5-Carboxamidotriptamina

5-HT = 5-Hidroxitriptamina, serotonina
a-metil-5-HT = a-Metil-5-hidroxitriptamina
A = Adrenalina

ACh = Acetilcolina

AMPc = 3’,5’-Adenosin monofosfato ciclico
Ang Il = Angiotensina Il

AS-19 = (S)-N,N-Dimetil-5-(1,3,5-trimetil-
pirazol-4-il)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-

amino

DM = Diabetes mellitus

DM1 = Diabetes mellitus tipo 1
D-R = Dosis-respuesta

EDHF = Factor hiperpolarizante derivado de

endotelio

ET = Endotelina

FC = Frecuencia cardiaca
GI = Gastrointestinal

i.a. = Intraarterial

i.p. = Intraperitoneal

ISRS = Inhibidor selectivo de la recaptacién de

serotonina
i.v. = Intravenoso
LCR = Liquido cefalorraquideo

NA = Noradrenalina

NO = Oxido nitrico

NT = Neurotransmisor

PAS = Presion arterial sistémica
1-PBG = 1-Fenilbiguanida

PFK = Fosfofructokinasa

PGI2 = Prostaciclina

PKC = Proteina kinasa C

PPR = Presion de perfusion renal
ROS = Especies reactivas de oxigeno

SB699551 = Dicloruro de  N-[2-
(dimetilamino)etil]-N-[[4'-[[(2-
feniletil)amino]metil][1,1'-bifenil]-4-
iljmetil]ciclopentanopropanamida

s.c. = Subcutaneo

SNC = Sistema nervioso central
SNS = Sistema nervioso simpatico
S-R = Estimulacion-respuesta

SRAA = Sistema renina-angiotensina-

aldosterona

TGF-p = Factor de crecimiento transformante

B

VC = Vasoconstriccion
VSM = Musculo liso vascular

VSMC = Células del musculo liso vascular
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) se define 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
estd asociada a dafios a largo plazo, disfunciones y fallo en varios érganos, especialmente ojos,
riflones, nervios, corazdn y vasos sanguineos'”’. Ademas, altos niveles de glucemia favorecen
la glicosilacion de proteinas de membrana y de moléculas que intervienen en la sefializacion
de la funcion renal, dando lugar a productos avanzados de la glicosilacion, que intervienen,
entre otros procesos, en la generacion de estrés oxidativo afectando al sistema renina-
angiotensina-aldosterona, a la activacion de la proteina kinasa C y al aumento de factor de
crecimiento transformante B con consecuente fibrosis®, que acaban generando nefropatia
diabética. La diabetes también afecta al sistema nervioso, tanto nervios sensoriales como
motores, generando la denominada neuropatia diabética, la cual origina, entre otros, aumento
de la liberacion de noradrenalina (NA)®, y, en consecuencia, aumento del tono vascular y
disminucion del flujo sanguineo. Se ha demostrado que las respuestas de los vasos sanguineos
(donde hay terminaciones nerviosas adrenérgicas, serotonérgicas y peptidérgicas) estan
alteradas, lo que puede generar una variacion del flujo sanguineo por inervacion nerviosa, que

puede contribuir a la patogénesis de la neuropatia diabética®*°.

A los efectos perjudiciales, tanto renales como neuropaticos, hay que sumarles la principal
causa de mortalidad en personas diabéticas, que son las complicaciones cardiovasculares que
aparecen'!2, que provocan, a su vez, disfuncion vascular, que, junto con situaciones de
isquemia, pueden desembocar también en nefro- y neuropatia diabética (Figura 1). Estas
complicaciones vasculares son diez veces mayores en los pacientes con diabetes mellitus tipo
1 (DM1) que en el resto de la poblacion®'!* sobre todo teniendo en cuenta que en los
primeros estadios de las complicaciones cardiovasculares los sintomas pasan
desapercibidos®®’. Las alteraciones cardiovasculares se pueden producir a nivel de grandes
vasos (macroangiopatias) o de pequefios vasos (microangiopatias) (Figura 1). Entre las
microangiopatias mas frecuentes esta la nefropatia diabética, que se manifiesta claramente por
glomeruloesclerosis que puede evolucionar hacia insuficiencia renal. La diabetes es la
responsable de un elevado porcentaje de insuficiencias renales graves que necesitan

tratamiento con didlisis, e incluso, trasplante renal.



Las macroangiopatias que mas frecuentemente se producen en la diabetes son hipertension

arterial y arterioesclerosis'#18,
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Figura 1. Efectos de la diabetes sobre el sistema nervioso, vascular y excretor. +, activacion, 1,
aumento,; |, disminucion; A, adrenalina; Ang II, angiotensina II; EDHF, fator
hiperpolarizante derivado de endotelio; ET, endotelina; NA, noradrenalina; NO, 6xido
nitrico; PGI2, prostaciclina; PKC, proteina kinasa C; ROS, especies reactivas de
oxigeno; SRAA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; TGF-8, factor de
crecimiento transformante .

El sistema nervioso simpatico (SNS) contribuye de manera importante al control de la presién
arterial modificando el gasto cardiaco, la resistencia vascular periférica y la funcion renal®®.
A los efectos patoldgicos a nivel cardiovascular de la DM1 contribuye la hiperactividad de la
inervacién simpatica, con su consecuente efecto vasoconstrictor, y, por lo tanto, provoca un
aumento de la presion arterial?®?2. Si la neurotransmision noradrenérgica se ve incrementada
se produce deterioro vascular, hipertension arterial, enfermedad renal e insuficiencia
cardiaca?®?*, En relacion a ello, se ha visto que muchos problemas cardiovasculares asociados
a la diabetes, en humanos®>?® y en animales de experimentacion®’?8, se deben a una disfuncion

o0 desregulacion del SNS.

Parece que el SNS es un modulador clave del control de la presion arterial por parte del rifion,
ya que el mismo estd inervado por fibras simpaticas postganglionares que afectan a la

vasculatura renal, las estructuras glomerulares y tubulares, asi como al aparato



yuxtaglomerular, lo que contribuye a la homeostasis cardiovascular®®. La activacion de los
nervios simpéticos renales aumenta i) la reabsorcion tubular de sodio, ii) la liberacion de
renina (donde la angiotensina Il periférica facilita la actividad nerviosa simpatica renal y
favorece la liberacion de NA de las terminaciones nerviosas adrenérgicas, actuando sobre
receptores presindpticos y potenciando la vasoconstriccion mediada por receptores a) Y iii) la
resistencia vascular renal, por lo que la hiperactividad a este nivel juega un papel patogéenico
crucial en el desarrollo, mantenimiento y agravamiento de enfermedades cardiovasculares®®
%, Por lo tanto, un potencial terapéutico en las complicaciones cardiovasculares de la diabetes
podria ser la modulacion de la liberacion de NA, habiéndose establecido que la liberacion de
la misma podria estar regulada por receptores no adrenérgicos, incluidos los receptores

serotonérgicos®6-41,

Serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una monoamina enddgena, que actla como
neurotransmisor y mediador, sintetizada a partir del tripté6fano, que interviene en muchos
procesos fisioldgicos, tales como regular la temperatura, causar sensacion de saciedad, y
controlar las emociones y el estado de 4nimo, entre otros. Todas estas funciones se deben a su
complejidad fisioldgica, una caracteristica que posee gracias a su variedad de receptores. Se
han identificado hasta siete familias diferentes de receptores; muchos de estos tienen multiples
subtipos con una localizacion muy extensa (sistema nervioso central, el intestino, el sistema
cardiovascular y la sangre), lo que hace que estén asociados a diversos procesos tanto
fisiologicos como patoldgicos* (trastornos mentales, enfermedades cardiovasculares, entre
otras) (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion, mecanismo de transduccion, localizacién y funciones de los receptores
serotoninérgicos*.

Tipode  SUBTIPO DE MECANISMO LOCALIZACION FUNCIONES
receptor RECEPTOR TRANSDUCCIONAL PRINCIPALES
5-HT; 5-HT1a Proteina G; Neuronal: Cambios conductuales,
(-) Adenilato ciclasa hipocampo, nicleo hipotension central
| AMP del rafe
5-HTis SNC, terminales VC, (-) trigeminal y
simpaticas, VSMC liberacion de NA
5-HT1p SNC, terminales Heterorreceptor en
simpaticas, VSMC  auricula, (-) liberacién
de NT
5-htse SNC No establecidas
5-HT1r SNC (-) trigeminal
5-HT, 5-HT2a Proteina Gg1 VSMC, plaquetas, VC, agregacion
(+) Fosfolipasa C SNC, tracto Gl plaquetaria, taquicardia
5-HT2s 1 [Ca?]; VSM de ileon, fundus  Contraccion fundus y
y endotelio vasodilatacion NO-
dependiente
5-HTac SNC Regulacién LCR,
apetito, suefio
5-HT3 Canal i6nico Na*/K* Nervio vago, SNC Neuroexcitacion
Despolarizacion de parasimpatica, emesis
membrana
5-HT, Proteina Gsc(+) Tracto GI, SNC, Relajacion VSM y Gl
Adenilato ciclasa corazon y vejiga
1 AMP,
5-HTs 5-HTsa Proteina G; SNC, ;terminales Control motor,
(-) Adenilato ciclasa simpéticas? ansiedad,
| AMP; (-) simpatica cardiaca
5-htsp Desconocido ¢(SNC? No establecidas
5-HTg Proteina Gs SNC, ganglios Modulacién de ACh
(+) Adenilato ciclasa cervicales superiores central, memoria
1+ AMP.
5-HT; Proteina G SNC, VSM y Relajacion VSM y Gl
(+) Adenilato ciclasa ganglios simpaticos
1 AMP,

(+), activacion; (-), inhibicién; AMP, 3°,5’-adenosin monofosfato ciclico; ACh, acetilcolina; Gl,
gastrointestinal; LCR, liquido cefalorraquideo; NA, noradrenalina; NO, Oxido nitrico; NT,
neurotransmisor; SNC, sistema nervioso central; VC, vasocontriccion; VSM, musculo liso vascular;
VSMC, células del masculo liso vascular.

5-Hidroxitriptamina modula la neurotransmisién adrenérgica, dando lugar a efectos
simpatico-excitadores o simpatico-inhibidores, a respuestas vasopresoras y taquicardicas o
vasodepresoras y bradicardicas®®4%4344 En este sentido, algunos estudios de nuestro grupo y
otros han sugerido que el receptor 5-HT1 media en la inhibicion de la neurotransmision

simpatica6-4045-49,

En relacion al sistema serotonergico y en situacion de diabetes, se ha observado una alteracion
del perfil farmacoldgico de los receptores de 5-HT que producen inhibicion simpatica®. La

participacion del sistema serotonérgico en la fisiopatologia de la DM1 es clave, ya que esta

4



enfermedad presenta alteraciones en las acciones serotonérgicas centrales y periféricas®®-2,
En estudios existentes a nivel vascular en ratas Wistar, se ha visto que en una situacion de
DM1 experimental, la modulacion farmacologica de 5-HT modifica el efecto serotonérgico
que se produce en la transmision simpatica®®®*. En la DM las tasas plasmaticas de 5-HT estan
aumentadas®=>’, debido a que hay un aumento de la agregacion plaquetaria, siendo estas
plaquetas la principal fuente de serotonina a nivel periférico*®°® que durante la agregacion la
liberan de forma masiva. La mayor concentracion de serotonina en los pacientes diabéticos se
confirma porque se dobla la cantidad de acido 5-hidroxiindolacético, principal metabolito de
5-HT, que se excreta en orina. Hay evidencias que muestran la implicacién de la serotonina
en la regulacion de la glucosa>. Ademas, la 5-HT estimula la captacion de glucosa y regula
la actividad fosfofructokinasa (PFK) a traves del receptor 5-HT2a, l0 que da lugar a una
fosforilacion de un residuo de tirosina de la PFK vy la redistribucion intracelular de la PFK
dentro del masculo esquelético®®. Otros autores han demostrado que la diabetes cronica en
ratas se asocia con una disminucion en la concentracion cerebral de 5-HT y con un incremento
en el nimero de receptores 5-HT1a y 5-HT2%L. Existe, como terminamos de mencionar, una
estrecha relacion entre el sistema cardiovascular, serotonina y diabetes. 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®®®%°8 i) en la poblacion de receptores
serotonérgicos®™? y iii) en las respuestas vasculares inducidas por serotonina y su regulacion

endotelial®®2.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion (Tabla 2) han podido
demostrar que 5-HT y determinados mecanismos serotonérgicos afectan a la neurotransmision
simpatica, y que la existencia de diabetes experimental inducida 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.



Tabla 2. Antecedentes del grupo de investigacion en relacion con la modulacidn serotonérgica de la
actividad simpaética en diferentes modelos experimentales.

Ratas TERRITORIO MODULACION RECEPTORES REFERENCIA
Wistar VASCULAR SEROTONERGICA IMPLICADOS
o . 5-HT, ,
Sistémico Potenciacion ., 3 Moran et al., 1994
Presinapticos
S e e, 5-HT 5
Sistémico Inhibicién - la1b Moranfégé" 1994,
presinapticos :
0 Sistémico -y 5-HT,, pre y/o Garcia-Pedraza et al.,
é (Tratamiento ISRS) FOEREEEI postsinapticos 2021
=
‘uw Sistémico N 5-HT 1o Garcia-Pedraza et al.,
S (Tratamiento ISRS) Inhibicion presinapticos 2021
2
Q Sistémico 5-HT,,y 5-HT Garcia-Pedraza et al
O Inhl | i/n Z!.D s 7 arcla-rearaza et al.,
s (Bloqueo 5-HT,) elele presinapticos e
o
@) Mesenterio autoperfundido — 5-HT Garcia-Pedraza et al.
. Inhibicidn ot ’
< (Hipertensas) Presinatpicos 2019
Mesenterio autoperfundido e 5-HT,, pre y/o Garcia-Pedraza et al.,
Inhibicion L 20
(Normotensas) postsinapticos =
oy . S g 5-HT fa-
Rifion autoperfundido Inhibicion b Garcla Pzeglrgzaetal"
presinapticos
L e g -HT
Sistémico Inhibicion 5_ R Garcia et al., 2005
presinapticos
52 Sistémico o 5-HT,py 5-HT, pre  Fernandez-Gonzélez
< Inhibicion w27 ¢
O (Blogueo 5-HT)) bicio y/o postsinapticos etal., 2022
|_
T
o0 Sistémico - 5-HT,, pre y/o Garcia-Pedraza et al.,
<5‘: (Tratamiento ISRS) Potenciacion postsinapticos 2022
Sistémico Inhibicion 5-HT, \p Pre y/o Garcia-Pedraza et al.,
(Tratamiento ISRS) postsinapticos 2022

ISRS, inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina.

Por esto ultimo, teniendo en cuenta que en diabetes existe una alteracion en la
neurotransmision simpatica, y que, por otro lado, la serotonina modula la neurotransmisién
simpatica renal en ratas no diabéticas, se plantea la hipotesis de que en diabetes la serotonina
también va a ser capaz de modular la neurotransmision simpatica renal a través de la

activacion de sus receptores.

Dado que la diabetes presenta complicaciones cardiovasculares sistémicas y renales y que el

sistema serotonérgico es capaz de regular la funcion cardiovascular a distintos niveles, la



modulacion de este sistema puede ser una diana terapéutica en tratamientos farmacolégicos

dirigidos a las complicaciones de la diabetes, centrdndose en la funcién renal.

2. OBJETIVOS

Se ha puesto de manifiesto que, pese a un buen control de la glucemia en la DM, no se logra
frenar el deterioro cardiovascular. Varios factores distintos de la hiperglucemia, como la
hiperactividad simpatica, pueden desencadenar complicaciones presentes en la enfermedad y
se proponen como mecanismos patogénicos subyacentes’. Estudios realizados por nuestro
grupo de investigacion han demostrado que: (a) existe un incremento de la neurotransmisién
simpética vascular en ratas con DM1%54 (b) la activacion de receptores 5-HT1 reduce la
actividad noradrenérgica periférica tanto en ratas normoglucémicas*®% como diabéticas®®>,
y (c) en la inervacion simpética renal, 5-HT inhibe la transmisién noradrenérgica a través de

la activacion de receptores 5-HT1p en ratas normoglucémicas®’.

Dado que la diabetes induce dafios, entre los que destacan los neuropaticos, renales y
cardiovasculares, donde el aumento patoldgico de la actividad simpética vascular juega un
papel importante, y dado que, como nuestro grupo ha demostrado, serotonina es capaz de
modular la neurotransmisién simpatica renal en animales normoglucémicos, en este trabajo
nos planteamos, como objetivo general determinar si 5-HT es capaz de modular la
neurotransmision simpatica vascular renal en ratas diabéticas tipo 1, y como objetivo
especifico establecer el perfil farmacoldgico de los receptores serotonérgicos en la regulacién

vascular renal en ratas diabéticas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aprobacion ética del protocolo experimental

En este trabajo se han utilizado 100 ratas Wistar macho (285+15 g) procedentes del
Animalario de la Universidad de Salamanca y mantenidas con un ciclo de luz-oscuridad de
12h-12h, estabuladas a una temperatura constante de (22+2°C) y humedad del 50%, con
acceso a comida y agua ad libitum. Todos los protocolos experimentales han sido aprobados
por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca (006N°201400037278) y cumplen
con la normativa vigente (Directiva 2010/63/EU y R.D. 1386/2018).



3.2. Farmacos utilizados

Los farmacos utilizados en este trabajo experimental se detallan en la Tabla 3. Todos los
compuestos se disolvieron en suero fisioldgico (NaCl 0,9%), excepto cisaprida (HCI 0,01 M)
y AS-19 (etanol 5%). Ninguno de estos vehiculos utilizados afecté a las variables
hemodindmicas estudiadas (ver punto 3.4).

Tabla 3. Farmacos utilizados, descripcion, via de administracion y proveedor.

FARMACO DESCRIPCION VIA DE PROVEEDOR
ADMINISTRACION
UTILIZADA
Aloxano Agente diabetogénico s.C. Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, US
Insulina isofénica Hormona S.C. Lilly, Madrid,
hipoglucemiante Esparfia
Pentobarbital sodico Anestésico i.p. Vetoquinol,
Madrid, Espafia
Heparina sédica Anticoagulante V. Rovi, Madrid,
Esparfia
Atropina Antagonista Y2 Scharlau,
muscarinico Barcelona, Espafia
5-CT (5-carboxamidotriptamina) ~ Agonista 5-HT 57 i.a. Tocris Bioscience,
Bristol, UK
a-metil-5-HT (a-metil-5- Agonista 5-HT> i.a. Sigma-Aldrich, St.
hidroxitriptamina) Lois, MO, US
1-PBG (1-fenilbiguanida) Agonista 5-HT3 i.a. Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, US
Cisaprida Agonista 5-HT, i.a. Tocris Bioscience,
Bristol, UK
AS-19; (S)-N,N-dimetil-5-(1,3,5-  Agonista 5-HT~ i.a. Tocris Bioscience,
trimetil-pirazol-4-il)-1,2,3,4- Bristol, UK
tetrahidronaftalen-2-amino
SB699551; Dicloruro de N-[2- Antagonista 5-HTsa AV Sigma-Aldrich, St.
(dimetilamino)etil]-N-[[4'-[[(2- Lois, MO, US
feniletil)amino]metil][1,1'-
bifenil]-4-
illmetil]ciclopentanopropanamida
Noradrenalina Agonista oy B1 i.a. Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, US
5-HT Agonista 5-HT17 i.a. Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, US

i.a., intraarterial; i.p., intraperitoneal; i.v., intravenosa; s.c., subcutanea.




3.3. Induccion de la diabetes mellitus tipo 1 experimental

La diabetes se induce por administracion s.c. de aloxano (150 mg/kg) que destruye las células
B del pancreas, originando una situacion que simula la DM1 de forma experimental®4°4, Se
realiza un seguimiento de peso y glucemia antes y periddicamente después de esta
administracion. La glucemia se mide utilizando tiras reactivas y el glucémetro Accu-Chek
Aviva (Roche Diagnostics; Barcelona, Espafia). Dicho analisis se realiza utilizando una gota

de sangre extraida de la cola de cada animal (Figura 2).

hd o il

Determinacion de peso y glucemia
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\
Dia
28
| ]

] 1

Administracion de Administracion de
aloxano (150 mg/kg; insulina s.c.
s.c.)

Figura 2. Induccion de diabetes. Determinacion de peso y glucemia durante 28 dias de estabulacion.

A los dos dias de laadministracion de aloxano, se confirma el estado diabético en los animales,
midiendo la glucemia y el peso. Estos parametros se miden periédicamente a lo largo de los
28 dias de estabulacion (Figura 2), siendo retirados del estudio los animales que presentan
valores de glucemia < 300 mg/dL. Para preservar la situacion de diabetes, pero sin sufrimiento
de los animales, se administra una dosis no terapéutica de insulina, segun lo aprobado por el
Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca. En paralelo, se mantiene un grupo control

de animales no diabéticos, que reciben a dia 0 una inyeccion s.c. de suero fisioldgico.



3.4. Metodologia general

Después de la anestesia con pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p.), se realiza traqueotomia y
se colocan catéteres en las arterias cardtidas derecha e izquierda. Se canula la arteria carétida
derecha para la medicién de la presion arterial sistémica (PAS) y frecuencia cardiaca (FC),
utilizando un transductor de presion conectado a un amplificador e-corder 410 (Modelo

ED410, Cibertec, Espafa), y a su vez con un software de registro LabChart™ y Scope™.

Se canulan las venas yugular y femoral para administracion de farmacos, y se mantiene la

temperatura corporal de los animales con una fuente de calor.

La autoperfusion in situ del rifion izquierdo se lleva a cabo segtin el método de Fink y Brody®®
modificado por Garcia-Pedraza et al.*’. El lecho vascular se perfunde mediante un circuito

extracorporeo utilizando una bomba peristaltica Gilson.

Mediante laparotomia se expone la aorta abdominal, tras desviacién de los intestinos hacia el
lado derecho del animal. Se coloca un hilo alrededor de la aorta por encima de la arteria renal
izquierda, pero por debajo del origen de la arteria renal derecha y arterias mesentéricas
superiores. Se colocan dos hilos adicionales alrededor de la aorta, 1 cm por debajo de la arteria
renal izquierda y 1 cm por encima de la bifurcacion iliaca. Luego se administra heparina
sodica (5 mg/kg) por via intravenosa (para prevenir la formacion de coagulos de sangre) y se
inicia una infusion intravenosa, a traves de la vena femoral, de suero fisioldgico (2 mL/h) que

continta durante todo el experimento.

Se canula la arteria cardtida izquierda como punto de partida del flujo extracorpéreo, y se
corta la circulacion por encimay por debajo de la arteria renal izquierda, canulando la misma.
La sangre se bombea desde la arteria cardtida izquierda hacia arteria renal izquierda,
perfundiendo, por tanto, el rifidén, con dicho circuito extracorpéreo. La sangre inmediatamente
comienza a fluir desde la carétida a la arteria renal izquierda, sin interrupcion del flujo de

sangre hacia el rifién (Figura 3).
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Figura 3. Rifidn autoperfundido in situ en rata diabética. Estimulacién simpética renal. PAS, presién
arterial sistémica; PPR, presion de perfusion renal.

La porcion distal del circuito externo se conecta a un transductor de presion conectado, a su
vez, a un amplificador e-corder 410 (Modelo ED410, Cibertec, Espafia) para la medicion de

la presion de perfusion renal (PPR).

Al comienzo de cada experimento, el flujo se ajusta igualando la PPR a la PAS. El flujo se
mantiene constante a lo largo de cada experimento y los cambios en la PPR reflejan cambios
en la resistencia vascular renal. El flujo en el lecho vascular renal oscila entre 2 y 2,9
mL/min#. En todos los experimentos, se administra atropina (1 mg/kg) por via intravenosa

para bloguear posibles efectos colinérgicos.

En este punto, los animales se dividen en dos grupos (ver Figura 4), para determinar el efecto
producido por 5-HT y agonistas/antagonistas serotonérgicos sobre las respuestas vasopresoras
inducidas por: (i) estimulacion eléctrica de los nervios renales simpaticos (n=80); o (ii)
administracion de bolus i.a. de NA exdgena (n=10). La estimulacion eléctrica a frecuencias
crecientes de estimulacion de los nervios periarteriales renales (12,5+25V;1ms; 2,4y 6
Hz), asi como la administracion i.a. tipo bolus de dosis crecientes de NA (0,05, 0,1y 0,4
ug/kg) se realizan en intervalos de 3-5 minutos de tiempo. A cada frecuencia, la estimulacion
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se realiza de forma continua hasta que la respuesta es maxima (5-10 s), y la presion de
perfusion basal se restablece inmediatamente después de finalizar la estimulacion.

Grupo 1. Curva S-R Grupo 2. Curva D-R

| Subgrupo 1 ‘ ‘ Subgrupo 2 | Subgrupo 3 Suero fisioldgico
- I (Control; 10 pL)*
Suero fisiologico L

(Control; 10 uL)? |SB699551 a mg/kg)"| Prazosina | S-HT (0,1 pg/kg) * |
(250 pg/kg)®

| Etanol 5%° |
I Suero fisiologico
(Control; 10 pL) ? l |

| HC10,01 M? l ?
I |
a NAia.
5-HT (0,0125-0,4 ng/kg)? 5-CT (0,4 pg/kg)
| 0,05;0,1y 0,4 ng/kg

5CT (01 1 pg/kg)? |

a-metil- 5~HT (0,4 ng/kg)*

I
Clsapnda (0,4 pg/kg)? I

|
|
| 1-PBG (0 4 ng/kg)?
| AS-19 (0 4 ng/kg)?

|

Estimulacién simpética renal
12,5+2,5V; 1ms; 2,4y 6 Hz

Figura 4. Grupos experimentales de estudio en animales diabéticos. a, administracion intraarterial;
b, administracidn intravenosa.

3.5. Protocolos experimentales

Después de que los animales alcancen condiciones hemodinamicas estables durante al menos

15 min, se determinan los valores basales de PAS, FC y PPR.
3.5.1. Estimulacion eléctrica de los nervios periarteriales (vasopresores) renales

El primer grupo de animales se utiliza para estudiar la influencia de los agonistas de 5-HT y
antagonistas de la neurotransmision simpatica renal. Los incrementos (A) de PPR se obtienen
por estimulacion eléctrica de los nervios periarteriales renales. Para ello, se coloca un
electrodo bipolar en la arteria renal izquierda, y se procede a la estimulacion (Estimulador
Cibertec CS-9), utilizando pulsos monofasicos a frecuencias crecientes de estimulacion (2, 4
y 6 Hz). Asi, se completa la curva estimulacion-respuesta (S-R) control (E0) en 15 minutos
(Figura 5).
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Figura 5. Ejemplo de registro de la presion arterial sistémica (PAS; mmHg), presion de perfusién
renal (PPR; mmHg) y frecuencia cardiaca (FC; latidos por minuto (Ipm)) tras la
estimulacion eléctrica simpética.

Luego, los animales se dividen en tres subgrupos (Figura 4):
o Administracion i.a. de farmacos agonistas:

Después de finalizar la curva S-R EO, se administran via i.a. los siguientes farmacos y sus
vehiculos: suero fisioldégico, HCI 0,01 M, etanol 5% (10 pL para cada vehiculo), 5-HT
(0,0125; 0,1 y 0,4 pg/kg), a-metil-5-HT, 1-PBG, cisaprida, AS-19 (0,4 pg/kg para cada
agonista) 0 5-CT (0,1; 0,4 y 1 pg/kg). Tras 5 min de su administracion se repite una nueva

curva S-R (E1) en las condiciones anteriormente descritas (Figura 5).
o Administracion i.v. de farmacos antagonistas:

En este segundo subgrupo, después de finalizar la curva S-R EO, se administra via i.v. el
antagonista de receptores 5-HTsa, SB699551 (1 mg/kg). Tras 10 min, se repite una nueva
curva en presencia del antagonista (EOantagonista). Una vez realizada esta curva S-R del
antagonista, se administran via i.a. 5-CT (0,4 pg/kg) o suero (10 pL), repitiéndose otra nueva

curva E1 tras 5 min de la administracion del agonista (o vehiculo) en las mismas condiciones

antes detalladas.
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o El tercer subgrupo se realiza para confirmar la naturaleza as-adrenérgica de los APPR
obtenidos por estimulaciéon eléctrica. Para ello, este grupo de animales recibe prazosina (250

pg/kg; i.v.), un antagonista as-adrenérgico, 10 minutos antes de la estimulacion eléctrica.

3.5.2. Administracién de noradrenalina exdgena

En el segundo grupo de ratas (Figura 4) los APPR se obtienen por administracion de NA
exogena (0,05; 0,1 y 0,4 ug/kg; como se ha descrito previamente), realizandose asi la curva
dosis-respuesta (D-R) control denominada E"0. Tras ello, se administra i.a. suero fisioldgico

(10 uL) 0 5-HT (0,1 pg/kg) vy se realiza una nueva curva D-R (E"1) en las mismas condiciones.

3.6. Expresion, tratamiento y analisis de datos obtenidos

Todos los resultados obtenidos quedan debidamente registrados y almacenados en los

programas LabChart™ y Scope™.

Los cambios en la PPR producidos por estimulacion eléctrica o0 NA exdgena, se expresan
como APPR (mmHg) en relacion a los valores basales. Todos los datos representan el valor
medio £ EEM de, al menos, cinco experimentos, determinando la significancia estadistica

mediante la prueba t de Student. Las diferencias se consideran significativas cuando p<0,05.

Nota: En el estudio de la neurotransmisién simpatica renal, dado que ninguno de los vehiculos
modificd los APPR, el analisis estadistico se realiz6 frente al grupo que recibe suero

fisiolégico (control).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evolucion de glucemia y peso

La administracion s.c. de aloxano (dia 0) caus6 un incremento significativo de la glucemia
basal desde el dia 2 post-inyeccion en el grupo de ratas diabéticas respecto al grupo de
animales al que se le administro suero fisioldgico s.c. (ratas normoglucémicas control). Esta

hiperglucemia en ratas diabéticas se mantuvo durante los 28 dias de estabulacion sin variacion
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significativa (Figura 6A). En el grupo de animales normoglucémicos control, la glucemia no
se modificd de manera significativa durante los 28 dias, manteniéndose constante desde el dia
0 (Figura 6A).
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Figura 6. Evolucion de (A) la glucemia (mg/dL) y (B) el peso (g) de los animales durante los 28 dias
de estabulacion. *p<0,05 vs normoglucémicas.

En relacion al peso, este se incrementa progresivamente en los animales normoglucémicos
durante los 28 dias de estabulacion, mientras que en ratas diabéticas en el dia 2 post-induccion
se origina una pérdida significativa de peso corporal (Figura 6B). Esta pérdida inicial de peso
se mantiene durante los 28 dias en ratas hiperglucémicas, sin que estos animales puedan
incrementar su peso, a diferencia de lo que ocurre en los animales no diabéticos, los cuales
aumentan de peso progresivamente desde el dia 2 (Figura 6B). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por nuestro grupo de investigacion y por otros autores utilizando aloxano

como inductor de DM1 experimental®*%°* o estreptozotocina®’,

Este modelo experimental de DM1 (utilizando aloxano) mimetiza la sintomatologia
caracteristica de esta enfermedad en humanos®, como es la pérdida inicial de peso y la
hiperglucemia marcada debido a la falta de utilizacion de glucosa por las células a causa del
déficit de insulina. lgualmente, estos animales diabéticos presentan otros signos como
poliuria, polidipsia y polifagia (medidos en jaulas metabdlicas), datos que no se muestran en
este trabajo experimental, pero que nuestro grupo ya ha demostrado previamente y que forman
parte de la sintomatologia caracteristica de la DM1%.
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4.2. Variables hemodinamicas basales

Después de anestesiar al animal con pentobarbital sédico (60 mg/kg; i.p.) y 15 min de
estabilizacion tras iniciar la autoperfusion renal in situ, los valores basales de la PAS, PPR y
FC fueron de, respetivamente, 97+3 mmHg, 1132 mmHg y 308+6 Ipm en ratas diabéticas.
Al comparar con los parametros cardiovasculares encontrados en ratas normoglucémicas
(94+3 mmHg, 92+2 mmHg y 395+10 Ipm, respectivamente)*’ observamos que, mientras que
la PAS no se modifica de manera significativa, la PPR es mayor y la FC se reduce en ratas
diabéticas, lo que se puede relacionar con el dafio renal (incremento de la presion arterial
renal) y neuropatico (alteracion del sistema nervioso auténomo) que aparece en la DM13%12,

Estas variables hemodindmicas (PAS, PPR y FC) no varian tras la administracion i.a. de
agonistas serotonérgicos (0 vehiculos), o i.v. de antagonistas serotonérgicos (0 suero
fisiologico), con la excepcion de la administracion i.a. de 5-HT y a-metil-5-HT, los cuales
originaron un incremento de la PPR (vasoconstriccion renal) que inmediatamente volvié a
valores basales. Esta respuesta vasopresora ya se ha descrito por nuestro grupo de
investigacién a nivel renal, donde la activacion de receptores 5-HT> es la principal responsable

del efecto vasoconstrictor serotonérgico®’>06%-"1,

4.3. Efecto vascular de la estimulacion eléctrica de los nervios simpaticos

periarteriales renales en ratas diabéticas

Como se ha descrito en la introduccion, la arteria renal esta ricamente inervada por fibras
simpéticas postganglionares, las cuales regulan fundamentalmente el tono vascular®. En
nuestras condiciones experimentales, la estimulacion eléctrica de los nervios simpaticos
periarteriales renales origina APPR frecuencia-dependientes (Figuras 5y 7), los cuales se
deben a la liberacion de NA y activacion preferentemente de receptores a1 a nivel vascular.
Para confirmar la naturaleza noradrenérgica de estas respuestas vasopresoras renales, en un
grupo de animales diabéticos se administra previamente prazosina (antagonista az-
adrenérgico) y se observa un bloqueo total de estas respuestas vasoconstrictoras a todas las

frecuencias de estimulacion (resultados no mostrados).

Los APPR obtenidos tras estimulacion eléctrica son mayores en ratas diabéticas que en ratas

normoglucémicas*’ (Figura 7). Esta diferencia confirma que en situacion de DM1
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experimental existe una hiperactividad simpatica a nivel renal, lo que concuerda con otros

autores y estudios experimentales®1238,
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Figura 7. Incrementos (A) de la presion de perfusion renal (mmHg) inducidos por estimulacion
eléctrica de los nervios simpaticos renales en ratas normoglucémicas y en ratas diabéticas.
*p<0,05 vs normoglucémicas.

4.4. Efecto de 5-HT sobre los incrementos de PPR obtenidos por estimulacion

simpética en ratas diabéticas

Para determinar si 5-HT modula la neurotransmisidén simpatica renal, se administran dosis
crecientes de 5-HT (i.a.) y se analiza su capacidad para modificar la vasoconstriccion renal
que aparece tras estimulacion eléctrica. 5-HT origina una inhibicion de estas respuestas
vasopresoras obtenidas por estimulacién eléctrica de los nervios simpaticos periarteriales

renales de manera dosis- y frecuencia-dependiente (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la administracién i.a. de suero fisioldgico (control; 10 yL) o 5-HT (0,0125-0,4
ug/kg) sobre los incrementos (A) de presion de perfusion renal obtenidos por estimulacion
eléctrica de los nervios simpaticos renales en ratas diabéticas. *p<0,05 vs control.

Este efecto simpatico-inhibidor de 5-HT ya se ha demostrado en otros modelos experimentales
y territorios vasculares30:40434447.48.72-77 Sjn embargo, en ratas no diabéticas la dosis de 0,0125
ug/kg de 5-HT no modificé los APPR*’, mientras que en animales diabéticos esta dosis de 5-
HT redujo de manera significativa las respuestas vasopresoras renales (Figura 8), lo que
parece indicar que en DM1 experimental existe una respuesta alterada a 5-HT, como ya se ha

descrito por otros autores®®.

4.5. Naturaleza del efecto inhibidor de 5-HT sobre la neurotransmisién simpética

renal en ratas diabéticas

Para conocer la naturaleza sinéptica de la inhibicion producida por 5-HT en animales
diabéticos, se obtienen respuestas vasoconstrictoras renales por administracion de dosis
crecientes de noradrenalina. Estos APPR en ratas diabéticas son mayores gque los encontrados
en animales normoglucémicos (Figura 9), lo que pone de manifiesto una mayor respuesta
adrenérgica renal en situacion de DM1 experimental que contribuye a la hiperactividad

simpatica discutida anteriormente.
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La administracion de la dosis intermedia utilizada de 5-HT (0,1 pg/kg; i.a.) no modificé los
APPR inducidos por NA exdgena en ratas diabéticas (Figura 9). Estos resultados nos
confirman que la naturaleza de la inhibicion simpética renal de 5-HT es presinaptica, ya que
no influye sobre la NA exodgena, sino Unicamente sobre la que se libera de los nervios
noradrenérgicos renales tras estimulacion simpatica (ver apartado 4.4). Estos resultados
coinciden con los descritos en animales normoglucémicos, donde la modulacion serotonérgica

era también de naturaleza presinaptica®’.
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Figura 9. Efecto de la administracion i.a. de suero fisiolégico (control; 10 pL) o 5-HT (0,1 pg/kg)
sobre los incrementos (A) de presion de perfusion renal obtenidos por administracion de dosis
crecientes de noradrenalina exdgena (0,05; 0,1 y 0,4 pg/kg; i.a.) en ratas normoglucémicas
y diabéticas. *p<0,05 vs normoglucémicas.

4.6. Estudio de los receptores serotonérgicos implicados en el efecto inhibidor de 5-
HT sobre los incrementos de presion de perfusion renal obtenidos por estimulacion simpatica

en ratas diabéticas

La administracion i.a de a-metil-5-HT, 1-PBG, cisaprida y AS-19 (agonistas de receptores 5-
HT,, 5-HTs, 5-HT4 y 5-HT+, respectivamente) no provocé cambios significativos en los
incrementos de la PPR en ratas diabéticas (Figura 10), descartandose la participacion de estos

4 tipos de receptores en la inhibicion que 5-HT ejerce sobre la neurotransmisién simpatica
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renal. Estos receptores tampoco estaban involucrados en la regulacion serotonérgica de la

inervacion simpatica renal de ratas normoglucémicas®’.

Sin embargo, el agonista de receptores 5-HTu57, 5-CT, redujo las respuestas vasoconstrictoras
renales tras estimulacion eléctrica (Figura 10), reproduciendo la accion inhibidora simpética
de 5-HT. A pesar de que el agonista 5-CT activa a los receptores 5-HT1, 5-HTs y 5-HT7,
nuestros resultados permiten descartar la participacion de 5-HT7 en la inhibicion puesto que

AS-19 (agonista 5-HT7) no modificé los APPR (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la administracion i.a. de suero fisiologico (control; 10 pL), 5-CT, a-metil-5-HT,
1-fenilbiguanida (1-PBG), cisaprida o AS-19 (0,4 ug/kg para cada agonista) sobre los
incrementos (A) de presion de perfusion renal inducidos por estimulacion eléctrica de los
nervios simpaticos renales en ratas diabéticas. *p<0,05 vs control.

Para estudiar la posible implicacion de los receptores 5-HTs en el efecto inhibidor de 5-CT,
utilizamos un antagonista selectivo de receptores 5-HTsa, SB699551 (1 mg/kg; i.v.), debido
a la falta de existencia de agonista especifico para estos receptores. La administraciéon de
SB699551 no alterd los APPR obtenidos por estimulacion eléctrica en ratas diabéticas (Figura
11). Sin embargo, 5-CT (0,4 pg/kg; i.a.) sigue reduciendo las respuestas vasoconstrictoras
renales en presencia del antagonismo de los receptores 5-HTsa (Figura 11), confirmandose,
por tanto, que la activacion de estos receptores no estd implicada en la inhibicion de la
neurotransmision simpatica renal inducida por 5-CT en ratas diabéticas. El mecanismo efector
de estos receptores esta asociado a la inhibicion de la liberacidn de neurotransmisores al estar

acoplados a proteinas Gip*?, habiendo demostrado nuestro grupo que en ratas diabéticas son
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los receptores 5-HTsa los responsables de la inhibicion serotonérgica sobre la inervacion
simpatica cardiaca®®; no obstante, en este estudio y bajo sus condiciones experimentales, estos

receptores serotonérgicos no ejercen ningun papel modulador adrenérgico.
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Figura 11. Efectos de la administracién i.a. de suero fisiolégico (control; 10 uL) o 5-CT (0,4 pg/kg),
en presencia 0 no de la administracion de SB699551 (1 mg/kg; i.v.) sobre los incrementos
(A) de presion de perfusion renal inducidos por estimulacion eléctrica de 10S nervios
simpaticos renales en ratas diabéticas. *p<0,05 vs control.

Con todos estos resultados se concluye que los receptores 5-HT1 son los involucrados en la
accion inhibidora serotonérgica sobre la neurotransmision noradrenérgica renal en ratas
diabéticas. Estos resultados coinciden con resultados previos de nuestro grupo, donde la
activacion de diferentes subtipos de la familia de receptores 5-HT1 ejerce un efecto simpaético-

inhibidor en distintos modelos experimentales y lechos vasculares38:4047-49.5464

Como estudios futuros, y siguiendo la trayectoria del grupo de investigacion, se propone
identificar qué subtipos (Tabla 1) dentro de la familia de los receptores 5-HT: serian los
responsables del efecto simpatico-inhibidor renal, y asi determinar si la DM1 experimental

induce cambios en la regulacion serotonérgica del tono vascular noradrenérgico del rifion.
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Una vez determinado que el efecto simpatico-inhibidor renal del agonista 5-CT se debe a la
activacion preferente de receptores de la familia 5-HT1, se administran dosis crecientes de este
agonista (Figura 12) para analizar su similitud con el agonista enddgeno serotonérgico,

serotonina.
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Figura 12. Efectos de la administracion i.a. de suero fisiolgico (control; 10 uL) o 5-CT (0,1 - 1
ng/kg) sobre los incrementos (A) de presion de perfusion renal inducidos por estimulacion
eléctrica de los nervios simpaticos renales en ratas diabéticas. *p<0,05 vs control.

Como se observa en la Figura 12, el efecto inhibidor de 5-CT es frecuencia- y dosis-
dependiente, al igual que 5-HT (Figura 8), sobre los incrementos de PPR en ratas diabéticas
(Figura 12). Aungue este mismo efecto del 5-CT se observd sobre la inervacion simpatica
renal de ratas normoglucémicas®*’, las dosis utilizadas en ratas diabéticas tuvieron que ser
superiores, lo que se puede relacionar con el dafio vascular y renal presente en este modelo de

DM1, como previamente hemos descrito.

El estudio realizado aporta evidencias, segun los resultados obtenidos, de una actividad
noradrenérgica exacerbada en diabetes y de que la activacion del receptor 5-HT1 inhibe, de

forma presinaptica, dicha hiperactividad noradrenérgica y sus consecuentes efectos
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vasopresores en el rifidn autoperfundido in situ de ratas diabéticas. Este estudio de
farmacologia basica abre una puerta a continuar con sucesivas investigaciones en este campo,
dado que constituye la base de una posible diana terapéutica para las complicaciones micro-
y macrovasculares asociadas a la diabetes mellitus, y para otras patologias que cursen con

hiperactividad simpatica.

5. CONCLUSIONES

1. Lainduccion de diabetes por aloxano en ratas provoca una hiperactividad simpatica a
nivel renal.

2. Laadministracion de serotonina modula la neurotransmision simpatica renal en ratas
diabéticas, inhibiendo de manera presinaptica la liberacién de noradrenalina.

3. 5-CT reproduce la accién inhibidora de 5-HT sobre la neurotransmision simpética
renal en ratas diabéticas. El efecto simpatico-inhibidor renal estda mediado por la
activacion de receptores 5-HT1 en DM1.

4. La inhibicion de la actividad simpética a través de la activacion de receptores
serotonérgicos 5-HT1 puede constituir un potencial terapéutico en patologias que
cursen con hiperactividad simpatica, como en la DM, reduciendo las complicaciones

cardiovasculares asociadas.
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