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Introduccion 3

I.- 5-HYDROXYTRYPTAMINA (5-HT)

1.- 5-Hidroxitriptamina, apuntes historicos

La 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) es un neurotransmisor y una hormona
presente en muchas especies, incluyendo al hombre, que juega un papel importante en
gran variedad de funciones fisiologicas tales como el dolor, el apetito, las emociones, el
sexo, el suefo o la memoria, asi como en todos los procesos patologicos asociados a

dichas funciones.

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

Fue al principio del siglo pasado cuando Brodie (1900) describio, en un estudio
realizado en gato, como la inyeccion 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. La 5-
hidroxitriptamina, sin embargo, no fue aislada en sangre hasta 1948 siendo
caracterizada poco después por Rapport et al., quienes la denominaron seglin su accion

vascular original (sero = suero y fonin = vasoconstriccion: “serotonina”).

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

fue reconocida como sustancia neurotransmisora (Twarog y Page, 1953). La
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observacion casi simultdnea de que la droga psicodisléptica dietilamida del acido
lisérgico (LSD) antagonizaba una respuesta producida por 5-HT (atn cuando la
respuesta fuera contraccion del musculo liso gastrointestinal) confirmo la idea de que la

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

Paralelamente, se aislo otra sustancia enddgena procedente de las células
enterocromafines (presente en la mucosa intestinal) a la que se denomind enteramina
(Ersparmer y Asero, 1952). La funcion observada para la enteramina constituia
fundamentalmente la contraccion de musculo liso. Posteriores investigaciones
demostraron que enteramina y serotonina eran quimica y farmacoldgicamente similares

(Ersparmer, 1954).

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

Se encuentra ampliamente distribuida en los reinos animal y vegetal. En los
mamiferos la podemos encontrar en células enterocromafines del tracto gastrointestinal,
plaquetas, pared de los vasos sanguineos, pulmones, corazon, etc., y en SNC, actuando

CcOmo neurotransmisor.

El 95% de su sintesis ocurre a nivel periférico, concretamente a nivel intestinal,
y se produce a partir de L-triptéfano procedente de la dieta y que es captado por las
células enterocromafines para sufrir una serie de transformaciones, dependiendo la
regulacion de esta sintesis, de la cantidad de triptofano disponible y de diferentes
factores que controlan la actividad de la triptéfano-hidroxilasa (Hills y Jessen, 1995). La
combinacion del grupo hidroxilo en la posiciéon 5 del ntcleo indol y una amina
nitrogenada primaria actuando como aceptador de un proton del pH fisioldgico, hacen
de 5-HT wuna sustancia hidrofilica y que, por tanto, no traspasa la barrera
hematoencefalica, de tal forma que los 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. Se localiza principalmente en nucleos del rafe, glandula

pineal y otras neuronas (Figura 2).
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La 5-HT puede ser liberada al lumen intestinal debido a estimulos nerviosos o
alimentarios, e interactuar con receptores localizados en el musculo liso intestinal o ir a
la circulacion portal. También podemos localizarla en neuronas entéricas. En sangre, la
mayor parte de 5-HT no se encuentra circulante sino almacenada en las plaquetas por un
mecanismo de transporte activo (ya que ellas no son capaces de sintetizarla). Durante la
agregacion plaquetaria es liberada en grandes cantidades y actua, localmente, en células
endoteliales y células del musculo liso vascular. También podemos encontrarla en
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 gldndula pineal se cree que es el principal precursor de la sintesis de
melatonina. La degradacion se produce principalmente por las MAO

(monoaminoxidasas).

“OOH OOH

NH, NH,

=
N 3

L-Triptéfano 5-Hidroxitriptofano

- NH, /
LAAD
N
H

S-HIDROXITRIPTAMINA

MAO, AD
COOH H,0 H
- N~~cocn,
H H,0C. 2
N N
H

N
H

Acido 5-Hidroxiindolacético 5-Metoxitriptamina Melatonina

Figura 2: Biosintesis y metabolismo de 5-HT.
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3.- Receptores serotonérgicos y mecanismos de accion

La clasificacion y nomenclatura de los receptores serotonérgicos ha
evolucionado durante los tltimos afios, sobre todo en la ultima década del siglo XX, en
respuesta a una rapida extension de informacion sobre la estructura y funcion a nivel

molecular.

A finales de los anos 50, Gaddum y Picarelli encontraron indicios de mas de un
tipo de receptores para serotonina, de acuerdo, por un lado, con diferentes tipos de
antagonismos de dibenzilina y morfina frente a la accion de 5-HT en musculo liso de
ileon de cobaya, y por otro lado, con la liberacion de acetilcolina. De este modo, los
receptores fueron inicialmente denominados 5-HT-D (musculotrépicos), localizados en
el musculo esquelético y 5-HT-M (neurotropicos), localizados en ganglios
parasimpaticos y que mediaban la liberacion de acetilcolina en terminaciones nerviosas
postsinapticas; ésta fue la primera evidencia de la existencia de diferentes tipos de

receptores para serotonina.

La introducciéon de las técnicas de fijacion molecular (binding) con
radioligandos in vitro en 1979 por Peroutka y Snyder, permitio la discriminacioén entre
varios tipos de receptores serotonérgicos, de modo que se especifico la presencia de dos
tipos diferentes de receptores (5-HT; y 5-HT,), segin la preferencia de union, en

homogenado de cerebro, por ["'H]5-HT o [*H]espiperona respectivamente.

En 1986, Bradley et al., propusieron una clasificacion y nomenclatura diferente
para los receptores de 5-HT, en la que se identificaron tres subtipos distintos de
receptores: a) “5-HT;-like” que tenian gran afinidad por 5-carboxamidotriptamina y
podian unirse a [H]5-HT; b) 5-HT, que eran idénticos a los anteriormente
caracterizados como 5-HT-D y que tenian gran afinidad por ketanserina; ¢) 5-HTj3, cuyo
mecanismo de transduccion esta asociado a canales idnicos y corresponden a los

anteriormente caracterizados como 5-HT-M.

Sin embargo, la introduccidn de herramientas propias de la biologia molecular y
su aplicacion, junto con las técnicas bioquimicas y funcionales de los tltimos afos, han

llevado a la aparicion de una clasificacion de receptores basada en la caracterizacion
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seglin su composicion aminoacidica y la unién a segundos mensajeros, asi como las
caracteristicas funcionales de los mismos. Se han identificado y caracterizado nuevos
receptores de 5-HT, que a veces han sido nombrados de diferente forma por distintos
grupos de investigacion (Ej.: los receptores 5-HT g también conocidos como 5-HTpg 0

S12) (Levy et al., 1992; Weinshank et al., 1992).

Para evitar toda esta ambigiiedad, “The Serotonin Receptor Nomenclature
Committee of the Internacional Union of Pharmacology” (NC-IUPHAR) reclasifico los
receptores para 5-HT (Hoyer et al., 1994; 2002) basandose en criterios estructurales
(estructura molecular), operacionales (agonistas) y transduccionales (mecanismo de
transduccion intracelular) y establecieron la existencia de siete clases de receptores
diferentes: 5-HT;, 5-HT,, 5-HTs y 5-HT7 (bien caracterizados), 5-HT4 (no clonados), 5-
hts y 5-hts (clonados pero cuyas caracteristicas operacionales y transduccionales no se
conocen). Ha sido a esta clasificacion de Hoyer et al. (1994) a la que se ha adaptado la
nueva informacién obtenida de estudios con receptores recombinantes y nativos. De
este modo y de acuerdo con esta clasificacion, un receptor se nombrard con letras
mayusculas cuando sus caracteristicas estructurales y operacionales se hayan definido
bien y se haya establecido como receptor enddgeno; los que no cumplan este criterio se

nombraran con letras mintusculas.

~— Receptor

Receptor
5-HT2A

Figura 3: Sinapsis serotonérgica.
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Basicamente, 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 estos 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. También estd claro que los sitios de unidn para los diferentes agonistas

y antagonistas estdn localizados en las regiones transmembrana (o-hélices) de la

proteina, hecho que ya se ha observado por técnicas de mutagénesis y receptores

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

[ CANALES IONICOS

5-HT3a
5-HT3g

[ - RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G - ]

Gi/o

—>

»

5-HTip < cAMP

»

>
5-htr | «— L »
—
)
—>
Gq
PLC >
-

5-HT,4

(5 )

5-HT7

? (B
? — (Ehes

5-HTaa
5-HTop
5-HTyc

Figura 4: Representacion esquematica de la clasificacion de receptores de 5-HT. Los receptores
representados en mintiscula no tienen una funcion fisiolégica determinada. 3°-5'-
adenosin monofosfato ciclico (CAMP); fosfolipasa C (PLC); positiva (+V); negativa (-

V) (Hanon y Hoyer, 2002).
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Los receptores de 5-HT activan, bien a la enzima adenilato ciclasa [que
promueve la produccidon de adenosin monofosfato ciclico (AMP,)], bien a la fosfolipasa
C [que promueve la produccion de inositol trifosfato (IP;)] y aumenta el calcio
intracelular [Ca®];) o bien a canales i6nicos (como por ejemplo canales de potasio).
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 accion de alrededor del 80% de todos los neurotransmisores y hormonas (Birnbaumer
et al., 1990).

_ Extracelular

Intracelular

Variantes
5-HT)c

Figura S: Estructura general de receptores serotonérgicos 5-HT 54y 7, 5-hts
y 5-HT¢ (tomado de Martin y Eglen, 1998).
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Figura 6: Representacion esquematica de la sefial de transduccion de
un receptor serotonérgico acoplado a proteinas G con 7

Serotonina

Receptor

Membrana
sindptica

Proteina

G x Liberacion
de transmisor
aumentada
Fosfato. >

Nucleo w’_v_v_v.".v.quN
Elemento de respuesta AMPc Expresion del gen

dominios transmembrana.

Etanol —

Agonista Antagonista

@ Ketamina

Y

Na’/Ca* ——> Despolarizacion

Figura 7: Estructura del receptor serotonérgico 5-HT; (tomado de

Martin y Eglen, 1998).
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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 formacion de cAMP. Uno de ellos, es el receptor 5-htjg, cuya
denominacion en minascula indica que aunque el gen que codifica para este receptor ha
sido identificado su papel fisiolégico no ha sido aiin bien definido. En contraste, los
receptores 5-HTa, 5-HTig y 5-HTp 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-
HT;g y 5-HTp, siendo esta tarea dificil debido a la identidad farmacologica tan
proxima que poseen. Unicamente en roedores ha sido posible diferenciar la
farmacologia de 5-HT;g y 5-HT;p debido a que 5-HT;p en estas especies exhibe una

farmacologia tnica como resultado de una mutacién en ASP;23/ARG 3.

3.2.- Receptores 5-HT-

Comprende esta familia tres subtipos de receptores diferentes, 5-HT24, 5-HT2p y
5-HT,¢c que comparten entre 46-50% de su secuencia genética, y se acoplan
preferentemente a G¢/G1; para aumentar la hidrolisis de inositol trifosfato y aumentar el
calcio citosolico. De estos tres subtipos, los receptores 5-HTog y 5-HT,c 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.

3.3.- Receptores 5-HT;

El receptor 5-HT; es el unico miembro de esta familia de receptores que
pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a canales i6nicos. Esta localizado
exclusivamente en tejido neuronal donde media la despolarizacion neuronal rapida. Sus

respuestas se bloquean por un gran nimero de potentes antagonistas que son altamente
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selectivos. Se cree que existe como estructura homopentamérica de o y 3 subunidades
en las que s6lo un 41% de la secuencia se ha clonado, considerandose también la
posibilidad de que sean estructuras heteropentaméricas. La subunidad a ha sido clonada
de humanos, ratas y ratones y muestra similitud con el receptor nicotinico de

acetilcolina.

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

Todos ellos se unen preferentemente a proteinas Gs y promueven la formacion
de AMPc; estan organizados como diferentes clases de receptores porque poseen una
secuencia idéntica inferior al 40%. No obstante, esta division es asumida como
arbitraria y estd sujeta a posibles cambios en el futuro. Es importante decir que los dos
subtipos de receptores 5-hts: 5-htsp y 5-htsg comparten mas del 70% de la secuencia
aminoacidica en roedores, pero todavia no se ha encontrado una funcion fisiologica en
humanos. En la actualidad existen agonistas selectivos de receptores 5-HT4, asi como
agonistas y antagonistas selectivos de receptores 5-HTs y 5-HT7. Para 5-hts atin no se

han encontrado ligandos selectivos.

3.5.- Otros receptores de 5-HT: receptores huérfanos y otras

isoformas

Existen algunos receptores de 5-HT que han sido definidos farmacologicamente
pero para los cuales no se ha identificado el gen que los codifica. Como su estructura es
desconocida, estos receptores se denominan como 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. propusieran la clasificacion de receptores para
serotonina en la que se basa la actual realizada por la IUPHAR, el conocimiento de
estos receptores no 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-HTj, pero que a
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diferencia de estos ultimos son activados por ligandos como los dipéptidos 5-HT

(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,c, cuatro variantes funcionales del receptor 5-
HT; (5-HT7)-5-HT7)) y cuatro variantes funcionales para el receptor 5-HT4 (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.

Se sigue especulando 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.
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Tipo Receptor 5-HT,
Subtipo 5-HT,, 5-HTp 5-HTp 5-htg 5-HTr
. 5-HT
Nombre previo 5-HT pp 5-HT)p, e 1F
5-HTs
. Cortex,
. Estriado, nucleo talamo,
Hipocampo, Hipocampo, accumbens, rafe Putamen, ullee
Localizacic ntcleo del rafe,  gystancia negra, dorsal, cortex, olfativo,
ocd utzaclwn e cordén espinal, hipocampo, tubérculo  hipocampo,
contra amigdala rafe, estriado, sustancia negra, olfativo, cordén
globo palido putamen, ganglios amigdala espinal
trigeminales
. Hett?r(?rre?ceptor Terminaciones VSMC, LEheTsiEL Utero,
Localizacion colinérgico en o . mRNA en .
P autonomicas, terminaciones . mesenterio,
e G PO VSMC nerviosas Gt VSMC
mientérico vascular
Autorreceptor en  Autorreceptor a
.. hipocampo. nivel central.
'Facﬂl.t’a la Heterorreceptor Heterorreceptor .
liberacion de colinérgico abaérgico No Neuroin-
Funciones NA'y Ach, re1co y £aPACIBICO Y . hibicion
. ., adrenérgico. colinérgico. Media establecidas L
hipotension. -, . . o, trigeminal
R — Contracmop de 51mpat01nh1blclon.
musculo liso Media
vascular vasoconstriccion
8-OH-DPAT
Agonistas U92016 CP93129 LY334370
selectivos PNU109291 Ninguno LY334864
(+)UH301 (roedor) BRL 54443
Antagonistas WI(X)XSII-IO?)O(;??’S SGBRzS]5656?121
selectivos AR SB236057 BRL15572 Ninguno Ninguno
NAS181(roedor)
Localizacion
cromosomica 5q11.2-q13 6q13 1p34.3-36.3 6ql14-15 3pl3-pl4.1
en humanos
Mecanismo de
(-) AC () AC (-) AC () AC () AC

transduccion

Tabla 1: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HT;, (VSMC = células de musculo liso vascular).
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5-HT) 5-HTyc
D 5-HT,c
Cortex, hipocampo, Plexo coroideo,
estriado, bulbo médula, estriado,
olfativo, cordon hipocampo,
espinal hipotalamo, cordon
espinal
Musculatura lisa
vascular y
bronquial,
plaquetas, tracto
gastrointestinal,
endotelio
Vasoconstriccion. Posible participacion
Agregacion en la produccion de
plaquetaria. transferrina.
Broncoconstriccion. Regulacion del LCR
Neuroinhibicion
Ninguno R0600175
Ketanserina RS 102221
SB242084
13q14-q21 Xq24
Incrementa Incrementa hidrolisis
hidrolisis de Pl 'y de Pl y eleva [Ca®'];
eleva [Ca”'];

Tabla 2: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HT,, (LCR = liquido cefalorraquideo).
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5-HT3

M

Estriado, hipocampo,
globo palido, sustancia
negra, tronco
encefalico

Neuronas simpaticas
postganglionares,
neuronas sensoriales

Neuroexcitacion
simpatica y para-
simpatica. Provoca
emesis

2-Me-5-HT
m-CPB

Ondansetrona
Tropisetrona

Granisetrona

Subunidad A: 11q
Subunidad B:11q 23.1

Asociado canales
i6nicos

Tabla 3: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-HTs y 5-HT,, (EEG = electro-
encefalograma).
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5-hts

5-HTsa

Hipocampo, Putamen,
cortex, tubérculo
cerebelo, olfativo,
bulbo nucleo
olfativo, accumbens,
cordon cortex,

espinal hipocampo

Ganglios
cervicales
superiores

No esta- Modulacion
blecidas liberacion
de Ach en
SNC

Ninguno

R004679
R0630563
SB271046

No Preferente:
establecido incremento
dela
formacion
AMPc

Tabla 4: Clasificacion de receptores serotonérgicos 5-hts, 5-htg y 5-HT;.
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4.- Acciones farmacolégicas asociadas a 5-HT

Como consecuencia de su amplia distribucion por todo el organismo la
serotonina estd implicada en muy diversos procesos fisiologicos y patolégicos. Asi, 5-
HT cumple una funcion de primer orden en la regulacion de la motilidad
gastrointestinal, participa en los procesos de agregacion plaquetaria ya que es
almacenada y secretada por las plaquetas; y aunque sus reservas periféricas constituyen
la mayor parte de 5-HT del organismo, esta monoamina actla también como
neurotransmisor a nivel del SNC, influyendo de forma directa o indirecta en casi la
totalidad de las funciones cerebrales. Puede actuar como neurotransmisor, ejerciendo

una accion inmediata, o bien como modulador de otros neurotransmisores.

Entre las acciones de 5-HT, a nivel central, podemos destacar efectos sobre la
funcién endocrina (el control hormonal lo ejerce fundamentalmente sobre el eje
hipotalamo-hipofisis), el suefio (es la 5-HT la principal implicada en las fases Il y IV
del suefo), el apetito (5-HT regula la ingesta y la saciedad), la conducta sexual (ejerce
efecto inhibidor de la liberacion hipotalamica de gonadotropinas), la regulacion de la
temperatura corporal y regulacion de la ansiedad, asi como en procesos depresivos y en

procesos psicoticos:

e 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
estd regulado por el balance adrenérgico-serotonérgico, y que por
ejemplo, la administracion de antagonistas 5-HT,, como la ritanserina,

aumentan el suefio de ondas lentas.

e Agresividad e impulsividad: en estudios realizados en humanos se ha
demostrado que hay una correlacion entre el 5-HIAA (metabolito
procedente de la degradacion de 5-HT) del liquido cefalorraquideo e
impulsividad y agresividad (Brown y Linnoila, 1990). Diversos autores
han demostrado que los ratones KO para 5-HT;g generan agresividad
extrema, y en humanos también se ha visto que una mutacién de punto
en el gen que codifica para la MAO, se relaciona con retraso mental y

agresividad (Brunner et al., 1993), hecho que se ha confirmado
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posteriormente también en roedores (Cases et al., 1995). Todos estos
trabajos ponen de manifiesto que anormalidades de 5-HT se

correlacionan con comportamientos agresivos.

e Ansiedad y depresion: en este sentido los farmacos eficaces contra la
depresion son en su mayoria inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (SRII), ademas la accion directa de 5-HT sobre receptores 5-
HT;s ha demostrado una implicacion directa en la ansiedad y depresion,
hecho demostrado en ratones con eliminacion de este receptor (Parks et
al., 1998; Ramboz et al., 1998), y también el uso de agonistas selectivos

de receptotes 5-HT,, como el m-CPP, se ha relacionado con ansiedad.

e 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.

e Temperatura, funciones endocrinas [secrecion de ACTH, hormonas
gonadotropas, hormona del crecimiento y prolactina (5-HT;, 5-HT»)],
sensibilidad dolorosa (5-HT)), la posicion y reflejo postural (5-HT, 5-

HT,), control central de la actividad emética (5-HT3), etc.

A nivel periférico también esta implicada en la actividad de diversos 6rganos y
sistemas, como son el aparato respiratorio (a nivel bronquial produce
broncoconstriccion), el sistema gastrointestinal (tanto en la pared del estémago como
del intestino puede provocar fenomenos de contraccion y relajacion), favorece la
agregacion plaquetaria y participa en la hemostasia, siendo la agregabilidad plaquetaria
mucho mayor en el caso de la existencia de diabetes, y puede favorecer la liberacion de
neurotransmisores desde las terminaciones nerviosas y estimular terminaciones

nerviosas sensitivas:

e En células enterocromafines: 5-HT se libera por estiramiento mecénico,
causado por los alimentos o por la estimulacion vagal eferente. En la
pared gastrointestinal produce tanto relajacion como contraccion, debida

a estimulacion directa de receptores 5-HT, y a la estimulacion de
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terminaciones nerviosas en el musculo intestinal y esofagico (5-HTy), y
en neuronas ganglionares, a través de los receptores 5-HTs. En el caso de
carcinoma de células enterocromafines se liberan grandes cantidades de
5-HT que son las responsables de los problemas cardiovasculares
(espasmo coronario, fibrosis endocardica e hipotension) que acompaifian

a esta enfermedad.

e Agregacion plaquetaria: como ya se ha mencionado anteriormente, 5-HT
no se sintetiza en las plaquetas, sino que es captada por éstas y
almacenada en granulos. Su funciéon a este nivel se muestra en el

siguiente esquema:

LESION VASCULAR

Agregacion de
plaquetas inicial

Receptores 4 Receptores
LIBERACION DE 5-HT ——
5-HT,, 2 5-HT,
Agregacion de Liberaciéon endotelial
plaquetas acelerada de EDREF, etc.
VASOCONSTRICCION l
TROMBO
VASODILATACION
HEMOSTASIA
OCLUSION VASCULAR

Figura 8: Esquema de actuacion de 5-HT tras ser liberada ante una lesion vascular.
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5.-Interaccion del sistema serotonérgico con el sistema adrenérgico

y 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 Gltimos 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 esta 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 liberaciéon y la inhibicidon de los correspondientes neurotransmisores después
de la estimulacion neuronal, asi como el aumento de dicha liberacion en terminales

adrenérgicos (Humphrey et al., 1983).

Hay estudios que demuestran que una interaccion entre el sistema colinérgico y
serotonérgico a nivel neuronal afecta a desérdenes afectivos (Dilsaver, 1986). Se
considera que serotonina estd relacionada con la liberacion de acetilcolina en diversas
zonas del cerebro: a nivel de estriado (Gillet e al., 1985), en cortex cerebral (Bianchi et
al., 1990) y en hipocampo (Maura et al., 1989) donde por medio de estudios de
microdidlisis in vivo se ha demostrado que la liberacion de acetilcolina, al menos
parcialmente, estd mediada por los receptores 5-HT o (Izumi et al., 1994; Wilkinson et

al., 1994).

A nivel cardiaco, la interaccion 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 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-HT; (Moran et

al., 1994a).

En pulmon, 5-HT origina tanto constriccion como relajacion de vias aéreas en
cerdo, principalmente facilitando postsindpticamente la neurotransmision colinérgica,

aunque también actua directamente en el musculo liso (Cazzola et al., 1995).
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Terminacion
nerviosa
colinérgica

Plaquetas

Célula de
musculo liso
bronquial

Figura 9: Accion de 5-HT a nivel de musculo liso bronquial (tomado de Cazzola
y Matera, 2000).

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 interaccion entre
ambos sistemas a nivel de SNC (Pedigo et al., 1981; Allgaier et al., 1995) y periférico
(Saxena y Villalon, 1991; Moran et al., 1994b, 1998; Jones et al., 1995; Fernandez,
1999). En la actualidad en varias especies animales se ha puesto de manifiesto la
interaccion entre el sistema simpatico y serotonérgico, al menos parcialmente, ya que la
vasoconstriccion cutanea que se produce por MDMA esta mediada por la liberacion de
5-HT, y la subsiguiente estimulacion de receptores 5-HT,4 (Blessing y Seaman, 2003),
lo que hace pensar que dicha interaccion entre estos sistemas pueda estar ligada también

a alteraciones emocionales y psicoldgicas.

A nivel pulmonar se ha demostrado la implicacion de los receptores o;-
adrenérgicos en las respuestas contractiles a 5-HT (Ogawa et al., 1995), estando

implicado en dicha contraccion el 6xido nitrico, de tal modo que en presencia de NO



Introduccion 23

endogeno la respuesta contractil de 5-HT estd mediada por los receptores o-
adrenérgicos, mientras que la inhibicién de NO enddgeno potencia el componente de la
contracciéon mediado exclusivamente a través de los receptores 5-HT,s (Shaw et al.,
2000). En tejido gingival Kerezoudis et al. (1994) han mostrado que serotonina es capaz

de modificar los niveles de vasoconstriccion producidos por el sistema adrenérgico.

De hecho, el sistema serotonérgico juega un papel fundamental en la fase de
simpatoinhibicion que se produce cuando hay un shock hemorragico, ya que
metisergida (antagonista de receptores 5-HT;/5-HT,) es capaz de bloquear esa fase de la

respuesta ante el shock en conejos (Evans et al., 1992).

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 cronotrdpicos
positivos. Ademas puede producirse bradicardia acompainada de hipertension por
respuesta refleja vagal. En ratas desmeduladas la serotonina induce una inhibicion
presinaptica de la transmision simpatica (Mordn et al., 1994b; Villalon et al., 1995)
estando dicha inhibicion mediada por los receptores 5-HT, especialmente los 5-HTp
(Moran et al., 1998). Sin embargo se reconocen mecanismos que aumentan la liberacion
de adrenalina y que estan mediados por receptores 5-HTs; (Moran et al., 1994b), y
estudios realizados por otros autores (Sanchez-Lopez et al., 2003) muestran como,
también en ratas desmeduladas, 5-HT induce una simpatoinhibicion cardiaca, que
parece estar mediada por receptores 5-HT; y 5-htsasg, quedando totalmente
desvinculados de esta inhibicion simpatica serotonérgica a nivel cardiaco los receptores

5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-ht, 5-HT7, a-adrenérgicos o la via de las prostaglandinas.
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6.-Receptores serotonérgicos y acciones a nivel cardiovascular

La 5-hidroxitriptamina ejerce cambios complejos a nivel cardiovascular, que
pueden incluir bradicardia o taquicardia, hipotensiéon 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
esté estudiando, la dosis del agonista empleado, las condiciones experimentales y en
mayor grado, la naturaleza de los receptores involucrados, asi como la posibilidad de
que aparezcan acciones reflejas o directas (Saxena et al., 1987; Bagdy et al., 1989;
Villalon et al, 1993; Miranda et al., 2000). Es conocido que la activacion de los
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 la inhibicién de estos receptores 5-HT, puede antagonizar la
vasoconstriccion serotonérgica (Gradin et al., 1986), en cambio los localizados a nivel
endotelial originan vasodilatacion como ha mostrado Vanhoutte (1987a, 2000) quien
propone para esta vasodilatacion, mecanismos serotonérgicos que inducen liberacion

del factor relajante endotelial.

Se reconoce para esta amina bidgena cierto papel en la regulacion y control de
los niveles de presion arterial, al menos a nivel central (Minson et al, 1990),
habiéndose visto que la activacion de determinados receptores, como son los 5-HT;a
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).
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Estructura de los vasos sanguineos

Arterias Venas Capilares

E 3 paen
Fibras Capa
conjuntivas Fibras endotelial
musculares (5-HT,y, 5-HT,;, 5-HT))

(5-HT,, 5-HT,,, 5-HT,, 5-HT,)

Figura 10: Estructura de los vasos sanguineos y receptores serotonérgicos en las diferentes capas.

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).

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), o de otros agentes vasoconstrictores como angiotensina Il o
prostaglandina F», (Van Nueten et al., 1985b; Frishman et al., 1995). Estudios recientes

muestran que en humanos, en las arterias coronarias, se expresan en gran cantidad los
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receptores 5-HT, y 5-HT;p, moderadamente los receptores 5-HTr y 5-HT, 5, 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-HTg, 5-
HTip, 5-HT3a, 5-HT2g, 5-HT4 y 5-HT7; en ambos casos estudios farmacolégicos han
mostrado que las respuestas vasoconstrictoras estan mediadas a través de los receptores
5-HTp y 5-HT,a (Kaumann et al., 1994; Verheggen et al., 1998, 2004). En la vena
porta de roedores, 5-HT también ejerce un efecto vasoconstrictor, tanto en las
preparaciones endotelio-dependiente o endotelio-independiente, a través de la
activacion de los receptores 5-HTpig y 5-HT,a, pero no por una liberacion de NA

(Datté y Offoumou, 2004).
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Figura 11: Efectos vasoconstrictores directos e indirectos de 5-HT, (o = adrenoceptor
a; 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 esta aumentado, aunque también se ha
mostrado la presencia directa de receptores serotonérgicos en células endoteliales

(Verbeuren et al., 1991) o bien por facilitar la liberacioén de 6xido nitrico tras activacion
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de receptores 5-HT;a, 5-HTg y 5-HT2s (Fozard y Kalman, 1994; Schmuck et al.,
1996; Kakoki et al., 199; Glusa y Pertz, 2000). En el caso de cultivos de células
endoteliales de aorta de oveja se ha demostrado la activacion, al menos en parte, de la
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;p 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 vasodilataciéon mediada por
un aumento del AMPc (Schoeffter ef al., 1996; Terron et al., 1999; Centurién et al.,
2004).
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Figura 12: Efectos vasodilatadores directos e indirectos de 5-HT, (o = adrenoceptor o,
B = adrenoceptor B, NA = noradrenalina, VIP = péptido intestinal
vasoactivo, PGI, = prostaciclina) (Vanhoutte, 1985).
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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 la ciclooxigenasa 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,c (Fernandez et al., 2000b). Sin embargo, en la vasculatura del tren posterior
en ratas, esta vasoconstriccion estd ligada a la activacion de receptores 5-HT,4 (Calama
et al., 2002), mientras que en ratas espontdneamente hipertensas la vasoconstriccion
esta ligada a los receptores 5-HT,4 y 5-HT,c (Calama et al., 2004). Las respuestas
vasodilatadoras a este nivel se producen por la activacion de receptores 5-HTip/ip
(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 [r-adrenérgicos (Calama et al., 2003).

A nivel renal también coexisten respuestas tanto vasoconstrictoras como
vasodilatadoras. 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 rifién
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 sugirié la existencia de receptores 5-HT;o a nivel
endotelial que mediaban la vasodilatacién producida por 8-OH-DPAT y por algunos
antagonistas f-adrenérgicos (Verbeuren ef al., 1991, 1993). Un estudio realizado en
nuestro laboratorio en rifion autoperfundido in situ demuestra la implicacion de
receptores 5-HT, en la vasoconstriccion provocada tanto por serotonina como por
angiotensina Il (Moran et al, 1997). Recientemente, con el desarrollo de agonistas y
antagonistas selectivos, se ha mostrado la existencia de diferentes subtipos de receptores
segun la especie animal usada, asi, en rata se ha visto la existencia de receptores 5-HT»a
y 5-HT,p en arterias renales aisladas (Watts y Thompson, 2004), mientras que en anillos
que provienen de arterias renales de conejo se ha mostrado la existencia de receptores 5-

HT;g y 5-HTp (Hinton ef al., 2000).
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La serotonina también ejerce su efecto en células mesangiales; de este modo, en
este tipo de células, se ha descrito la existencia de receptores 5-HTig y 5-HT2a,
asociados los dos a una inhibicion de la adenilato ciclasa (Schoeffter et al, 1995;
Nebigil et al., 1995). La serotonina estimula la produccion de TGF-B1 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). La serotonina, sin embargo, no parece ejercer ningin efecto sobre los

podocitos (Nitschke et al., 2000).

II. 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 esta asociada a darios a largo plazo,
disfunciones y fallo en varios organos, especialmente en los ojos, rifiones, nervios,

Corazon 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 (McCance et al., 1997; Reports of the Expert Comitte on the Diagnosis
and Classification of Diabetes Mellitus, 1997 y 2000), que quedo de la siguiente forma:

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

3. Otros tipos especificos de diabetes.

4. Diabetes gestacional.
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5. Alteracion del metabolismo o de la homeostasis de la glucosa.

Las caracteristicas de cada una de ellas quedan expresadas en las tablas 5y 6.

Diabetes
mellitus

tipo 1

Diabetes
mellitus tipo 2

Homeostasia de
la glucosa

alterada

Diabetes

gestacional

Otros tipos

especificos

Tabla 5: Caracteristicas de los distintos tipos de diabetes.
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Las dos formas mas comunes de diabetes son la diabetes mellitus tipo 1 y la
diabetes mellitus 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 anos y los que la padecen son obesos y con antecedentes familiares de

diabetes, aunque no todos dependen de la insulina exdgena (Tabla 6).

DM1 DM2
Sexo H=M M>H
Edad de diagnéstico <30 afios >40 afios
Aparicion de sintomas Brusca Solapada
Peso No obeso Obeso (80%)
Periodo de remision A veces Raro
Propension cetosis Si No

Tratamiento insulinico

Frecuentemente indispensable

Coincidencia gemelos idénticos

Habitualmente no

requerido

Coincidencia

Herencia gemelos idénticos
(40-50%)
(90%)
Asociada a determinados cromosomas Polimorfismo
Genética (cromosoma 6) genético en el gen
(cromosoma 11?) insulina
Autoanticuerpos 85-90% No
Inmunidad celular
Si No
antipancreatica
Etiologia virica Posible No
Insulinitis inicial 50-75% No
Endocrinopatias multiples
Si No
asociadas
Niveles de insulinemia Disminuidos o nulos Variables

Tabla 6: Diferencias fundamentales entre DM tipo 1 y DM tipo 2, (H = hombre, M = mujer).
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En el mundo occidental la prevalencia de la diabetes mellitus se estima que
oscila entre el 2 y el 6% de la poblacion, aunque se cree que hay un 50 % de casos sin
diagnosticar. Esta prevalencia varia en funcion del tipo de diabetes: en la DM de tipo 1,
que se caracteriza por ser una patologia que afecta a la secrecion de insulina y que
mejora notablemente con la administracion externa de la misma, la prevalencia se
estima en un 0,2%, mientras que en la DM tipo 2, que no es insulino-dependiente la

prevalencia se estima en un 6% de la poblacion, aumentando ésta con la edad.
La incidencia de esta enfermedad también varia en funcion del tipo de diabetes:
- DM tipo 1: 10-12 casos/100000 habitantes/afo.
- DM tipo 2: 60-150 casos/100000 habitantes/ao.

La morbilidad en pacientes diabéticos es mucho mayor que en sujetos que no
padecen esta enfermedad, siendo comun la aparicion de alteraciones renales, oculares,
cardiovasculares, y neurologicas. La diabetes tipo 2, que es la mas frecuente, afecta a
unos 135 millones de personas en todo el mundo; y estd en progresion constante por
muy diversas razones como los malos hébitos alimentarios, el sedentarismo, el
sobrepeso y el envejecimiento de la poblacion, y estd llegando al extremo de ser
considerada por la OMS como una “pandemia moderna”. En los paises desarrollados es
una de las primeras causas de muerte. En Espafia representa el tercer lugar entre las
causas de defuncién en mujeres y el séptimo en el caso de los hombres. En la mayor
parte de los casos no es la diabetes la responsable directa de estas muertes, sino las
complicaciones que €sta origina; en pacientes que sufren DM de tipo 2 la primera causa
de defuncion es el infarto de miocardio, que representa entre un 50-60% de muerte, y en
sujetos que sufren DM tipo 1 la primera causa de muerte es la insuficiencia renal por

nefropatia diabética.
1.- Pancreas e insulina

El 6rgano responsable de esta patologia 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.
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Histologicamente el pancreas tiene dos tejidos con funciones fisioldgicas muy

diferenciadas:

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

digestivos al duodeno.

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

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

» Células PP: que secretan una hormona de funcion no muy

aclarada que se llama polipéptido pancreatico.

Dtctulo

Cel Delta
Cel sanguinea

Acinos

Islote de Cel
Langerhans Beta Alfa

Figura 13: Anatomia fisiologica del pancreas (cel: célula).
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En 1921 Frederick G. Banting (Premio Nobel, 1923) y su ayudante Charles H.
Best (Banting y Best, 1990) aislaron la insulina del pancreas de un mono, la cual
permitié vivir durante varias semanas a un perro con diabetes y, un afio mas tarde
(1922) se llevo a cabo el primer ensayo en humanos. En 1928 Wintersteiner establecio
que tenia estructura proteica y hasta 1955 no se conocio6 la estructura primaria de la
misma (Sanger; Premio Nobel) (Sanger, 1988; Sanger, 2001), de hecho fue la primera
proteina de la que se determind su secuencia de aminoéacidos. Esta formada por dos
cadenas de aminoacidos (A y B) de 21 y 30 residuos aminoacidicos unidas por dos

puentes disulfuro.

Feptido C

Bewina
Farcna
Bovina
Humans

Figura 14: Estructura de la insulina.

La insulina se sintetiza como precursor, preproinsulina (peso molecular: 11500),
en el reticulo endoplasmatico rugoso. Este precursor es transportado al aparato de Golgi
donde sufre modificaciones postransduccionales en forma de escisiones proteoliticas a
proinsulina (peso molecular: 9000) y posteriormente a insulina (peso molecular: 5080) 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 (4cidos 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 accidon mas
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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 afos 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 mutacion de genes, tanto
de E. coli como de S. cerevisiae, lo que facilita nuevos estudios de esta molécula, tanto

estructurales como funcionales.

Con el descubrimiento de la insulina 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 llegd a la conclusién 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.

La complicacion mas frecuente en la diabetes es a nivel del sistema nervioso,
estimandose que alrededor del 40% de los diabéticos presentan algtn tipo de alteracion
neuropatica en el momento del diagnostico, viéndose afectados tanto nervios sensoriales
como motores o autonémicos. Su prevalencia aumenta con el tiempo de evolucion de la
enfermedad y con la edad del paciente. Esta afeccion lleva a un encharcamiento del
tejido nervioso (debido al funcionamiento erréoneo del sistema enzimatico de la aldosa-
reductasa), que a largo plazo provoca defectos en la transmisioén del impulso nervioso.
En muchos casos también se origina desmielinizacion de las fibras nerviosas, que se
cree que es la causa principal de las neuralgias que sufre el diabético. La neuropatia

diabética origina aumento de la respuesta vascular a NA (Moorhouse et al., 1966), y en
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la mayoria de los casos una disminucion del flujo sanguineo. La etiologia de la
disminucién de flujo sanguineo que se produce durante la diabetes y los mecanismos
implicados en dicha reduccién son aun muy desconocidos, y han comenzado a ser un
importante objeto de estudio en la neuropatia diabética ya que se ha visto que las
respuestas de vasos de los nervios, donde se ha demostrado histoquimicamente que hay
terminaciones nerviosas adrenérgicas, serotonérgicas y peptidérgicas, estan
disminuidas, lo que puede generar una alteracion del flujo sanguineo por inervacion
nerviosa, que pueden contribuir a la patogénesis de la neuropatia diabética (Kappelle et
al., 1993,1994). 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 conclusién de importantes modificaciones del sistema serotonérgico
central (Jamnicky et 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 esta disminuida la
sintesis de este neurotransmisor (Bellush y Reid, 1994). También se ha demostrado que
en animales con diabetes mellitus inducida hay cambios hormonales, tales como la

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

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 TXA, y 5-HT (Hodgson et al., 1992; James y Hodgson, 1995a y
b).

Las alteraciones cardiovasculares se pueden producir a nivel de grandes vasos

(macroangiopatias) o de pequefios vasos (microangiopatias). Estudios realizados
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recientemente 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 et al., 1990). También en la diabetes se ven
modificaciones a las respuestas contractiles, a la estimulacién por un campo eléctrico y
a la administracion de agentes vasoconstrictores exogenos, aunque en estos casos las
respuestas son contradictorias ya que hay autores que hablan de un aumento de la
respuesta vasoconstrictora a agentes exogenos (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 didlisis y de un 16% de los transplantes de rifion.
La evolucién del rifion hacia la nefropatia diabética se manifiesta clinicamente
inicialmente 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 acompana de cambios estructurales que incluyen un aumento del espesor de la
membrana basal, una 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 (angiotensina II, endotelina, prostaglandinas, glucagoén, factor
natriurético atrial) que estdn implicados en las alteraciones de las funciones renales
durante la diabetes. Las alteraciones de la hemodinamia intrarrenal, unido a las
alteraciones de diferentes vias metabdlicas llevan a la expansion del mesangio
glomerular y a la glomeruloesclerosis por mecanismos que, a dia de hoy, no estan

completamente elucidados (Lehmann y Schleicher, 2000; Raptis y Viberti, 2001).

Asi, en la evolucion de la nefropatia diabética el riiidn 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
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capilares glomerulares, seguida de una normalizacion hemodinamica en la que aparece
la microalbuminuria; més tarde aparece el estadio tardio, en el que se instaura la
insuficiencia renal con glomeruloesclerosis y proteinuria, y que, finalmente conlleva la
necesidad de didlisis o de transplante renal. Estudios realizados recientemente han
demostrado que esta nefropatia se desarrolla mas rapidamente, tanto a nivel clinico
(Marre et al., 1993) como en animales de experimentacion (Cooper et al., 1986)
cuando, ademas de la diabetes mellitus 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, que por técnicas de Western Blot realizadas por
Choi et al., (1997) se ha demostrado que a este nivel las tres isoformas de la enzima
implicada en la sintesis de NO (eNOS, iNOS y nNOS) estan aumentadas una semana
después de inducir la diabetes, lo que puede contribuir a la aparicion de las primeras
alteraciones de filtracion glomerular. Sin embargo, estos resultados contrastan con el de
otros autores que muestran por estudios histologicos que la nNOS esta disminuida en la
macula densa, sin estar alterada la eNOS en las primeras fases del desarrollo de la

diabetes (Keynan et al., 2000).

Las alteraciones oculares afectan a los nervios oculomotores y 6pticos, aunque la
estructura mayoritariamente afectada es la retina (siendo la retinopatia diabética la causa
de ceguera mas frecuente en los paises industrializados). Esta retinopatia se produce por
un engrosamiento de la pared de los capilares de la retina, habiéndose demostrado que
en la retina de rata diabética hay una menor expresion y modificaciones estructurales

de las proteinas G de células endoteliales (Sobrevia y Mann, 1997).

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 (Feletou et

al., 1994; Oyama et al., 1986) como en el hombre (Johnstone et al., 1993; Van Etten et
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al., 2002). La cantidad de 6xido nitrico disponible, que es un factor de riesgo comun
con la propia hiperglucemia producida por la diabetes u otras alteraciones metabdlicas
que se producen como consecuencia de la enfermedad; la glucosilacion de proteinas y la
sobreexpresion de NADPH oxidasa en las células musculares lisas o endoteliales,
aumentan el estrés oxidativo en los vasos sanguineos y llevan a una degradacion de NO

(Lassegue y Clempus, 2003).

Existen estudios que han demostrado que realmente hay alteraciones a nivel de
la vasodilatacion producida por endotelio, de esta forma Pieper et al., en 1997
mostraron que la relajacion producida por el 6xido nitrico estaba disminuida en la
diabetes mellitus, 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 6xido nitrico sintasa (NOS)
endotelial se “desacopla” en condiciones de hiperglucemia, lo que quiere decir que la
enzima tiende a producir méas anion superdxido que NO (Cosentino et al., 1997).
Estudios mas recientes han demostrado que, probablemente, el responsable principal de
este comportamiento del enzima, es el cofactor de la NOS, la tetrahidrobiopterina
(Milstien y Katusic, 1999). Otros autores sefialan 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 hiperfiltracion glomerular, y de hecho ha sido demostrado que la excrecion urinaria
de nitritos y nitratos estd aumentada (Bank y Aynedjan, 1993), la hiperfiltracion
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). Recientemente, se ha

mostrado que la hiperglucemia y el estrés oxidativo aumentan la expresion de COX-2
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(inducible) en células endoteliales en cultivo y que, por tanto, aumentan también la

liberacidon de tromboxano A,.

Investigaciones recientes llevadas a cabo por Angulo et al. (1998) demuestran
una importante relacion entre las alteraciones endoteliales y las metabolicas en ratas
diabéticas por estreptozotocina, en las cuales el grado de hiperglucemia se manipul6 por
la administracion subcutanea de insulina. En este sentido, Pieper et al. (1998) 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 transplante

pancreatico.

La existencia de una diabetes mellitus 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
epinefrina, norepinefrina y de dopamina-a-hidroxilasa, asi como reduccion en la sintesis
y metabolismo de dopamina y serotonina, perdiéndose en parte las respuestas de 5-HT

ante el estrés (Bellush ez al., 1991).

II1.- SEROTONINA, DIABETES Y SISTEMA CARDIOVASCULAR

La diabetes es una enfermedad que, como ya se ha mencionado, a largo plazo
origina complicaciones cardiovasculares importantes, entre las cuales destaca la
hipertension arterial, que tiene una incidencia y prevalencia mucho mayor en individuos
con hiperglucemia cronica. Muchos estudios se han interesado por el posible papel de la
serotonina en la fisiopatologia de las complicaciones de la diabetes. De hecho esta
enfermedad se ha asociado a modificaciones i) en las concentraciones de 5-HT y de la
agregacion plaquetaria, ii) en la poblacion de receptores serotonérgicos y iii) en las
respuestas vasculares inducidas por serotonina en diferentes vasos sanguineos y su

regulacion endotelial.

En la diabetes mellitus las tasas plasmaticas de 5-HT estdn aumentadas

(Barradas et al., 1988; Malyszko et al., 1995a; Martin et al., 1995), debido a que hay un
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aumento de la agregabilidad plaquetaria, siendo estas plaquetas la principal fuente de
serotonina a nivel periférico (Murray et al., 1983; Malyszko et al., 1995b; Hasegawa et
al., 2002). Las plaquetas liberan de forma masiva 5-HT y acaban por estar agotadas en
esta amina. 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, donde un aumento de receptores 5-HT (cortex y tronco
encefalico) y de 5-HT, (cortex frontal) ha sido demostrado en ratas en las que se habia
inducido diabetes por administraciéon de estreptozotocina (Sandrini et al., 1997,
Sumiyoshi et al., 1997). Se piensa que este aumento en la expresion de receptores
aparece como un fenémeno de compensacion a la disminucion de la concentracion de
serotonina a nivel local (Sandrini et al., 1997). Este aumento de la expresion de
receptores de 5-HT a nivel del SNC ha sido confirmado recientemente en pacientes
diabéticos (5-HTc, 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 estd modificada en aorta de rata

diabética mientras que si que lo esta la reactividad a la serotonina (James et al., 1994).

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 las primeras
semanas de 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 funcion 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 et al., 1994; 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., 1995a). En arteria pulmonar o cardtida tomadas de



42 Introduccion

conejo o de cerdo diabéticos, la respuesta vasoconstrictora estd aumentada en ambos

casos (El-Kasef, 1996; Bagwell et al., 2000; Miranda ef al., 2000).

Hay muy pocos trabajos publicados que se han dedicado al estudio de 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 rindn 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 inhibicidon para las concentraciones mas elevadas (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 potenciacién por tromboxano A, (Hodgson et
al., 1990), anomalias en la via de la PKC (Hattori ef al, 1995) o en la cascada de la
COX (James et al., 1995b). Normalmente, los trabajos realizados han sido durante las
primeras semanas después de la induccion de la diabetes (2 a 8 semanas), 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 ef 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, metiendo
también en juego los receptores con accién vasodilatadora, endoteliales o no, no ha sido
considerado 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»a, sarpogrelato, en esta patologia. Los
resultados muestran un efecto beneficioso de dicho antagonista ya que la albuminuria de
un pequefio grupo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se ha disminuido en el tercer

mes de tratamiento. Estos datos demuestran que las tasas elevadas de 5-HT en la
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diabetes participan probablemente en la nefropatia diabética a través de los receptores 5-
HT,a. Es posible que una parte de dichos efectos beneficiosos provenga de la inhibicién

de las respuestas hemodindmicas 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 bidgena sobre el sistema

nervioso autdbnomo.

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 [-

endorfinas (Kolta ef al., 1986).

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 simpaticos estd claramente atenuada

en preparaciones de ratas diabéticas por estreptozotocina (Ralevic et al., 1995).

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
disminucién 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 (Ach) 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 endotelio-dependientes modificadas en diabetes (Bassenge, 1992); y
que en anillos aorticos 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).
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La reactividad del sistema cardiovascular a 5-HT durante el desarrollo de
diabetes experimental es muy diferente en funcion del lecho vascular en que nos
encontremos y del agente diabetégeno utilizado. Asi por ejemplo las respuestas
constrictoras a 5-HT en el tren posterior, en ratas diabéticas por aloxano, estdn
disminuidas (Sikorski et al., 1991) al igual que lo estdn en aorta aislada de ratas
diabéticas por estreptozotocina (James y Hodgson, 1995b), mientras que en riidn, segiin
los autores, encontramos diferentes respuestas: para Hodgson et al., (1990) estan
aumentadas, comparadas a las controles, pero para Boston et al., (1997) que trabajan en
rinén aislado perfundido con solucion Krebs no estan alteradas las respuestas en
diabetes, mientras que con otra enfermedad concomitante como la hipertension estdn

ligeramente aumentadas.
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Tal como queda reflejado en Ila introduccion de esta Memoria, 5-
hidroxitriptamina participa en un elevado nimero de respuestas fisioldgicas y
patologicas y ejerce una compleja participacion a nivel cardiovascular, la cual depende
de factores tales como la especie animal, las dosis utilizadas, el tono simpatico del

animal y el tejido utilizado (Villalon et al., 1993).

La vasoconstriccion y potenciacion de otros agentes vasoconstrictores, la
vasodilatacion y los efectos inotropicos y cronotropicos positivos, son algunas de las
acciones descritas para esta amina bidgena (Saxena y Villalon, 1991; Vanhoutte et al.,
1985, 1987a,b), justificadas en algunos casos, por la existencia, cada vez mas aceptada,

de una interaccion entre las vias serotonérgicas y adrenérgicas.

Los multiples estudios realizados en los ultimos afios muestran la elevada
complejidad del sistema serotonérgico. Sin embargo, los conocimientos actuales sobre
tipos y subtipos de receptores serotonérgicos, asi como la mayor disponibilidad de
agonistas y antagonistas selectivos, facilitan el estudio funcional de tales sistemas
receptoriales y permiten un mejor conocimiento de las implicaciones y de los

mecanismos de esta amina bidgena.

Por su parte, la diabetes constituye un importante problema de salud que
transcurre con una alteracion de la respuesta de los lechos vasculares a diversos agentes
contracturantes o relajantes. En la diabetes experimental se han detectado mayores
niveles circulantes de 5-HT y se ha demostrado hipo o hiperreactividad vascular arterial

hacia esta amina bidgena.

Nuestro grupo de investigacion desarrolla una linea de trabajo dedicada al
estudio de las acciones cardiovasculares de 5-HT en ratas, centrandose preferentemente
en establecer la participacion periférica de dicha amina y, los posibles mecanismos
serotonérgicos, en determinadas funciones cardiovasculares. En dichos trabajos, se han
utilizado preferentemente técnicas funcionales in vivo en ratas normoglucémicas
normotensas e hipertensas, habiéndose puesto de manifiesto hasta el momento, los

siguientes aspectos:
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1.- Existencia de una interaccion entre S-hidroxitriptamina y mecanismos

colinérgicos y adrenérgicos, en ratas desmeduladas:

5-hidroxitriptamina modula la neurotransmision colinérgica cardiaca en
ratas desmeduladas, inhibiendo o facilitando la liberacion de acetilcolina.
Los mecanismos inhibidores implican la activacion de receptores 5-HT»,
mientras que los potenciadores corresponden a receptores 5-HTs (Moran

et al., 1994a).

En la neurotransmision simpdatica vascular en ratas normotensas e
hipertensas, existen mecanismos presindpticos serotonérgicos que actiian
inhibiendo o facilitando la liberacion de noradrenalina, desde las
terminaciones nerviosas simpaticas. Los mecanismos inhibidores
conllevan la activacion de receptores 5-HT,; (implicando a los 5-HTp y
en menor medida a los 5-HT;s) en ratas normotensas (Moran et al.,
1998) y a los 5-HT;p en el caso de ratas hipertensas (Garcia, 1998),
mientras que los potenciadores, significativos tan so6lo en ratas

normotensas, implican receptores 5-HT3; (Moran et al., 1994b).

Determinados antagonistas de receptores 5-HT;/5-HT,, ejercen efectos
inhibidores de la transmisiéon simpdtica vascular en ratas, por
mecanismos no directamente relacionados con el antagonismo de

receptores serotonérgicos (Fernandez et al., 2000a).

Se ha demostrado igualmente un efecto inhibidor de 5-HT sobre la
neurotransmision simpdtica cardiaca en ratas desmeduladas normotensas,
en el cual participan receptores 5-HT; de naturaleza presinaptica, siendo
el subtipo 5-HT;g el mas implicado en dicha accion (Villalon er al.,

1999).

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

vasculares autoperfundidos de ratas:

A nivel renal (en rifién autoperfundido de rata in situ), 5-

hidroxitriptamina ejerce efectos vasoconstrictores mediados por la
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activacion de receptores 5-HT,, principalmente de los subtipos 5-HT2p/2c
(Moran et al., 1997). La activacion de tales receptores implica un
incremento en la formacién de angiotensina II (Ang II), tal vez
justificada porque 5-HT induce una mayor actividad enzimatica de la

enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Fernandez, 1999).

e En el lecho mesentérico autoperfundido in sifu de rata anestesiada, la
administracion local de 5-HT induce respuestas vasoconstrictoras
provocadas por la activacion de receptores 5-HT,. En dicha activacion
participan los tres subtipos de este tipo de receptores, aunque
principalmente la respuesta vasoconstrictora parece estar mediada por los

5-HToan8 (Fernéndez etal., ZOOOb)

e En Ila wvasculatura del tren posterior autoperfundido en ratas
normoglucémicas y normotensas, la vasoconstriccion estd ligada a la
activacion de receptores 5-HT,a (Calama et al., 2002), mientras que en
dicha accion vasoconstrictora, en ratas espontaneamente hipertensas,
ademas de los receptores 5-HT;4 estan implicados los receptores 5-HT,c

(Calama et al., 2004).

e Las respuestas vasodilatadoras a este nivel (tren posterior
autoperfundido) se producen por la activacion de receptores 5-HTp/ip
(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 o-adrenérgicos (Calama et al.,

2003).

De acuerdo con los antecedentes existentes y los resultados ya obtenidos por
nosotros, planteamos que patologias tales como la hipertension y la diabetes
experimental, pueden modificar las acciones vasculares directas y/o indirectas de 5-HT

asi como la modulaciéon que 5-HT ejerce en la neurotransmion autondmica.

En consecuencia, en este trabajo de Tesis Doctoral se plantea como OBJETIVO

GENERAL determinar, el grado de participacion de distintos tipos y subtipos de
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receptores serotonérgicos asi como de algunos mediadores endoteliales, en respuestas
cardiovasculares serotonérgicas que afectan a la neurotransmision simpdatica o a la
parasimpatica, asi como al tono vascular renal, en una situacion de hiperglucemia

experimental.
En concreto, planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar, en ratas hiperglucémicas desmeduladas, la influencia que 5-
hidroxitriptamina y otros agonistas serotonérgicos, ejercen sobre las respuestas
vasculares obtenidas por estimulacion simpatica total o por administracién de
noradrenalina exogena; establecer la naturaleza de dichas acciones analizando
el tipo y/o subtipos de receptores serotonérgicos implicados y, comparar los

resultados que se obtengan con los de ratas normoglucémicas.

2. Tanto en animales normoglucémicos como en ratas hiperglucémicas, se
intentara establecer la posible participacion de algunos mediadores endoteliales
0 mecanismos indirectos, en las acciones que 5-HT y agonistas serotonérgicos,

inducen sobre los efectos presores obtenidos por estimulacion simpética total.

3. Estudiar, en ratas hiperglucémicas desmeduladas, las acciones de 5-HT, asi
como de agonistas y antagonistas serotonérgicos, implicados en las respuestas
colinérgicas cardiacas obtenidas por estimulacion eléctrica vagal o por
administracion de acetilcolina exdgena. Los resultados se analizaran en

comparacion con los previamente obtenidos en situacion de normoglucemia.

4. Se analizaran funcionalmente, los receptores serotonérgicos implicados en las
acciones vasodilatadoras y/o vasoconstrictoras producidas por 5-HT y otros
agonistas selectivos, en rifion aislado prefundido, de animales normo e

hiperglucémicos.

5. Por tultimo, se caracterizardn mediante técnicas de biologia molecular los
receptores serotonérgicos presentes en la vasculatura renal en comparacion con
los existentes en aorta tordcica, en ambos tipos de animales, analizdndose si

procede, las diferencias existentes.
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Todos los experimentos realizados en este trabajo se han desarrollado utilizando
ratas procedentes del Animalario de la Universidad de Salamanca (n° Registro P.A.E.-
SA001), o del Animalario de la Universit¢ Louis Pasteur (n° d’agément 67-333) y
cumpliendo la normativa vigente para el manejo y utilizacion de animales de
experimentacion dispuestas por las normativas europeas (Directiva del Consejo de

Europa 86/609/CEE).

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

» Amplia similitud de respuesta y comportamiento con la especie humana.
» Estandar en la bibliografia internacional.

» Valores basales de glucemia muy similares a los de la especie humana,

oscilando en ambos casos entre 80-120 mg/dl.
» Experiencia del grupo de trabajo.
» Bajo coste.

» Fécil manejo.
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I.- INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

1.- Agente diabet6geno: aloxano

En los experimentos realizados in vivo para la induccion de la diabetes
experimental hemos utilizado ratas Wistar macho de 250-350 g de peso, a las cuales se
administr6 por via subcutinea una dosis de aloxano de 150 mg/kg (2,4,5,6-
tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracilo), disuelto en NaCl 0,9%. Se destruyen asi las
células 3 del pancreas y se origina una diabetes experimental extrapolable a la diabetes
mellitus tipo 1 (Murray et al., 1983; Kolta et al., 1986; Head et al., 1987; Altan et al.,
1987; Hodgson et al., 1990; Jamnicky et al., 1993; Oztiirk et al., 1996; Miranda et al.,
2000).

Previamente a la inyeccion de aloxano se determina la glucemia basal y el peso
corporal de todos los animales a tratar, y posteriormente se va haciendo un seguimiento
de los mismos en el tiempo. La primera medida de la glucemia y del peso después de la
inyeccion del aloxano se hace a los dos dias para confirmar la aparicion de la
enfermedad (Figura 15). Esta medicion de glucemia se hace por extraccion de una gota
de sangre de la cola de las ratas y su analisis con las tiras reactivas Accutrend Sensor
Comfort Glucose para la determinaciéon de glucosa mediante el aparato Accutrend

Sensor (Roche).

El test proporciona una medida cuantitativa de la glucemia entre 10 y 600 mg/dl,
considerando a los animales hiperglucémicos cuando los valores son superiores a 200

mg/dl.

Los animales se mantienen en condiciones controladas y constantes de
temperatura, humedad y fotoperiodicidad durante 28 dias, en los que disponen de agua'y
comida a voluntad y se les administra diariamente, por via subcutanea, insulina
Insulatard NPH 100 UI (Novo Nordisk). La dosis administrada (Tabla 7) permite

mantener al animal diabético, sin que sus valores de glucemia oscilen mucho.
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Valores de glucemia (mg/dl) Insulina (UI)
200-300 1
300-400 1.5
400-500 2
500-600 2,5
>600 3

Tabla 7: Dosis de insulina administradas para el mantenimiento de la diabetes.

Durante los 28 dias se realizan mediciones de glucemia y de peso, tal y como se
muestra en la figura 7, es decir, que periddicamente se confirma que los animales se

mantienen diabéticos, y se retiran del experimento aquellos que no lo son.

1.2.- Agente diabetogeno: estreptozotocina

En el caso de los experimentos realizados in vitro, para la induccion de la
diabetes experimental hemos utilizado ratas Wistar macho de 250-350 g de peso, a las
cuales se administré por via intravenosa (vena caudal o peneana) una dosis de
estreptozotocina [(2-deoxi-2-3-(metil)-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa] (Sugimoto et
al., 1998; Keynan et al., 2000; De Vrieses et al., 2001; Granstam et al., 2003) de 60
mg/kg, disuelta en tampon citrato a pH = 4. De este modo se destruyen gradualmente las
células B del pancreas y se origina a las cuatro semanas una diabetes experimental
extrapolable a la diabetes mellitus tipo 1. Los animales controles reciben una inyeccion

por via intravenosa de tampon citrato a pH = 4.

Previamente a la inyeccion de estreptozotocina se mide la glucemia basal y el
peso corporal de todos los animales a tratar, y posteriormente se va haciendo un
seguimiento de los mismos en el tiempo. La primera medida de la glucemia y del peso
después de la inyeccién se hace a los tres dias para confirmar la aparicién de la
enfermedad. Esta medicion de glucemia se hace por extraccion de una gota de sangre de

la cola de las ratas y su analisis con las tiras reactivas Bandelettes Glucotide® y el
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aparato Glucometer 4° (Department AMES Bayer Diagnostic). Posteriormente para
confirmar el mantenimiento de la enfermedad se hacen mediciones periddicas a los 7,
14, 21 y 28 dias. Durante este tiempo los animales se mantienen estabulados en
condiciones controladas y constantes de temperatura, humedad y fotoperiodicidad,
disponiendo de agua y comida a voluntad, y administrando cada dos dias, por via
subcutanea, a aquellos cuya hiperglucemia es superior a 400 mg/dl una inyeccion de
insulina Insulatard NPH 100 UI (Novo Nordisk). La dosis administrada permite

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

Independientemente del agente diabetdgeno utilizado, en ambos casos se trabaja
con un grupo control, al que se le administra en el dia 0 el vehiculo en el que se
encuentran disueltos los agentes, es decir, suero fisioldgico en el caso de aloxano y
tampon citrato a pH=4,5 para el caso de la estreptozotocina; y después los animales se
mantienen estabulados en las mismas condiciones que los animales tratados durante los
28 dias, realizdndose también medidas de glucemia periddicas como se indica en el

esquema de la figura 15.

Dia 0 Dia 2/3 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Medida de peso

Determinacién de glucemia

< Administracién diaria de insulina >

Figura 15: Esquema de medicion de glucemia y peso y administracion de insulina.
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II.- ESTUDIOS IN VIVO: RATAS DESMEDULADAS

Para analizar las implicaciones serotonérgicas en la neurotransmision simpatica
y parasimpatica vascular todos los experimentos han sido realizados trabajando con

ratas desmeduladas (pithed).

Este modelo permite controlar, de manera selectiva, acciones de farmacos sobre
el sistema nervioso auténomo sin que haya influencias del sistema nervioso central,

evitandose asi, posibles respuestas reflejas.

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

puesta a punto de nuevos fairmacos y de sus mecanismos de accion:

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

etc.

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

colinérgicos.

3. Investigacién de respuestas o acciones sobre estimulacion nerviosa,
simpatica o parasimpdtica, ya sea por estimulacion de todo el sistema
nervioso auténomo (Gillespie y Muir, 1967) o de tan sélo un segmento
determinado de dicho sistema (Gillespie et al., 1970). Esta tultima
modalidad se aplica preferentemente al estudio de sustancias o farmacos
relacionados con el sistema simpdtico, de manera que previa
atropinizacion del animal se consiguen respuestas presoras por
estimulacion de todo el sistema simpatico (Gillespie y Muir, 1967;
Zukowska-Grojec et al, 1983; Borkowski y Quinn, 1984), o bien

respuestas diferentes en funcion del segmento espinal que se estimule.
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1.- Estimulacion simpatica
1.1.- Preparacion del animal

Los animales se anestesian con pentobarbital s6dico (60 mg/kg, i.p.), y se
colocan en posicion decubito-supino en la mesa de operaciones, controlando en todo
momento la temperatura corporal de los mismos mediante una fuente de calor. Se les
practica la traqueotomia, se canulan las venas yugulares derecha e izquierda como vias
de administracion de farmacos y se aisla la arteria carétida izquierda. Seguidamente se
conecta la canula traqueal a una bomba de respiracion (1 ml aire/100g de peso, 50
strokes/min), y se procede a la desmedulacion del animal seglin la técnica descrita por
Gillespie y Muir (1967), mediante la insercion de una varilla metalica de 1,5 mm de
didmetro, a través del seno orbital y el foramen magnum por todo el cordon espinal
hasta la primera vértebra sacra, a una distancia total de aproximadamente 15 cm. De
este modo se consigue la destruccion de todo el sistema nervioso central conservando

intactos los nervios troncales que salen de ¢l (Zukowska-Grojec et al., 1983).

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

presion arterial y la frecuencia cardiaca del animal.

A continuacién se procede a la administracion, por via intravenosa, de d-
tubocurarina (2 mg/kg) para evitar las posibles contracciones musculares provocadas
por la estimulacion eléctrica. Transcurridos cinco minutos se administra al animal,
también por via intravenosa, atropina (I mg/kg) para evitar los posibles efectos

colinérgicos.
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1.2.- Protocolo experimental

Una vez estabilizado el animal se procede a la estimulacion simpatica de todo el
flujo espinal, denominada estimulacion simpdtica total, que pretende obtener
variaciones de presion arterial en los animales, sin que haya alteraciones de la
frecuencia cardiaca (Gillespie y Muir, 1967; Zukowska-Grojec et al., 1983; Borkowski
y Quinn, 1984; Moran et al., 1994b y 1998; Fernandez et al., 2000). Para esta
estimulacion se conectan al animal dos electrodos, el electrodo de estimulacion, que se
coloca sobre la varilla utilizada para la desmedulaciéon y que ha sido introducida en todo
el cordon espinal, y el electrodo indiferente o de tierra que se coloca subcutaneamente
en la pata del animal, formando asi un circuito cerrado. Ambos electrodos, a su vez

estan conectados a un estimulador Cibertec Stimulation CS-9.

La estimulacion simpatica se realiza aplicando durante 25 segundos pulsos
monofasicos de 1 ms de duracion a un voltaje de 15 £ 3V para ratas normoglucémicas y
27,5 £ 2,5 V en el caso de ratas diabéticas, realizando una bateria creciente de
frecuencias a 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz en intervalos de 5 min, que permite la obtencién de una
primera curva estimulacion-respuesta que denominamos E0, A continuacion se realizan
tres nuevas curvas E1, E2 y E3 a intervalos de 5 minutos, perfundiendo (mediante una
bomba de perfusion modelo Harvard 122) a través de la vena yugular derecha una
infusion de suero fisioldgico y/o agonistas serotonérgicos. Los animales se dividen en

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

1.2.1- Ratas normoglucémicas

Todos los experimentos dedicados al analisis de los receptores implicados en las
acciones serotonérgicas inhibidoras de la transmisién simpatica a nivel cardiovascular,
en ratas normoglucémicas, fueron realizados en trabajos previos en nuestro laboratorio
(Moran et al., 1994b y 1998; Fernandez, 1999), de tal modo, que en este trabajo de
Tesis se han realizado unicamente los experimentos encaminados a determinar si hay

otros mediadores o mecanismos indirectos implicados en dicha inhibicion. En concreto,
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se analiza la posible implicacion de la via del 6xido nitrico, del GMPc, la via de las

. . , + .
ciclooxigenasas, asi como los canales de K -ATP dependientes.

Grupo 1 (lotes 1-3), destinados a la evaluacion de la posible implicacion del NO.

En estos lotes, después de realizar la curva estimulacién respuesta EO se
administra por via intravenosa L-NAME (10 mg/kg), que es un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa (NOS), realizando a los 30 minutos de la administracién la curva
estimulacion-respuesta control (EOL namg). A continuacion se perfunde suero fisiologico
(1 ml/h), 8-OH-DPAT (20 pg/kg/min) o L-694,247 (1 pg/kg/min), haciendo en todos

los casos tres nuevas curvas estimulacion-respuesta (Tabla 8).

Tratamiento Dosis (ng/kg/min) Tipo/Subtipo de Lotes

receptor activado

Solucion Salina 1 ml/h 1
8-OH-DPAT 20 5-HT A 2
L-694,247 1 5-HTp 3

Tabla 8: Lotes de animales normoglucémicos tratados con diferentes agonistas
serotonérgicos tras administrar L-NAME en experimentos de
estimulacion simpatica total.

Grupo 2 (lotes 4-6), destinados a evaluar la posible participacion del GMPc.

En estos lotes, tras la curva EO se administra un inhibidor de la guanilato ciclasa,
ODQ (10 pg/kg) realizando su curva control correspondiente a los 10 minutos y
perfundiendo posteriormente suero fisiologico (1 ml/h), 8-OH-DPAT (20 pg/kg/min) o
L-694,247 (1 pg/kg/min) y realizando para cada agonista serotonérgico las tres curvas

estimulacion-respuesta en las condiciones anteriormente descritas (Tabla 9).
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Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado

Solucién Salina 1 ml/h 4
8-OH-DPAT 20 5-HTa 5
L-694,247 1 5-HTp 6

Tabla 9: Lotes de animales normoglucémicos  tratados con agonistas
serotonérgicos en presencia de ODQ en experimentos de estimulacion
simpatica total.

Grupo 3 (lotes 7-9), para comprobar la posible implicacion de la via de las
ciclooxigenasas.

En estos lotes, una vez realizada la curva control para indometacina (2 mg/kg),
inhibidor de las ciclooxigenasas, 10 minutos después de su administracion por via
intravenosa, se perfunde suero fisiologico (1 ml/h), 8-OH-DPAT (20 pg/kg/min) o L-

694,247 (1 ng/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-respuesta (Tabla 10).

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucion Salina 1 ml/h 7
8-OH-DPAT 20 5-HTa 8
L-694,247 1 5-HTp 9

Tabla 10: Lotes de animales normoglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos en presencia de indometacina en experimentos de
estimulacion simpatica total.
Grupo 4 (lotes 10-12), para analizar la posible intervencion de canales K'-ATP
dependientes.

En estos lotes, una vez realizada la curva control para glibenclamida (10 mg/kg),
inhibidor de los canales de K'-ATP dependientes, 10 minutos después de su
administracion por via intravenosa, se perfunde suero fisioldgico (1 ml/h), 8-OH-DPAT
(20 pg/kg/min) o L-694,247 (1 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-
respuesta (Tabla 11).
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Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucion Salina 1 ml/h 10
8-OH-DPAT 20 5-HTa 11
L-694,247 1 5-HTp 12

Tabla 11: Lotes de animales normoglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos en presencia de indometacina en experimentos de
estimulacién simpaética total.

1.2.2.- Ratas hiperglucémicas

En estos animales se estudiardn en primer lugar las acciones que diferentes
agonistas serotonérgicos ejercen sobre los efectos presores derivados de la estimulacion
simpatica, asi como los tipos y/o subtipos de receptores serotonérgicos implicados
(grupos 1, 2 y 3). A continuaciodn se analizaran, al igual que en ratas normoglucémicas,
la posible participacion en dichas acciones de la via del NO, del GMPc, ciclooxigenasas

y canales de K'-ATP dependientes.

Grupo 1 (lotes 1-14): en este grupo, tras la realizacion de la curva EO, los animales
reciben perfusiones continuas de solucion salina (1 ml/h), 5-HT o diferentes dosis de los
agonistas serotonérgicos 5-CT, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, a-metil-5-HT y
1-fenilbiguanida. A los 5 minutos de iniciada la perfusion se realizan tres nuevas curvas

(E1, E2 y E3) en idénticas condiciones a las descritas para la curva EO (Tabla 12).
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Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo Lotes
(ng/kg/min) de receptor activado
Solucién Salina 1 ml/kg 1
5-HT 5,10, 80 5-HT123.4567 2,3,4
5-CT 5 5-HT, 5
8-OH-DPAT 5,10, 20 5-HTA 6,7,8
CGS-12066B 5 5-HTp 9
L-694,247 5,20 5-HT1p 10, 11
o-metil-5-HT 5 5-HT, 12
1-fenilbiguanida 5,40 5-HT; 13,14

Tabla 12: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas serotonérgicos en
experimentos de estimulacion simpatica total.

Grupo 2 (lotes 15-19): después de la estimulacion EO los animales de estos lotes
reciben por via intravenosa, una dosis de distintos antagonistas serotonérgicos:
metiotepina (100 pg/kg), ritanserina (1 mg/kg), MDL-72222 (2 mg/kg) vy WAY-
100,635 (100 pg/kg) realizando una nueva curva control (EOanagonista) 10 minutos
después de la administracion de cada antagonista. Terminada esta EOanugonista S€
perfunden, en presencia de cada antagonista, 10 pg/kg/min de 5-HT y se realizan las
tres curvas de estimulacion correspondientes (E1, E2 y E3). El lote 19 de este grupo
recibe una perfusion del agonista 5-HTa, 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) una vez tratado
con WAY-100,635 (100 pg/kg) (Tabla 13).

Tratamiento Dosis (mg/kg) Tipo/Subtipo de Agonista Lotes
receptor activado
Metiotepina 0,1 5-HT 2567 5-HT 15
Ritanserina 1 5-HT, 5-HT 16
MDL-72222 2 5-HT; 5-HT 17
WAY-100,635 0,1 5-HTa 5-HT 18,19
8-OH-DPAT

Tabla 13: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con antagonistas serotonérgicos y
su combinacidn con agonistas en experimentos de estimulacion simpatica total.

Grupo 3 (lotes 20-22): en este grupo los incrementos de presion arterial se inducen por

la administracion exdgena de noradrenalina (NA) (0,01, 0,05, 0,1 y 0,5 png/kg, 1.v.),
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obteniéndose curvas dosis-respuesta a NA antes (E'0) y después (E'1, E'2 y E'3) de la
perfusion continua de solucion salina (1 ml/h), de 5-hidroxitriptamina (10 pg/kg/min) o

de 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) (Tabla 14).

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lote
(ng/kg/min) receptor
activado
Solucién Salina 1 ml/h 20
5-HT 10 5-HT 1254567 21
8-OH-DPAT 10 5-HTa 22

Tabla 14: Lotes de animales hiperglucémicos utilizados en los experimentos con
administracion exogena de NA.

Grupo 4 (lotes 23-26): después de realizar la curva estimulacion respuesta EO se
administra por via intravenosa L-NAME (10 mg/kg), que es un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa (NOS), realizando a los 30 minutos de la administraciéon la curva
estimulacion-respuesta control (EOLnamg). A continuacion se perfunde suero fisiologico
(1 ml/h), 5-HT (10 pg/kg/min) u 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) (lotes 23-25), haciendo
en todos los casos tres nuevas curvas estimulacion-respuesta. En el lote 26 se
administra WAY 100,635 (100 pg/kg) 10 minutos antes de comenzar la perfusion de
serotonina (10 pg/kg/min) (Tabla 15).

Tratamiento Dosis (ng/kg/min) Tipo/Subtipo de Lotes
receptor activado
Solucion Salina 1 ml/h 23
5-HT 10 5-HT1254567 24
8-OH-DPAT 10 5-HTa 25
WAY-100,635+ 0,1 mg/kg 5-HTa 26
8-OH-DPAT 10

Tabla 15: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con diferentes agonistas
serotonérgicos, tras administrar L-NAME, en experimentos de
estimulacion simpatica total.

Grupo 5 (lotes 27-29): en estos lotes, 30 minutos después de la administracion de L-

NAME (10 mg/kg) por via intravenosa, se administra L-arginina (100 mg/kg)
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realizando su curva control correspondiente y perfundiendo suero fisiologico (1 ml/h),
5-HT (10 pg/kg/min) u 8-OH-DPAT (10 ng/kg/min) y se realizan las tres curvas

estimulacidon-respuesta en las mismas condiciones anteriormente descritas (Tabla 16).

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucion Salina 1 ml/h 27
5-HT 10 5-HT 1234567 28
8-OH-DPAT 10 5-HTa 29

Tabla 16: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos, en presencia de L-NAME+L-arginina, en
experimentos de estimulacion simpatica total.

Grupo 6 (lotes 30-31): en estos lotes, 30 minutos después de la administracion de L-
NAME (10 mg/kg) por via intravenosa, se administra D-arginina (100 mg/kg)
realizando su curva control correspondiente y perfundiendo suero fisiologico (1 ml/h) o

5-HT (10 pg/kg/min) y se realizan las tres curvas estimulacion-respuesta (Tabla 17).

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucion Salina 1 ml/h 30
5-HT 10 5-HT} 3234567 31

aaaaaa

Tabla 17: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos, en presencia de L-NAME+D-arginina, en
experimentos de estimulacion simpatica total.

Grupo 7 (lotes 32-33): en estos lotes, tras la curva EO se administra ODQ (10 pg/kg),
un inhibidor de la guanilato ciclasa, realizando su curva control correspondiente a los 10
minutos y perfundiendo posteriormente suero fisiologico (1 ml/h) u 8-OH-DPAT (10
ng/kg/min) y realizando para cada agonista serotonérgico las tres curvas estimulacion-

respuesta en las condiciones anteriormente descritas (Tabla 18).
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Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucién Salina 1 ml/h 32
8-OH-DPAT 10 5-HTs 33

Tabla 18: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas serotonérgicos,
en presencia de ODQ, en experimentos de estimulacion simpatica total.

Grupo 8 (lotes 34-35): en estos lotes, una vez realizada la curva control para
indometacina (2 mg/kg), inhibidor de las ciclooxigenasas, 10 minutos después de su
administraciéon por via intravenosa, se perfunde suero fisiologico (I ml/h) u 8-OH-
DPAT (10 pg/kg/min) y se realizan tres nuevas curvas estimulacion-respuesta (Tabla

19).

Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo de Lotes
(ng/kg/min) receptor activado
Solucién Salina 1 ml/h 34
8-OH-DPAT 10 5-HTa 35

Tabla 19: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos, en presencia de indometacina, en experimentos
de estimulacion simpatica total.

Grupo 9 (lotes 36-37): en estos lotes, una vez realizada la curva control para
glibenclamida (10 mg/kg), inhibidor de los canales de K'-ATP dependientes, 10
minutos después de su administracién por via intravenosa, se perfunde suero fisiologico

(1 ml/h) u 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) y se realizan tres nuevas curvas estimulacion-

respuesta (Tabla 20).
Tratamiento Dosis (ng/kg/min)  Tipo/Subtipo de  Lotes
receptor
activado
Solucién Salina 1 ml/h 36
8-OH-DPAT 20 5-HTa 37

Tabla 20: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos, en presencia de indometacina, en experimentos
de estimulacion simpatica total.
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1.3.- Material utilizado

= Ratas Wistar machos de 250-350 g de peso.

= Medidor de glucemia Accutrend Sensor (Roche).

= Tiras reactivas de medicion de glucosa Accutrend Sensor Comfort Glucose.
= Transductores de presion arterial Letica.

= Amplificador de presion PRS-206 y amplificador de frecuencia CAR-306 de

Letica.

= Poligrafos de dos canales: Poligraph 2006 y Poligraph 2000 de Letica.
= Bomba respiratoria Harvard.

= Bomba perfusora Harvard apparatus pump 122.

= Estimulador Cibertec CS-9.

= Varilla metélica de 1,5 mm de didmetro y 21 cm de longitud.

= Material quirtrgico diverso.

= Féarmacos: maleato de 5-carboxamidotriptamina (5-CT) (RBI), 8-OH-DPAT
(RBI), CGS-12066B (RBI), clorhidrato de d-tubocurarina (Sigma), heparina sddica
(Roche), L[-694,247 (RBI), maleato de metiotepina (Roche), bitartrato de
noradrenalina (Sigma), pentobarbital sodico (Sigma), solucion salina (NaCl 0,9%),
sulfato de atropina (Scharlau), sulfato de serotonina-creatinina (Sigma), WAY-
100,635 (Tocris), 1-fenilbiguanida (RBI), a-metil-5-HT (Tocris), ritanserina
(Janssen Farmacéutica), MDL-72222 (RBI), L-NAME (Sigma), L-arginina (RBI),
D-arginina (Tocris), ODQ (Tocris), indometacina (Merck, Sharp and Dohme),
glibenclamida (RBI), insulina (Novo Nordisk) y aloxano (Sigma). Todos los
farmacos se disolvian en agua, a excepcion de ritanserina que se preparaba en acido

lactico 0,04 mol/l, ODQ que se disolvia en DMSO/NaCl 0,9% (1:1000v/v) y
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glibenclamida que se preparaba en polietilenglicol 400 (33%), etanol (33%) y
NaOH 0,2 M (csp 100 ml).

1.4.- Expresion y analisis de los resultados

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

minima (Ppnax ¥ Pmin respectivamente), de acuerdo con la expresion de Friedman (1981):

PAM= Pmin + (Pmax' Pmin)/ 3

Todos los datos representan el valor medio £ sem (error estindar de la media),
de al menos cinco experimentos, habiéndose determinado en todos los casos la
significancia estadistica mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) para datos

multiples. Las diferencias se consideran significativas cuando p< 0,05.
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2.- Estimulacion colinérgica
2.1.- Preparacion del animal

Los animales se anestesian con pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p.), y se
colocan en posicion decubito-supino en la mesa de operaciones, manteniendo en todo
momento su temperatura corporal mediante una fuente de calor. Se les practica la
traqueotomia, se canulan las venas yugulares derecha e izquierda como vias de
administracion de farmacos y se aisla la arteria carétida izquierda. Seguidamente se
conecta la canula traqueal a una bomba de respiracion (1 ml aire/100 g de peso, 50
strokes/min), y se procede a la desmedulacion del animal segun la técnica descrita por
Gillespie y Muir (1967), mediante la insercion de una varilla metalica de 1,5 mm de
didmetro, a través del seno orbital y el foramen magnum por todo el cordon espinal
hasta la primera vértebra sacra, a una distancia total de aproximadamente 15 cm. De
este modo se consigue la destruccion de todo el sistema nervioso central conservando

intactos los nervios troncales que salen de ¢l (Zukowska-Grojec et al., 1983).

Posteriormente se hepariniza al animal (1000 Ul/kg) y se procede a la
canulacion de la arteria cardtida izquierda que se conectara a un transductor de presion
acoplado a un amplificador PRS-206 y un cardiotacometro CAR-306, incluidos en un
POLIGRAPH-2006 de Letica, lo que permite controlar durante todo el experimento la
presion arterial y la frecuencia cardiaca del animal. Posteriormente se aislan ambos
nervios vagos y se atan a nivel cervical, cortdndolos a nivel de la ligadura hecha, para

evitar efectos reflejos vagales tanto aferentes como eferentes.

A continuacién se procede a la administracion, por via intravenosa, de d-
tubocurarina (2 mg/kg) para evitar las posibles contracciones musculares provocadas
por la estimulacion eléctrica. Transcurridos cinco minutos se administra al animal,
también por via intravenosa, atenolol (1 mg/kg) para evitar los posibles efectos

simpaticos a nivel cardiaco.
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2.2. - Protocolo experimental

Una vez estabilizado el animal se procede a la estimulacion vagal por medio de
un electrodo bipolar de platino que se coloca en la parte cervical distal del nervio vago
derecho y se estimula eléctricamente con pulsos en trenes, a intensidad supramaximal
de 15+ 3 V de 1 ms de duracion a una frecuencia de 3, 6 y 9 Hz durante 15 segundos a

intervalos de 5 min, producidos por un estimulador Cibertec Stimulation CS-9.

Esta primera estimulacion permite la obtencion de una primera curva
estimulacion-respuesta que denominamos EO, A continuacidon se realiza otra nueva
curva El estimulando a las frecuencias indicadas cada 5 min, después de la
administracion intravenosa, a través de la vena yugular derecha, de suero fisiologico y/o
agonistas serotonérgicos (Moran et al., 1994a). Los animales se dividen en varios

grupos, en funcion de los agonistas y/o antagonistas administrados.

2.2.1- Ratas hiperglucémicas

Grupo 1 (lotes 1-16), destinados a evaluar la influencia de diferentes agonistas
serotonérgicos.

En este grupo, tras la realizacion de la curva EO, a los animales se les administra
solucion salina (1 ml/h), 5-HT o diferentes dosis de los agonistas serotonérgicos son 5-
CT, 8-OH-DPAT, CGS-12066B, L-694,247, a-metil-5-HT y 1-fenilbiguanida (Tabla
21). A los 5 minutos de la administracion se realiza una nueva curva, El, en idénticas

condiciones a las descritas para la curva EO,
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Tratamiento Dosis Tipo/Subtipo Lotes
(ng/kg) de receptor activado
Solucién Salina 1 ml/kg 1
5-HT 10, 15, 30, 5-HT 1234567 2,3,4,5,6,7
50,100, 200
5-CT 10, 50, 100, 150 5-HT, 8,9,10, 11
8-OH-DPAT 50 5-HTa 12
CGS-12066B 50 5-HTp 13
L-694,247 50 5-HTp 14
o-metil-5-HT 150 5-HT, 15
1-fenilbiguanida 150 5-HT; 16

Tabla 21: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas serotonérgicos
en experimentos de estimulacion eléctrica colinérgica.

Grupo 2 (lotes 17-20), para evaluar el tipo y/o subtipo de receptores serotonérgicos
implicados.

Después de la estimulacion EO los animales de estos lotes reciben por via
intravenosa, una dosis de distintos antagonistas serotonérgicos: metiotepina (1 mg/kg),
WAY-100,635 (100 pg/kg), BRL-15572 (1 mg/kg) o mesulergina (1 mg/kg) realizando
una nueva curva control (EOanagonista) 5 minutos después de la administracion de cada
antagonista. Terminada esta EQantagonista S€ administran, en presencia de cada antagonista
respectivamente 50 pg/kg de 5-CT, 50 pg/kg de 8-OH-DPAT, 50 ug/kg de L-694,247 o
10 pg/kg de 5-CT, y se realiza la curva de estimulacion correspondiente E1 (Tabla 22).

Tratamiento Dosis (mg/kg) Tipo/Subtipo de Agonista Lotes
receptor activado
Metiotepina 1 5-HTi 2567 5-CT 50 17
WAY-100,635 0,1 5-HT A 8-OH-DPAT 18
BRL-15572 1 5-HTp L-694,247 19
Mesulergina 1 5-HT; 5-CT 10 20

Tabla 22: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con antagonistas serotonérgicos y
su combinacion con agonistas en estimulacion eléctrica colinérgica.
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Grupo 3 (lotes 21-25), destinados a determinar la naturaleza pre y/o postsinaptica
de las acciones serotonérgicas.

En este grupo las variaciones de frecuencia cardiaca se inducen por la
administracion de acetilcolina exdgena (Ach) (1, 5 y 10 pg/kg, i.v.), obteniéndose
curvas dosis-respuesta a Ach antes (E'0) y después E’1 de la administracion de solucion
salina (1 ml/h), de 5-CT (10 y 50 pg/kg), de 8-OH-DPAT (50 pg/kg) o de L-694,247
(50 ng/kg) (Tabla 23).

Tratamiento Dosis (ng/kg) Tipo/Subtipo de Lote
receptor
activado
Solucién Salina 1 ml/h 21
5-CT 10, 50 5-HT, 22,23
8-OH-DPAT 50 5-HTa 24
L-694,247 50 5-HTp 25

Tabla 23: Lotes de animales hiperglucémicos tratados con agonistas
serotonérgicos en presencia de Ach exdgena

Grupo 4 (lote 26): a los animales de estos lotes, previamente a la estimulacion eléctrica
se les inyectd atropina (0,3 y 0,5 mg/kg) y posteriormente se realizé una curva de
estimulacion (A’0) para confirmar la naturaleza colinérgica de la respuesta derivada de

la estimulacion eléctrica.

2.3.- Material utilizado
= Ratas Wistar machos de 250-350 g de peso.
= Medidor de glucemia Accutrend Sensor (Roche).
= Tiras reactivas de medicion de glucosa Accutrend Sensor Comfort Glucose.

= Transductores de presion arterial Letica.



Material y métodos 73

= Amplificador de presion PRS-206 y amplificador de frecuencia CAR-306 de

Letica.

= Poligrafos de dos canales: Poligraph 2006 y Poligraph 2000 de Letica.
= Bomba respiratoria Harvard.

= Estimulador Cibertec CS-9.

= Electrodo de estimulacion.

= Material quirurgico diverso.

= Farmacos: maleato de 5-carboxamidotriptamina (5-CT) (RBI), 8-OH-DPAT
(RBI), CGS-12066B (RBI), clorhidrato de d-tubocurarina (Sigma), heparina sodica
(Roche), L-694,247 (RBI), maleato de metiotepina (Roche), pentobarbital sodico
(Sigma), solucion salina (NaCl 0,9%), sulfato de atropina (Scharlau), sulfato de
serotonina-creatinina (Sigma), WAY-100,635 (Tocris), hidrocloruro de BRL-15572,
atenolol (Sigma), acetilcolina (Sigma), 1-fenilbiguanida (RBI), a-metil5-HT
(Tocris), hidrocloruro de mesulergina (RBI), insulina (Novo Nordisk) y aloxano
(Sigma). Todos los farmacos se disolvian en agua, a excepcion de BRL-15572 que

se disolvio en propilenglicol al 20%.

2.4.- Expresion y analisis de los resultados

Las variaciones de frecuencia cardiaca obtenidas por estimulacion eléctrica o por
administracion de acetilcolina exdgena, se expresan como descensos, en pulsos por
minuto (p.p.m.), de la frecuencia cardiaca (FC), obtenida antes de la estimulaciéon y la
maxima bradicardia estabilizada conseguida con cada estimulacion o administracion de

Ach.
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Todos los datos representan el valor medio + sem (error estandar de la media),
de al menos cinco experimentos, habiéndose determinado en todos los casos la
significancia estadistica mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). Las diferencias

se consideran significativas cuando p< 0,05.
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III.- ESTUDIOS IN VITRO: RINON AISLADO
PERFUNDIDO

Los animales (ratas Wistar macho procedentes del animalario de la Facultad de
Medicina, Universidad Louis Pasteur, Strasbourg), tanto controles como diabéticos, a
los 28 dias de haber inducido la diabetes, fueron estabulados en jaulas metabdlicas
durante dos dias, el primero para su acostumbramiento y el segundo para la recogida de
muestras. En estos dias se hizo una toma de sangre, se midio la ingesta liquida y sélida
realizada durante 24 horas, asi como el volumen orinado en ese dia. Tanto las muestras
de sangre como de orina se llevaron a analizar al servicio de Bioquimica del Hospital
Civil de Estrasburgo para conocer los siguientes pardmetros: sodio plasmatico,
creatinina plasmatica, glucosa en sangre, excrecion urinaria de sodio, creatinina y
glucosa, y a partir de ellos obtener la filtracion glomerular de sodio y su reabsorcion, y

comparar los datos entre diabéticas y normoglucémicas.

Una vez realizado este estudio, los animales se anestesian con pentobarbital
sodico (45 mg/kg, i.p). El animal se coloca en posicion dectbito-supino y se procede a
la diseccion y perfusion del rifion derecho (Schmidt y Imbs, 1981; Musso et al., 1989;
Barthelmebs et al., 1996). Para ello se aisla el cruce arteria aorta-arteria mesentérica-
arteria renal, anudando todas las arterias colaterales que puedan estar proximas (arteria
renal izquierda, arteria suprarrenal, etc.). Se canula la arteria aorta a nivel infrarrenal
para inicialmente medir la presion del animal y posteriormente la presion de perfusion

renal. Del mismo modo se canula la arteria mesentérica como via de perfusion renal.
Se aisla el rindn derecho y se coloca sobre una bandeja termostatizada a 37°C.

Se inicia la perfusion en circuito abierto, siguiendo una técnica utilizada desde
hace tiempo en el laboratorio de Strasbourg (Schmidt-Barthelmebs y Imbs, 1981, Musso
et al., 1989, Barthelmebs et al., 1996, Bagaté et al., 2001, Loichot ef al. 2001), con una
solucion Tyrode de composicion NaHCO3 12 mM, NaH,PO4 0,42 mM, NaCl 137 mM,
KC1 2,7 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1,1 mM, glucosa 10 mM, inmediatamente después

de la ligadura de la aorta a nivel suprarrenal, para evitar asi la isquemia renal.
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En este momento se procede a la muerte del animal cortando la aorta a nivel
suprarrenal; posteriormente se introducen sendos catéteres en la vena renal derecha,
utilizada como via de expulsion del efluente venoso y en el uréter, que permite la

excrecion de orina.

Se guarda un periodo de estabilizacion de 30 minutos, durante los 10 primeros
minutos se perfunde una solucion de Tyrode modificada: NaHCO; 12 mM, NaH,PO4
0,42 mM, NaCl 39,7 mM, KCI 100 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1,1 mM, glucosa 10
mM, con alta concentracion de KCI (que permitird estabilizar las respuestas

constrictoras posteriores).
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Figura 16: Esquema del montaje de rifion aislado perfundido.
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Figura 17: Imagen de rifion aislado perfundido.

En una serie de experimentos en los que se va a estudiar el posible efecto de la
modificacién de los niveles de glucosa en estado agudo, en el medio de perfusion se
utiliza una concentracion de glucosa de 5 mM (y no de 10 mM, que es la concentracion

usada normalmente).

En otra serie de experimentos en los que se va a estudiar la posible implicacion
del 6xido nitrico en las acciones de serotonina y de agonistas serotonérgicos, se afiade al

medio de perfusion Tyrode un inhibidor de la NO sintasa a concentraciones de 100 pM.

Se ajusta el flujo renal a 8 ml/min, mediante la bomba peristaltica, que permite
mantener una presion de perfusion renal similar a la presion arterial inicial del animal, y

se mantiene constante durante todo el experimento.

La resistencia vascular renal se calcula como el cociente entre la presion de

perfusion/flujo renal.
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1.- Estudio de las respuestas vasoconstrictoras

Para el estudio de las respuestas vasoconstrictoras se hicieron curvas
concentracion-respuesta para diferentes agonistas serotonérgicos ligados a la accion

vasoconstrictora de este transmisor enddgeno.

Cada concentracion se perfunde hasta que se obtiene una respuesta mantenida.
En ese momento la infusion se para y se deja que el rifién vuelva al tono basal (presion

de perfusion inicial), antes de comenzar la perfusion de la siguiente concentracion.

En cada experimento, se hace una sola curva concentracion-repuesta a uno de los

agonistas de cada tipo de receptores.

La vasoconstriccion se expresa posteriormente como incrementos en la

resistencia vascular renal.

1.1.- Ratas normoglucémicas

Grupo 1: se realizan curvas concentracion-respuesta para 5-HT (en medio de perfusion
con glucosa 10 mM y 5 mM), fenilefrina (FE), angiotensina II, a-metil-5-HT, agonista
selectivo de receptores 5-HT,, DOI, agonista de receptores 5-HT,a, BW723C86,
agonista selectivo de receptores 5-HT,p, m-CPP, agonista selectivo de receptores 5-
HT,c, 1-fenilbiguanida, agonista de receptores 5-HT; y L.-694,247, agonista selectivo de
receptores 5S-HTp. Todos ellos se incluyen en el liquido de perfusion Tyrode en la zona

proxima al rifion.
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FE fenilefrina Agonista o- 0,1 —30 uM
adrenérgico
Ang 11 angiotensina II Agonista AT |- AT, 1,5 -300 nM
5-HT serotonina Agonista 5-HT 0,03 -5 uM
o-metil-5-HT o-metil-serotonina Agonista 5-HT, 0,1 -5 uM
DOI (£)-1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)- Agonista 5-HT,, 1 -300 nM
2-aminopropano
BW723C86 Agonista 5-HT,p 0,03 —15 uM
m-CPP 1-(3-chlorofenil)piperazina Agonista 5-HT,¢ 0,003 — 10 uM
1-fenilbiguanida Agonista 5-HT; 1-3 uM
1L-694,247 N-[4-[[5-[3-(2-aminoetil)- 1H- Agonista 5-HTp 0,03 -1.5 uM
indol-5-il]-1,2,40xadiazol-3-
ilJmetil]fenil]-metanosulfonamida

Tabla 24: Agonistas y antagonistas serotonérgicos ensayados en las preparaciones de rifion aislado
perfundido.

Grupo 2: en los animales de este grupo, en presencia de L-NNA 100 pM, un inhibidor

de la NO sintasa, se realizd una curva concentracion-respuesta para 5-HT.
1.2.- Ratas hiperglucémicas

Grupo 1: En estos experimentos se perfunde FE, 5-HT, a-metil-5-HT, DOI, m-CPP o

BW723C86 incluidos en el liquido de perfusion Tyrode, en la zona proxima al rindn.

Grupo 2: En presencia de L-NNA 100 pM, un inhibidor de la NO sintasa, se realiz6

una curva concentracion-respuesta para 5-HT.

2.- Estudio de las respuestas vasodilatadoras

Para evaluar las respuestas vasodilatadoras se induce un tono vascular a nivel
renal (ya que el riion aislado estd en estado de dilatacion mdaxima) mediante
inyecciones repetidas de Ang II a concentraciones de alrededor de 5 nM, o FE a
concentraciones alrededor de 1 uM, de 15 segundos, cada 2 minutos, para conseguir

unos picos de constriccion estable de valores aproximados de 40 mm Hg.
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Sobre este tono inducido se perfunden sustancias vasodilatadoras en el liquido
de perfusion en la zona proxima al rifidn, y se comparan las respuestas con la dilatacion
obtenida a concentraciones supramaximales de agentes vasodilatadores endotelio-

dependientes (Ach) o endotelio-independientes (nitroprusiato de sodio, NPNa).

El efecto vasodilatador se expresa en porcentaje de inhibicioén del tono inducido

por FE o por Ang II.

2.1.- Ratas normoglucémicas

Grupo 1: estudio del efecto vasodilatador de la perfusion de acetilcolina (0,03 y 1 uM)
(con glucosa 10 mM y 5 mM en el medio de perfusion), como agente vasodilatador
endotelio dependiente y de nitroprusiato de sodio (I, 3 y 5 uM) como agente

vasodilatador endotelio-independiente.

Grupo 2: en este grupo se estudia el efecto vasodilatador de la perfusion de 5-CT,
agonista selectivo de receptores 5-HTy7; (1, 3 y 5 uM), de 8-OH-DPAT, agonista
selectivo de receptores 5-HT 4 (1, 3 y 5 uM), del agonista selectivo de receptores 5-
HT;g, CGS-12066B (0,03, 0,3, 1 y 5 uM) (en presencia de solucion Tyrode con
concentracion de glucosa 5 mM o 10 mM) o del agonista selectivo de receptores 5-

HT,p, BW723C86 (0,03 y 3 pM).

Grupo 3: Estudio del efecto de antagonistas selectivos de diferentes receptores de
serotonina. En un subgrupo se perfundié mesulergina (3 pM), antagonista selectivo de
receptores 5-HT7, comenzando 10 minutos antes y continuando durante toda la
perfusion del agonista selectivo de receptores 5-HT, 7, 5-CT (0,03, 0,3, 1 y 1,5 uM). En
otro subgrupo se perfundi6 WAY-100,635 (0,1 uM), perfusiéon que se comenzd 10
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minutos antes y se continud durante las diferentes perfusiones de 8-OH-DPAT (1,3 y 5

uM).

Grupo 4: Estudio de la perfusion de Ach (0,03 y 1 uM) y de CGS-12066B, agonista
selectivo de receptores 5-HT5 (0,03, 0,3, 1 y 5 uM) en presencia de la perfusion de L-
NNA (100 pM) disuelto en la solucion Tyrode, un inhibidor de la NO sintasa, para
estudiar la posible implicacion del NO en la actividad vasodilatadora de estos

compuestos.

2.2.- Ratas hiperglucémicas

Grupo 1: Estudio de las acciones inducidas por la perfusion de Ach (0,03 y 1 uM),
NPNa (0,03 y 3 uM), 8-OH-DPAT (1, 3 y 5 uM), agonista selectivo de receptores 5-
HT;a, CGS-12066B (0,03, 0,3, 1 y 1,5 uM), agonista selectivo de receptores 5-HTp, o
BW723C86 (0,3, 1 y 1,5 uM), agonista selectivo de receptores 5-HTp.

Grupo 2: Estudio de las acciones inducidas por la perfusion de Ach (0,03 y 1 uM) y de
CGS-12066B, agonista selectivo de receptores 5-HTg (0,03, 0,3, 1 y 5 uM) en
presencia de una perfusion de L-NNA un inhibidor de la NO sintasa (100 uM) disuelto
en la solucion Tyrode, para estudiar la posible implicacion del NO en la actividad

vasodilatadora de estos compuestos.

3.- Material utilizado
= Ratas Wistar machos de 250-350 g de peso.

= Medidor de glucemia Glucometer 4° (Department AMES Bayer Diagnostic).
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— Tiras reactivas de medicion de glucosa Glucotide® (Department AMES Bayer

Diagnostic).
= Microscopio Nikon.
= Transductores de presion arterial Statham P23Db transducer.
= Philips PM 8222 Recorder (Philips France).
= Material quirtrgico diverso.

= Féarmacos: maleato de 5-carboxamidotriptamina (5-CT) (RBI), 8-OH-DPAT
(RBI), CGS-12066B (RBI), heparina sodica (Roche), L-694,247 (RBI),
pentobarbital soédico (Sigma), solucion salina (NaCl 0,9%), sulfato de serotonina-
creatinina (Sigma), WAY-100,635 (Tocris), acetilcolina (Sigma), 1-fenilbiguanida
(RBI), a-metil5-HT (Tocris), DOI (Sigma), hidrocloruro de BW-723C86 (Tocris),
m-CPP (RBI), hidrocloruro de mesulergina (RBI), NPNa (Sigma), L-NNA (Sigma),
fenilefrina (Sigma), angiotensina II (Sigma), insulina (Ultratard® HM ge 40, Novo
Nordisk) y estreptozotocina (Sigma). Todos los farmacos se disolvian en agua, a
excepcion de ritanserina que se disolvio en DMSO al 0,01%, L-694,247 que se
disolvié en HCI/H,O y L-NNA que se disolvié en HCI IN.

4.- Expresion y analisis de los resultados

Las variaciones de presion de perfusion obtenidas se expresan como
incrementos, en milimetros de mercurio (mm Hg), de la presion de perfusion media

obtenida antes y después de la administracion de los productos a ensayar.

Las vasodilataciones son estudiadas en el maximo de su respuesta durante la
perfusion de cada producto, y se expresan en % de reversion del tono previamente
inducido por fenilefrina o angiotensina II. La respuesta maxima (E..) y la

concentracion eficaz 50 (ECsy) se obtienen de los datos derivados de la recta de
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regresion obtenida a partir de la curva de cada agonista, mediante el programa
GraphPad Prism, GraphPad Software, (San Diego, USA), utilizando la ecuacion E =

Emax/ (1 + (ECs¢/C)), en la que concentracion es C y efecto es E.

Todos los datos representan el valor medio + sem (error estandar de la media),
de al menos cinco experimentos, habiéndose determinado en todos los casos la
significancia estadistica mediante el analisis de la varianza (ANOVA) para datos

multiples. Las diferencias se consideran significativas cuando p< 0,05.
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IV.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR:
EVALUACION DE LA EXPRESION DEL ARNm DE LOS
RECEPTORES SEROTONERGICOS

1.- Aislamiento de vasos sanguineos

La toma de muestras se hizo a nivel del arbol vascular intrarrenal y de la aorta
toracica. Los animales se anestesiaron con éter y se decapitaron. El arbol vascular
intrarrenal se prepard segin un método elaborado en el laboratorio (Endlich et al.,
2000). En concreto, el método de preparacion consiste en extraer los rifiones,
decapsularlos y cortarlos longitudinalmente. Una vez cortados longitudinalmente se
presionan sobre un tamiz de porosidad entre 100 y 300 um y después se lavan con una
solucion de NaCl 0,9% con el fin de recuperar el arbol vascular intrarrenal. Del mismo

modo se realiza la toma de muestras de la aorta toracica.

2.- Extraccion del ARN

El ARN total de las muestras se prepard por el método de TRIzol-Reagent segiin
el protocolo dado por el proveedor (Sigma-Aldrich) (Massfelder et al., 2001 y 2002). El
TRIzol es una solucion monofésica de fenol y de isotiocianato de guanidina que
mantiene integramente el ARN, destruyendo las células y disolviendo los demas
componentes celulares. Las muestras de tejido (arteriolas intrarrenales y aorta, de 50 a
100 mg de cada una) se situaron inmediatamente después de su extraccion en 1 ml de
TRIzol, a temperatura ambiente, y se trituraron mecanicamente (taladro de Kontes,
Sigma) en los 20 minutos siguientes, en una campana de extraccion. Para asegurar la
disociacion de los complejos nucleoproteicos, las muestras se dejaron reposar durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadié cloroformo (0,2 ml por
muestra) y se agito fuertemente durante 15 segundos seguido de un periodo de reposo a
temperatura ambiente de 2 a 15 minutos. Las muestras se centrifugaron a 12000 g

durante 15 minutos a 4°C, lo que permite que el contenido de los tubos se separe en tres
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fases: una fase orgénica inferior que contiene las proteinas, una interfase que contiene el

ADN vy, una fase acuosa superior transparente que contiene exclusivamente el ARN.

El ARN se precipita dentro de esta fase acuosa afadiendo 0,5 ml de isopropanol
por cada ml de TRIzol. Los tubos fueron de nuevo agitados, y se dejaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos, y posteriormente se centrifugaron a 12000 g durante 10
minutos a 4°C. El precipitado del fondo es el ARN que se lavd con una solucion de
etanol al 75% y se centrifugd durante 5 minutos a 7500 g a 4°C. Se recuper6 de nuevo
ese precipitado y se seco al aire. Posteriormente se volvid a poner en suspension en un
agua que contiene 0,1% de dietilpirocarbonato, un inhibidor de la nucleasa. La pureza
final de las muestras de ARN se calcul6 por espectrometria (densidad optica de 260-280
nm). Un resultado igual o superior a 1,7 indica ausencia total de contaminacién de

nuestra muestra de ARN con ADN.

3.- Sintesis del ADNc por transcripcion inversa (RT)

La transcripcion inversa (RT) se realizé en un volumen de 40 pl a 37° C durante
1 hora en presencia de ARN (3 pg para la aorta, 3 ug para el arbol arterial intrarrenal),
400 U de transcriptasa inversa (virus de la trancriptasa inversa de la leucemia de rata,
Invitrogen), 10 U de inhibidor de la ribonucleasa (RNaseOUT™, Invitrogen), ] mM de
desoxinucleotidos trifosfatos y 1 uM de trozos de p(dT);s (trozos especificos de

secuencias poliA de ARN mensajero).

4.- Amplificacion del ADNc por la reacciéon de polimerizacion en

cadena (PCR) cuantitativa en tiempo real

El ADNc fue amplificado por el LightCycler® (Roche Diagnostic, Meylan,
France), utilizando el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche
Diagnostic). La reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) se realizé en un volumen
de 20 pl en presencia de 0,5 uM de cebadores especificos “sentido” y “antisentido”

para los diferentes receptores de 5-HT, 1 pg BSA, 10 pl LightCycler FastStart DNA



86 Material y métodos

Master SYBR Green I y 2 pl de ADNc (50 ng). Los cebadores utilizados estan
resumidos en la tabla 25 y corresponden a los descritos por Ullmer et al., 1995
(receptores 5-HTia, 5-HTp, 5-HT24), o han sido identificados por el programa
BLASTN a partir de bibliotecas genémicas conocidas (receptores 5-HTp, 5-HT7p).

Receptor Secuencia primaria Tipo de ADNc
amplificado

5-HT 4 Sentido GAT GTG TTC AGT TTT GGC CAG G

Antisentido  GGA GCG CTC CAA GGC GAT GGC A 195
5-HTp Sentido ACT ACA TTT ACCAGG ACTCCA T

Antisentido = CAG TGA CCG TGT ACA TGG TGC 228
5-HTp Sentido TCT TCA CTC TGC TCG CTC AA

Antisentido  ATG GGG AGG ACC AAG GAT AC 227
5-HT)a Sentido CAT CCT GTA TGG GTA CCG GT

Antisentido  AAA GAC CTT CGA ATC ATC CTG 265
5-HT,p Sentido GGA GAA AAG GCT GCA GTA CG

Antisentido = ATA ACC AGG CAG GAC ACA GG 155

Tabla 25: Cebadores utilizados para la reaccion de polimerizacion en cadena a tiempo real.

La reaccion de PCR para los receptores de 5-HT y para la GAPDH (utilizada
como gen de referencia fueron los siguientes: 95°C durante 10 min seguido de 45 ciclos
a 95°C durante 10 s, 60°C durante 5 s, y 72°C durante 12 s. El ADNc se reemplazd por
agua libre de nucleasas para PCR como control negativo. Cada muestra se analiz6 dos
veces y cuantificada con el software de analisis del LightCycler® de acuerdo con el
protocolo del fabricante. La expresion relativa de cada muestra se calcul6 haciendo una
normalizacién con la GAPDH, y los resultados se expresaron como porcentaje de
expresion obtenidos a 0 h puestos al 100%. Los productos obtenidos de la PCR se
separaron por electroforesis sobre un gel de agarosa 2% que contiene 0,5 ug/ml de
bromuro de etidio y se identificaron segun tamafios para verificar el tamafio esperado

para los diferentes receptores de 5-HT (ver Tabla 25).
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5.-

=

Material utilizado

Tamiz de porosidad entre 100 y 300 pm.

TRIzol Reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).

Taladro de Kontes DUALL 20 (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).

M-MLYV transcriptasa inversa (virus de la trancriptasa inversa de la leucemia de rata,

Invitrogen).
Inhibidor de la ribonucleasa (RNaseOUT ™, Invitrogen).

Cebadores especificos “sentido” y “antisentido” para los diferentes receptores de 5-

HT (Eurobio).

kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostic).
Ligh‘[Cycler® (Roche Diagnostic, Meylan, France).
CapilaresLightCycler® de 20 pl (Roche Diagnostic).

Centrifuga Sigma 3K 10 (Bioblock, Illkirch, France).

Ultracentrifuga TL-100 (Beckman).

Cubeta de electroforesis (Biorad).

Conos «RNase Free» (Fisher Scientific).

Micropipetas de 0,5 — 10 ul, 20-200 pl y 100-1000 pl (Lambda).
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I.- DIABETES INDUCIDA POR ESTREPTOZOTOCINA Y
ALOXANO

La induccién de hiperglucemia (conseguida casi en el 100% de los animales),
tanto con estreptozotocina como con aloxano, determina una pérdida inicial de peso en
los animales, que posteriormente se recupera de forma progresiva aunque sin alcanzar
en ningiin momento los valores de los animales control en el caso del aloxano, mientras
que esta pérdida de peso se mantiene durante todo el periodo de estabulacion cuando se

utiliza estreptozotocina (Figura 18 a,b).

En la induccion de la hiperglucemia con aloxano los animales, al inicio de los
experimentos y previamente a la induccion de la diabetes, presentan unos valores de
glucemia basal de 90,4 + 0,7 mg/dl. La administraciéon subcutanea de 150 mg/kg de
aloxano aumenta estos valores hasta aproximadamente unos 500 mg/dl generandose asi
ratas hiperglucémicas (Figura 19a) que se mantienen en estos valores de glucemia
durante un periodo minimo de 28 dias, con una administraciéon diaria de insulina

(Insulatard NPH).

La glucemia basal de los animales a los que posteriormente se administro
estreptozotocina fue de 99,5 + 2,6 mg/dl. La induccién de diabetes por este agente
origina una hiperglucemia menos marcada con respecto al aloxano en los primeros dias
después de la inyeccion; sin embargo pasado el periodo de estabulacion de 28 dias los

valores de hiperglucemia alcanzados son similares, estando en una media de 566,73 +

20,17 mg/dl (Figura 19b).

Las funciones renales de los animales tratados con estreptozotocina, controlados
en las jaulas metabolicas, muestran que dichos animales se encuentran en una fase
precoz de la evolucion de su patologia caracterizada por hiperfiltracion glomerular,

poliuria, polidipsia e hiperfagia (Tabla 26).
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Tabla 26: Caracteristicas de las ratas diabéticas comparadas con las ratas control, 4 semanas

después de la induccion de una diabetes insulino-dependiente por inyeccion de estreptozotocina

(60 mg/kg i.v.).
Diuresis Excrecion Reabsorcion Aclaramientode Toma de Toma de Glucemia
de glucosa fraccional creatinina bebida comida
de Na
(ul/g/dia)  (pnmol/g/dia) (%) (ul/g/min) (ul/g/dia)  (mg/g/dia) (mM)

Ratas control 15+2 0,06 £ 0,01 99,70 +£ 0,04 4,40 £0,20 36+8 31+6 7,87 +0,36

(10)
Ratas 620 + 72° 345 +48° 98,73 +0,15° 5,88 +0,30° 868 + 89° 159 +7° 34,2 +3,5°
diabéticas

3

Los resultados se expresan como media £ sem, para el nimero de animales indicados entre

paréntesis. Fueron comparados por un test ¢ de Student. “ P < 0,001.
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Figura 18: Evolucién del peso (g) de ratas normoglucémicas e
hiperglucémicas por (a) aloxano o por (b)
estreptozotocina, a lo largo de 28 dias.
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por (b) estreptozotocina, a lo largo de 28 dias.
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II.- ESTIMULACION SIMPATICA

La estimulacion eléctrica de todo el flujo espinal en ratas desmeduladas (pithed),
en nuestras condiciones experimentales y a frecuencias de estimulacion variables,
provoca una estimulacion simpdtica vascular, tal y como ha sido previamente propuesto
por otros autores (Gillespie y Muir, 1967; Zukowska-Grojec et al., 1983; Borkowski y
Quinn, 1984), e incluso obtenido por nosotros mismos (Moran et al., 1994; Moran et
al., 1998; Fernandez et al, 2000), que induce incrementos de presion arterial sin

cambios apreciables en la frecuencia cardiaca.

En los estudios realizados con ratas normoglucémicas desmeduladas los
animales presentan valores de presion arterial media y de frecuencia cardiaca de 47,9 £
0,7 mm Hg y de 295 + 3,1 ppm respectivamente, valores similares a los que presentan
los animales diabéticos (40,9 £ 1,0 mm Hg y 269,6 + 3,8 ppm respectivamente). Estos
valores se mantienen a lo largo de todos los experimentos, sin presentar modificaciones
importantes después de la administracion o perfusion de los productos ensayados, a
excepcion de los animales a los que se les administro L-NAME, ya que éste agente
modifica significativamente la presion arterial hasta niveles de 68,2 £ 3,4 mm Hg para

ratas normoglucémicas y 57,9 £+ 3,8 mm Hg para ratas hiperglucémicas.

-400
Frecuencia cardiaca (ppm)
i —— gt ™ e
-0 ;
PERFUSION
oot E0 El E2 E3
0 Presion arterial (mm Hg)

Figura 20: Registro de incrementos de presion arterial obtenidos a las diferentes frecuencias
estimulacion, en ratas pithed.



100 Resultados

1.- Comprobaciéon de las acciones serotonérgicas inhibidoras en

ratas normoglucémicas

En estudios previos en ratas normoglucémicas realizados en nuestro
laboratorio, la estimulacion eléctrica de todo el cordon espinal produce incrementos de
presion arterial media (A PAM) caracterizados por ser frecuencia dependiente. A las
frecuencias de estimulacion utilizadas 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz, estos A PAM en la curva de
estimulacion control EQ, fueron respectivamente 2,9 +0,1, 11,2 +0,4, 20,9 0,8, 41,1 +
1,3 mm Hg. Dichos incrementos se mantienen sin cambios significativos en las curvas
de estimulacion-respuesta E1, E2 y E3, en los animales que reciben 1 ml/h de solucion
salina. La perfusion continua de serotonina, asi como la de los agonistas selectivos de
receptores 5-HT14 y 5-HT1p, 8-OH-DPAT y L-694,247 respectivamente, producen una
inhibicion de los incrementos de presion obtenidos por estimulacion eléctrica; sin
embargo la perfusion continua del agonista selectivo de receptores 5-HT3 I-
fenilbiguanida potencia dichos incrementos de presion (Moran et al., 1994, 1998;
Fernandez, 1999) (Figuras 21 22; tomadas de la Tesis Doctoral de M.M. Fernandez,
1999).

Para la validacién de los datos anteriores en el tiempo de la realizacion de
nuestro estudio, se repitieron los ensayos en un grupo control al que administramos 20
pg/kg/min de 5-HT, 20 pg/kg/min de 8-OH-DPAT o 1 ug/kg/min de L-694,247. Los
efectos inhibidores inducidos no difieren significativamente de los obtenidos
previamente, hecho que nos permiti6 utilizar el resto de los experimentos, como

controles normoglucémicos de nuestro estudio.

Los acciones serotonérgicas sobre los efectos presores obtenidos por
estimulacion simpdtica total, se mantienen constantes desde la estimulacion E2, por
ello, tanto en la presentacion de los resultados previamente mencionados como en los
obtenidos en nuestros experimentos, se recogen en las figuras los A PAM
correspondientes a la estimulacion E2 de cada tratamiento comparados con los

obtenidos en la estimulacion EO.
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Figura 21: Influencia de la perfusion i.v. (ug/kg/min) de (a) 5-HT o (b)
5-CT, sobre la curva estimulacion-respuesta E2 obtenida,
por estimulacion simpatica total, en ratas pithed. * P< 0,05
respecto a EO (fomado de Fernandéz, 1999).
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Figura 22: Influencia de la perfusion i.v. (ug /kg/min) de (a) 8-OH-
DPAT o (b) L694,247 sobre la curva estimulacion-
respuesta E2 obtenida, por estimulacion simpdtica total, en
ratas pithed. * P< 0,05 respecto a EO (fomado de
Fernandéz, 1999).
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2.- Acciones serotonérgicas en ratas hiperglucémicas

Efecto de la perfusion de solucion salina o de 5-HT sobre los incrementos de

presion arterial media obtenidos por estimulacion simpatica total

La estimulacion eléctrica de todo el cordon espinal, en ratas hiperglucémicas,
provoca incrementos de presion arterial media (A PAM) significativamente superiores a
los obtenidos en ratas normoglucémicas y, caracterizados por ser frecuencia
dependientes. A las frecuencias utilizadas 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz, estos A PAM, en la curva
de estimulacién control EO, fueron respectivamente 5,1 + 0,2, 20,8 £ 0,9, 37,0 £ 14y
68,9 £ 1,4 mm Hg. Dichos incrementos se mantienen sin cambios significativos en las
curvas de estimulacion-respuesta E1, E2 y E3, en los animales que reciben 1 ml/h de

solucion salina (Figura 20 y Figura 23).

Todas las dosis de 5-hidroxitriptamina ensayadas, 1, 10 y 80 pg/kg/min, que no
modifican el valor basal de PAM de los animales, ejercen una accién inhibidora sobre el
efecto presor inducido por estimulacion eléctrica. Este efecto inhibidor, que es dosis-
dependiente, es mayor a frecuencias de estimulaciéon bajas. El efecto inhibidor
provocado por la dosis de 1 pg/kg/min de 5-HT es significativo a la frecuencia de 0,1
Hz, sin embargo, el resto de las dosis ensayadas (10 y 80 pg/kg/min) producen efectos
resultan significativos a todas las frecuencias, inhibiendo en mas de un 60-80% el efecto

presor inducido por la frecuencia de estimulacion de 0,1 Hz (Figura 24).

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

estimulacion comparados con los obtenidos en la estimulacion EQ.

Efecto de la perfusion intravenosa de agonistas 5-HT; (5-HT, 5-HTp, 5-HTip), 5-

HT, y 5-HT; sobre las respuestas presoras obtenidas por estimulacion eléctrica

El efecto inhibidor producido por 5-HT sobre las respuestas presoras obtenidas
por estimulacion eléctrica del cordon espinal se reproduce con la perfusion intravenosa

de 5-CT (5 pg/kg/min), agonista 5-HT;, siendo su efecto inhibidor a frecuencias de
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estimulacion bajas (0,1, 0,5 y 1 Hz), superior al de la propia 5-HT (Figura 25). Al inicio
de la perfusion de este agonista se obtiene un ligero descenso de la presion basal de los

animales que se recupera posteriormente.

Este efecto inhibidor es también reproducido por el agonista selectivo 5-HT 4, 8-
OH-DPAT, que presenta una inhibicion dosis y tiempo dependiente (5, 10 y 20
ng/kg/min). Ninguna de las dosis ensayadas con este agonista modifica el valor basal de
PAM. La inhibiciéon muestra en todos los casos diferencias significativas con respecto a
EO, y es especialmente significativa a las frecuencias de estimulacion inferiores (Figura

26).

La administracion del agonista de receptores 5-HT;z, CGS-12066B (5
ug/kg/min) (Figura 27a) y del agonista de receptores 5-HTp, L-694,247 (5 y 20
ng/kg/min) (Figura 27b) no modificaron las respuestas presoras obtenidas por

estimulacion eléctrica.

La perfusion intravenosa del agonista selectivo de receptores 5-HT,, a-metil-5-
HT (5 pg/kg/min) tampoco modifica los incrementos de presion en ninguna de las tres

curvas de estimulacion (E1, E2 y E3) (Figura 28a).

Ninguno de estos tres agonistas modificaron por si mismos los valores de

presion arterial media.

La perfusion del agonista selectivo 5-HTs 1-fenilbiguanida, a la dosis de 5
ng/kg/min, provoca un ligero efecto potenciador de las respuestas presoras inducidas
por estimulacion del cordon espinal, que unicamente resulta significativo para la
estimulacion de 0,1 Hz. Con dosis superiores (40 pg/kg/min) no se consigue

incrementar el efecto potenciador (Figura 28b).
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Efecto de los antagonistas de receptores, 5-HT;, 5-HT4, 5-HT>, y 5-HT3; sobre la
inhibicion ejercida por los agonistas serotonérgicos en las respuestas presoras

obtenidas por estimulacion eléctrica

La administracion intravenosa del antagonista selectivo de receptores 5-HTj3,
MDL-72222 (2 mg/kg), de ritanserina (1 mg/kg), antagonista selectivo de los receptores
5-HT; o de WAY-100,635 (100 pg/kg), antagonista selectivo de receptores 5-HT 4, no

modifica los incrementos de presion obtenidos por estimulacion (Figura 29).

Sélamente el antagonista no selectivo metiotepina (0,1 mg/kg, iv.) y el
antagonista selectivo de receptores 5-HT; (mesulergina, 1 mg/kg, i.v.) ejercen por si
mismos un efecto inhibidor de la respuesta inducida por la estimulacion eléctrica. Esta

inhibicion es significativa a todas las frecuencias de estimulacion (Figura 29).

Del pretratamiento con estos antagonistas unicamente metiotepina (Figura 30), y
WAY-100,635 (Figura 31) bloquean la inhibicién producida por 5-HT 10 pg/kg/min. El
antagonista selectivo WAY-100,635 bloquea igualmente el efecto inhibidor inducido

por la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) (Figura 32).

Efecto de 5-HT y 8-OH-DPAT sobre las respuestas presoras inducidas por

administracion de noradrenalina exdgena

La designacion de la naturaleza pre o postsinaptica de la accion inhibidora se
realiza mediante los experimentos en los cuales los incrementos de presion arterial son
inducidos por administracion exdgena de noradrenalina. Tal y como se aprecia en la
figura 33, la administracion intravenosa de NA, a dosis de 0,01, 0,05, 0,1 y 0,5 pg/kg,
induce incrementos de presion arterial crecientes con las dosis y constantes a lo largo
del tiempo. Tales incrementos, para la curva dosis-respuesta E’0 fueron respectivamente

de 15,0 £ 1,8,20,0 £2,3,32,0 £+ 4,5 y 42,7 + 5,0 mm Hg.

Por su parte ninguno de los agonistas inhibidores de la estimulacion eléctrica, tal y
como se puede apreciar en la figura 34, es capaz de inhibir de forma significativa las

respuestas de noradrenalina.
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Figura 23: Influencia de la perfusion i.v. de solucion salina (1 ml/h) sobre
los incrementos de presion arterial media (A PAM) inducidos,
por estimulacion simpatica total, en ratas hiperglucémicas
pithed. EO control, E1 primera, E2 segunda y E3 tercera curva
estimulacion respuesta.
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Figura 24: Influencia de la perfusion i.v. de 5-HT (pg/kg/min) sobre los

incrementos de presion arterial media (A PAM) inducidos,
por estimulacidon simpatica total, en ratas hiperglucémicas
pithed. a) P < 0,05; b) P < 0,01 y ¢) P <0,001 con respecto a
EO (verde).
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Figura 25: Influencia de la perfusion intravenosa de 5-HT (10

pg/kg/min) o de 5-CT (5 pg/kg/min) sobre los
incrementos de presion arterial media (A PAM)
inducidos, por estimulacion simpdatica total, en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P < 0,05; b) P < 0,01 yc) P <
0,001 con respecto a EO (verde).
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Figura 26: Influencia de la perfusion i.v. de 8-OH-DPAT (5, 10 y 20

pg/kg/min) o de 5-HT (10 pg/kg/min) sobre los
incrementos de presion arterial media (A PAM) inducidos,
por estimulaciéon simpatica total, en ratas hiperglucémicas
pithed. a) P <0,05; b) P <0,01 yc)P <0,001 con respecto
a EO (verde).



116 Resultados




Resultados 117

A PAM (mm Hg)

(@)
80T
60 [
40T
20T
. . . .
0,1 0,5 1 S)
®) g0,
EO
—— 5-HT 10

60+ —* 1-694,247 5
—"— L-694,247 20

20T

O - L L )
0,1 0,5 1 5
Frecuencia (Hz)

Figura 27: Influencia de la perfusion i.v. de 5-HT (10 pg/kg/min) y (a)
CGS-12066B (5 pg/kg/min), y (b) L-694,247 (5 y 20
pug/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) inducidos, por estimulacion simpatica total, en
ratas hiperglucémicas pithed. a) P <0,05; b) P <0,01 y ¢) P
< 0,001 con respecto a EO (verde).
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Figura 28: Influencia de la perfusion i.v. de 5-HT (10 pg/kg/min) y (a)
o-metil-5-HT (10 pg/kg/min) o (b) 1-fenilbiguanida (5 y 40
pug/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) inducidos, por estimulacion simpatica total, en
ratas hiperglucémicas pithed. a) P <0,05;b) P<0,01 yc) P
< 0,001 con respecto a E0 (verde).
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Figura 29: Variaciones en los incrementos de presion arterial media (A
PAM) obtenidos, por estimulacion eléctrica, en la curva de
estimulacion EO en ratas hiperglucémicas pithed, inducidos
por administracion iv. de MDL-72222 (2 mg/kg),
ritanserina (1  mgkg), WAY-100,635 (100 png/kg),
mesulergina (1 mg/kg) o metiotepina (0,1 mg/kg). a) P <
0,05; b) P<0,01 yc)P<0,001 con respecto a EO (verde).



122 Resultados




Resultados 123

80 r
EO
E 0Met
—a&— 5-HT 10
Met + 5-HT 10
60
=)
T
=
E a0t
=
<
[
<
20 |
0,1 0,5 1 5

Frecuencia (Hz)

Figura 30: Influencia de la administraciéon i.v. de metiotepina (0,1
mg/kg) sobre la inhibicion de la estimulacion simpatica
inducida, por 10 pg/kg/min de 5-HT, en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P < 0,05; b) P <0,01 yc) P <
0,001 con respecto a EO (verde) y EOpet (celeste).
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Figura 31: Influencia de la administracion i.v. de WAY-100,635 (100
ug/kg) ) sobre la inhibicion de la estimulacion simpatica
inducida, por 10 pg/kg/min de 5-HT, en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P < 0,05; b) P < 0,01 yc) P <
0,001 con respecto a EO (verde) y EOway (granate).
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Figura 32: Influencia de la administraciéon i.v. de WAY-100,635 (10
ng/kg) sobre la inhibicion de la estimulacién simpatica
inducida, por 10 pg/kg/min de 8-OH-DPAT, en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P <0,05; b) P<0,01 yc) P <
0,001 con respecto a EO (verde) y EOway (granate).
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Influencia de la administracion de solucidn salina (1 mg/kg)
sobre los incrementos de presion arterial media (A PAM)
obtenidos por administracion de NA exogena. E'0 control,
E’1 primera, E’2 segunda y E’3 tercera curva dosis-
respuesta de NA exogena en ratas hiperglucémicas pithed.
a) P <0,05;b) P<0,01 yc)P <0,001 con respecto a E'0
(naranja).
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Figura 34: Influencia de la perfusion i.v. (10 pg/kg/min) de 5-HT o de 8-
OH-DPAT sobre los incrementos de presion arterial media (A
PAM) obtenidos, por administracion de NA exdgena en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P < 0,05; b) P < 0,0l yc) P <
0,001 con respecto a E’0 (naranja).
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3.- Estudio de los mecanismos indirectos implicados en las acciones

serotonérgica inhibidoras en ratas normoglucémicas

Efecto de la administracion de L-NAME sobre los incrementos de presion arterial
media obtenidos por estimulacion simpatica total y, su influencia sobre los efectos

inhibidores de agonistas serotonérgicos

La administracion de L-NAME (10 mg/kg) implica un aumento de la presion
arterial media sin modificar la frecuencia cardiaca, siendo los valores respectivos de

estos dos parametros 68,2 +£ 3,4 mm Hg y 291,0 £ 6,0 ppm.

La estimulacion eléctrica del cordon espinal tras la administracion de L-NAME
produce a las frecuencias de estimulacién 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz unos incrementos de
presion arterial media en la curva control (EOL namEe) que corresponden respectivamente
ag86=*1,0, 222+ 19, 33,8 £2,9, 55,6 £ 4,1 mm Hg (Figura 35), y que resultan
significativamente superiores a los obtenidos a las mismas frecuencias (curva EO) en

ausencia de L-NAME.

Los incrementos de presion arterial media obtenidos en las curvas E1, E2, y E3
en presencia de L-NAME, tras la perfusion de suero fisiolégico (1 ml/h) sufren una
ligera disminucidn con respecto a los valores obtenidos en la curva EOp.name, Sin que

esta disminucion llegue a ser significativa.

En presencia de L-NAME, tanto la perfusion intravenosa del agonista selectivo
de receptores 5-HT)p, L-694,247 (1 pg/kg/min) (Figura 35) como la perfusion de 8-OH-
DAPT (20 pg/kg/min) (Figura 36) siguen ejerciendo, tal como lo hacian en su ausencia,

el mismo efecto inhibidor de los incrementos de presion obtenidos por estimulacion.

Efecto de la administracion de glibenclamida sobre los incrementos de presion
arterial media obtenidos por estimulacion simpatica total y, su influencia sobre los

efectos inhibidores de agonistas serotonérgicos

La administracion de glibenclamida (10 mg/kg) no origina modificaciones de los

valores de presion arterial media ni de la frecuencia cardiaca con respecto a los de los
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animales controles, de la misma manera que por si misma no altera significativamente
los incrementos de presion arterial media producidos por estimulacion eléctrica (Figura

38).

La glibenclamida no modifica las respuestas producidas, tanto por 8-OH-DPAT
(20 pg/kg/min) (Figura 37) como por L-694,247 (1 ug/kg/min) (Figura 38), de tal modo
que estos dos agonistas selectivos de receptores 5-HT;5 y 5-HTp respectivamente,
continian inhibiendo las respuestas presoras inducidas por estimulacion eléctrica,
siendo esta estimulacion frecuencia dependiente y mucho mas marcada a frecuencias

bajas de estimulacion.

Efecto de la administracion de indometacina sobre los incrementos de presion
arterial media, obtenidos por estimulacion simpatica total, y su influencia sobre los

efectos inhibidores de agonistas serotonérgicos

La administracion de indometacina (2 mg/kg) no origina modificaciones de la
presion arterial media ni de la frecuencia cardiaca con respecto a los controles, de la
misma manera que por si misma no altera significativamente los incrementos de presion

arterial media producidos por estimulacion eléctrica (Figura 39).

En presencia de indometacina, 8-OH-DPAT (20 pg/kg/min) inhibe los
incrementos de presion inducidos por estimulacion eléctrica del flujo simpatico a
frecuencias de estimulacion bajas, (Figura 39), no obstante, esta inhibicion no es

significativa.

Sin embargo, indometacina es capaz de revertir totalmente la inhibicion que L-
694,247 (1 pg/kg/min) produce sobre las respuestas presoras inducidas por estimulacion

eléctrica (Figura 40).
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Efecto de la administracion de ODQ sobre los incrementos de presion arterial
media obtenidos por estimulacion simpatica total y, su influencia sobre los efectos

inhibidores de agonistas serotonérgicos

La administracion de ODQ no origina modificaciones significativas de la presion
arterial media ni de la frecuencia cardiaca con respecto a los de controles. Los
incrementos de presion arterial media (EOgpg) son similares a los incrementos de la EO
control y se mantienen durante en las tres curvas E1, E2, y E3 en presencia de ODQ,

durante la perfusion de suero fisioldgico (1 ml/h).

En presencia de ODQ, tanto la perfusion intravenosa del agonista selectivo de
receptores 5-HTp, L-694,247 (1 pg/kg/min) (Figura 42) como la de 8-OH-DAPT (20
ng/kg/min) (Figura 41) siguen ejerciendo, de igual modo a como lo hacian en su
ausencia, el mismo efecto inhibidor de los incrementos de presion obtenidos por

estimulacion.
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Figura 35: Influencia de la perfusion intravenosa de L[-694,247 (1
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en
ratas normoglucémicas pithed pretratadas con L-NAME (10
mg/kg, i.v.). a) P <0,05;b)P<0,01 yc)P<0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 36: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (20
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en
ratas normoglucémicas pithed pretratadas con L-NAME (10
mg/kg, 1.v.). a) P <0,05;b) P <0,01 yc)P <0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 37: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (20
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media (A
PAM) obtenidos, por estimulacion simpatica total, en ratas
normoglucémicas pithed pretratadas con glibenclamida (10
mg/kg, i.v.). a) P <0,05;b)P <0,01 yc)P <0,001 con respecto
a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 38: Influencia de la perfusion intravenosa de L-694,247 (1

pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpatica total, en
ratas  normoglucémicas  pithed  pretratadas con
glibenclamida (10 mg/kg, i.v.) a) P <0,05;b) P<0,01y
¢) P <0,001 con respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 39: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (20
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en ratas
normoglucémicas pithed pretratadas con indometacina (2
mg/kg, i.v.) a) P <0,05;b) P <0,01 yc)P <0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 40: Influencia de la perfusion intravenosa de L-694,247 (1
ug/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpatica total, en
ratas normoglucémicas pithed pretratadas con indometacina
(2 mg/kg, i.v.). a) P < 0,05; b) P < 0,01 y c) P <0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 41: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (20
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en
ratas normoglucémicas pithed pretratadas con ODQ (10
pg/kg, i.v.). a) P <0,05;b) P <0,01 yc)P <0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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Figura 42: Influencia de la perfusion intravenosa de L[-694,247 (1
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en
ratas normoglucémicas pithed pretratadas con ODQ (10
pg/kg, i.v.) a) P <0,05b)P<0,01yc)P<0,001 con
respecto a EO (azul) y E’0 (rojo).
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4.- Estudio de los mecanismos indirectos implicados en las acciones

serotonérgica inhibidoras en ratas hiperglucémicas

Efecto de la perfusion de suero (fisioléogico, 5S-HT y 8-OH-DPAT tras la
administracion de L-NAME

La administracion de L-NAME implica un aumento de la presion arterial media
sin modificar la frecuencia cardiaca, siendo los valores respectivos de estos dos

parametros, en estos grupos de animales, 57,9 £ 3,8 mm Hgy 271,0 £ 5,5 ppm.

La estimulacion eléctrica del cordon espinal tras la administracion de L-NAME
produce a las frecuencias de estimulacién 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz unos incrementos de
presion arterial media en la curva control (EOL namE) que corresponden respectivamente
a65+09, 29,1 +28, 43,6 +3,2y 752+ 3,4 mm Hg respectivamente (Figura 43), y
que resultan ligeramente superiores (pero no estadisticamente significativas las
diferencias) a los obtenidos a las mismas frecuencias (curva EO) en ausencia de L-

NAME.

Los incrementos de presion arterial media en las curvas, E1, E2 y E3 en
presencia de L-NAME, tras la perfusion de suero fisioldgico (1 ml/h) sufren una ligera

disminucidn en los valores frente a los obtenidos en la curva EOr xaME.

En presencia de L-NAME, ni la perfusion intravenosa de serotonina (10
ng/kg/min) ni la del agonista selectivo 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min), modifica los

incrementos de presion obtenidos por estimulacion (Figuras 43 y 46).

Efecto de la perfusion intravenosa de S5-HT y de 8-OH-DPAT tras la

administracion de L-arginina en presencia de L-NAME

La administracion de L-arginina (100 mg/kg, i.v.) 30 minutos después de
administrar L-NAME (10 mg/kg, 1.v.), determina un descenso de la presion arterial
media recobrando un valor similar (40,9 £ 1,0 mm Hg) al que presentaron todos los

animales que no recibieron L-NAME.
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La realizacion de la curva control EOi.arginina, tras la administracion de L-
arginina, lleva a incrementos de presion arterial media de 5,1 £ 0,9, 25,3 £ 2,5, 35,7 £+
3,6 y 76,3 £ 7,4 mm Hg para las frecuencias de estimulacion de 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz
respectivamente. Estos valores no difieren de los de EO, y son ligeramente inferiores a

los de EOL name (Figura 44).

En estas condiciones experimentales la perfusion de 5-HT (10 pg/kg/min) y de
8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) provoca un claro efecto inhibidor de los incrementos de

presion obtenidos por estimulacion (Figuras 44 y 47).

Efecto de la perfusion de S-hidroxitriptamina tras la administracion de D-arginina

en presencia de L-NAME

La administracion de D-arginina (100 mg/kg, i.v.) 30 minutos después de
administrar L-NAME (10 mg/kg), no modifica el incremento de presion arterial media
que presentan todos los animales que recibieron L-NAME (57,9 = 3,8 mm Hg). Los
incrementos de presion arterial media que se producen, a las distintas frecuencias de
estimulacion, en su curva estimulacion-respuesta control (EOp_arginina) son de 9,5 + 1,8,

38,0 £ 4,3, 542 + 4,5y 81,2+ 2,5 mm Hg.

En estas condiciones experimentales la perfusion de 5-HT (10 pg/kg/min) no
origina una inhibicion significativamente distinta a la curva de estimulacion-respuesta

EOp_arginina (Figura 45).

Efecto de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT después de la administracion de

oDQ

La administracion via iv. tipo bolus de ODQ (10 pg/kg) no modifica
significativamente la presion arterial media de los animales (41,46 = 1,59 mm Hg), del
mismo modo que tampoco es capaz de modificar significativamente los incrementos de

presion arterial media (EOopg) con respecto a la EQ control, siendo estos incrementos de
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presion para las frecuncias de estimulacion de 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz los siguientes: 8,5 +

0,1,27,4+0,2,38,2+0,5, 66,5 0,3 mm Hg (Figura 48).

En presencia de este inhibidor de la guanilato ciclasa (ODQ) se revierte el efecto
inhibidor, producido por la perfusion intravenosa de 10 pg/kg/min de 8-OH-DPAT,

sobre los incrementos de presion arterial media inducidos por estimulacion (Figura 48).

Efecto de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT después de la administracion de

indometacina

La administracion por via i.v. tipo bolus de indometacina (2 mg/kg) no modifica
significativamente la presion arterial media de los animales (43,2 £ 12,5 mm Hg), del
mismo modo que tampoco es capaz de modificar significativamente los incrementos de
presion arterial media (EO;ng0) con respecto a la EO control, siendo estos incrementos de
presion para las frecuencias de estimulacion de 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz los siguientes: 6,9 +

0,6,22,2+43,37,6+5,7, 65,6 6,8 mm Hg (Figura 49).

En presencia de este inhibidor de la via de las ciclooxigenasas la perfusion de 8-
OH-DPAT (10 pg/kg/min) produce un efecto inhibidor sobre los incrementos de
presion arterial media inducidos por estimulacion (Figura 49), aunque esta inhibicion no

es significativa.

Efecto de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT después de la administracion de

glibenclamida

La administraciéon por via i.v. tipo bolus de glibenclamida (10 mg/kg) no
modifica significativamente la presion arterial media de los animales, del mismo modo
que tampoco es capaz de modificar significativamente los incrementos de presion
arterial media (EOgjipen) con respecto a la EO control, siendo estos incrementos de
presion para las frecuencias de estimulacion de 0,1, 0,5, 1 y 5 Hz los siguientes: 4,9 +

0,3, 18,8 £1,8,42,9+ 3,2, 77,2 +£ 3,9 mm Hg respectivamente.
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En presencia de este inhibidor de los canales de K'-ATP dependientes, la
perfusion de 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min) produce un efecto inhibidor sobre los
incrementos de presion arterial media inducidos por estimulacion (Figura 50) similar a
la producida en ausencia de glibenclamida, sobre todo a las frecuencias de estimulacion

mas bajas.
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Influencia de la perfusion i.v. de 5-HT (10 pg/kg/min)
sobre los incrementos de presion arterial media (A PAM)
obtenidos, por estimulaciéon simpatica total, en ratas
hiperglucémicas pithed pretratadas con L-NAME (10
mg/kg, i.v.) a) P<0,05;b)P<0,0l yc)P <0,001 con
respecto a EO (verde) y EOp name (azul)
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Figura 44: Influencia de la perfusion intravenosa de 5-HT (10
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial
media (A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica
total, en ratas hiperglucémicas pithed pretratadas con L-
NAME (10 mg/kg, i.v.) y L-arginina (100 mg/kg, i.v.).
a) P <0,05;b) P<0,01 yc)P<0,001 con respecto a EO
(verde) y EOprarg (gris).
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Figura 45: Influencia de la perfusion intravenosa de 5-HT (10
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial
media (A PAM) obtenidos, por estimulacion simpatica
total, en ratas hiperglucémicas pithed pretratadas con L-
NAME (10 mg/kg, i.v.) y D-arginina (100 mg/kg, i.v.). a)
P <0,05; b) P < 0,01 y c) P <0,001 con respecto a EO
(verde) y EOp.arg (verde oscuro).
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Figura 46: Influencia de la perfusion i.v. de 8-OH-DPAT (10 pg/kg/min)
sobre los incrementos de presion arterial media (A PAM)
obtenidos, por estimulacion simpdatica total, en ratas
hiperglucémicas pithed pretratadas con L-NAME (10
mg/kg, i.v.). a) P <0,05; b) P<0,01 yc)P <0,00l con
respecto a EO (verde) y EOL name (azul).
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Figura 47: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (10
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacién simpdtica total, en
ratas hiperglucémicas pithed pretratadas con L-NAME (10
mg/kg, i.v.) y L-arginina (100 mg/kg, i.v.). a) P <0,05;b) P
< 0,01 y ¢) P < 0,001 con respecto a EO (verde) y EOp ar
(gris).
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Figura 48: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (10
pg/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpatica total, en ratas
hiperglucémicas pithed pretratadas con ODQ (10 pg/kg,
i.v.). a) P <0,05;b) P<0,01 yc)P <0,001 con respecto a
EO (verde) y EOopg (celeste).
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Figura 49: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (10

ug/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacién simpatica total, en
ratas hiperglucémicas pithed pretratadas con indometacina
(2 mg/kg, i.v.). a) P <0,05; b) P<0,01 yc)P<0,001 con
respecto a EO (verde) y EQiygo (rosa).
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Figura 50: Influencia de la perfusion intravenosa de 8-OH-DPAT (10
ng/kg/min) sobre los incrementos de presion arterial media
(A PAM) obtenidos, por estimulacion simpdtica total, en
ratas hiperglucémicas pithed pretratadas con glibenclamida
(10 mg/kg, i.v.) a) P <0,05;b)P<0,01 yc)P<0,001 con
respecto a EO (verde) y EOgjinen (granate).
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III.- ESTIMULACION COLINERGICA

Estudios realizados hace algun tiempo en nuestro laboratorio, en animales
normoglucémicos, pusieron de manifiesto que 3S-hidroxitripamina interfiere con la
transmision colinérgica cardiaca en ratas pithed, mediante mecanismos de naturaleza
preferentemente presindptica que implican la activacion de receptores 5-HT,,

inhibidores de la liberacion de acetilcolina y 5-HT3, facilitadotes de dicha liberacion

(Moran et al., 1994a).

1.- Ratas hiperglucémicas

Las ratas wistar hiperglucémicas pithed utilizadas en nuestros experimentos
presentan valores de frecuencia cardiaca de 289,7 + 5,0 ppm. La disminucién de la
frecuencia cardiaca obtenida en nuestras condiciones experimentales es producida por
una estimulaciéon de las neuronas vagales a nivel cardiaco, preferentemente a nivel
preganglionar (Roquebert et al., 1991; Moran et al., 1994a), que lleva a la liberacion de
acetilcolina. Esta liberacion de acetilcolina conlleva una activacion postsinaptica de
receptores colinérgicos, que son los responsables de la bradicardia. Esta accion explica
que la bradicardia producida por estimulacion eléctrica sea reproducida por acetilcolina

exodgena y totalmente inhibida tras administracioén de atropina.

Efecto de la solucion salina y de 5-HT sobre la bradicardia obtenida por

estimulacion eléctrica del nervio vago

La estimulacion eléctrica vagal, en ratas hiperglucémicas, a las frecuencias de 3,
6 y 9 Hz provoca una bradicardia frecuencia dependiente. A las frecuencias utilizadas
en la curva de estimulacion control, la disminucion de la frecuencia cardiaca fue

respectivamente de -28,2 + 2,2, -53,4 + 4,80 y -87,1 + 7,0 ppm. Dichos descensos se
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mantienen sin cambios significativos en los animales que reciben 1 ml/h de solucion
salina (Figura 51), pero son inferiores a los que se consiguen, en similares condiciones

experimentales, en ratas normoglucémicas.

La administracion por via i.v. de dosis bajas de 5-HT (10, 15, 30 y 50 pg/kg) no
provoca modificaciones significativas con respecto a la curva de estimulacion control,
sin embargo dosis més elevadas de 5-HT (100 y 200 pg/kg) originan un aumento de la

bradicardia, méas marcado a las frecuencias bajas de estimulacion (Figura 51).

Efecto de la administracion intravenosa de los agonistas de receptores 5-HT; (5-
HTis, 5-HTis y 5-HTip), 5-HT; y 5-HT; sobre la bradicardia obtenida por

estimulacion eléctrica vagal

El efecto bradicardizante producido por estimulacion eléctrica vagal se ve
modificado tras la administracién intravenosa tipo bolus de 5-CT, agonista de
receptores 5-HT,, siendo su efecto dual, es decir, potenciador de la bradicardia a las
dosis mas bajas administradas (10 pg/kg) e inhibidor de dicha bradicardia a dosis altas

(100 y 150 ng/kg) (Figura 52).

La accion potenciadora de la bradicardia inducida por dosis altas de 5-CT es
reproducida por 8-OH-DPAT (50 pg/kg), agonista selectivo de receptores 5-HTa, y por
CGS-12066B (50 pg/kg), agonista selectivo de receptores 5-HT; En ambos casos, la
accion es mas marcada a las frecuencias bajas de estimulacion. Por su parte, la accion
inhibidora es reproducida por el agonista selectivo de receptores 5-HTp, L-694,247 (50
ng/kg) (Figura 53).

Ni el agonista selectivo de receptores 5-HT,, a-metil-5-HT (150 pg/kg), ni el
agonista selectivo de receptores 5-HTj, 1-fenilbiguanida (150 pg/kg) fueron capaces de
modificar los descensos de frecuencia cardiaca producidos por estimulacidon eléctrica

vagal (Figura 52).
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Efecto de los antagonistas de receptores 5-HTp, 5-HT 14, 5-HT7, y el antagonista no
selectivo, metiotepina, sobre la bradicardia obtenida por estimulacion eléctrica del

nervio vago

La administracion intravenosa del antagonista no selectivo de receptores de
serotonina, metiotepina (0,1 mg/kg), asi como de los antagonistas selectivos de
receptores 5-HTj4 o 5-HTp, WAY-100,635 (100 pg/kg) y BRL-15572 (2 mg/kg)
respectivamente, por si mismos no modifican el descenso de frecuencia cardiaca
producido por estimulaciéon vagal. Sin embargo, mesulergina (1 mg/kg), antagonista
selectivo de receptores 5-HT7, potencia la bradicardia, sobre todo a frecuencias bajas de

estimulacion (Figura 54).

El tratamiento con mesulergina (1 mg/kg) reduce la accion potenciadora de 5-CT
10 ng/kg y la administracion previa de WAY-100,635 (100 pg/kg) revierte la producida
por 8-OH-DPAT (50 pg/kg) (Figuras 55 y 56). Por su parte, el pretratamiento con
metiotepina (0,1 mg/kg) revierte la accion inhibidora que 5-CT 50 pg/kg, induce sobre
la bradicardia obtenida por estimulacion vagal (Figura 55), mientras que BRL-15572 (2
mg/kg) revierte el efecto inhibidor de L-694,247 (Figura 56).

Efecto de 5-CT, 8-OH-DPAT y L-694,247 sobre las respuestas bradicardizantes

inducidas por administracion de acetilcolina exégena

La administracion intravenosa de diferentes dosis de Ach, (1, 5 y 10 pg/kg),
induce una disminucién de la frecuencia cardiaca. La disminucion dosis-dependiente de
la frecuencia cardiaca fue de -20,8 + 3,5, -110,8 + 22,8, -158,0 £ 32,4 ppm,

respectivamente.

Los agonistas 5-CT (10 pg/kg) y 8-OH-DPAT (50 pg/kg) potencian la
bradicardia inducida por la administraciéon de acetilcolina exdgena (Figura 57). Por el
contrario, el agonista selectivo de receptores 5-HT;p L-694,247, no inhibe las
respuestas bradicardizantes producidas por la administracion de acetilcolina exogena

(Figura 57).
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Figura 51: Variaciones de frecuencia cardiaca (A FC, ppm) producidas por
estimulacion eléctrica del nervio vago antes (control) y después
de la administracion i.v. de 10, 15, 50, 100 o 200 pg/kg de 5-
HT, en ratas hiperglucémicas pithed. a) P <0,05;b) P<0,01y
¢) P <0,001 con respecto al control.
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A FC (ppm) S-CT (halkg a-metil-5-HT 1-fenilbiguanida
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Figura 52: Variaciones de frecuencia cardiaca (A FC, ppm) producidas por
estimulacion eléctrica del nervio vago antes (control) y después de
la administracion i.v. de 5-CT (10, 50, 100 o 150 pg/kg), a-metil-
5-HT (150 pg/kg) o 1-fenilbiguanida (150 ng/kg), en ratas
hiperglucémicas pithed. a) P <0,05; b) P <0,01 y ¢) P < 0,001
con respecto al control.
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Figura 53: Variaciones de frecuencia cardiaca (A FC, ppm) producidas por
estimulacion eléctrica del nervio vago antes (control) y después de la
administracion i.v. de 8-OH-DPAT (50 ng/kg), CGS-12066B (50
png/kg) o L-694,247 (50 ng/kg), en ratas hiperglucémicas pithed. a)
P <0,05;b) P<0,01 yc)P<0,001 con respecto al control.
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Control Metiotepina BRL-15572 WAY-100,635 Mesulergina
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Figura 54: Variaciones de frecuencia cardiaca (A FC, ppm) producidas por
estimulacion eléctrica del nervio vago antes (control) y después
de la administracién i.v. de los antagonistas serotonérgicos
WAY-100,635 (100 pg/kg), BRL-15572 (2 mg/kg), metiotepina
(0,1 mg/kg) o mesulergina (1 mg/kg), en ratas hiperglucémicas
pithed. a) P <0,05; b) P <0,01 y ¢c) P <0,001 con respecto al
control.
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Figura 55: Efecto producido por la administracién 1.v. de (a) metiotepina (0,1
mg/kg) sobre la accion inhibidora de 5-CT (50 pg/kg) y (b)
mesulergina (1 mg/kg) sobre la accion potenciadora de 5-CT (10
ug/kg), en ratas hiperglucémicas pithed. a) P <0,05; b) P <0,01
yc) P <0,001 con respecto a 5-CT.
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Figura 56: Efecto producido por la administracion i.v. de (a) WAY-100,635
(0,1 mg/kg) sobre la accidén potenciadora de 8-OH-DPAT (50
ug/kg) y de (b) BRL-15572 (2 mg/kg) sobre la accion inhibidora
de L-694,247 (50 pg/kg), en ratas hiperglucémicas pithed. a) P <
0,05;b) P<0,01 yc)P<0,001 con respecto al agonista.
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A FC (ppm) Control 5-CT 8-OH-DPAT L-694,247
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Figura 57: Efecto producido por 10 ng/kg de 5-CT, 50 ng/kg de 8-OH-
DPAT o 50 pg/kg de L-694,247 sobre las variaciones de
frecuencia cardiaca inducidas por la administracion de Ach
exogena (1, 5 y 10 pg/kg), en ratas hiperglucémicas pithed.
a) P <0,05;b) P<0,01 yc)P<0,001 con respecto al control
realizado con Ach exdgena E’0 (naranja).
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IV.- RINON AISLADO PERFUNDIDO

1.- Caracteristicas del rifién aislado perfundido de rata

La tabla 27 muestra las caracteristicas del rifidon aislado perfundido en ratas
normoglucémicas e hiperglucémicas por estreptozotocina (28 dias). Los rifiones
aislados se perfundieron a un flujo constante de 8§ ml/min, siendo la presion de perfusion
menor en el caso de los animales hiperglucémicos que en el caso de los animales
normoglucémicos, lo que demuestra una resistencia vascular menor para el caso de ratas
con hiperglucemia. Asimismo, estos riflones son mucho mas sensibles a la solucion
despolarizante de KCI (100 nM). En el caso del estudio de las respuestas
vasodilatadoras, se indujo un tono vascular de alrededor de 40 mm Hg con fenilefrina,
siendo este tono similar en los rifiones procedentes de ratas normoglucémicas y en los

provenientes de animales hiperglucémicos.

2. Respuestas vasculares renales inducidas por 5-HT y agonistas

selectivos de receptores 5-HT., en ratas normoglucémicas
5-Hidroxitriptamina

La serotonina (0,03-3 uM) induce una vasoconstriccion dependiente de la
concentracion en el lecho vascular de rifion aislado (Figura 58). El efecto maximo
obtenido con la concentracion de 1 uM, equivale aproximadamente al inducido por la
activacion de receptores a-adrenérgicos por la fenilefrina, pero es el doble de la
vasoconstriccion producida por la angiotensina II (Figura 58a, tabla 28). La
vasoconstriccion producida por 5-HT es completamente antagonizada por la ritanserina,
un antagonista de receptores 5-HT,, sin que llegue en ningin momento a aparecer

relajacion de estos rifiones en los que el tono vascular basal es muy bajo (Figura 58b).
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En presencia del inhibidor de la sintesis de NO, L-NNA (100 uM), la presiéon de
perfusion basal estd aumentada en un 30% (88,4 £+ 4,6 frente a 67,8 + 4,11 mm Hg, n=9,
P > 0,001). En tales condiciones, las respuestas vasoconstrictoras de 5-HT estan
potenciadas, con un desplazamiento de factor 3, como lo demuestran los valores de

CEs (tabla 28, Figura 58b), sin modificacion, en todo caso, de la respuesta maxima.

a-metil-5-HT, DOI y m-CPP

El agonista selectivo de receptores 5-HT,, a-metil-5-HT, reproduce la
vasoconstriccion renal producida por 5-HT (Figura 59a). Del mismo modo, DOI, un
agonista de receptores 5-HTza2c, y m-CPP, un agonista selectivo de receptores 5-HT,c,
inducen vasoconstricciones renales, pero con un efecto maximo muy disminuido, siendo

apenas 1/3 y 1/5 de la respuesta provocada por 5-HT (Figura 59a, tabla 28).

BW-723C86

Por el contrario, BW-723C86, agonista selectivo de receptores 5-HT,g, no
produjo mas que una vasoconstriccion insignificante en el lecho vascular de rifion
aislado (Figura 59a). Después de la induccidon de un tono vascular renal por Ang IT (41
+ 3 mm Hg a una concentracion de 9,6 3,1 nM, n=4), BW-723C86 es capaz de inducir
una vasodilatacion concentracion-dependiente que alcanz6 un valor de 35,4 £ 9,2 % a

una concentracion de 5 uM (Figura 59b).

3. Respuestas vasodilatadoras renales inducidas por Ach, NPNa y

agonistas de receptores 5-HT;

Para la evaluacion de las respuestas vasodilatadoras renales, se restaurd un tono
vascular en este lecho, por medio de inyecciones bolus de fenilefrina o de Ang Il cada
dos minutos. Los picos de constriccion media eran de 41,1 £ 1,7 y de 42,1 £ 1,4 mm Hg

respectivamente, para concentraciones de fenilefrina de 1,2 £ 0,1 uM (n = 24), y de Ang
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I de 7,9 £ 1,2 nM (n = 15). No existe ninguna diferencia en el tono vascular producido

entre los diferentes grupos experimentales.

Acetilcolina y nitroprusiato de sodio

Con el fin de verificar la funcionalidad del endotelio en nuestras preparaciones
de rifion aislado se estudid la respuesta a la acetilcolina. Como era de esperar, la
acetilcolina origina una relajacion concentracion dependiente, inhibida en un 75% en
presencia de 100 uM de L-NNA (Figura 60a). La capacidad vasodilatadora de la
acetilcolina es similar para cualquiera de los vasoconstictores utilizados para inducir el
tono renal (fenilefrina o angiotensina II) (Figura 60a). Nitroprusiato de sodio (NPNa, 3
uM), que activa directamente la via de la guanilatociclasa en musculo liso vascular,
produce una vasodilatacion proxima al 80%, resultado coincidente con estudios previos

del grupo (Figura 60a).

Vasodilatacion inducida por la activacion de receptores 5-HT;4

El agonista especifico de receptores 5-HT;s, 8-OH-DPAT, produce una
relajacion vascular renal concentracion-dependiente, que llega al 73,0 £ 5,9 % de
reversion del tono inducido por fenilefrina (Figura 60b). Sin embargo, WAY-100,635
que a una concentracion de 0,1 uM habitualmente bloquea los receptores 5-HT4, no
inhibe mas que parcialmente las respuestas vasodilatadoras inducidas por las
concentraciones mas elevadas de 8-OH-DPAT (Figura 60b). Esto nos llevo a evaluar las
respuestas de 8-OH-DPAT en rifiones en los que el tono vascular se indujo con otro
constrictor, la angiotensina II. En este caso la vasodilatacion producida por 8-OH-
DPAT tenia un maximo de dilatacion de 25,1 + 8,2 % (a 3 uM, n = 6), respuesta que
estaba totalmente inhibida en presencia de 0,1 uM de WAY-100,635 (Figura 60b).
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Vasodilatacion inducida por la activacion de receptores 5-HT;p

El agonista selectivo de receptores 5-HT;p, CGS-12066B, induce una
vasodilatacion renal que depende en gran parte de una interaccion con los receptores o.-
adrenérgicos. De hecho, se ve una importante relajacion (proxima al 80%) del tono
renal inducido por fenilefrina, mientras que esta relajacion no es mas que 27,3 + 1,9%
(para 1,5 uM, n = 6) cuando dicho tono es inducido por angiotensina II (Figura 61a). La
existencia de L-NNA (100 uM) en el medio de perfusion no modifica la respuesta

vasodilatadora renal inducida por CGS-12066B (Figura 61a).

Vasodilatacion producida por la activacion de receptores 5-HT-

5-CT es un agonista tanto de receptores 5-HT; como de receptores 5-HT;.
Nosotros lo utilizamos para probar la eventual respuesta debida a la activacion de
receptores 5-HT7, ya que disponemos de un antagonista selectivo de receptores 5-HT>,
la mesulergina. 5-CT produjo una relajacion del 40,6 = 5,0% (n = 7) en un tono
inducido por angiotensina II. Un tercio de esta respuesta podria estar ligada a la
activacion de receptores 5-HT7, como fue demostrado en presencia de su antagonista,

mesulergina (3 uM) (Figura 61Db).

Agonistas de receptores 5-HT;p y S-HT3

L-694,247 (0,03 a 3 uM), agonista selectivo de receptores 5-HTp, y 1-
fenilbiguanida (0,03 a 3 uM), agonista selectivo de receptores 5-HT3, no produjeron ni
respuestas vasodilatadoras (en un tono inducido por fenilefrina) ni respuestas

vasoconstrictoras en ausencia de tono inducido.
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4. Diabetes inducida por estreptozotocina

Después de la inyeccion i.v. de estreptozotocina (60 mg/kg, disuelto en tampon
citrato, pH = 4), la diabetes se desarrolla rapidamente (Figura 19b). La glucemia se
mantiene en niveles elevados los 28 dias de estabulacion de los animales. El
mantenimiento de la hiperglucemia llevaba a una pérdida de peso de los animales con

respecto a los controles de su misma edad (Figura 18b).

Las funciones renales fueron evaluadas en 8-10 animales de cada grupo, después
de los 28 dias de estabulacion, justo antes del estudio de la reactividad vascular en el
rinon aislado. Para ello, los animales fueron situados en jaulas metabolicas para hacer
una toma de orina de 24 horas, seguido de una extraccion de sangre. Los resultados
muestran que las ratas hiperglucémicas tienen una poliuria, hecho que se demuestra
claramente por la presencia de glucosa en orina y también por una disminucién de la
reabsorcion de sodio (tabla 26). Ademas los animales estan en un periodo de polidipsia
e hiperfagia. Después de 4 semanas de evolucion de la diabetes, el aclaramiento de
creatinina estd aumentado en un 25% con respecto a los animales control (tabla 26).
Podemos decir pues, que las ratas se encuentran en el estadio de hiperfiltracion

glomerular, caracteristico de la fase precoz de la diabetes mellitus.

5. Efectos agudos de 10 mM de glucosa en las respuestas

vasoconstrictoras y vasodilatadoras renales

Debido a que el medio de perfusion para el rifion aislado utilizado en nuestras
condiciones de experimentacion contiene 10 mM de glucosa, los primeros experimentos
realizados fueron para evaluar si una exposicion aguda a esta concentracion de glucosa
tenia, por si misma, un efecto en las respuestas vasoconstrictoras de 5-HT, o en las
respuestas vasodilatadores de Ach o de CGS-12066B. Para ello, a un grupo de rifiones
procedentes de animales normoglucémicos se le perfundié con un medio de perfusion
que contenia una concentracion fisioldgica de glucosa (5 mM). La Figura 62a muestra
como la exposicion aguda de este lecho vascular a 10 mM de glucosa aumenta

globalmente la respuesta vasoconstrictora de 5-HT. La CEsj no estd modificada pero la
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respuesta maxima estd aumentada en un 20% (Emax =193 £ 10 vs 160 £ 7 mm Hg, n =
6-8, P < 0,05). Las respuestas vasodilatadores renales, por el contrario, tanto las
inducidas por Ach (Figura 64a) como por CGS-12066B (Figura 65b), no se ven

modificadas por una concentraciéon mayor de glucosa en el medio de perfusion.

6. Influencia de 1la diabetes mellitus en las respuestas

vasoconstrictoras renales

En los rifiones procedentes de animales diabéticos, se ve una modificacion
bifasica de las respuestas a 5-HT. Los efectos vasoconstrictores inducidos por las
concentraciones mas bajas siguen estando aumentados, mientras que las respuestas a las
concentraciones mas altas estdn inhibidas (Figura 62a). En rifiones procedentes de
animales normoglucémicos la adicion de L-NNA produce una potenciacion de la
respuesta y desplaza la curva hacia la izquierda (Figura 62b, tabla 28). La inhibicion de
la NO sintasa aumenta de manera importante la resistencia vascular de los rifiones
procedentes de animales diabéticos, debido a que la presion de perfusion esta duplicada

(102 +15vs 56 £ 5 mm Hg, n=5; P <0,05).

La diabetes modifica la vasoconstriccion producida por a-metil-5-HT de forma
similar a como ocurre con 5-HT (Figura 63b), mientras que en DOI se ve unicamente
una potenciacion de la respuesta en animales diabéticos (Figura 63c) y la respuesta al

m-CPP se mantiene invariable (Figura 63d, tabla 28).

7. Influencia de la diabetes en las respuestas vasodilatadoras renales

Con ninguno de los vasodilatadores estudiados, Ach (Figura 64a), nitroprusiato
de sodio (Figura 64b), el agonistas de receptores 5-HT 5, 8-OH-DPAT (Figura 65a), o
el agonista de receptores 5-HT g, CGS-12066B (Figura 65b), hemos visto diferencias
entre la vasodilatacion inducida en el lecho vascular renal de las ratas diabéticas con
respecto al de las ratas normoglucémicas. Hay una contribucion del NO a la
vasodilatacion del CGS-12066B, ya que en presencia de 100 mN de L-NNA su

respuesta vasodilatadora esté inhibida (Figura 64b).
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Tabla 27: Caracteristicas del rifion aislado perfundido de ratas normoglucémicas y diabéticas.

Presion de Resistencia ~ Vasoconstriccion Fenilefrina Tono inducido
perfusion vascular renal  inducida por KCI M por fenilefrina
renal 100mM (uM)

(mm (mm Hg)

(mm Hg) Hgxmin/ml) (mm Hg)
Ratas 66,4+23 8,1+£0,3 193 +4 1,2+0,14 41,1+ 1,7
control (53) (53) (52) (24) (24)
Ratas 49,0 +£2,5° 62+03° 217 +3° 1,1 £0,10 423+1,2
diabéticas (40) (40) (40) (23) (23)

Los resultados se presentan como la media + sem, para el nimero de animales indicado entre paréntesis.

Se comparan por un test ¢ de Student. © P < 0,001.
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Tabla 28: Concentracion eficaz 50 (CEsp) y efecto maximo (Emax) obtenidos para las respuestas

vasoconstrictoras inducidas sobre el rifion aislado perfundido de ratas control y diabéticas.

CEs Emax n CEs Emax
(M) (mm Hg) (M) (mm Hg)
Ratas control Ratas diabéticas
5-HT 0,34 + 0,04 193+ 10 8 0,13 +0,03** 136 + 8**
o-metil-5-HT 0,49 + 0,06 156 +7 5 0,24 + 0,03** 141 +8
DOI 0,014 +0,002° 67 £ 6° 10 0,013 +0,003 110 £ 9**
BW723C86 0,43 + 0,06 10 +£2° 4 / /
m-CPP 1,16 £ 0,37 35+ 9¢ 5 0,43+0,12 26+2
5-HT
+ 0,12 +£0,02°¢ 174 + 11 9 0,04 £0,01* 120 £ 14*
L-NNA
Fenilefrina 0,86 +0,20° 161 + 14 5 1,05+ 0,32 134+ 11
Ang I1 0,003 +0,001° 93 +11° 3 / /

Los resultados se expresan como media + sem, para el nimero de animales indicados (n). Se comparan
por un test ANOVA seguido de un analisis de las diferencias con respecto a 5-HT por un test de Tukey. *
P <0,05,°P<0,01 y P <0,001. Diferencias entre ratas control y diabéticas: * P < 0,05; ** P <0,01. /:

no calculada.



200 Resultados




Resultados 201

Vasoconstriccion (mm Hg)

@ L Ee,
200 & Angli(3)
150 I
1001
50
0 -
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
250
(b) = 5-HT control (8)
| ¥ 5-HT + L-NNA (9)
200 ¢ 5-HT + ritanserina (2)
150
100
50
0 -
0,001 0,01 0,1 1 10

Concentracion (M)

Figura 58: Respuestas vasoconstrictoras inducidas por 5-HT en rifion
aislado perfundido de rata normoglucémcia (a)
Comparacién con las respuestas inducidas por fenilefrina
(FE) o angiotensina II (Ang II). (b) Modulacién de su
accion por un inhibidor de la NO sintasa (L-NNA, 100 uM)
e inhibicion por la ritanserina (10 nM). Los resultados se
expresan como la media + sem, para el numero de
experimentos indicado entre paréntesis.
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Figura 59: (a) Respuestas vasoconstrictoras inducidas por diversos
agonistas 5-HT, en rifién aislado perfundido de rata
normoglucémica. (b) Respuestas vasodilatadoras inducidas
por BW-723C86 después de la restauracion de un tono
vascular renal por Ang II. Los resultados se expresan por su
media * sem, para el nimero de experimentos indicados entre

paréntesis.
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Figura 60: (a) Respuestas vasodilatadoras de referencia inducidas por
Ach y nitroprusiato soédico en rifion aislado de rata
normoglucémica. (b) Respuestas inducidas por 8-OH-DPAT,
en ausencia o en presencia de WAY-100,635 (0,1 pM). Los
resultados se expresan como media £ sem, para un nimero de
experimentos indicado entre paréntesis. a) P < 0,05; b) P <
0,01 yc) P<0,001 respecto a FE.
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Figura 61: (a) Respuestas vasodilatadoras de referencia inducidas por
CGS-12066B, y (b) por 5-CT en ausencia o en presencia de
mesulergina (3 uM). Los resultados se expresan como media
+ sem, para un nimero de experimentos indicado entre

paréntesis. a) P < 0,05; b) P < 0,01 y ¢) P < 0,001 con
respecto a la respuesta de FE.
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Figura 62: (a) Influencia de la diabetes en las respuestas vasoconstrictoras
renales producidas por 5-HT y efectos de la exposicion aguda o
prolongada (4 semanas) a una solucion 10 mM de glucosa. (b)
Modulacién por el NO (administracion de L-NNA) de la
respuesta producida por 5-HT en rifiones diabéticos. Los
resultados se expresan como la media £ sem, para el nimero de
experimentos indicados entre paréntesis. a) P < 0,05; b) P <
0,01y ¢)P<0,001.
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Figura 63: Influencia de la diabetes en las respuestas vasoconstrictoras
renales de agonistas 5-HT,, (b) a-metil-5-HT, (¢) DOI y (d)
m-CPP, y comparacién con la respuesta producida por (a)
fenilefrina. Los resultados se expresan por su media *+ sem,
para el nimero de experimentos indicados entre paréntesis. a)

P < 0,05;

control.

b) P <0,01 yc) P<0,001 respecto al grupo
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Vasodilatacion (%)
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Figura 64: Influencia de la diabetes en las respuestas vasodilatadoras
renales inducidas por (a) Ach y (b) nitroprusiato de sodio y
(a) efecto de la exposicion aguda a 10 mM de glucosa en la
respuesta a la Ach. Los resultados se expresan por su media +
sem, para el nimero de experimentos indicados entre
paréntesis. No existen diferencias significativas.
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Figura 65: Influencia de la diabetes en las respuestas vasodilatadoras
renales inducidas por (a) 8-OH-DPAT y (b) CGS-12066B, en
presencia y ausencia de L-NNA (100 mM). Los resultados se
expresan por su media + sem, para el nimero de experimentos
indicados entre paréntesis. b) P < 0,01 y ¢) P < 0,001 con
respecto al grupo de animales diabéticos.



216 Resultados




Resultados 217

V.- EXPRESION VASCULAR RENAL DE RECEPTORES
SEROTONERGICOS (RT-PCR CUANTITATIVA)

Los resultados normalizados de la Figura 66 muestran los niveles relativos de
expresion de ARNm de los diferentes receptores de serotonina, tanto a nivel de las
arteriolas intrarrenales (Figura 66b) como a nivel de la aorta toricica de ratas
normoglucémicas (Figura 66¢), que fue incluida como vaso de comparacion. Se ha
encontrado ARNm de cinco receptores, 5-HTa, 5-HT5, 5-HTp, 5-HT4 et 5-HTyg.
Los productos de amplificacion generados por PCR cuantitativa en tiempo real
corresponden a los fragmentos esperados, en funcion de los cebadores sentido y
antisentido que se han utilizado, como se muestra en un gel de agarosa (Figura 66a): 5-
HT;a (195 bp), 5-HT 5 (228 bp), 5-HTp (227 bp), 5-HT2a (265 bp) y 5-HT,5 (155 bp).
Su abundancia relativa varia segun el tipo de vaso utlizado; en particular, el receptor 5-
HT)p tiende a una menor expresion a nivel renal y a una sobreexpresion a nivel aortico,
mientras que con el receptor 5-HT4 ocurre exactamente lo contrario. Los receptores 5-
HT,a, 5-HTyg y 5-HTp tienen una expresion similar en los dos tipos de vasos

estudiados.

En los vasos tomados de ratas diabéticas por estreptozotocina durante 28 dias,
los niveles de expresion de ARNm de los receptores 5-HTa, 5-HT ), 5-HTp, 5-HT2a y
5-HT,p son similares a los de los animales controles de la misma edad, tanto para el

caso de arteriolas renales (Figura 67a) como para aorta (Figura 67b).
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Figura 66: Expresion de ARNm de los diferentes receptores de serotonina

en (b) arteriolas intrarrenales y (c) en aorta toracica (RT-PCR
cuantitativa) de ratas normoglucémicas. (a) Verificacion del
tamafio de los fragmentos amplificados por la PCR, en funcién
de los cebadores elegidos, mediante un gel de agarosa de
arteriolas renales. Los resultados se expresan por su media +
sem, paran =3 - 6. a) P <0,05 vs 5-HTp adrtica (expresion
mas alta).
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Figura 67: Influencia de la diabetes en la expresion de ARNm de diferentes
receptores de 5-HT en (a) arteriolas intrarrenales y (b) aorta
toracica. Los resultados se expresan por su media + sem, para n =
3—-6. No existen diferencias significativas entre ratas diabéticas y
controles.
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DIABETES POR ALOXANO O ESTREPTOZOTOCINA

Los dos agentes diabetogenos utilizados en nuestros experimentos, son
empleados habitualmente y, estan validados, como modelo experimental de diabetes
(Oztiirk et al., 1996; Miranda et al., 2000; Keynan et al., 2000). Se caracterizan ambos
agentes quimicos porque destruyen las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas con la consiguiente ausencia de insulina (Szkudelski, 2001), originando la
aparicion, en los animales, de una hiperglucemia semejante a la que aparece en la
diabetes mellitus tipo 1, caracterizada ademds de por el aumento de los niveles de
glucosa, por hipercolesterolemia, glucosuria, y niveles aumentados de hemoglobina

glucosilada en eritrocitos (Agrawal et al., 1987).

Tanto con la administracion intravenosa de 60 mg/kg de estreptozotocina, agente
diabetdgeno utilizado para los estudios realizados in vitro en rindn aislado perfundido,
como con la utilizaciéon de aloxano (150 mg/kg, via subcutanea), hemos buscado una
diabetes elevada y desequilibrada, con una hiperglucemia superior a 400 mg/dl (> 22
mM), con el fin de conseguir alteraciones vasculares tras las 4 semanas durante las

cuales los animales estaban expuestos a la hiperglucemia.

Estudios anteriores realizados en animales diabéticos avalan la situacion de que
la diabetes experimental desarrollada con ambos agentes, es de caracteristicas similares
a la diabetes mellitus espontanea que aparece en humanos. En nuestros experimentos,
con respecto al grupo control de animales no hiperglucémicos, se obtiene una
diferencia, significativa, en la evolucion del peso de los animales, tal como ha sido
propuesto por otros autores que utilizan estos agentes como inductores de diabetes

(Oztiirk et al., 1996; Keynan et al., 2000; De Vriese et al., 2001; Miranda et al., 2000).
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5-HT Y TRANSMISION SIMPATICA VASCULAR

En general, esta admitido y bien documentado que las diferencias de actividad que
5-HT y diferentes agonistas serotonérgicos inducen tras interactuar con el sistema
cardiovascular se deben a factores tales como la especie animal, el tono simpatico del
mismo, el lecho vascular al que nos referimos, las condiciones experimentales, la dosis
del agonista seleccionado, la posibilidad de que aparezcan acciones reflejas o directas,
etc. (Saxena et al., 1987; Vanhoutte, 1987b; Bagdy et al., 1989; Villalon et al., 1993;
Miranda et al., 2000).

La complejidad de acciones de 5-HT y otros agonistas serotonérgicos se
comprende en parte por la diversidad de receptores serotonérgicos que en la actualidad
se conocen (Hoyer et al., 1994). La disponibilidad, cada vez mayor de agonistas y
antagonistas selectivos de los diferentes tipos, e incluso subtipos, de tales receptores, es
un factor importante a la hora de poder justificar, con mayor rigor y exactitud, las

diferencias de actividad encontradas.

La existencia de una interaccion entre mecanismos adrenérgicos y
serotonérgicos ha sido ampliamente estudiada desde el descubrimiento de la 5-
hidroxitriptamina. Hoy se sabe que la distribucion de neuronas serotonérgicas a nivel
del SNC es muy similar a la de las neuronas noradrenérgicas, estando regulada la
actividad de estas ultimas por serotonina, existiendo diversos tipos de receptores
serotonérgicos en terminaciones nerviosas adrenérgicas periféricas de distintos tejidos y
especies. En este sentido, a nivel periférico, numerosos autores han dirigido sus
esfuerzos al estudio de las implicaciones que a nivel cardiovascular tiene esta amina

bidgena.

Desde que en 1977 McGrath demostrd que con dosis pequenias de 5-HT, se
inhibia la liberacion de noradrenalina tritiada inducida por estimulacion eléctrica en la
vena safena de perro, en numerosos estudios se ha establecido la existencia de

interaccion entre ambos sistemas a nivel del SNC (Pedigo et al., 1981; Allgaier et al.,
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1995), donde la presencia de receptores serotonérgicos media la liberacion de
neurotransmisores en terminales adrenérgicos (Humphrey ef al., 1983). Pero también a
nivel periférico la interaccion sistema adrenérgico-serotonérgico ha sido muy debatida
(Vanhoutte, 1983; Saxena y Villalon, 1991; Moran et al., 1994a,b; Jones et al., 1995;
Moran et al., 1998).

Los estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran la existencia de
diferentes mecanismos serotonérgicos que modifican los valores de presion arterial y de
frecuencia cardiaca en ratas conscientes, donde estan implicados receptores 5-HT; y 5-
HT; e igualmente a nivel periférico vascular, en ratas desmeduladas y descerebradas, se
han puesto de manifiesto acciones serotonérgicas inhibidoras y potenciadoras. Las
inhibidoras transcurren con disminucion de la liberacion de NA enddgena por
activacion de receptores preferentemente 5-HT;p, aunque sin descartar en dicha
inhibicién la implicacion de los receptores 5-HT o (Moran et al., 1994b; Moran et al.,
1998) de localizacion, en todo caso, presiniptica y, las acciones potenciadoras, que
implican un aumento de los niveles de NA, se deben a la activacion de receptores 5-

HTs.

Como continuacion en esta linea de investigacion, y en lo que respecta a esta
memoria de Tesis Doctoral nos propusimos, considerando los posibles cambios en la
actividad serotonérgica segun la especie, patologia, territorio vascular, etc., realizar un
estudio de los receptores implicados en la actividad serotonérgica sobre la estimulacion
simpatica total, en animales con hiperglucemia inducida, por la importancia de la
diabetes mellitus y la frecuencia con que aparece asociada a otras patologias tales como

la hipertension (Kam et al., 1996).

Las complicaciones vasculares que ocurren en la diabetes mellitus generan
alteraciones sensoriales, motoras, del sistema nervioso autéonomo y de las células
endoteliales (Ralevic et al., 1995), asi como alteraciones en los niveles de endotelina-1,
tromboxano A, y de 5-hidroxitriptamina, tanto a nivel clinico como experimental
(Takeda et al., 1991; Miller et al., 1992; Hodgson et al., 1992; James y Hodgson, 1995;

De Vriese et al., 2000a). Todas estas complicaciones estan bien caracterizadas. Sin
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embargo se dispone de poca informacion sobre la relativa susceptibilidad de los nervios
periféricos y de los neurotransmisores, a nivel del endotelio y de musculo liso vascular

dafiados, como consecuencia de la existencia de esta enfermedad.

El primer objetivo de nuestro estudio, en continuacién con nuestra linea de
trabajo consistia en caracterizar los receptores serotonérgicos que median respuestas
vasculares obtenidas por estimulacion nerviosa total, del sistema simpético y por
administracion exdgena de NA en ratas hiperglucémicas pithed, comparando los
resultados con los obtenidos previamente en nuestro grupo de trabajo, en ratas

normoglucémicas.

Los resultados obtenidos en ratas hiperglucémicas por administracion de aloxano
y posteriormente desmeduladas, en experimentos de estimulacién simpdtica, coinciden
en parte con los mostrados en ratas normoglucémicas (Moran et al., 1994; Villaléon et
al., 1995a,b) y demuestran que también en ratas hiperglucémicas, son los receptores
serotonérgicos 5-HT; los que principalmente median la inhibiciéon de respuestas
presoras obtenidas por estimulacion eléctrica. No obstante, hemos encontrado
determinadas diferencias que probablemente tienen que ver con las alteraciones en la
reactividad vascular presentes en un estado de diabetes, asi como con la susceptibilidad
de los nervios periféricos y la hipotetizada disfuncion endotelial que ocurre en la misma

(Ralevick et al., 1995; Miranda et al., 2000; de Vriese et al., 2000a).

Estos resultados ponen de manifiesto una accién inhibidora de la respuesta
presora por parte de 5-hidroxitriptamina, que en ratas hiperglucémicas resulta
significativa a la dosis de 10 pg/kg/min. A diferencia de las ratas normoglucémicas las
acciones inhibidoras se observan desde 1 pg/kg/min, aunque en este caso solamente es
significativa para la frecuencia de estimulacion mas baja (0,1 Hz). El resto de las dosis

ensayadas indujeron una inhibicion significativa a todas las frecuencias de estimulacion.

Analizando nuestros resultados observamos que tal como ocurre en ratas
normoglucémicas, la inhibicién es mayor a frecuencias de estimulacion bajas que llega

a ser superior al 80% de reduccion. Esta mayor inhibicion a frecuencias de estimulacion
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bajas, tal como proponen determinados autores (Docherty, 1988; Moran et al, 1994),
nos induce a pensar en una localizaciéon mas bien presindptica de dicha inhibicion, y por
tanto nos permite plantear que la existencia de una patologia diabética no modifica en
principio la naturaleza mayoritariamente presinaptica de la inhibicion serotonérgica en

la neurotransmision simpatica.

Los resultados obtenidos con 5-CT, un potente agonista de receptores 5-HT; y 5-
HT; (Hoyer et al., 1994), ponen de manifiesto un efecto inhibidor superior al ejercido
por 5-HT. La dosis de 5 pg/kg/min de 5-CT supera la inhibicion desarrollada por 10
ng/kg/min de 5-HT. Esta mayor inhibicion obtenida con 5-CT, junto con la ausencia de
actividad del agonista selectivo 5-HT,, a-metil5-HT (Baxter et al., 1995), asi como la
de 1-fenilbiguanida (Ireland y Tyres, 1987; Chen ef al., 1991), agonista de receptores 5-
HTj;, nos confirma, que al igual que en ratas normoglucémicas, el efecto inhibidor
mediado por 5-hidroxitriptamina en ratas hiperglucémicas puede deberse a la activacion
de receptores 5-HT}, coincidiendo estos resultados con los obtenidos por nuestro grupo
y también por otros autores en ratas normoglucémicas, quienes proponen igualmente
que el mecanismo por el cual 5-HT ejerce su accion inhibidora es la activacion de
receptores 5-HT; (Moran et al., 1994; Villalon et al., 1995a,b; Moran et al., 1998;
Villalon et al., 1998; Fernandez, 1999).

Cabe destacar igualmente, que a diferencia de lo que ocurre en ratas
normoglucémicas donde nuestro grupo demostrd acciones inhibidoras y potenciadoras
de neurotransmision simpatica (Moran et al., 1994), no hemos encontrado en animales
diabéticos un efecto potenciador inducido por 5-HT y mediado por activacion de
receptores 5-HT3;, lo que nos permite establecer una diferencia significativa en la
diabetes, situacién en la cual 5-HT ejerce exclusivamente acciones inhibidoras de

neurotransmision simpatica.

Para poder confirmar la participacion de los receptores 5-HT,; en la inhibicion
serotonérgica y excluir a los receptores 5-HT, y 5-HTj3, se disefiaron los experimentos

correspondientes con los antagonistas metiotepina, ritanserina y MDL-72222.
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El pretratamiento con metiotepina, un antagonista no especifico 5-HT; 2567
(Hoyer et al., 1994), genera por si sola una elevada inhibicion de las respuestas presoras
inducidas por estimulacion simpatica que supera incluso a la de la propia serotonina.
Aunque al asociar metiotepina a 5-HT la inhibicion es ligeramente inferior a la que se
consigue con metiotepina sola, no podemos concluir si se revierten o no las acciones
inhibidores de 5-hidroxitriptamina. La marcada inhibicién observada con metiotepina, a
diferencia de lo que ocurre con este antagonista en ratas normoglucémicas, se justifican
por las acciones antagonistas oi-adrenérgicas descritas para este compuesto (Leysen et
al., 1985) y comprobadas por nuestro grupo en trabajos anteriores (Fernandez et al.,
2000a). La aparente potenciacion de este bloqueo alfa, podria estar igualmente
justificada por la disfuncién autondmica que aparece en la diabetes y por el hecho
comprobado en nuestros experimentos, de que las respuestas presoras inducidas por
estimulacion eléctrica sean superiores en ratas hiperglucémicas, tal como ha sido
descrito por otros autores, en diferentes tipos de experimentos de estimulacion

simpatica (Abebe & McLeod, 1990; Taylor et al., 1994; Testamariam y Cohen, 1995).

Por su parte, tal como se ha comentado con anterioridad, el pretratamiento con
un antagonista selectivo de receptores 5-HT», ritanserina (Awouters et al., 1988), asi
como con MDL-72222 (Fozard, 1984), antagonista de los receptores 5-HT3; no
modifican la accién inhibidora inducida por 5-HT. Estos resultados permiten excluir la
participacion de los receptores 5-HT, y 5-HT; al igual que ocurre en animales
normoglucémicos, y permiten sospechar que la inhibicién simpética inducida por 5-
hidroxitriptamina, en hiperglucemia, se debe preferentemente a la participacion de

receptores 5-HT;.

Dado que 5-CT es un potente agonista 5-HT; y que se ha descrito que la
activacion de tales receptores induce acciones hipotensoras (Hoyer et al., 1994),
quisimos determinar la posible implicacion de estos receptores en las acciones
inhibidoras de serotonina sobre las respuestas presoras obtenidas por estimulacion
simpatica. Para ello se administr6 mesulergina, antagonista con cierta selectividad hacia
receptores 5-HT; (Villalon et al., 1998; Centurion et al., 2000). Este antagonista, tal

como hace metiotepina, inhibe por si mismo las acciones presoras obtenidas por
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estimulacion, y aunque los datos no son demasiado concluyentes no parece revertir la
inhibicién generada por 5-HT, por tanto podriamos excluir que la hipotensién propia
derivada de la posible activaciéon 5-HT; contribuya a la inhibicién simpética. Esto
estaria de acuerdo con los resultados previos obtenidos por nuestro grupo y por otros
autores, en ratas normoglucémicas, donde se excluye que en la accion inhibidora de 5-

HT sobre la transmision simpatica, participe la activacion 5-HT5.

Para confirmar la inhibicion 5-HT; y establecer el o los subtipos de receptores 5-
HT; implicados en esta accion se realizaron los correspondientes experimentos
utilizando diferentes agonistas y antagonistas selectivos 5-HT;. Los trabajos
previamente realizados por nuestro grupo en ratas normoglucémicas establecen que la

inhibicién es mayoritariamente debida a la activacion 5-HT)p.

Segun nuestros resultados en ratas hiperglucémicas, a diferencia de los obtenidos
previamente en ratas normoglucémicas, el efecto inhibidor de 5-HT es reproducido
exclusivamente por el agonista selectivo 5-HT;a, 8-OH-DPAT (Middlemis y Fozard,
1983; Hoyer et al., 1994). Ni la perfusion intravenosa de un agonista selectivo 5-HT),
CGS-12066B (Neale et al,. 1987) ni la del agonista selectivo de receptores 5-HTp, L-
694,247 (Beer et al., 1993; Hoyer et al., 1994) modificaron los incrementos de presion

obtenidos por estimulacion eléctrica a ninguna de las dosis ensayadas.

El hecho de que la accién inhibidora sea reproducida por 8-OH-DPAT, un
agonista selectivo de receptores 5-HT;o con similar afinidad que 5-CT sobre este
subtipo de receptores (pECs0=8.2 y 8.6 respectivamente; Hoyer et al., 1994), hace
pensar que también en ratas hiperglucémicas, los receptores mayoritariamente

implicados en la inhibicion son del tipo 5-HT;.

Castillo ef al., en 1994 describen una posible accion simpaticolitica para 8-OH-
DPAT, que podria contribuir a la inhibicion que ejerce sobre los efectos presores
obtenidos por estimulacion eléctrica. Pero en nuestros experimentos, el efecto inhibidor
de este agonista se revierte totalmente cuando los animales son pretratados con un

antagonista selectivo de receptores 5-HT;a, WAY-100,635 (Fletcher et al., 1994), el
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cual tienen cierta afinidad a-adrenérgica pero que a la dosis utilizada por nosotros no
modifica por si mismo las respuestas presoras y en definitiva, parece no interferir sobre
los receptores a-adrenérgicos. Esto, junto con el hecho del bloqueo total que dicho
antagonista ejerce sobre la propia accion inhibidora de 5-HT, confirmaria la

participacion de receptores 5-HT 4 en el efecto inhibidor.

La ausencia de actividad observada con los agonistas selectivos de receptores 5-
HT;p, CGS-12066B, y 5-HTp, L-694,247, (Neale et al., 1987; Beer et al., 1993), junto
con los resultados antes explicados sugieren que dichos receptores no participan en la
respuesta inhibidora de la activacion simpatica desarrollada por 5-HT en ratas

hiperglucémicas.

Estos resultados, que contrastan en parte con los propuestos por otros autores
como Villalon et al., 1998 quienes demuestran que en la respuesta inhibidora
desarrollada por 5-HT participan ademas de los receptores 5-HTa, los receptores 5-
HT;g, y también con los obtenidos por nuestro grupo de trabajo en ratas
normoglucémicas donde estan implicados mayoritariamente receptores 5-HT;p y en
menor medida 5-HT;a, (Morén ef al., 1994b; Moréan et al., 1998), parecen indicar que la
diabetes induce un cambio importante en cuanto a los receptores implicados en la
modulacion serotonérgica de la transmisidon simpatica, bien en el nimero de receptores

o en la sensibilizacion de las vias de sefializacion de los distintos subtipos.

La propuesta de un posible cambio de receptores concuerda con las desarrolladas
por algunos autores que a nivel molecular ya han demostrado alteraciones en la
poblacion de receptores serotonérgicos en ratas hiperglucémicas, sobretodo de los
pertenecientes al subtipo 5-HT4, (Sandrini et al., 1997), asi como en el hombre (Price
et al., 2002) quienes proponen un aumento de tales receptores. Este aumento de la
poblacion de receptores 5-HT; o permitiria justificar nuestros resultados y nos llevaria a
proponer que la inhibicion simpdtica de respuestas presoras obtenidas por estimulacion
simpatica en ratas hiperglucémicas desmeduladas estd principalmente mediada por

receptores 5-HT)4, y que estos son de localizacion presinaptica, ya que ninguno de los
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agonistas utilizados modificaron las respuestas presoras obtenidas por la administracion

de NA exdgena.

No obstante, como comentaremos mas tarde al discutir los resultados obtenidos
en rindn aislado, los estudios de PCR realizados en aorta, no permiten concluir que a las
cuatro semanas de hiperglucemia (por mas que tales estudios se hayan hecho en ratas
diabéticas con estreptozotocina y no con aloxano), se modifique la expresion de
ninguno de los subtipos de receptores analizados, entre ellos los 5-HT;4. Por tanto,
como parece que no podemos hablar de una hipersensibilidad por aumento del nimero
de receptores 5-HT,;5, cabe pensar por los resultados obtenidos en el estudio de los
mecanismos endoteliales implicados en las respuestas serotonérgicas, los cuales seran
comentados y discutidos con posterioridad, que la diferencia de sensibilidad ocurre a
nivel de procesos bioquimicos o vias de sefalizacion celular activadas por los

receptores 5-HT; serotonérgicos.

En todo caso, es importante destacar que, tanto el uso de 5-HT como de los
agonistas selectivos de receptores serotonérgicos, en los animales diabéticos, se hace a
dosis inferiores que en los animales normoglucémicos. Esto podria deberse a que la
reactividad vascular es mayor en diabetes, lo que justificaria que se obtengan respuestas
similares con dosis mds pequefias. Este aumento de la reactividad vascular en diabetes
para serotonina y otros agentes vasoactivos como noradrenalina o fenilefrina, ya ha sido
descrita anteriormente por otros autores (Abebe et al., 1990; White y Carrier, 1990;

Miranda et al., 2000).

Una vez confirmados estos hechos, y dado que la diabetes induce alteraciones de
muy diversa indole, tanto a nivel celular como a nivel de regulacion de la capacidad de
resistencia y conductancia de los vasos sanguineos, nos propusimos analizar, tanto en
animales normoglucémicos como en hiperglucémicos, si la respuesta inhibidora
mediada por activacion de receptores 5-HT; es decir, 5-HTp y 5-HT;4 para animales
normoglucémicos (Moran et al., 1994b, 1998), y exclusivamente receptores 5-HT;a
para ratas hiperglucémicas, se debe a una accion directa o estd mediada indirectamente

por otros mecanismos.
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En este sentido, se estudid la posible participacion del factor relajante endotelial
(NO) en la inhibicién serotonérgica producida en ratas normoglucémicas. El NO es
sintetizado a través del aminoacido L-arginina por la enzima dependiente de calcio
oxido nitrico sintasa (NOS). El tratamiento con un inhibidor de la NOS, L-NAME,
provoca un incremento de la presion arterial (Rees et al., 1990) como consecuencia de

la inhibicion de la liberacion de NO.

En nuestros experimentos en ratas normoglucémicas, la administracion de L-
NAME produce un incremento de la presion arterial media de los animales hasta niveles
de 68,2 + 3,4 mm Hg, y hace que los incrementos de presion arterial obtenidos por
estimulacion eléctrica también estén aumentados, lo cual se justifica por la inhibicion de

la liberacion basal de NO que hace que los incrementos de presion sean mayores.

En ratas normoglucémicas, no encontramos diferencias en la inhibicion de las
respuestas presoras inducidas por estimulacion simpdtica, producida por el agonista
selectivo de receptores 5-HT 5, 8-OH-DPAT (Middlemis y Fozard, 1983; Hoyer et al.,
1994), o con el agonista selectivo de receptores 5-HTp L-694,247 (Beer et al., 1993;
Hoyer et al., 1994), cuando previamente se administra a los animales L-NAME, lo que
pone de manifiesto, que, determinados factores vasodilatadores derivados de endotelio
no modifican la accidon inhibidora que serotonina es capaz de ejercer sobre los

incrementos de presion arterial inducidos por estimulacion simpatica total.

Sin embargo, diversos trabajos han sugerido un posible papel de 5-HT en la
fisiopatologia de las complicaciones hiperglucémicas, describiéndose cambios en
mecanismos endoteliales inducidos por la diabetes en respuesta a 5-HT (Sandrini et al.,
1997; Miranda et al., 2000, 2002), asi como evidencias sobre la participacion del factor
relajante endotelial en determinadas respuestas vasculares serotonérgicas (Molderings et

al., 1987; Schoefter y Hoyer, 1990; Ralevic ef al., 1995; Miranda et al., 2000).

Estos supuestos estan de acuerdo con estudios reanalizados en ratas
hiperglucémicas en las cuales la disfuncién endotelial resulta en parte de un incremento

en la produccion de NO durante la enfermedad (Pieper et al., 1998; Fitzgerald y Brands,
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2000; Komers y Anderson, 2003). Incluso se ha sugerido que una excesiva produccion
de NO contribuye a la hiperfiltracion e hiperperfusion renal que caracteriza a la
nefropatia diabética (Sugimoto et al., 1998), y que por técnicas de Western Blot
realizadas por Choi et al., (1997) se ha demostrado que, las tres isoformas de la enzima
implicada en la sintesis de NO (eNOS, iNOS y nNOS) estan aumentadas una semana

después de inducir la diabetes.

La contribucion del endotelio a la regulacion de la reactividad vascular viene
dada por la liberacion de sustancias vasoconstrictoras (angiotensina II, endotelina-1,
tromboxano A,, prostaglandiana, etc.) o vasodilatadoras (NO, prostaciclinas, factor
hiperpolarizante derivado de endotelio), siendo el equilibrio entre ambos tipos de
factores el que regula el tono muscular (Furchgott y Vanhoutte, 1989; Moncada et al.,

1991).

Por ello y siguiendo el mismo protocolo de animales normoglucémicos, se
estudié la posible participacion del factor relajante endotelial en la inhibicion

serotonérgica producida en ratas hiperglucémicas.

En nuestros experimentos, la administracion en ratas hiperglucémicas de L-
NAME induce un incremento de la presion arterial media que alcanza valores de 57,9 +
3,8 mm Hg. En estas condiciones experimentales los incrementos de presion obtenidos
por estimulacion resultan algo mayores a los conseguidos sin el pretratamiento con L-
NAME. Estos resultados son congruentes con la literatura encontrada al respecto con L-
NAME, ya que la inhibicién de la liberacion basal de NO inducida por L-NAME

determina que al estimular eléctricamente, los incrementos de presion sean mayores.

Los estudios realizados en presencia de L-NAME con 5-HT y con 8-OH-DPAT
ponen de manifiesto una relacion entre el NO y la 5-hidroxitriptamina, ya que en estas
condiciones experimentales, se revierte el efecto inhibidor de 5-HT y del agonista
selectivo de receptores 5-HT;a, 8-OH-DPAT. Es decir, la inhibiciéon presinaptica
serotonérgica de la transmision simpatica en ratas hiperglucémicas, depende al menos

en parte, de la formacion de NO.
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Por otro lado, cuando los animales tratados con L-NAME se tratan con L-
arginina, sustrato de la NO sintasa (Palmer er al., 1988a,b; Schmidt er al., 1992;
Tousoulis ef al., 1999), por un lado el incremento de presion arterial inducido por L-
NAME desciende hasta valores normales y al perfundir tanto 5-HT como 8-OH-DPAT
se manifiesta de nuevo el efecto inhibidor de estos dos agonistas sobre los incrementos
de presion obtenidos por estimulacion simpatica. Sin embargo, no se consiguen
similares resultados cuando se utiliza D-arginina, lo que demuestra que la dependencia

de NO es especifica.

Estos hechos ponen de manifiesto, tal como han sugerido otros autores en
diferentes condiciones experimentales a las nuestras (Sugimoto et al., 1998; Choi et al.,
1999; Schoefter y Hoyer, 1990; Ralevic et al., 1995; Miranda et al., 2000) que existe
relacion de 5-HT con la diabetes, y nos permite evidenciar la participacion del factor

relajante endotelial en las respuestas vasculares serotonérgicas de ratas hiperglucémicas.

La implicacion del NO en las acciones inhibidoras serotonérgicas sobre los
incrementos de presion inducidos por estimulacion simpética total, se confirma atn
mas, con los experimentos llevados a cabo en presencia de ODQ, un inhibidor de la
guanilato ciclasa (Lovren y Trigel, 2000; Sand et al., 2002; Bryan-Lluka et al., 2004;
Chen et al., 2005). La activacion de la guanilato ciclasa modula los niveles de GMPc y
su activacion viene dada por la presencia del NO (Florez et al., 2003). En nuestros
experimentos, en los animales hiperglucémicos tratados con ODQ, se revierte la accion
inhibidora producida por 8-OH-DPAT, lo que demuestra la implicacion del oxido
nitrico y la via de la guanilato ciclasa, en la inhibicidon inducida por este agonista
serotonérgico sobre las respuestas presoras inducidas por estimulacion eléctrica del

flujo simpatico.

Otra de las posibles vias implicadas en la accion serotonérgica inhibidora de las
respuestas presoras inducidas por estimulacion simpatica, es la via de las
ciclooxigenasas (COX), ya que hay estudios que demuestran una interaccion entre el
sistema serotonérgico y la COX. De acuerdo con resultados anteriores de nuestro

laboratorio (Calama et al, 2003), la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas
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mediante la administracion de indometacina, a una dosis habitualmente utilizada por
otros autores para inhibir el sistema de las ciclooxigenasas y la consiguiente produccion
de prostaglandinas (Roman y Kauker, 1978; Blackshear et al., 1986; Ding et al., 1989a)
no modifica la respuesta vasodilatadora de 5-HT en el tren posterior de la rata
anestesiada. Sin embargo para otros autores, la liberacion de prostaglandinas es uno de
los procesos que justifican determinadas acciones vasodilatadores serotonérgicas en
otros territorios vasculares, como el renal en perro (Blackshear et al., 1986; 1991) o en

rata (Tuncer y Vanhoutte, 1991; Ding et al., 1989D).

En animales en los que se ha inducido una diabetes por estreptozotocina, se ha
demostrado, por técnicas de Western Blot, la existencia de un aumento de la expresion
de dos isoformas de la COX en médula renal (Nasrallah et al., 2003). Sin embargo, en
aorta de rata se ha demostrado que la diabetes no modifica la respuesta contractil
maxima a fenilefrina en presencia de indometacina (Xavier et al., 2003). Otros autores
han mostrado que la relajaciéon endotelio-dependiente, en diabetes, estd disminuida
debido a un aumento de la liberacién de factores vasoconstrictores derivados del acido

araquidonico (TXA; o PGH;) (Tesfamariam, 1994).

En nuestro trabajo, la administracion de indometacina a una dosis de 2 mg/kg, en
ratas normoglucémicas, revierte completamente el efecto inhibidor producido por el
agonista selectivo de receptores 5-HTp, L-694,247 sobre las respuestas presoras
inducidas por estimulacion simpatica, a todas las frecuencias de estimulacion; mientras
que la inhibicion producida por el agonista selectivo de receptores 5-HT;a, 8-OH-
DPAT, es uUnicamente revertida a las frecuencias mas elevadas de estimulacion. Sin
embargo, en ratas hiperglucémicas, el efecto inhibidor producido por 8-OH-DPAT no se
ve afectado cuando se bloquea la actividad de las ciclooxigenasas con indometacina, lo
que confirma que en animales hiperglucémicos hay una modificacion de los
mecanismos reguladores serotonérgicos a nivel vascular, con respecto a lo que ocurre en

situacion de normoglucemia.

Estas respuestas modificadas pueden estar relacionadas con una disminucion de

la capacidad reguladora de la via de las ciclooxigenasas, que media sobre todo la
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inhibicién a través de los receptores 5-HTp en ratas normoglucémicas, y la aparicion de
una mayor relevancia de los receptores 5-HT ;4 aumentados en hiperglucemia (Sandrini
et al., 1997; Miranda et al., 2000, 2002), asi como con el aumento de la capacidad
reguladora del NO, ya demostrada en animales diabéticos por el aumento de la

liberacion de NO (Pieper et al., 1998; Fitzgerald y Brands, 2000).

Otro de los mecanismos que puede estar implicado en la inhibicion ejercida por
serotonina, son los canales de K'-ATP dependientes, y para conocer su posible
implicacion, se administrd a los animales glibenclamida, un inhibidor de estos canales
(Kwan et al., 2003; Ning et al., 2004; Watanabe et al., 2005). Los resultados obtenidos
muestran que ni en ratas normoglucémicas, ni en animales hiperglucémicos la
administracion de glibenclamida origind una reversion de los mecanismos inhibidores
serotonérgicos de la transmision simpatica vascular, y por tanto quedan excluidos de

toda participacion a este nivel.

De acuerdo con nuestros resultados, confirmariamos que la diabetes induce
cambios en las vias de sefializacion intracelular activadas por los receptores 5-HT 4 o0 5-
HT)p, principales responsables de la inhibicién que serotonina ejerce en la transmision
simpatica en situacion de normoglucemia (Morén et al., 1994b; 1998). Probablemente
la mayor produccion de NO descrita en la diabetes (Pieper ef al., 1998; Fitzgerald y
Brands, 2000; Komers y Anderson, 2003) justifique el hecho de que s6lo la activacion
del subtipo 5-HT,, directamente relacionado segun nuestros resultados con esta via,
sea la responsable de la inhibicion simpatica en hiperglucemia, a diferencia de lo que ya

conocemos, ocurre en ratas normoglucémicas.



Discusion 239

5-HT Y TRANSMISION COLINERGICA CARDIACA EN
HIPERGLUCEMIA

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

(Ramage y Fozard, 1987; Sporton et al., 1991, Ramage y Mifflin, 1998; Jordan, 2004).

Los resultados en cualquier caso, son controvertidos y muy variables
proponiéndose acciones despolarizantes con un aumento de la actividad vagal mediada
a través de la activacion de receptores 5-HT; y 5-HT, (Kirby y McQueen, 1984;
Yoshioka et al., 1992; Ramage y Mifflin, 1998), 5-HT4 (Tonini et al., 1991) e incluso 5-
HT;a (Ramage et al., 1988; Sporton et al., 1991; Skinner et al., 2002); pero también se
sugieren acciones inhibidoras de la liberacion de acetilcolina, preferentemente mediadas
por activacion de receptores 5-HT; (Galligan et al., 1988; Tonini ef al., 1992) e incluso

5-HT, (Moréan et al., 1994a).

El mejor conocimiento que desde hace unos afios tenemos de los diferentes tipos
y subtipos de receptores serotonérgicos permite no obstante, poder confirmar en la
actualidad, el importante papel que 5-HT, al menos a nivel central, juega en el control
del flujo vagal (Jordan, 2004) donde ademas de los ya mencionados receptores 5-HT},
5-HT,, 5-HT3, y 5-HT4, se ha podido comprobar recientemente, la participacion incluso

de los receptores 5-HT7 (Kellet et al., 2004).

Ya ha sido comentado que la diabetes es una patologia que entrafia importantes
modificaciones cardiovasculares y que altera la respuesta de diferentes lechos
vasculares a diversos agentes contracturantes o relajantes (Miranda et al., 2000). El

riesgo de accidentes cardiovasculares en pacientes diabéticos es mayor entre otros
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factores, por la existencia de disfuncion autondémica (Ewing et al., 1980; Makimattila et
al., 1997). La hiper-reactividad simpdtica y la mayor liberacion de noradrenalina
cardiaca, juegan un papel fundamental en el prondstico de algunas complicaciones
cardiovasculares siendo, sin embargo, menos conocido el papel que ejerce el sistema

nervioso colinérgico (Oberhauser et al., 2001).

Diversos estudios proponen modificaciones miocardicas a respuestas
colinérgicas muscarinicas durante el sindrome diabético, relacionadas tanto con hiper
como con hiposensibilizacion incluyendo o no cambios en la expresion de receptores

(Vadlamudi y McNeil, 1983; Li et al., 1989; Carrier et al., 1984; Wong, 1994).

A pesar de lo controvertido de estas conclusiones, tal vez debido a los diferentes
modelos experimentales utilizados en los estudios y/o al diferente estadio diabético
inducido en los animales en cada caso (Wald et al., 1998), en general se admite que en
situacion de diabetes existe un incremento en la poblacién de receptores neuronales
muscarinicos M; (inhibidores de la liberacion de acetilcolina), que seria el responsable
de la disminucion de respuestas muscarinicas postsindpticas generadas por estimulacion
eléctrica en ileon y traquea de ratas diabéticas (Coulson et al., 2002), en pulmon de rata
(Belmonte et al., 1997), en vejiga urinaria (Tong et al., 1999, Tong et al., 2002) e

incluso en miocardio humano (Oberhauser et al., 2001).

En un estudio realizado hace algin tiempo en nuestro laboratorio en ratas
normoglucémicas, se mostraron acciones inhibidoras de la transmisidon parasimpatica
mediadas por activacion de receptores 5-HT, y, acciones potenciadoras, debidas a la
activacion 5-HT; (Moran et al, 1994a). En el trabajo desarrollado en esta Tesis
Doctoral, queriamos comprobar si tales modificaciones se reproducen o no en situacion
de diabetes experimental y si ademas, las modificaciones observadas se justifican por la

activacion de similares receptores serotonérgicos.

En nuestras condiciones experimentales se consiguen reducciones de frecuencia

cardiaca inducidas por la liberacion de acetilcolina al estimular neuronas cardiacas
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vagales, preferentemente preganglionares (Roquebert et al., 1991). La acetilcolina

liberada activa receptores muscarinicos postsinapticos y genera bradicardia.

Si comparamos los descensos de la frecuencia cardiaca inducidos en ratas
hiperglucémicas por aloxano (-28,2, -53,4 y -87,1 ppm a las frecuencias de estimulacion
3, 6 y 9 Hz respectivamente), con los obtenidos en animales normoglucémicos (-39,5,
-70 'y -94,4 ppm a las mismas frecuencias de estimulacion), observamos una
disminucion significativa (en situacion de hiperglucemia) a todas las frecuencias de
estimulacion utilizadas. Sin embargo, en lo que respecta a la bradicardia conseguida por
administracion exdgena de acetilcolina, aunque so6lo podemos comparar la producida
por una dosis de 10 pg/kg, se aprecia una mayor respuesta bradicardizante en situacion

de hiperglucemia (-110,8 ppm frente a -47 ppm obtenidos en ratas normoglucémicas).

Estos resultados parecen estar de acuerdo con la hipo e hipersensibilizacién
muscarinica que se ha demostrado en otros territorios y para otros tipos de respuestas
muscarinicas, como por ejemplo en vejiga de conejos hiperglucémicos por aloxano
(Ichiyanagi et al., 2002) o en ileon y traquea de ratas diabéticas por estreptozotocina
(Coulson et al., 2002). Ya hemos comentado que estos autores proponen una
hipersensibilizacion de receptores inhibidores M, presinapticos que en definitiva
inducen una menor liberaciébn de acetilcolina y por tanto, menores respuestas

muscarinicas postsinapticas.

En nuestro modelo experimental podria ocurrir hipersensibilizacion M, tal
como ocurre a nivel de miocardio en la diabetes humana (Oberhauser et al., 2001), que
seria responsable de la menor respuesta obtenida por estimulacion eléctrica (habria una
menor liberacion de acetilcolina) y justificaria sin embargo la mayor bradicardia

obtenida por acetilcolina exogena.

Pero también en nuestros resultados encontramos diferencias en las acciones que
5-HT y determinados agonistas serotonérgicos inducen sobre la bradicardia obtenida
por estimulacion vagal. A igualdad de dosis, en situacion de hiperglucemia, 5-HT a

ninguna de las dosis ensayadas, genera acciones inhibidoras siendo Unicamente
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significativa la potenciacion de la bradicardia. Recordemos que en animales
normoglucémicos los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo, en similares
condiciones experimentales (Moran et al., 1994a), se obtuvieron acciones inhibidoras

mediadas por activacion 5-HT, y potenciadotas, debidas a una activacion 5-HTs.

Y también a diferencia de lo que ocurre en normoglucemia, tanto la inhibicion
como la potenciacion esta mediada por activacion de receptores 5-HT), ya que ambas
acciones se reproducen con 5-CT, un potente agonista de receptores 5-HT; y 5-HT;
(Hoyer et al., 1994) y ademas, la potenciacion se reproduce con los agonistas selectivos
de receptores 5-HT ;o 8-OH-DPAT (Middlemis y Fozard, 1983; Hoyer et al., 1994) y 5-
HT;p, CGS-12066B (Neale et al,. 1987), mientras que la inhibicion, es reproducida por
L-694,247 (Beer et al., 1993; Hoyer et al., 1994), agonista selectivo de receptores 5-
HTp.

La potenciacion generada por 5-CT se revierte parcialmente con mesulergina, un
antagonista que por su afinidad hacia receptores 5-HT; y 5-HT7, es utilizado como
antagonista 5-HT7 (Villalon et al., 1998; Centurion et al., 2000), por tanto podria estar
indicandonos que al menos en parte, la accion directa de este agonista sobre estos
receptores serotonérgicos hipotensores y bradicardizantes, puede contribuir a una
potenciacion de la bradicardia inducida en ratas diabéticas con estimulacion vagal. Pero
el hecho de que los agonistas selectivos 5-HT; y 5-HT 5 también sean potenciadores y
que ademds metiotepina, un antagonista no especifico 5-HT; 567 (Hoyer et al., 1994)
anule la accion inhibidora de 5-CT y que el antagonista WAY-100,635 anule la accion
de 8-OH-DPAT, permite sugerir que ademas de la conocida regulacion 5-HT;a central
(Ramage et al., 1988; Sporton et al., 1991; Skinner et al., 2002), la activacion periférica
de estos receptores serotonérgicos también contribuye a modular la transmision

colinérgica.

Existe otro aspecto importante a destacar de los resultados obtenidos en nuestros
experimentos con respecto a animales normoglucémicos, donde los agonistas
serotonérgicos s6lo modifican las respuestas muscarinicas derivadas de la estimulacion

vagal pero no la bradicardia inducida por administracion exdgena de acetilcolina. En
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hiperglucemia sin embargo, al menos las respuestas de potenciacion existen igualmente
frente a la acetilcolina exdgena. Tales resultados indican que las acciones
serotonérgicas, en situacion de diabetes experimental, se manifiestan tanto a nivel pre

como postsinaptico.

Las acciones en todo caso son menos significativas que las encontradas en ratas
no hiperglucémica, lo que permite sugerir que las respuestas serotonérgicas a nivel
parasimpatico cardiaco se encuentran ligeramente atenuadas en situacion de diabetes
experimental, siendo los receptores 5-HT; los mayoritariamente implicados tanto en la

inhibicién como en la potenciacion colinérgica muscarinica cardiaca.

En resumen, en relacién con la actividad y los mecanismos serotonérgicos
implicados en la inhibicién y/o potenciacion de la neurotransmision parasimpatica
cardiaca, podemos concluir que la diabetes experimental induce cambios en la
localizacion y en el tipo de receptores serotonérgicos implicados, siendo en este caso de

naturaleza 5-HT) y de localizacion tanto pre como postsinéptica.

RESPUESTAS VASCULARES RENALES MEDIADAS POR
RECEPTORES SEROTONERGICOS

En esta parte del trabajo hemos intentado caracterizar las respuestas vasculares
renales inducidas por 5-HT, y particularmente los receptores implicados en dichas
respuestas, asi como, estudiar las posibles modificaciones que se producen en la
diabetes. El rifion ha llamado nuestra atencion para realizar este estudio vascular, en el
contexto del estudio de las modificaciones en la diabetes, porque este 6rgano, y mas
concretamente, el lecho vascular renal es uno de los 6rganos “diana” principales durante
el desarrollo de la diabetes, preferentemente en lo que a vasos de resistencia se refiere.
Las consecuencias de la diabetes a nivel renal, son muy graves, ya que las

complicaciones llevan a nefropatia diabética e insuficiencia renal.
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Para conseguir estos fines hemos utilizado la técnica de rifidn aislado perfundido
de rata para analizar in vitro, evitando asi regulaciones neurohormonales, las respuestas
vasculares debidas a la activacion de diferentes receptores de 5-HT. En este modelo
experimental, contrariamente a los estudios realizados en arterias renales aisladas
(Watts y Thompson, 2004; Miranda et al., 2002) hemos trabajado integramente con
todo el lecho vascular renal, del que ya anteriormente Endlich et al. (1993) han descrito
la heterogeneidad de respuesta a la serotonina. En este estudio, la administracion local
de 5-HT en rifidn hidronefroético de rata permitié ver una constriccion, esencialmente de
los grandes vasos (arterias arciformes), mientras que las arteriolas intralobulares y
aferentes se dilataban. Esto podria indicar una reparticion especifica de los subtipos de

receptores serotonérgicos en el arbol vascular intrarrenal.

El rifién aislado perfundido conserva el endotelio intacto, y por tanto funcional,
como atestiguan las respuestas vasodilatadoras inducidas por acetilcolina y bradicinina
tanto en este estudio y/o en otros anteriores del grupo de investigacion francés (Stephan

et al., 1995; Bagate et al., 2001; Loichot et al., 2002).

La preservacion del endotelio funcional es importante puesto que cabe esperar
obtener respuestas vasodilatadoras endotelio dependientes debido a que en estudios
llevados a cabo en células endoteliales en cultivo se han encontrado los ARNm de
numerosos receptores serotonérgicos (5-HT;a, 5-HTs, 5-HTip, 5-HT25 y 5-HT4)
(Ullmer et al., 1995, 1996). Sin embargo, unicamente los receptores 5-HT,4 y 5-HT7 se
encontraron en los cultivos de células musculares lisas vasculares (Ullmer ef al., 1995).
También es de esperar la existencia de modificaciones ligadas al NO durante el
desarrollo de la diabetes (Pieper et al., 1998; Fitzgerald y Brands, 2000; Komers y
Anderson, 2003).

Los resultados obtenidos confirman que 5-hidroxitriptamina, ligando enddgeno
del conjunto de receptores serotonérgicos, induce una respuesta, a nivel renal,
esencialmente vasoconstrictora. Dicha respuesta estd completamente inhibida en
presencia de la ritanserina (10 nM), lo que demuestra, por tanto, la implicacion en dicha

accion vasoconstrictora de los receptores 5-HT,. La CEsy de serotonina (CEsy = 0,34
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uM) es del mismo orden que la CEs( determinada anteriormente en arteria renal de rata

o de conejo (Watts y Thompson, 2004; Miranda et al., 2002). El efecto maximo es, por

el contrario, diferente y equivalente al de fenilefrina en rifidon aislado perfundido o en

arterias renales (Watts y Thompson, 2004), pero corresponden solamente al 20% de la

respuesta obtenida con KCl en arterias renales de conejo (Miranda et al., 2002).

Seglin los valores de CE5p podemos establecer un perfil relativo de potencia para

los diferentes agonistas utilizados: DOI > 5-HT > a-methyl-5-HT > m-CPP. Este perfil

es similar al ya obtenido anteriormente en arteria renal de rata (Watts y Thompson,

2004), o en aorta de raton (McKune y Watts, 2001); aunque también existen diferencias

que creeemos importante destacar:

En primer lugar, BW723C86 (Banes et al., 2004; Centurion et al., 2004;
Knight et al., 2004) no produce ningun tipo de vasoconstriccion en rifidon
aislado, pero, por el contrario, es capaz de inducir una vasorelajacion. De
este modo podemos excluir a priori, a los receptores 5-HT,p de acciones
vasoconstrictoras, del mismo modo a como ocurre en el tren posterior

autoperfundido (Calama et al., 2002).

En segundo lugar, DOI aparece como agonista parcial, como ya ha sido
demostrado in vivo en ratas desmeduladas (Chaouche-Teyara et al.,
1993) o en aorta de raton (McKune y Watts, 2001). Con el m-CPP ocurre
lo mismo, es decir, la respuesta es particularmente débil en rifion aislado.
Estas acciones agonistas parciales parecen estar ligadas a una regulacion
por la via del NO, a través de la activacion de receptores 5-HTop
endoteliales. Los dos agentes se han descrito también como agonistas del
receptor 5-HT,s (Knight et al,, 2004), del que vemos en nuestra
preparacion renal que induce una vasodilatacion. De hecho, ha sido
demostrado por otros autores (Ishida et al., 1998) que la activacion de
receptores 5-HT,p produce una liberacion de NO en cultivo de células

endoteliales de arterias coronarias humanas.
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= En tercer lugar, 5-CT, agonista de receptores 5-HT;;;, 8-OH-DPAT,
agonista selectivo de receptores 5-HT;s, CGS-12066B (agonista
selectivo de receptores 5-HTig) y L-694,247 (agonista selectivo de
receptores 5-HTp), de la misma forma que el agonista selectivo de
receptores 5-HTs, 1-fenilbiguanida, quedan excluidos de la accién

vasodilatadora renal.

Nuestros resultados muestran una vasoconstriccion renal esencialmente ligada a
la activacion de receptores 5-HT,4, como ya ha sido sugerido previamente por otros
autores en aorta renal de rata y raton (Watts y Thompson, 2004; McKune y Watts,
2001), y sin embargo no parece implicar a los receptores 5-HT,p, principal subtipo
responsable de la vasoconstriccion serotonérgica inducida en mesenterio autoperfundido

in situ de rata (Fernandez et al., 2000b).

Es importante destacar que el bloqueo de los receptores 5-HT, no permite
visualizar una vasodilatacion producida por serotonina, como se ve in vivo, en el tren
posterior autoperfundido de rata anestesiada (Calama et al., 2002). Este hecho lo
podemos explicar porque la vasodilatacion, en rifion aislado perfundido, no se ve a no

ser que se haya restaurado previamente el tono vascular renal.

Después de la restauracion de este tono vascular, hemos visto una accioén
vasodilatadora, a nivel renal, concentracion-dependiente con 5-CT (agonista de
receptores 5-HT,;), 8-OH-DPAT (agonista de receptores 5-HT;s), CGS-12066B
(agonista de receptores 5-HTig) y BW723C86 (agonista de receptores 5-HTsp).
Globalmente, estas respuestas demuestran una contribucién de receptores 5-HTa, 5-
HT)p, 5-HT2 y puede ser que también la activacion de los receptores 5-HT7, contribuya
a esta respuesta vasodilatadora. Estos resultados nos llevan a comentar los siguientes

aspectos:

= En lo que respecta a los receptores 5-HT;a_ los resultados conseguidos
con 8-OH-DPAT confirman los obtenidos previamente por Verbeuren et

al. (1991) en rindn aislado de rata. La naturaleza endotelial de esta
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vasodilatacion con posterior liberacion de NO estd ampliamente
documentada (Verbeuren et al, 1988, 1991). Estos resultados, sin
embargo, también han sido puestos en duda debido a la importante
actividad antagonista a;a-adrenérgica que algunos autores (Eltze et al.,
1991) han descrito para algunos de los agonistas de receptores 5-HTx,
asi como a la ausencia de una vasodilatacion renal cuando el tono
vascular estaba restaurado por prostaglandina F», (Stephan et al., 1990).
En nuestros resultados, una parte importante de la vasodilatacion
producida por 8-OH-DPAT (80% de relajacion) en el tono restaurado por
fenilefrina revela también un posible efecto a-adrenolitico. De todos
modos, existe una parte de la vasodilatacion por activacion de receptores
5-HT;A que se mantiene cuando el tono vascular renal se ha restaurado
con Ang II, y que, a su vez, es inhibida por WAY-100,635, antagonista

especifico de este tipo de receptores.

Del mismo modo, nuestro trabajo demuestra la implicacion de otros
receptores serotonérgicos en la respuesta vasodilatadora renal. Los
receptores S-HT,p presentes tanto en cé€lulas endoteliales como en células
de musculo liso vascular, han sido ya descritos como responsables tanto
de wvasodilatacion endotelio-dependiente como de vasoconstriccion
(Ullmer et al., 1995; Hoyer et al., 1994). También para los receptores 5-
HT;g, localizados tanto a nivel de células endoteliales como de células de
musculo liso vascular, se han descrito tanto acciones vasoconstrictoras
como vasodilatadoras (Jdhnichen er al., 2004; Nilsson et al., 1999;
Elhusseiny et al., 2001). En lo referente a los receptores 5-HT-, de los
que no existen agonistas o antagonistas muy especificos salvo SB269970
(Lovell et al., 2000), nosotros hemos utilizado 5-CT (agonista 5-HT/7)
en presencia del antagonista de receptores 5-HT7, mesulergina (Hoyer et
al., 2002) y los resultados obtenidos nos hacen pensar que una parte de la

vasodilatacion obtenida es debida a la activacion de receptores 5-HT5.
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Por estudios de RT-PCR cuantitativa en tiempo real, hemos podido confirmar la
presencia de ARNm de receptores 5-HT»a, 5-HT2p, 5-HT A y 5-HT )3, tanto en arteriolas
renales como en aorta tordcica. Estos resultados han sido verificados por
inmunohistoquimica con un anticuerpo dirigido al factor VIII, con el que se ha visto
que, tanto la muestra procedente de arteriolas intrarrenales como la procedente de aorta,
preservaban las células endoteliales (Resultados preliminares comunicados directamente

por la investigadora Véronique Lindner).

El receptor 5-HTp estd presente, pero poco expresado a nivel renovascular
(ARNm), y no parece estar ligado a ningun fenotipo vascular en nuestra preparacion
renal in vitro. Sin embargo, es importante destacar que, en arterias renales de conejo
parcialmente despolarizadas y en presencia de ketanserina para inhibir la posible accion
ligada a receptores 5-HT>, si que se ha descrito una actividad vasoconstrictora ligada a

la activacion de receptores 5-HTp (Choppin y O’ Connor, 1994).

Ya se ha comentado que para estudiar las modificaciones de las respuestas
serotonérgicas durante la diabetes, buscdbamos una diabetes elevada y desequilibrada,
con una hiperglucemia superior a 400 mg/dl (> 22 mM), con el fin de aumentar las
alteraciones vasculares después de las 4 semanas en las que los animales estaban
expuestos a la hiperglucemia. El resultado mds interesante obtenido en las ratas
diabéticas, con respecto a normoglucémicas, es que la vasoconstriccion renal producida
por serotonina estd potenciada a las concentraciones bajas y, disminuida a las
concentraciones mas elevadas. Teniendo en cuenta que las concentraciones de 5-HT
circulante son del orden de 100 nM como mucho, es evidente que la disminucion del
umbral de sensibilidad y la potenciacion de respuestas a las bajas concentraciones de 5-
HT son elementos importantes en favor de un papel fisiopatoloégico de 5-HT en las

lesiones vasculares durante el desarrollo de la diabetes.

En nuestro estudio la potenciacion de las respuestas es particularmente
importante en presencia de DOI, pero no en presencia de m-CPP, lo que favorece, atin
mas, la hipotesis de que la accidon vasoconstrictora renal estd ligada a los receptores 5-

HT,A. La potenciacion de las respuestas vasoconstrictoras de 5-HT ha sido también
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descrita en arterias renales de conejo diabético (Miranda et al., 2002), en arterias
pulmonares o cardtidas procedentes de conejo o de cerdo diabético (Miranda et al.,
2000; El-Kashef, 1996; Bagwell et al., 2000), pero también se han encontrado
resultados variables en aortas de ratas diabéticas (Sikorski et al., 1993; James et al.,

1994; Orie et al., 1993; Hattori et al., 1995).

Nuestros resultados muestran que esta potenciacion se produce tanto con una
exposicion aguda a una concentracion elevada de glucosa como por los efectos cronicos
de la diabetes. Sin embargo no hemos encontrado argumento alguno a favor de una
implicacion por un déficit de NO en esta modulacion. La vasoconstriccion renal
producida por 5-HT esté potenciada después de la inhibicion de la NO sintasa (se ve una
disminucion de la CEsp), pero esta potenciacion es similar en el lecho vascular de los
rifiones procedentes tanto de animales normoglucémicos como diabéticos. Por otro lado,
las vasodilataciones renales que implican un componente endotelio-dependiente ligado
al NO, como son las vasodilataciones inducidas por Ach, o las producidas por 8-OH-

DPAT o CGS-12066B no se ven modificadas en el desarrollo de la diabetes.

Nuestros resultados parecen contradictorios con otros indicios que estan en favor
de una implicacion mucho mas importante del NO vascular en rata diabética. En efecto,
1) la resistencia vascular renal estd particularmente disminuida en los rifiones
procedentes de los animales diabéticos, situacion en la que L-NNA ejerce una
vasoconstriccion aumentada; ii) las ratas diabéticas se encuentran en el desarrollo de la
fase precoz de la nefropatia diabética caracterizada por una hiperfiltracion glomerular,
debida, al menos en parte, a un aumento en la produccion de NO renal (Komers y
Anderson, 2003; iii)la inhibicion de la NO sintasa disminuye la respuesta vasodilatadora
renal de CGS-12066B en la rata diabética, situacion que no ocurre en los rifiones de
ratas normoglucémicas, probablemente porque las prostaciclinas o el factor endotelial
de hiperpolarizacion contribuyen mayoritariamente a la relajacion del NO. Todos estos
hechos sugieren que el componente no dependiente de NO de la vasodilatacion
endotelio-dependiente estd alterado en diabetes, pero que, a su vez, éste se encuentra

compensado por una potenciacion del componente NO.
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En este contexto, es interesante anotar que la vasodilatacion endotelio-
dependiente en rifion aislado y, en los vasos de resistencia en general (Bagaté et al.,
2001; Garland et al., 1995; De Vriese et al., 2000b), esta unida, principalmente, a la
liberacion de factores de hiperpolarizacién endotelial (EDHF). Este componente esta
alterado en las arterias interlobulares y aferentes glomerulares durante la diabetes, (De
Vriese et al., 2000b), pero no es capaz de modificar, al menos en la fase precoz de la
diabetes, la respuesta global del rifidon a la acetilcolina. Estos hechos concuerdan con

nuestros resultados.

El anélisis de la expresion de ARNm de los receptores de 5-HT por RT-PCR
muestra que la potenciacion de la vasoconstriccidon no estd ligada a un aumento en la
expresion vascular de receptores 5-HT,a. El papel de los receptores 5-HTc, que
aparece como menos importante en la vasoconstriccion, no ha sido por el momento
verificado. Aunque el nivel de expresion de ARNm no muestra obligatoriamente el
nivel de expresion de proteinas, podemos observar que otros autores han mostrado que
la densidad de los receptores 5-HT, (Bmax) no estd modificada en aorta de ratas

diabéticas (James et al., 1994).

Por tanto, parece probable que la potenciacion de la vasoconstriccion de 5S-HT en
la diabetes esté ligada a modificaciones en las vias de sefalizacion intracelular o/y a un
aumento de la maquinaria contrictil del calcio. Esta potenciaciéon, que en rifidn no
modifica la respuesta a fenilefrina, ha sido también encontrada para la respuesta a la
endotelina-1 o a noradrenalina (Hodgson et al., 1990; Orie ef al., 1993). El mecanismo
exacto por el que se produce este aumento de la respuesta en diabetes no ha sido todavia
elucidado pero hay estudios que apuntan hacia una contribucion aumentada del
tromboxano A, (Hodgson et al., 1990), anomalias en la via de la PKC (Hattori et al.,

1995) o de la cascada de la COX (James et al., 1995a).

Serotonina ejerce también importantes efectos a nivel de células mesangiales, un
factor importante en la evolucion de la nefropatia diabética. 5-HT es capaz de aumentar
la proliferacion de dichas células, la sintesis de TGFB1 y la secreciéon de la matriz

extracelular (Eto et al., 1997; Grewall et al., 1999; Kasho et al., 1998). Todas estas
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propiedades han llevado a Takahashi er al., (2002) a estudiar los efectos de un
antagonista de receptores 5-HT,a, sarpogrelato, en esta patologia. Los resultados
indican un efecto beneficioso de este compuesto, ya que la albuminuria de un grupo no
muy elevado de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 ha disminuido en el tercer mes de
tratamiento. Estos datos muestran que las tasas elevadas de 5-HT en la diabetes,
participan probablemente en la nefropatia diabética, a través de una accion sobre los
receptores 5-HT,a. Es posible que parte de los efectos beneficiosos que se ven en
diabetes para este compuesto, sean debidos a la inhibicion de las respuestas
hemodinamicas vasoconstrictoras producidas por 5-HT. En nuestro trabajo, hemos
podido comprobar que 5-hidroxitriptamina induce acciones vasoconstrictoras renales, y
que tales acciones vasoconstrictoras estan potenciadas durante el desarrollo de esta

enfermedad.
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Existen mecanismos serotonérgicos inhibidores de la transmision simpatica en
ratas normoglucémicas, relacionados con receptores de naturaleza 5-HTp y en
menor medida, 5-HT;s, de localizacion preferentemente presindptica, cuya

activacion implica, al menos parcialmente, la activacion de las ciclooxigenasas.

En hiperglucemia inducida por administracion de aloxano, se reproduce la
respuesta inhibidora que sobre la neurotransmision simpdtica ejerce 5-HT y
otros agonistas serotonérgicos de receptores 5-HT), a la vez que disminuyen las
respuestas potenciadoras, que en ausencia de hiperglucemia, estin mediadas por

la activacion de receptores 5-HTs;.

Ademas de predominar la respuesta inhibidora, en hiperglucemia inducida por
aloxano, cambia el subtipo de receptores implicados, siendo mayoritariamente la
activacion de receptores presindpticos 5-HT s los responsables de la inhibicion

simpatica en ratas diabéticas.

La diabetes experimental ademas, induce cambios en las vias de sefializacion
implicadas en la respuesta serotonérgica inhibidora de transmision simpatica,
siendo en este caso la formacién de NO y la consiguiente activacion de la

guanilato ciclasa, los procesos implicados tras la activacion 5-HT 4.

La hiperglucemia induce una menor implicacion de 5-HT o mecanismos
serotonérgicos en los efectos derivados de la estimulacion cardiaca vagal, y
aunque se observan efectos tanto potenciadores como inhibidores de bradicardia,

son menos significativos que los obtenidos en ratas normoglucémicas.

No obstante, a pesar de la menor implicacion serotonérgica, se aprecian cambios
en la naturaleza de los receptores implicados e incluso en la localizacién. En
situacion de hiperglucemia, los receptores serotonérgicos inhibidores y

potenciadores de transmision colinérgica son de naturaleza 5-HT; y de
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10.

localizacion tanto pre como postsindptica. La inhibicion es preferentemente 5-

HT; a1y la potenciacion 5-HTp.

En rifion aislado perfundido, 5-hidroxitriptamina induce respuestas tanto
vasodilatadoras como vasoconstrictoras. Las acciones vasoconstrictoras estan
mediadas principalmente por activaciéon de receptores 5-HT,s, aunque no
podemos descartar una posible accion de los receptores 5-HT,c, mientras que las
acciones vasodilatadoras se producen a través de la activacion de receptores 5-

HTiany 5-HT:2s.

La induccién de diabetes experimental por estreptozotocina, provoca una
potenciacion de la vasoconstriccion renal, a bajas concentraciones de 5-HT vy,

una atenuacion de dicha respuesta a las concentraciones mas elevadas.

Las acciones vasodilatadoras sin embargo, no se ven modificadas con el
desarrollo de esta enfermedad, aunque mejora la contribucion del NO a la

regulacion hemodinamica renal, aumentandose la vasodilatacion endotelio-

Los ARNm de los receptores 5-HT 4, 5-HTp, 5-HTp, 5-HT,4 y 5-HT,p estan
presentes en arteriolas intra-renales y en aorta de ratas normoglucémicas. Su

expresion no se ve modificada cuatro semanas después de inducir la diabetes.

Este trabajo aporta nuevos conocimientos en cuanto a la participacion de

diversos receptores serotonérgicos en la regulacion de algunas funciones

cardiovasculares y renales. La diabetes experimental implica cambios en los

mecanismos serotonérgicos cardiovasculares y renales, en concreto en lo que respecta a

la participacion del NO y de metabolitos de la via de las ciclooxigenasas.
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Introduction 3

I.- 5-HYDROXYTRYPTAMINE (5-HT)

1.- La 5-hydroxytryptamine et son histoire

La 5-hydroxytryptamine (Figure 1) est un neurotransmetteur et une hormone
présente dans beaucoup d'espéces, y compris chez 'homme. Elle joue un role important
dans une grande variét¢ de fonctions physiologiques comme la douleur, I'appétit,

I’émotion, le sexe, le sommeil, la mémoire et tous les processus pathologiques associés.

Ce fut au début du siecle passé que Brodie (1900) a décrit comment l'injection de
sérum sanguin induisait une vasoconstriction et un réflexe vagal (bradycardie et
hypotension) réversibles ainsi qu'un arrét de la respiration qui ne se reproduisaient pas si
on injectait du plasma. La 5-HT n'a cependant pas été isolée du sang et caractérisée
avant 1948 par Rapport ef al. Le nom qui lui fut donné alors rappelait son action

vasculaire originale (séro = sérum et tonin = vasoconstriction).

La sérotonine a été synthétisée par Hamlin et Fischer en 1951, puis a été reconnue
comme un neurotransmetteur actif au niveau du systéme nerveux central (SNC)
(Twarog et al., 1953). Bien que moins de 5% de la quantité totale de sérotonine soit
localisée dans le SNC, c’est un facteur trés important pour le bon fonctionnement du
cerveau. L'observation presque simultanée que la drogue psychédélique diéthylamide de
l'acide lysergique (LSD) antagonise une réponse produite par la 5-HT, méme si la
réponse était une contraction du muscle lisse gastro-intestinal, a confirmé 1'idée que la
5-HT était un produit de notre cerveau et qu'elle exerce d'importants effets

comportementaux.

De la méme maniere, une autre substance endogene a été isolée des cellules
entéro-chromaffines de la muqueuse intestinale, et nommée entéramine (Erspamer et
Asero, 1952). L’entéramine induisait essentiellement une contraction du muscle lisse.
Rapidement, il s’avéra que I’entéramine et la sérotonine étaient chimiquement et

pharmacologiquement similaires (Erspamer, 1954).
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2.- Localisation, syntheése et dégradation de 5-HT

Elle est largement distribuée dans le reégne animal et végétal. Chez les
mammiféres, clle se trouve notamment dans les cellules entérochromaffines du tractus
gastro-intestinal, dans les plaquettes, la paroi des vaisseaux sanguins, le poumon, le

coeur et dans le SNC.

Sa synthese est réalisée a 95% au niveau périphérique, au niveau intestinal, ou la
5-HT est produite a partir du L-tryptophane (Figure 2); celui-ci est apporté par
I’alimentation, stocké dans les cellules entérochromaffines et y subit une hydroxylation
par la tryptophane-hydroxylase. La syntheése de 5-HT dépend donc directement de la
quantit¢ de tryptophane disponible et de différents facteurs contrdlant l'activité¢ de
I’hydroxylase (Hills et Jessen, 1995). La combinaison du groupe OH en position 5 du
noyau indole et d’une amine primaire font de la 5-HT un accepteur de proton a pH
physiologique. Le caractére hydrophile de la 5-HT ne lui permet pas de passer la
barriere hémato-encéphalique, de sorte que la 5-HT active au niveau central dépend
d’une synthése locale, favorisée par le transport facilit¢ du L-tryptophane du sang vers
le cerveau. La 5-HT est localisée principalement dans le SNC au niveau des noyaux du

raphé, de I’épiphyse et d’autres neurones.

La 5-HT peut étre libérée dans la lumiére intestinale par des stimuli nerveux ou
alimentaires et interagir avec des récepteurs localisés dans le muscle lisse intestinal. Elle
peut aussi se déverser dans la circulation porte. Enfin, elle a été localisée dans des
neurones entériques. Dans le sang, la plupart de la 5-HT n'est pas circulante mais
stockée dans les plaquettes par un mécanisme de transport actif, puisque celles-ci ne
sont pas capables de la synthétiser. Pendant 'agrégation plaquettaire, la 5-HT est libérée
en grandes quantités et agit, localement, dans les cellules endothéliales et les cellules du
muscle lisse vasculaire. Nous pouvons aussi la trouver dans les mastocytes. Dans le
systéme nerveux, tant central que périphérique, elle agit comme un neurotransmetteur et
interagit avec une grande variété de récepteurs pré- ou post-synaptiques. Dans
I’épiphyse, elle est le principal précurseur de la synthése de mélatonine. Sa dégradation

se produit principalement par les mono-amine-oxydases (MAO).
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3.- Récepteurs sérotonergiques et mécanismes d’action

La classification et la nomenclature des récepteurs sérotonergiques a beaucoup
évolué au cours des derniéres années, en réponse a une meilleure connaissance sur leur

structure et leur fonction au niveau moléculaire.

De¢s la fin des années 50, Gaddum et Picarelli ont proposé 1’existence de plusieurs
types de récepteurs pour la 5-HT. Les récepteurs impliqués dans les effets de la 5-HT
sur le muscle lisse de 1’iléon de cobaye, ont ét¢ nommés 5-HT-D (musculotropes), et
ceux localisés dans les ganglions parasympathiques et controlant la libération
d'acétylcholine dans des terminaisons nerveuses post-synaptiques S-HT-M

(neurotropes).

L'introduction en 1979 par Peroutka et Snyder des techniques de liaison spécifique
avec des radioligands a permis la discrimination nette entre deux types de récepteurs (5-
HT); et 5-HT,) dans un homogénat de cerveau, selon la liaison préférentielle de [*H]-5-
HT ou de [*H]-spipérone respectivement. En 1986, Bradley et al., ont proposé une
classification en trois différents sous-types de récepteurs pour la 5-HT: 5-HT;-like,
avec une grande affinité par la 5-carboxamidotryptamine (5-CT) et fixant la ["H]-5-HT;
5-HT,, identique au 5-HT-D précédent et avec une grande affinité pour la kétansérine;

5-HT3, identique au 5-HT-M précédent et associé a un canal ionique.

Toutefois, les outils de la biologie moléculaire combinés aux techniques
biochimiques et fonctionnelles de la derniére décennie ont conduit a proposer une
classification des récepteurs basée sur leur composition en amino-acides, les seconds
messagers mis en jeu, ainsi que leurs caractéristiques fonctionnelles. De nouveaux
récepteurs ont été identifiés et parfois nommés de mani¢re différente selon les
laboratoires, comme pour le récepteur 5-HT g (aussi connu comme 5-HTpg ou S12)

(Levy et al., 1992; Weinshank et al., 1992).

Afin d’¢éviter toute ambiguité, le Comité de Nomenclature pour le récepteur 5-HT
de I’Union Internationale de Pharmacologie (NC-IUPHAR) a proposé une classification
des récepteurs 5-HT (Hoyer et al, 1994) basée sur des critéres structurels (structure

moléculaire), opérationnels (agonistes) et transductionnelles (mécanisme de
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transduction intracellulaire). Cette classification comporte sept classes de récepteurs de
la sérotonine: 5-HT;, 5-HT,, 5-HT; (bien caractérisés), 5-HT4 (non clonés), 5-hts, 5-hte
et 5-HT5 (clonés, mais dont les caractéristiques opérationnelles et transductionnelles ne
sont pas connues). Cette classification (Hoyer et al., 1994) fait toujours autorité et
intégre les nouveaux venus: un récepteur sera nomme avec des lettres majuscules quand
ses caractéristiques structurelles et opérationnelles sont bien définies et qu’il est reconnu
comme récepteur endogeéne; les récepteurs ne remplissant pas ces critéres seront

nommeés avec des lettres minuscules.

Tous les récepteurs 5-HT, a I'exception des récepteurs 5-HT5 (liés a des canaux
ioniques) sont des membres de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCRs), des protéines membranaires qui interagissent avec une grande variété
d’hormones et de neuros-transmetteur (lismaa et al., 1995). Tous ces GPCRs possédent
sept domaines transmembranaires, une extrémité N-terminale extracellulaire et une
extrémité C-terminale intracellulaire qui comporte des sites de phosphorylation. Les
sites de reconnaissance des agonistes et antagonistes sont situés généralement dans les
régions transmembranaires de la protéine, comme le montrent les études de mutagénése
et les récepteurs chimériques (Adham et al., 1994; Oksenberg et al., 1992; Wurch et al.,
1998). Les GPCRs jouent un rdle fondamental dans le régulation des réponses
physiologiques et dans les effets de prés de 80% de tous les neurotransmetteurs et

hormones (Birnbaumer et al., 1990).

La Figure 4 présente une représentation schématique de la classification actuelle
des récepteurs 5-HT. Les récepteurs représentés en minuscule n'ont pas une fonction
physiologique déterminée (Hanon et Hoyer, 2002). Les récepteurs 5-HT activent
I’adénylate cyclase (formation d’adénosine monophosphate cyclique ou AMPc), la
phospholipase C (production inositol triphosphate (IP3 et augmentation du calcium
intracellulaire), ou un canal ionique (comme par exemple le canal potassique). Tous ces
systemes effecteurs sont présents dans toutes les cellules. Un récepteur 5-HT couplé a
I’adénylate cyclase est représenté schématiquement sur les Figures 5 et 6. Un récepteur
canal ionique est représenté sur la Figure 7. Les classifications des différents récepteurs
5-HT en sous-types au sein des diverses familles de récepteurs sont précisées dans le

tableau 1 (récepteurs 5-HT)), tableau 2 (récepteurs 5-HT,), tableau 3 (récepteurs 5-HT;
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et 5-HT,) et tableau 4 (récepteurs 5-hts, 5-HTs et 5-HT7). Y sont également résumées
leurs principales localisations dans le SNC ou en périphérie et leurs fonctions, ainsi que
les outils pharmacologiques (agonistes et antagonistes) spécifiques, les voies de

transduction et la localisation chromosomique de leur gene.

4.- Actions pharmacologiques associées aux récepteurs 5-HT

Suite a sa vaste distribution dans tout l'organisme, la 5-HT est impliquées dans de
nombreux processus physiologiques et pathologiques. Ainsi, la 5-HT remplit une
fonction de premier ordre dans le régulation de la motilité gastro-intestinal, dans les
processus d'agrégation plaquettaire parce qu’elle est stockée et sécrétée par les
plaquettes, et dans le SNC ou, en tant que neurotransmetteur, elle influence de maniere
directe ou indirecte presque la totalité des fonctions cérébrales. A ces effets s’ajoutent
une régulation des fonctions endocriniennes (contrdle de l'axe hypothalamo-
hypophysaire), du sommeil (la 5-HT est principalement impliquée dans les phases III et
IV), de l'appétit, du comportement sexuel, de la température corporelle, de l'anxiété,

ainsi que des processus maniaco-dépressifs:

e Le cycle sommeil-vigilance: le contréle de ce cycle est une des premicres
actions qui ait été identifiée pour la 5-HT. On sait que ce rythme dépend de
la balance adrénergique/sérotonergique et que, par exemple,
'administration de ritansérine (antagoniste 5-HT,) augmente les phases de

sommeil a ondes lentes.

e Agressivité et impulsivité: chez ’homme, il existe une corrélation entre les
taux de 5-HIAA (métabolite de la dégradation de 5-HT) dans le liquide
céphalorachidien et les comportements impulsifs ou agressifs (Brown et
Linnoila, 1990). Les souris délétées («knockout» ou KO) en récepteur 5-
HTg développent une agressivit¢ extréme. Une mutation sur le géne
codant pour la MAO-A est associée chez ’homme a un retard mental et
une agressivité (Brunner et al, 1993), un profil confirmé ultérieurement

chez le rongeur (Maries et al,, 1995). Ces données démontrent que des
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anomalies du systéme sérotonergique sont associés a des comportements

agressifs.

Anxiété et dépression: les médicaments efficaces contre la dépression sont
pour la plupart des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 5-HT (SRII).
Une action directe de la 5-HT sur les récepteurs 5-HT ;4 semble également
impliquée, comme le démontrent les souris KO pour ce récepteur (Parks et

al., 1998; Ramboz et al., 1998).

Appétit: la 5-HT est le principal médiateur inhibiteur du noyau
hypothalamique ventro-latéral qui régule la faim et la satiété. Une
hyperactivité sérotonergique conduit a l'anorexie et inversement, une

hypoactivité mene au surpoids.

Température, fonctions endocrines (sécrétion ACTH, hormones
gonadotropes, hormone de croissance, prolactine; 5-HT;, 5-HT;), douleur
(5-HT)), réflexe postural (5-HT,, 5-HT>), controle central du vomissement

(5-HT3), etc.

Au niveau périphérique, la 5-HT est impliquée dans I'activité de divers organes et

systémes, comme l'appareil respiratoire (bronchoconstriction), le systéme gastro-

intestinal (tant dans la paroi de I'estomac que de l'intestin, contraction et relaxation),

l'agrégation plaquettaire et hémostase (I'agrégabilité des plaquettes est majorée dans le

diabéte), la

libération de neurotransmetteurs et la stimulation des terminaisons

nerveuses sensitives:

Dans des cellules entérochromaffines: la 5-HT est libérée par I’étirement
mécanique causé par les aliments ou par la stimulation vagale efférente.
Dans la paroi gastro-intestinale, elle produit une relaxation comme une
contraction, par la stimulation directe des récepteurs 5-HT,, et I’activation
de récepteurs sur les terminaisons nerveuses du muscle lisse intestinal et
oesophagien (5-HT4) ou ganglionnaires (5-HT3). Dans le carcinome a

cellules entérochromaffines, la libération de grandes quantités de 5-HT est
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responsable des problémes cardiovasculaires (spasme coronaire, fibrose

cardiaque, hypotension) associés a cette maladie.

e Agrégation plaquettaire: comme il a déja été mentionné précédemment, la
5-HT n'est pas synthétisée dans les plaquettes, mais est recueillie par
celles-ci et est stocké dans des granules. Sa fonction dans 1’agrégation

plaquettaire est résumée dans la Figure 8.

5.- Interaction du systéeme sérotonergique avec le systéme

adrénergique et cholinergique

L'interaction de la sérotonine avec d'autres neurotransmetteurs (acétylcholine,
adrénaline, noradrénaline, dopamine), tant au niveau central que périphérique, a été tres
étudiée au cours des derniéres années. Il ressort que la distribution des neurones
sérotonergiques dans le SNC est trés similaire a celle des neurones noradrénergiques
dont la 5-HT régule souvent 1’activité. Plusieurs types de récepteurs 5-HT sont présents
sur les terminaisons nerveuses adrénergiques périphériques dans différents tissus et
diverses especes. La présence de ces récepteurs peut avoir un effet facilitateur ou

inhibiteur sur I’activité neuronale (Humphrey et al., 1983).

Une interaction au niveau neuronal entre le systéme cholinergique et
sérotonergique a été impliquée dans des désordres affectifs (Dilsaver, 1986). La 5-HT
est liée a la libération d’acétylcholine en différents endroits du cerveau: le striatum
(Gillet et al., 1985), le cortex (Bianchi et al., 1990), I’hippocampus (Maura et al, 1989)
ou les études de microdialyse in vivo démontrent que la libération d’acétylcholine est
controlée en partie via les récepteurs 5-HT 5 (Izumi et al., 1994; Wilkinson et al,

1994).

Au niveau cardiaque, 1’activation des récepteurs 5-HT; stimule le nerf vague et
provoque une hypotension et une bradycardie (réflexe de Bezold-Jarish). Chez le rat
démédullé, ’analyse des mécanismes sérotonergiques modulant la neurotransmission
cholinergique cardiaque montrent une potentialisation et une inhibition, respectivement

par les récepteur 5-HT; et 5-HT, (Morén et al., 1993).
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Dans le poumon, la 5-HT induit autant une constriction qu’une relaxation des
voies aériennes du porc, principalement en facilitant la neurotransmission cholinergique
(action présynaptique), mais aussi en agissant directement sur le muscle lisse (Cazzola
et al., 1995). Les différents récepteurs 5S-HT impliqués dans ces effets sont détaillés sur

la Figure 9 (Cazzola et Matera, 2000)

En 1977, Mc Grath a montré que de petites doses de 5-HT inhibitent la libération
de [*H]-noradrénaline induite par la stimulation électrique de la veine saphéne du chien.
Depuis, de nombreuses études ont établi 1’existence d’une interaction entre le systeme
adrénergique et sérotonergique au niveau central (Pedigo et al., 1981; Allgaier et al.,
1995) et périphérique (Saxena et Villalon, 1991; Moran et al., 1994 et 1998; Jones et
al., 1995; Fernandéz et al, 2000). Au niveau pulmonaire, les récepteurs ol-
adrénergiques participent a la contraction induite par la 5-HT (Ogawa et al., 1995) et ,
au niveau gingival, la sérotonine modifie les niveaux de vasoconstriction produits par
le systeme adrénergique (Kerezoudis er al., 1994). Le systéme sérotonergique joue
d’ailleurs un role fondamental dans I’inhibition du tonus sympathique apreés un choc
hémorragique, et le methysergide (antagoniste 5-HT/5-HT,) bloque cette phase de la

réponse au choc (Evans et al., 1992).

Au niveau du coeur, la sérotonine favorise la libération de NA par la stimulation
de récepteurs 5-HT,, et par conséquent exerce des effets ionotropes et chronotropes
positifs. Elle peut en outre produire une bradycardie accompagnée d’une hypotension
par réponse réflexe vagale. Chez les rats démédullés, la sérotonine induit une inhibition
présynaptique de la transmission sympathique (Demeurent et al., 1994; Villalon et
al.,1995), notamment via les récepteurs 5-HT), en particulier les 5-HT;p (Demeurent et
al.,1998), ou les récepteurs 5-HT; et 5-htsassg (Sanchez-Lopez et al.,, 2003). D’autres
récepteurs clairement ne sont pas impliqués dans cette inhibition sympathique
sérotonergique cardiaque (5-HT,, 5-HT;, 5-HT4, 5-hts, 5-HT7). Le récepteur 5-HT;
semble méme au contraire étre impliqué dans une augmentation de la libération

d'adrénaline (Demeurent et al., 1994).

6.- Récepteurs sérotonergiques et actions cardiovasculaires
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La 5-HT exerce des changements complexes au niveau cardiovasculaire, qui
incluent bradycardie ou tachycardie, hypotension ou hypertension, vasodilatation ou
vasoconstriction. Ces réponses dépendent de nombreux facteurs comme par exemple
I'espece animale, le tonus vasculaire basal, le lit vasculaire étudié, la dose d’agoniste
testée, les conditions expérimentales, mais ils varient surtout en fonction du récepteur
présent et de la possibilité d’une action directe ou indirecte (Saxena et al., 1987; Bagdy
et al., 1989; Villalon et al., 1993; Mirador et al., 2000). La localisation des récepteurs 5-
HT dans les structures spécifiques des vaisseaux (Figure 10) est aussi déterminante.
Ainsi, dans le muscle lisse de la plupart des vaisseaux, les récepteurs 5-HT, sont a
l'origine d’une vasoconstriction (Gradin et al, 1986) (Figure 11), alors que les
récepteurs situés au niveau endothélial sont impliqués dans une vasodilatation (Figure

12) par la libération de facteurs de relaxation endothéliaux (Vanhoutte, 1987, 2000).

Un certain role est reconnu a la sérotonine dans la régulation et le contrdle de la
pression artérielle, du moins au niveau central (Minson et al., 1990) ou l'activation des
récepteurs 5 HT;a induit une hypotension. Libérée massivement lors de l'agrégation
plaquettaire en réponse a différents processus (inflammation, infections), elle contribue
par ses effets vasoactifs a la physiopathologie de diverses maladies vasculaires
(Vanhoutte, 1983), telles que I'hypertension artérielle systémique, [I’hypertension

pulmonaire et la maladie périphérique vasculaire (Frishman et Grewall, 2000).

Lorsqu’elle est étudiée in vitro, la sérotonine est capable de provoquer une
contraction de la plupart des vaisseaux de conductance, mais avec des différences de
sensibilité, les artéres cérébrales et coronaires étant les plus réactives. Par contre, dans
la microcirculation, l'effet vasoconstricteur direct de la sérotonine apparait surtout au

niveau des veinules (Altura,1981).

Les effets vasoconstricteurs de la 5-HT ont été expliqués par l'activation de
récepteurs 5-HT; ou 5-HT, directement au niveau du muscle lisse vasculaire (Vont
Nueten et al.,1985; Feniuk et Humphrey, 1989), par Dactivation de récepteurs
adrénergiques (Vanhoutte er al,1981), ou la mise en jeu d’autres agents
vasoconstricteurs comme 1’histamine, 1’angiotensine II ou la prostaglandine F,, (Vont

Nueten et al.,1985b; Frishman et al., 1995). Des études récentes montrent que, dans les
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artéres coronaires humaines, les récepteurs 5-HT, et 5-HT;p s'expriment intensément,
les récepteurs 5-HTr et 5-HT ;A modérément, et peu les récepteurs 5-HT;p (Nilsson et
al., 1999); dans les arteres cérébrales (artéres temporales et occipitales), I’ensemble des
récepteurs 5-HTp, 5-HTp, 5-HT24, 5-HT2p, 5-HT4 et 5-HT7 est exprimé. Dans les deux
cas, les études pharmacologiques ont montré que les réponses vasoconstrictrices sont
dues par moitié¢ a I’activation des récepteurs 5-HTp et 5-HT,4 (Kaumann et al., 1994;
Verheggen et al., 1998; Verheggen et al., 2004). Dans le veine porte de rongeur, la 5-
HT exerce un effet vasoconstricteur indépendant de I’endothélium, via les récepteurs 5-

HTip/s et 5-HT,4, mais non par une libération de NA (Datté et Offoumou, 2004).

En ce qui concerne les actions vasodilatatrices de la sérotonine, celle-ci sont
particulierement marquée quand le tonus sympathique est élevé, bien qu'on ait aussi
montré la présence de récepteurs 5-HT au niveau des cellules endothéliales (Verbeuren
et al., 1991) et la libération de NO apres activation des récepteurs 5-HT ;o 5-HT 3 et 5-
HTyp (Fozard et Kalman, 1994; Schmuck et al., 1996; Glusa et Pertz, 2000, Kakoki et
al., 1999). Cette production de NO via ’activation des récepteurs 5-HT g et 5-HTop a
d’ailleurs été retrouvée sur des cellules endothéliales en culture provenant de coronaires
humaines (Ishida et al., 1998). Les actions vasodilatatrices de la 5-HT au niveau des
arteres cérébrales ont été impliquées dans la migraine. Enfin, le récepteur 5-HT7 est
exprimé dans le muscle lisse vasculaire (Ullmer et al., 1995, Verheggen et al., 2004) ou
il est impliqué dans une réponse vasodilatatrice via 1’augmentation des taux d’AMPc

(Schoeffter et al., 1996, Terron et al., 1999, Centurion et al., 2004).

Dans d'autres lits vasculaires, la 5-HT induit des réponses soit vasodilatatrices,
soit vasoconstrictrices, du fait de I’implication de différents types de récepteurs et/ou de
I’activation de divers messagers secondaires comme par exemple par la voie de la COX.
Dans le lit mésentérique autoperfusé in situ du rat, la vasoconstriction induite par la 5-
HT ou I’a-méthyl-5-HT est médiée par les récepteurs 5-HT,p et/ou 5-HT,¢ (Fernandez
et al., 2000). Sur le lit vasculaire autoperfusé in situ du train postérieur du rat, cette
vasoconstriction est liée a l'activation de récepteurs 5-HT,o chez le rat normotendu
(Calama et al., 2002), mais aussi de récepteurs 5-HTyc chez le rat spontanément
hypertendu (Calama et al., 2004). Les réponses vasodilatatrices a ce niveau sont dues a

l'activation des récepteurs 5-HT;g p (Calama et al., 2002). Elles impliquent une
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libération d'adrénaline par les surrénales suivie d’une vasodilatation par activation des

récepteurs [,-adrénergiques (Calama ef al., 2003).

Au niveau rénal 1a encore, les réponses vasoconstrictrices et vasodilatatrices
coexistent. Cet effet double a été observé apres perfusion de 5-HT dans I’artére rénale
du chien (Takahashi et al., 1992) ou application locale de 5-HT sur le rein
hydronéphrotique du rein (Endlich et al, 1993). Dans ce dernier travail, la
vasoconstriction semble toucher essentiellement les gros vaisseaux (artérioles arquées)
alors que les artérioles plus fines (interlobulaires et afférentes) se dilatent. Ceci pourrait
témoigner d’une répartition spécifique des sous-types de récepteurs 5-HT le long de
I’arbre vasculaire intra-rénal. Verbeuren suggérait dés 1991 que des récepteurs 5-HT 4
endothéliaux étaient impliqués dans la vasodilatation induite par la 8-OH-DPAT et aussi
de certains antagonistes B-adrénergiques (Verbeuren et al., 1991 et 1993). Une étude
réalisée dans notre laboratoire sur le rein autoperfusé in situ démontre le role des
récepteurs 5-HT, dans la constriction induite par la sérotonine, mais aussi de
I'angiotensine II (Mordn et al, 1997). Plus récemment, avec le développement de
molécules agonistes et antagonistes plus sélectives, I’implication de divers sous-types
de récepteurs a été rapportée: 5S-HT,a et 5-HT,p sur les artéres rénales isolées de rat
(Watts et Thompson, 2004), mais aussi 5-HT ;g et 5-HTp sur des anneaux provenant
d’arteres rénales de lapin (Hinton ef al., 2000). La sérotonine exerce aussi des effets sur
les cellules mésangiales. Les récepteurs 5-HT g et 5-HT,o ont été décrits sur ces
cellules, associés tous les deux a une inhibition de 1’adénylate cyclase (Schoeffter et al.,
1995; Nebigil et al., 1995). La sérotonine stimule la production de TGF-B1 et la
syntheése de collagene (Masaya et al., 1998). Elle est aussi un facteur de croissance de
ces cellules, par un mécanisme mettant en jeu la PKC et ERK (« extra-cellular
regulated kinase »), mais aussi la production d’espéces réactives de 1’oxygene (Grewal
et al., 1999; Greene et al., 2000). La sérotonine, par contre ne semble pas exercer

d’effet sur les podocytes (Nitschke et al., 2000).
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II.- LE DIABETE

Le Diabete sucré (Diabetes Mellitus, DM) est un groupe de maladies
métaboliques caractérisées par une hyperglycémie qui apparait suite a des défauts dans
la sécrétion ou l’action de [’insuline. L’ ’hyperglycémie chronique est associée a long
terme a des dommages au niveau de plusieurs organes, spécialement dans les yeux, le
rein, les nerfs, le coeur et les vaisseaux sanguins. Ceci est la définition donnée par le
Comité des Experts dans le Diagnostic et la Classification du DM, comité qui a été créé
en mai 1995 et qui travaille avec le parrainage de 1'Association Américaine de Diabéte

(ADA).

Cette dénomination inclut un ensemble hétérogéne de pathologies dont la
classification a été proposée par le méme Comité d'Experts (McCance et al., 1997,
Reports of the Expert Comittee on the Diagnosis and Classification of Diabetes

Mellitus, 1997 et 2000) en cinq groupes:
1) Diabete sucré (DM) de type 1
2) Diabete sucré (DM) de type 2
3) Autres types spécifiques de diabétes
4) Diabete gestationnel

5) Modification du métabolisme du glucose ou altération de 1’homéostasie du

glucose.
Les caractéristiques de chaque groupe sont résumées sur les tableaux 5 et 6.

e DM de type 1: Caractérisé par la destruction des cellules B3, associ¢ a un déficit
absolu en insuline. Il existe sous deux formes: i) DM par destruction des cellules

B par des processus auto-immuns; ii) DM idiopathique d’étiologie inconnue.

e DM de type 2: Caractérisé par une résistance a I’insuline, habituellement

accompagné d'un déficit relatif en insuline.
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e Altération de I’homéostasie du glucose: C'est un état métabolique intermédiaire
entre la normalité et le diabéte, peut-&tre facteur de risque cardiovasculaire. 1)
Glycémie basale au-dessus des valeurs normales mais inférieure a la valeur
diagnostique du diabete; ii) Tolérance altérée au glucose lors d’un test apres

surcharge de 75 grammes de glucose.
e Diabete gestationnel, apparaissant au cours de la grossesse

e Diabete causé par d'autres étiologies identifiables: défauts génétiques dans la
fonction de la cellule B, défauts génétiques dans l'action de l'insuline, maladies
de I'excrétion pancréatique, endocrinopathies, pathologies iatrogénes, infections,
formes rares de diabéte par processus auto-immuns, autres syndromes

génétiques

Les diabétes sucrés les plus communs sont le DM de type 1 et de type 2. Le DM
de type 1 apparait généralement a un age précoce; les patients sont minces, avec une
acétonémie, et nécessitent un traitement par 1’insuline pour leur survie. Le DM de type
2 apparait plus tardivement (aprés 40 ans) chez des patients obéses, avec des

antécédents familiaux de diabéte (Tableaux 5 et 6).

Dans le monde occidental, la prévalence du diabéte sucré oscille entre 2 et 6% de
la population. Cette prévalence varie en fonction du type de diabéte: dans le DM de type
de 1, la prévalence est de 0,2%, tandis que dans le DM de type 2, elle est de 6% et
augmente avec l'age. L'incidence de cette maladie varie aussi en fonction du type de
diabéte: DM de type 1 = 10-12 cas/100 000 habitants/année; DM de type 2 = 60-150
cas/100 000 habitants/année.

La morbidité des patients diabétiques est beaucoup plus grande que pour des sujets
normoglycémiques, du fait de pathologies rénales, oculaires, cardiovasculaires et
neurologiques. Le diabéte de type 2, le plus fréquent, touche 135 millions de sujets dans
le monde. I1 est en progression constante pour diverses raisons (habitudes alimentaires,
sédentarité, surpoids, vieillissement de la population...), au point d'étre considéré par
I'OMS comme une "pandémie" moderne. Il devient une des premicres causes de déces.

éme

En Espagne, il représente la 3°™ cause de mortalité pour les femmes et la 7°™ pour les
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hommes. Dans la plupart des cas, le diabéte n’est pas directement responsable du déces,
mais les complications qu’il engendre. Ainsi, pour les patients souffrant d’'un DM de
type 2, la 1 cause de décés est l'infarctus de myocarde (50-60% des décés), alors que
pour des patients souffrant d’'un DM de type 1, c’est la néphropathie diabétique

conduisant a I’insuffisance rénale.

1.- Pancréas et insuline

L'organe responsable du diabéte sucré est le pancréas (Thomas Cawly, 1778), et
plus précisément les ilots de Langerhans décrits en 1869 par Langerhans. Mais la
relation directe entre diabete sucré et altération des ilots de Langerhans n'a été établie
jusqu'a 1901 par Opie. Histologiquement, le pancréas comprend i) des acini (fonction
exocrine, sécrétion d’enzymes digestifs) et ii) les ilots de Langerhans (pancréas
endocrine). Le pancréas de ’homme compte 2 a 3 millions d'flots, organisés autour de
capillaires vers lesquels ils sécrétent diverses hormones (Figure 13), selon le type de
cellule: cellules B (60%; insuline et peptide C); cellules a (25%; glucagon); cellules &
(10%; somatostatine); cellules PP (polypeptide pancréatique).

En 1921, Banting (Prix Nobel, 1923) et Best isolent 1’insuline d’un pancréas de
singe. L’efficacité de son activité antidiabétique chez le chien conduit a son utilisation
chez I’homme des 1922. La structure protéique de I’insuline est décrite en 1927
(Wintersteiner) mais sa structure primaire ne sera connue qu’en 1955 (Sanger, 1988 et
2001), autre prix Nobel. Ce sera la premicre protéine dont on a déterminé la séquence
en aminoacides. Elle est formée de deux chaines (A et B) de 21 et 30 résidus

d’aminoacides, unies par deux ponts disulfure (Figure 14).

Elle est synthétisée comme précurseur, la prépro-insuline (poids moléculaire:
11500), dans le réticulum endoplasmique rugueux. Ce précurseur est transporté dans
I'appareil de Golgi ou il subit des protéolyses post-traductionnelles libérant la pro-
insuline (poids moléculaire: 9000), puis I’insuline (poids moléculaire: 5080) et le

peptide C. Ceux-ci sont stockés dans des granules dans les cellules et sont libérés par
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exocytose en quantités équimolaires, de maniere régulée (facteurs hormonaux et

chimiques).

L’insuline utilisée initialement en thérapeutique chez ’homme était isolée a partir
de bovins puis de porcs. Depuis 1979, elle est produite par génie génétique. La
découverte de I’insuline a radicalement changé le pronostic vital des patients
diabétiques, puisque ceux-ci survivaient des lors. Cependant, I’insuline apparait
maintenant comme un substitut qui évite le décés, mais pas nécessairement les effets

secondaires a long terme de cette maladie.

2.- Complications du diabéte sucré

Le principal probléme que pose le diabéte n'est pas I'administration d’insuline ou
des antidiabétiques oraux, mais ses complications a long terme. Ces complications
affectent différents organes, le métabolisme des glucides, lipides et protides, ainsi que
divers systémes de neurotransmission ce qui explique I’importance du tableau clinique

de cette pathologie.

La complication la plus fréquente dans le diabéte est au niveau du systéme
nerveux, en estimant qu'environ 40% des diabétiques présentent une neuropathie au
moment du diagnostic, touchant les nerfs sensoriels comme les nerfs moteurs ou
autonomes. Sa prévalence augmente avec le temps d'évolution de la maladie et avec
I'age du patient. Cette affectation porte a une alteration du tissu nerveux (étant donné le
fonctionnement erroné du systéme enzymatique de l'aldose réductase), qui a long terme
provoque des défauts dans la transmission de I'influx nerveux. Dans beaucoup de cas, il
y a aussi une démy¢élinisation des fibres nerveuses, cause principale des névralgies dont
souffre le patient diabétique. La neuropathie diabétique est a l'origine d'une majoration
de la réponse vasculaire a la NA (Moorhouse et al., 1966) et, dans la majorité des cas,
d’une diminution du débit sanguin dans les vaisseaux associés aux nerfs. D'autres
auteurs pensent au contraire que ce sont les modifications vasculaires liées au diabéte

qui sont la cause du développement de la neuropathie diabétique.
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Les ¢études effectué¢es dans des rats diabétiques au niveau du SNC ont conclu a
d'importantes modifications du systéme sérotonergique (Jamnicky et al., 1993). Ainsi,
Lackovic et al. (1990) rapportent que la quantité de 5-HT synthétisée dans le cerveau
est majorée chez le rat diabétique non traité par 1’insuline, mais un résultat inverse a
aussi €té décrit chez des rats avec une hyperglycémie chronique (Bellush et Reid, 1994).
Des changements hormonaux, comme ['élévation de corticostérone, compléetent le

tableau (Bellush ez al., 1991).

Les modifications hématologiques et cardiovasculaires sont la principale cause de
morbidit¢é et mortalit¢ dans les personnes diabétiques. Les modifications
hématologiques affectent presque toutes les cellules sanguines. Au niveau leucocytaire,
il y a une plus faible activité mitogénique et phagocytaire, et un accroissement de
I’hémolyse (destruction des globules rouges). Les protéines plasmatiques sont
glycosylées, majorant la viscosité du sang, avec un plus grand risque de thrombus. Au
niveau des plaquettes, existe une hyperagrégabilité, augmentant par conséquent la

libération de facteurs intraplaquettaires comme le thromboxane A; et la 5-HT.

Les modifications cardiovasculaires peuvent se produire au niveau des vaisseaux
de gros calibre (macroangiopathies) ou de petit calibre (microangiopathies). Des études
effectuées récemment montrent I'existence de modifications au niveau du métabolisme
de l'acide arachidonique, de la perméabilité vasculaires et de la vasomotricité (Hodgson
et al., 1990). Ainsi, une diminution des réponses contractiles a la stimulation électrique
ou a l'administration d'agents vasoconstricteurs exogenes a ¢té décrite (Ralevic et al,
1995; Takiguchi et al.,1998; Loichot et al., 2001), mais d’autres auteurs rapportent des
résultats exactement inverses , une augmentation de la réponse vasoconstrictrice a des
agents exogeénes (Agrawal et McNeil., 1987; Abebe et McLeod., 1990; Tammesild et
al., 1992).

Parmi les microangiopathies, la plus fréquente est celle qui touche le rein, la
néphropathie diabétique caractérisée par une glomérulosclérose qui évolue vers
I’insuffisance rénale. Le diabéte est ainsi responsable de 30% des insuffisances rénales
graves nécessitant une dialyse et de 16% des interventions de greffe de rein. L'évolution
du rein vers la néphropathie diabétique débute cliniquement par la microalbuminurie,

suivie d’une protéinurie et d’une urémie qui culminent dans I’insuffisance rénale
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terminale. L’apparition de la protéinurie est précédée de diverses modifications
fonctionnelles comme I’hyperfiltration glomérulaire, la vasodilatation rénale et
I’augmentation de la perméabilité capillaire aux macromolécules. Elles s’accompagnent
de changements ultrastructuraux incluant un épaississement de la membrane basale, une
hypertrophie glomérulaire et une expansion mésangiale qui conduisent a la
glomérulosclérose et a la fibrose interstitielle. Des facteurs métaboliques
(hyperglycémie, glycation des protéines, voie des polyols) mais aussi hormonaux
(angiotensine II, endothéline, prostaglandines, glucagon, facteur natriurétique atrial) ont
été impliqués dans 1’altération des fonctions rénales dans le diabéte. Les modifications
de I’hémodynamique intrarénale combinées a [’altération des voies métaboliques
conduisent a I’expansion du mésangium glomérulaire et a la glomérulosclérose par des
mécanismes qui ne sont actuellement pas complétement ¢€lucidés (Lehmann et
Schleicher, 2000; Raptis et Viberti, 2001). Ainsi, dans I’évolution de la néphropathie
diabétique, le rein passe par différents stades: le stade précoce est caractérisé par une
hyperfiltration glomérulaire produite par une réduction de la résistance vasculaire
intrarénal et une hypertension dans les capillaires glomérulaires; le stade intermédiaire
voit une normalisation hémodynamique alors qu’apparait la microalbuminurie; plus
tardivement, 1’insuffisance rénale s’installe avec la glomérulosclérose et la protéinurie,
et conduit a terme a la dialyse et/ou a la transplantation rénale. L’évolution de la
néphropathie diabétique est accélérée en cas d’association a I’hypertension artérielle,

aussi bien chez le rat qu’en clinique (Cooper et al., 1986; Marre et al., 1993).

Les modifications oculaires affectent les nerfs oculomoteurs et optiques, bien que
la structure majoritairement touchée soit la rétine (la rétinopathie diabétique est la cause

de cécité la plus fréquente dans les pays industrialisés).

Les macroangiopathies les plus fréquentes sont [1’hypertension artérielle,

I’hyperlipidémie, I’hypercholestérolémie, I’hypertriglycéridémie et 1’artériosclérose.

L’un des facteurs critiques, souvent responsable du début du développement des
maladies vasculaires dans le diabétique, est 1'endothélium, plus concrétement la perte de
sa capacité régulatrice dans les vaisseaux. Dans le diabéte, la vasodilatation
endothélium-dépendante est altérée. Ceci est particulierement vrai dans la phase tardive

du diabéte, aussi bien chez le rat diabétique (Feletou ef al., 1994; Oyama et al., 1986)
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que chez I'homme (Johnstone et al., 1993; Van Etten et al, 2002). La quantité de NO
disponible est abaissée dans le diabéte, un facteur de risque commun avec
I’hypertension artérielle et les dyslipidémies. Dans le diabéte, I’hyperglycémie elle-
méme, ou la glycation des protéines et la surexpression de la NAD(P)H oxydase dans
les cellules musculaires lisses ou endothéliales, majorent le stress oxydatif dans les
vaisseaux qui conduit a la dégradation de NO (Lassegue et Clempus, 2003). Par ailleurs,
la NO synthase endothéliale se «découple» en conditions hyperglycémiques, c'est-a-dire
qu’elle produit I’anion superoxyde plutét que le NO (Cosentino et al., 1997).
L’oxydation du cofacteur de la NO synthase, la tétrahydrobioptérine, est probablement
la cause de ce découplage (Milstien et Katusic, 1999). Dans la phase précoce du diabete
par contre, le NO semble bien présent et largement impliqué par exemple dans
I’hyperfiltration glomérulaire. En effet, 1'excrétion urinaire des nitrites/nitrates est alors
augmentée (Bank et Aynedjan, 1993), I’hyperfiltration glomérulaire est abolie par un
inhibiteur de la NOS (Bank et Aynedjan, 1993; Tolins ef al., 1993) et I’expression des
NO synthases est majorée dans le glomérule du rat diabétique (Choi et al., 1997;
Veelken et al., 2000). Ces résultats suggerent que le NO, quelque soit son origine,
puisse jouer un réle majeur dans I’hyperfiltration glomérulaire au cours de la phase
précoce du diabéte. D'autres études montrent une augmentation des facteurs
vasoconstricteurs dérivés de I’endothélium (EDCF), comme les prostanoides, dans
diverses artéres du rat diabétique (Mayhan et al, 1991; Tesfamariam et al., 1989;
Shimizu et al, 1993). Récemment, Cosentino et al. (2003) ont montré que
I’hyperglycémie et le stress oxydatif majorent 1I’expression de la COX-2 (inductible) sur
les cellules endothéliales en culture et augmentent ainsi la libération de thromboxane

As.
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III.- SEROTONINE, DIABETE et SYSTEME
CARDIOVASCULAIRE

Le diabéte est une maladie qui, comme nous 1’avons déja mentionné, est a long
terme a l'origine d'importantes complications cardiovasculaires, parmi lesquelles
I'hypertension artérielle, qui a une incidence et une prévalence beaucoup plus grande
chez les patients diabétiques. De nombreux travaux se sont intéressés au role possible
de la sérotonine dans la pathophysiologie des complications du diabéte sucré. Le diabéte
sucré est en effet associ¢ a des modifications 1) dans les concentrations de 5-HT et de
I’agrégation des plaquettes, ii) dans la population de récepteurs sérotonergiques, iii)
dans les réponses vasculaires induites par la sérotonine sur divers vaisseaux et leur

régulation par I’endothélium.

Dans le diabete sucré, les taux plasmatiques de 5-HT sont majorés (Barradas ef al.,

1988; Malyszko et al., 1995; Martin et al., 1995) du fait d’une hyperagrégabilité des
plaquettes, principale source de 5-HT en périphérie (Murray et al., 1983; Malyszko et
al., 1995; Hasegawa et al., 2002). Les plaquettes libérant massivement la 5-HT finissent
alors par étre déplétées en amine. L’activation sérotonergique chez les patients
diabétiques est confirmée par le doublement de leur excrétion urinaire en 5-HIAA,

principal métabolite de la 5-HT.

Les modifications dans 1’expression des récepteurs 5-HT ont surtout été étudiées

dans le SNC, ou une majoration des récepteurs 5-HT ;4 (cortex, tronc cérébral) et 5-HT,
(cortex frontal) a été rapportée chez les rats apres induction d’un diabéte par la
streptozotocine (Sandrini ef al., 1997; Sumiyoshi et al., 1997). Elle apparait comme un
phénomene de compensation face a une concentration locale en 5-HT abaissée (Sandrini
et al, 1997). Cette surexpression de récepteur 5-HT dans le SNC a été confirmée
récemment chez des patients diabétiques (5-HT;c, DM de type 2) par des mesures en
tomographie par émission d’¢électrons (Price et al., 2002). En périphérie, la densité en
sites de liaison de la [*H]-kétansérine n’est par contre pas modifiée dans ’aorte de rats
diabétiques, dans une situation ou la réactivité a la sérotonine est altérée (James et al.,

1994).
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Compte tenu des puissants effets vasoconstricteurs de la sérotonine sur 1’ensemble
des vaisseaux, de nombreux travaux se sont attachés a évaluer les modifications de ces
réponses sur diverses préparations artérielles, au cours des premicres semaines
d’évolution d’un diabéte expérimental. Les résultats obtenus montrent soit une
inhibition, soit une potentialisation de la vasoconstriction induite par la 5-HT, et ceci de
manicre trés variable selon les lits vasculaires considérés et I’espeéce animale. Sur les
aortes de rats diabétiques, une inhibition ou une potentialisation sont décrits a part égale
dans la littérature (Sikorski et al., 1993; James et al., 1994; Orie et al., 1993; Hattori et
al., 1995). Sur d’autres vaisseaux, les réponses sont plus homogenes. Ainsi, sur la patte
autoperfusée in situ du rat, une inhibition de la réponse est la régle quelque soit 1’agent
diabétogene (streptozotocine ou alloxane) utilisé (Sikorski et al, 1991; James et al.,
1995). Sur les artéres pulmonaires ou carotides prélevées chez le lapin ou le cochon
diabétique, la réponse vasoconstrictrice a la 5-HT est par contre toujours majorée
(Miranda et al., 2000; El-Kashef, 1996; Bagwell et al., 2000). Peu d’études se sont
intéressées aux modifications de la réactivité a la sérotonine sur le rein au cours du
diabéte. Cependant, si une nette potentialisation de la réponse a la 5-HT a été décrite sur
les artéres rénales de lapin, (Miranda et al., 2002), la réponse est plus complexe sur le
rein isolé de rat, ou apparait une potentialisation pour les faibles doses de 5-HT et une
inhibition pour les doses plus ¢élevées (Hodgson et al., 1990), ou encore une réponse a la
sérotonine non modifiée (Beenen et al., 1996; Boston et al., 1997). Divers mécanismes
ont ét¢ évoqués pour rendre compte de ces différences de réactivité a la 5-HT dans le
diabéte, notamment la modulation des réponses via le NO, les prostaglandines et
I’endothélium (Miranda ef al., 2000 et 2002), la potentialisation par le thromboxane A,
(Hodgson et al., 1990), une anomalies dans le voie de la PKC (Hattori ef al., 1995) ou
dans la cascade des COX (James et al., 1995). Les études ont généralement été réalisées
dans les premicres semaines (2 a 8 semaines) apres ’induction du diabéte, ce qui peut
étre considéré comme la phase précoce. Les vasoconstrictions a la 5-HT sur 1’aorte
étant reproduites par D’a-méthyl-5-HT et inhibées par la kétansérine, elles sont
considérées comme étant liées a ’activation des récepteurs 5-HT, (James et al., 1994).
La densité de ces récepteurs ne semble pas modifiée dans 1’aorte de rats diabétiques. La
complexité des réponses vasculaires de la 5-HT, mettant aussi en jeu des récepteurs

« vasodilatateurs », endothéliaux ou non, n’a pas été considérée dans ces travaux qui
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pour la plupart ont précédé 1’apparition de molécules suffisamment spécifiques des

différents récepteurs.

Les propriétés de la sérotonine sur la cellule mésangiale, acteur important dans
I’évolution vers la néphropathie diabétique, ont conduit Takahashi et al, (2002) a
¢évaluer les effets d’un antagoniste des récepteurs 5-HT,5 dans cette pathologie. Les
résultats sont en faveur d’un effet bénéfique du sarpogrelate puisque 1’albuminurie d’un
petit groupe de patients (DM de type 2) a été abaissée dés le 3™ mois de traitement.
Ces données démontrent que les taux de 5-HT élevés dans le diabéte sucré participent
probablement a la néphropathie diabétique via les récepteurs 5-HT,4. Il est possible
qu’une part des effets bénéfiques de ce traitement reléve de I’inhibition des réponses

hémodynamiques liées a la 5-HT.
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Comme nous 1’avons rappelé dans l'introduction de ce mémoire, la 5-
hydroxytryptamine (5-HT, sérotonine) prend part & un nombre important de réponses
physiologiques et pathologiques et joue un role complexe au niveau cardiovasculaire,
qui dépend de facteurs comme I'espéce animale, les doses utilisées, le tonus

sympathique et le vaisseau considéré (Villalon et al., 1993).

La vasoconstriction et la libération d'autres agents vasoconstricteurs, la
vasodilatation et les effets inotropes et chronotropes positifs, sont quelques unes des
actions décrites pour la 5-HT (Saxena et Villalon, 1991 ; Vanhoutte et al., 1985, 1987a,
b). Certains de ces effets relévent d’une interaction entre les voies sérotonergiques et

adrénergiques.

Les multiples études réalisées au cours des derniéres années montrent la
complexité¢ du systeme sérotonergique. Toutefois, les connaissances actuelles sur les
types et les sous-types de récepteurs sérotonergiques, ainsi que la plus grande
disponibilité d’agonistes et d’antagonistes sélectifs, fournissent les outils nécessaires a
I'étude fonctionnelle des divers récepteurs impliqués dans le systéme sérotonergique. Ils
devraient permettre a terme une meilleure connaissance du role et des mécanismes

d'action de la sérotonine.

Pour sa part, le diabéte constitue un important probléme de santé publique. Ses
effets déléteres sont particulicrement importants au niveau cardiovasculaire, ou le
diabéte est considéré de longue date comme un facteur de risque aggravant le pronostic
de morbidité¢ et de mortalité des patients. Dans le diabete, une modification de la
réponse des lits vasculaires a divers agents vasoconstricteurs ou vasorelaxants a été
décrite. Ces modifications ont été rapportées en particulier pour la 5-HT (hyporéactivité
ou hyperréactivité¢), dont on sait par ailleurs que les taux circulants sont majorés au

cours du diabéte.
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Notre groupe de recherche développe une ligne de travail consacrée a 1'étude des
actions cardiovasculaires de la 5-HT dans le rat, visant en particulier a établir, en
périphérie, la participation de cette amine et des mécanismes sérotonergiques dans la
régulation des fonctions cardiovasculaires. Dans ces travaux, nous avons
préférentiellement utilis¢é des techniques fonctionnelles in vivo chez des rats
normoglycémiques, normotendus ou hypertendus. Nos résultats ont dés a présent permis

de mettre en évidence les points suivants :

1.- Existence d’une interaction entre la 5-HT et les mécanismes cholinergiques et

adrénergiques, chez le rat démédullé:

e La 5-HT module la neurotransmission cholinergique cardiaque chez le rat
démédullé en inhibant ou facilitant la libération d’acétylcholine. Les
mécanismes inhibiteurs impliquent I’activation de récepteurs 5-HT,, alors
que la potentialisation met en jeu les récepteurs 5-HTs; (Moran et al.,

1994a).

e Dans la neurotransmission sympathique vasculaire des rats normotendus
et hypertendus, il existe des mécanismes présynaptiques sérotonergiques
qui inhibent ou facilitent la libération de noradrénaline des terminaisons
nerveuses sympathiques. Les mécanismes inhibiteurs passent par
I’activation des récepteurs 5-HT,, préférentiellement les récepteurs 5-
HTip et dans une moindre mesure 5-HT; s chez les rats normotendus
(Moréan et al., 1998), mais les récepteurs 5-HT;g chez les rats
hypertendus Les mécanismes potentialisateurs, qui n’existent que chez
les rats normotendus, passent par 1’activation des récepteurs 5-HT;

(Moran et al., 1994b).

e Certains antagonistes des récepteurs 5-HT;/5-HT, exercent des effets
inhibiteurs de la transmission sympathique vasculaire des rats, par des
mécanismes non directement en rapport avec l'antagonisme des

récepteurs sérotonergiques (Fernandez et al., 2000a).

e Nous avons aussi démontré un effet inhibiteur de la 5-HT sur la

neurotransmission sympathique cardiaque chez les rats démédullés
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normotendus. Des récepteurs 5-HT ;g présynaptiques étaient impliqués

dans cette action (Villalon et al., 1999).

2.- Actions vasculaires sérotonergiques et mécanismes impliqués dans des

territoires vasculaires autoperfusés ches le rat in vivo :

¢ Au niveau rénal, dans le rein autoperfusé du rat in situ, la 5-HT exerce
des effets vasoconstricteurs par l'activation de récepteurs 5-HT»,
principalement les sous-types 5-HTzpnc (Moran et al, 1997). Ces
réponses impliquent le systéme rénine-Ang II puisque la vasoconstriction
induite par la 5-HT était inhibée par un inhibiteur de l'enzyme de
conversion de I’Ang I (énalapril), et un antagoniste des récepteurs AT, le

losartan (Moran et al., 1997).

e Dans le lit mésentérique autoperfus¢ in situ du rat anesthésié,
I'administration locale de 5-HT induit de méme des réponses
vasoconstrictrices impliquant l'activation de récepteurs 5-HT»,
probablement principalement les récepteurs 5-HTop2c (Fernandez et al.,

2000b).

e Dans le lit vasculaire du train postérieur autoperfusé in situ de rats
normotendus, la vasoconstriction est liée a l'activation de récepteurs 5-
HT,o (Calama et al, 2002), alors que chez les rats spontanément
hypertendus, les récepteurs 5-HT,c y participent également (Calama et

al., 2004).

e Dans le train postérieur autoperfusé in situ du rat anesthésié, la 5-HT
induit aussi une réponse vasodilatatrice (faibles doses) qui met en jeu
I’activation de récepteurs 5-HTg/1p (Calama et al., 2002). Cette réponse
parait complexe puisqu’elle est inhibée par un antagoniste des récepteurs
B2-adrénergiques et nécessite une innervation sympathique intacte du lit
vasculaire considéré. Nous avons suggéré qu’une libération d'adrénaline
au niveau des surrénales, suivie d'une vasodilatation par activation des
récepteurs P2-adrénergiques, contribue a cette réponse (Calama et al.,

2003).
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En accord et en continuation avec les résultats antérieurs obtenus dans notre
laboratoire, nous nous demandons maintenant si ces régulations sérotonergiques sont
altérées dans des pathologies comme I'hypertension artérielle ou le diabéte sucré, que ce
soit au niveau des actions vasculaires directes et/ou indirectes de la 5-HT, ou dans la
modulation de la neurotransmission autonome. Dans ce travail de Thése Doctorale, je
me suis plus particulierement intéressée aux modifications qui surviennent au cours du

diabéte sucré, que nous avons reproduit expérimentalement chez le rat.

L’OBJECTIF GENERAL de mon travail a ainsi été¢ de déterminer le degré de
participation des différents types et sous-types de récepteurs sérotonergiques, ainsi que
de quelques médiateurs endothéliaux, dans des réponses cardiovasculaires
sérotonergiques qui modulent la neurotransmission sympathique et parasympathique,
ainsi que le tonus vasculaire rénal, dans une situation de hyperglycémie expérimentale.
Concrétement, cette problématique a été analysée avec les objectifs spécifiques

suivants :

1.- Déterminer, chez les rats hyperglycémiques désmédullés, l'influence de la 5-
HT et d’autres agonistes sérotonergiques sur les réponses vasculaires obtenues
par la stimulation sympathique totale ou par I’administration de noradrénaline
exogene ; établir la nature ces actions en analysant le type et/ou le sous-type de
récepteur sérotonergique impliqué et, comparer les résultats a ceux obtenus

précédemment chez des rats normoglycémiques.

2.- Etablir, tant chez les animaux normoglycémiques que hyperglycémiques, la
possibilité d’une participation de médiateurs endothéliaux ou de mécanismes
indirects, dans les effets de la 5-HT et des agonistes sérotonergiques sur les

réponses pressives induites par la stimulation sympathique totale.

3.- Etudier, chez les rats hyperglycémiques démédullés, 1'influence de la 5-HT et
d’autres agonistes sérotonergiques sur les réponses cholinergiques cardiaques

obtenues par la stimulation électrique vagale, ou par 1’administration
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d'acétylcholine exogeéne. Les résultats seront comparés a ceux obtenus

précédemment au laboratoire chez des rats normoglycémiques.

4.- Analyser fonctionnellement les récepteurs sérotonergiques impliqués dans les
réponses vasoconstrictrices et/ou vasodilatatrices rénales produites par la 5-HT
et d’autres agonistes sélectifs des divers récepteurs. Cette analyse sera faite in
vitro, sur le rein isolé perfus¢, en comparant les réponses de reins provenant de

rats normoglycémiques a celles de reins d’animaux diabétiques.

5.- Finalement, évaluer I’expression des récepteurs sérotonergiques dans le lit
vasculaire rénal et dans 1’aorte, en terme d’ARNm, par RT-PCR quantitative.

Les différences entre rats normoglycémiques et diabétiques seront recherchées.
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I.- INDUCTION DU DIABETE SUCRE EXPERIMENTAL

Les rats (Wistar males, 250-350 g) ont été rendus diabétiques par une injection
unique d’alloxan (150 mg/kg s.c.) ou de streptozotocine (60 mg/kg i.v., tampon citrate a
pH 4). La destruction des cellules 3 des ilots de Langerhans induit alors un diabete sucré
par défaut d’insuline. Les animaux regoivent des injections d’insuline ultratard NPH
100 UI (Novo Nordisk) afin de les maintenir en vie avec un diabéte tres déséquilibré
(glycémie 400-500 mg/dl, soit 22-28 mM). Ce diabete expérimental reproduit les
caractéristiques du diabéte de type 1 humain. Les animaux sont étudiés 1 mois apres

I’induction de leur diabéte.

II.- RAT DEMEDULLE

Apres la préparation des animaux (anesthésie, trachéotomie, voies artérielle et
veineuse), la démédullation est réalisée par I’insertion d’une tige métallique dans le
canal spinal, via l'orbite droite (Gillespie et Muir, 1967). Les rats sont alors
immédiatement ventillés avec 1’air ambiant, placés sur une table thermostatée et
prétraités avec la d-tubocurarine et I’atropine ou 1’aténolol (respectivement pour les
stimulations sympathiques et parasympathiques). Leur pression artérielle est enregistrée

en continu pendant toute la durée de 1’expérimentation.

1.- Stimulation sympathique

L’ensemble du systeme sympathique périphérique est stimulé en appliquant
I’¢lectrode de stimulation directement sur la tige métallique (15 V, 0.1 ms, 5 Hz pendant
25 sec, toutes les 10 min). L’augmentation de pression artérielle induite par ces

stimulations est analysée avant puis pendant la perfusion des divers agonistes et/ou
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antagonistes, chez le rat normoglycémique (tableaux 8 a 11), ainsi que chez le rat

hyperglycémique (tableaux 12 a 20).

2.- Stimulation cholinergique (nerf vague)

Les deux nerfs vagues sont isolés au niveau cervical, liés et coupés afin de
prévenir les réflexes vagaux afférents et efférents. Une électrode de platine est placée
sur la partie distale du nerf vague cervical droit qui sera stimulé électriquement
(intensité supramaximale, 10 V, 1 ms, 3 a 9 Hz pendant 15 sec, toutes les 15 min). La
fréquence cardiaque est calculée a partir de I’enregistrement de la pression artérielle

(Tableaux 21 a 23).

II1.- REIN ISOLE PERFUSE DE RAT

Ce modele permet une évaluation de la réactivité vasculaire rénale, tant pour des
substances vasodilatatrices que vasoconstrictrices, a 1’abri des régulations hormonales
ou nerveuses systémiques. Le rat est anesthésié au pentobarbital, puis, apres
laparotomie, le rein droit est disséqué, placé sur une coupelle thermostatée et mis sous
perfusion (solution de Tyrode) sans période d’ischémie via I’artére mésentérique
supérieure, selon une technique utilisée de longue date dans notre laboratoire
strasbourgeois (Schmidt-Barthelmebs et Imbs, 1981, Musso et al., 1989, Barthelmebs et
al., 1996, Bagaté et al., 2001, Loichot ef al. 2001). Le rein est perfusé en circuit ouvert,
a un débit constant de 8 ml/min. La pression de perfusion rénale est enregistrée en
continu (Figures 16 et 17). Aprés une période de stabilization de 30 minutes, le rein est
perfusé pendant 10 minutes avec une solution dépolarisante (KCl 100 mM) afin de
stabiliser les réponses vasculaires rénales ultérieures. Le perfusat de base contient du
glucose a une concentration de 10 mM pour une meilleure survie de 1’organe in vitro.
Dans certains cas, les expériences ont aussi été réalisées en présence d’une

concentration de glucose de 5 mM (concentration physiologique).
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1.- Etude d’une vasoconstriction

Les effets de concentrations croissantes d’un vasoconstricteur sont analysés sur
I’augmentation de la pression de perfusion rénale, aprés administration du constricteur
dans le perfusat a proximité du rein. Les réponses sont exprimées en variation de la
pression de perfusion. Les réponses induites par la 5-HT et les agonistes sélectifs des
différents récepteurs a la 5-HT (tableau 24) sont comparées a la réponse induite par la
phényléphrine ou ’Ang II. La contribution du NO comme facteur modulateur des
constrictions est analysée en présence d’un inhibiteur de la NO synthase (L-NNA 100

uM).
2.- Etude d’une vasodilatation

Le rein isolé et perfusé in vitro est dans un état de relaxation quasi maximale.
L’étude d’une réponse vasodilatatrice nécessite alors le rétablissement préalable d’un
tonus vasomoteur. Ceci est réalisé par des perfusions répétées de phényléphrine ou
d’Ang II (15 sec, toutes les 2,5 min) de sorte a induire des majorations répétées de la
pression de perfusion de 1’ordre de 40 mm Hg. Les effets de concentrations croissantes
d’un vasodilatateur, administré dans le perfusat a proximité du rein, sont analysés par la
réversion de ce tonus induit. Les réponses des vasodilatateurs sont comparées a celles
de I’acétylcholine et du nitroprussiate de sodium, outils de référence pour juger d’une
vasodilatation endothélium-dépendante et endothélium-indépendante. Les relaxations

sont exprimées en pourcentage de réversion du tonus vasculaire induit.

IV.- EXPRESSION DES ARNm DES RECEPTEURS
SEROTONINERGIQUES

L’expression des différents récepteurs de la 5-HT a été évaluée par une
technique de RT-PCR quantitative en temps réel (LightCycler, Roche Diagnostics) en
utilisant des amorces sens et anti-sens décrites précédemment pour le rat (Ullmer et al.,

1995), ou déterminées par le logiciel BLASTN a partir de bases de données connues sur
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le génome. Ces expression sont normalisées par rapport a I’expression de la GAPDH
prise comme gene domestique. Cette démarche a été appliquée a des arbres vasculaires
intra-rénaux préparés selon une technique mise au point au laboratoire (Endlich ef al.,
2000) et, a titre de comparaison, a des aortes prélevées chez les mémes animaux

normoglycémiques ou rendus diabétiques par la streptozotozine depuis 1 mois.
1.- Extraction de PARN

L’ARN total est extrait par la méthode au TRIzol selon le protocole du
fournisseur (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) (Massfelder et al., 2001 y 2002). Le
TRIzol est une solution mono-phasique de phénol et d’isothiocyanate de guanidine qui
maintient 1’intégrité de ’ARN tout en détruisant les cellules et en dissolvant les autres
composés cellulaires. Les échantillons tissulaires (artérioles intra-rénales, aorte, 50 a
100 mg chacun) sont placés immédiatement lors du prélévement dans 1 ml de TRIzol, a
température ambiante, puis broyés mécaniquement (broyeur de Kontes, Sigma) dans les
20 minutes sous une hotte aspirante. Afin d’assurer une dissociation des complexes
nucléoprotéiques, les échantillons sont ensuite laissés a reposer pendant 5 minutes a
température ambiante. L’adjonction de chloroforme (0,2 ml par échantillon) est suivie
d’une agitation vigoureuse pendant 15 secondes puis d’un contact prolongé a
température ambiante (2 a 15 minutes). Les échantillons sont centrifugés a 12000 g
pendant 15 minutes a 4°C ce qui sépare le contenu des tubes en trois phases distinctes :
une phase inférieure organique contenant les protéines, une interphase renfermant

I’ADN et une phase supérieure aqueuse transparente contenant exclusivement I’ARN.

L’ARN est précipité dans la phase aqueuse supérieure par addition de 0,5 ml
d’isopropanol par ml de TRIzol. Les tubes sont ensuite agités, laissés a température
ambiante pendant dix minutes puis centrifugés a 12000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le
culot d’ARN est lavé par une solution d’éthanol a 75 % et centrifugé pendant 5 minutes
a 7500 g a 4°C. Le culot est récupéré et séché a 1’air puis remis en suspension dans un
volume d’eau additionnée de 0,1% de diéthyl-pyrocarbonate, un inhibiteur de nucléase.
La pureté des échantillons d’ARN est calculée par le rapport des densités optiques a 260
et 280 nm. Un rapport égal ou supérieur a 1,7 indique I’absence de contamination de la

préparation d’ARN par I’ADN.
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2.- Synthése de ’ADN. par transcription réverse (RT)

La transcription réverse (RT) est réalisée dans un volume de 40 pl a 37° C pendant
une heure en présence d’ARN (3 pg pour les aortes, 3 pug pour les arbres artériels intra-
rénaux), 400 U de transcriptase réverse (trancriptase réverse du virus de la leucémie de
rat, Invitrogen), 10 U d’inhibiteur de la ribonucléase (RNaseOUTTM, Invitrogen), 1 mM
de désoxynucléotides triphosphates et 1 pM d’amorces p(dT);s (amorces spécifiques
des séquences polyA des ARN messagers). La transcription réverse est stoppée en chauffant

les échantillons a 99°C pendant 5 minutes.

3.- Amplification de ’ADNc par réaction de polymérisation en chaine

(PCR) quantitative en temps réel

L’ADNc a été amplifiée par le LightCycler® (Roche Diagnostic, Meylan, France), en
utilisant le kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnostic). La réaction
de polymérisation en chaine (PCR) est réalisée dans un volume de 20 pl en présence de 0.5
MM de « primers » spécifiques “sens” et “antisens” pour les différents récepteurs de 5-HT, 1 ug
BSA, 10 pl LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | et 2 pyl d'’ADNc (50 ng). Les
primers utilisés sont résumés sur le tableau 25. Aprés une premiére dénaturation a 95°C, la
PCR est réalisée en 45 cycles de dénaturation (10 s a 95°C) , d’'amorgage (5 s a 55°C) et de
polymérisation (12 s a 72°C). Chaque échantillon est analysé en double et quantifié selon le

protocole du fournisseur (Roche Diagnostics).

L’expression relative des différents genes a été calculée en rapportant les taux d’ARNm
a ceux de la GAPDH considérée comme géne domestique. Les produits de la PCR ont été
séparés par électrophorése sur gel d’'agarose 2% contenant 0.5 yg/ml de bromure d’éthidium

afin de vérifier la taille attendue des divers fragments amplifiés par PCR (tableau 25).



40 Matériel et Méthodes

V. FONCTIONS RENALES

Les fonctions rénales des rats diabétiques et normoglycémiques ont été évaluées
en placant les animaux en cage a diurése pour un recueil d’urine de 24 heures (aprés 24
heures d’habituation). Un prélévement de sang a été réalisé en fin de recueil a la queue
du rat. Les prises de boisson et de nourriture, les excrétions urinaires de sodium et de
glucose, ainsi que la clairance de la créatinine et la réabsorption fractionnelle de sodium

ont ainsi pu étre calculés.



Résultats ---———=———--
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I.- INDUCTION DU DIABETE SUCRE

La diabéte sucré se développe rapidement aprés 1’injection d’alloxane ou de
streptozotocine, puisque la glycémie augmente dés le second jour. Les animaux sont
traités a I’insuline mais a une dose maintenant un diabete trés déséquilibré. La glycémie
reste alors constamment élevée (> 22 mM). Ce diabéte trés déséquilibré explique que
ces animaux ne prennent plus de poids ou méme en perdent par rapport aux rats
controles de méme age. (Figures 18 et 19)

Quatre vingt % des animaux survivent au terme des 4 semaines d’évolution de
leur pathologie. Les fonctions rénales de ces animaux, mesurées en cage a diurese,
montrent qu’ils se trouvent alors dans une phase précoce de 1’évolution de leur
pathologie, caractérisée par une hyperfiltration glomérulaire, premier signe de la
néphropathie diabétique débutante. Ils sont par ailleurs polyuriques, polydyspniques et
hyperphagiques. (Tableau 26)

II.- SEROTONINE ET TRANSMISSION SYMPATHIQUE AU
NIVEAU VASCULAIRE CHEZ LE RAT
HYPERGLYCEMIQUE ET NORMOGLYCEMIQUE

1.-Récepteurs impliqués

L augmentation de pression artérielle induite par la stimulation électrique du
systéme sympathique périphérique chez le rat démédullé (Figure 20) est réduite de
manicre dose- et fréquence-dépendante pendant la perfusion de 5-HT (1-80 pg/kg/min)

chez le rat diabétique. (Figures 23 a 24).

Cette inhibition est reproduite par un agoniste sélectif du récepteur 5-HT; (5-

CT), et, plus précisément, du récepteur 5-HT 4 (8-OH-DPAT). Les récepteurs 5-HT, (a-
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méthyl-5-HT), 5-HTs (1-phénylbiguanide), ainsi que les récepteurs 5-HT;z (CGS-
12066B) et 5-HTp (L-694,247) ne sont par contre pas impliqués. (Figures 25 a 28).

La modulation via le récepteur 5-HT;n a été confirmée par ['utilisation
d’antagonistes * sélectifs: seuls le WAY-100,635 (antagoniste 5-HT;,) et la
méthiothepine (antagoniste 5-HT) bloquent les effets inhibiteurs de la 5-HT et de la 8-
OH-DPAT, alors que des antagonistes des récepteurs 5-HT, (ritansérine), 5-HT;
(mésulergine) et 5-HT; (MDL-72222) sont inactifs. (Figures 29 a 32).

La spécificité présynaptique des effets de la 5-HT a été établie en vérifiant
I’inefficacité de la 5-HT sur des augmentations de pression artérielle induites par

I’administration de noradrénaline exogene. (Figures 33 a 34).

2.- Modulation de ces réponses par des médiateurs cellulaires

La question se posait de savoir si des médiateurs spécifiques étaient impliqués
dans cet effet inhibiteur de la 5-HT. Nous avons évalué la contribution du monoxyde
d’azote (NO), d’un facteur d’hyperpolarisation activant les canaux K~ ATP-dépendants
ou de produits de la cyclo-oxygénase (COX) en utilisant des inhibiteurs spécifiques de

ces différentes voies (L-NAME et ODQ, glibenclamide, indométacine).

Chez le rat normoglycémique, ou des travaux antérieurs de notre laboratoire
avaient montré que 1’'inhibition présynaptique de la neurotransmission sympathique par
la 5-HT mettait essentiellement en jeu le récepteur 5-HTp (Morén et al., 1994a; 1998;
Fernandez et al., 2000), les réponses inhibitrices n’étaient pas liées a ’activation de
canaux K"~ ATP-dépendants ou du systéme du NO, mais semblaient impliquer la voie de
la COX puisque 1'indométacine était capable de bloquer 1’action inhibitrice du L-

694,247 (agoniste sélectif 5-HT1p). (Figures 21 a 22 et 35 a 42).

Chez le rat diabétique par contre, l'inhibition de la neurotransmission
sympathique par la 5-HT et la 8-OH-DPAT via le récepteur 5-HT; 4 était modulée par le
NO, mais non par la voie de la COX ou les canaux K" ATP-dépendants. (Figures 43 a
50).
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L’ensemble de ces résultats met en évidence une contribution majeure du
récepteur 5-HT;o via le NO dans I’inhibition présynaptique de la neurotransmission
sympathique chez le rat diabétique, alors que cette inhibition était préférentiellement
liée au récepteur 5-HTp et impliquait les produits générés par la COX chez le rat

normoglycémique.

III.- SEROTONINE ET TRANSMISSION
PARASYMPATIQUE AU NIVEAU CARDIAQUE CHEZ
LE RAT HYPERGLYCEMIQUE

1.- Récepteurs impliqués

La stimulation électrique du nerf vague chez le rat démédullé induit une
bradycardie fréquence-dépendante, non modifiée par de faibles doses de 5-HT (10 a 50
pg/kg), mais potentialisée par de plus fortes doses (100 et 200 ug/kg). (Figure 51).

L’administration d’a-méthyl-5-HT (agoniste sélectif 5-HT,) ou de 1-
phénylbiguanide (agoniste sélectif 5-HT3) ne modifient pas la bradycardie induite par la
stimulation électrique ; par contre, I’administration de 5-CT (agoniste des récepteurs 5-
HT, et 5-HT) a faible dose majore la bradycardie (a basses fréquences de stimulation)

puis I’inhibe a forte dose. (Figure 52).

Des agonistes sélectifs des récepteurs 5-HT5 (8-OH-DPAT) et 5-HT;5 (CGS-
12066B) reproduisent la potentialisation de la 5-CT a doses faibles. Le L-694,247
(agoniste sélectif 5-HTp) reproduit 1’action inhibitrice de la 5-CT a doses élevées. La
contribution respective des récepteurs 5S-HT; et 5-HTp a été confirmé par 1’étude des
antagonistes, méthiothepine (antagoniste 5-HT;), WAY-100,635 (antagoniste 5-HT;A)
et BRL-15572 (antagoniste 5-HTp). (Figures 53 a 56).
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La spécificité présynaptique des effets de la 5-HT et des autres agonistes a été
¢tablie en vérifiant I’inefficacité de ces traitements sur la bradycardie induite par

I’administration exogene d’acétylcholine. (Figure 57).

La encore, I’ensemble des résultats met en évidence une contribution majeure
des récepteurs 5-HT; dans la modulation présynaptique de la neurotransmission
parasympathique chez le rat diabétique, les récepteurs 5-HT;n et 5-HT;p étant
responsables d’une potentialisation alors que le récepteur 5-HTp est impliqué dans une

inhibition.

IV.- RECEPTEURS 5-HT ET REACTIVITE VASCULAIRE
CHEZ LE RAT NORMAL ET DIABETIQUE

Les réponses vasculaires post-synaptiques liées a I’activation des différents
récepteurs 5-HT ont été évaluées in vitro, sur le rein isolé de rat perfusé¢ a débit
constant. Une vasoconstriction est évaluée par 1’augmentation de la pression de
perfusion du rein, alors qu’une vasodilatation est évaluée par la réversion d’un tonus

vasculaire préalablement induit par un constricteur (phényléphrine ou Ang II).

1.- Caractéristiques des reins isolés perfusés de rat

Le tableau 27 résume les caractéristiques des reins isolés préparés a partir de rats
normoglycémiques ou rendus diabétiques depuis un mois par la streptozotocine.
Perfusés a un débit fixe de 8§ ml/min, la pression de perfusion rénale était plus basse
dans les reins provenant des rats diabétiques, témoignant d’une résistance vasculaire
rénale abaissée. Ces reins étaient plus réactifs a la solution dépolarisante de KCI (100
mM). Pour I’étude des réponses vasodilatatrices, un tonus vasculaire d’environ 40 mm
Hg a pu étre rétabli avec des concentrations de phényléphrine semblables sur les reins

contrdles et les reins diabétiques.
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2.- Réponses vasoconstrictrices rénales

La 5-HT induit une vasoconstriction concentration-dépendante sur le lit
vasculaire du rein isolé. La réponse maximale, obtenue pour une concentration de 1 uM,
équivaut environ a celle induite par I’activation des récepteurs o-adrénergiques par la
phényléphrine, mais est double de celle de celle induite par I’Ang II. La
vasoconstriction a la 5-HT est abolie en présence de ritansérine, un antagoniste des
récepteurs 5-HT,, sans que n’apparaisse de relaxation sur ces reins dont le tonus
vasculaire basal est trés bas. En présence d’un inhibiteur de la synthése de NO (L-NNA,
100 uM), la pression de perfusion basale est majorée de 30% (88,4 £ 4,6 vs 67,8 £ 4,11
mm Hg, n=9, P> 0,001). Les réponses vasoconstrictrices de la 5-HT sont potentialisées,
avec un déplacement vers la gauche de la courbe concentration-réponse d’un facteur 3,
comme le montrent les valeurs des ECsp, sans modification toutefois des réponses

maximales. (Figure 58, tableau 28).

Un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT,, I’o-méthyl-5-HT, reproduit la
vasoconstriction rénale induite par la 5-HT. De méme, le DOI, un agoniste des
récepteurs 5-HT,anc, et le m-CPP, un agoniste spécifique des récepteurs 5-HTyc,
induisent des vasoconstrictions rénales, mais avec des réponses maximales tres

abaissées, atteignant a peine 1/3 et 1/5 des réponses a la 5-HT. (Figure 59, tableau 28).

Le BW-723C86 par contre, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT,p, n’a
produit qu’une vasoconstriction insignifiante sur le lit vasculaire du rein isolé. Apres
restauration d’un tonus vasculaire par I’Ang II (41 £ 3 mm Hg, pour une concentration
de 9,6 £ 3,1 nM, n=4), le BW-723C86 a induit une relaxation concentration-dépendante

atteignant 35,4 £ 9,2 % pour la concentration de 5 uM. (Figure 59).

3.- Réponses vasodilatatrices rénales

Pour I’évaluation des réponses vasodilatatrices rénales, un tonus vasculaire a été
restauré au préalable par des embols de phényléphrine ou d’Ang II toutes les minutes.

Les pics de constriction étaient en moyenne de 41,1 £ 1,7 et de 42,1 + 1,4 mm Hg
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respectivement, pour des concentrations de phényléphrine de 1,2 £ 0,1 uM (n = 24), et
d’Ang I de 7,9 £ 1,2 nM (n = 15). Il n’y avait pas de différence dans ce tonus induit

entre les groupes expérimentaux.

Comme attendu, I’ACH induit une relaxation concentration-dépendante, inhibée
a 75% en présence de 100 uM de L-NNA, témoignant d’un endothélium fonctionnel.
Cette vasodilatation est indépendante du vasoconstricteur utilisé pour restaurer le tonus
rénal (phényléphrine ou Ang II). Le nitroprussiate de sodium (3 puM), activant
directement la voie de la guanylate cyclase dans le muscle lisse, produit une relaxation

de prés de 80% conforme aux résultats antérieurs de notre laboratoire. (Figure 60).

Dans le lit vasculaire rénal, un effet vasodilatateur a été observé aprés activation
de divers types de récepteurs, 5-HT;s et 5-HT;p (agonistes sélectifs 8-OH-DPAT et
CGS-12066B, respectivement) mais aussi 5-HT,g (BW723C86) et 5-HT; (part de la
vasodilatation induite par la 5-CT inhibée en présence de mésulergine). La 5-CT est en
effet un agoniste des récepteurs 5-HT,; et 5-HT7, et la mésulergine un antagoniste des
récepteurs 5-HT; et 5-HT7, Le L-694,247 (agoniste 5-HTp) et la 1-phenylbiguanide
(agoniste 5-HT3) étaient par contre inactifs. Aucune de ces molécules n’a induit de

réponse vasoconstrictrice sur le rein isolé perfusé. (Figures 60 et 61).

I1 faut remarquer que les vasorelaxations rénales induites par la 8-OH-DPAT et
le CGS-12066B étaient 2 a 3 fois plus importantes lorsque le tonus vasculaire était
restauré par la phényléphrine que sur un tonus restauré par 1’Ang II. La réponse
vasodilatatrice a la 8-OH-DPAT ¢étaient alors inhibée par le WAY-100,635, confirmant
I’implication des récepteurs 5-HTs. Ce résultat suggeére qu'une part importante de la
réponse vasodilatatrice rénale induite par la 8-OH-DPAT était probablement liée a une

interaction directe avec les récepteurs ai-adrénergiques et non a 1’activation des 5-HT 4.

4.- Diabete sucré et modification des réponses vasculaires rénales

Sur les reins isolés a partir des animaux diabétiques, les vasoconstrictions
rénales induites par les faibles concentrations de 5-HT sont majorées et celles induites

aux fortes concentrations sont minorées. L’effet potentialisation aux faibles
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concentrations est méme plus marqué quand les reins contréles sont perfusés avec un
milieu comportant une concentration de glucose physiologique (5mM). La
potentialisation est retrouvée pour 1’a-méthyl-5-HT et le DOI (agonistes 5-HT,). Elle
n’est pas liée a un défaut en NO puisque la L-NNA (inhibiteur de la NO synthase)
déplace la courbe dose-réponse de la 5-HT vers la gauche de maniére similaire chez le

rat normoglycémique ou diabétique. (Figures 62 et 63).

Les réponses vasodilatatrices induites par la 8-OH-DPAT ou le CGS-12066B sur des
reins de rats diabétiques ne sont pas modifiées, tout comme d’ailleurs les relaxations
induites par I’acétylcholine ou le nitroprussiate de sodium. Cependant, la participation
du NO dans la relaxation induite par le CGS-12066B est majorée chez le rat diabétique.
(Figures 64 a 65 ).

L’ensemble de ces résultats démontre que la réponse vasculaire rénale
prépondérante de la 5-HT est une vasoconstriction via 1’activation des récepteurs 5-HT,,
probablement majoritairement les récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c, et ceci bien que
d’autres récepteurs soient présents et susceptibles d’induire une relaxation du lit
vasculaire rénal. Dans le diabéte sucré, cette vasoconstriction rénale est potentialisée
pour les faibles doses de 5-HT ayant une pertinence physiopathologique, sans que nous
ne puissions lier cet effet a un défaut en NO. Nous avons donc naturellement cherché a

voir si ’expression vasculaire des récepteurs 5-HT était modifiée dans le diabéte sucré.

V.- EXPRESSION VASCULAIRE DES RECEPTEURS 5-HT
DANS LA DIABETE SUCRE

Les ARNm des récepteurs 5-HT;a, 5-HTp, 5-HTp, 5-HT,5 et 5-HT,p sont
présents. Les produits d’amplification générés par la PCR quantitative en temps réel
correspondent aux fragments attendus, en fonction des primers sens et antisens choisis,
comme le montre le gel d’agarose : 5-HT ;4 (195 bp), 5-HTs (228 bp), 5-HTp (227
bp), 5-HT2a (265 bp) et 5-HTap (155 bp). (Figures 66).
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L’expression relative des récepteurs varie selon le type/sous-type de récepteur,
mais aussi selon le vaisseau considéré. En particulier, sur les artérioles rénales,
I’expression des récepteurs 5-HT2a.p et 5-HTp tend a étre diminuée, alors que celle du
récepteur 5-HT 4 est majorée. Dans tous les cas, nous n’avons trouvé aucune différence
significative dans l’expression de ces récepteurs entre les rats diabétiques et les rats

normoglycémiques. (Figures 66 et 67).
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DIABETE SUCRE INDUIT PAR L’ALLOXANE OU LA
STREPTOZOTOCINE

Le diabéte sucré a été induit par une injection d’alloxane ou de streptozotocine.
Ces deux agents ont été¢ largement utilisés et validés comme induisant un diabete sucré
expérimental chez le rat (Oztiirk et al., 1996; Miranda et al., 2000; Keynan et al., 2000).
Tous deux induisent un diabéte sucré par la destruction des cellules B des ilots de
Langerhans conduisant a un défaut en insuline (Szkudelski, 2001). Ils reproduisent ainsi
un diabéte comparable au diabéte humain de type 1, insulino-dépendant, caractérisé par
un hyperglycémie, une hypercholestérolémie et une augmentation de hémoglobine
glycosylée (Agrawal et al., 1987). Ce diabéte est associ¢ dans sa phase précoce, au
niveau rénal, a une hyperfiltration glomérulaire que nous avons retrouvée dans notre

¢tude. Elle est le premier signe de la néphropathie diabétique débutante.

Des études réalisées précédemment ont montré que le diabéte sucré expérimental
induit chimiquement par ’alloxane ou la streptozotocine est semblable dans ses
conséquences au diabéte sucré spontané, avec notamment une polyurie et une
polyphagie. Dans nos expériences, les rats diabétiques n’ont plus pris de poids ou en ont
méme perdu par rapport a un groupe contréle de méme age, une observation en accord
avec celle d’autres auteurs (Oztiirk et al., 1996; Keynan et al., 2000; De Vriese et al.,

2001; Miranda et al., 2000).

Dans nos études, nous avons choisi d’étudier les animaux apres une exposition a
une hyperglycémie importante (> 400 mg/dl, soit 22 mM) pendant une période de 4
semaines. Pour ce faire, les rats diabétiques ont recu de I’insuline & une dose leur
assurant une survie adéquate, tout en maintenant une glycémie trés déséquilibrée. Cette
situation peut étre considérée comme extréme puisqu’en clinique le diabéte des patients
est généralement mieux équilibré. Cette situation expérimentale devait nous permettre
de mieux saisir les éventuelles altérations vasculaires dues a une exposition prolongée a

une hyperglycémie.
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5-HT ET TRANSMISSION SYMPATHIQUE VASCULAIRE

Les effets de la 5-HT et des divers agonistes des différents récepteurs 5-HT sont
relativement bien connus dans le systéme cardiovasculaire. Ainsi, la 5-HT exerce des
effets cardiovasculaires complexes (bradycardie ou tachycardie, hypotension ou
hypertension, vasodilatation ou vasoconstriction) qui dépendent de nombreux facteurs
(espece animal, tonus vasculaire basal, le lit vasculaire étudi¢), dont le plus important
reste le type de récepteur impliqué et sa localisation (Saxena et al, 1987; Vanhoutte,
1987; Bagdy et al., 1989; Villalon ef al, 1993; Miranda et al., 2000). Cette diversité
d’action est due au grand nombre de récepteurs qui sont actuellement clonés (5-HT; a 5-
HT5), six récepteurs couplés aux protéines G et un seul récepteur (5-HT3) couplé a un

canal ionique (Hoyer et al., 1994; Hoyer et al., 2002).

L’existence d'une interaction entre le systeme sérotonergique et adrénergique a
souvent été recherchée depuis la découvert de la 5-HT. Au niveau central, la distribution
des neurones adrénergiques et sérotonergiques est similaire, I’activité des neurones
adrénergiques est régulée par la 5-HT, et des récepteurs sérotonergiques modulent la
libération des neurotransmetteurs dans les terminaisons adrénergiques (Humphrey et al.,
1983). Des études réalisées dans diverses conditions expérimentales ont montré
I"existence de récepteurs 5-HT localis€s au niveau des terminaisons nerveuses pré- et
post-ganglionnaires sympathiques, tant in vivo que in vitro (Molderings et al., 1987,

Villalén et al., 1995).

Notre laboratoire a montré précédemment in vivo, 1’existence de mécanismes
sérotonergiques qui modulent la neurotransmission sympathique en périphérie, avec une
implication en particulier des récepteurs 5-HT; (Moran et al., 1994b, 1998). Ainsi, chez
le rat démédullé, la neurotransmission sympathique était modulée par des récepteurs
sérotonergiques présynaptiques, la 5-HT exercant une inhibition liée principalement au
récepteur 5-HTp (sans que 1’on puisse formellement exclure 1'implication du récepteur

5-HTja ), et une potentialisation li¢e a I’activation de récepteurs 5-HTj;.
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En continuité avec cette ligne de recherche, et en ce qui concerne plus
précisément ce mémoire de Thése Doctorale, nous nous sommes proposés d’analyser
les récepteurs impliqués dans la modulation sérotonergique de 1’activité sympathique
périphérique, chez des animaux diabétiques. Le diabéte sucré est en effet une pathologie
associée a une majoration des taux circulants de 5-HT (Martin et al., 1995) et une
modification de I’expression des récepteurs 5-HT dans le systéme nerveux central
(Sandrini et al., 1997). 11 est aussi fréquemment associé¢ a d'autres pathologies comme

I'hypertension artérielle (Kam et al., 1996).

Les complications vasculaires qui apparaissent dans le diabete sucré produisent
des modifications des nerfs sensitifs, des nerfs moteurs, du systéme nerveux autonome
et des altérations de la vasodilatation endothélium-dépendante (Ralevic et al., 1995),
ainsi que les alterations au niveau de I’endothéline-1, du thromboxane A; et de la 5-HT.
Ces complications ont été bien caractérisées, tant chez des patients diabétiques que chez
des animaux avec un diabéte expérimental (Takeda et al., 1991; Hodgson ef al., 1990;
De Vriese et al., 2000a). Mais, on ne dispose que de peu d'informations, pendant le
développement du diabéte, sur les modifications de réponse de 1’endothélium et du
muscle lisse vasculaire en réponse aux altérations de la neurotrasmission au niveau des

nerfs périphériques.

Le premier objectif de notre étude consistait a caractériser les récepteurs
sérotonergiques qui modulent les réponses cardiovasculaires chez des rats
hyperglycémiques. Les réponses cardiovasculaires ont été obtenues par la stimulation
nerveuse totale du systéme nerveux sympathique chez le rat démédullé ou par
I’administration exogéne de NA. Les résultats ont été comparés a ceux obtenus

précédemment dans notre groupe chez des rats normoglycémiques.

Nos résultats chez les rats rendus diabétiques par 1’alloxane, coincident en partie
avec ceux décrits chez des rats normoglycémiques (Moran et al., 1994; Villalon et al.,
1995 a,b). En effet, les récepteurs 5-HT; sont la encore les récepteurs sérotonergiques
principaux impliqués dans l'inhibition des réponses pressives obtenues par stimulation
¢lectrique. Par ailleurs, nous trouvons cependant aussi des différences entre les rats
hyperglycémiques et les rats normoglycémiques, probablement liées aux modifications

de la réactivité vasculaire, de la conductivit¢ des nerfs périphériques et du
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fonctionnement de 1’endothélium au cours du diabéte (Ralevick et al.,, 1995; Miranda et

al., 2000; de Vriese et al., 2000a).

Nos résultats montrent que les rats diabétiques sont moins sensibles a
I’action inhibitrice de la réponse pressive par 5-HT. La 5-HT n’exerce en effet une
action significative qu’a la dose de 10 pg/kg/min, alors qu’elle était déja active,
chez les rats normoglycémiques, a la dose de 1 pg/kg/min, aux fréquences de

stimulation la plus faible (0,1 Hz).

L'inhibition sérotonergique est par ailleurs généralement plus importante
pour les faibles fréquences de stimulation (> 80%). Cette caractéristique,
commune avec les rats normoglycémiques (Docherty, 1988; Moran et al, 1994),
nous conduit a penser a une localisation plutot présynaptique des récepteurs 5S-HT
impliqués, une donnée confirmée par I’absence d’effet de la 5-HT sur la réponse a
la NA exogéne. Ce résultat indique que 1'existence d'une pathologie sous-jacente
comme le diabéte sucré ne modifie pas la nature majoritairement présynaptique de

I'inhibition sérotonergique dans la neurotransmision sympathique.

Les résultats obtenus avec le 5-CT, un puissant agoniste des récepteurs 5-HT; et
5-HT7 (Hoyer et al., 1994), mettent en évidence un effet inhibiteur supérieur a celui
exercé par la 5-HT elle-méme, pour une dose plus faible (respectivement 5 et 10
ug/kg/min). Cette inhibition importante obtenue avec le 5-CT, alors que 1’a-methyl-5-
HT, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT, (Baxter et al, 1995), ou la 1-
fenylbiguanide, un agoniste des récepteurs 5S-HT5 (Ireland et Tyres, 1987 ; Chen et al,
1991) étaient inactifs, confirme que l'effet inhibiteur présynaptique de la 5-HT est lié
chez les rats diabétiques a l'activation de récepteurs 5-HT;. Ces résultats sont similaires
a ceux obtenus précédemment par notre groupe et par d'autres chez les rats
normoglycémiques, qui tous proposent que la 5-HT exerce son action inhibitrice
présynaptique via l'activation de récepteurs 5-HT; (Moran et al., 1994b; Villalon et al.,

1995a,b; Moran et al., 1998; Villalon et al., 1998; Fernandez et al., 2000a).

Il convient de souligner que, contrairement a ce qui se produit chez les rats
normoglycémiques ou notre groupe a montré que la 5-HT exerce également une action

potentialisatrice de la neurotransmission sympathique via les récepteurs 5-HT; (Moran
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et al., 1994b), nous n'avons pas retrouvé cet effet potentialisateur chez les animaux
diabétiques. Ceci établit ainsi clairement une différence de réponse dans le diabéte
sucré, une situation ou la 5-HT exerce exclusivement une action inhibitrice sur la

neurotransmission sympathique.

Afin de confirmer la participation des récepteurs 5-HT; dans l'inhibition
sérotonergique de la neurotransmission sympathique et d’exclure les récepteurs 5-HT,
et 5-HTs, nous avons réalis¢é des expériences en présence de divers antagonistes
(méthiotépine, ritansérine et MDL-72222). Le prétraitement par la méthiotépine, un
antagoniste non sélectif des récepteurs 5-HT) 2567 (Hoyer et al., 1994), inhibe par elle-
méme en partie I'action pressive induite par la stimulation sympathique (Ferndndez et
al., 2000a). L association de méthiotépine a la 5-HT produit une inhibition légerement
supérieure a celle que nous trouvons avec la méthiotépine seule, mais on ne peut pas
conclure que l’action inhibitrice de la 5-HT soit bloquée. Cette action inhibitrice mise
en évidence avec la méthiotépine s’explique par l'activité antagoniste a-adrénergique
décrite pour ce produit (Leysen et al, 1985) et confirmé par notre groupe de travail
(Fernandez, 1999). Cet effet antagoniste a-adrénergique est d’autant plus intéressant
qu'un dysfunctionnement du systéme nerveux autonome est décrit dans le diabéte
(Abebe & McLeod, 1990; Taylor et al, 1994; Tesfamariam and Cohen, 1995) et
confirmé dans notre étude, ou nous observons une potentialisation des réponses

pressives induites par la stimulation électrique chez les rats diabetiques.

Le prétraitement par un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT,, la ritansérine
(Awouters et al., 1988), ou par le MDL-72222 (Fozard, 1984), un antagoniste des
récepteurs 5-HT3, ne modifie pas 'action inhibitrice induite par la 5-HT. Ces résultats
permettent d'exclure la participation des récepteurs 5-HT, et 5-HTs, et semblent
confirmer que, tout comme chez les animaux normoglycémiques, I'inhibition
sympathique induite par la 5-HT est préférentiecllement due a la participation de
récepteurs 5-HT;. Cependant, puisque 1) le 5-CT est aussi un agoniste puissant des
récepteurs 5-HT7, ii) la méthiotépine se comporte comme un antagoniste de ces
récepteurs et iii) il a été récemment décrit que l'activation des récepteurs 5-HT7 induit
une hypotension (Hoyer et al., 1994), nous avons testé la mésulergine, un antagoniste

avec une certaine sélectivite par des récepteurs 5-HT7 (Villalon et al., 1998; Centurion
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et al., 2000). Cet antagoniste, la encore, inhibe lui-méme partiellement les réponses
pressives induites par la stimulation électrique, mais ne bloque pas les effets de la 5-HT.
Ceci nous permet d’exclure la participation des récepteurs 5-HT; dans les effets de la 5-

HT.

Pour définir quel sous-type de récepteurs 5-HT; est impliqué dans I’effet de la 5-
HT, nous avons poursuivi notre démarche expérimentale en testant divers agonistes
et/ou antagonistes sélectifs des divers sous-types de récepteurs 5-HT;. Rappelons que
les travaux antérieurs de notre groupe chez des rats normoglycémiques avaient établi
que l'inhibition était majoritairement liée a l'activation des récepteurs 5-HTp (Moran et

al., 1994b).

Chez les rats diabétiques, l'effet inhibiteur de la 5-HT est exclusivement
reproduit par un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT 5, la 8-OH-DPAT (Middlemis et
Fozard, 1983; Hoyer et al., 1994). Ni la perfusion intraveineuse d’un agoniste s¢lectif
des récepteurs 5-HT;p, le CGS-12066B (Neale ef al,. 1987), ni celle d’un agoniste
sélectif des récepteurs 5-HTp, le L-694.247 (Beer et al., 1993; Hoyer et al., 1994) n’ont

modifié les pics de pression obtenus par la stimulation €lectrique.

Le fait que l'action inhibitrice se reproduise pour des doses comparables de 8-
OH-DPAT et de 5-CT, nous conduit a penser que les récepteurs majoritairement
impliqués dans l'inhibition de la neurotransmission sympathique chez le rat diabétique
sont de type 5-HT 4 pour lesquels ces deux agonistes ont une affinité semblable (pCEs
= 8.2 et 8.6, respectivement; Hoyer ef al.,, 1994), et non les récepteurs 5S-HT7 (pCEsp =

7.4 et 9.5, respectivement).

Castillo et al., (1994) décrivent une possible activation de récepteurs o2-
adrénegiques présynaptiques par la 8-OH-DPAT. Mais, dans nos expériences, l'effet
inhibiteur de cet agoniste était totalement aboli par un antagoniste sélectif des
récepteurs 5-HTa, le WAY-100,635 (Fletcher ef al,, 1994). L’abolition complete par
cet antagoniste de l'action inhibitrice de la 5-HT elle-méme, confirme la participation

exclusive des récepteurs 5-HT ;o dans l'effet inhibiteur de la 5-HT.
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En accord avec ce dernier point, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT)p, le
CGS-12066B, ou des récepteurs 5-HTp, le L-694.247 était incapable de reproduire la

réponse inhibitrice de la 5-HT sur 'activation sympathique chez le rat diabétique.

Ces résultats sont différents de ceux obtenus précédemment chez des rats
normoglycémiques. Ainsi, Villalon et al., (1998) rapportent que les récepteurs 5-HTa,
mais aussi 5-HTp et 5-HTp, sont impliqués dans la réponse inhibitrice développée par
la 5-HT. Par ailleurs, notre groupe a montré que les récepteurs 5-HTp, et dans une
moindre mesure 5-HT,, sont impliqués (Moran et al., 1994; Moréan et al., 1998). Nos
résultats indiquent ainsi que le diabéte sucré est associ¢ a d'importants changements
dans la population de récepteurs impliqués dans la modulation sérotonergique de la

transmission sympathique.

La possibilité d’un changement dans la population des récepteurs 5-HT; dans
le diabéte sucré a déja été évoquée et documentée au niveau du systéme nerveux central
chez le rat (Sandrini et al, 1997) et chez I’homme (Price et al, 2002). Une
augmentation de la population des récepteurs 5-HT;a permettrait de mieux comprendre
nos propres résultats chez les rats hyperglycémiques. Ces récepteurs ont une localisation
présynaptique, puisqu'aucun des agonistes utilisés n’a modifié¢ les réponses pressives

induites par I'administration exogene de NA.

Il faut souligner cependant que nous n’avons pas trouvé de surexpression du
récepteur 5-HT;4 dans 1’aorte thoracique (par RT-PCR), chez des rats rendus
diabétiques par la streptozotocine, comme nous le détaillerons ultérieurement dans ce
mémoire. Ainsi, nos résultats ne s’expliquent probablement pas par une augmentation
du nombre de récepteurs 5-HT s, mais plutdt par une modulation des réponses par des
facteurs endothéliaux (discutés ci-apres), et/ou des modifications au niveau des voies de

signalisation intracellulaires activées par les récepteurs 5-HT, sérotonergiques.

Le diabéte est connu pour induire des modifications vasculaires diverses
notamment en ce qui concerne le NO (De Vriese ef al., 2000a). Nous nous sommes
donc proposés, dans un second temps, d'analyser si la réponse inhibitrice de la 5-HT via
I’activation des récepteurs 5-HT,; était modulée différemment ou mettait en jeu des

voies de signalisation différentes chez les rats normoglycémiques et les rats
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hyperglycémiques. Cette démarche était d’autant plus pertinente que les récepteurs 5-
HTip (et 5-HT,4) étaient impliqués dans réponse inhibitrice de la 5-HT chez les rats
normoglycémiques (Moran et al., 1994b, 1998), alors que les récepteurs 5-HT) o étaient

exclusivement responsables de cet effet chez les rats diabétiques.

Nous avons ainsi recherché si le monoxyde d’azote (NO), facteur de relaxation
endothélial, participait a l'inhibition sérotonergique chez les rats normoglycémiques. Le
NO est synthétisé a partir de la L-arginine par la NO synthase (NOS), un enzyme
dépendant du calcium. C’est un facteur essentiel dans 1’homéostasie vasculaire. Ainsi,
le traitement des rats par un inhibiteur de la NOS, le L-NAME, réduit la libération
basale de NO, majore la résistance vasculaire et induit une hypertension artérielle (Rees

et al., 1990).

Dans nos expériences chez les rats normoglycémiques, I'administration de L-
NAME majore la pression artérielle moyenne des animaux d’environ 68.2 £ 3.4 mm
Hg, et majore aussi les pics de pression artérielle obtenus par les stimulations
¢lectriques. Ceci confirme le role modulateur du NO, tant dans la régulation basale de la

pression artérielle que dans la réponse aux constricteurs.

Chez les rats normoglycémiques, nous n’avons pas trouvé de différence, en
présence de L-NAME, dans l'inhibition des réponses pressives induites par la
stimulation sympathique, que cette inhibition ait été produite par 1’agoniste sélectif des
récepteurs 5-HT4, la 8-OH-DPAT, ou par 1’agoniste sélectif des récepteurs 5-HTp, le
L-694,247. Ces résultats montrent que le NO n’est pas impliqué dans 1'action inhibitrice

présynaptique de la 5-HT dans le neurotransmission sympathique.

Toutefois, divers travaux ont montré que le NO participe ou module certaines
réponses vasculaires sérotonergiques (Moldering et al., 1987; Schoeffter et Hoyer,
1990; Ralevic et al., 1995; Miranda et al., 2000), et que cette modulation par le NO
pouvait étre majorée dans le diabéte (Miranda et al., 2000). En accord avec ces
résultats, il faut souligner qu’un dysfonctionnement endothélial, avec un accroissement
de la production de NO, a été¢ largement décrit dans le diabéte (Pieper et al., 1998;
Fitzgerald et Brands, 2000; Komers et Anderson, 2003). La production excessive de NO

semble d’ailleurs contribuer a 1'hyperfiltration glomérulaire et a la vasodilatation rénale
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caractéristiques de la phase précoce du diabéte sucré (Sugimoto et al, 1998). Une
surexpression des trois isoformes de la NOS (eNOS, iNOS et nNOS) a d’ailleurs été
rapportée en Western Blot une semaine apres I’induction du diabéte (Choi et al., 1997).
Cette activation excessive de la voie du NO dans le diabéte est en apparente
contradiction avec I’altération généralement décrite de cette voie dans cette pathologie,
avec une perte de la vasodilatation endothélium-dépendante (De Vriese et al., 2000a).

Nous y reviendrons dans la discussion de nos résultats sur le rein isolé.

La contribution de 1'endothélium dans la régulation de la réactivité vasculaire est
complexe, et met en jeu a la fois des substances vasoconstrictrices (Ang II, endothéline-
1, thromboxane A, et prostaglandines) ou vasodilatatrices (NO, prostacycline, facteur
d’hyperpolarisation dérivé de I'endothélium ou EDHF). Le tonus vasculaire résulte alors
de I'équilibre entre ces divers facteurs (Furchgott et Vanhoutte, 1989; Moncada et al.,

1991).

C’est pourquoi, en suivant un protocole identique a celui utilisé chez les rats
normoglycémiques, nous avons cherché a évaluer la participation du NO dans
l'inhibition sérotonergique de la neurotransmission sympathique chez les rats

hyperglycémiques.

Dans nos expériences, l'administration de L-NAME chez les rats diabétiques
majore la pression artérielle moyenne d’environ 57.9 + 3.8 mm Hg. Elle potentialise
aussi les pics de pression artérielle induits par la stimulation électrique. Ces
observations sont similaires a celles que nous avons faites chez les rats

normoglycémiques et conforment aux effets attendus d’une inhibition de la NOS par le

L-NAME.

Les études réalisées en présence de L-NAME, montrent que l'inhibition
présynaptique sérotonergique de la transmission dépend au moins en partie du NO chez
les rats diabétiques. En effet, les effets inhibiteurs de la 5-HT ou de la 8-OH-DPAT sur
les pics de pression apres stimulation électrique sont amoindris apres inhibition de la
NOS par le L-NAME. Les effets du L-NAME sont réversés par 1’administration de L-
arginine, qui restaure la synthése de NO (Palmer et al, 1988a,b; Schmidt et al., 1992;

Tousoulis et al., 1999), mais non par la D-arginine qui n’est pas un substrat de la NOS.
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Ces résultats mettent en évidence, comme cela a ét¢ suggéré par d’autres auteurs
dans des conditions expérimentales différentes des notres (Sugimoto et al., 1998; Choi
et al., 1999; Schoeffter et Hoyer, 1990; Ralevic et al., 1995; Miranda et al., 2000) qu’il
existe une anomalie de la voie du NO dans le diabéte. Pour notre part, nous démontrons
que le NO participe dans la modulation présynaptique des réponses sympathiques chez

les rats diabétiques mais non chez les rats normoglycémiques.

L'implication du NO dans les actions inhibitrices sérotonergiques sur les
réponses pressives induites par la stimulation sympathique totale, est confirmée par les
expériences menées en présence d'ODQ, un inhibiteur de la guanylyl-cyclase (Lovren et
Trigel, 2000; Sand et al, 2002; Bryan-Lluka et al., 2004; Chen et al, 2005). La
guanylyl-cyclase est en effet la cible privilégiée du NO (Florez et al, 2003) et son
activation induit une relaxation via la majoration du GMPc. Dans nos expériences,
1’ODQ abolit l'action inhibitrice de la 8-OH-DPAT. Ceci démontre que le NO, via
I’activation de la guanylyl-cyclase, est impliqué dans l'inhibition présynaptique de la
neurotransmission sympathique chez le rat diabétique qui met exclusivement en jeu les

récepteurs 5-HTa.

Nous avons aussi envisagé une modulation de I'action sérotonergique
présynaptique dans la neurotransmission sympathique par la voie des cyclooxygénases
(COX), puisqu'une interaction entre le systéme sérotonergique et la COX a été décrite

(Blackshear et al., 1986; 1991; Tuncer y Vanhoutte, 1991; Ding et al., 1989D).

Des résultats antérieurs de notre laboratoire (Calama et al., 2003) ont montré que
l'inhibition de la synthése des prostaglandines par l'indométhacine, a une dose
habituellement utilisée pour inhiber la COX et la production de prostaglandines (Roman
et Kauker, 1978; Blackshear et al., 1986; Ding et al., 1989a) ne modifie pas la réponse
vasodilatatrice induite par la 5-HT dans le train postérieur du rat anesthésié. Toutefois
pour d'autres auteurs, la libération de prostaglandines participe aux réponses
vasodilatatrices serotonérgiques ou module les réponses vasoconstrictrices sur d'autres
territoires vasculaires, notamment sur le lit vasculaire rénal du chien (Blackshear et al.,

1986; 1991) ou du rat (Tuncer y Vanhoutte, 1991; Ding et al., 1989D).
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Par ailleurs, diverses perturbations de la voie des prostaglandines ont été décrites
dans le diabéte sucré. Ainsi, une augmentation de I'expression des deux isoformes de la
COX a été rapportée par Western blot dans la médulla rénale du rat diabétique
(Nasrallah et al., 2003). Par ailleurs, la majoration de la réponse contractile a la
phényléphrine sur des aortes de rat diabétiques implique le thromboxane A, (Xavier et
al., 2003). D'autres auteurs ont montré que la relaxation endothélium-dépendante était
altérée dans le diabéte du fait d’une majoration de prostaglandines vasoconstrictrices
dérivées de 1'acide arachidonique, thromboxane A, et prostaglandine H, (Tesfamariam,

1994).

Dans notre travail, 'administration d'indométhacine a une dose de 2 mg/kg chez
les rats normoglycémiques abolit complétement l'effet inhibiteur produit par le L-
694,247 (agoniste sélectif des récepteurs 5-HTp) sur les réponses pressives induites par
la stimulation sympathique (a toutes les fréquences de stimulation). Il en est de méme
sur ’effet inhibiteur produit par la 8-OH-DPAT (agoniste sélectif des récepteurs 5-
HT;A), mais uniquement pour les fréquences de stimulation les plus élevées. Toutefois,
chez les rats diabétiques, 1'effet inhibiteur produit par la 8-OH-DPAT n'est plus modifi¢
par I’indométhacine. Ce résultat montre la encore que les mécanismes régulateurs
impliqués dans les réponses sérotoninergiques diffeérent entre les rats diabétiques et les
rats normoglycémiques. Il témoigne aussi du fait que la voie de la COX contribue a la
régulation des réponses chez les rats normoglycémiques alors que la voie du NO/GMPc

contribue a la régulation des réponses chez le rat diabétique.

Que ces différences soient liées a des différences d’activité ou d’expression des
COX dans le diabete, ou a la nature des récepteurs 5-HT impliqués n’est actuellement
pas établi. On peut cependant remarquer que I’implication majeure des récepteurs 5-
HT;» dans les régulations sérotoninergiques présynaptiques chez les animaux
diabétiques pourrait expliquer la contribution majeure du NO dans cette situation. Celle-
ci pourrait étre majeure chez les animaux diabétiques comme nous 1’avons déja évoqué
précédemment (Pieper et al., 1998 ; Fitzgerald et Brands, 2000). Finalement, un autre
mécanisme régulateur a été envisagé, via I’activation des canaux potassiques ATP-

dépendants (Karp) par un facteur d’hyperpolarisation. Pour évaluer son implication,



64 Discussion

nous avons administré aux animaux du glibenclamide, un inhibiteur sélectif de ces

canaux (Kwan et al., 2003 ; Ning et al., 2004 ; Watanabe et al., 2005).

L administration de glibenclamide n’a pas modifi¢ les effets inhibiteurs de la 8-
OH-DPAT chez les rats hyperglycémiques ou normoglycémique, suggérant que ces
canaux ne soient pas impliqués dans | inhibition sérotonergique des réponses pressives

induites par la stimulation sympathique totale.

D’accord avec nos résultats, on peut confirmer que la diabéte induit des
changements dans les voies de signalisation intracéllulaire activées par les récepteurs 5-
HT;a o 5-HT)p, principaux récepteurs responsables de 1’action inhibitrice que 5-HT
exerce en la transmission sympathetic en normoglycémie (Morén et al., 1994b ; 1998).
I1 est probable que la plus grand production de NO chez le rat diabétique(Pieper et al.,
1998; Fitzgerald y Brands, 2000; Komers y Anderson, 2003) justifi¢ le fait que
suelement 1"activation de subtype 5-HT,, directement relationé avec nos résultats dans
cette voie, est le résponsable de 1'inhibition simpathique en hyperglycemie, a difference

de ce que 1'on déja connait chez le rat normoglycemique.
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5-HT ET TRANSMISSION CHOLINERGIQUE
CARDIAQUE

Contrairement a la diversité et au grand nombre d’études s’intéressant aux effets
possibles du systéme sérotonergique dans la modulation de la transmission
sympathique, la grande majorité¢ des études analysant la possibilit¢ d’une implication
sérotonergique dans les effets parasympathiques cardiovasculaires se sont intéressés au
contrdle sérotonergique central de l'activation réflexe vagale. Les résultats suggerent
que des voies sérotonergiques centrales puissent contrdler le tonus vagal du coeur

(Ramage et Fozard, 1987; Sporton ef al., 1991, Ramage et Mifflin, 1998; Jordan, 2004).

Les résultats sont trés variables quant a 1’effet de la 5-HT et quant aux récepteurs
impliqués. En effet, une action dépolarisante avec une augmentation de l'activité du
vague a été rapportée apres l’activation des récepteurs 5-HT; et 5-HT, (Kirby et
McQueen, 1984; Yoshioka et al., 1992), 5-HT4 (Tonini et al., 1991), et méme 5-HT 5
(Ramage et al., 1988; Sporton et al., 1991; Skinner et al., 2002). Une action inhibitrice
sur la libération d'acétylcholine a cependant aussi été décrite, préférentiellement suite a
I’activation des récepteurs 5-HT; (Galligan et al., 1988 ; Tonini et al., 1992), mais aussi

apres I’activation des récepteurs 5-HT, (Moran et al., 1994a).

La connaissance des différents types et sous-types de récepteurs sérotonergiques
s’est considérablement améliorée ces derniéres années, grace surtout a 1’apparition
d’outils spécifiques, agonistes ou antagonistes, des divers récepteurs. Elle a permis de
confirmer le réle important que joue la 5-HT, du moins au niveau central, dans le
contrdle du tonus vagal (Jordan, 2004) ou, outre les récepteurs 5-HT;, 5-HT,, 5-HTs3, et
5-HT4 déja mentionnés ci-dessus, la participation des récepteurs 5-HT; est maintenant

aussi établie (Kellet ez al., 2004).

Nous avons déja mentionné que le diabéte sucré est une pathologie qui entraine
d'importantes modifications cardiovasculaires. Le risque d'accidents cardiovasculaires
est majoré chez les patients diabétiques du fait, notamment, d’un dysfonctionnement du

systtme nerveux autonome (Ewing et al., 1980; Makimattila et al, 1997).
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L’ hyperactivit¢ sympathique et la plus grande libération de noradrénaline cardiaque,
jouent un rdle fondamental dans la prévision des complications cardiovasculaires. Les
¢tudes sont plus rares qui rapportent une anomalie du contréle cholinergique des
fonctions cardiaques chez le patient diabétique (Oberhauser et al, 2001). Les
modifications cardiaques qui ont ¢té¢ décrites dans les réponses cholinergiques
muscariniques au cours du diabéte ont été trés diverses, puisque une
hypersensibilisation mais aussi une hyposensibilisation ont été rapportées, incluant ou
non des changements dans l'expression des récepteurs (Vadlamudi et McNeil, 1983; Li

et al., 1989; Carrier et al., 1984; Wong, 1994).

La wvariabilit¢ de ces réponses peut étre due aux différents modeles
expérimentaux utilisés dans les études et/ou au stade différent dans I’évolution du
diabéte ou les animaux ont été utilisés (Wald et al., 1998). En général, on admet qu'il
existe un accroissement de la population des récepteurs neuronaux muscariniques M,
(inhibiteurs de la libération d'acétylcholine) qui seraient responsables de la diminution
des réponses muscariniques postsynaptiques (Ms) produites par la stimulation
¢lectrique, comme cela a ét¢ montré sur I’iléon et la trachée de rats diabétiques
(Coulson et al., 2002), sur le poumon du rat (Belmonte et al., 1997), la vessie du rat
(Tong et al., 1999, Tong et al., 2002) et méme sur des oreillettes d’origine humaine

(Oberhauser et al., 2001).

Dans une étude antérieure réalisée dans notre laboratoire sur des rats
normoglycémiques, une action inhibitrice de la transmission parasympathique a été
mise en ¢évidence via [Dactivation des récepteurs 5-HT,, ainsi qu’une action
potentialisatrice via l'activation des récepteurs 5-HT3; (Mordn et al., 1994a). Dans le
travail développé dans cette These Doctorale, nous souhaitions vérifier i) si ces
modulations de la transmission parasympathique par la 5-HT persistent au cours du
diabete sucré, ii) si elles mettaient en jeu Il'activation des mémes récepteurs

sérotonergiques.

Dans les conditions expérimentales que nous avons utilisées, nous observons une
réduction de la fréquence cardiaque induite par la libération d'acétylcholine en stimulant

les neurones cardiaques vagaux, préférentiellement préganglionnaires (Roquebert et al.,
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1991). L'acétylcholine libérée active les récepteurs muscariniques postsynaptiques et

produit une bradycardie.

Si nous comparons les diminutions de la fréquence cardiaque induites par les
stimulations électriques chez les rats rendus diabétiques par 1’alloxane (-28.2, -53.4 et -
87.1 battements/min aux fréquences de stimulation 3, 6 et 9 Hz respectivement), avec
les diminutions obtenues précédemment dans notre laboratoire chez des animaux
normoglycémiques (-39.5, -70 et -94.4 battements/min aux mémes fréquences de
stimulation), nous observons une diminution significative des réponses a toutes les
fréquences de stimulation utilisées chez les animaux diabétiques. Toutefois, en ce qui
concerne la bradycardie obtenue par 1’administration exogene d'acétylcholine (que nous
pouvons comparer a la dose unique de 10 pg/kg), la bradycardie est considérablement
majorée chez les rats diabétiques (-110.8 versus -47 battements/min, respectivement

chez les rats hyper- et normoglycémiques).

Ces résultats paraissent en accord avec I’hypo- ou I’hypersensibilisation
muscarinique décrite sur d'autres territoires et pour d'autres types de réponses
muscariniques, comme par exemple sur la vessie du lapin rendu diabétique par
I’alloxane (Ichiyanagi et al., 2002), ou sur I’iléon et la trachée de rats rendus diabétiques
par la streptozotocine (Coulson et al, 2002). Nous avons déja mentionné que ces
auteurs proposent une hypersensibilisation des récepteurs inhibiteurs M, présynaptiques
qui conduisent a une moindre libération d'acétylcholine, et par conséquent, a une

moindre réponse muscarinique postsynaptique.

Dans notre modéle expérimental, une hypersensibilisation des récepteurs M,
peut rendre compte de nos observations, comme cela a aussi été décrit sur des oreillettes
provenant de cceur de patients diabétiques (Oberhauser et al., 2001). Ceci permettrait
d’expliquer la plus petite réponse obtenue par stimulation électrique, liée a une
libération amoindrie d'acétylcholine, tout en dissociant celle-ci de la réponse a

I’administration d’acétylcholine exogene (qui est majorée).

Dans notre étude, nous trouvons par ailleurs des différences dans les effets de la
5-HT et de divers agonistes sérotonergiques sur la bradycardie obtenue par la

stimulation du nerf vague. Ainsi, la 5-HT, quelque soit la dose testée (10 a 200 ng/kg),
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ne produit jamais d’inhibition de la réponse a la stimulation vagale chez le rat
diabétique, et produit ponctuellement une potentialisation de la bradycardie. Rappelons
que, dans des animaux normoglycémiques, les résultats préalablement obtenus par notre
groupe dans des conditions expérimentales tout a fait semblables (Moran et al., 1994a)
montraient une inhibition via 1’activation des récepteurs 5-HT, et une potentialisation

via I’activation des récepteurs 5-HTj.

Chez les animaux diabétiques, une potentialisation (a faible dose) et une
inhibition (a forte dose) de la réponse a la stimulation du nerf vague peuvent cependant
étre observée avec le 5-CT, un agoniste des récepteurs 5S-HT; et 5-HT5. Les deux types
de réponses mettent en jeu des sous-types de récepteurs spécifiques. Ainsi, la
potentialisation peut étre reproduite avec des agonistes sélectifs des récepteurs 5-HTa,
la 8-OH-DPAT, et 5-HTp, le CGS-12066B, alors que l'inhibition est reproduite par le
L-694.247, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HTp.

La potentialisation produite par le 5-CT est antagonisée partiellement par la
mésulergine, un antagoniste des récepteurs 5-HT; et 5-HT;, souvent utilis¢é comme
antagoniste 5-HT; (Villalon et al, 1998 ; Centurion et al., 2000). Ces résultats
pourraient indiquer qu'au moins en partie, l'action directe que cet agoniste exerce sur ces
récepteurs sérotonergiques hypotenseurs et bradycardisants, peut contribuer a une
augmentation de la bradycardie induite dans des rats diabétiques avec stimulation
vagale. Mais comme 1) les agonistes sélectifs des récepteurs 5-HT;5 et 5-HT;p sont
aussi potentialisateurs, ii) que la méthiotépine, un antagoniste non spécifique 5-
HT) 2567 annule l'action du 5-CT, et iii) que 1'antagoniste WAY-100,635 annule l'action
de 8-OH-DPAT, nous pouvons suggérer que, en plus de 1'action régulatrice centrale
connue des récepteurs 5-HT;5 (Ramage et al., 1988 ; Sporton et al., 1991; Skinner et
al., 2002), l'activation périphérique de ces récepteurs sérotonergiques contribue aussi a

moduler la transmission cholinergique.

Un autre aspect important de notre travail mérite d’étre souligné. En effet, chez
les animaux normoglycémiques, les agonistes sérotonergiques modifient seulement les
réponses muscariniques dérivées de la stimulation vagale, mais non la bradycardie
induite par D’administration exogene d'acétylcholine. Chez les rats diabétiques au

contraire, nous notons aussi une potentialisation des réponses induites par
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I’administration exogene d’acétylcholine. Ces résultats indiquent que les modulations
sérotonergiques sont présentes dans le diabéte sucré expérimental, a la fois au niveau

pré- et postsynaptique.

Les actions de la 5-HT et des divers agonistes sont cependant moins marquées
chez les animaux diabétiques par rapport aux rats normoglycémiques. Ceci nous permet
de suggérer que les réponses sérotonergiques au niveau parasympathique cardiaque sont
globalement atténuées en situation de diabéte expérimental, avec une implication
majeure des récepteurs 5-HT; tant dans l'inhibition que dans la potentialisation

cholinergique muscarinique cardiaque.

En résumé, par rapport a l'activité et aux mécanismes s€rotonergiques impliqués
dans l'inhibition et/ou la promotion de la neurotransmision parasympatique cardiaque,
nous pouvons conclure que le diabéte expérimental induit des changements dans la
localisation et dans le type des récepteurs sérotonergiques impliqués, avec une

implication de récepteurs 5-HT; a la fois pré- et postsynaptiques.
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REPONSES VASCULAIRES RENALES LIEES AUX
RECEPTEURS SEROTONERGIQUES

Dans cette partie de mon travail de Thése Doctorale, nous avons cherché a
caractériser les réponses vasculaires rénales induites par la 5-HT, et plus
particulicrement les récepteurs impliqués, avant de rechercher d’éventuelles
modifications au cours du diabéte sucré. Le rein a tout particuliérement retenu notre
attention pour cette ¢tude vasculaire, dans le contexte du diabeéte, puisque le lit
vasculaire rénal est une cible privilégiée des altérations vasculaires qui surviennent au
cours du diabete, de préférence sur les vaisseaux de résistance. Au niveau rénal, les
conséquences sont graves pour le patient qui évolue vers la néphropathie diabétique et

I’insuffisance rénale.

Nous avons mis a profit la préparation du rein isolé perfusé du rat pour analyser
in vitro, a 1’abri des régulations neurohumorales, les réponses vasculaires liées a
I’activation des différents récepteurs 5-HT. Dans ce mod¢ele expérimental, contrairement
aux ¢tudes réalisées sur les seules arteres rénales (Watts and Thompson, 2004; Miranda
et al., 2002), nous avons acces a ’intégralité du lit vasculaire rénal dont I’hétérogénéité
en terme de réponse a la 5-HT a été décrite par Endlich et al. (1992). Dans cette étude,
I’administration locale de 5-HT sur le rein hydronéphrotique du rat a permis de
visualiser une constriction essentiellement des gros vaisseaux (artérioles arquées) alors
que les artérioles interlobulaires et afférentes se dilataient. Ceci pourrait témoigner
d’une répartition spécifique des sous-types de récepteurs 5-HT le long de I’arbre
vasculaire intra-rénal. Le rein isolé¢ perfusé conserve aussi un endothélium intacte et
fonctionnel, comme en témoignent les réponses vasodilatatrices induites par I’Ach, la
bradykinine et les forces de cisaillement dans cette étude et/ou dans nos travaux
antérieurs (Stephan et al, 1995; Bagate et al., 2001 ; Loichot et al., 2002). La
préservation d’un endothélium fonctionnel était importante puisque nous pouvions
suspecter des réponses vasodilatatrices endothélium-dépendantes pour de nombreux
récepteurs 5-HT (5-HTa, 5-HTs, 5-HTp 5-HT,p et 5-HT4) dont les ARNm ont été
détectés dans les cellules endothéliales en culture (Ullmer et al., 1995, 1996). Les
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récepteurs 5-HT,p et 5-HT; étaient par contre exclusivement présents dans les
vaisseaux, sur les cellules musculaires lisses (Ullmer et al., 1995). Nous suspections par

ailleurs des modifications au cours du diabéte sucré liées au NO.

Nos résultats confirment que la 5-HT, le ligand endogéne de 1’ensemble des
récepteurs 5-HT, induit essentiellement une réponse vasoconstrictrice rénale. Elle est
compleétement inhibée en présence de ritansérine (10 nM), démontrant par la
I’implication essentielle des récepteurs 5-HT,. La concentration efficace 50 de la 5-HT
(CEsp: 0,34 uM) est du méme ordre que les CE5y déterminées sur 1’artére rénale de rat
ou de lapin (Watts et Thompson, 2004; Miranda et al., 2002). Les réponses maximales
sont par contre tres différentes, équivalentes a celles de la phényléphrine sur le rein isolé
ou les artéres rénales (Watts et Thompson, 2004), mais correspondant a seulement a

20% de la réponse du KCl sur les artéres rénales du lapin (Miranda et al., 2002).

En fonction des valeurs des CEsj, nous pouvons établir un profil de puissances
relatives : DOI > 5-HT > a-methyl-5-HT > m-CPP. Ce profil ressemble a celui décrit
sur I’artére rénale du rat (Watts et Thompson, 2004) ou 1’aorte de souris (McKune et

Watts, 2001), bien que des différences importantes sont a souligner.

o En premier lieu, le BW723C86 n’induit pas de constriction sur le rein isolé, mais
une relaxation, excluant ainsi le récepteur 5-HT,p des mécanismes
vasoconstricteurs, comme c’est d’ailleurs aussi le cas sur le lit vasculaire de la

patte arriere (Calama et al., 2002).

o En second lieu, le DOI apparait comme un agoniste partiel, comme d’ailleurs
aussi in vivo chez le rat démédullé (Chaouche-Teyara ef al., 1993) ou sur I’aorte
de souris (McKune et Watts, 2001). Il en est de méme du mCPP, agoniste plein
sur 1’aorte de souris mais dont la réponse est particulierement faible sur le rein
isolé. Ces activités agonistes partielles apparentes du DOI et du mCPP
pourraient €tre dues sur le rein isol€ a une pondération par le NO via 1’activation
concomitante de récepteurs 5-HT endothéliaux. Tous deux sont d’ailleurs des
agonistes du récepteur 5-HT,5 (Knight et al., 2004), dont nous verrons ci-apres

qu’il induit une vasodilatation sur notre préparation rénale. L’activation des
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récepteurs 5-HT,p sur des cellules endothéliales d’artéres coronaires humaines

en culture provoque d’ailleurs une libération de NO (Ishida et al., 1998).

o En troisieme lieu, ’ensemble des agonistes des récepteurs 5-HT, et 5-HT, la 5-
CT (agoniste 5-HT; et 5-HT5), la 8-OH-DPAT (agoniste 5-HT;s), le CGS-
12066B (agoniste 5-HT)p), le L-694,247 (agoniste 5-HTp), ainsi que I’agoniste
du récepteur 5-HT;, la 1-phénylbiguanide, étaient dépourvus de tout effet

vasoconstricteur rénal.

L’ensemble de ces résultats est en faveur d’une vasoconstriction rénale
essentiellement liée a D’activation des récepteurs 5-HTza, comme cela a aussi été
suggéré sur l’artére rénale du rat et 1’aorte de souris (Watts et Thompson, 2004 ;
McKune et Watts, 2001). Une conclusion définitive quant a la participation des
récepteurs 5-HT,¢ pourra étre obtenue en testant un antagoniste sélectif de ce récepteur,
le RS 102221 (Knight et al., 2004), sur la réponse induite par la 5-HT. Le récepteur 5-
HT,c semblait impliqué dans la vasoconstriction sérotonergique induite sur le lit

mésentérique autoperfusé in situ du rat (Fernandez et al., 2000b).

On peut remarquer que le blocage des récepteurs 5-HT, ne permet pas de révéler
une vasodilatation induite par la 5-HT comme c’est le cas in vivo, sur la patte arriere
autoperfusée du rat anesthésié (Calama et al., 2002). Ceci s’explique du fait qu’une
vasodilatation ne peut €tre visualisée sur le rein isolé perfusé qu’aprés restauration
préalable d’un tonus vasculaire. Apres restauration de ce tonus, nous avons observé une
vasodilatation rénale concentration-dépendante avec la 5-CT (agoniste 5-HT; et 5-HT),
la 8-OH-DPAT (agoniste 5-HT)4), le CGS-12066B (agoniste 5-HT,) et le BW723C86
(agoniste 5-HT,p). Globalement ces réponses démontrent la contribution des récepteurs
5-HTa, 5-HTp, 5-HTyp et peut-Etre aussi du récepteur 5-HT;. Ces résultats appellent

quelques commentaires :

. En ce qui concerne le récepteur 5-HTa, notre résultat avec la §-OH-DPAT
confirme I’observation rapportée précédemment par Verbeuren et al., (1991) sur
le rein isolé de rat. La nature endothéliale de la vasodilatation, via une libération
de NO, avait alors été¢ largement documentée (Verbeuren et al., 1988 et 1991).

Ce résultat avait cependant ét¢é mis en doute du fait de I'importante activité
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antagoniste, de plusieurs agonistes 5-HT4, sur les récepteurs adrénergiques o.ja
(Eltze et al., 1991), et de I’absence de relaxation rénale induite lorsque le tonus
¢tait restauré par la prostaglandine F,, (Stephan et al., 1990). Entre nos mains,
une part de I’importante vasodilatation (80% de relaxation) induite par la 8-OH-
DPAT sur le tonus restauré par la phényléphrine relevait probablement du méme
effet o-adrénolytique. Néanmoins, une vasorelaxation persistait aprés
restauration du tonus rénal par I’Ang II, liée a I’activation des récepteurs 5-HTa

et inhibée par le WAY-100,635, un antagoniste spécifique.

o Notre travail est le premier qui démontre I’implication d’autres récepteurs
sérotonergiques dans une réponse vasodilatrice rénale. Le récepteur 5-HT,p,
présent sur les cellules endothéliales et musculaires lisses, a été impliqué dans
des vasodilatations endothélium-dépendantes ou des contractions (Ullmer et al.,
1995 ; Hoyer et al., 1994). Il en est de méme du récepteur 5-HTp, également
présent sur les cellules endothéliales et musculaires lisses, et responsible de
réponses vasocontrictrices ou dilatatrices (Jdhnichen et al., 2004 ; Nilsson et al.,
1999 ; Elhusseiny et al, 2001). Quant au récepteur 5-HT; qui ne dispose ni
d’agoniste, ni d’antagoniste spécifique, sauf peut-étre le SB 269970 (Lovell et
al., 2000), nous avons mis a profit sa haute affinité pour la 5-CT (agoniste 5-HT;
et 5-HT7) pour en définir la part de vasodilatation relevant du 5-HT; par son
antagonisme par la mesulergine (antagoniste 5-HT, et 5-HT;) (Hoyer et al.,
2002). I1 semble qu’il y ait une part de vasodilatation 5-HT7 mais ces résultats

sont trop préliminaires pour tirer une conclusion.

Par RT-PCR quantitative en temps réel, nous avons pu confirmer la présence
des ARNm des récepteurs 5-HT,a, 5-HT2p, 5-HTa et 5-HTp tant sur les artérioles
intrarénales que sur 1’aorte. Nous avons vérifi¢é par immunohistochimie et marquage
avec un anticorps dirigé contre le facteur VIII que la préparation des artérioles
intrarénales et le prélévement de I’aorte préservait les cellules endothéliales (Véronique

Lindner, résultats personnels).

Le récepteur 5-HTp est présent mais peu exprimé au niveau rénovasculaire

(ARNm) et ne semble pas li¢ a un phénotype vasculaire sur notre préparation rénale in
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vitro. 1l est intéressant de mentionner que, chez le lapin ou les réponses rénales sont tres
faibles, une vasoconstriction liée a 1’activation des récepteurs 5-HTp a été décrite sur
des arteres rénales partiellement dépolarisées et en présence de kétansérine pour inhiber
les réponses 5-HT, (Choppin et O’Connor, 1994). Nous n’avons pas vérifié si la méme

réponse existait chez le rat.

Pour évaluer les modifications dans les réponses sérotonergiques au cours du
diabéte, nous avons choisi d’induire un diabéte sucré par la streptozotocine, et de
maintenir ce diabéte trés déséquilibré (glycémie > 400 mg/dl, soit 22 mM) afin de
majorer les répercussions vasculaires au cours des 4 semaines d’exposition des
vaisseaux. Notre observation la plus intéressante sur les reins provenant des rats
diabétiques est que la vasoconstriction rénale a la 5-HT est potentialisée pour les plus
faibles concentrations, et diminuée pour les concentrations les plus fortes. Compte tenu
des concentrations circulantes de 5-HT (au plus de ’ordre de 100 nM), il est évident
que la diminution du seuil de sensibilité et la potentialisation des réponses aux faibles
concentrations de 5-HT sont des éléments importants en faveur d’un role
pathophysiologique de la 5-HT dans les atteintes vasculaires au cours du diabéte sucré.
Dans notre étude, la potentialisation est particulierement nette pour le DOI, mais non
pour le mCPP, suggérant la encore une contribution privilégiée des récepteurs 5-HT7a.
Une potentialisation de la vasoconstriction induite par la 5-HT a aussi été décrite sur des
artéres rénales du lapin diabétique (Miranda et al., 2002), sur les artéres pulmonaires ou
carotides prélevées chez le lapin ou le cochon diabétique (Miranda et al., 2000; El-
Kashef, 1996; Bagwell et al., 2000), mais a été trouvée de maniere inconstante sur les
aortes de rats diabétiques (Sikorski et al., 1993; James et al., 1994; Orie et al., 1993;
Hattori et al., 1995).

Nos résultats montrent que cette potentialisation reléve a la fois de 1’exposition
aigu€é a une forte concentration de glucose et des effets chroniques du diabete. Nous
n’avons par contre pas trouvé d’arguments en faveur d’une implication d’un déficit en
NO dans cette modulation. La vasoconstriction rénale induite par la 5-HT est en effet
potentialisée aprés inhibition de la NO synthase (baisse de CEsy), et cette
potentialisation n’est pas significativement différente entre les reins provenant de rats

normoglycémiques ou diabétiques. Par ailleurs, des vasodilatations rénales impliquant
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une composante endothélium-dépendante liée au NO, comme celles induites par 1’Ach,

la 8-OH-DPAT ou le CGS-12066B, ne sont pas altérées au cours du diabéte.

Au contraire, plusieurs indices seraient plutdt en faveur d’une implication plus
importante du NO vasculaire chez le rat diabétique. Ainsi, i) la résistance vasculaire
rénale est particulicrement basse sur les reins isolés provenant de rats diabétiques, une
situation ou la L-NNA exerce une vasoconstriction majeure; ii) les rats diabétiques se
trouvent dans la phase précoce de la néphropathie diabétique caractérisée par une
hyperfiltration glomérulaire, li¢e du moins en partie & une majoration de la production
rénale de NO (Komers and Anderson, 2003, revue); iii) I’inhibition de la NO synthase
diminue la réponse vasodilatatrice rénale du CGS-12066B chez le rat diabétique, alors
qu’il n’en était pas ainsi sur des reins de rats normoglycémiques. Ces résultats suggerent
que la composante non-NO de la vasodilatation endothélium-dépendante est altérée
dans le diabéte, mais est compensée par une majoration de la composante NO. Dans ce
contexte, il est intéressant de noter que la vasodilatation endothélium-dépendante est
principalement liée, sur le rein isolé et les vaisseaux de résistance en général (Bagaté et
al., 2001; Garland et al., 1995; De Vriese et al., 2000b), a la libération de facteurs
endothéliaux d’hyperpolarisation (EDHF). Cette composante est altérée par le diabéte
dans les artéres interlobulaires et les artérioles afférentes du glomérule (De Vriese et al.,
2000b), sans modification sensible de la réponse globale du rein a I’ Ach, du moins dans

la phase précoce du diabéte. Nos résultats sont en accord avec ces données.

L’analyse de I’expression des ARNm des récepteurs 5-HT par RT-PCR montre
par ailleurs que la potentialisation de la vasoconstriction n’est pas liée a une
surexpression vasculaire des récepteurs 5-HT»4; celle des récepteurs 5-HT,c n’ayant
pour 'instant pas pu étre vérifiée. Bien que le niveau d’expression des ARNm ne
préjuge pas obligatoirement du niveau d’expression des protéines réceptrices, nos
résultats sont cohérents avec I’absence de modification de la densité en récepteurs 5-

HT, (Bmax) décrite dans I’aorte de rats diabétiques (James ef al., 1994).

Il semble donc que la potentialisation de la vasoconstriction a la 5-HT dans le
diabéte sucré soit liée a des modifications des voies de signalisations intracellulaires
et/ou a une sensibilit¢ majoré¢ de la machinerie contractile au calcium. Cette

potentialisation, qui sur le rein ne touche pas la réponse a la phényléphrine, a cependant
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¢galement ¢été retrouvée, selon les études, avec I’endothéline 1 ou la noradrénaline
(Hodgson et al., 1990 ; Orie et al., 1993). Son mécanisme n’est pas ¢élucidé mais des
pistes intéressantes ont été suggérées, comme une contribution majeure du
thromboxane A, (Hodgson et al., 1990), une anomalies dans le voie de la PKC (Hattori

et al., 1995) ou dans la cascade des COX (James et al., 1995).

La 5-HT exerce aussi des effets particuliers sur les cellules mésangiales, un
acteur important dans 1’évolution vers la néphropathie diabétique. Elle majore la
prolifération de ces cellules, la synthése de TGFBl et la sécrétion de matrice
extracellulaire (Eto et al., 1997; Grewal et al., 1999; Kasho et al., 1998). Ces, propriétés
ont conduit Takahashi et al., (2002) a évaluer les effets d’un antagoniste des récepteurs
5-HTya dans cette pathologie. Les résultats sont en faveur d’un effet bénéfique du
sarpogrelate puisque I’albuminurie d’un petit groupe de patients (DM de type 2) a été
abaissée dés le 3°™ mois de traitement. Ces données démontrent que les taux de 5-HT
¢levés dans le diabéte sucré participent probablement a la néphropathie diabétique via
les récepteurs 5-HT4. 11 est possible qu’une part des effets bénéfiques de ce traitement
dans le diabéte ait été obtenus par I’inhibition des réponses hémodynamiques

vasoconstrictrices dont nous venons de décrire la potentialisation dans cette étude.
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Au terme de ce mémoire de These de Doctorat, notre travail de recherche nous permet

de tirer les conclusions suivantes:

1. 1l existe des mécanismes sérotonergiques inhibiteurs de la neurotransmission
sympathique périphérique dans les rats normoglycémiques ; ils mettent en jeu des
récepteurs 5-HTp et dans une moindre mesure, 5-HT)4, localisés préférentiellement au
niveau présynaptique ; leur activation implique, au moins partiellement, l'activation des

cyclooxygénases.

2. L’hyperglycémie induite par I’injection d’alloxane reproduit la neurotransmission
sympathique aux effets inhibiteurs de la 5-HT et d’autres agonistes sérotonergiques des
récepteurs 5-HT; elle atténue aussi la potentialisation que la 5-HT exerce normalement

chez le rat normoglycémique en activant les récepteurs 5-HTs;.

3. L’hyperglycémie modifie aussi le sous-type de récepteurs impliqués, puisque
l'activation des récepteurs présynaptiques 5-HT;s est maintenant majoritairement

responsable de 1'inhibition sympathique sérotonergique chez les rats diabétiques.

4. Le diabéte expérimental induit en outre des changements dans les médiateurs
impliqués dans la réponse sérotonergique inhibitrice de la neurotransmission
sympathique, le NO et 'activation de la guanylate cyclase participant maintenant a cette

réponse.

5. L’hyperglycémie réduit par contre le contrdle sérotonergique de la neurotransmission
cholinergique cardiaque, tant dans ses effets de potentialisation que d’inhibition de la

bradycardie.

6. La nature et la localisation des récepteurs impliqués est aussi modifiée ; dans le
diabéte, la potentialisation de la neurotransmission cholinergique cardiaque implique
des récepteurs 5-HTp pré- et postsynaptiques, son inhibition se fait préférentiellement

par des récepteurs 5-HT /18

7. Sur le rein isolé perfusé du rein, la 5-HT et/ou des agonistes des divers récepteurs
sérotonergiques induisent a la fois des réponses vasoconstrictrices et vasodilatatrices ;

les vasoconstrictions impliquent principalement I’activation des récepteurs 5-HT:4, et, a
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un moindre degré, les récepteurs 5-HT,c ; I’activation des récepteurs 5-HTa, 5-HT 3 et

5-HT,p induit par contre des réponses vasodilatatrices.

8. L’induction d’un diabete sucré expérimental par la streptozotocine majore la
vasoconstriction rénale induite par les faibles concentrations de 5-HT et atténue les

réponses vasoconstrictrices aux concentrations les plus importantes.

9. Les réponses vasodilatatrices par contre ne sont pas modifiées dans le diabéte, mais la
part relative du NO dans la régulation de I’hémodynamique rénale et dans la

vasodilatation endothélium-dépendante est majorée.

10. Les ARNm des récepteurs 5-HT 14, 5-HT 5, 5-HTp, 5-HT>4 et 5-HT,p sont présents
dans les artérioles intra-rénales et I’aorte des rats normoglycémiques; leur expression

n’est pas modifiée par le diabete.

L’ensemble de ce travail apporte ainsi des connaissances nouvelles quant a la
participation des divers récepteurs de la 5-HT dans la régulation des fonctions
cardiovasculaires et rénales. Le diabéte sucré expérimental s’accompagne de
modifications dans ces mécanismes sérotonergiques cardiovasculaires et rénaux, en
particulier en ce qui concerne les types de récepteurs impliqués et la participation du

monoxyde d’azote et des dérivés de la cyclooxygénase.



UNIVERSITE LOUIS PASTEUR

FACULTE DE MEDECINE

LAB. PHARMACOLOGIE ET PHYSIOLOGIE
RENOVASCULAIRES

UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

FACULTAD DE FARMACIa

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y
FARMACOLOGIA

UNIVERSITE [ LOUIS PASTEUR
STRASBOURG

INFLUENCE DU DIABETE SUCRE EXPERIMENTAL
SUR LA REPONSE CARDIOVASCULAIRE ET
RENALE A LA SEROTONINE



