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Abreviaturas

o = Receptor a-adrenérgico

B = Receptor B-adrenérgico

A = Adrenalina

Ac = Adenilatocilclasa

Ach = Acetilcolina

AMPc = Adenosin monofosfato ciclico
Ang I1 = Angiotensina II

COX = Ciclooxigenasa

DA = Dopamina

Da = Dalton

DM = Diabetes mellitus

ECA = Enzima convertidora de angiotensina

EDCF= Factores constrictores derivados de
endotelio

EDREF = Factores relajantes derivados de
endotelio

EEG = Electroencefalograma

eNOS = Oxido nitrico sintasa endotelial
FC = Frecuencia cardiaca

GPCRs = Receptores acoplados a proteinas G
5-HT = 5-Hidroxitriptamina

5-HIAA = Acido 5-hidroxiindolacético
5-HTP = 5- Hidroxitriptofano hidrolasa
HIOMT = Hidroxiindol-O-metiltransferasa
i.p. = Intraperitoneal

i.v. = Intravenoso

i.a. = Intraarterial

IP; = Inositol trifosfato

LAAD = Descarboxilasa de L-aminoacidos
aromaticos

LCF = Liquido cefalorraquideo

LSD = Dietilamina del acido lisérgico
MAO = Monoaminooxidasas

MDMA = Metilendioximetanfetamina
NA = Noradrenalina

NADPH = Nicotin adenosin difosfato
NAT = N-acetiltransferasa

NO = Oxido nitrico

NOS = Oxido nitrico sintasa

PGE, = Prostaglandina E,

PGF,, = Prostaglandina F,,

PGI, = Prostaciclina

PI = fofatidilinositol

PIP;= 3,4,5-fosfatidilionositol trifosfato
PKB = Fosfocinasa B

PKC = Fosfocinasa C

PLC = Fosfolipasa C

PAM = Presion arterial media

s.c. = Subcutaneo

SNC = Sistema nervioso central

STZ = Estreptozotocina

TGFB, = Factor de crecimiento tumoral 3;
TPH = Triptéfano hidroxilasa

TXA, = Tromboxano A,

TXB, = Tromboxano B,

UI = Unidades internacionales

VIP = Péptido intestinal vasoactivo

VSMC = Células de musculo liso vascular
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Introduccion 3

I.1- 5-HYDROXYTRYPTAMINA (5-HT)

1.- Antecedentes.

La serotonina cuyo nombre quimico es 3-(2-aminoetil)-1-H-indol-5-0l o 5-
hidroxitriptamina (5-HT), y su férmula quimica C,oH;,N,O (Figura 1), es una sustancia
perteneciente al grupo de las aminas bidgenas, con un peso molecular de 176 Da. Actia
como neurotransmisor y como hormona. Est4 presente en muchas 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 patologicos asociados a dichas funciones.

HO

NH,

Iz

Figura 1: Estructura de la 5-hidroxitriptamina: 3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-ol.

Previamente a la identificacion de la serotonina, en un estudio realizado en gato
por Brodie (1900) se describid, como la inyecciéon de suero sanguineo causaba
vasoconstriccion y un reflejo vagal representado por bradicardia e hipotension,
reversibles, asi como una parada de la respiracion que no se reproducia si se inyectaba

plasma.
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La 5-hidroxitriptamina, sin embargo, no fue aislada en sangre hasta 1948 siendo
caracterizada poco después por Rapport, Page y Green; quienes la aislaron en forma de
un complejo cristalino y le dieron el nombre de serotonina, haciendo alusién a su accion
vascular original (sero = suero y fonin = vasoconstriccion: “serotonina”). Fue obtenida

sintéticamente por primera vez por Hamlin y Fischer en 1951.

En 1953 Twarog y Page sugirieron que podria actuar como neurotransmisor a
nivel del sistema nervioso central (SNC) y en la actualidad se admite que aunque menos
del 5% de la cantidad total de serotonina del organismo reside en el sistema nervioso
central, 5-HT es un factor muy importante para el buen funcionamiento del cerebro. Al
mismo tiempo la observaciéon casi simultanea de que la droga psicodisléptica
dietilamida del &cido lisérgico (LSD) antagonizaba una respuesta producida por 5-HT
(atn cuando la respuesta fuera contraccion del musculo liso gastrointestinal) confirmola
idea de que la 5-HT era un producto de nuestro cerebro y que tenia importantes efectos

conductuales.

2.- Localizacion, sintesis y degradacion de 5-HT

Tiene una amplia distribucion en los reinos animal y vegetal. Se puede
encontrar en los sistemas neuronales de todos los organismos que van desde la
Drosophila (Lundell et al., 1996) a los seres humanos (Hornung, 2003). 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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A.Humanos

Figura 2: Mapa del cerebro con la ubicacion de las células que contienen serotonina y sus axones.

La mayor parte de su sintesis ocurre a nivel periférico, concretamente a nivel
intestinal (95%), y se produce a partir del aminodcido 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 triptéfano-
hidroxilasa (Hills y Jessen, 1995; Walther et al., 2003a; Cote et al., 2003, 2004; Zhang
et al.,2004).

El sistema nervioso central contiene menos del 2% de la serotonina total del
organismo (Hills y Jessen, 1995). 5-HT no atraviesa la barrera hematoencefalica, por lo
que sus niveles centrales dependen de su sintesis local, siendo el paso inicial de la
sintesis, el transporte facilitado del aminoacido L-triptéfano de la sangre hasta el

cerebro.
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Las neuronas serotoninérgicas contienen la enzima triptéfano-hidroxilasa (TPH),
que convierte el triptéfano en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) y su distribucion en el
cerebro es similar a la de la propia 5-HT. Esta hidroxilacion del triptofano parece ser la
reaccion limitante en la sintesis de serotonina, porque el 5-HTP se encuentra en
pequenias cantidades en el cerebro, posiblemente debido a que el siguiente paso lo

trasforma tan rapidamente como se forma.

La otra enzima implicada en la sintesis de serotonina es la descarboxilasa de los
aminoacidos L-aromaticos (LAAD), que convierte 5S-HTP en 5-HT. Esta enzima esta
presente no so6lo en las neuronas serotoninérgicas sino también en las neuronas

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

Una vez sintetizada, la serotonina se almacena o es inactivada con rapidez por
las monoaminooxidasas (MAQO) dando Ilugar a un producto intermedio, 5-
hidroxiindolacetaldehido, que a su vez se oxida por la aldehido deshidrogenasa
originando como producto final el acido 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.

No todas las células que contienen 5-HT, la sintetizan. Las plaquetas no
sintetizan 5-HT; acumulan la 5-HT del plasma por un mecanismo de transporte activo
que se encuentra en la membrana de las plaquetas. También podemos encontrarla en los
mastocitos. En el sistema nervioso, tanto central como periférico, es un neurotransmisor
con una gran variedad de receptores, los cuales pueden estar localizados a nivel pre o
postsinaptico. En la glandula pineal se cree que es el principal precursor de la sintesis de

melatonina (Figura 3).
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Figura 3: Biosintesis y metabolismo de 5-HT.
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3.- Receptores serotonérgicos y mecanismos de accion

La expresion ubicua de los receptores de serotonina en el cuerpo humano
permite su papel multifuncional en varios sistemas fisioldgicos (Barnes y Sharp, 1999).
Se han identificado hasta siete familias principales de receptores (designados como
5-HT,, 5-HT,, 5-HT;, 5-HT4, 5-hts, 5-HT¢ y 5-HT;, Figura 4), denominados asi por
“The Serotonin Receptor Nomenclature Committee of the Internacional Union of
Pharmacology” (NC-IUPHAR) (Hoyer et al., 1994; 2002). Muchos de estos receptores
tienen multiples subtipos (Glennon, 2003; Hannon y Hoyer, 2008). Varios de estos

subtipos no tienen reconocida, hasta el momento, una accion fisiologica.

Receptores Serotoninérgicos
£ B )

STy 5-hts,
S, Shig
ol s,

¢ 1957 Gaddum v Picarelly
+ 1979 Peroutka v Snyder
+ 1986, Bradley et al.

+ 19942002, NC-IUPHAR

5-HT, ;.

Ionico

Figura 4: Representacion esquematica de la clasificacion de receptores de 5-HT. 3’-5"-adenosin
monofosfato ciclico (AMPc); fosfolipasa C (PLC) (Hoyer et al., 2002).
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La clasificacion y nomenclatura de estos receptores ha evolucionado durante los
ultimos afios, sobre todo en la ltima década del siglo XX, en respuesta a una rapida

extension de informacién sobre la estructura y funcion a nivel molecular.

El primer intento relevante para caracterizar a los receptores de 5-HT fue el
publicado 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 abolidas por la combinacién de ambos compuestos. Dichos autores concluyeron
que 5-HT debia actuar a través de dos mecanismos y receptores diferentes: receptores 5-
HT-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 fijacion molecular (binding) con radioligandos in
vitro en 1979 por Peroutka y Snyder, permitid 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 [*’H]5-HT o por [*H]espiperona, respectivamente.

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

distinguian tres subtipos de receptores (Bradley et al., 1986):

a) “5-HT,-like” con gran afinidad por 5-carboxamidotriptamina y podian unirse

a [*’H]5-HT.

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

ketanserina.

¢) 5-HT3;, cuyo mecanismo de accion estd asociado a canales idnicos y
corresponden a los anteriormente caracterizados como 5-HT-M o neurotrdpicos por

localizarse en los ganglios parasimpaticos.
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Se han identificado y caracterizado nuevos receptores de 5-HT, que a veces han
sido nombrados de diferente forma por distintos grupos de investigacion (Levy et al.,
1992; Weinshank et al., 1992). Por lo que las nuevas herramientas propias de la
biologia molecular y su aplicacion, junto con las técnicas bioquimicas y funcionales de
los ultimos afos, han llevado a la aparicion de una clasificacion de receptores basada en
la caracterizacion segun su composicidon aminoacidica y la uniéon a segundos

mensajeros, asi como las caracteristicas funcionales de los mismos.

Para evitar toda esta ambigiliedad, “The Serotonin Receptor Nomenclature
Committee of the Internacional Union of Pharmacology” (NC-IUPHAR) reclasificé los
receptores para 5-HT (Hoyer et al., 1994; 2002) en funcion de:

* La estructura molecular (secuencias en la estructura de los genes y
receptores para sus componentes de, nucledtidos y aminoacidos,

respectivamente).

* El mecanismo de accidon y caracteristicas transduccionales (segundos
mensajeros sintetizados de manera subsecuente a la interaccion ligando-

receptor).

* Su mayor o menos afinidad por la serotonina y criterios operacionales
(perfil farmacologico mediante el empleo de agonistas y antagonistas
selectivos) (IUPHAR receptor data base, Hoyer et al., 2002, Hannon y
Hoyer, 2008).

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 transduccidn no se
conocen. 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 endégeno (Hoyer et al., 1994). Aquellos que

no cumplan con estos criterios se nombraran con letras minusculas.
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Bésicamente todos los receptores de serotonina, a excepcion de los receptores 5-
HT; (acoplados a canales i6nicos) son miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), que consiste en proteinas integrales de membrana
que interactiian con una gran variedad de hormonas y neurotransmisores (lismaa et al.,
1995). 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 (o-
hélices) de la proteina, hecho que ya se ha observado por técnicas de mutagénesis y

receptores quiméricos (Oksenberg et al., 1992; Adham et al., 1994; Wurch et al., 1998).

Los receptores de 5-HT activan, bien a la enzima adenilato ciclasa [que
promueve la produccién de adenosin monofosfato ciclico (AMP,)], la fosfolipasa C
[que promueve la produccion de inositol trifosfato (IP3)] y aumenta el calcio intracelular
[Ca®'])) o bien a canales i6nicos (como por ejemplo canales de potasio) (Figura 5 y 6).
Todos estos sistemas efectores estan presentes en todas las células, y por tanto las
GPCRs juegan un papel fundamental en la regulacion de las respuestas fisiologicas y en

la accién de alrededor del 80% de todos los neurotransmisores y hormonas (Birnbaumer

et al., 1990).
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Figura 5: Estructura del receptor serotonérgico acoplado a proteinas G con siete dominios
transmembrana (Hoyer ef al., 2002).

3.1.- Receptores 5-HT;

Los receptores 5-HT; comprenden cinco subtipos diferentes de receptores, que
comparten entre 41-63% de la secuencia genética, y estan acoplados a proteinas Gi/G,
que inhiben la formaciéon de cAMP. Uno de ellos es el receptor 5-htjg, cuya
denominacién en mintscula indica que aunque el gen que codifica para este receptor ha
sido identificado, su papel fisioldégico no ha sido atn bien definido. En contraste, los
receptores 5-HTa, 5-HT 5 y 5-HT p han sido encontrados en una gran variedad de
tejidos. Existen agonistas y antagonistas especificos para 5-HT;4 y en la actualidad se
estan desarrollando nuevos compuestos capaces de discriminar entre los subtipos 5-
HTig y 5-HTp, 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;g y 5-HTp debido a que 5-HT)p, en estas especies, exhibe una
farmacologia tinica como resultado de una mutaciéon en ASP,3/ARGj,3. Los receptores
5-HT; inhiben la descarga de las neuronas serotonérgicas asi como la liberacion de

serotonina (IUPHAR receptor database; Pauwels, 2000, Tabla 1).
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3.2.- Receptores 5-HT-

Esta familia comprende tres subtipos de receptores diferentes, 5-HT,4, 5-HT2p y
5-HTyc que comparten entre 46-50% de su secuencia genética, y se acoplan
preferentemente a Gq/11 para aumentar la hidrolisis de IP3 y aumentar el Ca’*" citosélico.
De estos tres subtipos, los receptores 5-HT,5 y 5-HT,¢ tienen una mayor afinidad por 5-
HT que cualquiera de los otros receptores identificados hasta hoy. Aunque en la
actualidad ya hay disponibles antagonistas selectivos para cada uno de los subtipos, los

agonistas no son verdaderamente selectivos (Tabla 2).

3.3.- Receptores 5-HT;3

El receptor 5-HT; es el unico miembro de esta familia de receptores que
pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a canales i6nicos (Figura 6). Esta
localizado exclusivamente en tejido neuronal donde media la despolarizaciéon neuronal
rapida. Sus respuestas se bloquean por un gran nimero de potentes antagonistas que son
altamente selectivos. Se cree que existe como estructura homopentamérica de
subunidades a y B en las que s6lo 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 3).
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Figura 6: Estructura del receptor serotonérgico 5-HTj3. (Hoyer et al., 2002).

3.4.- Receptores 5-HT,, 5-ht;, 5-HTes y 5-HT,

Todos ellos se unen preferentemente a proteinas G 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 estd sujeta a posibles cambios en el futuro. En la actualidad existen
agonistas selectivos de receptores 5-HT4 (Tabla 3), asi como agonistas y antagonistas

selectivos de receptores 5-HT¢ y 5-HT (Tabla 4).

Para el subtipo de receptores 5-hts: 5-htss y 5-htsg comparten mas del 70% de la
secuencia aminoacidica en roedores. En los seres humanos, el receptor 5-htsy se
expresa exclusivamente en el sistema nervioso central, principalmente en la corteza, el
hipocampo y el cerebelo (Grailhe ef al., 2001). EI receptor 5-htsg no codifica ninguna
proteina funcional en los seres humanos. La funcion precisa de los receptores 5-hts no
se conoce, sin embargo, puede presuponerse que los receptores 5-htsy desempefian un

papel en el control motor y en la ansiedad, basado en el hecho de que ratones knock-out
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para el receptor 5-htsy muestran una mayor actividad locomotora y comportamiento

exploratorio (Grailhe ef al., 2001).

Existen ciertas evidencias que sugieren que los receptores 5-HT¢ desempenan un
papel en la cognicidn, el aprendizaje, el control del apetito y los trastornos convulsivos
(Glennon, 2003). Se expresan en varias areas del cerebro humano, predominando en el

nucleo caudado (Kohen et al., 1996).

Existen algunos receptores de 5-HT, 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, inhibicion de la liberacion de
noradrenalina en arterias coronaria de cerdo y despolarizacion lenta de las neuronas
mientérica), pero no se correlacionan con ninguno de los anteriormente descritos
(Hoyer et al., 1994, 2002; Martin, 1994; Saxena et al., 1998; Villalon et al., 1997,
Villaléon y Centuridén, 2007). Como su estructura es desconocida, estos receptores se
denominan huérfanos en la nomenclatura actual. Uno de estos tipos, sin embargo, es el
denominado “5-HT;-like” que produce vasodilatacion y que se corresponde con los 5-

HT;.

Desde que en 1994, Hoyer et al. 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 los receptores 5-HTp, que estan
presentes en intestino y cuya farmacologia es similar a la de los 5-HT4, pero que a
diferencia de estos ultimos son activados por ligandos como los dipéptidos

serotonérgicos (Hannon y Hoyer, 2002).

Del mismo modo, también se ha determinado la existencia de diferentes
isoformas producidas por modificaciones transducccionales, asi han aparecido hasta 7
isoformas funcionales del receptor 5-HT,¢, cuatro variantes funcionales del receptor 5-
HT; (5-HT7,)-5-HT74)) y cuatro variantes funcionales para el receptor 5-HT, (5-HT4)-
5-HT4)). 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.
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Se sigue investigando sobre cudl es el objeto de todas estas isoformas, aunque se
cree que pueden estar relacionadas con la desensibilizacion de receptores a nivel celular,

o en las diferentes respuestas a agonistas mediadas a través de distintas vias efectoras.

Tipo
p 5-HT,
Receptor
Subtipo 5-HT,, 5-HTp r5-HT,p 5-HT,p 5-htg 5-htir
Nombre
previo _ 5-HTpg _ 5-HTpq 5-HT gq 5-htgg
Neuronal: SNC}
: nervios
Localizacién Eg":‘;gg‘glgl" periféricos ~ SNC SNC SNC
rafe VSMC
. Vasocons-
Cambios Vasocons- o
conductuales triccion triccion Heterorreceptor No Inhibicid
Funciones - L o Auto/ en auricula . nhibicion
Eépl)lct)rtz;mon lﬁhl&lﬁlg)ﬁ Heterorre- humana establecida | trigeminal
& ceptor §
. 5-CT>
Agonistas ?-dOH'DP?T S.HT> CP-93129 PNU1426-33 S.HT Sumatriptan
selectivos ndorrenato Sumatriptan L694,247 LY344864
GR127
Antagonistas 935,
se leci'vos WAY-100,635 SB224289 Cianopindol gﬁ;j;zi; Metiotepina Metisergida
ol
Mecanismo Gi/Go
de (-) Ac
transduccion Disminucion AMPc, cambio en el potencial de membrana

Tabla 1: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HT;, (VSMC = células de musculo liso vascular,
SNC = Sistema nervioso central, Ac=Adenilatociclasa).
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Tipo
5-HT,
Receptor
Subtipo S-HTZA S-HTZB S-HTZC
Nombre
D 5-HT 5-HT ¢
Previo
Musculatura lisa vascular, | Musculatura lisa de
Localizacion plaquetas, SNC, tracto | ileon, fundus de rata, | SNC
gastrointestinal utero y endotelio
Vasoconstriccion Contraccién fundus en Posible partic?l?aci()n
Funciones agregacion plaquetaria rata y vasodilatacion e la p.roducc101.1' de
greg praque ’ endotelio dependiente transferrmg, ereccion
broncoconstriccion via NO y regulacion del LCF
Agonista . R8127445
selectivos a-Metil-5-HT, DOI BW723C86 Rauwolscina
SB200646
Antagonistas Ketanserin SB2044741 I\RA(Z;E&}O;I?;
selectivos MDL 100907 RS127445 SB242084
Mecanismo Ga/Gyy
de (+) PLC
., Incrementa hidrolisis de PI y eleva [Ca®'];
transduccion

Tabla 2: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HT,, (PI, Fosfatidil inositol, SNC = sistema nervioso

central, NO = Oxido nitrico, [Ca®];
PLC=Fosfolipasa C).

calcio intracelular, LCF=Liquido cefalorraquideo,
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Tipo
5-HT3; 5-HT4
Receptor
Nombre
M -

Previo
Localizacién Periferia. SNC Tracto gastrointestinal, SNC,

’ corazon y vejiga urinaria

o, S Relajacion  musculatura  lisa

. Neuroexcitacion simpdtica 'y . . .
Funciones asimDAti . mesis (esofagica y gastrointestinal),
parasimpatica, provoca incrementa la amplitud EEG
Agonistas SR57227 gﬁ/{gfo
Selectivos m-Clorofenilbiguanida
RS67506
Antagonist Ganisetron
agonistas Ondansetron GR113808

Selectivos Tropisetron SB 204070
Mecanismo Asociado canales i6nicos Gs
de Na'/K" ATPasa () Ac
transduccion Incrementa la formacion AMPc

Tabla 3: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HT3 y 5-HTy, (EEG = electroencefalograma, SNC =
sistema nervioso central, AMPc = adenosin monofosfato ciclico, Na'/K" ATPasa = sodio potasio
ATPasa, Ac=Adenilatociclasa).
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Tipo
5-hts 5-HTs 5-HT,
Receptor
Subtipo 5-hts, 5-hts,
Nombre 5-HT ke
5-HTsa 5-HTsg
Previo 5-HTx
SNC, muscu-
latura vascular
Localizacién | SNC SNC SNC lisa y gas-
trointestinal,
ganglios
simpaticos
Posible Relajacion
. R modulacion musculatura lisa
. Simpatoinhibicion ) liberacion de de vasos
Funciones No establecidas Ach en SNC ,
cardiaca sanguineos y
Consolidacion tracto gastro-
de la memoria intestinal
Agonistas | 5.HT, S-HT, 5MeOT2 50T | D71 ST
selectivos Ergotamina Ergotamina >5-CT LY-215840
Antagonistas | LSD, 5-CT, LSD, 5-CT, gg?;g?f . gzsz‘:gf v
selectivos SB-699 551-A SB-699 551-A SB- 399 885 SB-258719
Mecanismo Gg
de (-) Ac (+) Ac
transduccion Disminucion AMPc Aumento del AMPc

Tabla 4: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-hts, 5-htg y 5-HT;. (SNC = sistema nervioso
central, Ach = acetilcolina, Ac=Adenilatociclasa)
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4.- Acciones farmacoloégicas asociadas a 5-HT

Como consecuencia de su amplia distribuciéon 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 actia 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 funcion endocrina (el control hormonal lo ejerce
fundamentalmente sobre el eje hipotalamo-hipofisis), el sueno (es la 5-HT la principal
implicada en las fases III y IV del suefio), el apetito (5-HT regula la ingesta y la
saciedad), la conducta sexual (ejerce efecto inhibidor de la liberacion hipotalamica de
gonadotropinas) y la regulacion de la temperatura corporal. 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 (Bellivier

et al., 1998; Lucki, 1998; Mann et al., 2001; Cote, 2004):

* Ciclo de sueno y vigilia: el control de este ciclo es una de las primeras acciones
que se identifico para 5-HT. Se sabe que el ritmo suefio-vigilia esta regulado por
el balance adrenérgico-serotonérgico, y que por ejemplo, la administraciéon de
antagonistas 5-HT,, como la ritanserina y EMD 281014, aumentan el suefio de

ondas lentas.

* Trastornos psiquidtricos: La serotonina ha sido implicada en la fisiopatologia de
los trastornos psiquiatricos que van desde la depresion, ansiedad, trastornos
obsesivo-compulsivos hasta trastornos de la alimentacion y  dependencia
(Bellivier et al., 1998; Lucki, 1998, Mann et al., 2001; Jonnakuty y Gragnoli,
2008). Es conocido que niveles plasmaticos de triptofano son significativamente
menores en los sujetos con depresion en comparacion con sujetos sanos (Coppen
et al., 1973; Cowen et al., 1989). Ademas, estudios en humanos han demostrado
que la disminucion del triptéfano en el cerebro disminuye los niveles centrales

de serotonina e induce depresion en cuestion de horas (Lam et al., 1996). Asi,
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precursores de serotonina, como el L-triptéfano, y el 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) se han utilizado en el tratamiento de estos trastornos basdndose en la
premisa de que la deficiencia de serotonina a nivel central es la causa subyacente
en la depresion (Turner ef al., 2006). En la década de los 70-80, varios estudios
se llevaron a cabo, en ellos pacientes deprimidos fueron tratados con precursores
de serotonina, como el L-triptofano, y 5S-HTP. Sin embargo, la eficacia de estos

tratamientos no ha sido bien establecida (Meyers, 2000).

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
(Giacalone et al., 1968; Brown et al., 1982; Mehlman et al., 1994). En ratones
knock-out del receptor 5-HT, 5 se observd una mayor tendencia a evitar nuevos
ambientes, al miedo y a escapar de situaciones estresantes siendo la hipotesis de
que el aumento de la retroalimentacion en la neurotransmision serotonérgica es
probablemente responsable de la ansiedad en estos animales (Parks ef al., 1998).
Se sugirid que estos efectos pueden deberse a la disminucion de la densidad de
los receptores SHT A ya que estos ratones tenian niveles normales de 5-HT y 5-
HIAA (Ramboz et al., 1998). Ademas, los agonistas del receptor 5-HT;5 han
demostrado un potente efecto antiagresivo en roedores y animales agresivos
(Moechars et al., 1998; De Boer y Koolhaas, 2005; Jonnakuty y Gragnoli,
2008).

Apetito: 5-HT es el principal mediador inhibidor del nucleo hipotaldmico
ventro-medial que regula la ingesta y la saciedad. La hiperserotonergia produce

anorexia y la hiposerotonergia exceso de peso (Kaye, 2008; Kumar et al., 2010).

Temperatura, funciones endocrinas [secrecion de ACTH, hormonas
gonadotropas, hormona del crecimiento y prolactina (5-HT;, 5-HTy)],
sensibilidad dolorosa (5-HT)), la posicion y reflejo postural (5-HT, 5-HT»), y
control central de la actividad emética (5-HT3), entre otras funciones, estan
reguladas por receptores serotonérgicos (Florez et al., 2008; Hodges y

Richerson, 2010).
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A nivel periférico también estd implicada en la actividad de diversos organos y
sistemas, como son el aparato respiratorio, el sistema gastrointestinal, favorece la
agregacion plaquetaria y participa en la hemostasia y puede favorecer la liberacion de

neurotransmisores y estimular terminaciones nerviosas sensitivas:

* Agregacion plaquetaria: La mayor parte de la serotonina circulante se transporta
en las granulos densos de las plaquetas (Maurer-Spurej et al., 2004). La
serotonina es liberada por las plaquetas como respuesta a una serie de sefiales,
entre ellas, el contacto con el endotelio dafiado, la isquemia y agonistas de los
receptores 5-HT, y 5-HTj3. Las plaquetas liberan serotonina y otros factores, que
son importantes en la regulacion de la trombosis y la hemostasia por una accién
vasoconstrictora directa. También serotonina actiia en las células endoteliales
liberando NO y agente relajante endotelio-dependiente (EDRF). El efecto
resultante de la liberacion de esas sustancias en la células musculares lisas se
traduce en vasoconstriccion o vasodilatacion (Maurers-Spurej et al., 2004).
Serotonina afecta ak 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 (Maurers-Spurej et al., 2004), sin
embargo serotonina puede controlar sus propiedades vasoconstrictoras mediante
la liberacion del NO (Figura 7). Estudios recientes en ratones knock-out para la
triptofano-hidroxilasa 1, muestran un papel entre la serotonina y la funcion
plaquetaria. Los ratones presentan una alteracion de la hemostasia asociada con
una disminucién de serotonina periférica y un menor riesgo de padecer
trombosis y tromboembolismo. (Walther et al., 2003b). En estos ratones la
estructura plaquetaria y su capacidad de adhesion no estd modificada pero, esta

ultima si se encuentra disminuida.
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LESION VASCULAR
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Figura 7: Esquema de actuacion de 5-HT tras ser liberada ante una lesion vascular.

Tracto gastrointestinal: El 95% de la serotonina se sintetiza dentro de la células
enterocromafines del tracto gastrointestinal (Gershon, 1999), donde juega un
papel importante como molécula de sefializacion (Bulbring y Crema, 1958). La
serotonina es liberada desde estas células como respuesta a la acetilcolina y
estimulacion nerviosa simpatica, aumentando la presion intraluminal y
disminuyendo el pH (Bulbring y Lin, 1958). La serotonina activa los reflejos
neuronales y juega un rol vital en la secrecion intestinal, en la saciedad y en el
peristaltismo. Los sensores neuronales intrinsecos y extrinsecos son activados a
través de varios receptores de 5-HT localizados en el axon de las neuronas
sensoriales. Las neuronas sensoriales intrinsecas se unen dentro de la pared del
tracto gastrointestinal y su activacion origina un reflejo peristaltico y secretor
(Bulbring y Crema, 1958; Bulbring y Lin, 1958). Las neuronas extrinsecas se
unen fuera de la pared gastrointestinal y permiten comunicaciones entre el

cerebro y tracto gastrointestinal, via simpatica y parasimpatica (Stephen et al.,
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2006). El rol de la serotonina en el reflejo aferente extrinseco se relaciona con
nauseas, vomitos, sensacion de dolor, y molestias en el tracto gastrointestinal. El
papel preciso de 5-HT en la fisiologia gastrointestinal normal no esta totalmente
dilucidado. Por lo tanto, el papel de 5-HT en los desérdenes de la fisiopatologia
gastrointestinal, como la inflamacion intestinal y el sindrome de intestino
irritable es controvertido y estd ain bajo investigacion intensa. Cabe destacar
que el sindrome carcinoide, determinado por hipersecrecion tumoral de

serotonina, suele causar diarrea (Thorson, 1958; Grahame-Smith, 1967).

* Metabolismo del hueso: Existen evidencias que relacionan la regulacion
neuronal del metabolismo del hueso con vias serotonérgicas. Recientemente, han
descubierto que el osteoblasto primario, el osteocito y el fibroblasto periosteal
poseen receptores para 5-HT (Westbroek et al., 2001). Estudios moleculares
demuestran que 5-HT puede estimular la hormona paratiroidea mediante el
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina (Bliziotes ef al., 2001). También
han descubierto que los osteoblastos y los osteocitos tienen transportadores de 5-
HT. Estos hallazgos en conjunto sugieren que las células Oseas tienen vias

funcionales serotoninérgicas (Jonnakuty y Gragnoli, 2008).

* Metabolismo de la glucosa: Algunos estudios sugieren que la serotonina induce
hiperglucemia (Wozniak y Linnoila, 1991), otros, sin embargo han demostrado
que la serotonina disminuye la concentracion sanguinea de glucosa (Furman y
Wilson, 1980; Yamada et al., 1989). 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
(Guillet-Deniau et al., 1997) como en musculo esquelético humano. La
activacion de este receptor induce una absorcion rapida de glucosa (Hajduch et
al., 1999), 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 aumento significativo en la
insulina después de la administracion intraperitoneal de triptofano en ratas

(Smith y Pogson, 1977). Ademas, los miotubulos expuestos a la serotonina no
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muestran aumentos en la 3,4,5-fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) o la protein-
quinasa B (PKB), los cuales estan significativamente elevados en presencia de
insulina (Hajduch et al., 1999; Jonnakuty y Gragnoli, 2008 ). Recientemente se
ha demostrado que 5-HT regula la secrecion de insulina por acoplamiento
covalente a GTPasas dentro de los granulos de las células B-pancredticas.
(Paulmann et al., 2009). Lustman y colaboradores observaron que los niveles de
serotonina aparecen bajos en pacientes diabéticos de tipo 1, especulando en
cuanto a si tal deficiencia podria contribuir a la mayor incidencia de trastornos
afectivos (Lustman et al., 1986) y neuropsiquiatricos (Ryan et al., 1985) en la
diabetes (Herrera et al., 2003). En un estudio posterior se demuestra que la
fraccion libre de L-triptofano es baja en nifios con diabetes tipo 1, ademas se
postula una deficiencia en serotonina central y el aumento de la incidencia de los
enfermedades psiquiatricas en pacientes diabéticos tipo 1 (Herrera et al., 2003).
Las ratas con diabetes tipo 1 inducida por estreptozotocina (STZ) muestran un
bajo nivel de serotonina central con un aumento de los receptores 5-HTs y 5-

HT; en el cerebro (Sandrini et al., 1997).

Acciones a nivel cardiovascular: La serotonina funciona como una
neurohormona en el sistema cardiovascular y sus respuestas son complejas.
Desempefia un papel importante en la agregacion plaquetaria, la regulacion del
tono vascular y una variedad de funciones cardiacas, que pueden incluir
bradicardia o taquicardia, hipotension o hipertension, vasodilatacion o
vasoconstriccion. Estas respuestas dependen de muchos factores entre los que se
encuentra la especie animal a estudiar, el tono vascular basal, el lecho vascular
que se est¢ estudiando, 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
directas (Saxena et al., 1987; Bagdy et al., 1989; Villalon et al., 1997; Moran et
al., 1998; Miranda et al., 2000; Villalon y Centurién, 2007; Sanchez-Lopez et
al., 2009).
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Taquicardia (especie dependiente)
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Figura 8: Efectos cardiovasculares periféricos de 5-HT (Adaptado de Ramage y Villalén, 2008)

La serotonina actia como neurotransmisor central sobre el sistema

cardiovascular a través de las neuronas de los nucleos del rafe. Mediante la

activacion de las vias simpdticas y parasimpaticas, la serotonina ejerce efectos

cronotropico e inotropico en el sistema cardiovascular (Ramage, 2001; Cote et

al., 2004; Ramage y Villalon, 2008). Estos efectos estan mediados a través de
familias de receptores 5-HT;, SHT, y 5-HTs (Cote et al., 2004; Villalon y

Centurion, 2007; Ramage y Villalon, 2008). La activacion de receptores 5-HT

pueden causar inhibicion simpdtica central y bradicardia (Ramage, 2001;

Ramage y Villalon, 2008), mientras que la activacion del receptor 5-HT,4 media

estimulacion simpatica que conduce a un aumento de la presion arterial y

taquicardia (Ramage, 2001; Jones y Blackburn, 2002; Yusuf et al., 2003) (Figura

8).
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Receptores 5-HT; median lo que se conoce como el reflejo de Von Bezold-Jarish
en humanos. El reflejo se produce cuando los receptores 5-HT; 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 (Ramage, 2001;

Jones y Blackburn, 2002; Yusuf et al., 2003).

Otros mecanismos bradicardizantes incluyen la inhibicion simpatica cardiaca por
los receptores presindpticos 5-HTig p y, en el caso de la rata, con un
componente adicional de participacion de receptores 5 htsaisg (Moran et al.,

1994a; Villalon et al., 1998; Sanchez-Lopez et al., 2003).

Los receptores 5-HT g, 5-HT2a, 5-HT2p, 5-HT4 y 5-HT; estan presentes en las
células vasculares del musculo liso y células endoteliales (Nilsson et al., 1999).
A través de estos receptores, la serotonina modula la contraccion y relajacion de
los vasos sanguineos, y por lo tanto, la regulacioén del tono vascular (Nilsson et
al., 1999). Sin embargo, el receptor/es responsables estas acciones aun no esta

clarificado.

La activacion de receptores serotonérgicos 5-HT, localizados a nivel de musculo
liso, como ocurre en la mayor parte de los grandes vasos, origina
vasoconstriccion, hecho ampliamente demostrado ya que su inhibicion
antagoniza dicha vasoconstriccion (Gradin et al., 1986); en cambio, los
localizados a nivel endotelial originan vasodilatacion como han demostrado
algunos autores (Vanhoutte 1987a, 2000; Cote et al., 2004; Ramage y Villalon,
2008) quienes proponen para esta vasodilatacion, mecanismos serotonérgicos

que inducen liberacion del factor relajante endotelial.

Serotonina media efectos inotrdpico y cronotrdpico positivos a través de los
receptores 5-HT,4 presentes en los miocitos cardiacos (Cote et al., 2003, 2004).
Ratones knock-out para la triptofano hidroxilasa 1 (TPH 1), que desarrollan
miocardiopatia, muestran concentraciones de serotonina que oscilan del 4-8%

respecto a los normales (Cote et al., 2003), no observandose, sin embargo
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alteraciones morfoldgicas cardiacas en estos ratones; a diferencia de los ratones
Knock-out para el receptor SHT,p, que desarrollan defectos morfogenéticos
cardiacos que conducen a la muerte embrionaria o neonatal (Nebigil et al.,

2000).

Se reconoce para esta amina bidgena cierto papel en la regulacion y control de
los niveles de presion arterial, al menos a nivel central (Villalon y Centurion,
2007; Ramage y Villalon, 2008), habiéndose visto que la activacion de
determinados receptores, como son los 5-HT;s centrales originan hipotension.
Aunque también hay estudios que han puesto de manifiesto su papel como
poderoso autacoide vasoactivo que se libera en la agregacion plaquetaria en
respuesta a diferentes procesos (inflamacion, infecciones, etc.) y que juega un
papel importante en la fisiopatologia de diversas enfermedades vasculares
(Vanhoutte, 1983), como pueden ser la hipertension sistémica pulmonar y la

enfermedad periférica vascular (Frishman y Grewall, 2000).

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 (Altura, 1981); 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 (Van Nueten et al., 1985a,b) (Figura 9).
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Estructura de los vasos sanguineos

Arterias Venas Capilares

Fibras Capa

conjuntivas Fibras endotelial
musculares (5-HT,y, 5-HT,;, 5-HT))
(5-HT,g, 5-HT,,, 5-HT,;, 5-HT.)

Figura 9: Estructura de los vasos sanguineos y receptores serotonérgicos en las diferentes capas.

Se han descrito acciones constrictoras de 5-HT provocadas por la activacion
directa a nivel del musculo liso vascular de receptores 5-HT; o 5-HT, (Van
Nueten et al., 1985a; Feniuk y Humphrey, 1989), por activacion de los
receptores adrenérgicos (Vanhoutte et al., 1981; Villalon y Centurion, 2007), o
de otros agentes vasoconstrictores como angiotensina I o prostaglandina F,
(PGFy)(Van Nueten et al., 1985a,b; Frishman et al., 1995). Algunos estudios
muestran que en humanos, en las arterias coronarias, se expresan en gran
cantidad los receptores 5-HT, y 5-HT;p, moderadamente los receptores 5-ht;r y
5-HT) A, mientras que hay una baja expresion de los receptores 5-HTp (Nilsson
et al., 1999); y en las arterias cerebrales (arteria temporal y occipitales) se
expresan receptores 5-HT g, 5-HTp, 5-HT2a, 5-HT3p, 5-HT4 y 5-HT7; en ambos
casos, estudios farmacoldgicos han mostrado que las respuestas
vasoconstrictoras estdn mediadas a través de los receptores 5-HT ;g y 5-HT)a

(Kaumann et al., 1994; Verheggen et al., 1998, 2004; Ramage y Villalén 2008).
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En la vena porta de roedores, 5-HT también ejerce un efecto vasoconstrictor,
tanto en las preparaciones endotelio-dependiente como endotelio-independiente,
a través de la activacion de los receptores 5-HTp/ig y 5-HT24, pero no por una
liberacion de noradrenalina (NA) (Datt¢ y Offoumou, 2004). Otros estudios
senalan que el endotelio contrarresta parcialmente la respuesta vasoconstrictora a
5-HT en la arteria cerebral media de cabra (Miranda et al., 1993), vena safena de
conejo (Valentin et al., 1996), arteria uterina humana (Karlsson et al., 1998) y

arteria carotida de conejo (Miranda et al., 2000) (Figura 10).
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Figura 10: Efectos vasoconstrictores directos e indirectos de 5-HT, (a = adrenoceptor ao;
Angll = angiotensina II, A = adrenalina, NA = noradrenalina).

En lo referente a las acciones vasodilatadoras, el efecto de serotonina esta
especialmente marcado cuando el tono simpatico estd aumentado, aunque
también se ha mostrado la presencia directa de receptores serotonérgicos en
células endoteliales (Verbeuren et al., 1991) que puede facilitar la liberacion de
oxido nitrico tras activacion de receptores 5-HT;a, 5-HT 5 y 5-HT,5 (Fozard y

Kalkman, 1994; Schmuck et al., 1996; Glusa y Pertz, 2000). En el caso de
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cultivos de células endoteliales de aorta de oveja se ha demostrado la
activacion, al menos en parte, de la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) por
parte de 5-HT (Mc Duffie et al., 1999), 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-HT g y 5-HT,p (Ishida et al., 1998). 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-HT7 en el
musculo liso vascular (Ullmer et al, 1995; Verheggen et al., 2004) cuya
activacion implica vasodilatacion mediada por un aumento del AMPc
(Schoeffter et al., 1996; Terron y Falcon-Neri, 1999; Centuriéon et al., 2004)
(Figura 11).
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agregadas ’ / . ) p;aqi;li(tetz(llria
acilitada

J

-HT
Células
Endoteliales o —_-
, ] 2| 0 = k
Musculo ' /R,ELAJAV@N
— —
NA VIP o g
VIP <=
Terminacion —
adrenérgica @
Potencial
accién _1 * Inhibido porlos antagonistas 5-HT,

Figura 11: Efectos vasodilatadores directos e indirectos de 5-HT, (o = adrenoceptor a, =
adrenoceptor B, NA = noradrenalina, VIP = péptido intestinal vasoactivo, PGI, =
prostaciclina) (Vanhoutte, 1987a).
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En otros 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 a
las cininas vasoactivas. En mesenterio autoperfundido de rata se ha demostrado
la existencia de acciones vasoconstrictoras serotonérgicas mediadas a través de
los receptores 5-HT,p y/o 5-HT,¢ (Fernandez et al., 2000b). Sin embargo, en la
vasculatura del tren posterior en ratas, esta vasoconstriccion esta ligada a la
activacion de receptores 5-HT,a y 5-HT,c (Calama et al., 2004), Las respuestas
vasodilatadoras a este nivel se producen por la activacion de receptores 5-
HTig/1p (Calama et al., 2002), los cuales llevan a una liberacion de adrenalina a
nivel de las capsulas suprarrenales, seguida de una vasodilatacion provocada por

la activacion de receptores Pr-adrenérgicos (Calama et al., 2003).

A nivel renal coexisten respuestas tanto vasoconstrictoras como vasodilatadoras
(Shoji et al., 1989; Verbeke et al. 1996; Morén et al, 1997, 2008). Este efecto
dual se ha observado tanto al perfundir 5-HT en la arteria renal de perro
(Takahashi et al, 1992) como por administracion local de 5-HT en rifion
hidronefrotico (Endlich et al., 1993). En este ultimo 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 1991, Verbeuren ef al. sugirieron la
existencia de receptores 5-HT;o a nivel endotelial que mediaban la
vasodilatacion producida por 8-OH-DPAT y por algunos antagonistas [3-
adrenérgicos (Verbeuren ef al., 1991, 1993). De igual manera, en rifién de perros
anestesiados Tian et al (2002) 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 rifion autoperfundido in situ se demuestra la
implicacion de receptores 5-HT, en la vasoconstriccion provocada tanto por
serotonina como por Ang II (Morén et al, 1997; 2008). Con el desarrollo de

agonistas y antagonistas selectivos, se ha mostrado la existencia de diferentes
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subtipos de receptores segun la especie animal usada y/o la patologia
subyacente; asi, se ha visto la existencia de receptores 5-HT,5 y 5-HT,5 en
arterias renales aisladas de rata (Watts y Thompson, 2004), mientras que en
anillos de arterias renales de conejo se ha mostrado la existencia de receptores 5-
HT;p y 5-HT)p (Hinton et al., 2000). Estudios realizados en nuestro laboratorio,
en rifion autoperfundido in situ de ratas hipertensas por L-NAME, demuestran la
implicacion de receptores 5-HT,n en la vasoconstriccion provocada por

serotonina (Moran et al., 2009).

La serotonina también ejerce su efecto en células mesangiales; de este modo, en
este tipo de células, se ha descrito la existencia de receptores 5S-HT g y 5-HT>a,
asociados los dos a una inhibicion de la adenilato ciclasa (Schoeffter et al., 1995;
Nebigil ef al., 1995). La serotonina estimula la produccion de TGF-B; y la
sintesis de colageno (Kasho et al., 1998). 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 (fosfocinasa C) y otras cinasas, pero también la produccion de

especies reactivas de oxigeno (Greene et al., 2000).

5.- Interaccion sistema serotonérgico-adrenérgico-colinérgico

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 afios. En este sentido, hemos de decir que la distribucion
de neuronas serotonérgicas a nivel del SNC es muy similar a la de las neuronas
noradrenérgicas, que la actividad de estas ultimas estd regulada por serotonina, y que
existen diversos tipos de receptores serotonérgicos en terminaciones nerviosas
adrenérgicas periféricas de distintos tejidos y especies. La presencia de tales receptores
media la liberacion y la inhibicidon de los correspondientes neurotransmisores después
de la estimulacion neuronal, asi como el aumento de dicha liberacion en terminales

adrenérgicos (Humphrey ef al., 1983).



34 Introduccion

Desde hace afios existen estudios que demuestran una interaccidon entre el
sistema colinérgico y serotonérgico (Dilsaver, 1986). La mayoria de estudios realizados
con psicofarmacos demuestran que la interaccion entre los procesos colinérgicos y
serotoninérgicos tiene una relevancia funcional. Se ha demostrado liberacion de Ach en
hipocampo de rata que puede ser controlada localmente por receptores 5-HTp
(Consolo et al., 1994, Jeltsch-David et al., 2008; Rutz et al., 2006;), 5-HT; (Gil-Bea
et al., 2004) y 5-HT, (Millan et al., 2004; Belcheva et al., 2007; Ge y Barnes, 1996;
Birthelmer et al., 2002), que puede ser facilitada a través de la activacion de receptores
5-HT;a y 5-HTs. También hay evidencia de que una denervacion serotoninérgica del
hipocampo es capaz de facilitar la liberacion de acetilcolina. En la corteza, la liberacion
de la Ach puede ser controlada localmente por receptores 5-HT;p e inhibidores SHTj,
mientras que la activacion sistémica de los receptores 5-HT o y 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 ; (Gillet ef al., 1985).

La interaccioén de serotonina con los receptores 5-HT; origina una estimulacion
de las terminaciones del nervio vago que trae como consecuencia una hipotension y
bradicardia extremas, fendmeno conocido como reflejo de Von Bezold-Jarisch. A este
nivel, en ratas desmeduladas existen mecanismos serotonérgicos inhibidores de la
neurotransmision colinérgica de tipo 5-HT, y potenciadores de tipo 5-HT3 (Moran et al.,
1994a). 5-HT, en pulmon, origina tanto constricciéon como relajacion de las vias aéreas,
principalmente facilitando postsinapticamente la neurotransmision colinérgica, aunque

también actia directamente en el musculo liso (Cazzola et al., 1995).

Desde que en 1977, McGrath demostrd 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 interaccidon entre
ambos sistemas a nivel de SNC (Pedigo et al., 1981; Allgaier et al., 1995) y periférico
(Saxena y Villalon, 1991; Jones et al., 1995b; Fernandez et al., 2000a; Moran et al.,
1994b, 1998, 2008, 2009, 2010; Garcia et al., 2005, 2006, 2007). En la 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 cutdnea
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que se produce por 3,4-metilenedioxi-metanfetamina (MDMA) estd mediada por la
liberacion de serotonina y, la subsiguiente estimulacion de receptores 5-HT,4 (Blessing
y Seaman, 2003). 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 demostrandose una inhibicion en la liberacion de NA en varios
tejidos de diferentes especies: en vena safena humana y de perro (Géthert et al., 1996;
Molderings et al., 1990; Medhurst et al., 1997), auriculas humanas (Molderings et al.,
1996), vena cava y vasculatura renal de rata (Molderings et al., 1987; Charlton et al.,
1986), arterias cerebrales de la especie bovina (Barrus et al,, 1992) y en ratas
normoglucémicas y diabéticas (Moran et al., 1998; Fernandez et al., 2000a; Garcia et

al., 2005, 2006)

Estudios en arteria pulmonar de conejo muestran que receptores 5-HT4 y 5-
HTpip median la liberacion de acetilcolina que, a su vez, activan receptores
muscarinicos pre y/o postsinapticos en los nervios simpaticos que originan inhibiciéon de
la liberacion de NA (Molderings et al., 2006). A nivel pulmonar se ha demostrado la
implicacion de los receptores a;-adrenérgicos en las respuestas contractiles a 5-HT
(Ogawa et al., 1995), estando implicado en dicha contraccion el NO, de tal modo que en
presencia de NO endogeno la respuesta contractil de 5-HT estd mediada por los
receptores o;-adrenérgicos, mientras que la inhibicion de NO enddgeno potencia el
componente de la contraccion mediado exclusivamente a través de los receptores 5-

HT;4 (Shaw et al., 2000).
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Figura 12: Accion de 5-HT a nivel de musculo liso bronquial (Adaptado de Cazzola y Matera, 2000).

A nivel del corazon, serotonina favorece la liberacion de NA por la estimulacion
de receptores 5-HT 4, y como consecuencia tiene efectos inotropicos y cronotropicos
positivos. Ademdas puede producirse bradicardia acompafiada de hipertension por
respuesta refleja vagal. En ratas desmeduladas la serotonina induce una inhibicion
presinaptica de la transmision simpatica (Moran et al., 1994b; Villalon et al., 1995b;
Villalon y Centurién, 2007; Ramage y Villalon, 2008) estando mediada dicha inhibicion
por los receptores 5-HT;, especialmente los 5-HT;p (Moran et al., 1998). Sin embargo,
se reconocen mecanismos que aumentan la liberacion de adrenalina, mediados por
receptores 5-HT3; (Moran et al., 1994b). Otros autores (Sanchez-Lopez et al., 2009)
muestran como, también en ratas desmeduladas, 5-HT induce una inhibicion simpatica

cardiaca mediada por receptores 5S-HT; y 5-htsa/sp.

Estudios realizados con plaquetas humanas determinaron que NA juega un papel
importante en el control del funcionamiento de los receptores SHT;. NA, por activacion
de la PKC mediada por receptores a- y [B-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
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importante en la regulacion de respuesta a receptores 5-HT) y en el control y efectividad
de farmacos en trastornos de ansiedad (Trincavelli et al., 2008; Yoshioka et al., 1995;

Bandoh et al., 2004).

I.2. LA DIABETES

El Comité de Expertos en el Diagndstico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus,
comité que se cred 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 estd asociada a darios a largo plazo,
disfunciones y fallo en varios organos, especialmente en los ojos, rifiones, nervios,

Ccorazon y vasos sanguineos.

Dentro de esta denominacion comun 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 (Mc Cance et al., 1997; Perry et al., 2001; Kuzuya et al., 2002), que quedo

de la siguiente forma:

1. Diabetes mellitus tipo 1.
2. Diabetes mellitus tipo 2.

Otros tipos especificos de diabetes:
3. Diabetes gestacional.

4. Alteracion del metabolismo o de la homeostasis de la glucosa.
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Diabetes mellitus
tipo 1

Caracterizada por destruccion de la célula beta, que habitualmente

lleva a déficit absoluto de insulina. Hay dos formas:

Diabetes mellitus mediada por procesos autoinmunes. La
destruccion de las células (3 resulta de un proceso autoinmune
Diabetes mellitus idiopatica: etiologia desconocida

Diabetes mellitus
tipo 2

Caracterizada por resistencia insulinica, que habitualmente se

acompafia de un déficit relativo de insulina. Puede variar desde resistencia
insulinica predominante con déficit relativo de insulina a déficit insulinico
predominante con alguna resistencia insulinica.

Homeostasia de la
glucosa alterada

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

Es factor de riesgo para diabetes y enfermedad cardiovascular.

Glucemia basal alterada: glucemia plasmatica basal por encima de
los valores normales y menor que el valor diagndstico de diabetes.

Tolerancia alterada a la glucosa: glucemia mayor que los valores
normales y menor que la procedente del diagndstico de diabetes tras
sobrecarga de 75 gramos de glucosa.

Diabetes
gestacional

Sin cambios en la definicidn.

Otros tipos
especificos

Diabetes causada por otras etiologias identificables:

¢ Defectos genéticos en la funcion de las células beta.

¢ Defectos genéticos en la accion de la insulina.

¢ Enfermedades del pancreas exocrino.

¢ Endocrinopatias.

e Farmacos y drogas.

e Infeccion.

¢ Formas raras de diabetes relacionados con procesos
autoinmunes.

¢ Otros sindromes genéticos.

Tabla 6: Caracteristicas de los distintos tipos de diabetes
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Las dos formas més comunes de diabetes son la DM tipo 1 y 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 afos y los que la
padecen son obesos, con antecedentes familiares de diabetes, y no todos dependen de la

insulina exdgena (Tabla 6).

La prevalencia global de diabetes en el ano 2000 fue de 171 millones de
personas afectadas en todo el mundo y estd previsto que esta cifra se eleve a 366
millones personas para el afio 2030 debido, sobre todo, al aumento de la edad y cambios
en los estilos de vida de la poblacion. Segun el informe de la OMS titulado “Global
Burden of Diabetes 1995-2025”: El aumento de prevalencia entre 1995 y 2025 no sera
homogéneo en todos los paises, asi el mayor aumento lo presentaran China (68%) e
India (59%). Los paises Iberoamericanos y del Caribe, asi como otras islas de Asia
experimentaran un aumento del 41%. En Oriente Medio aumentard un 30%, mientras
que este incremento sera menor en los paises de Antigua Economia Socialista de Europa
(26%) vy, en los paises propios de una Economia de Mercado, como es el caso de
Espaia, el incremento serd de un 28%. Estas cifras resultan mas dramaticas si se tiene
en cuenta que por cada caso de diabetes diagnosticado hay uno sin diagnosticar (Wild et

al., 2004).

La prevalencia de la diabetes en Espafia se sitia 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 aparicidon de alteraciones renales, oculares,

cardiovasculares, y neuroldgicas.
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1.- Pancreas e insulina

El organo responsable de la diabetes 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

estableci6 hasta 1901 por Opie.

Histologicamente el pancreas 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 13): 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:
» C¢élulas B: (60%) que secretan insulina y péptido C.
» Células g: (25%) que secretan glucagon.
» Células v: (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 13: Anatomia fisiologica del pancreas (cel: célula).

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 establecid que tenia estructura proteica y
hasta 1955 no se conoci6 la estructura primaria de la misma (Sanger; Premio Nobel)
(Sanger, 1988, 2001), de hecho fue la primera proteina de la que se determind su

secuencia de aminoacidos.

Esta formada por dos cadenas de aminoacidos (A y B) de 21 y 30 residuos

aminoacidicos unidas por dos puentes disulfuro. (Figura 14).

Figura 14: Estructura de la insulina.
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La insulina se sintetiza como precursor, preproinsulina (peso molecular: 11500
Da), en el reticulo endopldsmatico 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 comenz6 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 posteriormente la insulina porcina. A partir de 1979, y gracias a las técnicas
de ADN recombinante fue posible producir insulina humana en Escherichia coli
(Goeddel et al., 1979), y unos anos mas tarde la insulina humana también se habia
logrado por conversiéon de la insulina porcina o por biosintesis en Saccharomyces
cerevisiae. En la actualidad la insulina puede sintetizarse por mutacién de genes, tanto
de E. coli como de S. cerevisiae, 1o que facilita nuevos estudios de esta molécula, tanto

estructurales como funcionales.

Con el descubrimiento de la insulina cambié 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 conclusion de que la
insulina no era la curacién 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 o6rganos, al metabolismo de glicidos, lipidos y protidos, asi como a
diversos sistemas de neurotransmision originando cuadros patoldgicos de gran

importancia.
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La complicacion mas frecuente en la diabetes es a nivel del sistema nervioso,
estimandose que alrededor del 40% de los diabéticos presentan algun tipo de alteracion
neuropatica en el momento del diagnostico, 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 glomerular, regulacion 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 (Cote ef al., 2004). Esta afeccion 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 también 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 (Moorhouse ef al.,
1966) y en la mayoria de los casos una disminucion 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 inervacidon nerviosa, que
pueden contribuir a la patogénesis de la neuropatia diabética (Kappelle er al.,
1993,1994; Cote et al., 2004). 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 la conclusion de importantes modificaciones del sistema serotonérgico
central (Jamnicky ef al, 1993; Sandrini et al., 1997). Lackovic et al, 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 crénica estd disminuida la
sintesis de este neurotransmisor (Bellush y Reid, 1994). También, se ha demostrado que
en animales con DM inducida hay cambios hormonales, tales como la elevacion de la

concentracion de corticosterona en plasma (Bellush ez al., 1991).



44 Introduccion

Las alteraciones hematicas y cardiovasculares son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en personas diabéticas. Las alteraciones hematicas 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
(destruccion de globulos rojos). 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
intraplaquetarios como tromboxano A, (TXA;) y 5-HT (Hodgson et al., 1992; James y
Hodgson, 1995a, b).

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 (Hodgson ef al., 1990; Miranda et al., 2000, 2002). También en
la diabetes se ven modificaciones a las respuestas contractiles, a la estimulacion por un
campo eléctrico y a la administracion de agentes vasoconstrictores exdgenos, aunque en
estos casos las respuestas son contradictorias ya que hay autores que hablan de un
aumento de la respuesta vasoconstrictora a agentes exdgenos (Agrawal y McNeil.,
1987; Abebe y McLeod., 1990) y otros proponen que estas respuestas estan atenuadas
(Ralevic et al., 1995; Takiguchi et al., 1998).

Entre las microangiopatias mas 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 transplantes de riiidn.
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 acompaiia de

cambios estructurales que incluyen un aumento del espesor de la membrana basal, una
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hipertrofia glomerular y una expansion 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 (Ang II, endotelina, prostaglandinas, glucagon, factor natriurético atrial)
que 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
metabolicas llevan a la expansion del mesangio glomerular y a la glomeruloesclerosis
por mecanismos que, a dia de hoy, no estdn completamente elucidados (Lehmann y

Schleicher, 2000; Raptis y Viberti, 2001).

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 reduccion 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 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 transplante renal. Algunos estudios han demostrado que esta
nefropatia se desarrolla més rapidamente, tanto a nivel clinico (Marre et al., 1993) como
en animales de experimentacion (Cooper ef al., 1986) 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 (Keynan et al.,
2000) y los 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
COX-2, en particular PGI, y PGE,, juegan un papel critico en el mantenimiento de la
presion arterial y la funcidn renal en los estados de volumen contraido. Estudios en
animales muestran que, en ratas diabéticas por STZ, la sintesis renal de PGE,, PGI,, y
tromboxano B, (TXB;) esta incrementa (Craven et al., 1987; Hao y Breyer, 2008). La
expresion 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 II (Komers et al., 2001; Cheng et al., 2002; Dey et al., 2004), o en rifiones
de pacientes diabéticos (Khan et al., 2001).
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Las macroangiopatias que mas frecuentemente se producen son hipertension
arterial, hiperlipemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperlipemia combinada

y arterioesclerosis.

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 (Félétou et
al., 1994; Oyama et al., 1986) como en el hombre (Johnstone et al., 1993; Van Etten et
al., 2002). La cantidad de NO disponible es un factor de riesgo comun con la propia
hiperglucemia producida por la diabetes u otras alteraciones metabolicas. La
glucosilacion de proteinas y la sobreexpresion de nicotin adenosin difosfato (NADPH)
oxidasa en las células musculares lisas o endoteliales aumentan el estrés oxidativo en
los vasos sanguineos y llevan a una degradacion de NO (Camerdén et al., 2001;

Lassegue y Clempus, 2003).

Existen estudios que han demostrado que realmente hay alteraciones a nivel de
la vasodilatacion producida por el endotelio. De esta forma Pieper et al., en 1997
mostraron que la relajacion producida por el 6xido nitrico estaba disminuida en la DM,
y que este déficit se reparaba con la administracion de L-arginina, un precursor del NO,
lo que lleva a sugerir una posible asociacion 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 anioén
superoxido que NO (Cosentino et al., 1997). Otros estudios sugieren que,
probablemente, el responsable principal de este comportamiento del enzima es el
cofactor de la 6xido nitrico sintasa (NOS), la tetrahidrobiopterina (Milstien y Katusic,
1999; Cameron et al., 2001). Otros autores sefalan modificaciones en los niveles de

endotelina-1 en diabetes experimental (Takeda ef al., 1991; James y Hodgson, 1995a).

Por el contrario, en la fase precoz de la diabetes el NO parece estar implicado en
la hiperfiltraciéon glomerular, y de hecho ha sido demostrado que la excrecion urinaria

de nitritos y nitratos estd aumentada (Bank y Aynedjan, 1993), la hiperfiltracion
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glomerular es inhibida por un inhibidor de la NOS (Bank y Aynedjan, 1993; Tolins et
al., 1993) y la expresion de la NOS estd aumentada a nivel glomerular en rata diabética
(Choi et al., 1997; Veelken et al., 2000). 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 (Mayhan

et al., 1991; Tesfamariam et al., 1989; Shimizu et al., 1993).

Los prostanoides derivados de la COX juegan un papel critico en la modulacién
del flujo sanguineo renal y la tasa de filtraciéon glomerular (Hao y Breyer, 2008). En
condiciones normales, los prostanoides parecen ejercer poca influencia sobre el flujo
sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular (Hao y Breyer, 2008). 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 funcion renal normal
se vuelve dependiente de prostanoides (Arisz et al., 1976; Walshe y Venuto, 1979;
Antillon et al., 1990; Hao y Breyer, 2008). 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 liberacion de TXA,.

Angulo et al., ya en 1998, demostraron una importante relacion entre las
alteraciones endoteliales y las metabolicas en ratas diabéticas por STZ, en las cuales, el
grado de hiperglucemia se manipul6 por la administracién subcutanea de insulina. En
este sentido, Pieper et al. (1998a, b) 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 (Figura 15).
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Figura 15: Complicaciones producidas en la diabetes (Adaptado de Camerén et al., 2001)

La existencia de una DM prolongada produce modificaciones en los niveles de
diferentes neurotransmisores, asi como de sus precursores y enzimas que los degradan.
Algunos estudios muestran la elevacion de los niveles plasmaticos de adrenalina,
noreadrenalina y de dopamina-o-hidroxilasa, asi como reducciéon en la sintesis y
metabolismo de dopamina y serotonina, perdiéndose en parte las respuestas de esta

amina ante el estrés (Bellush ez al., 1991).
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I.3.- SEROTONINA, DIABETES Y SISTEMA CARDIOVASCULAR

La diabetes es una enfermedad que, como ya se ha mencionado, causa y
exacerba macro y microangiopatias, las cuales contribuyen al deterioro vascular
asociado a la enfermedad, que a largo plazo originan complicaciones cardiovasculares
importantes, entre las cuales se destacan la hipertension arterial y la insuficiencia renal,
que tienen 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 1) en las concentraciones de 5-HT y su papel en 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 regulacion

endotelial.

La diabetes cronica esta estd asociada con una disminucién en la concentracion
cerebral de 5-HT, y con un incremento en el nimero de receptores 5-HT4 y 5-HT, en el
cerebro de ratas (Sandrini et al., 1997). Sin embargo, en la DM las tasas plasmaticas de
5-HT estan aumentadas (Barradas et al., 1988; Malyszko et al., 1995, Martin et al.,
1995), debido al aumento de la agregacion plaquetaria, ya que las plaquetas son la
principal fuente de serotonina a nivel periférico (Murray et al., 1983; Malyszko et al.,
1995; Hasegawa et al., 2002). Recientemente, Ni et a/, (2008) revelan la existencia de
un sistema local serotonérgico en las arterias periféricas, pero el papel fisioldgico de la
5-HT en la regulacion del tono vascular aun no est4 claro. La activacion serotonérgica
en los pacientes diabéticos se confirma porque se dobla la cantidad de 5-HIIA, principal

metabolito de 5-HT, que se excreta urinariamente.

Las modificaciones de la expresion de receptores 5-HT han sido estudiadas,
sobre todo, a nivel de SNC, (Villalon y Centurion, 2007; Ramage y Villalon, 2008)
donde un aumento de receptores 5-HT 4 (cortex y tronco encefalico) y de 5-HT; (cortex
frontal) ha sido demostrado en ratas en las que se habia inducido diabetes por

administracion de STZ (Sandrini et al., 1997; Sumiyoshi et al., 1997). Se piensa que
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este aumento en la expresion de receptores aparece como un fendmeno de
compensacion a la disminucion de la concentracion de serotonina a nivel local (Sandrini
et al.,, 1997), hecho que ha sido comprobado en pacientes diabéticos (5-HT;c, DM tipo
2) por técnicas de tomografia de emision de electrones (Price et al., 2002). A nivel
periférico, y al contrario de lo que ocurre a nivel central, la densidad en sitios de union
de la [*H]-ketanserina no esta modificada en aorta de rata diabética mientras que si que

lo esté la reactividad a serotonina (James et al., 1994; James y Hodgson, 1995b).

Teniendo en cuenta los potentes efectos vasoconstrictores de la serotonina en el
conjunto de vasos sanguineos, muchos trabajos se han dirigido a evaluar las
modificaciones de sus respuestas en diversas preparaciones arteriales, en la evolucion de
la diabetes experimental. Los resultados obtenidos muestran bien una inhibicion o bien
una potenciacion de la vasoconstriccion producida por 5-HT, siendo estas respuestas
muy diferentes en funcidn del lecho vascular estudiado y la especie animal de la que se

trate.

En aortas de ratas diabéticas, han sido descritas tanto respuestas aumentadas
como disminuidas a la serotonina (Sikorski et al., 1993; James y Hodgson, 1995a; Orie
et al., 1993; Hattori et al., 1995). En otros vasos sanguineos las respuestas son mas
homogéneas. Asi, en el tren posterior autoperfundido in situ, siempre hay una respuesta
inhibidora, sea cual sea el agente diabetogéno (estreptozotocina o aloxano) utilizado
(Sikorski et al., 1991; James et al., 1995). En arteria pulmonar y carétida, tomadas de
conejo o de cerdo diabéticos, la respuesta vasoconstrictora estd aumentada (El-Kasef,
1996; Bagwell et al., 2000; Miranda et al., 2000, 2002). En contraste, otros estudios
describen disminuciones de la respuesta contractil a 5-HT en arteria aorta de ratas
diabéticas (Orie et al., 1993; Sikorski et al., 1993; James et al., 1994; Hattori et al.,
1995). Existen pocos datos sobre las modificaciones en las respuestas vasculares a
serotonina a nivel renal durante el desarrollo de la diabetes. Mientras que en arterias
renales de conejo si que ha sido descrita una clara potenciacion de la respuesta a 5-HT
(Miranda et al., 2002), la respuesta en rifion aislado de rata es mucho mas compleja,
donde se ha visto que puede aparecer una potenciacion de la respuesta para las dosis

mas bajas de 5-HT utilizadas y una inhibicion para las concentraciones mas elevadas
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(Hodgson et al., 1990), o bien, como otros autores han demostrado, no haber
modificaciones en la respuesta (Beenen et al., 1996; Boston et al., 1997). Se han
estudiado muy diversos mecanismos para dar cuenta de estas modificaciones en la
reactividad vascular a 5-HT durante la diabetes, sobre todo en la modulacion de las
respuestas via el NO, las prostaglandinas y el endotelio (Miranda et al., 2000, 2002), la
potenciacion por TXA, (Hodgson et al., 1990), anomalias en la via de la PKC (Hattori
et al., 1995) o en la cascada de la COX (James y Hodgson, 1995b). Normalmente, los
trabajos realizados han sido durante las primeras semanas después de la induccion de la

diabetes, lo que se puede considerar como la fase precoz de la enfermedad.

Las vasoconstricciones producidas por serotonina en aorta se reproducen con o-
metil-5-HT y son inhibidas por ketanserina y por tanto estan ligadas a los receptores 5-
HT, (James et al., 1994). La densidad de estos receptores no parece estar aumentada en
aorta de ratas diabéticas. La complejidad de las respuestas vasculares a 5-HT,
incluyendo receptores con accion vasodilatadora, endoteliales o no, no ha sido
considerada en estos trabajos, que en su mayoria se han realizado antes de la aparicion

de moléculas especificas para los distintos tipos de receptores.

Las propiedades de serotonina en células mesangiales, células importantes en la
evolucion hacia la nefropatia diabética, han llevado a Takahashi et al., (2002) a evaluar
los efectos de un antagonista de receptores 5-HT»4, sarpogrelato, en esta patologia. Los
resultados muestran un efecto beneficioso de dicho antagonista ya que la albuminuria de
un pequeiio grupo de pacientes con DM tipo 2 se ha disminuido en el tercer mes de
tratamiento. Estos datos demuestran que las tasas elevadas de 5-HT en la diabetes
participan probablemente en la nefropatia diabética a través de los receptores 5-HT;4.
Es posible que una parte de dichos efectos beneficiosos provenga de la inhibicion de las

respuestas hemodinamicas ligadas a 5-HT.

Existen claras evidencias que apuntan a que ademas de los efectos directos de la
serotonina a nivel cardiovascular, ocurren algunas modificaciones vasculares inducidas
por acciones inhibidoras o potenciadoras de esta amina bidogena sobre el sistema

nervioso autdénomo.
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La diabetes origina alteraciones en los niveles de 5-HT tanto a nivel periférico
como central, habiéndose visto que con la alteracion de serotonina en cerebro se ven
alterados también otros neurotransmisores o neuromoduladores como son las [3-

endorfinas (Kolta et al., 1986).

La 5-HT afecta la funcion renal (Shoji et al, 1989; Moran et al, 1997, 2008,
2009; Tian et al, 2002), pero las acciones encontradas en este lecho vascular renal
varian mucho en cuanto al efecto (vasoconstriccion / vasodilatacion) y la magnitud de la
respuesta. Los estudios realizados previamente por nosotros para analizar los cambios
hemodinadmicos inducidos por 5-HT en varias lechos vasculares autoperfundidos de
rata han confirmado la variabilidad de estas acciones, segun el lecho vascular analizado
(Fernandez et al., 2000b; Calama et al., 2002; Moran et al., 1997, 2008, 2009). Incluso,
en el mismo lecho vascular, los efectos inducidos por la 5-HT depende de varios
factores, tales como las dosis utilizadas o la existencia de patologias, como la
hipertension o la diabetes (Calama et al., 2003, 2004; Moran et al., 2008, 2009, 2010;
Garcia et al., 2005, 20006).

Parece probable que, como se muestra en otros estudios realizados por nosotros
(Garcia, 2005), la accion vasoconstrictora de 5-HT en el lecho vascular renal en la
diabetes esta vinculada a los cambios en las vias de sefalizacion intracelular, pero el
mecanismo exacto aun no ha sido dilucidado. Algunos estudios sefalan, en rifion
perfundido de ratas diabéticas, que la activacion de receptores de TXA, aumentan los
efectos vasoconstrictores de 5-HT (Hodgson et al., 1990). Otros, sin embargo, describen
anormalidades en la cascada de las ciclooxigenasas en diversas patologias, como la
nefropatia diabética o la hipertension renal (James y Hodgson, 1995b; Hao y Breyer,
2008).

Los estudios en animales mostraron que, en ratas diabéticas tipo 1 inducida por
STZ, se incrementa la sintesis renal de prostanoides (Craven et al., 1987; Hao y Breyer,
2008). Varios estudios han reportado un incremento en la expresion de COX-2 en la
rama gruesa ascendente y la macula densa, tanto en ratas con diabetes tipo I inducida

por STZ y ratas diabética tipo I Zucker (Komers et al., 2001, 2005; Cheng et al, 2002;
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Dey et al., 2004). Estudios han mostrado que la inhibicion selectiva de la COX-2
reduce significativamente la hiperfiltraciéon glomerular en las ratas diabéticas por STZ,
lo cual es consistente con que prostanoides derivados de COX-2 aumenten la
hiperfiltracion en el rifion diabético (Komers et al., 2001, 2005; Hao y Breyer, 2008;
Yar et al., 2010).

El papel de la 5-HT en la neurotransmision colinérgica y sus efectos
cardiovasculares ha recibido considerable atencion durante muchos afios. Receptores
centrales 5-HT;a, 5-HT3 y 5-HT7 juegan un papel fisioldgico en la regulacion de los
reflejos cardiovasculares (Ramage and Villalon, 2008). Algunos estudios han propuesto
acciones despolarizantes, con un aumento en la actividad vagal mediada por la
activacion de receptores 5-HT; y 5-HT, (Wang et al., 1998), y receptores 5-HT4
(Tonini et al., 1991) o 5-HT;a en diferentes especies animales (Sporton et al., 1991;
Shepheard et al., 1994; Skinner et al, 2002; Kellet et al., 2005; Villalon y Centurion,
2007). Otros datos han sugerido un efecto inhibidor serotonérgico en la liberacion de
acetilcolina a través de la activacion de los receptores 5-HT; (Tonini et al., 1992).
Nuestro grupo ha demostrado que, en ratas desmeduladas, los mecanismos
serotoninérgicos implicados en la neurotransmision colinérgica presinaptica y cardiacas
pueden inhibir o facilitar la liberacion de acetilcolina a través de la activacion de los
receptores 5-HT; y 5HTj;, respectivamente (Mordn et al., 1994). También hemos
demostrado que en ratas diabéticas de cuatro semanas se inducen cambios en la
naturaleza y en el subtipo de receptor involucrado en la bradicardia vagal producida por
estimulacién eléctrica. La activacion de receptores 5-HT;a produce aumento de la
bradicardia inducida vagalmente, mientras que la atenuacion de la bradicardia se debe a
la activacion de receptores 5-HTp, siendo la naturaleza de estas respuestas pre- y post

sinaptica (Garcia et al., 2007).

Estas respuestas estdn relacionadas con hiper o hiposensibilizacion, y pueden
incluir cambios en la expresion de los receptores muscarinicos (Belmonte et al., 1997;
Miranda et al., 2002; Coulson ef al., 2002). Otros estudios han sugerido que la diabetes
induce cambios en la transmision colinérgica (Lishner et al., 1987; McDowell et al.,

1994). Esta disfuncion parasimpatica en el corazén diabético puede llevar a un
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desequilibrio autonémico que puede predisponer el corazon a las arritmias ventriculares

y muerte subita (Park et al., 2009).

Igualmente, se ha visto que en la diabetes hay alteraciones a nivel del sistema
nervioso simpatico de tal modo que las respuestas vasoconstrictoras frecuencia-
dependientes a la estimulacion eléctrica de nervios simpdaticos estdn claramente
atenuadas en preparaciones de ratas diabéticas por estreptozotocina (Ralevic et al.,
1995). Los cambios funcionales en el sistema nervioso simpatico se han reportado en
animales y humanos diabéticos. Los estudios realizados en diferentes condiciones
experimentales han demostrado la existencia de receptores serotonérgicos en terminales
nerviosas simpaticas pre y post-ganglionares en ratas, in vitro e in vivo (Villalon et al.,
1995a, b, c; Moran et al., 1994, 1998; Garcia et al., 2005, 2006), asi como en gatos
(Jones et al., 1995b).

No obstante, es importante destacar que la diabetes inducida en animales de
experimentacion no tiene los mismos efectos en todas las especies, asi por ejemplo ya
ha sido demostrado como en una diabetes experimental inducida por aloxano en ratas y
conejos las respuestas de preparaciones in vitro de aorta es diferente, de tal modo que en
las preparaciones de aorta de rata, pero no en las de conejo, hay una importante
disminucion de la respuesta a diferentes agentes vasoconstrictores como NA y 5-HT
(Head et al., 1987); sin embargo, en los estudios realizados sobre las acciones
vasodilatadoras de acetilcolina en este mismo trabajo se ve que, ademas de no haber
diferencias entre ratas y conejos, la diabetes no origina modificaciones en esta
relajacion endotelio-dependiente. Esto contrasta con otros estudios que demuestran
vasodilataciones modificadas dependientes de endotelio en diabetes (Bassenge, 1992); y
que en anillos adrticos de ratas diabéticas, después de dos semanas de induccion de la
diabetes, las respuestas relajantes vasculares endotelio-dependientes a Ach estan

disminuidas (Sikorski et al, 1993).

Todo esto demuestra que serotonina ejerce diferentes acciones cardiovasculares
dependientes de la especie, del tono vascular, de la naturaleza y del receptor

involucrado, de la dosis y, sobre todo, de las condiciones experimentales, como es la
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duracion del estado diabético (Fink y Gother, 2007; Villalon y Centurion, 2007,
Ramage y Villalon, 2008).






1. OBJETIVOS
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Tal como queda reflejado en la introduccion de eMeamoria, 5-
hidroxitriptamina participa en un elevado numero dspuestas fisioldgicas y
patolégicas y ejerce una compleja participaciénvalrcardiovascular, ejerciendo asi
numerosas acciones (Vanhoudteal., 1981; Van Zwieteret al., 1992; Villalénet al.,
1993; Villalon y Centurion, 2007; Ramage vy VillaJ&008).

La vasoconstriccion y potenciacion de otros agemasoconstrictores, la
vasodilatacion y los efectos inotrépicos y cronpitds positivos, son algunas de las
acciones descritas para esta amina biégena (Sgxaéfialon, 1991; Vanhouttet al .,
1985, 1987a,b; Ramage y Villalon, 2008), justif@aden algunos casos, por la
existencia, cada vez mas aceptada, de una int@naecitre las vias serotonérgicas,

adrenérgicas y colinérgicas.

Por su parte, la diabetes constituye un importgntblema de salud que
transcurre con alteracion de la respuesta a fesedtes lechos vasculares y a diversos
agentes contracturantes o relajantes. En la dmb®tperimental se han detectado
mayores niveles circulantes de 5-HT y se ha desmsthipo o hiper-reactividad

vascular arterial hacia esta amina bidgena.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrolladaeniltimos afios una linea de
trabajo dedicada al estudio de las acciones casdowares de serotonina en ratas,
centrdndose preferentemente en establecer laipadii@n periférica de esta amina y los
posibles mecanismos serotonérgicos en determitiadeisnes cardiovasculares; con el
objetivo fundamental de asignar un papel funci@nalguno de los tipos y subtipos de
receptores descritos previamente por técnicas nwidmalesin vivo en ratas
normotensas e hipertensas, normoglucémicas e hipengicas, habiéndose puesto de

manifiesto hasta el momento, los siguientes aspecto

1.- Existencia de una interaccion entre 5-hidrgt@&imina y mecanismos colinérgicos y

adrenérgicos, en ratas desmeduladas normoglucéwitiabéticas de cuatro semanas:
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» 5-hidroxitriptamina modula la neurotransmision néhgica cardiaca, inhibiendo
o facilitando la liberacion de acetilcolina. Losgarismos inhibidores implican
la activaciéon de receptores 5-Hé&n ratas normoglucémicas, y receptores 5-
HT.p en ratas diabéticas de 4 semanas, mientras cuedtenciadores
corresponden a receptores 53Han ratas normoglucémicas y 5HTen ratas
diabéticas (Moraset al., 1994; Garciat al., 2007).

» La existencia de mecanismos serotonérgicos enueotnansmision simpatica
cardiovascular que acttan inhibiendo o facilitatadidberacién de noradrenalina
desde las terminaciones nerviosas simpaticas. Lesamsmos inhibidores
conllevan la activacion de receptores 5:hTmientras que los potenciadores

conllevan la activacion de receptores 5;Wloranet al., 1994, 1998).

« Determinados antagonistas de receptores BSHT,, ejercen efectos
inhibidores de la transmision simpatica vascularaas, por mecanismos no
directamente relacionados con el antagonismo depte®s serotonérgicos
(Fernandezt al., 2000a).

e Se ha demostrado igualmente un efecto inhibidor 5d&lT sobre la
neurotransmision simpatica cardiaca en ratas dadadas normotensas, en el
cual participan receptores 5-iHdle naturaleza presinaptica, siendo el subtipo 5-
HT.g el mas implicado en dicha accidén en el caso ddores (Villalonet al.,
1999).

» Al igual que en ratas normoglucémicas, en ratagétieas de cuatro semanas,
existen mecanismos serotonérgicos inhibidores deuaotransmision simpatica
cardiovascular. Sin embargo, la accidn serotongrgibibidora mediada por
activacion de receptores presinapticos 5igor la via del NO (Garciet al.,
2005, 2006).
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2.- Acciones vasculares serotonérgicas y mecanismicados, en territorios

vasculares autoperfundidos de rata normoglucémyidébéticas de cuatro semanas:

e En riidn autoperfundiden situ de rata normoglucémica, 5-hidroxitriptamina
ejerce efectos vasoconstrictores mediados por tigsaadn de receptores 5-
HT,c, que implican un incremento en la formacion de @egisina Il (Ang II)
(Moranet al., 1997, 2008), por una mayor actividad de la eazomnvertidora

de angiotensina (ECA) (Fernandez, 1999).

* Enrifion autoperfundidion situ de rata hipertensa porohNitro-L-arginina (L-
NAME), 5-hidroxitriptamina ejerce efectos vasodosores mediados por la

activacion local de los receptores 544 TMoranet al., 2009).

* En el lecho mesentérico autoperfunditdo situ de rata anestesiada, la
administracion local de 5-HT induce respuestas a@ssirictoras provocadas
por la activacion de receptores 5-KH€stando mediadas mayoritariamente por
los subtipos 5-HIx2zs (Fernandezt al., 2000b).

* En el tren posterior autoperfundido de ratas ntenmgas, la vasoconstriccion
serotonérgica esté ligada a la activacion de recept5-HEa (Calamaet al.,
2002), mientras que, en ratas espontaneamentddnipas, la vasoconstriccion

esta mediada por los subtipos 5441c (Calameet al., 2004).

* En el tren posterior autoperfundido, serotoninduge también respuestas
vasodilatadoras por activacion de receptores hfi{Calamaet al., 2002), los
cuales llevan a una liberacibn de adrenalina alnde las capsulas
suprarrenales, seguida de una vasodilatacion padeopor la activacion de

receptore$,-adrenérgicos (Calangtal., 2003).

Siguiendo en esta linea de investigacion, en esbajb de Tesis Doctoral se
plantea, comoobjetivo general determinar el tipo y subtipos de receptores

serotonérgicos y, de mediadores endoteliales, espuestas cardiovasculares
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serotonérgicas que afectan a la neurotransmisid@@nédjica, colinérgica y en el lecho

vascular renal, en una situacién de hiperglucedeatho semanas).

Los objetivos especificosnarcados en este trabajo son:

1. Determinar, en ratas hiperglucémicas desmedulaldasnfluencia que 5-
hidroxitriptamina y otros agonistas serotonérgiajercen sobre las respuestas
vasculares obtenidas por estimulacion simpatica §otpor administracion de
noradrenalina exdgena; establecer la naturalericias acciones analizando el
tipo y/o subtipos de receptores serotonérgicos ioagbs y, comparar los
resultados que se obtengan con los de ratas naro@mgicas.

2. Establecer la posible participacion de mediadoresloteliales u otros
mediadores en las acciones que serotonina y otjoeistas serotonérgicos
ejercen sobre los efectos presores obtenidos Horudscion simpatica total en
ratas hiperglucémicas de ocho semanas.

3. Estudiar, en ratas hiperglucémicas desmeduladasadeiones de 5-HT, asi
como de agonistas y antagonistas serotonérgicgdicados en las respuestas
colinérgicas cardiacas obtenidas por estimulaciddéctrica vagal y por
administracion de acetilcolina exogena. Los redoka se analizaran en

comparacion con los previamente obtenidos en simate normoglucemia.

4. Determinar, en rifion autoperfundido sSitu, las modificaciones del flujo
vascular provocadas por 5-HT y agonistas serotmusgn ratas diabéticas de
ocho semanas, comparandolo con ratas normoglucgmycastableciendo el

tipo/s y/o subtipo/s de receptores serotonérgitgdicados en dichas acciones.

5. Analizar si las respuestas serotonérgicas, a nérell, son acciones directas o
indirectas inducidas por otros mediadores vascsjl@@nfirmando la naturaleza

de dichos mediadores mediante técnicas de biologiecular.
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We analysed the type and/or subtype of 5-hydroxytryptamine (5-HT) receptors involved in the inhibitory
mechanisms of 5-HT on the pressor responses induced by stimulation of sympathetic vasopressor outflow in
long-term diabetic pithed rats. Diabetes was induced in male Wistar rats by a single subcutaneous injection
of alloxan. Eight weeks later, rats were anaesthetized, pre-treated with atropine, and pithed. The effect of 5-
HT on the pressor responses elicited by stimulation of the sympathetic outflow was analysed in eight-week
alloxan-induced diabetic pithed rats. 5-HT (20 pg/kg/min) reduced the pressor action obtained by electrical
stimulation of the sympathetic outflow. However, there was no effect on exogenous noradrenaline-induced
pressor responses. 5-CT (5 pg/kg/min), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min), and o-methyl-5-HT (5 pg/kg/min),
selective 5-HTy, 5-HT;5 and 5-HT, receptor agonists, respectively, reproduced the 5-HT inhibitory action.
Nevertheless, infusion of 5 pg/kg/min of 1-phenylbiguanide, CGS-12066B, L-694,247, BW273C86 or MK212
(5-HTs, 5-HT4, 5-HTp, 5-HTp and 5-HT,c receptor agonists, respectively) had no effect on the pressor
responses elicited by stimulation of the sympathetic outflow. Methiothepin (100 pg/kg) and a cocktail of
WAY-100,635 (100 pg/kg) and spiperone (125 pg/kg) blocked the 5-HT inhibitory effect on the pressor
action obtained by sympathetic stimulation. Moreover, WAY-100, 635 abolished the 8-OH-DPAT inhibitory
effect and spiperone blocked o-methyl-5-HT action. In conclusion, this study revealed that long-term
experimental diabetes induces changes in the receptor type/subtype involved in the 5-HT inhibitory action
on the sympathetic pressor responses produced by electrical stimulation. This is mainly mediated by pre-
junctional 5-HTq4 and 5-HT-,, receptors.
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1. Introduction

Diabetes mellitus causes and exacerbates macroangiopathies and
microangiopathies, which contribute to the vascular deterioration
associated with this disease. However, the pathological processes
underlying vascular complications are incompletely understood. Sev-
eral reports have suggested a possible role for 5-hydroxytryptamine (5-
HT) in the pathophysiology of diabetic complications. Chronic diabetes
is associated with a decrease in the cerebral concentration of 5-HT, and
with an increase in the number of 5-HT 4 and 5-HT, receptors in the rat
brain (Sandrini et al., 1997). Diabetes reduces the 5-HT concentration in
the gut and platelets of alloxan-treated rats, which is reversed by
treatment with the serotonin precursor 5-hydroxytryptophan (Cicin-

* Corresponding author. Laboratorio de Farmacologia, Departamento de Fisiologia y
Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca, Campus Miguel de
Unamuno, ES-37007 Salamanca, Spain. Tel.: +34 23 294530; fax: + 34 23 294515.

E-mail address: amoran@usal.es (A. Moran).

0014-2999/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejphar.2010.06.013

Sain and Jernej, 1996). In contrast, increased 5-HT levels in plasma are
related to the development of diabetic nephropathy (Kasho et al., 1998).
Miranda et al. (2000, 2002) also suggested the existence of a diabetes-
induced hyper-reactivity of renal and carotid arteries to 5-HT in rabbits.
Recently, a study carried out in non-insulin-dependent patients with
diabetes mellitus suggested the potential benefits of the 5-HT, receptor
antagonist sarpogrelate in the treatment of diabetic nephropathy
(Ogawa et al., 1999; Doggrell, 2004).

Serotonin exerts different cardiovascular responses, including
bradycardia and tachycardia, hypotension and hypertension, vasodila-
tation and vasoconstriction (Villalén and Centurién, 2007; Ramage and
Villalon, 2008), dependent upon the animal species, basal vascular tone,
experimental conditions, dosage and, above all, the nature of the
receptors involved (Fink and Gothert, 2007). We reported that 5-HT
modulates cardiovascular responses to sympathetic stimulation in
normoglycaemic (Moran et al, 1994, 1998; Fernandez et al., 2000)
and short-term (four-week) diabetic animals (Garcia et al., 2005, 2006).
Other authors (Villalon et al., 1998), working in normoglycaemic pithed
male Wistar rats, have shown the involvement of 5-HT; 5 receptors, and
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5-HT;g and 5-HT;p receptors in rodents on the pre-junctional inhibition
of electrically induced sympathetic outflow.

Dysfunction of the autonomic nervous system is common in
diabetes mellitus. Moreover, functional changes in the sympathetic
nervous system have been reported in animal and human diabetic
subjects. Studies conducted under different experimental conditions
have demonstrated the existence of regulatory 5-HT receptors on post-
ganglionic and possibly pre-ganglionic sympathetic nerve terminals in
rats in vitro and in vivo (Villalon et al., 19954, b, ¢) as well as in cats
(Jones et al., 1995). We showed that, in vivo, in normoglycaemic and
four-week diabetic pithed rats, 5-HT inhibits sympathetic transmis-
sion in the systemic vascular system by activation of 5-HT; receptors
(Moran et al., 1994, 1998; Garcia et al., 2005, 2006).

The present study was carried out to determine the effects of 5-HT
in the pressor responses induced by stimulation of sympathetic
vasopressor outflow in pithed atropine-treated alloxan-diabetic rats.
We analysed the possible changes induced by long-term diabetes in
vascular reactivity to 5-HT in comparison with a short-term diabetic
group of animals (Garcia et al., 2005, 2006) and with the results
previously obtained by our research team in normoglycaemic rats
(Moran et al., 1994, 1998). We also determined the 5-HT type/subtype
receptors involved in these changes.

2. Material and methods
2.1. Ethical approval of the study protocol

Housing conditions and experimental procedures were in accor-
dance with regulations provided by the European Union on the use of
animals for scientific purposes (86/609/EEC, Article 5, Appendix II). This
was enacted by Spanish legislation on 14 March 1988 (R.D.223/1988).

2.2. Animal preparation

Two hundred and-fifteen male Wistar rats (250-350 g) were used
in the present study. Rats were kept and supplied by the Animal House
of the Faculty of Pharmacy of the University of Salamanca (P.A.E.-
SA001; Salamanca, Spain).

Diabetes was induced in 190 rats by a single injection of alloxan
(150 mg/kg, s.c.) dissolved in 0.9% NaCl (physiological saline). Rats
were then maintained on tap-water and regular food ad libitum for
8 weeks. A second group of 25 rats was maintained under the same
conditions for the same time period to serve as age-matched controls.
Body weight, systolic blood pressure, heart rate and blood glucose
levels were determined before and at 2, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and
56 days after alloxan administration. Only rats with elevated blood
glucose levels (>11 mM) at all time points were considered diabetic.
Blood pressure and heart rate were measured in awake rats
periodically using the tail-cuff method with a photoelectric sensor
(Niprem 546, Cibertec S.A, Madrid, Spain). Several determinations
were made in each session for each rat. Values were considered valid
if five consecutive measurements did not differ by 10 mm Hg.

Diabetic and normoglycaemic rats were anaesthetized with sodium
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.). After cannulation of the trachea, rats
were pithed by inserting a stainless steel rod through the orbit and
foramen magnum (Gillespie and Muir, 1967; Garcia et al., 2005, 2006)
and artificial respiration carried out with room air by a Harvard
respiratory pump (1 mlair/100 g, 50 strokes/min). The right and the left
jugular veins were cannulated for the infusion of agonists and for the
administration of antagonists respectively. The left carotid artery was
connected to a PRS 205 amplifier (Cibertec, Madrid, Spain) displaying
the recordings on one channel of a Letica Polygraph 4000 (Cibertec) to
record blood pressure. Heart rate was measured by analysis of blood
pressure data by a CAR 1000 tachograph (Cibertec) connected to the
same PRS 205 amplifier.

The entire sympathetic outflow from the spinal cord was stimulated
using a Cibertec Stimulator CS-9. Two electrodes were employed: one
was connected to the pithing rod (stimulating electrode), while the
other one (indifferent electrode) was inserted (s.c.) into a leg. Before
electrical stimulation, rats were treated with heparin (1000 Ul/kg) and
then d-tubocurarine (2 mg/kg, i.v.) to prevent electrically induced
muscular twitching, as well as atropine (1 mg/kg, i.v.) to prevent the
cholinergic effects.

2.3. Experimental protocols

After reaching a stable haemodynamic condition for >10 min,
baseline values of mean blood pressure (MBP) were determined.
Then, sympathetic vasopressor outflow was stimulated by applying
trains of 25 s, consisting of monophasic pulses of 1-ms duration and
supra-maximal intensity (27.5+ 2.5V for diabetic rats and 15£3V
for normoglycaemic rats) at increasing frequencies (0.1, 0.5, 1 and
5 Hz).

Thus, the control stimulation-response curve (S-R curve E0) was
completed in ~20 min. At this point, rats were divided into five groups.
Each group was then split into subgroups, taking into account that
each rat was used to evaluate only one dose of agonist or antagonist.
Each dose was repeated five times, up to a total of five experiments.

The first group was used to confirm the results from our previous
works (Moran et al, 1994, 1998, Garcia et al., 2005, 2006) in
normoglycaemic-control rats. In this group (n=25), each rat received
a continuous intravenous infusion (using the Harvard model 122 pump
(Cibertec)) of one of the following: saline solution (1 ml/h, n=5,
control group for all the agonist treatments); 5-HT (20 pg/kg/min,
n=1>5); the selective 5-HT 5 receptor agonist 8-hydroxydipropylamino-
tretalin hydrobromide (8-OH-DPAT) (5 pg/kg/min, n=>5); L-694,247
(5pg/kg/min, n=5), a selective non-rodent 5-HT;g receptor and
5-HT;p receptor agonist; or the selective 5-HT, receptor agonist o-
methyl-5-HT (20 pg/kg/min, n=>5). After 5 min of the corresponding
infusion, three new S-R curves (E1, E2 and E3) were obtained as
described above for the S-R curve EO. Each infusion was maintained for
1h.

In the first alloxan-treated diabetic group (n = 80), each rat received
a continuous intravenous infusion of one of the following: saline
solution (1 ml/h, n=15, control group for all the agonist treatments);
5-HT (20, 40 or 80 pg/kg/min, n=15); the selective 5-HT; receptor
agonist 5-carboxamidotryptamine maleate (5-CT) (5 pg/kg/min,
n=>5); the selective 5-HT;5 receptor agonist 8-OH-DPAT (5, 10 or
20 pg/kg/min, n=15); the selective rodent 5-HT;g receptor agonist
CGS-12066B (5 pg/kg/min, n=5); the selective non-rodent 5-HTp
receptor and 5-HT;p receptor agonist L-694,247 (5 ng/kg/min, n=5);
the selective 5-HT5 25,2 receptor agonist a-methyl-5-HT (2.5, 5,10 pg/
kg/min, n=15); the selective rodent 5-HT,p receptor agonist BW
723C86 (5ng/kg/min, n=5); the selective rodent 5-HT,c receptor
agonist MK 212 (5 pg/kg/min, n=>5); or the selective 5-HT5 receptor
agonist 1-phenylbiguanide (5 pg/kg/min, n=>5). The S-R curves were
constructed in the same conditions as for the infusions in the
normoglycaemic-control group.

The second diabetic group (n=235) was run in parallel with the
above group to investigate, during the continuous infusion of saline
solution (1 ml/h), the effect per se of the non-selective 5-HT; receptor
antagonist methiothepin (100 pg/kg, n=>5); the selective 5-HT, recep-
tor antagonist ritanserin (1 mg/kg, n=>5); the selective 5-HT5 receptor
antagonist MDL-72222 (2 mg/kg, n=1>5); the selective 5-HT; receptor
antagonist pimozide (1 mg/kg, n=5); the selective 5-HT; receptor
antagonist WAY-100,635 (100 ng/kg, n =5); the selective 5-HT, 5 recep-
tor antagonist spiperone (125 pg/kg, n=>5); or the selective 5-HT2p/2c
receptor antagonist SB 206553 (500 ug/kg, n=>5) on the electrically
induced pressor responses. All the antagonists were administered 5 min
before saline infusion.
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The third alloxan-treated group was used to analyse the 5-HT; and 5-
HT, receptor subtype involved in the inhibitory 5-HT effect. These rats
(n=55) were subdivided into several treatment subgroups: methiothe-
pin (100 pg/kg), ritanserin (1 mg/kg) MDL-72222 (2 mg/kg) or pimozide
(1 mg/kg) 5 min before the infusion of 5-HT (20 pg/kg/min, n = >5 for each
antagonist); WAY-100,635 (100 pg/kg) 5 min before the infusion of 5-HT
(20 pg/kg/min, n=>5) or 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min, n=>5); spiperone
(125 pg/kg) 5 min before the infusion of 5-HT (20 pg/kg/min, n=15) or
a-methyl 5-HT (5 pg/kg/min, n=5); SB 206553 (500 pg/kg) 5 min
before the infusion of 5-HT (20 pg/kg/min, n=5) or a-methyl 5-HT
(5pg/kg/min, n=5). The other subgroup received an “antagonist
cocktail” of WAY-100,635 (100 ng/kg) + spiperone (0.125 mg/kg) 5 min
before the infusion of 5-HT (20 pg/kg/min, n=>5).

In the last group (n=20), blood pressure dose-response curves by
intravenous administration of exogenous noradrenaline (NA) (0.01,
0.05,0.1 and 0.5 pg/kg) were constructed before (E’0) and during (E'1,
E’2 and E’3) the continuous infusion of saline solution (1 ml/h, n=5),
5-HT (20 pg/kg/min, n=5), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min, n=5), or
a-methyl 5-HT (5 pg/kg/min, n=1>5), respectively. Accordingly, four
dose-response curves for NA were obtained per rat. The infusions
were started 5 min after the first curve-response (E’0) was elicited and
were maintained over 1 h.

2.4. Drugs used

Apart from the anaesthetic (pentobarbital sodium; Sigma Chem-
ical Company, St Louis, MO, USA), the drugs used in the present study
were as follows.

Heparin sodium was from Roche (Madrid, Spain). Alloxan, mono-
hydrate noradrenaline bitartrate, and d-tubocurarine hydrochloride
were from Sigma. 5-Hydroxytryptamine creatinine sulphate complex
(5-HT), methiothepin mesylate, 5-carboxamidotryptamine maleate
(5-CT), 7-trifluoromethyl-4-(4-methyl-1-piperazinyl) pyrrolo[1,2-a-]-
quinoxaline dimaleate (CGS-12066B dimaleate), 1-phenylbiguanide,
methiothepin, and tropanyl 3,5-dichlorobenzoate (MDL-72222) were
from Sigma-Aldrich. 2-[5-[3-(4-methylsulfonylamino)benzyl-1,2,4-
oxadiazol-5-yl]-1H-indol-3-yl]ethanamine (L-694,247), 6-[2-[4-[Bis
(4-fluorophenyl)methyllene]-1-piperidinyl]-7-methyl-5H-thiazolo
[3,2-a] pyrimidin-5-one (ritanserin), a-methyl-5-hydroxytryptamine
maleate (oa-methyl-5-HT), a-methyl-5-(2-thienylmethoxy)-1H-in-
dole-3-ethanamine hydrochloride (BW723C86 hydrochloride), 6-
chloro-2-(1-piperazinyl) pyrazine hydrochloride (MK212 hydrochloride),
1-[1-[4,4-Bis(4-fluorophenyl)butyl]-4-piperidinyl]-1,3-dihydro-2H-ben-
zimidazol-2-one (pimozide), (S)-N-ter-butyl-3-(4-(2-methoxyphenyl)-
piperozin-1-yl)-2-phenylpropanamide dihydrochloride (WAY-100,635),
8-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]-1-phenyl-1,3,8-triazaspiro[4,5]
decan-4-onehydrochloride (spiperone hydrochloride), 3,5-dihydro-5-
methyl-N-3-pyridinylbenzo [1,2-b:4,5-b’|dipyrrole-1(2H)-carboxamide
hydrochloride (SB-06553 hydrochloride), and 8-hydroxy-2-dipropylami-
notetralin hydrobromide (8-OH-DPAT) were from Research Biochemicals

Table 1
Values of body weight, systolic blood pressure, heart rate and glycaemia in control and
diabetic rats.

Body Systolic blood Heart rate  Glycaemia n
weight (g) pressure (mm Hg) (bpm) (mM)
Control rats
Initial time 219490 118 +£5.0 375+10.0 5.6+0.2 20
8 weeks after 4244+16.0 130+4.0 392+ 15.0 4.8+0.1 20
Diabetic rats
Initial time 1924100 124+5.0 310+£6.0 5.6+0.1 165
8 weeks after 309+11.8° 151+3.7¢ 365+10.0 20.1+£0.7* 165

Results are means 4 S.E.M: for “n” rats.
2 Significantly different from the corresponding value in control rats, P<0.05.

International, Natick, MA, USA. Atropine sulphate was from Scharlau
(Barcelona, Spain).

All drugs were dissolved in distilled water at the time of
experimentation, with the exception of ritanserin (dissolved in
0.04 mol/I of lactic acid) and pimozide (dissolved in 0.01 mol/l HCI).

2.5. Statistical analyses

Modifications in MBP were expressed as mm Hg above the mean
control blood pressure measured before electrical stimulation and as
the stabilized maximum post-stimulation.

Data are mean + S.E.M. of at least five experiments. Comparison of
the results from the experimental groups and their corresponding
control group was carried out by ANOVA followed by the Newman-
Keuls multiple comparison test. The differences were considered
significant if P<0.05. Data obtained for S-R curves E1, E2 and E3 were
essentially identical so, for simplicity, only the S-R curve corresponding
to E2 stimulation or E’2 NA-administration are shown in the figures.

3. Results
3.1. Systemic haemodynamic variables

Alloxan-induced diabetes elicited a marked increase in serum
glucose and failure of the rats to increase their body weight in
comparison with control rats. Table 1 shows the mean values of body
weight, systolic blood pressure, heart rate and glycaemia before and
8 weeks after the induction of diabetes for rats in the diabetic group
and in the control group.

The mean resting blood pressure and heart rate in chronic diabetic
anaesthetized pithed rats were 43.6 + 1.8 mm Hg and 340 + 4 beats/
minute (bpm), respectively; they were 394 1.0 mm Hg and 330+
6 bpm, respectively, for normoglycaemic anaesthetized pithed rats.
These values were not significantly altered by the intravenous infusion
of saline, the 5-hydroxytryptamine receptor agonists (5-HT, 5-CT, CGS-
12066B, 8-OH-DPAT, L-694,247, a-methyl-5-HT, BW 723C86, MK 212
and 1-phenylbiguanide) or the 5-HT receptors antagonists (methiothe-
pin, ritanserin, MDL-72222, pimozide, WAY-100,635, spiperone and SB
206553).
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Fig. 1. Effect of intravenous infusion of saline (1 ml/h), 5-HT (20 pg/kg/min), 8-OH-DPAT
(5 pg/kg/min), L-694,247 (5 pg/kg/min) and o-methyl-5-HT (20 pg/kg/min) on electri-
cally induced pressor responses in normoglycaemic pithed rats. Data are mean4-S.EM.
*P<0.05 vs EO control.
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Fig. 2. Effect of intravenous infusions of 5-HT (20, 40 and 80 pg/kg/min) on
electrically induced pressor responses in eight-week diabetes pithed rats (S-RE2).
Data are mean + S.E.M. *P<0.05 vs EO control.

Basal heart rate remained unchanged before and throughout all
infusions of agonists and antagonists.

3.2. Effects of physiological saline or 5-HT receptor agonists (5-HT, 8-
OH-DPAT, L-694,247 and o-methyl-5-HT) on the electrically induced
increases in MBP in control normoglycaemic rats

Electrical stimulation of the pre-ganglionic sympathetic outflow
from the spinal cord in normoglycaemic pithed rats resulted in
frequency-dependent increases in MBP. At the frequencies used, the
increases in MBP in S-R curve EO were 3.8 +£0.5; 15.343.1; 21.6 2.6
and 43.4 4+ 1.7 mm Hg (Fig. 1). These rises in MBP remained stable in
S-R curves E1, E2 and E3 in control rats receiving an infusion (1 ml/h,
n=>5) of saline solution. Continuous infusion of 5-HT (20 pg/kg/min,
n=>5) inhibited the sympathetic-induced pressor responses (Fig. 1).
Likewise, intravenous infusion of the selective non-rodent 5-HT;g
receptor and 5-HTp receptor agonist L-694,247 (5 pg/kg/min, n=15)
also inhibited the sympathetic-induced pressor responses (Fig. 1).
Continuous infusion of the selective 5-HT;4 receptor agonist 8-OH-
DPAT (5 pg/kg/min, n=>5) or the selective 5-HT, receptor agonist -
methyl-5-HT (20 pg/kg/min, n=>5) failed to inhibit the pressor
responses evoked by sympathetic stimulation.

3.3. Effects of physiological saline or 5-HT receptor agonists (5-HT, 5-CT,
8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, a-methyl-5-HT, BW 723C86, MK 212
and 1-phenylbiguanide) on the electrically induced increases in MBP in
long-term diabetic rats

Electrical stimulation of the pre-ganglionic sympathetic outflow
from the spinal cord in chronic diabetic pithed rats resulted in
frequency-dependent increases in MBP. At the frequencies used, the
increases in MBP in S-R curve EO were 6.4+4-0.3; 29.8+1.6; 51.4+2.4
and 80.6 +2.9 mm Hg. These increases in MBP remained stable in S-R
curves E1, E2 and E3 in control rats receiving an infusion (1 ml/h,n=15)
of saline solution (data not shown).

Continuous infusion of 5-HT (20, 40 and 80 pg/kg/min, n=15)
inhibited the sympathetic-induced pressor responses (Fig. 2) and the
doses of 5-HT 5 and 10 pg/kg/min have no effect (data not shown). The

inhibition was more pronounced at lower stimulation frequencies in a
dose-dependent way. Likewise, intravenous infusion of the selective 5-
HT; receptor agonist 5-CT (5 pg/kg/min, n=>5), the selective 5-HT;5
receptor agonist 8-OH-DPAT (5, 10 and 20 pg/kg/min, n=15) or the
selective 5-HTxa, 2, 2c receptor agonist a-methyl-5-HT (2.5, 5 and
10 pg/kg/min, n=15) inhibited the sympathetic-induced pressor
responses (Figs. 3A, 4A and B).

By contrast, CGS-12066B (5 pg/kg/min, n =5), L-694,247 (5 ng/kg/
min, n=>5), BW 723C86 (5 pg/kg/min, n=5), MK 212 (5 pg/kg/min,
n=>5), (Fig. 3B) and 1-phenylbiguanide (5 pg/kg/min, n =>5) failed to
inhibit the pressor responses evoked by the sympathetic stimulation
(Fig. 4A).

3.4. Effect of 5-hydroxytryptamine receptor antagonists on the 5-HT-, 8-
OH-DPAT- and c-methyl-5-HT-induced sympathoinhibitory effect in eight-
week diabetic rats

Pre-treatment of chronic diabetic pithed rats with the non-
selective 5-HT; receptor antagonist methiothepin (100 ng/kg, n=>5)
produced a marked inhibition per se of the pressor response in S-R
curve EO (Fig. 5). This inhibitory effect was similar to the inhibition
produced by 5-HT (20 pg/kg/min), so the action produced on

A
1001

- L0

0] # 5-CTS

== o.-methyl-5-HT 5

== 1-phenylbiguanide 5
60 phenylbig

40

A MBP (mm Hg)

20+

*
01 05 1 5
Frequency (Hz)

k.3

=

1001

-8 E0
—¥= CGS-12066B 5
809 16942475

’é}) —A— BW-723C86 5
g 604 =O=MK-212
£
&
404
=
<
204

0.1 0.5 1 5
Frequency (Hz)

Fig. 3. Effect of intravenous infusions of (A) 5-CT (5 pg/kg/min), a-methyl-5-HT (5 pg/
kg/min), or 1-phenylbiguanide (5 pg/kg/min) and (B) L-694,247 (5 ng/kg/min), CGS-
12066B (5 pg/kg/min), BW 723C86 (5 pg/kg/min) or MK212 (5 pg/kg/min) on
electrically induced pressor responses in eight-week diabetes pithed rats (S-R E2).
Data are mean + S.E.M. *P<0.05 vs EO control.
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electrically induced pressor responses by 5-HT (20 pg/kg/min) could
not be elicited after intravenous treatment with methiothepin
(100 pg/kg, n=>5) (Fig. 5).

The inhibitory effect of 5-HT (20 pg/kg/min) was partially blocked
after intravenous treatment with the selective 5-HT, receptor antago-
nist ritanserin (1 mg/kg, n=>5); the selective 5-HT; 5 receptor antago-
nist WAY-100,635 (100 ng/kg, n=1>5) or the selective 5-HT,4 receptor
antagonist spiperone (125 pg/kg, n=>5) (Fig. 6A and B). By themselves,
these agents did not modify the pressor responses obtained by electrical
stimulation (data not shown). Moreover, the 5-HT-induced inhibition
was completely blocked after intravenous administration of WAY-
100,635 (100 pg/kg) + spiperone (125 pg/kg) (Fig. 6A). The inhibitory
effect of 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min, n = 5) was completely abolished by
100 pg/kg of WAY-100,635 (Fig. 7A), and the inhibitory action of
a-methyl-5-HT (5 pg/kg/min, n=5) was completely blocked by
125 pg/kg of spiperone. However, the inhibitory effect of oi-methyl-5-
HT was not modified after intravenous pre-treatment with the 5-HTop ¢
receptor antagonist (0.5 mg/kg, n=5) SB206553 (Fig. 7B).

The selective 5-HT,p/5c antagonist SB206553 (0.5 mg/kg, n=>5),
the selective 5-HT3 antagonist MDL-72222 (2 mg/kg, n=>5) and the
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Fig. 4. Effect of intravenous infusions of (A) 8-OH-DPAT (5, 10 and 20 ng/kg/min) and
(B) a-methyl-5-HT (2.5, 5 and 10 pg/kg/min) on electrically induced pressor responses
in eight-week diabetes pithed rats (S-R E2). Data are mean 4 S.E.M. *P<0.05 vs EO
control.

selective 5-HT, antagonist pimozide (1 mg/kg, n=1>5), did not modify
per se the pressor responses in S-R curve EO, and could not antagonize
the inhibitory effect of 20 ng/kg/min of 5-HT (n=5 for each
antagonist) (Fig. 6B).

3.5. Effects of saline solution, 5-HT or 8-OH-DPAT or a-methyl-5-HT on
the noradrenaline-induced increases in MBP in long-term diabetic rats

The increases in MBP (in S-R curve E’0) caused by exogenous NA
(0.01-0.5 pg/kg) in eight-week diabetic pithed rats were 5.7 4 0.6,
10.6+£ 1.5, 204+ 5.2 and 46.3 4+-8.2 mm Hg. These increases in MBP
remained stable in S-R curves E’1, E’2 and E’3 in control rats receiving
an infusion of 1 ml/h of saline (n=>5). Continuous infusion of 5-HT
(20 pg/kg/min, n=>5), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min, n=5) or a-methyl-
5-HT (5 pg/kg/min, n=>5) failed to inhibit the pressor responses to
exogenous administration of NA (Fig. 8).

4. Discussion

Previous findings from our research team and others suggest that
experimental hyperglycaemia and hypertension induce significant
changes in 5-HT modulation of sympathetic vascular neurotransmis-
sion (Garcia et al., 2005, 2006; Ni et al., 2008; Moran et al., 2009).

In the present work, we studied the effect of long-term experimental
chemical diabetes on the inhibitory action of 5-HT on the pressor
responses elicited by sympathetic stimulation in pithed rats. The
diabetogenic agent used was alloxan. This drug induces a syndrome
resembling type-1 diabetes mellitus (Agrawal et al, 1987) and is
commonly used as an experimental model of diabetes in animals (Chan
et al,, 2000; Miranda et al.,, 2002; Garcia et al., 2005, 2006).

In our experiments in diabetic rats, it was necessary to use a supra-
maximal voltage higher than the used in normoglycaemic rats and the
increases in MBP in chronic diabetic rats was higher than that obtained
in normoglycaemic rats and four-week-old diabetic rats (Garcia et al.,
2005, 2006). The differences between diabetic rats and normoglycaemic
rats could be due to a dysfunction of the autonomic nervous system,
though this hypothesis is controversial because several authors have
proposed an increased vascular reactivity to adrenoceptors agents
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Fig. 5. Effect of the intravenous administration of methiothepin (100 pg/kg) on the
inhibitory effect of 5-HT (20 pg/kg/min) on electrically induced pressor responses in
eight-week diabetes pithed rats (S-R E2). Data are mean + S.E.M. *P<0.05 vs EO control.
#P<0.05 vs EO methiothepin.
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Fig. 6. Effect of intravenous administration of (A) WAY-100,635 (100 ng/kg), spiperone
(125 pg/kg) or WAY-100,635 (100 pg/kg) plus spiperone (125ng/kg) and (B)
ritanserin (1 mg/kg), SB206553 (0.5 mg/kg), MDL-72222 (2 mg/kg) or pimozide
(1 mg/kg) on the inhibitory effect of 5-HT (20 pg/kg/min) on electrically induced
pressor responses in eight-week diabetes pithed rats (S-R E2). Data are mean + S.E.M.
*P<0.05 vs EO control.

(Taylor et al., 1994), whereas others have demonstrated attenuation of
sympathetic contractile responses (Andersson et al., 1992) or even no
changes (Ralevic et al., 1993).

This work revealed that in chronic diabetic rats, as well as in
normoglycaemic Wistar rats, 5-HT interferes with adrenergic neuro-
transmission and reduces the increases in blood pressure obtained by
sympathetic stimulation. However, it does not affect the increases in
blood pressure elicited by exogenous administration of NA.

The 5-HT doses used induced significant inhibition of the pressor
responses at all stimulation frequencies. The inhibitory action was
greater at low stimulation frequencies, (80%) reduction, in both diabetic
rats as in normoglycaemic. This increase in inhibitory effect already
proposed by our research team and others (Docherty, 1988; Moran et
al., 1994; Garcia et al., 2005) and the nature of the receptors led us to
hypothesize that the existence of experimental diabetes does not
modify the inhibitory action of 5-HT on the increases in blood pressure
obtained by sympathetic stimulation or the pre-junctional nature of
these receptors (Garcia et al., 2005, 2006).

The selective 5-HT,,; receptor agonist 5-CT induced a marked
inhibition in eight-week diabetic (hyperglycaemic) rats (Wood et al.,
2000). However, the 5-HT, receptor agonist a-methyl-5-HT (Baxter et
al., 1995) induced significant inhibition of the pressor effect obtained
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Fig. 7. Effect of intravenous administration of (A) WAY-100,635 (100 pg/kg) on the
inhibition produced by infusion of 8-OH-DPAT (5, pg/kg/min) and (B) spiperone
(125 pg/kg) or SB206553 (0.5 mg/kg) on the inhibition produced by a-methyl-5-HT
(5 pg/kg/min) on electrically induced pressor responses in eight-week diabetes pithed
rats (S-R E2). Data are mean =+ S.E.M. *P<0.05 vs EO control.

by electrical stimulation of sympathetic outflow in chronic diabetic
rats; this effect was not described before in normoglycaemic or in four-
week-old diabetic rats (Moran et al., 1994, 1998; Garcia et al., 2005,
2006).

None of the following agonists induced any effect on the
sympathetic pressor responses induced by electrical stimulation: the
5-HT receptor agonist CGS-12066B (Tomkins and O'Neill, 2000), the 5-
HT,p receptor agonist L-694,247 (Biihlen et al., 1996), the selective 5-HTp
receptor agonist BW-723C86 (Kennett et al., 1996, 1997), the 5-HT,c
selective agonist MK212 (Hemrick-Luecke and Fuller, 1996) or the 5-HT3
receptor agonist 1-phenylbiguanide (Chen et al,, 1991). These results led
us to completely exclude involvement of these serotonergic receptor
types/subtypes in 5-HT inhibitory action on the pressor effect induced by
sympathetic stimulation.

Therefore, we hypothesize that the eight-week hyperglycaemic
state in rats produces significant changes in the serotonergic receptors
involved in 5-HT inhibitory activity: 5-HT; and 5-HT, receptors are
responsible for the inhibition on the pressor responses induced by
electrical stimulation. These results are partly in accordance with our
previous works in normoglycaemic and four-week-old diabetic rats
(Moran et al., 1994, 1998; Garcia et al., 2005, 2006) and with others
(Villalén et al., 1995a, b, ¢) or even in other species (McGrath, 1997).

The non-selective 5-HT; antagonist methiothepin (Hoyer et al.,
1994) blocked the electrically induced pressor responses per se, and
this inhibitory effect may be accounted for by the affinity of this
antagonist for aty-adrenoceptors (Leysen et al., 1985; Fernandez et al.,
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Fig. 8. Effect of continuous infusion of 5-HT (20 pg/kg/min), 8-OH-DPAT (5 pg/kg/min)
and a-methyl-5-HT (5 pg/kg/min) on increases in mean blood pressure induced by
exogenous intravenous administration of noradrenaline in eight-week diabetes pithed
rats (S-RE’2) from the E’0 dose-response curve. Data are mean =+ S.E.M. There were no
statistically significant differences from the corresponding E’O control values (P<0.05).

2000). In this context, the inhibition of electrically induced pressor
responses by 5-HT (20 pg/kg/min) could not be elicited after
intravenous treatment with methiothepin (100 pg/kg) because of
the marked inhibition produced by methiothepin itself.

Pre-treatment with selective antagonists such as WAY-100,635, a
selective 5-HT 4 receptor antagonist (Rodgers and Cole, 1994), the 5-
HT, receptor antagonist ritanserin (Ogawa et al., 2002) or the selective
5-HT,4 receptor antagonist spiperone (Hoyer et al.,, 1994) partially
blocked the inhibitory effect of 5-HT. Intravenous pre-treatment with
the 5-HTj3 receptor antagonist MDL7222 (Richardson et al., 1986), the
selective 5-HT,p»c antagonist SB206553 (Kogan et al., 2002) or the 5-
HT; receptor antagonist pimozide (Roth et al., 1994) did not modify
the inhibitory action induced by 5-HT. Hence, neither 5-HT5 receptors
nor 5-HT; receptors are devoid of any action in the inhibitory effect of
5-HT on the sympathetic electrically induced pressor responses
induced in eight-week hyperglycaemic rats.

The inhibitory effect of 5-CT is mimicked by the selective 5-HT;5
receptor agonist 8-OH-DPAT (Yoshitake and Kehr, 2004). 5-CT and 8-
OH-DPAT, which display a similar agonist potency for this receptor
subtype (pECs values of 8.2 and 8.6, respectively) (Hoyer et al., 1994)
inhibited, with an apparently similar intensity, the pressor effect
obtained by electrical stimulation. Castillo et al. (1994) proposed that
8-OH-DPAT inhibitory action could be explained by the activation of c;,-
presynaptic receptors by this agonist. However, the total reversibility of
the 8-OH-DPAT-induced inhibitory effect after the administration of
WAY-100,635 and with the partial blocking obtained with this
antagonist on the inhibitory effect of 5-HT confirms the participation
of the 5-HT;4 receptor subtype on this inhibitory activity. All of these
results support the hypothesis that the 5-HT;, receptor subtype is
involved in the inhibitory effect induced by 5-HT on the sympathetic
electrically stimulated pressor responses.

In eight-week diabetic rats, the inhibitory action induced by 5-HT
was reproduced by oi-methyl-5HT. Pre-treatment with the selective 5-
HT,, receptor antagonist spiperone (Hoyer et al., 1994) completely
reversed the inhibition induced by a-methyl-5-HT. However, intrave-
nous pre-treatment with the 5-HT,p/,c receptor antagonist SB206563
(0.5 mg/kg) did not modify the o-methyl-5-HT inhibitory effect.
Besides, the 5-HT inhibitory effect (20 pg/kg/min) was partially blocked

by intravenous administration of spiperone (125 ng/kg). These data
confirm that the 5-HT, receptor inhibition induced by 5-HT is mainly
due to activation of the 5-HT,, receptor.

Simultaneous pre-treatment with the antagonists WAY-100,635 and
spiperone led to total reversal of the inhibitory responses induced by
20 pg/kg/min of 5-HT. Consequently, all of these data strongly suggest
that 5-HT;4 and 5-HT>, are the receptors involved in the serotonergic
inhibitory response on vascular sympathetic outflow in the eight-week
hyperglycaemic in rats.

The present data are in contrast with our previous results in
normoglycaemic rats in which 5-HT;p receptors were mainly involved
in the inhibitory action (although this inhibition was also modulated
by 5-HT; 4 receptors) (Moran et al., 1998). According to our previous
results in four-week-old diabetic rats (Garcia et al., 2005, 2006) and in
contrast to the situation seen in normoglycaemic rats, eight-week
alloxan-induced hyperglycaemia in rats leads to major involvement of
the 5-HT receptors, whereas activation of the 5-HT;p receptor is
devoid of this inhibitory effect in diabetes.

The inhibition induced by activation of the 5-HT,5 receptor in
diabetic rats over eight weeks was not observed in diabetic rats over
four weeks or in normoglycaemic rats. It is well known that 5-HT,
receptor activation by 5-HT in big blood vessels induces vasoconstric-
tion, and that this effect is antagonized by 5-HT, receptor blockade
(Gradin et al., 1986; Umrani et al., 2003 ). However, Vanhoutte (1987,
2000) proposed that, at the endothelial level, this receptor activation
induces vasodilatation due to release of endothelium-derived relaxant
factor (EDRF).

The differences between long-term diabetic rats and short-term
diabetic rats or normoglycaemic rats can be related to modifications in
vascular reactivity or in the changes in sensitivity of the peripheral
nervous system or to endothelial dysfunction provoked by diabetes
over eight weeks (De Vriese et al., 2000; Miranda et al., 2000, 2002).
However, the current study is in accordance with some data by
Sandrini et al. (1997) pointing to an increase in the 5-HT;4 and 5-HT,
receptor population in alloxan-treated diabetic rats.

All the agonists used in the present study had a higher potency at
lower stimulation frequencies. These results are consistent with those
reported by Villalon et al. (1995a,b), following the pattern of other
pre-junctional modulators of NA release from sympathetic nerves.

As we reported in normoglycaemic and diabetic rats (Moran et al.,
1994, 1998; Garciaet al., 2005, 2006), the agonists used failed to inhibit
the pressor responses evoked by intravenous administration of NA. We
thus confirm the mainly pre-junctional nature of this inhibition.
Nevertheless, this hypothesis, as has been proposed in anaesthetized
cats (Jones et al., 1995) and rats (Ireland and Jordan, 1987), does not
exclude the possible ganglionic location of these receptors.

5. Conclusion

The present study suggests that the long-term hyperglycaemic
state induces changes in the receptor type/subtype involved in the 5-
HT inhibitory action on the sympathetic pressor responses induced by
electrical stimulation. This inhibitory effect is mainly mediated by pre-
junctional 5-HT;4 and 5-HT>4 receptors in eight-week diabetic pithed
rats.
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Resultados y discusion. Articulo 1

Resultados previos de nuestro equipo de inves@igacie otros sugieren que la
hiperglucemia y la hipertensién experimental indu@ambios significativos en la
modulacién de la neurotransmision simpatica vascdl@ 5-HT (Garciaet al.,
2005,2006; Net al.,2008; Moraret al.,2009).

En este trabajo, se estudio el efecto de la diakmggerimental a largo plazo en
la accion inhibidora de 5-HT sobre la respuestaqgyee inducida por estimulacion
simpatica en ratas desmeduladas. El agente diaretagdilizado fue el aloxano, el cual
induce un sindrome parecido a la DM tipo 1 y se asalinmente como un modelo
experimental de diabetes en los animales (Agraatall., 1987; Chanet al., 2000;
Mirandaet al.,2002; Garcia et al,. 2005; 2006).

Ocho semanas después de la administracion del rmpXas ratas fueron
anestesiadas, pretratadas con atropina y desmaduled ese modelo experimental,
analizamos el efecto de 5-HT sobre las respuests®nas obtenidas por estimulacion

eléctrica del flujo simpatico total.

5-HT (20 pg/kg/min) disminuyd el efecto presor obtenido pstireulacion
eléctrica del flujo simpético. Sin embargo, seratanno modificé las respuestas

obtenidas por administracion de NA exégena

5-CT (5ug/kg/min), 8-OH-DPAT (5ug/kg/min) ya-metil-5-HT (5 pg/kg/min),
agonistas selectivos de receptores 5;HbFHT4 and 5-HTE respectivamente, fueron
capaces de reproducir la accion inhibidora produpiat 5-HT.

Sin embargo, la perfusion deuf/kg/min de 1-fenilbiguanida, CGS-12066B, L-
694,247, BW273C86 0 MK212 (agonistas selectivosodereceptores 5-HJ 5-HTyg,
5-HTip, 5-HTos y 5-HT,c, respectivamente) no tuvieron ningun efecto sdase

respuestas presoras inducidas por estimulaciorasicagotal.
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Metiotepina (10Qug/kg) y WAY-100,635 (10(g/kg) + espiperona (1259/kg)
bloquearon el efecto inhibidor producido por 5-H¥emas, WAY-100,635 bloqueo
completamente el efecto inhibidor de 8-OH-DPAT rtrias que espiperona revirtio la

accion producida par-metil-5-HT.

En nuestros experimentos en ratas diabéticas,doesario el uso de un voltaje
supramaximal superior al utilizado en ratas normoghicas y el aumento de la presion
arterial media (PAM) en ratas con diabetes créfdeaocho semanas) fue mayor que el
obtenido en ratas normoglucémicas y ratas dialstieacuatro semanas (Garetaal.,
2005, 2006). Las diferencias entre las ratas d@d®y ratas normoglucémicas podria
deberse a una disfuncion del sistema nervioso amotén aunque esta hipotesis es
controvertida debido a que algunos autores hanupsip un aumento de la reactividad
vascular a agentes adrenérgicos (Taybral., 1994), otros han demostrado una
atenuacion de las respuestas simpaticas contgafhitelerssoret al.,1992) o incluso,
otros autores no han obtenido ninguna modifica(iRalevicet al.,1993).

Este trabajo reveld que en ratas Wistar con dégb@nica, asi como ocurria en
ratas normoglucémicas, 5-HT interfiere con la nearsmision adrenérgica y reduce el
aumento de presion arterial obtenida por estinmuasimpatica. Sin embargo, no
afecta a los aumentos de presion arterial provascgebr la administracion de NA

exdgena.

Las dosis usadas de 5-HT inducen una inhibicionifsigtiva de las respuestas
presoras a todas las frecuencias de estimulacgia.d€cion inhibidora fue mayor a las
frecuencias de estimulacion mas bajas, llegandaaainhibicion del 80%, tanto en
ratas diabéticas como en ratas normoglucémicas.isemento en el efecto inhibidor
propuesto por nosotros y por otros investigad@@asherty, 1988; Moraet al.,1994;
Garciaet al.,2005) y la naturaleza presinaptica de los receptoos llevo a la hipotesis
de que la existencia de diabetes experimentalodifita la accion inhibidora de 5-HT
sobre los incrementos de presion arterial obtenpbr estimulacién simpatica (Garcia
et al.,2005, 2006).

El agonista selectivo de receptores 5:HT5-CT (Woodet al., 2000), indujo

una marcada inhibicion en ratas diabéticas d® semanas. Del mismo modo, el
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agonista de receptores 5-Kt-metil-5-HT, (Baxteret al.,1995) indujo una inhibicién
significativa del efecto presor obtenido por estanidn eléctrica del flujo simpatico en
ratas con diabetes cronica. Este efecta-deetil-5-HT no ha sido descrito ni en ratas
normoglucémicas ni en ratas diabéticas de cuatrasas (Moréaret al., 1994, 1998;
Garciaet al.,2005, 2006).

Ninguno de los agonistas mencionados a continugmiéduce ningun efecto
sobre las respuestas presoras simpatica inducideegionulacion eléctrica: CGS-
12066B (agonista selectivo de receptores sgH{Tomkins y O'Neill, 2000), L-694,
247 (agonista selectivo de receptores Sg)iTBuhlen et al., 1996), BW-723C86
(agonista selectivo de receptores 5:)T(Kennett et al., 1996; 1997), MK212
(agonista selectivo 5-Hf) (Hemrick-Luecke y Fuller, 1996) y 1-fenilbiguaaid
(agonista selectivo de receptores 5sHT(Chenet al., 1991). Estos resultados nos
llevaron a excluir por completo la participacion e&tos tipos/subtipos de receptores
serotoninérgicos en la accion inhibidora de 5-ldibrs el efecto presor inducido por

estimulacion simpética.

Por lo tanto, nuestra hipotesis de trabajo es ¢estado hiperglucémicos en
ratas de ocho semanas produce cambios significatiem los receptores
serotoninérgicos implicados en la actividad inhabadde 5-HT: los receptores 5-HY
5-HT, son responsables de esta accion inhibidora. Essodtados estan, en parte, de
acuerdo con trabajos previos realizados por nosodro ratas normoglucémicos y
diabéticas de cuatro semanas (Magéal.,1994, 1998; Garciat al.,2005, 2006) y con
otros (Villalénet al.,1995a,b,c) o incluso estudios realizado en otrpeass animales
(McGrath, 1997).

El antagonista no selectivo de receptores 5;lretiotepina (Hoyeet al.,1994)
bloquedper sela respuesta presora inducida eléctricamente,tey efecto inhibidor
puede explicarse por la afinidad de este antagopist los receptores-adrenérgicos
(Leysenet al., 1985; Fernandeet al., 2000). En este contexto, la inhibicion de las
respuestas presoras inducida eléctricamente pof %28 pg/kg/min) no pudo ser
obtenida después del tratamiento intravenoso cdiotegna (100 pg/kg) debido a la
marcada inhibicién producida por la propia metiatap
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El pretratamiento con antagonistas selectivos talesio WAY-100,635,
antagonista selectivo de receptores 5TRodgers y Cole, 1994), ritanserina,
antagonista selectivo de receptores 5-HTOgawa et al., 2002) o espiperona,
antagonista selectivo de los receptores 5sHTHoyer et al., 1994) bloqued
parcialmente el efecto inhibidor de 5-HT. El pr&tmaiento intravenoso con el
antagonista selectivo de los receptores 3;MIDL7222 (Richardsort al.,1986), con
el antagonista selectivo 5-bi,c, SB206553 (Kogaet al.,2002) o con el antagonista
selectivo de receptores 5-HTpimozide (Rothet al., 1994) no modificaron la accion
inhibidora inducida por 5-HT. Por lo tanto, losceptores 5-H y 5-HT; no
contribuyen al efecto inhibidor que 5-HT tiene solas respuestas presoras simpaticas

inducida eléctricamente en ratas hiperglucémicasctie semanas.

El efecto inhibidor de 5-CT es reproducido por gbrasta selectivo de los
receptores 5-Hily, 8-OH-DPAT (Yoshitake y Kehr, 2004). 5-CT y 8-OHRRT, que
muestran una potencia agonista similar para estgsude receptor (valores pEC50 de
8.2 y 8.6, respectivamente) (Hoyet al., 1994) inhiben, con una intensidad
aparentemente similar, el efecto presor obtenidoeppmulacion eléctrica. Castilket
al., (1994) propuso que la acciéon inhibidora de 8-OH-DR#dria explicarse por la
activacion de receptores-presinapticos producida por este agonista. Sinaegob la
reversibilidad total del efecto inhibidor inducidor 8-OH-DPAT tras la administracion
de WAY-100,635 y el bloqueo parcial obtenido cote emntagonista sobre el efecto
inhibidor de 5-HT confirma la participacion delbsipo de receptor 5-HE en esta
actividad inhibidora. Todos estos resultados apayastra hipotesis de que el subtipo
de receptor 5-His esta involucrado en el efecto inhibidor inducidw p-HT en las

respuestas presoras simpaticas producidas porsstidm eléctrica.

En las ratas diabéticas de ocho semanas, la aodididora de 5-HT fue
reproducida pow-metil-5-HT. El tratamiento previo con el antagdaiselectivo de
receptores 5-Hix, espiperona (Hoyeet al., 1994) revirti6 completamente la accion
inhibidora de a-metil-5-HT. Sin embargo, el pretratamiento intnavso con el
antagonista selectivo de receptores Sdf, SB206563 (0.5 mg/kg) no modifico el
efecto inhibidor dex-metil-5-HT. Ademas, el efecto inhibidor de 5-HTO(Rg/kg/min)

fue parcialmente bloqueado por la administraciomawenosa de espiperona (125
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ug/kg). Estos datos confirman que la inhibicionduimda por 5-HT, a través de los

receptores 5-Hi se debe principalmente a la activacion del receptai,a.

El pretratamiento simultaneo con el antagonista \AI&0,635 y espiperona
llevd a la reversion total de la respuesta inhitadaducida por 20 pg/kg/min de 5-HT.
En consecuencia, todos estos datos sugieren queckystores 5-Hil y 5-HT,a son los
principales implicados en la respuesta inhibidara gserotonina ejerce sobre el flujo

simpatico vascular en ratas hiperglucémicas de eemanas.

Estos resultados contrastan con nuestros resultgmtesios en ratas
normoglucémicas, en las cuales el subtipo 5g+#Fa el principal involucrado en esta
accion inhibidora (aunque esta inhibicién fue taimbmodulada por los receptores 5-
HT.a) (Moranet al.,1998). La hiperglucemia de ocho semanas inducidaajoxano
en ratas da lugar a una participacion importantsieeceptores 5-HE, mientras que
los receptores 5-HF carecen de activacion en este efecto inhibiddaeliabetes; al
igual que ocurria en una situaciéon de hiperglucateiauatro semanas (Garetal.,
2005, 2006) y en contraste con la situacion vistaremales normoglucémicos (Moran
et al.,1998).

La inhibicién inducida por activacion de receptobeliToa en ratas diabéticas
durante ocho semanas no se observo en ratas désbde cuatro semanas ni en ratas
normoglucémicas. Es bien conocido que la activaciénlos receptores 5-HTpor
serotonina en los grandes vasos sanguineos iné@soeonstriccion, y que este efecto
es antagonizado bloqueando dichos receptores (Geadi, 1986; Umraret al.,2003).

Sin embargo, Vanhoutte (1987, 2000) propuso quiyed endotelial, la activacion de

este receptor induce vasodilatacion debido a édikion de EDRF-.

Las diferencias entre las ratas diabéticas a lptgpo y las ratas diabéticas a
corto plazo o ratas normoglucémicas puede estacioglado con cambios en la
reactividad vascular o con los cambios en la séiasitl del sistema nervioso periférico
o la disfuncion endotelial provocada por la diabete mas de ocho semanas (De Vriese
et al., 2000; Mirandaet al., 2000, 2002). Nuestros resultados coinciden consotro
resultados que apuntan a un incremento en la @oéhlde receptores 5-HAy 5-HT,
en ratas diabéticas tratadas con aloxano (Saredrahi, 1997).



82 Articulo 1

Todos los agonistas utilizados en el presente iestedian una mayor potencia a
bajas frecuencias de estimulacién, como ya fuertago por Villalénet al (1995a,b),
siguiendo el modelo de otros moduladores presic@gptile la liberacion de NA de los

nervios simpaticos.

Como ya hemos descrito previamente en ratas nouvé@gicas y diabéticas
(Moranet al., 1994, 1998; Garciat al.,2005, 2006), los agonistas utilizados no fueron
capaces de inhibir las respuestas presora evpoada administracion intravenosa de
NA exodgena, confirmando la naturaleza presinaptieaesta inhibicion. Pero esta
hipétesis no excluye la posible ubicacién gangliote estos receptores, como se ha
propuesto en gatos anestesiados (Jehak,1995) y ratas (Irlanda y Jordan, 1987).
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Abstract
Purpose
The goal of this study is to investigate the mechanisms involved in the 5-
hydroxitriptaminergic inhibitory action on the pressor responses elicited by sympathetic

stimulation in long-term diabetic pithed rats.

Methods

Diabetes was induced in male Wistar rats by a single s.c. injection of alloxan. Eight
weeks later, the animals were anaesthetized, pretreated with atropine, and pithed. 5-HT
action and indirect mechanisms involved were analyzed on the pressor responses

induced by stimulation of the sympathetic outflow.

Results

In eight-week diabetic animals, 5-hydroxytriptamine (5-HT) (20 pg kg min™") exerts an
inhibitory action on the pressor effect obtained by electrical stimulation of the
sympathetic outflow, which is reproduced by 8-hydroxydipropylaminotretalin
hydrobromide (8-OH-DPAT) (5 pg kg min™), and a-methyl-5-HT (5 pg kg min.)),

selective 5-HT, 4 and 5-HT, receptor agonists.

Bolus injection of either a guanylyl cyclase inhibitor, 1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-one (ODQ) (10 pg kg™), or a NO production inhibitor, N-o-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME), (10 mg kg™) prior to the infusion of 8-OH-
DPAT (5 pg kg™ min™) reversed the inhibitory effect caused by 8-OH-DPAT on the

electrically-induced pressor responses.

The inhibitory effect produced by infusion of a-methyl 5-HT (5 pg kg'1 min") was
abolished in the presence of indomethacin (2 mg kg™), a non-selective cyclooxygenase
(COX) inhibitor, or FR 122047 (1.5 mg kg") or nimesulide (1.5 mg kg"), selective
COX-1 and COX-2 inhibitors respectively, in long term diabetic pithed rats.
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Conclusions
Our results indicate that 5-HT inhibition on the pressor responses induced by electrical
stimulation is mediated both by nitric oxide and cyclooxygenase pathways in long-term

diabetic rats.

Keywords: 5-HT, nitric oxide, eicosanoids, cardiovascular pharmacology.

Abbreviations: Bpm, beats minute'l; COX, cyclooxygenase; 5-HT, 5-
hydroxytryptamine; 8-OH-DPAT, 8-hydroxydipropylaminotretalin hydrobromide;
L-NAME, N-o-L-arginine methyl ester hydrochloride; NO, nitric oxide; NOS, nitric
oxide synthase; NA, noradrenaline; ODQ, 1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
one; S-R curve, stimulation—response curve; EDRF, Endothelium-derived relaxing

factor.
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Introduction

Depending on the animal species, basal vascular tone, experimental conditions, dosage
and, above all, the nature of the receptors involved, 5-hydroxytryptamine (5-HT) may
exert different cardiovascular responses, including bradycardia and tachycardia,
hypotension and hypertension, vasodilatation and vasoconstriction (Fink and Gothert

2007; Villalon et al. 2007; Ramage and Villalon 2008).

We have already reported that 5-HT modulates cardiovascular responses to sympathetic
stimulation in normoglycaemic (Morén et al. 1994, 1998; Fernandez et al. 2000), short-
term (Garcia et al. 2005, 2006) and long-term (chronic) diabetic animals (Moran et al.
2010). Also, Villalon et al. (1998), working in normoglycaemic pithed male Wistar rats,
have shown the involvement of 5-HT;s, 5-HT;g and 5-HTp receptors on the pre-

junctional inhibition of electrically-induced sympathetic outflow.

Several studies have suggested a possible role for 5-hydroxytryptamine in the
pathophysiology of diabetic complications, such as nervous system alterations and

diabetes-related vascular complications.

Chronic diabetes is associated with both a decrease in the cerebral concentration of 5-
HT and an increase in the number of 5-HT;, and 5-HT, receptors in the rat brain
(Sandrini et al. 1997). Also, diabetes (induced by alloxan) in rats, reduces the 5-HT
concentration in the gut and platelets, which is reversed by treatment with the serotonin
precursor 5-hydroxytryptophan (Cicin and Jernej 1996). In contrast, increased 5-HT
levels in plasma are related to the development of diabetic nephropathy (Kasho et al.
1998). Miranda et al. (2000, 2002), also suggested the existence of a diabetes-induced
hyper-reactivity of renal and carotid arteries to 5-HT in rabbits. Recently, a study
carried out in non-insulin-dependent patients with diabetes mellitus suggested the
potential benefits of the 5-HT, receptor antagonist sarpogrelate in the treatment of

diabetic nephropathy (Ogawa et al. 1999; Doggrell 2004).
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Dysfunction of the autonomic nervous system is common in diabetes mellitus.
Moreover, functional changes in the sympathetic nervous system have been reported in
animals and human diabetic subjects. Studies conducted under different experimental
conditions have demonstrated the existence of regulatory 5-HT receptors on
postganglionic and possibly pre-ganglionic sympathetic nerve terminals both in rats, in
vitro and in vivo, (Villalon et al. 1995a, 1995b, 1995¢) and cats (Jones et al. 1995). We
showed in vivo that in long term diabetic pithed rats, 5-HT inhibits sympathetic
transmission in the systemic vascular system by prejunctional activation of 5-HT; 4 and

5-HT,4 receptors (Moran et al. 2010).

Endothelium contributes to the regulation of vascular reactivity through the release of
different constrictor or relaxant substances, the equilibrium of which results in vascular
tone. Diabetes induces vascular and endothelium dysfunctions (De Vriese et al. 2000).
Microvascular alterations due to the diabetogenic state have been related to
modifications in the vascular synthesis and concentrations of both prostanoids and

nitric oxide in different species (Bagi et al. 2006; Choi et al. 1997)

Our group has already demonstrated that in short-term diabetic animals, the nitric oxide
synthesis/pathway mediates the 5-HT inhibitory action on the pressor responses elicited
by electrical stimulation, whereas the nitric oxide (NO) is completely devoid of any
action in normoglycaemic animals (Garcia et al. 2006).

Having into account all the previous facts, the present study was carried out to
determine, in long-term diabetic pithed rats, the indirect mechanisms by which
activation of prejunctional 5-HT;4 and 5-HT,n receptor inhibits sympathetic
transmission in the systemic vascular system. To do so, we analyzed the possible
involvement of the cyclooxygenase (COX) or/and NO pathways (synthesis) on the

serotoninergic prejunctional inhibition of electrically induced sympathetic outflow.
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Material and methods

A total of 160 male Wistar rats (250-350 g) were used in our experiments. Rats were
kept and supplied by the Animalarium of the Faculty of Pharmacy at the University of
Salamanca (PAE-SA001). Housing conditions and experimental procedures were in
accordance with European Union regulations on the use of animal for scientific purpose
(86/609/EEC, Article 5, Appendix II) and enacted by Spanish legislation on March 14,
1988 (R.D.223/1988).

Diabetes induction

Diabetes was induced in 135 animals, by a single injection of alloxan (150 mg kg'l, s.C.)
in NaCl 0.9%. Then, the animals were maintained on tap water and regular food ad
libitum for 8 weeks. A second group of 25 rats was maintained under the same

conditions for the same time period to serve as age-matched controls.

Body weight, systolic blood pressure, heart rate and blood glucose levels were
determined before and at 2, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days after alloxan
administration. Only rats with elevated blood glucose levels (>11 mM) at all time points
were considered diabetic. Blood glucose levels were determined by test strips (Accu-
Chek®). Systolic blood pressure and heart rate were measured in awake rats periodical
using the tail-cuff method with a photoelectric sensor (NIPREM 546, Cibertec S.A.
Madrid, Spain) along the study. Several determinations were made in each session for
each animal and values were considered valid if five consecutive measurements did not
differ by 10 mm Hg.

Normal rats served as controls; both groups (control and alloxan-diabetic rat) were all

aged-matched.
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Animal preparation

All the animals were anaesthetized with sodium pentobarbital (60 mg kg™, i.p), and had
their trachea cannulated. The rats were pithed by inserting a stainless steel rod through
the orbit and foramen magnum (Gillespie and Muir 1967; Garcia et al. 2005, 2006;
Moran et al. 2010) and artificially respirated with room air by a Harvard respiratory

pump (1 ml air 100 g'; 50 strokes min™).

The right and the left jugular veins were cannulated for the infusion of agonists and for
the administration of antagonists respectively and the left carotid artery was connected
to a PRS 205 amplifier (Cibertec, Spain), displaying the blood pressure recordings on
one channel of a Letica Polygraph 4000 (Cibertec, Spain). Heart rate was measured by
analysis of the blood pressure data with a Car 1000 tachograph (Cibertec, Spain)
connected to the same PRS 205 amplifier.

The entire sympathetic outflow from the spinal cord was stimulated using a Cibertec
Stimulator CS-9.

Two electrodes were employed: one was connected to the pithing rod (the stimulating
electrode), while the other one (the indifferent electrode) was inserted subcutaneously
into a leg.

Before electrical stimulation, the animals were treated with heparin (1000 UI kg™), and
then received dtubocurarine (2 mg kg, i.v.) to prevent electrically-induced muscular

twitching, and atropine (1 mg kg™, i.v.) to prevent cholinergic effects.

Experimental protocols

After reaching a stable haemodynamic condition for > 10 min, baseline values of mean
blood pressure and heart rate were determined. Then, sympathetic vasopressor outflow
was stimulated by applying trains of 25 s, consisting of monophasic pulses of 1 ms
duration and supra-maximal intensity (27.5 + 2.5 V for diabetic rats and 15 + 3 V for

normoglycaemic animals) at increasing frequencies (0.1, 0.5, 1 and 5 Hz).
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Thus, the control stimulation-response curve (S-R curve E0) was completed in 20 min.
At this point, rats were divided into different groups; each group was split into different
subgroups, taking into account that each animal was used to evaluate only one
respective dose of agonist or antagonist. Each dose was repeated up to a total of five

experiments.

The first group represented the confirmation group for results previously obtained by us
(Moran et al. 1994, 1998, 2010). This group (n= 75) was subdivided into three different

subgroups: the normoglycaemic one and the two long-term diabetic ones.

In the normoglycaemic subgroup (n=25) each rat received a continuous intravenous
infusion (using the Harvard model 122 pump (Cibertec)) of one of the following: saline
solution (1 ml h™', n=5, control group for all the agonist treatments); 5-HT (20 pg kg™
min™, n=5); the selective 5-HT;, receptor agonist, 8-hydroxydipropylaminotetralin
hydrobromide (8-OH-DPAT) (5 pg kg™ min™, n=5); 2-[5-[3-(4- methylsulfonylamino)
benzyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-1H-indol-3-yl]ethanamine (L-694,247) (5 pg kg’ min™,
n=5), a selective non-rodent 5-HT; receptor and 5-HT)p receptor agonist; or a selective
5-HT,anBnc receptor agonist, a-methyl-5-HT (20 pg kg'1 min'l, n=5). After 5 min of the
corresponding infusion, three new S-R curves (E1, E2 and E3) were obtained as

described above for the S-R curve EO. Each infusion was maintained for 1 h.

In the first subgroup of alloxan-treated long-term diabetic group (n=25), each rat
received a continuous intravenous infusion of one of the following: saline solution (1 ml
h', n=5, control group for all the agonist treatments); 5-HT (20 pg kg’ min™', n=5); the
selective 5-HT) 5 receptor agonist, 8-OH-DPAT (5 pg kg min™', n=5); the selective
non-rodent 5-HT;p receptor and 5-HT,p receptor agonist, [.-694,247 (5 ng kg'1 min™,
n=5); or the selective 5-HT,xmc receptor agonist, a-methyl-5-HT (5 pg kg min™,
n=5). The S-R curves were constructed in the same conditions as for the infusions in the

normoglycaemic control group.

In the second subgroup (n=20) of long-term diabetic rats, blood pressure dose-response

curves by intravenous administration of exogenous noradrenaline (NA) (0.01, 0.05, 0.1
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and 0.5 pg kg'l) were constructed before (E'0) and during (E'1, E'2, and E’3) the
continuous infusion of saline solution (1 ml h™', n=5); 5-HT (20 pg kg™ min™', n=5); 8-
OH-DPAT (5 pg kg' min”, n=5); or a-methyl-5-HT (5 pg kg' min', n=5),
respectively. Accordingly, four dose-response curves for NA were obtained per rat. The
infusions were started 5 min after the first dose-response curve (E'0) was elicited and

were maintained over 1 h.

The second group (n=40) of experiments was performed in long-term diabetic rats, the
animals received either a selective inhibitor of soluble guanylyl cyclase, 1H-[1,2,4]
Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (10 pg kg™, i.v.) or a non-selective COX
inhibitor, indomethacin (2 mg kg, n=5), 10 minutes after the corresponding curve
EOopg or EOindomethacin Was completed. Then, the animals were subdivided into four
treatment groups for each agent: infusion of saline (1 ml h™', n=5 for each), 5-HT (20 pg
kg min”, n=5 for each), 8-OH-DPAT (5 ug kg™ min™', n=5 for each); or a-methyl-5-
HT (5 pug kg™ min™', n=5 for each). After 5 min, of the infusion, three new S-R curves
(E1, E2 and E3) were obtained as described above for the S-R curve EO. Each infusion

was maintained for 1 h.

In the third group (n=30) of experiments on long-term diabetic rats, the animals
received either a nitric oxide synthase (NOS) inhibitor, L-arginine HCI, N-w-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME) (10 mg kg™, i.v.), or L-arginine (100 mg kg,
i.v.) 30 minutes after the intravenous administration L-NAME (10 mg kg), or D-
arginine (100 mg kg™, i.v.), 30 minutes after the intravenous administration L-NAME
(10 mg kg'l). Then, the corresponding curve EOp.name OF EOp.arginine OF EOp.arginine Was
completed (30 minutes after the administration of L-NAME or 10 minutes after the
administration of either L-arginine or D-arginine). Then, the animals were subdivided
into two treatment subgroups for each (L-NAME, L-NAME+L-arginine and L-
NAME+D-arginine): infusion of either saline solution (1 ml h', n=5 for each), or 8-OH-
DPAT (5 pug kg™ min™', n=5 for each). Then experiments were performed as previously
described.

The fourth group: long-term diabetic rats (n= 20) received an intravenous dose of 1-[4,

5-bis (4-methoxyphenyl)-2-thiazolyl]-4-methylpipirazine hydrochloride (FR 122047)
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(1.5 pg kg'), a selective COX-1 inhibitor, or 3-n-propylxantine, N-(4-Nitro-2-
phenoxyphenyl)methanesulfonamide (nimesulide), (1.5 pg kg'), a COX-2 inhibitor.
Then, the animals were subdivided into two treatment groups for each inhibitor:
infusion of saline (1 ml h™', n=5 for each) or a-methyl-5-HT (5 pg kg" min, n=5 for
each). After 5 min, of the infusion, three new S-R curves (E1, E2 and E3) were obtained

as described above for the S-R curve EO. Each infusion was maintained for 1 h.

Drugs employed

Apart from the anaesthetic (pentobarbital sodium, Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, USA), the drugs used in the present study were as follows:

Heparin sodium (Roche Madrid, Spain). Alloxan, monohydrate noradrenaline bitartrate,
d-tubocurarine hydrochloride. 5-Hydroxytryptamine creatinine sulphate complex (5-
HT), L-arginine HCI, N-o-Larginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), 3-n-
propylxantine, N-(4-Nitro-2-phenoxyphenyl)methanesulfonamide (nimesulide) (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, U.S.A.). Atropine sulphate ( Scharlau, Barcelona,
Spain). D-arginine  hydrochloride crystalline, 8-hydroxydipropylaminotetralin
hydrobromide (8-OH-DPAT), 1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), 2-
[5-[3-(4-methylsulfonylamino)benzyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl]-1H-indol-3-yl|ethanamine
(L-694,247), a-methyl-5-hydroxytryptamine maleate (a-methyl-5-HT), 1-[4, 5-bis (4-
methoxyphenyl)-2-thiazolyl]-4-methylpipirazine hydrochloride (FR 122047
hydrochloride), (Research Biochemicals International, Natick, MA, U.S.A.). 1-(4
Chlorobenzoyl )-5-methoxy-2-methyl-1-H-indole (indomethacin) (Merck, Sharp and
Dohme). All drugs used were dissolved in distilled water at the time of experiments,

with the exception of nimesulide, which was dissolved in ethanol 50%.
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Expression and analysis of results

Modifications in mean blood pressure were expressed as mmHg above the mean control
blood pressure measured before electrical stimulation and as the stabilized maximum

post-stimulation.

Data are mean + S.E.M. of at least five experiments. Comparison of the results from the
experimental groups and their corresponding control group was carried out by ANOVA
followed by the Newman-Keuls multiple comparison test. The differences were
considered significant if P < 0.05. Data obtained for S-R curves E1, E2 and E3 were
essentially identical so, for simplicity, only the S-R curve corresponding to E2

stimulation or E"2 NA-administration are shown in the figures.

Results

Systemic haemodynamic variables

Alloxan-induced diabetes elicited a marked increase in serum glucose and systolic
blood pressure and failure of the rats to increase their body weight in comparison with
control rats. Table 1 shows the mean values of body weight, systolic blood pressure,
heart rate and glycaemia before and eight weeks after the induction of diabetes for rats

in diabetic group and in the control group.

The mean resting blood pressure and heart rate in long-term diabetic anaesthetized
pithed rats were 43.6 £1.8 mm Hg and 340 +4 bpm, respectively; they were 39 £+ 1.0
mm Hg, 330 £+ 6 bpm, respectively for normoglycaemic anaesthetized pithed rats. These
values were altered by the intravenous infusion of L-NAME or in the joint presence of
L-NAME plus D-arginine, the mean blood pressure values were increased to 68 +£ 3 mm
Hg for normoglycaemic anaesthetized pithed rats and 72.2 + 4 mm Hg for diabetic
anaesthetized pithed rats; whereas these values were not significantly altered by the
bolus intravenous administration of ODQ, L-NAME + L-arginine, indomethacin,

FR122047 and nimesulide. Likewise, the intravenous infusion of saline or the 5-
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hydroxytryptamine receptor agonists (5-HT, 8-OH-DPAT, L-694,247 or o-methyl-5-
HT) did not significantly altered mean blood pressure or heart rate values. Basal heart
rate remained unchanged before and throughout all infusions of the agonists and

antagonists.

Effects of physiological saline or 5-HT receptor agonists (5-HT, 8-OH-DPAT, L-
694,247, and a-methyl-5-HT) on the electrically induced increases in mean blood

pressure in control normoglycaemic pithed rats.

Electrical stimulation of the pre-ganglionic sympathetic outflow from the spinal cord in
normoglycaemic pithed rats resulted in frequency-dependent increases in mean blood
pressure. At the frequencies used, the increases in mean blood pressure in S-R curve E0
were 3.8 £ 0.5; 153 £3.1; 21.6 £ 2.6 and 43.4 = 1.7 mm Hg (Fig. 1A). These rises in
mean blood pressure remained stable in S-R curves El, E2 and E3 in control rats
receiving an infusion (1 ml h™'; n=5) of saline solution. Continuous infusion of 5-HT (20
ng kg' min™'; n=5) inhibited the sympathetic-induced pressor responses (Fig. 1A).
Likewise, intravenous infusion of the selective non-rodent 5-HT, receptor and 5-HTp
receptor agonist [-694,247 (5 pg kg'1 min; n=5) also inhibited the sympathetic-
induced pressor responses (Fig. 1A). Continuous infusion of the selective 5-HTja
receptor agonist, 8-OH-DPAT (5 pg kg min™; n=5) or the selective 5-HT, receptor
agonist a- methyl-5-HT (20 pg kg” min™'; n=>5) failed to inhibit the pressor responses
evoked by sympathetic stimulation (Fig. 1A).

Effects of physiological saline or 5-HT receptor agonists (5-HT, 8-OH-DPAT, L-
694,247, and o-methyl-5-HT) on the electrically induced increases in mean blood

pressure in long-term diabetic rats

Electrical stimulation of the pre-ganglionic sympathetic outflow from the spinal cord in
long-term diabetic pithed rats resulted in frequency-dependent increases in mean blood
pressure. At the frequencies used, the increases in mean blood pressure in S-R curve EO

were 6.4 = 0.3; 29.8 £ 1.6; 51.4 + 2.4 and 80.6 £ 2.9 mm Hg. These increases in mean



Articulo 2 101

blood pressure remained stable in S-R curves E1, E2 and E3 in control rats receiving an

infusion (1 ml h™'; n=5) of saline solution (data not shown).

Continuous infusion of 5-HT (20 pg kg™ min™; n=>5) inhibited the sympathetic-induced
pressor responses (Fig. 1B). The inhibition was more pronounced at lower stimulation
frequencies in a dose-dependent way (data not shown). Likewise, intravenous infusion
of the selective 5-HT)5 receptor agonist 8-OH-DPAT (5 pg kg min™'; n=5) or the
selective 5-HT2am2¢ receptor agonist, a-methyl-5-HT (5 pg kg™ min™'; n=5) inhibited

the sympathetic-induced pressor responses (Fig 1B).

By contrast, 1-694,247 (5 pg kg min”; n=5) a selective non-rodent 5-HT,p receptor
and 5-HT;p receptor agonist, failed to inhibit the pressor responses evoked by

sympathetic stimulation (Fig. 1B).

Effects of saline solution, 5-HT, 8-OH-DPAT, and o-methyl-5-HT on the

noradrenaline-induced increases in mean blood pressure in long-term diabetic rats

The increases in mean blood pressure (in S-R curve E'0) caused by exogenous NA
(0.01-0.5 pg kg™ in eight-week diabetic pithed rats were 5.7 + 0.6, 10.6 + 1.5, 20.4 +
5.2 and 46.3 + 8.2 mm Hg. These increases in mean blood pressure remained stable in
S-R curves E'l, E'2 and E’3 in control rats receiving an infusion of 1 ml h™ of saline
(n=5). Continuous infusion of 5-HT (20 pg kg min™; n=5), 8-OH-DPAT (5 pug kg™
min”'; n=5) or a-methyl-5-HT (5 pg kg’ min™; n=5) failed to inhibit the pressor

responses to exogenous administration of NA (data not shown).

Effects of physiological saline or 5-HT in the presence of ODQ or indomethacin on the

electrically induced increases in mean blood pressure in long-term diabetic rats

The intravenous administration of either the inhibitor of the soluble guanylyl cyclase,
ODQ (10 pg kg™) or the non-selective COX inhibitor, indomethacin (2 mg kg™) did not
modify the EO stimulation-response curve (EOopg or EOmdomethacin) (F1g. 2).

In long-term diabetic rats, the inhibitory effect of 5-HT (20 ug kg'1 min™'; n=5 for each

antagonist) was partially blocked after pre-treatment either with the inhibitor of soluble
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guanylyl cyclase, ODQ (10 pg kg™) (Fig. 3), or with the non-selective COX inhibitor,
indomethacin (2 mg kg") (Fig. 3).

Effects of physiological saline or 8-OH-DPAT infusion in the presence of ODQ or
indomethacin on the electrically induced increases in mean blood pressure in long-term

diabetic rats

The inhibitory effect of 5-HT (20 ug kg'1 min™'; n=5) was reproduced by administration
the selective 5-HT) 5 receptor agonist, 8-OH-DPAT (5 pg kg' min™'; n=5) (Fig. 1B).
The intravenous bolus administration of soluble guanylyl cyclase inhibitor, ODQ (10 pg
kg™) was able to abolish the inhibitory effect of the continuous infusion of the selective
5-HT 1A receptor agonist, 8-OH-DPAT (5 pg kg™ min™'; n=5 for each antagonist) on the
sympathetic-induced pressor responses (Fig. 4), but this inhibitory effect was not
modified by the non-selective COX inhibitor, indomethacin (2 mg kg™) (Fig. 4).

Effect of intravenous administration of L-NAME on the sympathoinhibitoy effect
produced by the infusion of 8-OH-DPAT in long-term diabetic rats

Electrical stimulation of the preganglionic sympathetic outflow from the spinal cord in
long-term diabetic pithed rats resulted in frequency-dependent increases in mean blood
pressure. At the frequencies used, the increases in mean blood pressure in the EO
stimulation-response curve were 15.9 + 2.1; 40.2 = 4.2; 60.9 £ 6.8 and 91.2 + 9.0
mmHg. Intravenous bolus administration of the NOS inhibitor, L-NAME, produced a
rise in the frequency-dependent increases in mean blood pressure obtained by electrical
stimulation (Fig.5). These rises in mean blood pressure remained stable in the E1, E2
and E3 stimulation in control animals receiving an infusion (I ml h™'; n=5) of saline
solution.

Intravenous bolus administration of L-NAME was able to abolish the inhibitory effect
of the continuous infusion of 8-OH-DPAT (5 pg kg™ min™; n=5) on the sympathetic-

induced pressor responses.
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Effect of L-arginine or D-arginine in the presence of L-NAME on the 8-OH-DPAT

induced sympathoinhibitory effect in long-term diabetic rats.

Pre-treatment of diabetic pithed rats with L-arginine (100 mg kg'l), a substrate for NOS,
30 minutes after the intravenous administration of L-NAME (10 mg kg") led to a
decrease in mean blood pressure, obtaining a similar value to that of the rats that had not

received L-NAME (49.1 £ 1.3 mm Hg).

The EOp.arginine curve showed similar increases in mean blood pressure to those of EO
(data not shown), and slightly lower than the values for EOp .name. In these experimental
conditions, intravenous infusion of selective 5-HT; s receptor agonist, 8-OH-DPAT (5
ng kg min”; n=5) continued to produce the inhibitory effect on the mean blood
pressure increases obtained by electrical stimulation (Fig. 5).

Intravenous administration of D-arginine (100 mg kg™') 30 minutes after the intravenous
administration of L-NAME (10 mg kg') did not modify the augmentation in mean
blood pressure produced after the administration of L-NAME (64.1 + 4.8 mm Hg).

The EO p.arginine curve showed similar increases in mean blood pressure to those of EOy.
NnaMme (data not shown). The intravenous infusion of the selective 5-HT;s receptor
agonist 8-OH-DPAT (5 pg kg” min'; n=5) in the presence of D-Arginina + L-NAME
failed to inhibit the pressor responses elicited by sympathetic stimulation (Fig. 5).

Effects of physiological saline or the selective 5-HT, agonist, a-methyl-5-HT in the
presence of ODQ or indomethacin on the electrically induced increases in mean blood

pressure in long-term diabetic rats.

The inhibitory effect of 5-HT (20 pg kg™ min™'; n=5) was reproduced by administration
the selective 5-HT, receptor agonist, a-methyl-5-HT (5 pug kg™ min™'; n=5) (Fig. 1B) in
long-term diabetic rats.

Intravenous bolus administration of COX inhibitor (both COX-1 and COX-2)
indomethacin (2 pg kg"') was able to abolish the inhibitory effect of the continuous
infusion of a-methyl-5-HT (5 pg kg™ min™; n=5) on the sympathetic-induced pressor
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responses (Fig. 6). However, the inhibitor of soluble guanylylcyclase, ODQ (10 ug kg™)
did not modify the effect inhibitory of o-methyl-5-HT (5 pg kg’ min™; n=5) (Fig. 6).

Effects of physiological saline or antagonist o-methyl-5-HT in the presence of the
selective COX-1 inhibitors, FR122047, or the COX-2 inhibitor, nimesulide on the

electrically induced increases in mean blood pressure in long-term diabetic rats

The intravenous administration of either the COX-1 inhibitor, FR122047 (1.5 mg kg™)
or the COX-2 inhibitor, nimesulide (1.5 mg kg") did not modify the E0 stimulation-
response curve (EOpr122047 OF EOnimesutiae) (Fig. 2).

Both the pretreatment of the eight-week diabetic pithed rats with the COX-1 inhibitor
FR 122047 (1.5 mg kg™, i.v.) or COX-2 inhibitor, nimesulide (1.5 mg kg, i.v.) were
able to completely abolish the inhibitory effect of the continuous infusion of selective 5-
HT, receptor agonist, a-methyl-5-HT (5 pg kg min™; n=5 for each selective COX

inhibitor) on the sympathetic-induced pressor responses (Fig. 7).

Discussion

In the present work, we determined that the activation of 5-HT receptors induces the
release of several mediators, which modify the serotonergic responses in long term
diabetic rats. To accomplish this, the diabetogenic agent used was alloxan. This drug
induces a syndrome resembling type 1 diabetes mellitus (Miranda et al. 2000, 2002;
Chan et al. 2000; Garcia et al. 2005, 2006; Moran et al. 2010).

In our experiments, in long-term diabetic rats, supramaximal voltage was necessarily
higher than the used in normoglycaemic rats. Increases in mean blood pressure obtained
in long-term diabetic rats were also higher than in normoglycaemic and four-week
diabetic rats (Moran et al. 1994, 2010; Garcia et al. 2005, 2006). The differences
between diabetic and normoglycaemic rats could be due to a dysfunction of the

autonomic nervous system, though this hypothesis is controversial: several authors

proposed an increased vascular reactivity to adrenoceptors agents (Taylor et al. 1994),
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whereas others demonstrated attenuation of sympathetic contractile responses
(Andersson et al. 1992) or even no changes (Ralevic et al. 1993).

5-HT interferes with adrenergic neurotransmission and reduces the increases in blood
pressure obtained by sympathetic stimulation either in normoglycaemic or short/long-
term diabetic animals (Moran et al.1994, 1998, 2010; Garcia et al. 2005, 2006); the 5-
HT inhibitory action on the pressor responses obtained by sympatho-stimulation are
mainly mediated by prejunctional 5-HT; and 5-HT, receptors (depending on the
glycaemic state). In alloxan-induced long-term hyperglycaemic rats, there is a major
involvement of 5-HT ;5 and 5-HT,a receptors (Moréan et al. 2010). These data are in
contrast with the already reported either in normoglycaemic or short-term diabetic rats:
in normoglycaemic rats, Villalon et al. (1998) reported that both 5-HT) 4, rodent 5-HTp
and 5-HT)p receptors were involved in the 5-HT inhibitory effect; and our group
showed that the serotonergic inhibitory effect was mainly mediated by 5-HT,p receptors
(Moran et al. 1998) ; whereas, in short-term diabetes (Garcia et al. 2005), only the 5-
HT;a receptor is involved in the serotonergic prejunctional inhibition of electrically

induced sympathetic outflow.

In this work, we analysed, in long-term diabetic pithed rats pretreated with atropine, the
possible indirect mechanism involved in the 5-HT inhibitory action on the pressor
responses induced by sympathostimulation, mediated via 5-HT;x and 5-HT,a receptor

activation (Morén et al. 2010).

Endothelium plays an important role in the regulation of vascular tone. Endothelium-
dependent relaxation is enhanced early after the onset of diabetes in several vascular
beds (Bhardwaj and Moore 1988; Heygate et al. 1995; Pieper et al. 1998a) or in
endothelial cell cultures (McDuffie et al. 1999; Ishida et al. 1998) due, in some cases, to
enhanced NO production (Choi et al. 1999) or enhanced sensitivity of vascular smooth
muscle cells to NO (Yamada et al. 1995). However, other authors showed an impaired
NO relaxation during diabetes probably due to an increased oxidative stress (Leo et al.
2011; Angulo et al. 1998) or to decrease of NO production or responsiveness of
vascular smooth muscle cells to NO (Sikorski et al. 1993; Taylor et al. 1995; Bolego et
al. 2000).
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Based on these facts and other results by us, where we showed an involvement of NO in
the inhibitory effect of 5-HT on the electrically-induced pressor responses in short-term
diabetes animals (Garcia et al. 2006); in this work, we analysed, in long-term diabetic
pithed rats, the possible role of NO pathway/synthesis on the reported inhibitory
serotoninergic responses of the pressor effect elicited by sympathetic stimulation

(Moran et al, 2010).

Both in diabetic and normoglycaemic control rats, intravenous administration of L-
NAME, a NO synthase inhibitor, significantly augmented mean blood pressure and the
increases in mean blood pressure obtained by electrical stimulation, due to the

inhibitory effect of basal NO release produced by this agent (Rees et al. 1990).

In long-term hyperglycaemic state, the presence of L-NAME partially reversed the
inhibitory effect produced by 5-HT, and completely abolished 8-OH-DPAT effect.
However, L-NAME was not able to modify the inhibitory effect produced by a-methyl-
5-HT, a 5-HT,; receptor agonist. Therefore, we suggest that the inhibitory serotoninergic
responses, via 5-HT 4 receptor activation, is mediated by the NO pathway, as occurred
in four-week (short-term) diabetic pithed rats (Garcia et al. 2005, 2006). Miranda et al.
(2000; 2002) also described endothelial alterations in serotonergic responses during
experimental diabetes in rabbits, and other authors (Pieper et al. 1998a, 1998b;
Fitzgerald and Brands 2000; Komers and Anderson 2003) had previously demonstrated

the existence of endothelial dysfunction in diabetic rats due to enhanced NO production.

Our data were confirmed by the administration of L-arginine, a NO synthase substrate
(Palmer et al. 1988a, 1988b; Tousoulis et al. 1999; Garcia et al. 2005, 2006), after the
administration of L-NAME, which reduced the augmentation in mean blood pressure to
control values. Likewise, the inhibitory effect on the pressor responses elicited by
electrical stimulation produced by 5-HT and 8-OH-DPAT was fully reversed in the
presence of both L-NAME and L-arginine. In contrast, the administration of D-arginine

(Tousoulis et al. 1999), the non-active isomere of L-arginine, after the administration of

L-NAME did not modify the inhibitory responses produced by intravenous perfusion of
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5-HT and 8-OH-DPAT. All these data suggest the direct involvement of the NO
pathway in the inhibitory serotoninergic effect of the pressor effect elicited by

sympathetic stimulation in long-term diabetic pithed rats

These results were confirmed by the pretreatment with ODQ, a guanylyl cyclase
inhibitor (Bryan-Lluka et al. 2004; Chen et al. 2005; Garcia et al. 2005, 2006): the
inhibitory action produced by the selective 5-HT;, agonist, 8-OH-DPAT, was
completely reversed in the presence of ODQ in long-term hyperglycaemia. However,
ODQ was not able to modify the inhibitory effect produced by a-methyl-5-HT, a 5-HT,
receptor agonist. However, in normoglycaemic rats (Garcia et al. 2006), ODQ did not
abolish the inhibitory effect produced by either 1L.-694,247 or 8-OH-DPAT, selective
5-HT;p and 5-HT s receptor agonists.

These data demonstrate, as already described by other authors and ourselves in different
experimental conditions in diabetic state (Ralevic et al. 1995; Garcia et al. 2005, 2006),
that 5-HT is directly related to the alterations produced during the development of
diabetes and reveals the participation of endothelium derived relaxing factor (EDRF) in
the vascular serotoninergic responses in hyperglycaemic rats.

As previously reported (Moran et al. 2010), in eight-week diabetic rats, the inhibitory
action induced by 5-HT was, as well, reproduced by a-methyl-5-HT, a selective 5-HT,
receptor agonist. To study the possible role of indirect mechanisms involved in this
action, we examined the participation of arachidonic acid derivates, via cyclooxygenase

activation in the 5-HT modulatory action previously reported.

Activation of COX-1 and COX-2 (cyclooxygenase pathway) leads to the production of
tromboxanes and prostaglandins (Vane et al. 1998). Szerafin et al. (2006) described that
COX-2 expression and prostaglandin-mediated bradikinin-induced dilatation in
coronary arteries are increased in diabetic patients. Also, in perfused kidneys of
experimental streptozotocin-induced diabetic rats, vasorelaxant metabolites derived

from arachidonic are increased (Kamata et al. 2006).



108 Articulo 2

Accordingly, we performed our experiments in the presence indomethacin, a non-
selective COX inhibitor (Moncada and Vane 1981) to analyse the arachidonic pathway
on the serotonergic inhibitory action. Indomethacin was able to partly abolish the 5-HT
inhibitory action and completely blocked the effect produced by the selective 5-HT,a
receptor agonist, a-methyl-5-HT. However, indomethacin was not able abolish the
effect produced by the selective 5-HT;s receptor agonist, 8-OH-DPAT. 5-HT;a
mediated inhibition was also reversed by both FR 122047, a selective and potent COX -
1 inhibitor (Ochi and Goto 2001, 2002) and nimesulide, a COX-2 inhibitor (Kiff et al.
1991; Abdelrahman and Suleimani 2008).

These data suggest that endothelial arachidonic acid derivates must have vasodilator
influence (probably due to prostacyclin formation) in long-term diabetic arteries in our
experimental model. Our results are in agreement with others previously reported
indicating a decrease in the activity of vasoconstrictor prostanoids (Makino and Kamata
1998; Miranda et al. 2000, 2002) and an enhancement in the activity of vasodilator
prostanoids (Okumura et al. 2000; Alabadi et al. 2001) during diabetes.

In summary, all these data suggest that experimental long-term diabetes induces
changes in the mediators involved in 5-HT;s and 5-HT;s mediated inhibition on the
pressor responses elicited by sympathostimulation. While in short-term diabetes the
main mediator involved in NO released by 5-HT, activation, in long-term diabetes
there are two mediators involved: NO via 5-HT)4 activation and products released by

activation of COX pathway via 5-HT», activation.

Conclusion

In conclusion, our results suggest that in long-term experimental diabetes the inhibitory
serotonergic effect of the pressor responses obtained by electrical stimulation of
sympathetic outflow, via 5-HT ;s and 5-HT,a receptor activation would be mediated by
the NO pathway/guanylyl cyclase activation and cyclooxygenase pathway, respectively.
Based on these and our previous results, the alloxan-induced diabetes in rats (short- and

long-term diabetes) is an appropriate model to study the role of 5-HT and its receptors
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in the development and progression of the autonomic and endothelial dysfunction due to

type 1 diabetes mellitus
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Table 1. Values of body weight, systolic blood pressure, heart rate and glycaemia in control
and diabetic rats.

Body weight Systolic blood pressure  Heart rate Glycaemia n

(g) (mmHg) (bpm) (mM)
Control rats
Initial time 219+9.0 118 5.0 375 + 10.0 56+0.2 25
8 weeks after 424 + 16.0 130 + 4.0 392 +15.0 4.8+0.1 25
Diabetic rats
Initial time 192 +10.0 124 + 5.0 310 £ 6.0 56+0.1 135
8 weeks after 309 +11.8" 157+ 1.7 365+ 10.0 20.1+0.7° 135

Results are means = S.E.M. for "n" rats
*Signiﬁcantly different from the corresponding value in control rats, P< 0.05.
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Fig. 1

Effect of i.v. infusion of (A) saline (1 ml h™), 5-HT (20 pg kg min™), 8-OH-DPAT (5
ng kg™ min™), 1-694,247 (5 ug kg' min™) and a-methyl-5-HT (20 pg kg™ min™) on
electrically-induced pressor responses in normoglycaemic pithed rats. (B) saline (1 ml
h™), 5-HT (20 pg kg min™), 8-OH-DPAT (5 pg kg min™), L-694,247 (5 pug kg min”
") and a-methyl-5-HT (5 pg kg’ min™) on electrically-induced pressor responses in

eight-week diabetic pithe rats. Data are means = S.E.M. *P<0.05 vs corresponding

control (EO).
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Fig. 2

Effect of i.v. infusion of saline (1 ml h™") on electrically induced pressor responses
before and after intravenous bolus administration of ODQ (10 pg kg") or L-NAME (10
mg kg™) or indomethacin (2 mg kg™') or FR122047 (1.5 mg kg™) or nimesulide (1.5 mg
kg') in eight-week diabetic pithed rats. Data are means + S.E.M. *P<0.05 vs

corresponding control (EO).
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Fig. 3
Effect of the i.v. infusion of 5-HT (20 ug kg min™) on electrically induced pressor

responses in the presence of ODQ (10 pg kg™') or indomethacin (2 mg kg™) in eight-

week diabetic pithed rats. Data are means £ S.E.M. "P<0.05 vs corresponding control

(E0).
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Fig. 4
Effect of the i.v. infusion of 8-OH-DAPT (5 pg kg min™) on electrically induced
pressor responses in the presence of ODQ (10 pg kg'l) or indomethacin (2 mg kg'l) in

eight-week diabetic pithed rats. Data are means = S.E.M. "P<0.05 vs corresponding

control (EO).
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Fig. 5

Effect of the i.v. infusion of 8-OH-DPAT (5 pg kg™ min™) in the absence or presence of
L-NAME (10 mg kg") or L- arginine (100 mg kg') or D-arginine (100 mg kg™)
pretreated with L-NAME (10 mg kg™) on electrically induced pressor responses in

eight-week diabetic pithed rats. Data are means £ S.E.M. "P<0.05 vs corresponding

control (EOL.NAME).
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Fig. 6

Effect of the i.v. infusion of a-methyl-5-HT (5 pg kg” min™) on electrically induced
pressor responses in the presence of ODQ (10 pg kg™) or indomethacin (2 mg kg™) in
eight-week diabetic pithed rats. Data are means = S.E.M. 'P<0.05 vs corresponding

control (EO).
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Fig. 7

Effect of the i.v. infusion of oa-methyl-5-HT (5 pug kg™’ min™) on electrically induced
pressor responses in the presence of FR122047 (1.5 mg kg™) or nimesulide (1.5 mg kg’
" in eight-week diabetic pithed rats. Data are means £S.E.M. "P<0.05 vs corresponding

control (EO).
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Resultados y discusion. Articulo 2

En el presente trabajo, estudiamos el mecanismiceatd involucrado en la
accion inhibidora de 5-hidroxitriptamina sobre deato presor producido por
estimulacién simpatica en ratas desmeduladas edretdis cronica (a largo plazo). Para
lograr este objetivo se utilizé un modelo experitakde induccion de diabetes en rata.
El agente diabetogénico utilizado fue el aloxane mpduce un sindrome parecido a la
DM tipo 1 (Chan et al, 2000; Mirandaet al, 2000, 2002; Garciat al, 2005, 2006;
Moranet al,, 2010).

La diabetes se indujo en ratas Wistar macho porimyeccion subcutanea de
aloxano, y ocho semanas después, los animalesnfagrestesiados, pretratados con
atropina, y desmedulados. La accion de 5-HT y lesanismos indirectos involucrados
fueron analizados en las respuestas presoras dadupior estimulacion eléctrica del
flujo simpético.

En los animales diabéticos de ocho semanas, bxiidptamina (5-HT) (2Qug
kg min) ejerce una accién inhibidora sobre el efectogurebtenido por estimulacién
eléctrica del flujo simpatico, el cual es reprodacpor 8 hydroxydipropylaminotretalin
hydrobromide (8-OH-DPAT) (5ug kg* min™), y o-metil-5-HT (5 ug kg* min™),

agonistas selectivos de receptores 5A4415-HT,, respectivamente.

La administracion intravenosa, en bolu, del irdibide la guanilato ciclasa, tal
como 1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-o(@DQ) (10 pg kg), o de un
inhibidor de la produccion de NO, &H_-Arginina metil éster hidroclorhidrato (L-
NAME), (10 mg kg") previamente a la perfusién intravenosa de 8-GD (5 ug kg
! min™) revierten el efecto inhibidor causado por 8-OHADPsobre la respuestas

presoras inducidas eléctricamente.

El efecto inhibidor producido par-metil-5-HT (5pg kg* min™) fue revertido
en presencia de indometacina, (2 mghkgun inhibidor no selectivo de las
ciclooxigenasas (COX), o los inhibidores selectidesCOX-1 y COX-2, FR 122047
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(1.5 mg kg") y nimesulida (1.5 mg kb respectivamente, en ratas desmeduladas y

diabéticas a largo plazo.

En nuestros experimentos, en ratas diabéticagya fdazo, fue necesario usar
un voltage supramaximal superior al utilizado etas normoglucémicas. Los
incrementos de PAM obtenidos en ratas diabétidasga plazo también fue mas alto
que en las ratas normoglucémicas y diabéticas aeoceemanas (Moraet al, 1994;
Garcia et al, 2005, 2006; Moraet al, 2010). Las diferencias entre las ratas diak®tica
y ratas normoglucémicas podria deberse a una diéfundel sistema nervioso
auténomo, aunque esta hipoétesis es controvertibal@ea que algunos autores han
propuesto un aumento de la reactividad vasculagentes adrenérgicos (Tayletral,
1994), otros han demostrado una atenuacion deefgmiestas simpaticas contractiles
(Anderssoret al, 1992) o incluso, otros autores no han obtenidguna modificacion
(Ralevicet al,, 1993).

5-HT interfiere con la neurotransmision adrenérgiga disminuye los
incrementos de presion arterial obtenidos por eséiodn simpatica en animales
normoglucémicos y diabéticos a corto y largo plédoran et al, 1994, 1998, 2010;
Garcia et al, 2005, 2006); la accion inhibidora de 5-HT solarerespuestas presoras
obtenidas por estimulacién simpatica son prifdoipate mediadas por la activacion de
receptores presinapticos 5-Hy 5-HT, (dependiendo del estado glucémico), siendo los
receptores 5-Hila y 5-HT:a los principalmente implicados (Mora& al, 2010). Estos
datos contrastan con otros ya reportados en ratasoglucémicas o diabéticas a corto
plazo: Villalén et al, (1998) demostré que los receptores 54B-HTig ¥ 5-HTip
estan involucrados en el efecto inhibidor de 5-MTuestro grupo describié que el
efecto inhibidor serotonérgico esta principalmemtediado por receptores 5-kbl
(Moréan et al, 1994) en animales normoglucémicos. Sin embaego,la diabetes
experimental a corto plazo (Garatal, 2005), sélo el subtipo de receptores 5HT
esta implicado en la inhibicion presinaptica deotsrina sobre los incrementos de

PAM inducidos por estimulacién eléctrica.

En este trabajo se analizd, en ratas diabéticasga Iplazo, desmeduladas y

pretratadas con atropina, si existe algun mecanisdigecto que participe en la accion
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inhibidora de serotonina, mediada por la activaaénreceptores 5-HX y 5-HToa
(Moranet al, 2010).

El endotelio juega un papel importante en la regatadel tono vascular. La
relajacion endotelio-dependiente esta aumentada después de la aparicién de la
diabetes en varios lechos vasculares (Bhardwaj gr&b988; Heygatet al, 1995;
Pieper et al, 1998a) o en cultivos de células endotelialeshidh et al, 1998;
McDuffie et al, 1999) debido, en algunos casos, al aumento prmoliuccion de NO
(Choi et al, 1999) o a una mayor sensibilidad de las céldésnusculo liso vascular
al NO (Yamadaet al, 1995). Sin embargo, otros autores demostraroteterioro de
la relajacion debida a NO durante la diabetes, abi@mente por un aumento del estrés
oxidativo (Anguloet al, 1998; Lecet al, 2011), por una disminucién en la produccién
del NO o por una alteracion en la capacidad deuestp de las células vasculares del
musculo liso al NO (Sikorsket al, 1993; Tayloet al, 1995; Bolegeet al,, 2006).

En base a estos hechos y, a nuestros resultadaossprédonde se muestra una
participacion del NO en el efecto inhibidor que b-ldjerce sobre las respuestas
presoras inducidas eléctricamente en los anima&é&eiicos a corto plazo (Garatal,
2006), en este trabajo, nosotros analizamos,tas de@smeduladas y diabéticas a largo
plazo, el posible papel de la via/sintesis del N@bre las respuestas inhibidoras
serotoninérgica en el efecto presor producido gstimulacion simpatica (Moraat al.,
2010).

Tanto en ratas diabéticas como en normoglucémitasadministracion
intravenosa de L-NAME, un inhibidor de la NOS, aabdesignificativamente la PAM
y los incrementos de presion arterial media obtenjgbr estimulacion eléctrica. Este
hecho es debido al efecto inhibidor en la libenadi@dsal de NO producido por este
agente (Reest al, 1990).

En el estado de hiperglucemia a largo plazo, lagmaa de L-NAME revirtio
parcialmente el efecto inhibidor producido por 5;HT bloqueo completamente el
efecto inhibidor de 8-OH-DPAT. Pero L-NAME no fuepaz de modificar la respuesta
inhibidora producida pos-metil-5-HT, a través de la activacion de reced@eHT,.
Por lo tanto, sugerimos que la respuesta inhikiteerotoninérgica, por activacion del
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receptor 5-HTs, esta mediada por la via del NO, como ocurrio as iHatas
desmeduladas diabéticas de cuatro semanas (aptarty (Garciat al, 2005,2006).
Miranda et al., (2000, 2002) también describieron alteracionels emelotelio en
respuestas serotonérgicas durante la diabetesireepéal en conejos, y otros autores
(Pieperet al, 1998a, bjJFitzgerald y Brands, 2000iomers y Anderson, 2003) han
demostrado previamente la existencia de disfune@ndotelial en ratas diabéticas,

debido a una mayor produccion de NO.

Para confirmar estos resultados en ratas diabétieasocho semanas se
administré L-arginina, un sustrato de la NOS (Ralmt al, 1988a, b; Tousoulist al,
1999; Garciaet al, 2005, 2006), después de la administraciéon deAMB, lo que
redujo el aumento de la PAM a valores control. D&mo modo, el efecto inhibidor
producido por 5-HT y 8-OH-DPAT se revirtié totalne en presencia de L-NAME y
L-arginina. Por el contrario, la administracion@arginina (Tousouliset al, 1999), el
isdbmero inactivo de la L-arginina, después de Iaiaistracion de L-NAME no
modifico las respuestas inhibidoras producidaslagrerfusion intravenosa de 5-HT y
8-OH-DPAT. Todos estos datos sugieren la partiofpadirecta de la via del NO en el
efecto inhibidor de serotonina sobre las respugs&soras inducidas por estimulacion
simpatica en ratas desmeduladas diabéticas aptago.

La participacion del NO en la accion serotonérgntabidora de las respuestas
presoras obtenidas por estimulacion eléctrica séirowd con el pretratamiento con
ODQ, un inhibidor de la guanilato ciclasa (Ralegical, 1995; Bryan-Llukaet al,
2004; Cheret al, 2005): la accion inhibidora producida por el rigta selectivo de
receptores 5-Hia, 8-OH-DPAT, se revirti6 completamente en presemnd ODQ en
ratas hiperglucémicas a largo plazo. Sin embard@Q @o fue capaz de modificar el
efecto inhibidor producido par-metil-5-HT, agonista selectivo de receptores 5:HT
En ratas normoglucémicas (Garefaal, 2006), ODQ no bloqueé el efecto inhibidor
producido por L-694, 247 y 8-OH-DPAT, agonistaeestlos de los receptores 5 HT

y 5-HT;a, respectivamente.

Estos datos demuestran, como ya se ha descritotqmsr autores y por nuestro
grupo en diferentes condiciones experimentalesndieirla diabetes (Raleviet al,

1995; Garciaet al, 2005, 2006) que 5-HT esta directamente reladi@neon las
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alteraciones producidas durante el desarrollo dmfarmedad y revela la participacion

de EDRF en las respuestas vasculares serotonéegicatas hiperglucémicas.

Como nuestro grupo ya demostré anteriormente (Metaal., 2010), en ratas
diabéticas de ocho semanas, la accion inhibidodacida por 5-HT fue, también,
reproducida poo-metil-5-HT, un agonista selectivo de receptoré$Th- Para estudiar
los posibles mecanismos indirectos involucrados esta accion, se analiz6 la
participacion de los derivados del &cido araquicthna través de la activacion de la via

de las COX en la accion moduladora de 5-HT reparfadviamente.

La activacion de la COX-1 y COX-2 conduce a la picmidn de tromboxanos y
prostaglandinas (Vanet al, 1998). Szerafiet al, (2006) describen que la expresion
de COX-2 y la dilatacién inducida por bradiquininéiseradas por prostaglandina estan
incrementadas en las arterias coronarias de pasiehfbéticos. Ademas, en rifion
perfundido de ratas con diabetes experimental idduygor STZ se ha visto que estan
incrementados los metabolitos con accion vaseditah derivados del &cido

araquidonico (Kamatat al, 2006).

En consecuencia, hemos realizado parte de nuestpesimentos en presencia
de indometacina, un inhibidor no selectivo de |&XQMoncada y Vane, 198para
analizar la via del araquidénico en la accion iitbia serotoninérgica. Indometacina
fue capaz de revertir parcialmente la accion imlula de 5-HT y bloquear
completamente el efecto producido por el agonistecivo de receptores 5-H -
metil-5-HT. Pero indometacina no fue capaz de aqgel efecto inhibidor producido
por el agonista selectivo de receptores 5418-OH-DPAT. La inhibicion mediada por
receptores 5-Hj, también fue revertida tanto por un potente yctieie inhibidor de la
COX -1, FR122 047 (Ochi y Goto, 2001, 2002), como mmesulida, un inhibidor de
la COX-2 (Kiff etal, 1991; Abdelrahman y Suleimani, 2008). Estosslatmieren que
derivados endoteliales del acido araquidonico deleeer influencia vasodilatadora
(probablemente debido a la formacion de prostacis) en las arterias de ratas
diabéticas a largo plazo en nuestro modelo expetaheNuestros resultados estan de
acuerdo con datos anteriormente reportados queaimdina disminucion en la actividad

de prostanoides vasoconstrictores (Makino y Kani&88; Mirandeet al,, 2000, 2002)
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y un aumento en la actividad de prostanoides vidadores (Okumurat al, 2000;
Alabadi et al, 2001) durante la diabetes.

Todos estos datos sugieren que la diabetes expdaéiree largo plazo produce
cambios en los mediadores implicados en la accibibidora que 5-HT ejerce a través
de la activacion de receptores 54T 5-HT,a sobre las respuestas presoras inducidas
por estimulacion simpatica. Mientras que en la elied a corto plazo el principal
mediador implicado es la liberacién del NO por\ation de receptores 5-hif en la
diabetes a largo plazo hay dos vias implicadasvid&adel NO por activacion de
receptores 5-Hilx y productos liberados por activacion de la vidadeCOX a través
de receptores 5-H1.
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We analyzed the modulation of serotonin on the bradycardia induced in vivo by vagal electrical stimulation in alloxan-induced
long-term diabetic rats. Bolus intravenous administration of serotonin had a dual effect on the bradycardia induced either by
vagal stimulation or exogenous Ach, increasing it at low doses and decreasing it at high doses of 5-hydroxytryptamine (5-HT),
effect reproduced by 5-carboxamidotryptamine maleate (5-CT), a 5-HT}/7 agonist. The enhancement of the bradycardia at low
doses of 5-CT was reproduced by 5-HT}, agonist 8-hydroxy-2-dipropylaminotetralin hydrobromide (8-OH-DPAT) and abolished
by WAY-100,635, 5-HT,, antagonist. Pretreatment with 5-HT; antagonist methiothepin blocked the stimulatory and inhibitory
effect of 5-CT, whereas pimozide, 5-HT; antagonist, only abolished 5-CT inhibitory action. In conclusion, long-term diabetes
elicits changes in the subtype of the 5-HT receptor involved in modulation of vagally induced bradycardia. Activation of the 5-
HT receptors induces enhancement, whereas attenuation is due to 5-HT; receptor activation. This 5-HT dual effect occurs at

pre- and postjunctional levels.

1. Introduction

The role of 5-hydroxytryptamine (5-HT) in cholinergic neu-
rotransmission and parasympathetic cardiovascular effects
has received considerable attention over many years. Central
5-HTia, 5-HT3, and 5-HT; receptors have a physiological
role in the regulation of cardiovascular reflexes, controlling
changes in parasympathetic (vagal) drive to the heart [1].
Recently, Ni et al. [2] revealed the existence of a local 5-
hydroxytryptaminergic system in peripheral arteries, but the
physiological role of 5-HT in the regulation of vascular
tone remains unclear. Some studies have proposed potent
depolarizing actions, with an increase in vagal activity
mediated by activation of 5-HTj3 and 5-HT, [3], 5-HT4 [4],
or 5-HT, receptors in different animal species [5-9]. Other
reports have suggested an inhibitory serotonergic effect on
acetylcholine (Ach) release via activation of 5-HT} receptors
[10].

We have shown that, in pithed rats, the serotonergic
mechanisms involved in cardiac cholinergic neurotransmis-
sion are presynaptic and that they can dually inhibit or
facilitate acetylcholine release via activation of 5-HT, or
5HTj3 receptors, respectively [11]. We have also shown that
experimental diabetes elicits changes in the nature and 5-
HT receptor type/subtype involved in vagal bradycardia
stimulated by electrical means [12].

Diabetes mellitus (DM) is considered to be an important
public health problem owing to its increasing prevalence and
because it causes and exacerbates macro- and microvascular
complications. These are associated with severe debilitating
complications that include a diabetic autonomic neuropathy
characterized in part by impaired cardiac parasympathetic
responsiveness. Such parasympathetic dysfunction in the
diabetic heart may lead to an autonomic imbalance that may
predispose the heart to ventricular arrhythmias and sudden
death [13]. Long-term diabetes reduces the body’s ability to
finely regulate heart rate (HR); this is attributed to profound



disturbances in autonomic function [14] which are probably
due to parasympathetic dysfunction [12, 15]. Several studies
conducted under different conditions have supported the
theory that, during the development of diabetes, there
are impaired myocardial responses to muscarinic activation
by acetylcholine. These responses are related to hyper- or
hyposensitization and may include changes in expression of
muscarinic receptors [16-18]. Other studies have suggested
that diabetes induces changes in cholinergic transmission
[15, 19].

The aim of the present study was to analyze the possible
changes induced by experimental long-term diabetes to
5-HT on the in vivo cardiac response to activation of
parasympathetic nerves. This was achieved by examining the
serotonergic receptors involved in the cholinergic cardiac
responses to vagal electrical stimulation or by the admin-
istration of exogenous acetylcholine during experimental
alloxan-induced diabetes.

2. Material and Methods

The housing conditions of the rats and experimental pro-
cedures were in accordance with regulations set by the
European Union on the use of animal for scientific purposes
(86/609/EEC, Article 5, Appendix II) and enacted by Spanish
legislation on March 14, 1988 (R.D.223/1988).

2.1. Animal Preparation. Two hundred fifty-five male Wistar
rats (250-350g) were used in the present study. Rats
were supplied and maintained by the Animalarium of the
Faculty of Pharmacy at the University of Salamanca (Spain;
PAE-SA001). Diabetes was induced by a single injection
of alloxan (150 mg/kg, s.c.) dissolved in 0.9% NaCl. Rats
were maintained on tap water, and food was available ad
libitum for 8 weeks. A second group of animals were kept
as control normoglycaemic group for eight weeks. Body
weight, systolic blood pressure, heart rate, and blood glucose
levels were determined before and at 2, 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, and 56 days after alloxan administration. Only
rats with elevated blood glucose levels (>11mM) at all
time points were considered to be diabetic. Blood glucose
levels were determined by test strips (Accu-Chek). Systolic
blood pressure and heart rate were measured in awake rats
periodically using the tail-cuff method with a photoelectric
sensor (NIPREM 546, Cibertec S.A., Madrid, Spain). Several
determinations were made in each session for each rat. Values
were considered to be valid if five consecutive measurements
were within 10 mmHg.

Eight-week diabetic rats and four-week diabetic rats
were anaesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg,
i.p.). After cannulation of the trachea, rats were pithed
by inserting a stainless steel rod through the orbit and
foramen magnum [20]. They were then artificially respirated
with room air using a Harvard respiratory pump (1mL
air/100 g, 50 strokes/min; Harvard Apparatus, South Natick,
MA, USA). The right and left jugular veins were cannulated
for the infusion of agonists and antagonists, respectively.
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Arterial blood pressure was monitored from the left
carotid artery cannula using a pressure transducer connected
to a PRS 206 amplifier (Cibertec). Heart rate was measured
by analyses of blood pressure data with a CAR 306 cardiota-
chograph (Cibertec). Data on blood pressure and heart rate
were shown on a Letica Polygraph 4000 (Cibertec).

Both vagus nerves were isolated, ligated at the cervical
level, and cut rostrally to the ligature to prevent afferent
and efferent vagal reflexes. Electrical stimulation was applied
as square wave pulses from a Cibertec Stimulator CS-9
(supramaximal intensity: 15 + 3V; 1 msec; 3, 6, and 9 Hz
for 15 s at 5-min intervals) with a platinum bipolar electrode
connected to the caudal stump of the right cervical vagus
nerve.

Before electrical stimulation, rats were treated with
heparin (1000 UL/kg). Then, they were given D-tubocurarine
(2mg/kg, i.v.), to avoid electrically induced muscular twitch-
ing, and atenolol (1mg/kg, iv.), to prevent sympathetic
effects. Rats were kept warm (37.5 = 0.5°C) with a heating
lamp.

2.2. Experimental Protocols. After the hemodynamic status
of the rats had been stable for >10 min, baseline values for
mean blood pressure (MBP) and heart rate were determined.

A platinum bipolar electrode was applied to the caudal
stump of the right cervical vagus nerve and electrical
stimulation applied as square wave pulses from a Cibertec
stimulator applying trains of 15s which consisted of pulses
of 1 msec duration and supramaximal intensity (15 + 3V)
at increasing frequencies (3, 6, and 9 Hz). Thus, the control
stimulation response curve was completed in ~15min.
At this point, rats were divided into seventh agonist or
antagonist treatment groups (n = 5 rats/group).

The first group of experiments was conducted in nor-
moglycaemic (kept in parallel during eight weeks) and four-
week diabetic rats to confirm previous data from our research
team [11, 12]. Each group was subdivided in two. The first
subgroup received an i.v. bolus of saline solution (1 mL/kg;
n = 5) as a control for that groups of experiments or 5-HT (5,
10, 50, 100, and 200 pg/kg, n = 5 for each dose). Five minutes
after the treatment, a new stimulation response curve was
obtained. In the second subgroup (n = 10), the effects of
saline solution (1 mL/kg; n = 5) or 5-HT (100 ug/kg, n = 5)
on the bradycardia induced by exogenous acetylcholine (1, 5,
and 10 ug/kg) were investigated. In this group, acetylcholine
was administered before (control curve) and 5min after
pretreatment with saline solution or 5-HT.

In the first long-term alloxan-treated diabetic group (n =
80), rats received an iv. bolus of one of the following:
(i) saline solution (1mL/kg, n = 5, control group for
all the agonist treatments); (ii) 5-HT at 5, 10, 50, 100,
and 200 ug/kg (n = 25); (iii) 5-carboxamidotryptamine
maleate (5-CT; selective 5-HTj; receptor agonist) at 5,
10, 50, 100, and 200ug/kg (n = 25); (iv) 150 ug/kg
of a-methyl-5-hydroxytryptamine (selective 5-HT, receptor
agonist n = 5); (v) 150 ug/kg of 1-phenylbiguanide (selective
5-HT; receptor agonist; n = 5); (vi) 50ug/kg of 8-
hydroxydipropylaminotretalin hydrobromide (8-OH-DPAT;



Experimental Diabetes Research

selective 5-HT14 receptor agonist; n = 5); (vii) 50 ug/kg of
CGS-12066B (agonist of the rodent 5-HTp receptor; n = 5);
(viii) 50 ug/kg of L-694,247 (selective agonist for nonrodent
5-HT;p and 5-HTp receptors; n = 5). Five minutes after the
corresponding administration, a new stimulation response
curve was obtained.

The second long-term alloxan-treated diabetic group
(n = 30) was run in parallel with the group described
above. The effect of saline solution (1mlL/kg), 100 ug/kg
of methiothepin (n = 5), a nonselective 5-HT; receptor
antagonist, or 100 ug/kg of WAY-100,635 (n = 5), a selective
5-HT}4 receptor antagonist, or 1 mg/kg of GR55562 (n = 5),
a selective 5-HTp receptor antagonist, or 1 mg/kg of BRL-
15572 (n = 5), a selective 5-HT)p receptor antagonist, and
1 mg/kg of pimozide (n = 5), a selective 5-HT; receptor
antagonist, was observed.

The third long-term alloxan-treated diabetic group
(n = 25) was used to determine which receptor subtype
was involved in regulating the effect of 5-HT on heart
rate. Methiothepin (100 ug/kg), WAY-100,635 (100 ug/kg),
GR55562 (1mg/kg), BRL-15572 (1mg/kg), or pimozide
(1 mg/kg) were, respectively, administered 5min before 5-
CT (10, 100 ug/kg, n = 10), 8-OH-DPAT (50 ug/kg, n =
5), CGS-12066B (50 ug/kg, n = 5), or L-694,247 (50 ug/kg,
n = 5), respectively. Five minutes after each treatment, a new
stimulation response curve was obtained.

In the fourth group, rats received an iv. bolus of
atropine (0.3 or 0.5mg/kg, n = 5 for each dose) before
electrical stimulation to confirm that cholinergic responses
were induced by electrical stimulation.

In the final group of long-term diabetic rats (n = 30),
the effects of saline solution (1 mL/kg; n = 5), 5-HT (10 and
100 pg/kg, n = 5 for each dose), 5-CT (10 and 100 ug/kg,
n = 5 for each dose), and 8-OH-DPAT (50 ug/kg, n = 5)
were examined on the bradycardia induced by exogenous
acetylcholine (1, 5, and 10 pg/kg), which was administered
before (control curve) and 5 min after drug pretreatment.

2.3. Drugs Used. The anaesthetic (pentobarbital sodium)
was obtained from Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO,
USA). Heparin sodium was from Roche (Madrid,
Spain). Alloxan and d-tubocurarine hydrochloride were
purchased from Sigma-Aldrich. 5-hydroxytryptamine
creatinine sulphate complex (5-HT), methiothepin
mesylate, 5-carboxamidotryptamine maleate (5-CT),
7-trifluoromethyl-4-(4-methyl-1-piperazinyl)pyrrolo[1,2-
a-]-quinoxaline  dimaleate (CGS-12066B  dimaleate),
2-[5-[3-(4-methylsulfonylamino)benzyl-1,2,4-oxadiazol-5-
yl]-1H-indol-3-yl]ethanamine = (L-694,247),  a-methyl-
5-hydroxytryptamine  maleate  (a-methyl-5-HT), 1-
[1-[4,4-Bis(4-fluorophenyl)butyl]-4-piperidinyl]-1,3-
dihydro-2H-benzimidazol-2-one  (pimozide),
ter-butyl-3-(4-(2-methoxyphenyl)-piperozin-1-yl)-2-
phenylpropanamide  dihydrochloride ~ (WAY-100,635),
8-hydroxy-2-dipropylaminotetralin ~ hydrobromide (8-
OH-DPAT), and 3-[4-(4-chlorophenyl) piperazin-1-yl]-
1,1-diphenyl-2-propanol  hydrochloride ~ (BRL-12572)
hydrochloride were purchased from Tocris Cookson Limited

(S)-N-

(Ellisville, MO, USA). Atropine sulphate was from Scharlau
(Barcelona, Spain), and atenolol was from Sigma-Aldrich.

All drugs used were dissolved in distilled water at the
time of experimentation, with the exception of BRL-15572
(dissolved in 20% propylene glycol) and pimozide (dissolved
in 0.01 M HCI).

2.4. Statistical Analyses. Data are mean + SEM of at least
five experiments (n = 5). Comparison of results between
experimental groups and their corresponding control group
were undertaken using ANOVA followed by the Newman-
Keuls multiple comparison test. Differences were considered
to be statistically significant if P < .05.

3. Results

3.1. Systemic Hemodynamic Variables. Alloxan-induced dia-
betes elicited a marked increase in serum glucose levels and
systolic blood pressure. Diabetic rats failed to increase their
body weight compared with control rats. Table 1 shows the
mean values of body weight, systolic blood pressure, heart
rate, and glycaemia before and 8 weeks after the induction
of diabetes for rats in the diabetic group and in the control
group.

Resting blood pressure and heart rate were 43.2 =+
2mmHg and 270 + 4.9 beats per minute, respectively, in
eight-week diabetic anaesthetized pithed rats and 40.5 +
1.5 mmHg and 290 + 5.0 beats per minute in anaesthetized
four-week diabetic rats. These values were not altered
significantly by the i.v. administration of a saline bolus, 5-HT
receptor agonists (5-HT, 5-CT, 8-OH-DPAT, CGS-12066B,
L-694,247, a-methyl-5-HT, and 1-phenylbiguanide) or the
5-HT receptor antagonists (methiothepin, pimozide, BRL-
15572, GR55562, and WAY-100,635) (data not shown).

3.2. Effects of Physiological Saline or 5-HT on Vagally Induced
Bradycardia in Normoglycaemic and Four-Week Diabetic Rats.
Electrical stimulation of the right vagus nerve in normogly-
caemic and four-week diabetic rats resulted in frequency-
dependent bradycardia. In both groups the decrease in heart
rate remained stable after i.v. administration of a bolus of
saline solution (1 mL/kg).

In normoglycaemic rats, the lowest doses of 5-HT (5,
10ug/kg, n = 10) did not modify the vagally induced
bradycardia at the frequencies tested; the administration of
50 and 100 ug/kg (n = 10) caused an attenuation of the
bradycardia, and the highest dose of 5-HT (200 ug/kg, n = 5)
resulted in an increase of the vagally induced bradycardia
(Figure 1(a)).

In four-week diabetic rats, the lowest doses of 5-HT (10
and 50 ug/kg, n = 10) did not significantly modify the
vagally induced bradycardia in the stimulation frequency
range tested (Figure 1(b)). However, high doses of 5-HT
(100 and 200pug/kg, n = 10) caused an increase in
the bradycardia, although this was only significant at the
stimulation frequency of 3 Hz (Figure 1(b)).



Experimental Diabetes Research

TABLE 1: Values of body weight, systolic blood pressure, heart rate, and glycaemia in control and diabetic rats.

Body weight (g) Systolic blood pressure (mmHg) Heart rate (bpm) Glycaemia (mM) n
Control rats
Initial time 219 +£9.0 118 £ 5.0 375 +10.0 5.6 £0.2 40
8 weeks after 424 +16.0 130 + 4.0 392 = 15.0 4.8 0.1 40
Diabetic rats
Initial time 192 = 10.0 124 £ 5.0 310 + 6.0 5.6 £0.1 175
8 weeks after 309 = 11.8* 157 + 0.7* 365 = 10.0 20.1 = 0.7* 175

Results are means + SEM for “n” rats

*Significantly different from the corresponding value in control rats, P < .05.

The stimulatory actions on vagal stimulation-induced
bradycardia in diabetic rats were also observed after admin-
istration of exogenous acetylcholine (data not shown).

3.3. Effects of Physiological Saline or 5-HT on Vagally Induced
Bradycardia in Long-Term Diabetic Rats. Electrical stimu-
lation of the right vagus nerve in diabetic rats resulted in
frequency-dependent bradycardia. This electrically-induced
bradycardia, in the long-term diabetic rats, was less pro-
nounced than the bradycardia obtained under identical
conditions in four-week diabetic rats. These differences were
statistically significant at all stimulation frequencies (3, 6,
and 9Hz) (Figure 2). The decrease in heart rate remained
stable after i.v. bolus administration of saline solution
(1 mL/kg, n = 5). However, these effects caused by electrical
stimulation of the vagus nerve were completely blocked
by prior administration of atropine (0.5mg/kg, n = 10)
(data not shown), confirming the cholinergic nature of the
responses to electrical stimulation.

Low doses of 5-HT (5 and 10ug/kg, n = 10) caused
a significant increase in the vagally induced bradycardia
at all stimulation frequencies tested (Figure 2). However,
high doses of 5-HT (100 and 200 ug/kg, n = 10) caused
a significant decrease in bradycardia at all stimulation
frequencies tested (Figure 2).

3.4. Effects of i.v. Bolus Administration of 5-HT Receptor
Agonists (5-CT, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, a-
methyl-5-HT, and 1-phenylbiguanide) on Vagally Induced
Bradycardia in Long-Term Diabetic Rats. In eight-week dia-
betic rats, the bradycardic effects induced by vagal electrical
stimulation were modified by 5-CT (a selective 5-HT/;
receptor agonist) depending on the dose administered. At
low doses (5 and 10ug/kg), 5-CT enhanced electrically
induced bradycardia (Figure 3), whereas high doses (50, 100,
and 200 pug/kg) inhibited electrically induced bradycardia
(Figure 3).

The enhanced bradycardic effect induced by low doses
of 5-CT was reproduced by administration of the selective
5-HT4 receptor agonist, 8-OH-DPAT (50 ug/kg) (Figure 4).
This effect was significant at all stimulation frequencies
tested. However, i.v. bolus administration of the selective
5-HTp receptor agonist, CGS-12066B (50 ug/kg), and the
selective 5-HT\p receptor agonist, L-694,247 (50 ug/kg), had
no effect on the bradycardic responses evoked by electrical

stimulation of the vagus nerve (data not shown). Admin-
istration of the selective 5-HT), receptor agonist, a-methyl-
5-HT (150 ug/kg), or selective 5-HT; receptor agonist, 1-
phenylbiguanide (150 ug/kg), did not modify the decreases in
heart rate induced by vagal electrical stimulation (Figure 3).

3.5. Effect of iv. Bolus Administration of 5-HT Receptor
Antagonists (Methiothepin, WAY-100,635, and Pimozide) on
Vagally Induced Bradycardia in Long-Term Diabetic Rats.
In eight-week diabetic pithed rats, administration of either
the selective 5-HT;s receptor antagonist, WAY-100,635
(100 ug/kg, n = 5), or the nonselective 5-HT; receptor
antagonist methiothepin (100 ug/kg, n = 5) or the selective
5-HT?7 receptor antagonist, pimozide (1 mg/kg, n = 5), did
not significantly modify the heart rate induced by vagal
electrical stimulation (data not shown).

Pretreatment with methiothepin (100 ug/kg) blocked the
potentiating and inhibitory effect of 5-CT on the bradycardia
induced by vagal stimulation in diabetic rats (Figure 5).

Pretreatment with WAY-100,635 (100 ug/kg) reduced the
enhancement of the bradycardic effect caused by low doses of
5-CT (10 pug/kg; Figure 3) and abolished the effects of 8-OH-
DPAT (50 ug/kg, n = 5; Figure 4).

Administration of the selective 5-HT; receptor antag-
onist pimozide (1 mg/kg) did not modify the potentiating
effect of the lowest 5-CT doses (10 ug/kg, n = 5; Figure 6).
However, it abolished the inhibitory action of high doses of
5-CT (100 pug/kg, n = 5; Figure 6).

3.6. Effects of Saline, 5-HT, 5-CT, and 8-OH-DPAT on the
Bradycardia Induced by Exogenous Acetylcholine Administra-
tion in Long-Term Diabetic Rats. Exogenous administration
of acetylcholine (5 and 10 ug/kg) in long-term hyperglycemic
rats produced a significantly increased bradycardia compared
with normoglycemic rats. However, the bradycardia was less
pronounced than in short-term diabetic rats (Figure 7).

In a group of rats, bradycardia was induced by exogenous
administration of the muscarinic agonist acetylcholine (1,
5, and 10 pug/kg), resulting in dose-dependent decreases in
heart rate. These bradycardic effects, in eight-week diabetic
rats, remained stable after i.v. bolus administration of
saline (1mL/kg, n = 5). However, administration of 5-
HT (10pug/kg, n = 5), 5-CT (10ug/kg, n = 5), or 8-
OH-DPAT (50 ug/kg, n = 5) enhanced the bradycardia,
whereas i.v. bolus administration of higher doses of 5-HT
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FiGure 1: Change in heart rate response (AHR) evoked by
electrical stimulation of the peripheral end of the right vagus in
atenolol (1 mg/kg), pretreated (a) normoglycaemic and (b) four-
week diabetic pithed rats before (control; n = 5) and after i.v.
administration of a bolus of 1 mL/kg saline solution or 10, 50, 100,
200 ug/kg of 5-hydroxytryptamine (5-HT) to normoglycaemic rats
(n =5) or 10, 50, 100, 200 ug/kg of 5-HT to four-week diabetic rats
(n =5). *P < .05 compared with saline (control).

(100 pg/kg, n = 5) or 5-CT (100 ug/kg, n = 5) inhibited
the bradycardia induced by administration of exogenous

acetylcholine (Figure 8).
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FiGure 2: Changes in heart rate (AHR) evoked by electrical stimu-
lation of the peripheral end of the right vagus in atenolol (1 mg/kg)
pretreated long-term diabetic pithed rats after i.v. administration of
a bolus of 1 mL/kg of saline solution, 5, 10, 50, 100, and 200 ug/kg
of 5-HT. *P < .05 compared with saline.
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FiGure 3: Changes in heart rate (AHR) evoked by electrical
stimulation of the peripheral end of the right vagus in atenolol
(1 mg/kg) pretreated diabetic pithed rats after i.v. administration
of a bolus of 1mL/kg of saline solution, 5, 50, and 200 ug/kg
of 5-carboxamidotryptamine (5-CT; n = 5 for each dose), a-
methyl-5-HT (a-m-5-HT; 150 ug/kg), or 1-phenylbiguanide (1-
PBG; 150 ug/kg). *P < .05 compared with saline.
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FIGURE 4: Changes in heart rate (AHR) after i.v. administration
of a bolus of 8-hydroxydipropylaminotretalin hydrobromide (8-
OH-DPAT, 50ug/kg; n = 5) and response after iv. admin-
istration of a bolus of WAY-100,635 (100 ug/kg) on the effect
of 8-hydroxydipropylaminotretalin hydrobromide (8-OH-DPAT,
50 ug/kg; n = 5) and 5-carboxamidotryptamine (5-CT, 10,
100 ug/kg; n = 10) on bradycardia induced by vagal electrical
stimulation in diabetic pithed rats. * P < .05 compared with saline.
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FIGURE 5: Changes in heart rate (AHR) after i.v. administration
of a bolus of 5-carboxamidotryptamine (5-CT, 10, 100 ug/kg)
and response after i.v. administration of a bolus of methiothepin
(100 ug/kg) on the enhanced and inhibitory effect of 5-CT (10,
100 ug/kg) on bradycardia by vagal electrical stimulation in diabetic
pithed rats. *P < .05 compared with saline.
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FiGURE 6: Changes in heart rate (AHR) after i.v. administration
of a bolus of 5-carboxamidotryptamine (5-CT, 10, 100 ug/kg) and
response after i.v. administration of a bolus of pimozide (1 mg/kg)
on the enhanced effect and inhibitory effect of 5-CT (10, 100 ug/kg)
on bradycardia by vagal electrical stimulation in diabetic pithed
rats. *P < .05 compared with saline.

4. Discussion

In the present study, we examined the changes induced by
experimental long-term diabetes to 5-HT on the in vivo
cardiac response to activation of parasympathetic nerves.
This was achieved by examining the serotonergic recep-
tors involved in the cholinergic cardiac responses induced
by vagal electrical stimulation or by the administration
of exogenous acetylcholine during experimental alloxan-
induced diabetes.

Alloxan is a diabetogenic agent which induces a syn-
drome in animals resembling type 1 diabetes mellitus charac-
terized by hyperglycemia, hypercholesterolemia, glycosuria,
and raised levels of glycosylated hemoglobin in erythrocytes
[12, 17, 21-24]. This agent, in our experiments, did not
modify heart rate, as previously indicated by Lee et al. [25],
Zola et al. [26], and Howarth et al. [27].

Herein, we showed that there was no significant dif-
ference in basal heart rate among the three study groups
(normoglycemic, long-term, and short-term diabetic rats) as
reported by us and others [11, 12, 28]. This is in contrast with
reports that describe a reduced intrinsic heart rate [29] and
parasympathetic tonus in diabetes [30].

We showed that, in long-term diabetic rats, the brady-
cardic effect produced by electrical stimulation of the vagus
nerve (at all stimulation frequencies) was lower than the
observed in short-term diabetic rats and was impaired
compared with normoglycemic rats [11, 12]. In 2007, Ago et
al. [31], using diabetic rats, showed an increase in heart rate
induced by vagal stimulation using stimulation frequencies
higher than those used by us (16, 32, and 64 Hz).
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Figure 7: Changes in heart rate (AHR) evoked by exogenous
administration of 1, 5, and 10 ug/kg acetylcholine in atenolol
(1 mg/kg) pretreated in normoglycaemic, four-week, and long-term
diabetic pithed rats after i.v. administration of a bolus of 1 mL/kg.
*P < .05 compared with normoglycaemic group.
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Ficure 8: Changes in heart rate (AHR) evoked by exogenous
administration of 1, 5, and 10ug/kg acetylcholine in atenolol
(1 mg/kg) pretreated in long-term diabetic pithed rats after iv.
administration of a bolus of 1mL/kg of saline solution, 5-
hydroxytryptamine (5-HT, 10 and 100ug/kg; n = 10), 5-
carboxamidotryptamine (5-CT 10 and 100ug/kg; n = 10),
or 8-hydroxydipropylaminotretalin hydrobromide (8-OH-DPAT
50 ug/kg; n = 5). *P < .05 compared with saline.

We also demonstrated that administration of exogenous
acetylcholine (5 and 10 ug/kg) in long-term hyperglycaemic
rats produced a more pronounced bradycardia than in
normoglycaemic rats (statistically significant difference).
However, the bradycardia was less pronounced than in
short-term diabetic rats. Our research team and others
have suggested that chemically induced diabetes may elicit
functional defects in cardiac cholinergic nerves [11, 32—
34]. In the heart, inhibitory M, muscarinic receptors on
the nerves limit acetylcholine release [35-37]. The increased
inhibition of acetylcholine release by inhibitory neuronal
M, muscarinic receptors during experimental diabetes has
been described extensively in different experimental models,
including rat lungs [16], the ileum and trachea from diabetic
rats [18], the urinary bladder [38], and even in human
cardiac atrium [39]. Therefore, in the present study, we
examined the changes induced by long-term diabetes in the
action that 5-HT exerts on the in vivo cardiac response to
parasympathetic nerves activation.

5-HT is the well-characterized endogenous ligand for all
5-HT receptors. 5-HT had a dual effect on the bradycardia
induced by electrical stimulation in experimental long-
term diabetic rats. This dual effect was reproduced by
the selective 5-HT;/; receptor agonist 5-CT [40]: at low
doses (5 and 10ug/kg), 5-HT and 5-CT increased the
bradycardia, whereas higher doses (100 and 200 ug/kg)
of 5-HT or 5-CT decreased the bradycardic effect at all
stimulation frequencies. In contrast, administration of a-
methyl-5-HT (a selective 5-HT,4/28/2¢ receptor agonist) [41]
or 1-phenylbiguanide (a selective 5-HT3 receptor agonist)
[42, 43] had no effect on vagally induced bradycardia in
diabetic rats. These findings suggest that, in experimental
long-term (eight-week) diabetes, the serotonergic effects on
bradycardia are mediated through activation of the 5-HT;
receptors but not through activation of the 5-HT, or 5-
HT; receptors. We had previously demonstrated that, in
normoglycemic pithed rats, 5-HT, receptors are involved
in the inhibition of vagally induced bradycardia and that
the 5-HT3 receptor is required for stimulatory action [11].
Therefore, we propose that, in experimental diabetes, as in
normoglycaemia [11, 12], the serotonergic system interferes
with cholinergic cardiac transmission, producing enhance-
ment and inhibition of the bradycardic effect induced by
vagal stimulation.

Several authors have hypothesized that, at gastrointesti-
nal level, in normoglycaemic animals, 5-HT) receptors are
involved in the reduction of acetylcholine release [10, 44].
To determine which 5-HT; receptor subtype is responsible
for the action observed in this paper, we used antagonists
and selective 5-HT); agonists in our experimental model of
diabetes.

In long-term diabetic rats, we noted that the increases
observed in the vagally induced bradycardia after admin-
istration of low doses of 5-HT and 5-CT (selective 5-
HT,/; receptor agonist) were mimicked, at all stimulation
frequencies, by the selective 5-HT)4 receptor agonist 8-OH-
DPAT [45].

However, and unlike the effects observed in four-week
diabetic rats, L-694,247, a selective agonist for nonrodent



5-HTip and 5-HTip receptors [46], failed to mimic the
inhibitory action on vagally induced bradycardia elicited by
high doses of 5-CT. Also, CGS-12066B, a rodent 5-HT;p
receptor agonist [47], had no effect on vagally induced
bradycardia. These findings suggest that the 5-HT 5 receptor
subtype is involved in regulating the stimulatory effect
observed.

Regarding the antagonists utilized, the selective 5-HT
antagonist WAY-100,635 [48] and the selective 5-HT; recep-
tor antagonist pimozide [49] did not affect the vagally
induced bradycardia in long-term diabetic rats. However,
the vagally induced bradycardia was slightly enhanced by
methiothepin (nonselective 5-HT receptor antagonist) [50].
These findings are consistent with reports describing an
intrinsic effect on acetylcholine release in rat striatal slices
for methiothepin [51].

We have previously indicated a dual effect for 5-CT in
four-week diabetic rats [12]. This effect was reproduced in
eight-week diabetic rats, but the receptor subtype involved
in the inhibitory effect was different. Furthermore, in the
present study we showed that, in long-term diabetic rats (8
weeks), (i) methiothepin [40], a nonselective 5-HT receptor
antagonist, blocked the enhanced and inhibitory effects
of 5-CT on the vagally induced bradycardia; (ii) 8-OH-
DPAT (selective 5-HT 4 receptor agonist) could enhance the
bradycardia produced by vagal stimulation; (iii) the action
of 8-OH-DPAT was abrogated by WAY-100,635 (selective
5-HT;s antagonist) [52]; (iv) pimozide (selective 5-HT;
antagonist) [49] blocked the inhibitory effect of high doses
of 5-CT; (v) after pretreatment with pimozide, 5-CT could
increase the bradycardia produced by vagal stimulation at all
doses tested.

Diabetes mellitus is associated with severe debilitating
complications that include diabetic autonomic neuropathy
characterized in part by impaired cardiac parasympathetic
responsiveness [13]. Parasympathetic dysfunction in the
diabetic heart may lead to an autonomic imbalance which
may predispose the heart to ventricular arrhythmias and
sudden death. Our findings suggest a possible peripheral
action of serotonergic receptors in modulating cholinergic
transmission, in addition to the well-known central 5-HT 5
receptor regulation in cardiovascular effects [7, 53]. Also,
the role of 5-HT; receptors in facilitating vagal outflow
activation to the heart [1, 8, 54] has been suggested.

We also showed that the dual effect (stimulatory and
inhibitory actions) of the vagally induced bradycardia caused
by 5-HT and 5-CT persisted if the bradycardia was elicited by
exogenous acetylcholine in long-term diabetic rats.

These results confirm the pre- and postjunctional nature
of these serotonergic actions in long-term diabetes. Never-
theless, these findings are in contrast with results described
by our research team in normoglycaemic rats [11] and were
similar to those found in four-week diabetic pithed rats [12],

The present study showed that long-term diabetes
changed the responses to 5-HT on the in vivo cardiac
response to activation of parasympathetic nerves. Peripheral
5-HT;4 and 5-HT?7 receptors may have a physiological role in
the regulation of cardiovascular reflexes, controlling changes
in parasympathetic (vagal) drive to the heart. In this line,
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in the nucleus tractus solitaries, Oskutyte et al. [55] have
reported the presence of 5-HT14 and 5-HT; receptors, which
play an important role in cardiovascular reflex activation of
parasympathetic outflow to the heart.

In conclusion, experimental long-term diabetes induces
changes in the nature and the type/subtype of 5-HT receptors
involved in vagal bradycardia induced by electrical stimu-
lation. Activation of the 5-HT;s receptor subtype induces
enhancement of vagally induced bradycardia, whereas atten-
uation of this bradycardia is due to activation of the 5-HT7
receptor subtype. The effects induced by 5-HT occur at the
pre- and postjunctional level in long-term diabetic pithed
rats. Based on these and our previous results, the alloxan-
induced diabetes in rats (short- and long-term diabetes) is an
appropriate model to study the role of 5-HT and its receptors
in the development and progression of the autonomic and
endothelial dysfunction due to diabetes mellitus type 1. Fur-
ther investigation is warranted to determine whether 5-HT;
receptors play a pathophysiological role in the autonomic
dysfunction due to this chronic disease.
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Resultados y discusion. Articulo 3

En el presente articulo, estudiamos los cambios inducidos por 5-HT en la
diabetes experimental a largo plazo sobre la respuesta cardiaca in vivo por activacion de
los nervios parasimpaticos. Esto se logré6 mediante el examen de los receptores
serotoninérgicos implicados en las respuestas colinérgicas cardiaca inducida por
estimulacion eléctrica vagal, o por administraciéon de Ach exogena durante la diabetes

experimental (a largo plazo) inducida por aloxano en ratas.

El aloxano es un agente diabetdogeno que induce un sindrome en los animales
que se asemeja a la diabetes mellitus tipo 1 caracterizado por hiperglucemia,
hipercolesterolemia, glucosuria y niveles elevados de hemoglobina glicoxilada en los
eritrocitos (Agrawal et al., 1987; Oztiirk et al., 1996; Chan et al., 2000; Miranda et al.,
2002; Alabadi et al., 2001; Garcia et al., 2007). Este agente, en nuestros experimentos,
no modifica la frecuencia cardiaca, segun lo indicado previamente por Lee et al. (1989),

Zoha et al. (1988) y Howarth et al. (2010).

La administracion intravenosa en bolus de serotonina tuvo un doble efecto sobre
la bradicardia inducida, tanto por estimulacion vagal como por administracion exdgena
de Ach. 5-hidroxitriptamina (5-HT) incrementd la bradicardia a dosis bajas y la
disminuy6 a dosis altas; este efecto es reproducido por el agonista selectivo de

receptores 5-HT/7, maleato de 5 carboxamidotriptamina (5-CT).

El aumento de la bradicardia a dosis bajas de 5-CT fue reproducido por un
agonista 5-HT A, bromohidrato de 8-hidroxi-2-dipropylaminotetralina (8-OH-DPAT) y
bloqueado por el antagonista selectivo de receptores 5-HT 4, WAY-100,635.

El pretratamiento con un antagonista no selectivo de receptores 5-HTj,
metiotepina, bloquea el efecto estimulante e inhibidor de 5-CT; sin embargo, pimozide,

antagonista selectivo de receptores 5-HT7, s6lo bloqued su accion inhibidora.

En nuestras condiciones experimentales no hubo diferencias significativas en la

frecuencia cardiaca (FC) basal entre los tres grupos de estudio (ratas normoglucémicas,
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diabéticas a corto y a largo plazo) como previamente ha sido demostrado por otros
grupos y por nosotros mismos (Akiyama et al., 1989; Moran et al., 1994; Garcia et al.,
2007). Sin embargo, estos resultados contrastan con estudios realizados por otros
grupos, donde describen una disminucion tanto del ritmo cardiaco (Lo Giudice et al.,

2002) como del tono parasimpatico durante la diabetes (Martinez-Nieves et al., 2000).

El efecto bradicardizante producido por estimulacion eléctrica del nervio vago
(a todas las frecuencias de estimulacion) fue menor que el observado en las ratas
diabéticas a corto plazo y mayor que en ratas normoglucémicas (Moran et al., 1997;
Garcia et al., 2007). Ago et al. (2007) utilizando ratas diabéticas, mostraron
incremento en la FC inducida por estimulacion vagal usando frecuencias de

estimulacion mas altas que las utilizadas por nosotros (16, 32 y 64 Hz).

La administracion de Ach exégena (5 y 10 pg/kg) en ratas hiperglucémicas a
largo plazo produce una bradicardia mas pronunciada que en las ratas normoglucémicas
(diferencias estadisticamente significativas). Sin embargo, la bradicardia fue menos
pronunciada que en las ratas diabéticas a corto plazo. Nuestro equipo de investigacion y
otros han sugerido que la diabetes inducida quimicamente puede provocar defectos
funcionales cardiacos en los nervios colinérgicos (Tomlinson et al., 1982, 1983;
Roquebert et al., 1991; Moran et al., 1997). A nivel cardiaco, inhibidores de los
receptores muscarinicos M, limitan la liberacién de acetilcolina de los nervios
(Yonehara et al., 1979; Fuchs y Fuder, 1985; Wetzel y Brown, 1985). El hecho de que
la inhibicion de la liberacion de acetilcolina por inhibidores neuronales de receptores
muscarinico M, este aumentada durante la diabetes ha sido descrito ampliamente en
diferentes modelos experimentales, incluyendo pulmén de rata (Belmonte et al., 1997),
leon y traquea de ratas diabéticas (Coulson et al., 2002), vejiga urinaria (Tong et al.,
2002) o incluso, auricula humana (Oberhauser et al., 2001). En base a estos
antecedentes, en el presente estudio, se examinaron los cambios inducidos por la
diabetes a largo plazo en la accion 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 a largo plazo. Este doble efecto fue
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reproducido por el agonista selectivo de receptores 5-HT, 7, 5-CT (Hoyer et al., 1994): a
dosis bajas (5 y 10 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
a-metil-5-HT, (un agonista selectivo de los receptores 5-HT,anpnc) (Baxter et al.,
1995) o de 1-fenilbiguanida, (un agonista selectivo del receptor 5-HT3) (Ireland y Tyers,
1987; Chen et al., 1991), no tienen efecto sobre la bradicardia inducida vagalmente en
ratas diabéticas. Esto sugiere que, en la diabetes experimental a largo plazo (ocho
semanas), los efectos serotonérgicos sobre la bradicardia estdn mediados por activacion
de los receptores 5-HT) 7, pero no a través de la activacion de receptores 5-HT, y 5-HTs.
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-HT3 son los requeridos
para la accion estimulante (Morén et al., 1997). Por lo tanto, proponemos que, en la
diabetes experimental, al igual que ocurre en situacion de normoglucemia (Moran et al.,
1997; Garcia et al., 2007), el sistema serotonérgico interfiere con la transmision
colinérgica cardiaca, produciendo aumento o inhibicion de la bradicardia inducida por

estimulacion vagal; aunque los receptores implicados no son los mismos.

Varios autores han planteado la hipdtesis de que, a nivel gastrointestinal, en los
animales normoglucémicos, los receptores 5-HT, estan involucrados en la reduccion de

la liberacion de acetilcolina (Dando et al., 1998; Tonini et al., 1992).

Para determinar el subtipo de receptor 5-HT) responsable de la accion observada
en este trabajo, hemos utilizado agonistas y antagonistas selectivos de los diferentes

subtipos de receptores 5-HT; en nuestro modelo experimental de diabetes.

En las ratas diabéticas a largo plazo, hemos observado que los incrementos en la
bradicardia inducida vagalmente tras la administracion de dosis bajas de 5-HT y 5-CT
(agonista selectivo de los receptores 5-HT,;;) fueron reproducidos, a todas las
frecuencias de estimulacion, por el agonista selectivo de receptores 5-HTa, 8-OH-

DPAT (Middlemiss y Fozard, 1983).
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Sin embargo a diferencia de los efectos observados en ratas diabéticas de cuatro
semanas, L-694,247, un agonista selectivo 5-HT g/ 1p (Beer et al., 1993), no es capaz de
reproducir la accion inhibitoria producida por altas dosis de 5-CT sobre la bradicardia
inducida vagalmente. Del mismo modo, CGS-12066B, un agonista de los receptores de
5-HT;p (Tomkins et al., 2000), no tuvo efecto sobre bradicardia inducida vagalmente, lo
que sugiere que el subtipo de receptor 5-HT4 es el principal responsable del aumento

de la bradicardia inducida por estimulacion vagal.

Para comprobar este hecho se utilizaron antagonistas selectivos de los diferentes
subtipos de receptores: asi, el antagonista selectivo de receptores 5-HT;s, WAY-
100,635 (Forster et al., 1995) y el antagonista selectivo de receptores 5-HT7, pimozide
(Roth et al., 1994) no modifican la bradicardia inducida por estimulacion vagal en
ratas diabéticas a largo plazo. Sin embargo, la bradicardia inducida vagalmente fue
ligeramente incrementada por metiotepina (antagonista no selectivo de los receptores 5-
HT);) (Centurion et al., 2000). Este hecho esta de acuerdo con estudios que describen
un efecto intrinseco de metiotepina sobre la liberacion de Ach en cortes del estriado de

rata (Ramirez et al., 1997).

Hemos indicado previamente un doble efecto para 5-CT en ratas diabéticas de
cuatro semanas (Garcia et al., 2007). Este efecto se reprodujo en ratas diabéticas de
ocho semanas, pero el subtipo de receptores involucrado en el efecto inhibidor fue
diferente. Por otra parte, en el presente estudio hemos demostrado que, en ratas

diabéticas a largo plazo (8 semanas):

* Metiotepina (Hoyer et al., 1994), un antagonista no selectivo de
receptores serotonérgicos, bloqued los efectos estimulantes e
inhibidores de 5-CT sobre la bradicardia inducida por estimulacién

vagal.

* 8-OH-DPAT (agonista selectivo del receptor 5-HT,,) incremento la

bradicardia producida por estimulaciéon vagal.

e La accion de 8-OH-DPAT fue bloqueada por WAY-100,635
(antagonista selectivos 5-HT ) (Mostany et al., 1990).
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* Pimozide, antagonista selectivo de receptores 5-HT7, (Roth et al., 1994),

bloqued el efecto inhibidor de altas dosis de 5-CT.

* Después del pretratamiento con pimozide, 5-CT pudo incrementar la

bradicardia producida por estimulacion vagal a todas las dosis utilizadas.

La diabetes mellitus se asocia a graves complicaciones, que incluyen la
neuropatia diabética autonodmica, caracterizada, en parte, por la deficiencia en la
respuesta parasimpatica cardiaca (Park et al., 2009). La disfuncion parasimpatica en el
corazon diabético puede llevar a un desequilibrio autondémico que predispone el corazéon
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, ademas de la ya conocida regulacion central de los receptores 5-
HT;s en los efectos cardiovasculares (Dreteler er al., 1990; Skinner et al., 2002).
Otros autores han sugerido un papel de los receptores 5-HT7 en la activacion del flujo
vagal en el corazon (Kellet ef al., 2005; Alexander et al., 2008; Ramage y Villalon,
2008).

También hemos mostrado que el efecto dual producido por 5-HT y 5-CT
(acciones estimulantes e inhibitorias) sobre la bradicardia inducida por estimulacion
vagal, persiste cuando la bradicardia es provocada por Ach exdgena en ratas diabéticas a

largo plazo.

Estos resultados confirman la naturaleza pre- y postsinaptica de estas acciones
serotonérgicas en ratas diabéticas a largo plazo, de modo similar a lo que ocurria en
ratas desmeduladas y diabéticas de cuatro semanas (Garcia et al., 2007). Sin embargo,
estos resultados difieren de los descritos por nuestro grupo en ratas normoglucémicas

(Moran et al., 1997).

El presente estudio demostré que la diabetes a largo plazo cambia las respuestas
de 5-HT a nivel cardiaco in vivo por activacién de los nervios parasimpaticos. Los
receptores periféricos 5-HT;4 y 5-HT; pueden tener un papel fisioloégico en la
regulacion de los reflejos cardiovasculares, controlando cambios en la accion

parasimpatica (vagal) del corazén. En esta linea, en el nucleo del tracto solitario,
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Oskutyte et al. (2009) han descrito la presencia de receptores 5-HT;, y 5-HT7, los
cuales juegan un papel importante en la activacion refleja del flujo parasimpatico

cardiaco.
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Abstract

We attempted to characterize the 5-hydroxytryptamine (5-HT) receptor type/subtype
and mediator mechanisms involved in the contractile effects of 5-HT in the in situ
autoperfused kidney of long-term diabetic rats.

Diabetes was induced in male Wistar rats by a single subcutaneous injection of alloxan.

Intra-arterial (i.a.) bolus injection of 5-HT (0.00000125 to 0.1 pg/kg) increased renal
perfusion pressure in a dose dependent way but did not affect the systemic blood
pressure in long-term diabetic rats.

The selective 5-HT, receptor agonist, a-methyl-5-HT, caused a local vasoconstrictor
effect in the in situ autoperfused rat kidney similar to 5-HT. However, BW723C86, a
selective 5-HT,p receptor agonist, m-CPP (1-(3-chlorophenyl)piperazine), a selective 5-
HT,p/oc receptor agonist, the 5-HT); receptor agonist, S-carboxamidotryptamine (5-CT),
and the selective 5-HT3 receptor agonist, 1-phenylbiguanide did not modify the renal
perfusion pressure.

In long-term diabetic rats, vasoconstriction elicited by 5-HT and a-methyl-5-HT was
significantly decreased by ritanserin (a 5-HT; receptor antagonist), spiperone (a 5-HT;a
receptor antagonist), and the cyclooxygenase (COX) inhibitors, indomethacin
(nonselective COX inhibitor), FR 122047 or nimesulide (selective COX-1 and COX-2
inhibitors, respectively), but was not modified by pretreatment with SB 206553 (3,5-
Dihydro-5-methyl N3 pyridinylbenzo [1,2.b:4,5-b'dipyrrole(1H)-carboxamide
hydrochloride), a non-selective 5-HT,c receptor antagonist, prazosin, propranolol,
enalapril or losartan.

The results of protein expression support these results: COX-1 and COX-2 are
expressed in renal tissue. Inducible COX (COX-2) is overexpressed in long-term
diabetes.

Our data suggest that, in the in-situ autoperfused kidney of long-term diabetic rats, 5-
HT wvasoconstrictor action is mediated, through cyclooxygenase pathway, by local

activation of 5-HT;4 receptors.

Keywords: 5-hydroxytryptamine; 5-HT,a receptor; autoperfused rat kidney; long-term

diabetes; cyclooxygenase pathway.
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1. Introduction

Diabetes and hypertension are both associated with an increased risk of renal disease. 5-
hydroyxytryptamine (5-HT) affects renal function (Shoji et al., 1989; Moran et al.,
1997, 2008, 2009; Tian et al., 2002); however, the action of this amine in renal
vasculature is controversial regarding both the effect (vasoconstriction/vasodilatation)
and the magnitude of the response. Studies performed previously by us to evaluate 5-
HT-induced haemodynamic changes in several autoperfused rat vascular beds
confirmed the variability of these actions depending on the vascular bed analyzed
(Fernandez et al., 2000; Calama et al., 2002; Moran et al., 1997, 2008, 2009). Even, in
the same vascular bed, 5-HT effects depend on several factors, such as the doses used or
the existence of pathologies like hypertension or diabetes (Calama et al., 2003, 2004,
2005; Garcia et al., 2005, 2006; Moran et al., 2008, 2009, 2010).

During diabetes, 5-HT vasoconstrictor effect is enhanced in renal, pulmonary or
coronary arteries of rabbits and pigs (Miranda et al., 2002; El-Kashef, 1996; Miranda et
al., 2000; Bagwell et al., 2000), but variable results were found in aortas of diabetic rats
(Orie et al., 1993; Sikorski et al., 1993; James et al., 1994; Hattori et al., 1995).

There is evidence that increases in 5-HT plasma levels may be related to the
development of diabetic nephropathy through 5-HT,a receptor activation in mesangial
cells (Eto et al., 1997; Kasho et al., 1998); moreover, serum concentrations of serotonin
are elevated in rabbit renal artery during diabetes (Miranda et al., 2002)

It seems likely that, as previously shown by us in pithed rats (Garcia et al., 2006), 5-HT
vasoconstrictor action in renal vascular bed during diabetes is linked to changes in
intracellular signaling pathways. Nevertheless, the exact mechanism has not yet been
elucidated.

In Krebs-perfused diabetic rat kidneys, the activation of vascular TXA, receptors
increases 5-HT vasoconstrictor effect to a greater extent than in control kidneys
(Hodgson et al., 1990). Others, however, describe abnormalities in the cascade of COX
in several pathologies, such as diabetic nephropathy or renal hypertension (James et al.,
1995; Hao and Breyer, 2008).

In streptozotocin-induced type 1 diabetic rats, renal synthesis of prostanoids is increased

(Craven et al., 1987; Hao and Breyer, 2008). COX-2 expression is also increased in the
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thick ascending limbs and macula densa in both type I streptozotocin diabetic and type
IT diabetic Zucker rats (Komers et al., 2001, 2005; Cheng et al., 2002; Dey et al., 2004).
Selective COX-2 inhibition significantly reduces glomerular hyperfiltration in
streptozotocin-induced diabetic rats, which is consistent with the fact that COX-2-
derived prostanoids increase hyperfiltration in diabetic kidney (Komers et al., 2001,
2005; Hao and Breyer, 2008; Yar et al., 2010).

In light of the above, in this work we aimed to determine if long-term diabetic state
induces changes in the 5-HT receptor type/subtype involved in the 5-HT local
vasoconstrictor effect in the in-situ autoperfused rat kidney and analyze the possible

involvement of direct/indirect mechanisms.
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2. Materials and methods

2.1. Ethical approval of the study protocol

Housing conditions and experimental procedures were in accordance with regulations
provided by the European Union on the use of animals for scientific purposes
(86/609/EEC, Article 5; Appendix II). This was enacted by Spanish legislation on 14
March 1988 (R.D. 223) and 10 October 2005 (R.D.1201).

Male Wistar rats (250-350 g) were used in the present study. Rats were kept and
supplied by the Animal House of the Faculty of Pharmacy of the University of
Salamanca (PAE-SA001; Salamanca, Spain).

2.2. Diabetes induction and animal maintenance

The rats were divided into two groups: normoglycaemic and diabetic rats. Diabetes was
induced by a single injection of alloxan (150 mg/kg, s.c.) in 0.9% NaCl (physiological
saline). Rats were then maintained on tap water and regular food ad libitum for 8 weeks.
Normal rats served as controls, and both groups, control and alloxan-diabetic rats, were
all aged-matched. Body weight, systolic blood pressure, heart rate and blood glucose
levels were determined before and at 2, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days after
alloxan administration. Only rats with elevated blood glucose levels (>11 mM) at all
time points were considered diabetic. Blood glucose levels were determined by test
strips (Accu-Chek®). Systolic blood pressure and heart rate were measured in awake rat
periodical using the tail-cuff method with a photoelectric sensor (NIPREM 546,
Cibertec S.A, Madrid, Spain) along the study. Several determinations were made in
each session for each animal and values were considered valid if five consecutive

measurements did not differ by 10 mmHg.

2.3. Animal preparation

Diabetic and normoglycaemic rats were anaesthetized with sodium pentobarbital (60
mg/ kg, i.p.). After the induction of anaesthesia, a tracheotomy was carried out and
catheters placed in the right and left carotid arteries. The right carotid artery was

cannulated for measurement of blood pressure using a Spectramed model P23xL
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pressure transducer and Grass model 7 Physiograph recorders. The penis vein was
cannulated for drug administration. Rats were kept warm with a heating lamp.

Rats were prepared for in-situ perfusion of the left kidney according to the method of
Fink and Brody (1978). Vascular beds were perfused using an extracorporeal circuit and
a constant-flow Gilson peristaltic pump. The left carotid artery was cannulated with the
inflow end of the extracorporeal flow line. The abdominal aorta was exposed by a
midline laparotomy and deflection of the intestines to the right side of the rat. A loose
tie was placed around the aorta between the left renal artery and the origin of the right
renal and superior mesenteric arteries. Additional ties were placed around the aorta 1 cm
below the left renal artery and 1 cm above the iliac bifurcation. Heparin sodium (5
mg/kg, i.v.) was given. An intravenous infusion of normal (0.9%) saline was initiated at
a rate of 2 ml/h and continued throughout the experiment.

When the aortic tie above the left renal artery was tightened, blood immediately began
to flow from the carotid artery to the left renal artery; the circuit was established without
interruption of blood flow to the kidney. Blood was pumped from the right carotid
artery to an aortic pouch from which the left renal artery was the only outlet (Fink and
Brody, 1978; Dupont et al., 1986; Roquebert et al., 1992; Moran et al., 2008, 2009)

The distal portion of the external circuit was connected to a Spectramed model P23xL
pressure transducer for measurement of perfusion pressure, which was recorded on a
Grass model 7 Physiograph recorder.

At the beginning of each experiment, flow was adjusted to render the perfusion pressure
equal to the systemic pressure. Flow was kept constant throughout the experiment and
changes in perfusion pressure reflected changes in vascular resistance. The flow rate
through the renal vascular bed ranged from 2 ml/min to 2.9 ml/min (Roquebert et al.,
1992; Moran et al., 1997, 2008, 2009). In all experiments, atropine (1 mg/kg, i.v.) was

administered before saline infusion was started to block the cholinergic effect.

2.4. Experimental protocols
Experiments were carried out after a 15 min period to allow blood pressure and
perfusion pressure to stabilize. Five rats were used to evaluate each dose of agonist or

antagonist, and each animal preparation to evaluate only one agonist or antagonist.
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The first group of experiments was carried out to confirm results from our laboratory
(Moran et al., 2008) in normoglycaemic control rats. In this group (n=25), 5-HT (n=5),
the selective 5-HT); receptor agonist, 5-carboxamidotryptamine maleate (5-CT) (n=5),
the selective 5-HT, receptor agonist, a-methyl-5-HT (n=5), and the selective 5-HT;
receptor agonist, 1-phenylbiguanide (n=5), were administered locally at doses of
0.00000125, 0.000125, 0.00125, 0.0125, 0.025, 0.05 and 0.1 pg/kg via the distal
cannula intra-arterially (i.a.) by bolus injection of a maximum volume of 10 pl using a
microsyringe (Exmire microsyringe), with a gap of 5 min between administration of
each drug dose. Saline solution (10 pl) was administered (i.a.) in the control group
(n=5) in the same way.

In the first alloxan-treated diabetic group (n=35), each rat received: 5-HT (n=5), 5-CT
(n=5), a-methyl-5-HT (n=5), the selective 5-HT,p receptor agonist, a-methyl-5-(2-
thienylmethoxy)-1H-indole-3-ethanamine hydrochloride (BW723C86) (n=5), the non-
selective 5-HT,c receptor agonist, 1-(3-chlorophenyl) piperazine dihydrochloride (m-
CPP) (n=5), and 1-phenylbiguanide (n=5) were administered locally at doses of
0.00000125, 0.000125, 0.00125, 0.0125, 0.025, 0.05 and 0.1 pg/kg by bolus injection
(i.a.) of a maximum volume of 10 ul, with a gap of 5 min between administration of
each drug dose. Saline solution (10 pl) was administered (i.a.) in the diabetic groups
(n=5) in an identical fashion.

The second alloxan-treated diabetic group (n=30) was run in parallel with the group
described above to investigate the 5-HT, receptor subtype involved in 5-HT renal
vascular effects. Several 5-HT, antagonists were administered (i.v.) 10 min before the
corresponding dose-response curve of the agonist was obtained. The dose of each
antagonist was selected after our previous experience (Fernandez et al., 2000; Calama et
al., 2002; Moran et al., 2008, 2009). 5-HT, receptor antagonist, ritanserin (1 mg/kg), the
5-HT,4 receptor antagonist, spiperone (0.125 mg/kg), and the 5-HT,p/»c antagonist, 3,5-
dihydro-5-methyl-N-3-pyridinylbenzo[1,2.b:4,5-b']dipyrrole(1H)-carboxamide
hydrochloride SB206553 (0.5 mg/kg), were administered before administration of a-
methyl-5-HT (n=15, five rats for each antagonist) or 5-HT (n=15, five rats for each
antagonist).

The third alloxan-treated diabetic group (n=70) was performed to analyze the

mechanisms involved in the serotoninergic effect by using various antagonists. The dose
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of each antagonist was selected after consideration of recommendations of authors and
our previous experience (Moran et al., 1997, 2008; Fernandez et al., 2000; Ochi and
Goto, 2001, 2002). The antagonist were administered intravenously as follows: non-
selective cyclooxygenase (COX) inhibitor, 1-(4-Chlorobenzoyl )-5-methoxy-2-methyl-
1-H-indole, indomethacin (2 mg/kg), the selective COX-1 inhibitor, 1-[4, 5-bis (4-
methoxyphenyl)-2-thiazolyl]-4-methylpipirazine hydrochloride, FR 122047 (1.5
mg/kg), the selective COX-2 inhibitor,N-(4-Nitro-
2phenoxyphenyl)methanesulfonamide nimesulide (1.5 mg/kg), the a; antagonist,
prazosin (2 mg/kg), a non- selective B-blocker propranolol (5 mg/kg), the angiotensin
converting enzyme inhibitor enalapril (I mg/kg) and the AT, antagonist, losartan (1
mg/kg), were administered 10 min before administration of a-methyl-5-HT (n=35, five

rats for each antagonist) or 5-HT (n=35 five rats for each antagonist).

2.5. Western blot analyses

Renal tissue (from both normoglycaemic and long-term diabetic rats) was lysed on ice-
cold lysis buffer and solubilized protein concentrations were determined as previously
described (Rodriguez-Barbero et al., 2001). Protein samples were separated by SDS-
PAGE and membranes blocked before incubation with the primary antibodies: COX-1
(11) and COX-2 (C-20) (Santa Cruz Biotechnology). Anti-alpha-tubulin (I-19) (Santa
Cruz Biotechnology) antibody was used to confirm loading of comparable amount of
protein in each lane. After incubation with HRP-conjugated secondary antibodies, bands
were visualized by a luminol-based detection system with p-iodophenol enhancement.

Protein expression was analyzed by densitometry using Scion Image software (Scion).

2.6. Drugs used

The following drugs were used: Alloxan, monohydrate and pentobarbital sodium
(Sigma-Aldrich), heparin sodium (Roche), atropine sulphate (Scharlau), 5-
hydroxytryptamine-creatinine sulphate (5-HT; Sigma-Aldrich), 5-
carboxamidotryptamine maleate (5-CT; Sigma-Research Biochemicals International), a-
methyl-5-hydroxytryptamine maleate (Sigma-Research Biochemicals International), a-
methyl-5-(2-thienylmethoxy)-1H-indole-3-ethanamine  hydrochloride (BW723C86;

Sigma-Research Biochemicals International), 1-(3-chlorophenyl)piperazine
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dihydrochloride =~ (m-CPP; Sigma-Research ~ Biochemicals  International),1-
phenylbiguanide (1-PBG; Sigma-Research Biochemicals International), ritanserin
(Janssen Pharmaceutical), spiperone hydrochloride (Sigma-Aldrich) and 3,5-Dihydro-5-
methyl-N-3pyridinylbenzo[1,2.b:4,5-b'|dipyrrole ~ (1H)-carboxamide hydrochloride,
SB206553, (Sigma-Research Biochemicals International), 1-(4-Chlorobenzoyl )-5-
methoxy-2-methyl-1-H-indole (indomethacin; Tocris Cookson Ltd), N-(4-Nitro-2-
phenoxyphenyl) methanesulfonamide (nimesulide; Sigma-Aldrich), 1-[4,5-bis (4-
methoxyphenyl)-2-thiazolyl]-4-methylpipirazine hydrochloride (FR122047
hydrochloride; Biogen Scientific, Madrid, Spain), D-L-propranolol hydrochloride (ICI
Pharmaceuticals), enalapril maleate (Merck, Sharp and Dohme), prazosin (Pfizer),
losartan (Merck). All drugs used were dissolved in distilled water at the time of the
experiments, with the exception of ritanserin, m-CPP and nimesulide, which were

dissolved in 0.04 mol/l lactic acid, 0.01 M HCI, and ethanol 50% respectively.

2.7. Statistics

Data are means = S.E.M. of five experiments. Changes in renal vascular resistance are
reported as increases, in mmHg, and in perfusion pressure in comparison with control
values. Statistical significance was calculated with one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Newman-Keuls multiple comparison test. P< 0.05 was

considered significant.



160 Articulo 4

3. Results

3.1. Systemic haemodynamic variables

Alloxan-induced diabetes elicited a marked increase in serum glucose and systolic
blood pressure and failure of the rats to increase their body weight in comparison with
control rats. Table 1 show the mean values of body weight, systolic blood pressure,
heart rate and glycaemia before and 8 weeks after the induction of diabetes for rats in
diabetic group and in the control group. These values did not change significantly
during the experiments and remained stable after intravenous (1 ml/kg) or intra-arterial
(10 pl) administration of the vehicle saline solution, HCl 0.01 mol/l, lactic acid 0.04
mol/l or ethanol 50%.

3.2 Renal vascular effects of the 5-hydroxytryptamine receptor agonists 5-HT, 5-CT, a-
methyl-5-HT, and 1-phenylbiguanide in normoglycaemic anesthetized rats

Mean resting blood pressure, perfusion pressure, and heart rate in normoglycaemic
anesthetized rats were 90.5 £ 5.4 mm Hg and 91.4 = 3.2 mm Hg and 390.3 + 12.1
beats/minute (bpm), (n=25) respectively. These values did not change significantly
during the experiments, and remained stable after intravenous (1 ml/kg) or i.a. (10 ul)
administration of the vehicle saline solution or HC1 0.01 mol/I.

Local i.a. injection of graded doses of 5-HT and of the selective 5-HT, agonist, a-
methyl-5-HT, (0.00000125, 0.000125, 0.00125, 0.0125, 0.025, 0.05 and 0.1 pg/kg, n=5
for each compound) had no effect on systemic blood pressure, but increased the
perfusion pressure in the in-situ autoperfused rat kidney in a dose-dependent way (Fig.
1A, 1B).

Neither systemic blood pressure nor perfusion pressure was modified by local
administration of similar doses of the selective 5-HT, receptor agonist 5-CT (n=5) or

the selective 5-HT3 receptor agonist 1-phenylbiguanide (n=5) (data not shown).

3.3. Renal vascular effects of the 5-HT receptor agonists 5-HT, 5-CT, a-methyl-5-HT,
m-CPP, BW723C86 and 1-phenylbiguanide in long-term diabetic rats

Mean resting blood pressure, perfusion pressure, and heart rate in long-term diabetic
rats were 147.6 = 1.7 mm Hg, 146.2 £ 1.8 mm Hg and 345 + 10.0 bpm (n=135),

respectively. These values did not change significantly during the experiments and
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remained stable after i.v. (1 ml/kg) or i.a. (10 pl) administration of the vehicle saline
solution, HC1 0.01 mol/l, lactic acid 0.04 mol/l, or ethanol 50%.

Local i.a. injection of graded doses of 5-HT (0.00000125, 0.000125, 0.00125, 0.0125,
0.025, 0.05 and 0.1 pg/kg) (n=5) had no effect on systemic blood pressure but increased
perfusion pressure in the in-situ autoperfused rat kidney in a dose-dependent fashion
(6.3+0.5,9.4+0.6,14.5=+0.6, 184 +0.6,23.6 £ 1.4,29.6 + 1.9, and 35.6 £ 2.1 mm
Hg, respectively) (Fig. 1A, 2). At doses of 0.00000125, 0.000125, 0.00125, 0.0125,
0.025, 0.05 and 0.1 pg/kg (n=5), the selective 5-HT, agonist, a-methyl-5-HT, increased
perfusion pressure by 6.3 £0.6,9.2 £ 1.3, 14.7+2.7, 19.8 £+ 2.3,24.7 £ 2.3, 38.1 £ 2.5,
and 44.1 + 2.0 mm Hg, respectively (Fig. 1B, 2), without modifying systemic blood
pressure.

Neither systemic blood pressure nor perfusion pressure was modified by local
administration of similar doses of either the selective 5-HT; receptor agonist, 5-CT
(n=5), or the selective 5-HT; receptor agonist 1-phenylbiguanide (n=5) (Fig. 2), or the
selective 5-HT,¢ receptor agonist m-CPP (n=5) or the selective 5-HT,p receptor agonist

BW723C86 (n=5) (Fig. 2).

3.4. Effect of selective 5-HT receptor antagonists (ritanserin, spiperone and SB206553)
on the 5-HT- or o-methyl-5-HT renal vasoconstrictor-induced effect in long-term
diabetic rats

Intravenous administration of the different antagonists tested (ritanserin (1mg/kg);
spiperone (0.125 mg/kg) or SB206553 (0.5 mg/kg)) did not induce changes in mean
blood pressure or perfusion pressure (data not shown).

However, pretreatment with 1 mg/kg of the 5-HT, receptor antagonist, abolished the
vasoconstrictor responses induced both by 5-HT (n=5) (Fig. 3) and a-methyl-5-HT
(n=5) (Fig. 4) in renal vasculature.

This blockage was reproduced by the selective 5-HT,a receptor antagonist, spiperone
(0.125 mg/kg, n=5 for each agonist), which significantly blocked the renal
vasoconstrictor responses induced by i.a. administration of 5-HT (Fig. 3) or a-methyl-5-
HT (Fig. 4).

The effects of 5-HT and a-methyl-5-HT were also tested after treatment with

SB206553, a 5-HTp5c antagonist (0.5 mg/kg, n=5 for each agonist). The local renal
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vasoconstriction induced by 5-HT and a-methyl-5-HT was not modified 10 min after

1.v. pretreatment with the 5-HT,p/2¢ receptor antagonist SB206553 (Fig. 3, 4).

3.5. Effect of other antagonists (indomethacin, FRI122047, nimesulide, prazosin,
propranolol, enalapril or losartan) on the 5-HT or o-methyl-5-HT renal
vasoconstrictor-induced effect in long-term diabetic rats

Pretreatment with either 2 mg/kg of the non-selective cyclooxygenase (COX) inhibitor
(COX-1 and COX-2) indomethacin, or the selective COX-1 inhibitor, FR 122047
hydrochloride (1.5 mg/kg), or the selective COX-2 inhibitor, nimesulide (1.5 mg/kg)
abolished the renal vasoconstrictor responses to either 5-HT (n=5 for each antagonist)
(Fig. 4) or a-methyl-5-HT (n=5 for each antagonist) (Fig. 5).

The effects of 5-HT and a-methyl-5-HT were also tested after treatment with either the
o antagonist, prazosin (2 mg/kg), or the non-selective B-blocker propranolol (5 mg/kg),
or the angiotensin converting enzyme inhibitor enalapril (I mg/kg) or antagonist AT,
losartan (1 mg/kg) (data not shown).

No changes in mean blood pressure or perfusion pressure were observed after

administration of any of these antagonists (data not shown).

3.6. Study of the expression of COX in the kidney tissue in control and long-term
diabetic rats.

We examined the expression of COX-1 and COX-2 in kidneys of control and diabetic
rats by Western blot analysis. No difference in COX-1 protein expression was observed
between the Control, 4 weeks and 8 weeks diabetic kidneys (Fig. 6). However,
expression of COX-2 protein was higher in kidneys from 8 weeks diabetic rats

compared with control and 4 weeks diabetic rats.
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4. Discussion

This study aimed to characterize the 5-HT receptor type/subtype and the mechanisms
involved in serotonergic vascular responses in the in situ autoperfused kidney of long-
term diabetic rats.

Alloxan, used as diabetogenic agent, induces induces a syndrome resembling type-1
Diabetes Mellitus (Agrawal et al., 1987) and is commonly used as an experimental
model of diabetes (Miranda et al., 2002; Garcia et al., 2006; Moran et al., 2010).

The technique used in our experiments, following the method of Fink and Brody (1978),
allowed continuous measurement of renal blood flow in rat, permitting therefore the
evaluation of rapid changes in renal blood flow induced by direct i.a. administration of
drugs. Direct local renal action of 5-HT and possible indirect actions induced by the
release of humoral vasoactive agents can be evaluated (Moréan et al., 2009).
Cardiovascular reactivity to 5-HT during experimental diabetes showed marked
variations in different vascular beds (Miranda et al., 2000; Garcia et al., 2005, 2006;
Moran et al., 2010). Constrictor responses to 5-HT in kidneys of diabetic rats were
significantly increased (Hogson et al., 1990), whereas responses to 5-HT were reduced
in rat hindquarters (Sikorski et al., 1991) and isolated aorta from diabetic rats (James et
al., 1994; James and Hodgson, 1995). We and other authors have described that these
variations also occur in experimental models of hypertension, where reactivity to 5-HT
is increased in isolated kidneys and in the in situ auperfused rat kidney (Tuncer and
Vanhoutte, 1991; Boston et al., 1997; Moran et al., 2009); however, hypertension does
not induce any changes in pithed rats (Haeusler and Finch, 1972; Cavaliere et al., 1980).
In this study, local i.a. administration of 5-HT in intact diabetic rats significantly
augmented the renal perfusion pressure in a dose-dependent manner, which was
significantly increased compared to normoglycaemic rats. Our data are

consistent, on one hand, with findings in rabbit renal artery (Miranda et al., 2002), in the
in situ autoperfused rat kidney (Shoji et al., 1989; Endlich et al., 1993), in short and
long-term diabetic pithed rats (Garcia et al., 2006; Moran et al., 2010) and, on the other
hand, with Van Buren et al. (1998) data, who reported an increase in the sensitivity of
the basilar artery to 5-HT in short-term diabetic rats.

In long-term diabetic rats, 5-HT vasoconstrictor action in the in situ autoperfused rat

kidney is due to 5-HT, receptor activation, since this effect was reproduced by similar
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doses of 5-HT), receptor agonist, a-methyl-5-HT (Baxter et al., 1995) and completely
prevented by pretreatment with the selective 5-HT, receptor antagonist, ritanserin
(Awouters et al., 1988). Neither the selective 5-HT; receptor agonist, 5-CT (Nowak et
al., 1993; Wool et al, 2000) nor the selective 5-HT; receptor agonist, 1-
phenylbiguanide, (Cheng et al., 2002), reproduced the serotonergic vasoconstrictor
action. Similar results have also been described by us in normoglycaemic and
hypertensive rats (Moran et al., 1997, 2008, 2009); and are in agreement with data from
other authors using conscious, normoglycaemic, hypertensive and diabetic rats (Zink et
al., 1990; Ramage and Villal6n, 2008; Kobayashi et al., 2008).

In this experimental model, 5-HT administration did not induce any vasodilator effect at
any of the used doses, as already occurred in normoglycaemic and hypertensive rats
(Moran et al., 2008, 2009). However, our group has described both vasodilator and
vasoconstrictor actions for 5-HT in autoperfused hindquarters of anesthetized rat
depending on the doses used (Calama et al., 2002). Also, other authors have described a
dual effect for serotonin (vasodilator and vasoconstrictor actions) at renal vascular level
(Shoji et al., 1989; Endlich et al., 1993).

Accordingly, we focused on the determination of the 5-HT receptors subtypes involved
in the serotoninergic vasoconstrictor effect in long-term diabetic rats. Both 5-HT and a-
methyl-5-HT vasoconstriction was more marked in diabetic rats than in
normoglycaemic rats. In contrast with our previous observations in normoglycaemic
rats (Mordn et al., 2008), i.a. administration of the selective 5-HT,¢ receptor agonist, m-
CPP, did not reproduce the vasoconstrictor effect observed with 5-HT or a-methyl-5-
HT. Neither did the administration of the selective 5-HT,g receptor agonist,
BW723C86. Therefore, 5-HT,pc receptor subtypes are devoid of any serotonergic
vasoconstrictor action in the in situ autoperfused kidney of long-term diabetic rats.

This fact was confirmed using selective antagonists: the selective 5-HT, receptor
antagonist, ritanserin (Awouters et al., 1988) and the selective 5-HT,n receptor
antagonist, spiperone, (Hoyer et al., 1994) prevented the vasoconstrictor effect induced
by either 5-HT or a-methyl-5-HT. The selective 5-HT,ppc receptor antagonist,
SB206553 (Kennett et al., 1996) did not inhibit either a-methyl-5-HT or 5-HT

vasoconstrictor action.
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Therefore, we surmise that 5-HT»4 receptor subtype is mainly involved in the 5-HT
induced renal vasoconstriction in long-term diabetic animals; whereas in the
normoglycaemic rat model the main receptor subtype involved was 5-HT,¢c (Moran et
al., 1997, 2008). Vanhoutte et al. showed that responses to serotonin are modulated by
the endothelium (Vanhoutte and Houston, 1985; Houston and Vanhoutte, 1986). So, this
change in receptor subtype could be due to endothelial changes, which are widely
known to occur during diabetes, or to the augmented renal reactivity to 5-HT already
described in diabetic SHR animals (Boston et al., 1997). Moreover, the long-term
diabetic state in rats led to a hypertension similar to that induced by L-NAME where we
have already determined similar results due to expression and activation of 5-HT,a
receptors in renal artery (Moran et al., 2009). In this line, Kobayashi et al. (2008)
indicate that sarproglelate, a 5-HT,s receptor antagonist, improves glomerular
endothelial function in rats with streptozotocin-induced diabetic nephropathy.

Our results are in agreement with those obtained by Zink et al. (1990) using conscious
rats, by Tuncer and Vanhoutte (1991) in isolated perfused kidney, and with more recent
studies carried out in isolated renal artery, where 5-HT;4 receptor subtype was reported
to be the main responsible for the 5-HT-pressor responses (Watts and Thompson, 2004).
However, our results differ from data reported by Shoji et al. (1989), Endlich et al.
(1993) and Tian et al. (2002), where 5-HT was found to have a dual effect
(vasoconstrictor and vasodilator actions) at renal vascular level. Since alterations in
endothelium and prostaglandins, or in their interaction with 5-HT have been longly
reported in different vascular beds of normoglycaemic, hypertensive or diabetic models
of mice, rats or dogs (Blackshear et al., 1991; Endlich et al 1993; Tuncer and Vanhoute,
1991; Guo et al., 2005; Moran et al., 2009), we analyzed if any indirect mechanisms
were involved in this serotonergic vasoconstrictor effect. To do so, we tested the effect
of different antagonists (the al antagonist, prazosin, the non-selective B-blocker,
propranolol, the angiotensin converting enzyme inhibitor, enalapril, the AT1 antagonist,
losartan or the inhibitors of the cyclooxygenase pathway (COX-1 and COX-2):
indomethacin, FR 122047 and nimesulide, at doses commonly used to inhibit renal
prostaglandin production) on the renal vasoconstrictor effect of 5-HT and a-methyl-5-

HT. The vasoconstriction was completely blocked by inhibitors of cyclooxygenase
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pathway at all the doses tested, and was not modified by pretreatment with prazosin,
propranolol, enalapril or losartan.

Therefore, we propose that, in the in-situ autoperfused kidney of long-term diabetic rats,
5-HT vasoconstrictor action is mediated by activation of the 5-HT,a receptor that leads
to the cyclooxygenase pathway activation.

To confirm our results, we carried out cyclooxygenase protein expression studies in
kidney tissue. Two isoforms of COX are identified, COX-1 and COX-2. The first one is
constitutively expressed in most tissues. In the normal adult kidney, COX-1 has been
localized in arteries and arterioles, glomeruli and collecting ducts (Smith and Bell,
1978). In contrast, COX-2 operates as an inducible enzyme and its expression can be
markedly increased by inflammation, diabetes or physical stimuli (Komers et al., 2001,
2005; Guo et al., 2005; Hao and Breyer, 2008). In mesangial cells, multiple stimuli can
induce COX-2 expression, among them mediators that bind to G-protein-coupled seven-
transmembrane receptors such as 5-hydorxytriptamine (Stroebel and Goppelt-

Struebe, 1994; Goppelt-Struebe and Stroebel, 1998; Goppelt-Struebe et al., 1999). Our
studies revealed both COX-1 and COX-2 expression in the kidney tissue, as already
reviewed by Harris and Breyer (2001). COX-2, inducible isoform, is overexpressed
after eight week of diabetes induction in rats. Similar results have already been reported
by Nacci et al. (2009) in aorta of eight-week streptozotocin diabetic mice and in other
diabetic models, such as type I and type II Zucker diabetic rats (Komers et al., 2001,
2005; Cheng et al., 2002, Dey et al., 2004). Moreover, renal prostanoid synthesis has
been shown to be increased in streptozotocin diabetic rats (Craven et al., 1987; Miranda
et al., 2002). Also, in human diabetic kidneys, an increased expression of COX-2 has
been demonstrated (Khan et al., 2001; Hao and Breyer, 2008).

Despite Tuncer and Vanhoutte (1991) findings, who reported that responses to 5-HT in
kidneys of SHR rats are not affected by the cyclooxygenase inhibitor indomethacin, our
results, in a diabetic model, suggest a role for COX-2 derived prostaglandins in the

pathogenesis of renal hemodynamic changes to 5-HT during diabetes.

5. Conclusion
In conclusion, our data suggest that, long-term diabetes induces changes in the 5-HT

receptor subtype and in the indirect mechanisms involved in the serotonergic effect in
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the in situ autoperfused rat kidney. In long-term diabetic rats, 5-HT renal
vasoconstrictor action is mediated by local 5-HT,4 receptor activation and by an

increase in prostanoid formation.
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Table 1. Values of body weight, systolic blood pressure, heart rate and glycaemia in control and

diabetic rats.

Body weight  Systolic blood pressure ~ Heart rate Glycaemia n
(2 (mmHg) (bpm) (mM)

Control rats
Initial time 219+9.0 88.5+5.0 375+ 10.0 5.6+0.2 25
8 weeks after 424 +16.0 90.5+4.0 390+ 12.1 48+0.1 25
Diabetic rats
Initial time 192 +10.0 124+ 5.0 310+ 6.0 5.6+0.1 135
8 weeks after 309 +11.8° 147 + 1.7° 340+ 10.0 20.1+0.7* 135

n.n

Results are means + S.E.M. for "n" rats
“Significantly different from the corresponding value in control rats, P< 0.05.
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Fig. 1. Effect of intra-arterial renal administration in normoglycaemic and alloxan-
induced diabetic rats of different doses of: (A) 5-HT (0.00000125-0.1 pg/kg) (B) a-
methyl-5-HT (0.00000125-0.1 pg/kg) on perfusion pressure in the in-situ autoperfused
rat kidney in. Data are means + S.E.M. *P<0.05 with respect to basal perfusion

pressure. * P<0.05 vs normoglycaemic group.
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Fig. 2. Effect of intra-arterial renal administration of different doses of 5-HT receptor
agonists (0.00000125-0.1 pg/kg) on perfusion pressure in the in-situ autoperfused rat
kidney. 5-HT (5-hydroxytryptamine), 5-CT (5-Carboxamidotryptamine), o-methyl-5-
HT, BW723C86 (a-methyl-5-(2-thienylmethoxy)-1H-indole-3-ethanamine
hydrochloride), m-CPP (1-(3-chlorophenyl)piperazine dihydrochloride) and 1-
phenylbiguanide (1-PBG). Data are means = S.E.M. *P<0.05 with respect to basal

perfusion pressure.
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Fig. 3. Effect of pretreatment with ritanserin (1 mg/kg), spiperone (0.125 mg/kg),
SB206553 (0.5 mg/kg) or indomethacin (2 mg/kg) on the renal vasoconstrictor effect
induced by intra-arterial administration of 5-HT (0.00000125-0.1 pg/kg) in the in-situ
autoperfused rat kidney. Data are means + S.E.M. *P<0.05 vs the saline group (control),

which received identical 5-HT doses without antagonist pretreatment.
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Fig. 4. Effect of pretreatment with ritanserin (1 mg/kg), spiperone (0.125 mg/kg),
SB206553 (0.5 mg/kg) or indomethacin (2 mg/kg) on the renal vasoconstrictor effect
induced by intra-arterial administration of oa-methyl-5- HT (0.00000125-0.1 pg/kg) in
the in-situ autoperfused rat kidney. Data are means + S.E.M. *P<0.05 vs the saline
group (control), which received identical a-methyl-5-HT doses without antagonist

pretreatment.
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Fig. 5. Effect of pretreatment with FR122047 (1.5 mg/kg) or nimesulide (1.5 mg/kg), on
the renal vasoconstrictor effect induced by intra-arterial administration of a-methyl-5-
HT (0.00000125-0.1 pg/kg) in the in-situ autoperfused rat kidney. Data are means =+
S.E.M. *P<0.05 vs the saline group (control), which received the same a-methyl-5-HT

doses without antagonist pretreatment.
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Fig. 6. COX expresion in kidney diabetics rats: (A) Total protein extracts from control
(C) and four (4WD) or 8 (8WD) weeks diabetic rats were analyzed by Wester blot to
detect COX-1 and COX-2 protein expression. Loading control included anti-tubulin
antibody. A representative blot from three independent experiments is shown. Blots
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Resultados y discusion. Articulo 4

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar el tipo/subtipo de receptores 5-HT
y los mecanismos serotonérgicos implicados en las respuestas vasculares en rifidon
autoperfundido in situ de ratas diabéticas a largo plazo. El agente diabetdogeno utilizado
fue el aloxano, que induce un sindrome semejante a la diabetes mellitus tipo 1
(Agrawal et al., 1987), y se usa, comunmente, como un modelo experimental de

diabetes en animales (Miranda et al., 2002; Garcia et al., 2006; Moran et al., 2010).

La inyeccion intraarterial (i.a.) de diferentes dosis de 5-HT (0,00000125 a 0,1
ng/kg) aumentd la presion de perfusion renal de manera dosis dependiente, pero no

modifico la presion arterial sistémica en las ratas diabéticas a largo plazo.

El agonista selectivo del receptor 5-HT,, a-metil-5-HT, provoco un efecto
vasoconstrictor local en el rifion autoperfundido in situ de rata, similar al producido por
5-HT. Sin embargo, BW723C86, un agonista selectivo de receptores 5-HT,5, m-CPP
(1-(3-clorofenil) piperazina), un agonista selectivo de receptores 5-HTppc, 5-
carboxamidotryptamine (5-CT), agonista selectivo de receptores 5-HT;, y 1-
fenilbiguanida, agonista selectivo de receptores 5-HT3, no modificaron la presion de

perfusion renal.

El efecto vasoconstrictor producido por 5-HT y a-metil-5-HT disminuyo
significativamente en presencia de ritanserina (antagonista selectivo de receptores 5-
HT,), espiperona (antagonista selectivo 5-HT»4), indometacina (inhibidor no selectivo
de COX), FR122047 (inhibidores selectivos de COX-1) o nimesulida (inhibidor
selectivo de la COX-2) en ratas diabéticas a largo plazo. Sin embargo, dicha accion
vasoconstrictora no fue modificada ni por el pretratamiento con SB206553 (3,5-dihidro-
5-metil- N3pyridinylbenzo [1,2-b: 4,5-b '] dipyrrole (1H)-carboxamida clorhidrato),
antagonista no selectivo de receptores 5-HT,¢, prazosina (bloqueante a,-adrenérgico),
propranolol (bloqueante B-adrenérgico no selectivo), enalapril (inhibidor de la ECA) o

losartan (antagonista de receptores AT)).
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Los resultados del andlisis de expresion de proteinas confirma estos resultados:
COX-1 y COX-2 se expresan en el tejido renal. La COX inducible (COX-2) esta sobre-

expresada en la diabetes a largo plazo.

La técnica utilizada en nuestros experimentos (Moran et al., 2009), segun el
método descrito por Fink y Brody (1978), permite la medicion continua del flujo
sanguineo renal en rata, lo que, como consecuencia, permite evaluar los cambios
rapidos en el flujo sanguineo renal inducido por la administracion i.a. de diferentes
farmacos. Asi, se puede evaluar la accién directa local renal de 5-HT y posibles
acciones indirectas inducidas por la liberacion de agentes vasoconstrictores o

vasodilatadores humorales.

La reactividad cardiovascular a 5-HT en la diabetes experimental muestra
marcadas variaciones en diferentes lechos vasculares (Miranda et al., 2000; Garcia et
al., 2005, 2006; Moran et al., 2010). Las respuestas constrictoras a 5-HT en rifion de
rata diabética por aloxano aumentaron significativamente en comparacion con los
controles (Hogson et al., 1990), mientras que respuestas a 5-HT disminuyeron en el
tren posterior de rata diabética por aloxano (Sikorski et al., 1991) y en aorta aislados de
ratas diabéticas por STZ (James et al., 1994; James y Hodgson, 1995). Nosotros y otros
autores ya hemos descrito que esta variacion (en la respuesta a serotonina) también se
observa en otros modelos experimentales, como la hipertension, donde la reactividad a
5-HT esta aumentada, tanto en rifion aislado como en rifion auperfundido in situ de rata
(Tuncer y Vanhoutte, 1991; Boston et al., 1997; Morén et al., 2009). Sin embargo, la
hipertension no induce ningin cambio en ratas desmeduladas (Haeusler y Finch, 1972;

Cavaliere et al., 1980).

En este estudio, la administracion local i.a. de 5-HT en ratas diabéticas aumentd
significativamente la presion de perfusion renal de manera dosis-dependiente; el efecto
vasoconstrictor fue significativamente mayor que el encontrado en ratas
normoglucémicas. Nuestros datos estdn de acuerdo con los resultados de Miranda et
al. (2002) en arteria renal, y con otros resultados en el rifion autoperfundido de rata
(Shoji et al., 1989; Endlich et al., 1993); y también son consistentes con nuestros
resultados previos en ratas desmeduladas diabéticas a corto (4 semanas) y largo plazo (8

semanas) (Garcia et al., 2006; Moran et al., 2010); apoyados por los resultados de Van
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Buren et al. (1998), quienes proponen un aumento en la sensibilidad de la arteria basilar

a 5-HT en ratas diabéticas a corto plazo.

En las ratas diabéticas a largo plazo, la accidon vasoconstrictora de 5-HT en rifion
autoperfundido in situ de rata se debe a la activacion de receptores 5-HT,, ya que este
efecto fue completamente bloqueado con el pretratamiento con el antagonista selectivo
de receptores 5-HT,, ritanserina (Awouters et al., 1988) y reproducido con dosis
similares del agonista 5-HT,, a-metil-5-HT (Baxter et al., 1995). Ni el agonista
selectivo de receptores 5-HT;, 5-CT (Nowak et al., 1993; Wool et al., 2000) ni el
agonista selectivo de receptores 5-HTs, 1-fenilbiguanida (Cheng et al., 2002), fueron
capaces de reproducir la accion vasoconstrictora de 5-HT. Estos resultados también han
sido descritos por nosotros en ratas normoglucémicas e hipertensas (Moran et al., 1997,
2008, 2009); y estan de acuerdo con datos de otros autores utilizando ratas conscientes,
normoglucémicas, hipertensas y diabéticas (Zink et al,. 1990; Ramage y Villalon,

2008; Kobayashi et al., 2008).

En este modelo experimental, la administracion de 5-HT no produjo efectos
vasodilatadores a ninguna de las dosis utilizadas, como ocurria en ratas
normoglucémicas e hipertensas (Moran et al., 2008, 2009). Sin embargo, nuestro grupo
ha descrito tanto acciones vasodilatadoras y vasoconstrictoras de 5-HT en el tren
posterior autoperfundido de rata anestesiada en funcion de las dosis utilizadas (Calama
et al., 2002). Ademas, otros autores han descrito un doble efecto de serotonina (acciones

vasodilatadoras y vasoconstrictoras) a nivel vascular renal (Shoji et al., 1989; Endlich et

al., 1993).

En consecuencia, nos hemos centrado en la determinacion del tipo/subtipos de
receptores serotonérgicos implicados en el efecto vasoconstrictor en ratas diabéticas a
largo plazo. La accion vasoconstrictora de 5-HT y a-metil-5-HT, en ratas diabéticas, fue
superior a la encontrada en ratas normoglucémicas. Ni la administracion i.a. del
agonista selectivo de receptores 5-HT,c, m-CPP, ni la administracion intraarterial de
BW723C86 (agonista selectivo del receptor 5-HT,g5) fueron capaces de reproducir el
efecto vasoconstrictor de 5-HT o a-metil-5-HT. Por lo tanto, los receptores 5-HTp2c
carecen de accion vasoconstrictora serotoninérgica en el rifion autoperfundido in situ de

ratas diabéticas a largo plazo.
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Este hecho fue confirmado utilizando antagonistas selectivos: tanto el
antagonista selectivo de receptores 5-HT,, ritanserina (Awouters et al., 1988) como el
antagonista selectivo de receptores 5-HT;4, espiperona (Hoyer ef al., 1994) bloquearon
el efecto vasoconstrictor inducido por a-metil-5-HT y 5-HT. Sin embargo, el
antagonista selectivo de receptores 5-HT,pnc, SB206553 (Kennett et al., 1996) no
inhibid la accion vasoconstrictora. En vista de lo anterior, sugerimos que los receptores
5-HT,a son los que estan principalmente involucrados en la vasoconstriccion renal

inducida por 5-HT en los animales diabéticos a largo plazo.

Asi, proponemos que la acciéon vasoconstrictora de 5-HT en rifion
autoperfundido in situ de ratas diabéticas a largo plazo esté4 principalmente mediada por
activacion de receptores 5-HT;4; mientras que en el modelo de rata normoglucémicas el
subtipo de receptor principalmente implicado fue el 5-HT,¢ (Moran et al., 1997, 2008).
Este cambio en el subtipo de receptor podria deberse a los cambios endoteliales que se
producen durante la diabetes o al aumento de la reactividad renal a 5-HT que ya ha sido
descrito en animales diabéticos SHR (Boston et al., 1997). Vanhoutte et al. han
demostrado que las respuestas a serotonina estan moduladas por el endotelio (Vanhoutte
y Houston, 1985; Houston y Vanhoutte, 1986). Por otra parte, el estado diabético a
largo plazo en ratas origina una hipertension arterial similar a la inducida por L-NAME
ya descrita anteriormente por nuestro grupo (Moran et al., 2009), en la que ya hemos
descrito resultados similares debidos a la activacion y expresion de receptores 5-HToa
en la arteria renal. En esta linea, Kobayashi e al/ (2008) indican que sarpogrelato, un
antagonista del receptor 5-HT,a, mejora la funcion endotelial glomerular en ratas con

nefropatia diabética inducida por STZ.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Zink et al. (1990)
utilizando ratas conscientes, y por Tuncer y Vanhoutte (1991) en rifion aislado
perfundido, y con estudios mas recientes llevados a cabo en la arteria renal aislada,
donde ya se reportd que el subtipo de receptores 5-HT,n son los principales
responsables del efecto constrictor de 5-HT (Watts y Thompson, 2004). Sin embargo,
nuestros resultados difieren de los datos reportados por Shoji et al. (1989), Endlich et al.
(1993) y Tian et al. (2002), donde 5-HT tiene un efecto dual (acciones vasoconstrictoras

y vasodilatadoras) a nivel vascular renal. En los ultimos afos se han descrito
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alteraciones en endotelio, en prostaglandinas y en su interaccion con 5-HT o con el
sistema serotonérgico, en diferentes lechos vasculares en modelos de ratones, ratas y
perros normoglucémicos, hipertensos o diabéticos (Blackshear et al., 1991; Endlich et
al., 1993; Tuncer y Vanhoute, 1991, Guo et al., 2005; Morén et al., 2009); por ello,
nuestro grupo analizé si algin mecanismo indirecto estd involucrado en este efecto
vasoconstrictor serotonérgico. Para ello, estudiamos el efecto de prazosina (antagonista
aj-adrenérgico), de propranolol (B-bloqueante no selectivo), de enalapril (inhibidor de
la enzima convertidora de angiotensina), de losartan (antagonista AT1), o de inhibidores
de la via de las ciclooxigenasas: indometacina (inhibidor no selectivo de COX),
FR122047 (inhibidor selectivo COX-1) y nimesulida (inhibidor selectivo COX-2),
sobre el efecto vasoconstrictor renal de 5-HT y a-metil-5-HT. La vasoconstriccion fue
completamente bloqueada por los inhibidores de la via de las ciclooxigenasas, y no fue

modificada por el pretratamiento con prazosina, propanolol, enalapril o losartan.

Por lo tanto, proponemos que, en el rifion autoperfundido in situ de ratas
diabéticas a largo plazo, 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.

Para confirmar nuestros resultados, se llevd a cabo el estudio de expresion de
proteinas de ciclooxigenasas en tejido renal. COX-1 es expresada constitutivamente en
la mayoria de los tejidos. En el rifion adulto normal, COX-1 se ha localizado en las
arterias y arteriolas, glomérulos y tubulos colectores (Smith y Bell, 1978). Por el
contrario, COX-2 acta como enzima inducible y su expresion se puede aumentar
considerablemente por la inflamacion, por la diabetes o por estimulos fisicos (Komers e?
al., 2001, 2005; Guo et al., 2005; Hao y Breyer, 2008). Nuestros estudios revelan
expresion tanto de COX-1 como de COX-2 en el tejido renal. La isoforma inducible,
COX-2, esta sobreexpresada después de ocho semanas de induccion de la diabetes en
ratas. Resultados similares han sido reportados por Nacci et al. (2009) en la aorta de
ratones diabéticos por estreptozotocina de ocho semanas, y en otros modelos de
diabetes, tales como ratas Zucker diabéticas , tipo I y tipo II (Komers et al, 2001, 2005;
Cheng et al., 2002, Dey et al., 2004). Por otra parte, se ha demostrado que la sintesis de

prostanoides renales estd incrementada en ratas diabéticas por estreptozotocina (Craven
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et al., 1987, Miranda et al., 2002.). Incluso, se ha demostrado en rifiones diabéticos
humanos, un incremento en la expresion de COX-2 (Khan et al., 2001; Hao y Breyer,
2008). A pesar de que Tuncer y Vanhoutte (1991) describieron que las respuestas a 5-
HT en rifiones de ratas SHR no se ven afectadas por indometacina, nuestros resultados,
en este modelo de diabetes, sugieren un papel de las prostaglandinas derivadas de COX-

2 en la patogénesis de los cambios hemodinamicos renales a 5-HT durante la diabetes.



V. CONCLVSIONES
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1. La hiperglucemia a largo plazo origina cambios en el tipo y subtipos de
receptores implicados en la accion inhibidora de serotonina sobre las respuestas
presoras obtenida por estimulacion simpatica total, en ratas. El efecto inhibidor

estd mediado por la activacion presinaptica de receptores 5-HT 4y 5-HT34.

2. La accion inhibidora de serotonina sobre las respuestas obtenidas por
estimulacion eléctrica del flujo simpatico total, por activacion de los receptores
5-HT; estd mediada por la via del oxido nitrico/guanilato ciclasa, mientras que

la producida por activacion SHT,4 implica la via de las ciclooxigenasas.

3. La diabetes a largo plazo origina cambios en el tipo/subtipo de receptores
implicados en la bradicardia inducida por estimulacién vagal. Dichos cambios
estan mediados por la activacion pre y postsinaptica de los receptores 5-HT;a
(potenciadores de la bradicardia) y receptores 5-HT; (inhibidores de la accion

bradicardizante).

4. La hiperglucemia a largo plazo induce cambios en el subtipo de receptor y en los
mecanismos indirectos  implicados en la accidon serotonérgica en rifion
autoperfundido in situ. En ratas diabéticas a largo plazo, la accién
vasoconstrictora inducida por serotonina esta mediada por activacion local de

receptores 5-HT,4, modulando la via de las ciclooxigenasas.

En resumen, la diabetes experimental a largo plazo induce cambios en el tipo y subtipos
de receptores y en los mecanismos serotonérgicos implicados en la regulacion de

funciones cardiovasculares y renales.
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