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RESUMEN

Existen varios reguladores intrinsecos (Na', Mg’, ATP, K') y algunos extrinsecos como
hormonas o neurotransmisores, que modifican la actividad de la Na'/K'-ATPasa en diferentes
tejidos. Se ha demostrado que la serotonina (5-HT) modula la actividad de 1a enzima en varias
‘regiones cerebrales. La mayor respuesta se ha observado en regiones ricas en ferminales
serotoninérgicas como la corteza cerebral, el hipocampo y el estriado. Otros experimentos han
sugerido que esta modulacién ocurre en las células gliales (astrocitos) a través de un receptor (o
receptores) de serotonina que hasta anles de este trabajo no se habian caracterizade. Se ha
observado que la cinética de la bomba de Na'/K" se modifica en presencia de serotonina en
preparaciones membranales de células gliales de cerebro o en astrocitos cultivados con un
aumento de la Vmax. La serotonina induce la exposicibn de mas sitios activos del complejo
enzimatico lo que se corroboré con un aumento en la unién de *H-ouabaina. En la actualidad se
conocen varios tipos y subtipos de receptores serotoninérgicos nombrados 5-HT1A a 5-HT7. €l
presente trabajo nos permitié obtener informacién sobre los sistemas de receptores
serotoninérgicos involucrados en la regulacion de la Na'/K'-ATPasa, utilizando un criterio
farmacoldgico.

Se midi6 la actividad de la bomba de Na'/K' en cuatro regiones cerebrales: corteza cerebral,
cerebelo, hipocampo y tallo cerebral. Se observd un aumento en la actividad de la enzima
dependienie de la concentracion con un agonista de receptores 5-HT1A, la 8-OH-DPAT, en
homogeneizados o en fracciones enriquecidas con membranas gliales de la corteza cerebral y en
el hipocampo. La espiperona, un antagonista 5-HT1A inhibié completamente ia respuesta a la 8-
OH-DPAT pero no a la 5-HT. Resultd muy interesante que la 8-OH-DPAT no tuvo ningdn efecto

sobre la actividad de la bomba de sodic en el cerebelo en donde el LSD, un agonista de los



receptores S5-HT6 mostré una respuesta dependiente de 1a dosis, muy similar a a obtenida con
5-HT. Se confirmé la faita de respuesta a ja 5-HT y a ofros agonistas en el tallo cerebral.

Todos estos resultados demuestran una vez mas que la serotonina modula la actividad de la
Na'/K'-ATPasa en astrocitos en el cerebro y no s6lo a través de un tipo de receptor
serotoninérgico. Nuestros datos apoyan que el receptor involucrado es diferente dependiendo de
la regi6n cerebral. En la corteza cerebral hay una regulacién parcial sobre la bomba de Na'/K', a
{ravés de receptores 5-HT1A, en el hipocampo hay una regulacion total por los receptores 5-HT1A
y en el cerebelo, son los receptores 5-HT6 los que estan involucrados especificamente. Los
resultados de esta investigacion aportan informacién nueva que penmite conocer mas
integralmente el mecanismo de la regulacion de la bomba de Na’' por la serotonina en el cerebro 10
que parece depender de las caracteristicas funcionales de cada region cerebral involucrando

. diferentes tipos de recepiores serotoninérgicos que en este €aso s& jocalizan en las células gliales.



SUMMARY

There are several intrinsic regulatory factors (Na', Mg™, ATP, K') or extrinsec ones like
hormones or neurotransmitters which modify the activity of the Na'/K'-ATPase in different tissues. it
has been shown that in several rat brain regions, serotonin (5-HT) modulates the Na'/K'-ATPase
activity. The higher response was observed in the regions rich in serotoninergic terminals such as
the cerebral cortex, hippocampus and striatum. Other experiments suggested that this modulation is
exerted on astrocytes through a specific serotonin receptor which has not been yet characterized.
In the implicit mechanism, the kinetics of Na'/K'-ATPase is modified in membrane preparations of
glial cells from brain or in cultured astrocytes with increase of the reaction rate by serolonin
inducing the exposure of more active sites of the enzyme complex confirned by an increase of the
*H-ouabain binding. Actually several types and subtypes of serotoninergic receptors are known
nameﬁ 5-HT1 to 5-HT7, which take parl in diverse functions. The present work allowed us to get
specific information on the serotoninergic receptor's system involved in Na'/K'-ATPase regulation
through a pharmacological approach.

The activity of the Na'/iK" pump was measured in four brain regions. A concentration-dependent
increase in the enzyme activity was observed with the 5-HT1A agonist, 8-OH-DPAT, in
homogenates or in fractiens enriched with glial membranes from the cerebral corlex and from the
hippocampus. Spiperon a 5-HT1A antagonist inhibited completely the response to 8-OH-DPAT but
not that to 5-HT. Interestingly 8-OH-DPAT had no effect on the Na'/K'-ATPase activily in the
cerebetlum where LSD, a 5-HT6 agonist elicited a dose-dependent response similar to that of 5-
HT. In the brainstem, a lack of response to 5-HT and orher agonists was confirmed.

Altogether these results confirm that serotonin modulates Na'/K'-ATPase activity in astrocytes
in the brain not through only one type of 5-HT receptor. According to the brain region the involved
receptor i‘s different. In the cerebral cortex there is a partial regulation by 5-HT1A, but in the
hippocampus there is a toial regulation by 5-HT1A and the cerebellum 5-HT6 seem to be involved

more specificaly.



The results from the present investigation give new information that allow a more integral
knowledge of the regulatory mechanism that serotonin exerts on the Na' pump in the brain,

involving different serotonin receptor's systems located in this case in glial cells.



INTRODUCCION

E! sisterna serotoninérgico cerebral.

Generalidades.

A mediados del siglo XIX se habia observado que un compuesto presente en el suero de
humano inducia un aumento en !a frecuencia cardiaca y respiratoria asi como un aumento en la
presidn sanguinea. Otros efectos consistian en un incremento en la peristalsis del intestino
delgado. Cuando se inici6 la caraclerizacion de 1a molecula vésoconstrictora encontrada en el
suero, se le lamo serotonina, y enteramina la que provocaba la contraccion en el intestino
(Rapport et al., 1948). Posteriormente se aisl6 el principio activo de ambas fuentes tisulares y sus
caracieristicas coincidieron con 1a 5-hidroxitriptamina o 5-HT. Twarog y Page en 1953, demostraron
la presencia de 5-HT en el sistema nerviosos central (SNC). Amin y col., en 1954 encontraron
concentracienes importantes en el hipotdlamo (Siegel et al., 1989).

La serotonina es producida por varios tipos de células, no sotamente a sintetiz'an las neuronas
sino también las células cromafines de la mucosa intestinal en los mamiferos y en otros animales
como reptiles, anfibios, peces y aves e incluso estd presente en los vegetales. La 5-HT no
atraviesa la barrera hematoencefalica y se ha demostrado que las neuronas sintetizan su propia
serotonina (McGeer et al., 1987). De hecho sélo del 1 al 2 % de la serotonina tolal, esta presente
en el cerebro.

Woolley y Shaw (McGeer et al., 1987) observaron que algunos compuestos como el acido
lisérgico o LSD que tiene una gran similitud con la serotonina por su naturaleza indol, altera los
patrones de cgmponamiento en los humanos y propusieron que las alteraciones en la transmision
serotoninérgica cerebral podrian ser la causa de algunas enfermedades mentales. Su hipotesis
permanece vigente sobre todo en relacién con algunas formas de depresion.

Existen estudios en los que se atribuye al sistema serotoninérgico cerebrat una participacion en
la regulacién de diversas funciones organicas como: el control de la temperatura corporal, la
secrecion endécrina, €l comportamiento sexual, el dolor, 1a bresién sanguinea y 1os mecanismos

fisiologicos del suefio (Siegel et al., 1989). Se ha observado que hay una alteracién en la conducta



alimentaria en cuanto a la seleccién de nuirimentos come consecuencia de la activacion del
sistema serotoninérgico producida por la desnulricion temprana en ratas (Diaz et al., 1993; Shor-
Posner y Grinker, 1986). Se ha descrito que el control temporal, se pierde en animales lratados con
agonistas de la 5-HT (Oscés y Heméndez, 1982). Por otra parte varios investigadores, entre ellos
Manjarréz et al (1988), Gromové et al., Ahmad y Zamenhof (Evrard y Minkowski, 1989) y Mercado
y Hemandez (1992) y Mercado et al (1998), han demostrado que la serotonina tiene una funcion
como un factor promotor en la diferenciacién neuronal en el cerebro fetal teniendo una influencia
iréfica durante el desarrollo cerebral.

El efecto general de la serotonina a nive! celular, es la disminucion en la excitahilidad neuronal.
£n Jas neuronas del hipocampo, la 5-HT disminuye la velocidad de disparo a través de un aumento
en la conductancia al K* (Segal, 1981). Pero también tiene efectos opuestos es decir facilitadores,
sobre la accién excitadora producida por estimulacién eléctrica, cerrando los canales de K+ y
también se le considera un neuromodulador (Siegelbaum et al., 1982). Lo anterior parece estar en
funci6n de la existencia de varios tipos de receptores, de los que se tratard mas adelante, de su
distribucién asi como de las vias de transduccién de sefiales intracelulares. De hecho se dice que
la serotonina tiene un mecanismo de accién metabotropico induciendo cambios tréficos, lo que
implica una serie de procesos quimicos en las células blanco (McGeer et al., 1987).

Los principales grupos de células serotoninérgicas cerebrales, se han determinado en la raia
utilizando técnicas inmunohistoquimicas (Steinbush, 1981 y Lidof, 1980), aunqué también se han
hecho detenminaciones en el cerebro de otros animales mostrandose una gran concerdancia entre
diferentes especies. De acuerdo a la designacion alfanumérca descrita por Dahlstrom y Fuxe
(1964), los principales grupos de células serotoninérgicas estan en el nucleo del rafe dorsal {grupo
B7), en e} niicleo superior central (grupo B8), en el nicleo del rafe magno (grupo B3), en el nucleo
del rafe obscuro (grupo B2) y en el nicleo del rafe palido {grupo B1) (McGeer, 1887). Aunque los
grupos cehares serotoninérgicos son muy pocos en el SNC, sus terminales son ubicuas, pues
cada area &el cerebro y de la médula espinal esta inervada. Estén inervados el diencéfalo, el
sistema limbico, el locus coeruleus, el nicleo del tracto solitario y el estriado. l.a distribucidon de

estas terminales se ha estudiado por histofluorescencia, autoradiografia e inmunocitoquimica y es
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muy similar en los diferentes grupos de vertebrados, lo que sugiere que este sistema es
filogenéticamente muy antiguo (Siege! et al., 1989). Por lo tanto, existe el consenso de que el
sistema serotoninérgico participa en la regulacion de diversas funciones cerebraies, como Se
menciond anles.

Los criteios que debe cumplir un compuesto para ser considerado un neurotransmiscr se
describen a continuacién. En una neurona tiene que existir una maquinaria biosintética capaz de
producir el neurotransmisor, los mecanismos de su transporte hacia la terminal y los de su
liberacién al espacio presinaptico. En las neuronas blanco deberian estar presentes los receptores
membranales que reconozcan al neurotransmisor. Este compuesto administrado exoégenamente
(agonista), sera capaz de reproducir el efeclo in vitro y 1a accién del neurotransmisor debe ser
bloqueada por antagonistas. Finalmente termina el efecto del compuesto por la presencia de un
aparato enzimatico que o cataboliza. De acuerdo a lo anterior, a serotonina cumple con todos 1os

criterios y por to tanto es considerado un neurotransmisor.

Sintesis de la serotonina

Las neuronas serotoninérgicas cerebrales captan el L-triptofano (L-Trp), que es el precursor
cuya concentracion en este 6rgano es de 30 uM aproximadamente. Debido a que los niveles de L-
triplofano en el plasma varian durante el dia, esto influye en los niveles de sintesis de la 5-HT
cerebral. Una vez captado el aminoacido, es hidroxilado por la enzima triptofano-S-hidroxilasa
{Jequier et al., 1969). Esla reaccién es e! paso limitante en la biosintesis de la serotonina.
Cualquier cambio en la aclividad de la misma, altera la velocidad de sintesis de la 5-HT y como
consecuencia se modifica el nivel de la serotonina. Debido a que la concentracién de L-triptofano
siempre es menor al valor de la conslante de Michaelis o Km, que es el parametro cinético que se
refiere a la afinidad de una enzima por su substrato, al administrar este substrato se produce un
aumento en los niveles de trptofano en el cerebro, en la actividad de la triptofano-5-hidroxilasa y
en 1a sintesis de la serotonina  (Manjarréz et al., 1988). El producto de esta reaccién es el

5-hidroxitriptofano. Existen varias drogas que bloguean esta reaccién como las anfetaminas y la
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cocaina y otras como |a p-clorofenilalanina que es un inhibidor competitivo que se une a la enzima
en el sitio activo (Hamon et al., 1881).

La siguiente reacci6n es la descarboxilacion del 5-hidroxitriptofano para producir serotonina. Es
catalizada por la enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa. Esta no parece ser una etapa limitante
pues la inhibicion de esta enzima no disminuye notablemente los niveles de serotonina. Todo esto
se lleva a cabo en el citosol de la terminal presinaptica y posteriormente por transporte activo ia
serotonina atraviesa las membranas de las vesiculas en donde se almacena en la temminal
presinaptica. El catabolismo de la 5-HT implica una desaminacién por la enzima moncamino
oxidasa dando como producto &cido 5-hidroxiindolacético que puede ser oxidado o reducido
dependiendo de los niveles del nicotina-adenina dinucleétido reducido u oxidado o NAD'/NADH en
e! tejido (Esquema 1).

En resumen, la velocidad de sintesis de la 5-HT esta limitada por la disponibilidad de triptofano,
de cofactores enzimaticos como las biopterinas, de O; y de Ca'’ pues el aumento en la sintesis de
5-hidroxitriptofano es dependiente de Ca™" ya que fosforilaciones dependientes de este ion
aumentan la Vimax de la triptofano-5 hidroxilasa (Manjarréz et al., 1994). La Vmax o0 velocidad

méxima es otro parametro cinético que se refiere al numero de sitios aclivos.

Receptores serotoninérgicos cerebrales.

Los neurotransmisores al igual que las hormonas actian sobre los receptores membranales
especificos siendo estos dltimos glucoproteinas que estan presentes en las membranas
postsinapticas en concentraciones menores de las de los neurotransmisores presinapticos que
actéian sobre ellos. Estos receptores se sintetizan en el citoplasma y se transporan a sitios
especificos en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica (Alberts et al., 1994).

Cada neurona tiene una variedad de receptores sobre su membrana y del repertorio que
contenga, dependeré su versatilidad sobre la capacidad de respuesta. Algunos compuestos Son
agonistas, es decir, imitan la actividad en este caso del neurotransmisor con una cinética muy

parecida y otros, son antagonisias lo que significa que su afinidad es alta pero bloguean la

|31



activacion de! receptor y la cascada de sedalizacion intracelular. Debe existir al menos un tipo de
receptor para cada neurotransmisor. En 1957 Gaddum y Picarelli propusieron que el efecto de la
serotonina estaba mediado por dos lipos de receptores diferentes, pero no fue sino hasta la
década pasada que la caracterizacion de diferentes receptores se ha realizado de manera
sistematica (Sanders-Busch, 1988). En especial existen diversos estudios de unién de compuesios
agonislas y antagonistas, que apoyan la existencia de subtipos de receptores serotoninérgicos.
Aunque en principio, se hablaba de receptores M (sensibles a morfina) y receptores D (sensibles a
dibenzilina) posteriormente se designaron como S1y S2, 5-HT1, 5-HT2, etc. Se hizo evidente la
necesidad de definir una terminologia para nombrar a los subtipos de receptores serotoninérgicos y
se decidié por el término de 5-HT1 hasta 5-HT7. Los receptores 5-HT1 estan involucrados en Ia
dilatacion arterial, en a inhibicion de la transmisién de sefiales en el simpético y la autoinhibicion
en el cerebro. Los receptores 5-HT2 participan en la agregacion de plaquetas. Los receptores
5-HT3 median el reflejo Bezold-Jarisch que consiste en una respuesta a la serotonina de
hipotensién como consecuencia de una bradicardia stbita y transitoria y también participa en la
liberacién de catecolaminas en el misculo cardiaco. Estan empezando a caracterizarse 103
receptores 5-HT4 de los cuales ya se tienen algunas evidencias en cerdos, involucrados en ia
taquicardia inducida por 5-HT y que no €s blogqueada por drogas que se unen a los receptores 5H1,
5H2 0 5-HT3 (Dumuis et al., 1988). En cuanto a los receptores 5-HT5, tienen una gran homologia
con los receptores de la familia 5-HT1 y se sabe que se expresan en la corteza cerebral, en el
hipocampo, en el bulbo olfatorio y en la capa granular del cerebelo pero aun no se conocen todas
las funciones en las que participan (Peroutka, 1994). Se clond el gen que codifica para un receptor
5-HT no descrito, que difiere en cuanto a las caracteristicas fisiologicas y en cuanto a la
distribucién en el SNC con respecto a otros y se designd 5-HT7 (Jakeman et al., 1994). la
clasificacién actual asi como las funciones en las que participan los receptores serotoninérgicos en
el SNC, se resumen en la tabla 1 modificada de Villalon et al (1995).

Se han considerado tres criterios para caracterizar a un receplor y definir el tipo o subtipo del

mismo: a) un criterio operacional que se refiere a la accion de drogas agonistas o antagonistas;
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Tabia 1.

Receptor Agonista Ki

Receptores serotoninérgicos

Antagonista  Ki

Mecanismo Localizacion

8-OH-DPAT 1-10nM NAN-190 0.6 nM septum,
buspirona 15 nM spiroxatrina 4 nM amigdala, y
5-HT1A  ipsapirona 15 nM propranotoi 55 nM AMPc corteza cerebral (1)
5-CT spiperona 1 uM hipocampo (2)
dopamina ketanserina
5-MDMT metiotepina 895 nM
WAY100635
piperazina 27 nM spiperona 1uM AMPc substancia
5-HT1B 5-CT cianopindolol 3 uM nigra, globus
CP93129 (3) GR55562 (3) pallidus y
$B216641 (3) subicullum
sumatripan 20 nM metergolina substancia
5-HT 2nM metiotepina nigra, globus
5.HT1ID 5CT 7 uM GR127935 (3) AMPC pallidus y
piperazina 2 nM subicullum,
metergolina corteza frontal (2)
LY694,247 (3)
5-HT 4 nM ketanserina
8-OH-DPAT metiotepina
5-HT1E TFMPP GTP-gama AMPC corieza cerebral
5-CAT
5-CT
5-HT metiotepina hipocampo y
5.HT1F  sumatripan 50 nM corteza cerebral
5CT
1-DOI metergolina corteza cerebral
H-DOB ketanserina 1-10 nM nicleo caudado
CH3-5-HT ritanserina complejo amig
5-HT2A spiperona fosfolipasa C daloide, talamo
mesulergina 0.1 uM e hipotalamo.
metisergida
LY53857 (3)
2Me-5-HT 500 nM MDL72222 5-50 nM
5-HTQ 17 nM zacoprida 1 nM
5-HT3 fenilbiguanidii 1 uM ondasetron 1-13 nM canales idnicos
1-3 clorofenil- 1.5 nM tropisetron 1nM

biguanidina

motoclopramida 0.2 uM




continuacion de {a tabia 1

Receplor

5-HT2B

Agonista Ki

Me-5-HT
BW723C86 (3)

Antagonista Ki

LY53857 (3)

Mecanismo Localizacién

amigdala, corle-
za, caudado e
hipotalamo {2)

renzaprida  5nM tropisetron hipecampo,
5-HT4 zacoprida 0.2 nM SDZ205-557 AMPc estriado, subs-
cizaprida SB204070 (3) tancia nigra y
5-HT 2 nM GR113808 (3) tubérculo olfatorio
BIMUS (3) amigdala (2)
Me-5-HT mesulergina plexo coroideo
5-HT1C o LY53857 (3} ganglios basa-
5-HT2C SB200646 (3) fosfolipasa C les, hipotdlamo
LSD 0.3 nM corteza cerebral,
5-HTS ergotamina hipocampo e
hipotalamo.
5-CT metiotepina estriado, tuber-
5-HT6  LSD amoxipina AMPc cule olfatorio,
clozapina corteza cerebral e
hipocampo y
amigdala (2)
5-HT7 LY215840 (1) AMPC talamo, hipo-
campo y sist.
limbico.
amigdala {2).

(1) Cushing, D. et al, 1996.
(2) Meneses, A and Hong, E. , 1997.
(3) Hoyer, D. And Mantin, G. , 1997.




b) un crterio estructural gque corresponde a la secuencia de aminodcidos y ¢} un criterio
transduccional que establece el mecanismo de sefales intracelulares a las que esta acoplado.

En resumen se puede observar que los receplores del tipo 5-HT1 estan acoplados al sistema de
adenilit aictasa a través de proteinas G del tipo inhibidor. Los receptores 5-HT2 estan acoplados al
sistema de recambio de fosfoinositidos. En lo que se refiere al sistema de receptores 5-HT3 estan
acopiados a canales idnicos de Ca’". Por Ultimo, los receptores 5-HT4 también estan acoplados al
sistema de adenilil ciclasa pero a través de proteinas G estimuladoras {Humphrey et al., 1993).
En cuanto a los otros tipos de receptores como 5-HTS5, 5-HTE€ y 5-HT7 no se lienen evidencias
suficientes de acuerdo a los criterios sefialados anteriormente y siguen caracterizandose.

Para conocer la distribucion de los subtipos de receptores 5-HT en el cerebro de la rata, se ha
estudiado la unidn de agonistas marcados con radioisélopos. A parlir de esos estudios se concluye
que en la corteza piriforme, el tubérculo olfatorio y el nicleo olfatorio anterior contienen los tres
subtipos de receptores 5-HT1, mientras que la capa plexiforme externa del buibo olfatorio es muy
rica en receptores 5-HT1A y la capa granular intema cortiene predominantemente sitios 5-HT1B.
En la neocorteza, las capas con mayor abundancia de receptores 5-HT1 son las 1V-VI con sitios
5-HT1A y 5-HT1B. La corteza fronlal contiene principalmente receptores del subtipo 5-HT1B
aunque fambién estan presentes los 5-HT1A y 5-HT1C. En cuanto a los receptores 5-HT2, son
muy abundantes en todas las capas y areas de la corteza cerebral. Ei hipocampo es una regién
con abundancia de sitios 5-HT1A y 5-HT1B y s6fo en el nudleo barafascibular que es la parle
posterior de esa region, hay una cantidad considerable de 5-HT2. En el complejo amigdaloide, e}
taiamo y e hipotdlamo, el subtipo con mayor densidad es el 5-HT1B. Sobre los receptores 5-HT3
apenas se han empezado a hacer estudios de distribucidn y sélo se sabe que estan presentes en
el sistema nervioso periférico y en el sistema nervioso central. No se han hecho esludios de
distribucién del resto de subtipos de receptores serotoninérgicos {Sanders-Bush, 1888).

Es clara la gran diversidad de receptores serotoninérgicos y mas que una excepcién, es un
fendmeno somdn en los sistemas biclégicos adn para otros receptores, enzimas, transportadores,

etc., lo que refleja que en el transcurso de la evolucidn, cuando surge una varianie con
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propiedades funcionales idéneas para determinado microambiente, se conserva al proporcionar

ventajas adaptativas a los individuos que la poseen.

Adenosin trifosfohidrolasa estimulada por Na'/K' dependiente de Mg™, (Na'/K'-ATPasa
o bomba de Na'/K").

Caracteristicas generales de la Na'/K* ATPasa cerebral.

La membrana plasmética le permite a la célula mantener las concentraciones de solutos en su
citoplasma, diferentes a las del fluido extracelular y en cada uno de los compartimentos
intracelulares rodeados por membrana. Las células han desarrollado mecanismos para transportar
nutrimentos a través de sus membranas, excretar productos de desecho o con alguna funcion en
los procesos de comunicacién y regular las concentraciones de diversos iones. En particular, al
generar diferencias de concentraciones iénicas a través de la bicapa lipidica, las membranas
tienen la capacidad de almacenar energia potencial en forma de gradientes etectroquimicos que se
utilizan en los procesos de transporte, en la transmision de seiiales eléctricas en células excitables
y en la sintesis de adenosin trifosfato o ATP (Alberts el al., 1994).

En los sistemas de transporte hay dos tipos de proteinas involucradas, las permeasas gque
reconocen compuestos especificos y experimentan una serie de cambios conformacionales que les
permiten transferir el soluto a través de la membrana y los canales iénicos que forman poros
hidrofilicos transmembranales. Estas proteinas realizan un transporie pasivo pues el movimiento
responde tanto a un gradiente de concentracidén como a un gradiente eléctrico (Stein, 1990).

Sin embargo las células requieren de proteinas que bombean ciertos solutos a través de la
membrana contra un gradiente electroquimico por lo que es necesario consumir energia, 1o que se
conoce como transporte activo. La actividad de estas proteinas esta acoplada a una fuente de
energia melabdlica, lal como ia hidrdlisis de ATP o un gradiente iénico. Tedos los procesos de
transporte activo en animales transportan cationes H', Na’', K y Ca’" (Damell et al., 1990). A ios
sistemas protéicos que lo realizan se les denomina bombas y aqui nos referiremos a las

caracteristicas de la bomba de Na' /K" 0 Na'fK” ATPasa.
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Las evidencias mas convincentes de que la hidrétisis de ATP provee la energia para que ocurra
el transporle de Na' y K, provinieron de experimentos realizados en fantasmas de eritrocitos en
los que las concentraciones de iones, ATP y drogas se pueden variar en ambos lados de la
membrana. Se encontrd que :

a) Eltransporte de Na' y K’ estd acoplado a la hidrlisis de ATP y que no se lleva a cabo uno sin
el otro.

b) Eltransporte de ionesy la hidrolisis de ATP solamente se llevan a cabo cuando en el exterior,
hay K+ y en el citoplasma hay Na' y ATP.

¢) Por cada molécula de ATP hidrolizado se bombean tres iones Na” hacia afuera y dos iones K’
hacia el citoplasma en células del cerebro (Horisberger et al., 1991), aunque esta refacion
puede variar dependiendo del tejido (Mercer, 1993).

En 1941 Dean sugiri6 la presencia de una bomba de Na+ en la membrana plasmalica de
células de animales, sin embargo fue Skou (1 957) quien demostrd en forma concluyenle que una
enzima que hidrolizaba ATP requeria ia presencia de Na' y K’ para su actividad. Lo que constituyo
una observacién muy valiosa para relacionar la bomba con esta ATPasa fue e! hecho de que un

inhibidor de la bomba, |la ouabaina, también inhibia a la ATPasa.

Funcion de la Na*/K’ -ATPasa.

La bomba de Na'/K" es un sistema enzimatico que hidroliza ATP y de acuerdo a la Comision de
Enzimas o EC que establece un sistema de nomenclatura internacional, es designada EC. 3.6.1.3.
que se refiere a que lleva a cabo una reaccién de hidrofisis, actia sobre un enlace anhidro y
especificamente es una fosfohidrolasa (Lehninger, 1994). Es 1a responsable de mantener
diferencias de concentracion de Na' y K' a través de la membrana. La concentracién de K’ en
promedio es 30 veces mayor dentro de las células que fuera y en caso del Na’ la situacion es
inversa, pues hay diez veces mds en el espacio extracetular. En las neuronas estan entrando y
saliendo continuamente pequeifias cantidades de Na' y K', respectivamente durante la propagacion

de impulsos nerviosos, a través de canales. Es Ia Na'/K® -ATPasa la que restablece el equilibrio
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entre los iones Na* y K’ que es la condicion en la que no hay flujo neto de estos iones a través de
ia membrana y reslablece el potencial de reposo de -70 mV, caracteristico de varios tipos
celulares. En el caso de las neuronas esto es crucial para su funcionamiento.

La velocidad de bombeo es regulada por fas concentraciones de Na“ intracelular y las
concentraciones de K' extracelular. Sin embargo bajo condiciones fisiologicas nommales las
concentraciones de Na+ intracelular generalmente es menor que la requerida para ocupar el 50%
de los sitios de Na' mientras que la concentracién de K+ extracelular es suficiente para ocupar al
maximo los sitios de K'. Por lo tanto la velocidad de bombeo estd mas influenciada por las
concentraciones de Na“ intracelular que por las de K* extracelular. Otros factores que influyen en la
actividad de ia enzima son las concentraciones de ATP, Mg™", adenosin difosfato o ADP y fosfato
inorganico o Pi (Stahl, 1986). Se ha medido la actividad especifica de la Na'/K’ -ATPasa en el
cerebro de 1a rata adulta la cual es de 13 pmoles de Pifmg de proteina/hr (Yoshimura, 1973). Los
sitios 0 nimeros de bombas de Na'/K* por unidad de membrana se pueden determinar por unidn
de 3H-ouabaina. En el SNC la bomba de Na'/K' esta concentrada en los nédulos de Ranvier y
procesos axonales finos, dendritas y membranas de células gliales que rodean a jos cuerpos
neuronales en el cerebro, cerebelo y en la médula espinal.

El complejo enzimético de la Na'/K'-ATPasa esta formado por dos subunidades o de 110 Kd y

2 B de 40 Kd aproximadamente. El complejo atraviesa la membrana plasmatica con segmentos

hidrofilicos que se extienden hacia el espacio extracelular y hacia el citoplasma. La subunidad o
tiene los sitios de union para el Na” y el ATP hacia la regién citoplésmica y para el K y la ouabaina
hacia la superficie extemna. Aunque no se conoce la funcién de Ia subunidad f se piensa que
participa en el ensamblaje del complejo proteinico en la membrana plasmatica (Stys et al., 1985).
Actualmente se tiene una explicacién parcial de cémo la hidrélisis del ATP esta acoplada al
transporte de iones. En una conformacién E1 del complejo enzimatico, hay gran afinidad por ATP
en el lado citoplasmico y esta unidn aumenta fa afinidad por los iones Na* . La unién de este ion
hace que el grupo fosfato terminal del ATP se transfiera a un residuo de acido aspartico que forma
parle del sitioc activo de la ATPasa. El estado E1~P induce un cambio conformacional a E2-P

durante el cual el Na* queda expuesto hacia el lado extracetular con una disminucién de su afinidad
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por el camplejo liberandose al espacio extracelular. Durante este proceso parle de ia energia libre
se ha disipado. En esta  conformacion el K' se une al silio extracelular de Ja enzima y i resto de
la energia libre se disipa al desfosforilarse la misma revitiendo det estado £2 a E1. En el nuevo
estado & K queda expuesto al lado citoplasmico y su afinidad por |a bomba de Na'/K™ disminuye,

jo que provoca su liberacién (Horisberger et al., 1991) (Esquema 2).
Isoformas del complejo enzimatico de la Na'/K® -ATPasa.

Las subunidades o y J tienen isoformas muitiples y son codificadas por varios genes. Las
isoformas. « muestran diferentes afinidades por los gluctsidos cardiacos y su distribucion se ha
estudiade de acuerdo a las caracteristicas de unién y movilidad electroforética (Sweadner, 1989).
La Na'/K' -ATPasa con mayor afinidad a la cuabaina contiene la subunidad o3, la de afinidad
intermedia contiene la subunidad o2 y la de muy baja afinidad, es la que tiene la subunidad o1
(Sweadner K. 1989). Se sugiere que las isoformas varian en cuanto a sus caracteristicas de
bombeo de acuerdo a las necesidades de cada tipo celular especifico. En el SNC se expresan las
tres isofeimas o a lo largo del desarrollo ontogénico pero en varias proporcione's dependiendo de
la regi6n y del tipo celular (Mercado y Hernandez, 1994). En la actualidad se considera que las
neuronas expresan las fres isoformas en varias combinaciones y que la glia expresa
principalmente las isoformas a1 y a2. El hecho de que las isoformas o sean productos de genes
diferentes indica que estan sujetos a una regulacion diferencial ain dentro de una misma célula,
adeﬁés de las regulaciones postraduccionales. También hay isoformas de la subunidad B, como
consecuesicia de varias formas de edicién postranscripcionales (Warrs et al.,, 1991). Antonelli y

colaboradores (1895), utilizaron la técnica de hibridacion in silu con sondas de oligonucledtidos

sintéticos y localizaron ARNm que codifican para tres isoformas de la subunidad o y una isoforma
de la suburidad B de la Na'/K' -ATPasa en el hipotdlamo de rata, haciendo ademas pruebas de
unién com >H-ouabaina mediante la técnica de autoradiografia cuantitativa y sus resultados

indicaron que la isoforma o3 est4 distribuida en la parte ventral media del hipotadlamo, el nucleo
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supradptico. el nicleo paraventricular y el drea hipotaldmica anterior. La isoforma a2 tuvo una

distribucién uniforme en el hipotalamo lo que sugiere su ubicaci6n en las células gliales.

Regutacion del complejo enzimaético.

Existen reguladores extrinsecos como son algunos neurotransmisores y homnonas que
modifican a actividad de la enzima (Herndndez, 1992). Por ejemplo se ha demostrado que la
hormona tiroidea induce la sintesis de ARNm de la Na'/K'-ATPasa en varios tejidos (Schmitt y
McDonough, 1986). Los corticosteroides aumentan la actividad de la bomba en el intestino
delgado y en el rifén influyendo en la regulacién del balance de sales y de agua. La insulina
también regula 1a actividad de la bomba en el musculo y en el cerebro al aumentar su afinidad por
el Na' y como ese aumento es bloqueado por monensina , la cua! inhibe el transporte de proteinas
a través del aparato de Golgi, se piensa que la insulina actéa en la translocacidn de las
subunidades de la Na'/K'-ATPasa a la membrana (Clausen y Flaiman, 1987). Algunos
neurotransmisores como la norepinefrina, la dopamina y 1a serotonina también estan involucrados
en la regulacion de la bomba de Na'/K' (Heméndez, 1992). Se ha descrito la estimulacién de la
misma por accién de la norepinefrina en tejido adiposo (Herd et al., 1970) y en membranas

sinaptosomales de cerebro de rata (Clausen y Formby, 1867).

Regulaci6n de la Na*/K'-ATPasa por serotonina.

Se ha demostrado que la estimulacion de la sintesis de la 5-HT por la administracion de
precursores serotoninérgicos como el L-triptofano o el 5-hidroxitriptofano, produce un aumento en
la actividad de {a Na'/K" -ATPasa en la corleza cerebral de rata (Hernandez, 1979). Yoshimura
(1973) observé que las catecolaminas aumentan la actividad de la Na'/K* -ATPasa en el cerebro
de rata. El mismo efecto se tiene con agonistas serotoninérgicos como la quipazina o la 5-OH-3
metoxitiptamina que aunque no son especificos de algin subtipo de receptor serotoninérgico,

inducen una aumento en la actividad de la Na'/K' -ATPasa. Es imporiante mencionar que los
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efectos de los agonistas se revierlen cuando se administran antagonistas como metisergida o
ciproheptadina (Hernandez, 1982) en ratas adullas.

En ratas en desarrollo en las que se provoca un aumento en la sintesis de serotonina, se
observé un aumento paralelo en la actividad de ta Na'/K' -ATPasa cerebral (Hernandez y
Chagoya, 1986). Sin embargo la activacion de la enzima por los agonistas de ia 5-HT durante el
desarrollo postnatal, se observa después del dia 15 (Hemandez. 1982). Loizou (1969) observé que
a partir de la tercera semana de edad postnatal, madura el sistema serotoninérgico y Zifa et al,,
(1988), describieron un aumento importante en el nimero de receptores y de sinapsis
serotoninérgicas en el cerebro de la rata. Por otra parte la gliogénesis también es un evento
postnatal lo que explica porqué la interaccidn entre el sistema serotoninérgico y la Na'/K'-ATPasa
aparece hasta este periodo del desarrollo.

En investigaciones realizadas por Herandez (1987), se demostré una respuesta en la
actividad de la enzima dependiente de la concentracién de serotonina, en diferentes regiones del
cerebro de la rata. La mayor respuesta correspondié a la coreza cerebral, al hipocampo, al
cuerpo estriado y al cerebelo. Todo lo anterior y en particular los estudios farmacolégicos iniciales
con agonisias serotoninérgicos que activan a la Na'fK'-ATPasa y antagonistas que neutralizan
dicho efecto, han permitido inferir que la actividad de la enzima cerebral es regulada a través de
un receptor especifico de la serotonina. El hecho de que las regiones en donde se observa mayor
actividad de la enzima es en aquellas inervadas por terminales serotoninérgicas y los resuftados de
experimentos de denervacion con 5,7-dihidroxitriptamina de estas mismas al nacimiento, que
induce una hipersensibilidad de la actividad de la bomba de Na'/K" a los agonistas, apoyaron
dicho planteamiento, sugiriendo ademas que se trata de un fenémeno postsinaptico (Fillion et al.,
1982).

Mercado y Herndndez (1992), iniciaron estudios para obtener mas informacion acerca del
mecanisme involucrado en la activacién por serotonina d.e la bomba de Na'/K™ en el cerebro. Asi
se estudié el efecto de la 5-HT sobre la cinética de la enzima con ATP, Na+ o K+ en
homogeneizados o en preparaciones subcelulares de corteza cerebral, asi como en preparaciones

de membranas gliales o neuronales. Sus resullados demuestran un incremento en la Vmax de la
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enzima inducido por 5-HT en los homogeneizados de la corteza cerebral en donde estan presentes
tanto membranas neuronales como gliales, pero dicho incremento no se observa en fracciones
sinaptosomales 0 microsomales que contienen principalmente membranas- neuronales. Lo anterior
sugiri6 que la isoforma de la _Na'lK’-ATPasa regulada por serotonina podria ser la de las célutas
gliales. Esta hipétesis fue apoyada por expenmenios €n preparaciones.de astrocitos o neuronas
cultivados, cuyos resultados demosiraron que la Na'/K™ -ATPasa estimulada por ia serotonina, es
la que se localiza en los astrocitos y no la de las neuronas {Mercado y Hernandez, 1992).
Resultados previos de Logan y O'Donovan (1976), apoyan dicha localizacién ya que no observaron
respuesta de la Na'/K'-ATPasa en membranas sinaptosomales. Los datos anteriores son un
ejemplo de la comunicacion funcional neurona-glia en el cerebro de los mamiferos fendmeno que
también se ha observado en invertebrados (Frixione y Hernandez, 1989).

Se sabe que un exceso de K' en el medio extracelular cerebral por anormalidades en el
transporte de este ion, altera las propiedades eléclricas de las peuronas COMO ocurre en la
epilepsia. Hernandez y Condés-Lara (1989), han observado que en ratas con kindling amigdalino
no hay respuesta de la Na'/K' -ATPasa a la serotonina en algunas regiones del cerebro. Frixione y
Heméandez (1989), han observado que la serolonina afecta la regulacion iénica, en particular de
Na' y de Ca'", como parte de los mecanismos de migracion de los granulos de pigmentos en los
fotoreceptores de crustaceos y que dicho fendomeno estd también mediado por la regulacion de la
bomba de Na‘/K' por la serotonina. Estos datos apoyan el papel funcional de este mecanismo de
regulacion de la bomba de Na' y K’ por serotonina, en el cérebro y sistema nervioso en diferentes
especies.

investigaciones realizadas por Antonelli y colaboradores (1998) al utilizar la técnica de
autoradiografia cuantitativa de la unién de aH-ouabaina, para reconocer la distribucion de la
Na'/K'-ATPasa sensible a la serotonina en el cerebro de la rata, concluyeron que la isoforma
involucrada en la respuesta a la 5-HT, puede ser la «2, con base en su afinidad por el giucésido.
Cuando se utilizan concentraciones de ouabaina del orden de 50 nM, el neurotransmisor no

modifica la unién del glucésido ya que esa concentracion comresponde a la isoforma de alta
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afinidad, 1a «3, en cambio a concentraciones mayores (1,500 nM) 1a isoforma que se activa es la

a2 que predomina en los astrocitos.
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OBJETIVOS

Investigar algunas caracteristicas de los receptores que parlicipan en la activaciéon por
serotonina, de la actividad de la Na'/K'-ATPasa observada en homogeneizados de diversas
regiones cerebrales, asi como en fracciones membranales gliales, utilizande un criterio

famacolégico a base de compuestos agonistas o antagonistas serotoninérgicos.

HIPOTESIS

Se propone que alguno(s) de los receptores serctoninérgicos ya descritos en la literatura o bien
uno diferente, esté(n) involucrado(s) en el mecanismo de interaccién entre la 5-HT y la bomba de

Na'/K", en las células gliales del cerebro de la rata.
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OBJETIVOS

Investigar algunas caracteristicas de los receptores que paricipan en la aclivacion por
serotonina, de la actividad de la Na'/K'-ATPasa observada en homogeneizados de diversas
regiones cerebrales, asi como en fracciones membranales gliales, ulilizando un criterio

farmacologico a base de compuestos agonistas o antagonistas serotoninérgicos.

HIPOTESIS

Se propone que alguno(s) de los receptores serotoninérgicos ya descritos en la literatura o bien

uno diferente, esté(n) involucrado(s) en el mecanismo de interaccion entre la 5-HT y la bomba de

Na'/K", en las células gliales del cerebro de la rata.

22




23

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico.

Se utilizaron ratas Wistar macho aduitos de 200 g de peso que se mantuvieron bajo condiciones
ambientales controladas de ciclos de luz-obscuridad 12h-12h, temperaturas de 20-24 °C y

fueron alimentados ad libitum.
Preparacion de los homogeneizados de cerebro.

Los animales se sacrificaron entre tas 9:00 y 12:00 AM e inmediatamente se, perfundio el
cerebro in situ con 15 mi de solucién safina isotonica fria que se inyectd en el ventriculo izquierdo
drenando a iravés de la vena cava inferior.

Se extrajo el cerebro y sobre una superficie fria se hizo la diseccién de las siguientes regiones
cerebrales: la corteza cerebral, el hipocampo, el tallo cerebral y el cerebelo. Se hormogeneizaron
por separado en 10 volimenes de una solucién amortiguadora Tris-HCI 50 mM a pH 7.4, con 10
pasos a 700 rpm en un homogeneizador de vidrio con una vastago de teflon de 0.25 mm de luz.
Se hizo la determinacién de proteinas por el método de Lowry et al (1931) para tener
concentraciones finales de 1 mg de proteina/ml. A estos homogeneizados se les midio la actividad
especifica de la Na'/K" -ATPasa como se describe mas adelante, en ausencia y presencia de

agonistas o antagonistas serotoninérgicos.
Obtencién de las fracciones enriquecidas con membranas gliales o neuronales,

Se utilizo el método descrito por Rose S (1967). Se disecd ia corteza cerebral de 5 ratas macho
adultos y se hicieron pasar primero a través de una malla de nylon de 100 pm de poro y después

de 40 um, frabajando en un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 conteniendo 100 mM de KCly
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Ficoll al 10%. E! filtrado se deposit6 en volimenes de 2.5 mi sobre un gradiente de Ficoll al 30% en
un amortiguador de fosfatos 10 mM pH7.4, 100 mM de KCl y 1.45 M de sacarosa y se centrifugod a
142,000 g por 45 minutos. Se obtuvieron cuatro fracciones de las cuales la interfase de Ficoll 10-
30% correspondio a la fraccion glial y la interfase Ficoll 30%-sacarosa a la fraccion neuronal. Cada
fraccién se resuspendi6 en el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4 en una concentracién final de 1
mg de proteina / ml para los ensayos de actividad enzimatica. El criterio de pureza de las
fracciones se determiné con la medicién de la actividad de una enzima neuronal, la trptofano-5-
hidroxilasa y 1a glial con la prueba de proteina fibrilar acidica (GFAP) (Mercado y Hernandez,

1982).
Medicién de 1a actividad especifica de Ja Na'/K*-ATPasa cerebral.

La actividad de la Na'/K’ -ATPasa se midi6 con el método usado por Heméndez (1979), por
triplicado en alicuotas de 50 pi del homogeneizado o de las fracciones enriquecidas con
membranas gliaies o neuronales. Se preincub6 el tejido durante 10 minutos a 37 °C en agitacién
constante en un incubador metabdlico con el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4 con MgCl,
6 mM, KCI 20 mM, NaCl 100 mM sin ouabaina para medir actividad total o con ouabaina 0.6 mM
para medir actividad especifica, en un volumen fina! de 150 pl. Se incubd el tejido con las
diferentes concentraciones de agonistas y/o antagonistas mencionadas en las tablas
correspondientes y ATP 3 mM durante 5 minutos a 37 °C en agitacidn constante. En los tubos en
los que se utilizé serotonina como agonista, se afadié pargiina 10 M, inhibidor de Ia
monoaminooxidasa para evitar ia degradacién del neurotransmisor, y se tuvieron los controles
correspondientes. La reaccién se detuvo afiadiendo 20 ul de acido tricloroacético frio al 50 %. Las
muestran se centrifugaron a 2,300 rpm durante 10 minutos y se tomaron 100 pl del sobrenadante
en donde se llevé a cabo la determinacién de Pi, producto de Ia hidrdlisis, con el reactivo a base de
acido sulfirico, molibdato de amonio y sulfato ferroso. El Pi se determind
espectrofotomnétricamente a 800 nm a los 10 minutos de iniciada la reaccién, de acuerdo al método

de Fiske C y Subbarrow Y. (1925).
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La actividad especifica de la enzima se obtuvo a partir de la diferencia entre la actividad total y

la actividad medida en presencia de ouabaina.

Los resuftados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Puesto que la forma de caracterizar al receptor de serotonina se planed a través de un criterio
farmacolégico, se utilizaron varios agonistas y/o antagonistas serotoninérgicos, haciendo curvas de
dosis respuesta sobre la actividad de 1a bomba de Na'/K'.

En priﬁcipio se hizo una curva de dosis respuesta a la 5-HT tratando de reproducir los efectos
reportados en la literatura por este neurotransmisor sobre la Na'fiK’ -ATPasa en homogeneizados
de la coreza cerebral (Hemandez, 1987 y Mercado y Hemandez, 1992). Se utilizaron
concentraciones de serotonina de 10 "M a 10 =M. Como se observa en la tabla Il y en la grafica
1, hay diferencias signiﬂcativas en la actividad de la enzima de |3 corteza cerebral, con respecto al
control. En todas las graficas y en las tablas presentadas en la tesis, se sefiala con un asterisco a
los tratamientos en fos que hay diferencias significativas con respecto a la actividad basal, los
datos de los controles. El mayor porcentaje de estimulacion se obtiene con una concentracion de
10% M de 5-HT aunque no hay diferencias significativas entre este tratamiento y las
concentraciones mayores.

Después de estos resuitados, se procedié a utilizar un agonista especifico de los receptores
5-HT1A (Gozlan et al., 1983) y determinar si este receptor estaba involucrado en la estimutacion
de |la bomba de Na'/K™ en la corteza cerebral. Como se observa en la tabla ill y grafica 2, hay un
incremento méximo en la actividad de la Na'/K'-ATPasa con la 8-OH-DPAT de un 29% con la
concentracién de 10 M, 1o que representa el 58 % de o obtenido con la 5-HT. Esto indica que
una parte de la estimulacion de ia enzima de la corteza cerebral, esta mediada por los receptores
5-HT1A. La diferencia del 47 % que responde a 5-HT est4 probablemente mediada por otro
receptor serotoninérgico, siendo un candidato el receptor 5-HT2 que estd reportado para esa
regién y porque en un experimento preliminar con ketanserina, un antagonista 5-HT2, se bloquea
esa estimulacién. Se hizo una serie de experimenios para ver si la S5-HT y la 8-OH-DPAT
actuaban sobre el mismo tipo de receptor usdndose simuftdneamente. El resullado mostr.() un
bloqueo total de la aclivacion de la bomba de Na'/K' (tabla IV y figura 3). Estos resultados

apoyaron nuestra propuesta de que la 8-OH-DPAT podria adivar a la enzima a través de los
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receptores 5-HT1A y la serotonina a través de otro receptor serotoninérgico diferente, aunque si
bien es cierto que |a serotonina se une a todos los sublipos de receptores serotoninérgicos, lo hace
con diferente afinidad y es probable que en las condiciones experimentales en las que se trabajo,
no tuviera las posibilidades de activar a los 5-HT1A pero si a otro subtipo de receptor. El bloqueo
de la activacion de la enzima por 5-HT pudiera deberse a que las vias intracelulares a las que
estan acoplados los receptores involucrados sean antagénicas. Cuando menos deberia
observarse el mismo porcentaje de estimulacién obtenido con la 5-HT sola cuando ambos
agonistas estan presenies, pensando que se ha alcanzado un nivel de saturacién. Esto sin
embargo podria explicarse tomando en cuenta que los subtipos de receptores serotoninérgicos
estan acoplados a diferentes sistemas de transduccién (Peroutka 1994; Martin y Humprey, 1994)
Por lo anterior, se decidié realizar algunos experimentos tratando de dilucidar el mensajero
secundario que media la respuesta para cada uno de los posibles receptores involucrados en la
estimulacion por la 5-HT y por la 8-OH-DPAT de la bomba de Na” y K’ | en la corteza cerebral,
manipulando algunos elementos de los sistemas de transduccién, como el AMPc y algunas
substancias como la isobutilmetil xantina y la toxina Pertussis, que nos pudieran explicar los
resultados anteriores. Los experimentos se describen mas adelaﬁte.

Con el objeto de tener otros elementos de especificidad sobre la participacién de los receptores
5-HT1A en la estimulacién de la Na'/K'-ATPasa, se hicieron otros experimentos, incubando el
tejido previamente durante 2, 4, 6§ o 10 minutos, con Ia espiperona un antagonista con cierta
especificidad sobre los receptores 5-HT1A, a una concentracion de 4 X 10 ° M. Los resultados se
muestran en la tabla Vy en la gréfica 4 y se observa que la estimulacion de la enzima por 5-MT no
se modifica de manera significativa cuando el tejido se incuba previamente con este antagonista
5-HT1A en ninguno de los tiempos de incubacién. Sin embargo, la activacién de la bomba de
Na‘/K’ por & agonista 5-HT1A, Ia 8-OH-DPAT se neutraliza totalmente por la espiperona, ain
con tiempos mas cortos de incubacién. Con lo anterior, se demuestra que efectivamente parte de
la respuesta de fa Na'/K'-ATPasa en la corteza cerebral estd mediada por los receptores 5-HT1A
enun 50 %y en la restante interviene otro fipo de receptor serotoninérgico. Sin embargo es de

flamar la atencién que no hay una disminucién de la estimulacién por 5-HT en presencia de
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espiperona, y la explicacion que se puede dar a esto como se menciond en parrafos anteriores,
es que bajo estas condiciones experimentales quiz4 los receptores 5-HT1A no son susceptibles a
activacion por 5-HT por estar desensibilizados quiza por efectos de saturacion, y la estimulacion
observada esta mediada por otro subtipo de receptor serotoninérgico.

Se sabe que la 5-HT estimula a la ATPasa de Na'/K" en astrocitos cultivados y en fracciones
enriguecidas con membranas gliales (Mercado y MHernandez, 1992), sin embargo no sabiamos
sobre que tipo celular actia 1a 8-OH-DPAT. Por lo tanto se hicieron experimenlos en fracciones
enriquecidas con membranas gliales ¢ neuronales de corteza cerebral como se describe en los
métodos. De acuerdo a lo que se muestra en Ia tabla V| y figura 5 se confirmé que la 5-HT no
estimuia la actividad de la bomba de sodio en membranas neuronales, incluso hay una inhibicién
como se ha descrito por algunos autores (Sastry y Phillips, 1992; Catarsi y Brunelli, 1991 y
Mercado y Heméndez, 19892). Tampoco el agonista 8-OH-DPAT, indujo ningan efecto sobre la
actividad de la enzima en la fraccion neuronal, lo cual no significa que no estén presentes los
receptores 5-HT1A en neuronas de la corteza cerebral sino que en esta regién parecen no estar
acoplados a |a actividad de la Na'/K'-ATPasa. Parece ser, por éstos y resultados previos que la 5-
HT reguia ia actividad neuronal activando mecanismos inhibitorios (Rodriguez de Lores, 1989)
sobre la enzima, aunque desde nuestro punto de vista preferimos hablar de una fatta de
estimulacion de la bomba neuronal por que los datos muestran mucha variabilidad. En cambio en
la fraccién de membranas gliales la 5-HT produjo una estimulacion de! 49.5% que corresponde a
la estimulacién observada en los homogeneizados de la corteza cerebral, y con una de
estimulacién del 18% con la 8-OH-DPAT sobre su control a una concentracion de 10 ~M siendo
un poce menor a la re_spuesla observada en el homogeneizado. Como se mencioné
anteriormente, no hay reportes de la estimulacion de la Na'/K'-ATPasa por la 8-OH-DPAT y la
modutaciér de la bomba glial a través de los receptores 5-HT1A, que también es un resultado
original det presente trabajo.

Para tener mas argumentos sobre la participacién de los receptores 5-HT1A en [a activacién de
la enzima glial, se utiliz6 nuevamente el antagonista 5-HT1A, la espiperona ya que de ser cierta

nuestra suposicion, al incubar previamente con la espiperona , deberiamos observar un bloqueo de
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la estimulacién inducida por la 8-OH-DPAT en glia. Como se observa en la tabla VIl y figura 6,
conforme se aumenta la concentracion de la espiperona , se bloquea la accién de la 8-OH-DPAT
en las fracciones gliales de |a corteza cerebral y no tuvo efecto sobre la estimulacion producida
por la 5-HT en esta misma fraccion. En {a fraccién neuronal la espipercna ni neutraliza 1a inhibicion
de la Na'/K'-ATPasa por la 5-HT ni afecta la actividad basal obtenida con la 8-OH-DPAT. Esto es
otro argumento en favor de que una parte de la poblacion de los receptores involucrados en la
respuesta en esla region cerebral, son del subtipo 5-HT1A, que se localizan en las células gliales y
muy probablemente en los astrocitos. Apoyando esto, Whitaker-Azmitia et al (1993) han reportado
la presencia de receptores 5-HT1A en astrocitos in vivo con técnicas de hibridacion in situ en varias
regiones cerebrales, entre ellas la corteza cerebral.

Regresando al punto del efecto nulo que se observé al incubar el homogeneizado de corteza
cerebral en presencia de la 5-HT y 1a 8-OH-DPAT y pensando en que la sefial intracelular que se
genera al unirse la 8-OH-DPAT a los receptores 5-HT1A y la que se genera con la 5-HT al unirse al
olro subtipo de receptor son antagénicas, se decidié hacer algunos experimentos utilizando el
AMPc por fos antecedentes que se tienen de que los receptores 5-HT1A en el sistema nervioso,
estan acoplados al sistema de la adenilato ciclasa negativamente. Por lo anterior y por no contar
en el laboratorio con un sistema para medir niveles de AMP¢ se decidié medir la activacion de la
enzima en presencia de AMPc en homogeneizados de corteza cerebral, esperando un bloqueo de
la respuesla observada previamente con 8-OH-DPAT si de manera natural, esto produce una
inhibicién de la adenitato ciclasa. Aunque se hicieron pruebas a diferentes tiempos de incubacion,
s6lo se muestran los resultados obtenidos con incubaciones de cinco minutos con AMPc. En la
tabla Vill se observa una estimulacién del 28% con AMPc lo que significa que por si solo este
mensajero intracelular induce una activacion de fa bomba. La respuesta observada por 5-HT fue
del 51% y por 5-HT y AMPc fue del 44% en presencia de ambos. Sin embargo estos experimentos
no garantizan que el AMPc sea el mensajero secundario a través del cual estén actvando los
receptores serotoninérgicos sobre la Na'/K'-ATPasa y parecen contradictorios con lo que sabemos
acerca de los sistemas de transduccion del receptor 5-HT1A, que al aclivarse hacen que

disminuyan los niveles del AMPc. Vimos que era necesario experimentar en las fracciones
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enriquecidas con membranas gliales o neuronales para saber en qué tipo celular se estaba
produciendo el efecto del AMPc. Los resultados se muestran en la tabla IX y figura 7 y la
estimulacién con AMPc resulté ser sobre la fraccidn neuronal. En la fraccién glial el AMPc¢ redujo 1a
activacion producida por la 5-HT. Cuando se utilizo la 8-OH-DPAT en combinacién con el AMPc¢, lo
que se obtuvo fue una inhibicidn total de la estimulacién de la bomba gliat.

Todo esto indica que los receptores 5-HT1A gliales sobre los que act-ﬁa la 8-OH-DPAT, en
efecto estdn acoplados al sistema de la adenilato ciclasa inhibiéndola vy en condiciones naturales
fa disminucién en los niveles del AMPc sean [os responsables de activar algunas proteinas del tipo
de las kinasas que fueran directamente las responsables de estimular a ta Na'/K'-ATPasa, como
esta reporiado por varios autores aunque en otros sistemas biolbgicos (Bertorelio et al, 1991;
ibarra et al, 1993 y Middleton, 1993). Por otro lado pareceria que ia 5-HT se une a
algin tipo de receptor serotoninérgico de los que de acuerdo a la literatura, estan acoplados a
proteinas Gp como los 5-HT2A, 5-HT2B o 5-HT2C. Se denomina Gp las proteinas G acopladas
ala fosfolipasa C. También es probable que el efecto del AMPc sea inespecifico ya que existen
algunos trébajos en los que se reporta la regulacién de la bomba de sodio al incrementarse los
niveles del AMPc por unién de varias hormonas o neurotransmisores a sus respectivos receptores
como la epinefrina, norepinefrina y dopamina y cuando menos en astrocitos se han reportado
receptores adrenérgicos, colinérgicos, a GABA, a glutamato, y a neuropéptidos.

Tratando de obtener mas elementos acerca de la participacién del AMPc como mensajero
intracelular en 1a activacion de la Na'/K'-ATPasa en la corteza cerebral, se utilizé la isobutil
metilxantina, un inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc, Ia enzima que hidroliza este compuesto y
lo inactiva, se us6 en combinacién con el AMPc y la 8-OH-DPAT. La idea de utilizar Ja xantina fue
la de mantener efevados el nivel de AMPc enddgeno. Los resultados se muestran en la tabla Xy
la gréfica 8y lo que se observd fue que en Ia fraccion glial se redujo 1a respuesta a la 8-OH-DPAT
en un 60% y se not6 una tendencia a disminuir la actividad basal de la Na*/K' -ATPasa cuando se
utilizé simultdneamente el AMPc¢ y la xantina. En 1a fraccién neuronal, los efectos son exactamente
l0s opuestos, la xantina tendid a potenciar el efecto estimulatorio del AMPc. Estos resultados son

acordes a los observados con el AMPc como se esperaba. Existen varios repories (Ewart y Klip,
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1095) que refieren inhibicién de la bomba de sodio cuando se incrementan los niveles de AMPc por
efecto de la forskolina que estimula a la adenilalo ciclasa, de isobutil-metilxantina y de teofilina,
siendo esta dltima un inhibidor de la fosfodiesterasa del AMPc, y de manera inversa se reporia
una estimulacion de la Na'/K'-ATPasa cuando se activan las fosfatasas.

Todo lo anterior explica los resultados obtenidos con la 8-OH-DPAT y la 5-HT ya que la primera
es un agonista 5-HT1A y este subtipo de receptores estd acoplado a proteinas Gi y por tanto 1a
unién del ligando proveca inhibicion de la adenilato ciclasa, lo que sugiere que sea el mecanismo
de estimulacién de la Na'/K' -ATPasa glial a través del sistema receplor 5-HT1A y que la
estimulacién restante por la 5-HT pudiera ser a través de ofro subtipo de receplor serotoninérgico
acoplado a proteinas Gp, como los 5-HT2A, 5-HT2B o 5-HT2C, como ya se menciono.

Otro elemenio experimental para tener mas informacién respecto a la participacién de las
proteinas G es utilizando la toxina Periussis que se une especificamente a este tipo de proteinas G
e impide que se lleve a cabo la cascada de sefalizacion intracelular, por lo que se hizo una serie
de experimentros en homogeneizados de corleza cerebral. Se llevaron a cabo preincubando el
tejido durante cuatro horas en agitacion constante a 30 °C utilizando concentraciones de 1, 5, 10 y
50 uM de toxina Pertussis. Los resultados obtenidos demuestran que la actividad de {a Na'/K'-
ATPasa es ligeramente menor cuando se incuba el telido por tiempos largos (4 horas) pero sin
diferencias significativas con la actividad basal de |la enzima con respecio a las preincubaciones
normales de 10 minutos. La preincubacion con Pertussis en todas las concentraciones utilizadas ,
previo a la incubacién con 5-HT no produce ningun cambio sobre la estimulacion de la Na'/K'-
ATPasa. Sin embargo cuando el tejido se preincuba con la toxina y posteriormente con la 8-OH-
DPAT, se bloquea la respuesta observada con el agonista de una manera dosis dependiente, lo
que puede interpretarse como una prueba mas de que en este sislema son los receplores 5-HT1A
acoplados a proteinas Gi que al ser inactivadas por la toxina, blogquean la secuencia de sefiales
que finalmente llevan a la estimulaciéon de la enzima (tabla Xl y figura 9).

Ademas de la presencia de los receptores 5-HT1A en la corteza cerebral, existen varios
trabajos en donde se reportan su presencia en astrocitos de hipocampo (Carzon et al, 1996 y

Whitaker-Azmitia et al 1993) y por ello decidimos investigar si en esta regién también estan
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acoplados los receplores 5.HT1A a la regulacion de la Na /K -ATPasa , como S¢€ demostro en 13
corleza cerebral.

Evaluamos el efecio de la 5-HT y la 8-OH-DPAT en homogeneizados de hipocampo y 05
resultados se muestran en ia tabla Xl y figura 10. Los datos nos sugieren que en el hipocampo, 12
estimulacion de ia Na' /K’ -ATPasa también s @ través de 10s receptores 5.HT1A y a diferenciade
o observado en ia coteza cerebral, 12 respuesta inducida por la 8.OH-DPAT fue igual a F:]
provocada por la 5.HT. La diferencia en 1a magnitud de la aclivacién de la bomba de sodio quizé
se deba a que es menor Ja poblacion de receptores que reconocen a la 5-HT en el hipocampo,
comparado con el de la poblacion de receptores que |a reconocen en ia coneza cerebral 0 hay
diferencias en la afinidad por los agonisias. En la literatura tampoco esta reportado un efecto
estimulatorio de la 8-OH-DPAT sobre la bomba de Na'/K™ en el hipocampo. Hernandez (1987), ya
habia reportado la estimulacién de la Na' /K -ATPasa por serotonina en esta region pero sin
identificar al receptor serotoninérgico responsable. Es muy probable que esta activacion sea
también sobre la bomba glial considerando los resultados en astrocitos cultivados (Mercado Yy
Hernandez, 1992). Whitaker-Azmitia et al (1993) han reportado 1a presencia de receptores 5-HT1A
en astrocitos de hipocampo, no en neuronas y apoyados €n esta informacién suponemos que ja
respuesta de estimulacién se presenta en los astrocitos.

Con respecto a la presencia de este tipo de receptores €n otras regiones cerebrales, Verge et al
(1991), sefialan que €5 muy reducido el numero de receplores 5.HT1A en el cerebelo de ratas
adultas aunque estos son muy abundantes en los primeros dias postnatales y conforme
transcurren los dias se “diluyen” quedando en menor densidad. Considerando lo anterior Se€
hicieron algunas mediciones de actividad de la Na' /K -ATPasa en homogeneizados de cerebelo de
rata adulta en respuesta a la 8-OH-DPAT la que de acuerdo a la baja densidad de estos
receptores no deberia tener ningtn efecto o muy bajo. Los resultados se muestran en ja tabla Xill y
en la figura 11 en donde se observo un porcentaje Maximo de estimulacion con 5-HT, del 42% con
respecto a la actividad basal y en efecto, lo mas importante fue la observacién de que €en el
cerebelo a diferencia de la corleza cerebral y del hipocampo, |a 8-OH-DPAT no tuvo efecto sobre

|a actividad de la enzima, con ninguna concentracion. Esto nos indica que en la respuesta de la
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Na'/K'-ATPasa a agentes serotoninérgicos en el cerebelo, no participan los receptores 5-HT1A y
la serotoniﬁa debe estar actuando sobre otro subtipo de receptores serotoninérgicos, y como lo
sefialamos mas adelante, muy probablemente a través de los 5-HT6 que estan presentes en esta
regién en la rata adulta (Kohen, 1996). Puesto que los receptores 5-HT1A son muy abundantes en
el cerebelo de ratas recién nacidas , hubiera sido interesanie medir el efecto de la 8-OH-DPAY
scbre la adlividad de 1a bomba de sodio en esta etapa de desarrollo postnatal, sin embargo no era
parie de nuestro objetivo estudiar la regulacién de la enzima a lo largo del desarrollo y porque
también considerando las investigaciones realizadas por Loizou (1969), quien reporta que es a
partir de la tercera semana del nacimiento cuando se inicia el periode de maduracién del sistema
serotoninésgico en el cerebro de ia rata, y por otro lade Hemandez (1982), observd que la
respuesta de la bomba de sodio cerebral ala 5-HT aparece a partir del dia 21 postnatal.

Con base en lo anterior se hicieron experimentos para medir la actividad de 1a Na'/K'-ATPasa
en homogeneizados del cerebelo en presencia de diferentes concentraciones de LSD, el acido
lisérgico, que aunque no es un agonista especifico, tiene una alta afinidad por los receptores 5-
HTE. .

Los resultados mostrados en la tabla XIV y en la figura 12 sefalan una estimulaciéon de la
Na'/K'-ATPasa en el cerebelo con el LSD, de la misma magnitud que la que se obtiene con
serotonina aunque se requieren concentraciones mayores a 10 “*M de LSD para observar el
efecto, 1o que puede explicarse quizd por diferencias en la afinidad de los receptores 5-HT6 a
serotonina con respecto al LSD. Por otra parte también se probd el efecto de este agonista en la
corteza cerebral en donde el LSD no induce activaciéon de la enzima. Todo lo anterior apoya pues
la participacion del sistema receptor 5-HT6 en la regulacion de la Na'/K'-ATPasa en el cerebelo
ya que su agonista induce una activacion de la misma intensidad que la 5-HT.

Debido a que surgi6 la inquietud de que la serotonina estuviera actuando no necesariamente a
través de los receptores sino de los sistemas de captacion de serclonina, se llevaron a cabo
experimentos  utilizando compuestos que interfieren especificamente con los sistemas de
captacion del neurotransmisor , tanto en fas células neuronales como en las gliales , como la

fluoxetina. En lo que se obtenia 'a droga y puesto que en la literatura esta reportado que el sistema
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de caplacién de 5-HT esta mediado por Na“ (Vijendra y Kimelberg, 1994. Amundson et al.. 1992
Fuller y Wong. 199 ), decidimos hacer algunas pruebas preliminares de estimulacién de la bomba
de sodio con 5-HT en homogeneizados de corleza cerebral en ausencia de Na® vy asi tener
informaci6n sobre 1a posible participacion de estos sistemas en la regutacion de fa Na /K™ -ATPasa
cerebral. Debe sefialarse que no es una ausencia total de Na+ al no afadirse al amortiguador de ia
mezcla de reaccidn ya que hay Na+ enddgeno en el tejido.  Las pruebas consistieron en medir la
aclividad de la bomba de sodio en homogeneizados de corleza cerebral en presencia de 5-HT
incubando sin Na' . Pueslo que el Na° es un elemento que forma parte de la mezcla de
incubacién, se le sustituy6 por colina para no modificar la osmolaridad de ta solucion. La actividad

de ia Na'/K'-ATPasa con 5-HT en presencia de Na* fue de 8.3 + 0.37 umol de Pi/fmg/h (controies)

y en ausencia del mismo fue de 7.2 + 0.24 ymol de Pimg/h . Los resultados mostrados en la tabla
XV sefialan que no hay diferencias significativas en los porcentajes de estimulacion con la 5-HT
(47 y 40% respectivamente), con respecto a la actividad basal. Si el sistema de captacion de
serotonina estuviera involucrado en ta estimulacion de la Na' /K -ATPasa, los resultados deberian
haber dado diferencias significativas entre las dos condiciones probadas. Para tener elementos
mas especificos se hicieron otros experimentos con fracciones enriquecidas con membranas
gliales de corteza cerebral, bajo las mismas condiciones. Aunque los porcentajes de estimulacion
de la enzima son menores que los obtenidos con los homogeneizados (37% en presencia de Na™ y
31% en ausencia del mismo), no hay diferencias significativas entre ellos, lo cual es otro argumento
en favor de que la estimulacién esta mediada por receptores y no a través de los sistemas de
captacion (uptake).

Una vez que se obtuvo la fluoxetina, se llevaron a cabo experimentos de la siguiente manera:
Se hicieron preincubaciones de homogeneizados de la corteza cerebral con fluoxetina a
concentraciones de 5, 10 y 50 uM durante 5, 10 y 15 minutos. Posteriormente se incubd el tejido
con 5-HT (10 ~> M) teniendo los respectivos controles. Los resultados se muestran en la tabta XVI
y en la figura 13 en donde se observa que no hay diferencias significativas entre e! porcentaje de
estimulacién de la bomba de sodio por serotonina y por 5-HT cuando su captacion es inhibida por

la fluoxetina, con ninguna de tas concentraciones utilizadas y para ningan tiempo de incubacion, lo
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que amplia y confirma lo observado en ausencia de Na’, que el efeclo del neurotransmisor no es a
través de un sistema de captacion sino a través de ios receptlores membranales. Se repitié el

mismo esquema del experimento anterior utilizando las membranas gliales y los resultados fueron

muy similares (tabia XV y figura 14).
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CONCLUSIONES

Se confirmé Ia estimulacién de la Na'/K'-ATPasa por serotonina en la corteza cerebral, en el

hipocampo y en el cerebelo,

La respuesta de activacion de la enzima no es a través de los sistemas de captacion de 5-HT,

sino de receptores serotoninérgicos.

Por primera vez se demostré que los receptores 5-HT1A median la estimulacién de la Na'/K’-

ATPasa gliai, en la corteza cerebral y en el hipocampo.

La serotonina y la 8-OH-DPAT, inducen un bloqueo de la estimulacion, cuando ambos
agonistas estan presentes . Los resultados obtenidos con AMPc, xantina y la toxina Pertussis
sugieren que la 8-OH-DPAT media su efecto sobre Na'/K'-ATPasa glial, disminuyendo los

niveles de AMPc y la 5-HT provoca lo opuesto.

En el cerebelo, los receptores 5-HT1A no participan en |a estimulacion de la bomba de sodio y

es a través de los receptores 5-HT6 que se transduce la respuesta.

Lo anterior nos permite proponer que la estimulacion de la Na'/K'-ATPasa por serotonina,

involucra un sistema receptor diferente en cada area cerebral. Aunque nada se sabe sobre la via

de sefializacion que activa a la bomba de sodio glial mediada por neurotransmiscres, nuestros

resuitados indican que los receptores 5-HT1A en glia regulan la actividad de la adenilato ciclasa

acoplada a proteinas Gi en la corteza cerebral. Recientemente se demostrd en otro sistema

receptor, 5-HT2A la activacion de la fosfolipasa C, olra via de senalizacidén, en astrocitos

cultivados. Este podria ser el mecanismo de estimulacién de la Na'/K'-ATPasa en corteza cerebral

que no es explicado por los receplores 5-HT1A.
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7) La presencia de varios tipos de receptores en las distintas regiones cerebrales muestran la
complejidad con la que los astrocitos responden a cambios metabdlicos locales, lo que apoya su
participacion en el mantenimiento de los niveles de K+ en los microambientes de cada regién. Este
trabajo da mas argumentos de la relacion funcional entre las neuronas serotoninérgicas y las
células gliales y proporciona evidencias de sistemas receptores especificos que median la

actividad de la bomba de sodio por serotonina.
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TABLA II. Curva de dosis respuesta a la serotonina sobre la actividad de la Na'/K*-ATPasa

en homogeneizados de corteza cerebral de rata,

Serotonina Actividad especifica Estimulacion con respecto al controi

%)) (wmol de Pifmg/h) (%)

controi 7.4 +0.52 (Actividad basal)
107" 8.06 + 0.42 8.9

10 ™" 8.26 + 0.37 116

10710 8.31+0.58 12.3

10°° 9.14+0.76 * 235

1078 9.441+0.71* 276

107 10.01 £0.62 * 357

167° 11.05+£0.74 * 493

103 10.91 £0.83 * 47.4

10 ™ 10.85+0.80 * 46.6

1073 10.98+0.72 * 48.4

Se muestran los promedios

tla d.e. de 10 experimentos por triplicado. Ei asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA 1ll. Curva de dosis respuesta a la 8-OH-DPAT sobre 1a actividad de la Na'/K'-ATPasa

en homogeneizadas de corteza cerebral de rata.

8-CH-DPAT Actividad especifica Estimulacion con respecto al control
(M) {umol de Pi/mg/h) (%)
control 8.42 +0.33 .-
5X107° 9.45 + 0.76 12.2
10°® 10.18 £+ 0.66 * 209
10~ 10.63+0.70 * 26.2
10° 10.52+0.83 * 24.9
10 10.60£0.81 * 25.9
10 10.69+0.52 * 27.0
107 10.86 +0.74 * 28.9
5-HT (10 9 12.70 £0-93 * 50.8

Se muestran 1os promedios * la d.e. de 7 experimentos por triplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA IV. Estimulacion de la Na'/K*-ATPasa de homogeneizados de corteza cerebral en
presencia de 5-HT, 8-OH-DPAT o incubando simultaneamente c¢on ambos agonistas

manteniendo constante la concentracion de la 5-HT y cambiando las concentraciones de la

8-OH-DPAT.
Agonisia Actividad especifica Estimulacién con respecto al control
M) (umol de Pifmg/n) (%)
control 7.8+0.29 -
S5-HT 114052 * 46.2
(1079
8-CH-DPAT 96+038 " 231
(10 )
5-HT+8-OH-DPAT 91+04" 16.6
(10 %)
5-HT+8-OH-DPAT 861027 10.3
(107)
5-HT+8-OH-DPAT 79 +0.31 1.3
(107
5-HT+8-OH-DPAT B.0 £0.36 ' 25
(1079

Se muestran los promedios + d.e. de tres experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y [0s controles con una p <0.05.

40
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TABLA V. Estimulacion de la actividad de la Na'/K'-ATPasa en homogeneizados de corteza
cerebral, por 5-HT (10 -3 M) o 8-OH-DPAT (10~ M) incubando previamente el tejido con un

antagonista 5-HT1A, la espiperona, durante 2,4, 6 y 10 minutos.

Preincubacion c/espi-  Tratamiento Actividad especifica Estimulacién sobre el control
perona (minutos) {(nmol Pifmg/h) (%)

2/sin control 8.39+£0.28 ==

2/sin 5-HT 1535+087* 829
2/con 5-HT 1482+091* 76.8
2/sin 8-OH-DPAT 10.21 +0.42* 2186
2/con 8-OH-DPAT 9.14 037 8.9
4/sin control 941 + 060 ---

4/sin 5-HT 1524 +0.96 61.9
4/con 5-HT 1484 +1.02 * 57.7
4/sin 8-OH-DPAT 11.9 146"~ 26.5
4/con 8-OH-DPAT 9.59 +0.8 1.9
6/sin control 9.63 +0.59 ---

6/sin 5-HT 17.33+£1.95 * 79.9
6/con 5-HT 1646 + 148 * 709
6/con 8-OH-DPAT 1194 +0.89 * 239
&/con 8-OH-DPAT 9.5 £0.39 -1.4

41
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Continuacidn de la tabla V

10/sin control 9.50 +£0.74 ---
10/sin 5-HT 1719t16 80.9
10/con 5-HT 17.060+1.18 * 78.9
10/gin 8-OH-DPAT 10.15+08 ~ 211
b 10/con 8-OH-DPAT 8.55 £ 0.37 2.0

Se muestran los promedios + d.e. de cuatro experimentos por triplicado. E| asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p <0.05.
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TABLA Vi. Estimulacion de la Na'/K'-ATPasa de fracciones enriquecidas con membranas

gliales o neuronales de corteza cerebral incubadas con 5-HT (10 ° M) o 8-OH-DPAT a

diferentes concentraciones.

Fraccion Agonista Actividad especifica Estimulacion con respecto al control
(M) {umol Pi/mg/h) (%)
control 11.2+ 0.28 ---
5-HT 16.7 £0.92* 491
8-OH-DPAT 11.51£0.53 26
(1079
glial 8-CH-DPAT 12.0+0.56 71
(107)
8-OH-DPAT 13.2+061" 17.9
(1079
8-QH-DPAT 129+07" 15.2
(1079
control 96+ 0.51
5-HT 8.5+0.62 -11.5
8-OH-DPAT 9.9 £ 0.43 31
(1079
neuronal 8-OH-DPAT 9.4 +0.49 23

(107

43
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Continuacion de 1a tabla Vi

8-OH-DPAT 10.0 £+ 0.55 4.1
(107

8-OH-DPAT 991038 31
(107)

Se muestran los promedios + d.s. de tres experimentos por sextuplicado. El asterisco s refiere a

diferencias significativas entre |os tratamientos y los controles con una p < 0.05.

44
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TABLA VIi. Estimulacién de la Na'/K*-ATPasa de fracciones enriquecidas con membranas
gliales o neuronales de corteza cerebral incubadas por 5 minutos con espiperona a

diferentes concentraciones previo a la incubacién con 5-HT (10 'SM) o 8-OH-DPAT (10 '5M).

Fraccion Agonista Adlividad especifica Estimulacién con respecto al control
(M) {(wmol Pilfmg/h) (%)
glial control 10.7 + 0.28 -~
5-HT 14.8 + 0.63" 383
5-HT+espiperona 14.4 + 0.49* 345
(107
5-HT+espiperona 14.1 £ 0.37* 318
(107
S5-HT+espiperona 14.0+0.71* 30.8
(1079)
5-HT+espiperona 14.1 + 0.52* 31.8
(107
8-OH-DPAT 13.310.35* 24.3
8-OH-DPAT+espiperona 12.5+0.43* 16.8
(1079
8-OH-DPAT+espiperona 120105 12.1
(107)
8-OH-DPAT+espiperona 11.1+ 0.41 37
(107)
8-OH-DPAT+espiperona 10.8 £ 0.33 0.9
(107)




Continuacién de la tabla VIl

neuronal control
5-HT
5-HT+espiperona
(1079
5-HT+espiperona
(107)
5-HT+espiperona
(1079
5-HT+espiperona
(107)
8-OH-DPAT
8-OH-DPAT+espiperona
(107)
8-OH-DPAT+espiperona
(107
8-OH-DPAT+espiperona
(107
8-OH-DPAT+espiperona

(1079

81+ 05

7.1 10467

84 +031

811045

7.110.39"

86042

95047

9.7 +0.38

951036

9.6 £ 0.38

951042

-11.1

-22.0

4.4

6.6

44

55

44

40

Se muestra el promedio + d.e. de tres experimentos por sextuplicado. El aslerisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA VIII. Estimulacién de la Na'/K'-ATPasa en homogeneizados de corteza cerebral en

presencia de 5-HT {10 M) y/o AMPc 100 nM con 5 minutos de incubacion.

Tratamiento Actividad especifica Estimulacién con respecto al control
(pmol Pifmg/h) (%)
control 88+ 037 -—
« 5-HT 13.3+0.66 51.1
AMPc 11.310. 49 28.4
S-HT+AMPc 12.7 + 0.66 443

Se muestran los promedios + d.e. de 4 experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.

47
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TABLA IX. Respuesta de la Na'/K' -ATPasa de fracciones enriquecidas con membranas

gliales 0 neuronales de corteza cerebral, bajo 1a accién de 5-HT {10 M) o 8-OH-DPAT

{10 °M) e incubando previamente con AMPc 100 nM, durante § minutos.

Fraccidn Tratamiento

Actividad especifica  Estimulacion con respecto al control

(pmol Pifmg/h) (%)
control 10.8 + 0.42 =
5-HT 15.3+0.8* 42
5-HT+AMPc 13.1 £ 0.59* 21
glial - 8-OH-DPAT 13.4 £ 0.47* 24
8-OH-DPAT+AMPC 11.1£0.36 3
AMPc 11.3+0.52 5
control 94103 -
S5-HT 8.3+0.31 -12
5-HT+AMPc 8.0+0.39 -4
neurcnal  8-OH-DPAT 8.7 +0.42 3
8-OH-DPAT+AMPC 11.8 £ 0.57* 26
AMPc 11.3+04" 20

Se muestran los promedios + d.s. de dos experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA X. Estimulacién de la actividad de la Na'/K*-ATPasa de fracciones enriquecidas con
membranas gliales o neuronales de corteza cerebral, bajo la accién de la 8-OH-DPAT

(10 *M) e incubando previamente con AMPc 100 nM e isobutil-metilxantina 0.5 mM, durante

5 minutos.
Fraccion Tratamiento Actividad especifica Estimulacion con respecto al control
(pmol Pifmag/h) (%)
contro} 11.2+0.58 -
8-CH-DPAT 13.9+£ 047 24
8-OH-DPAT+xantina 12.3 : 0.53 10
AMPc 11.3+£0.41 1
glial AMPc+xantina 10.8+£0.39 -4
8-OH-DPAT+AMPCc 11.4+05 2
8-OH-DPAT+AMPc+xantina 9.2 +0.35* -18
xantina 11.1£0.46 1
control 9.0+0.22 -
8-OH-DPAT 9.4+041 4
B-OH-DPAT+xantina 8.7 £ 0.39 8
AMPc 11.4 + 0.55* 27
neuronai AMPc+xantina 12.4 £ 0.52* 38
8-OH-DPAT+AMPC 11.6 + 0.38* 29
8-OH-DPAT+AMPc+xantina 13.2 + 0.44* 47
xantina 10.0 £ 0.36 1

Se muestran los promedios + d.s. de dos experimentos por sextuplicado. * p< 0.05

49
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TABLA Xl. Estimulacién de la Na'/K'-ATPasa en homogeneizados de corteza cerebral en

presencia de 5-HT (10 ~° M) o 8-OH-DPAT {10 ~ M), incubando previamente con toxina

Pertussis a diferentes concentraciones (P11 uM, P25 uM, P3 10 uM y P4 50 uM).

Tratamiento Actividad especifica Estimulacién con respecto al control
(umol Pi/mg/h) (%)

control 82103 -
5-HT 12.2 £0.51* 49
5-HT+P1 12.1 + 0.46* 48
5-HT+P2 11.8 £0.39* 44
5-HT+P3 12.5+0.6* 52
5-HT+P4 12.2+0.37* 49
8-OH-DPAT 10.2 £ 0.44" 24
8-OH-DPAT+P1 9.8 + D.48* 19
8-OH-DPAT+P2 9.3+0.35 13
8-OH-DPAT+P3 8.9+0.31 9
é-OH-DPAT+P4 8.5+0.47 4

Se muestra el promedio + d.s. de tres experimentos por triplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA Xil. Curva de dosis respuesta a 5-HT o 8-OH-DPAT de la Na'/K'-ATPasa en

homogeneizados de hipocampo.

Agonista Actividad especifica Estimulacion con respecto al control
(M) (wmol Pi/mg/h) (%)
control 8.7+£0.33 —
5-HT (1679 8.8 +0.45 1
5-HT (1079 891029 2
5-HT (10~7) 9.2 +0.51 6
5-HT (1075 10.0 + 0.46* 15
5-HT (10 ) 10.7 £+ 0.37* 23
5-HT (10 ™% 113+05* 30
5-HT (1079 11.0 £ 0.52* 26
8-OH-DPAT (10 %) 9.0 +0.32 3
8-OH-DPAT (10 % 8.9+0.34 2
8-OH-DPAT (10 ) 9.1 +0.39 5
8-OH-DPAT (1075 8.3 + 0.41 7
8-OH-DPAT (10 ) 9.9+ 0.35* 14
8-OH-DPAT (10 %) 10.7 £ 0.56* 23
8-OH-DPAT (10 ) 10.5 + 0.57* 21

Se muestran los promedios + d.s. de tres experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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Fig 10. Estimulacion de la Na+/K+-ATPasa en homogeneizados de hipocampo, por 5-HT o0 8-OH-DPAT. Se muestran los

promedios + d.e de tres experimentos por sextuplicado. La actividad basal fue 8.7 + 0.33 umo! de Pifmg/h. Se muestra la

significancia entre la actividad basal y los tratamientos ( * p < 0.01).
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TABLA XIIl. Estimulacién de la Na'/K'-ATPasa en homogeneizados de cerebelo en respuesta

ala 5-HT o a la 8-OH-DPAT.

Agonista Actividad especifica Estimulacion con respecto af control
M) (nmol Pifmgrh) (%)
control 73204 ——
5-HT (109 7.410.28 1
5-HT (10 ) 82+0.33 12
5-HT (10 ) 10.1 £ 0.47* 38
5-HT (10 %) 10.4 + 0.49* 42
8-OH-DPAT (10 %) 764025 4
8-OH-DPAT (10 ™) 7.4+034 1
8-OH-DPAT (10 5 73+0.28 0
8-OH-DPAT (10 % 7.6 +0.33 4

Se muestra el promedio * d.s. de tres experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA XIV. Estimulacién de la Na'/K*-ATPasa en homogeneizados de cerebelo y de corteza

cerebral enrespuesta ala 5-HT (10 -9 M} o LSD a diferentes concentraciones.

Regibn Agonista Actividad especifica Estimulacion con respecto al control
(M) (nmol Pifmg/h) (%)
*;’ .
{ control 10.5+0.3 -
5-HT 16.4 £ 0.72" 56
5-HT+LSD 11.0 £ 0.54 5
(1X10°%
5-HT+LSD 12.310.57 17
(5X1079
cerebelo 5-HT+LSD 12.7 £ 0.51* 21
(1X107%
5-HT+LSD 136 £ 0.63* 30
(5X107%
5-HT+.SD 15.0 £ 0.65* 43
(1X107%
5-HT+LSD 1551077 418
(5X10™
5-HT+LSD 16.3+0.73* 55
(1X107
control 8.8+0.33 -
5-HT 13.810.61* 57
5-HT+LSD 9.1+04 3
(1 X105
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Continuacién de a tabla XIV

5-HT+LSD
(5X107%
5-HT+LSD
(1%x1079
5-HT+LSD
(5X107
5-HT+LSD
(1X107%
5-HT+LSD

(5X107Y
5-HT+LSD

corteza c.

(1X1079

9.2+0.37

8910.29

8.7+0.35

891027

88+0.29

8010.36

Se muestran los promedios + d.s. de tres experimentos por triplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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Fig 12. Estimulacion por serotonina (10 -5 M) o LSD (diferentes concentraciones ) de la actividad de la Na+/K+-ATPasa en

homogeneizados de cerebelo y de corteza cerebral.

Se muestran los promedio + d.s. de tres experimentos por triplicado. Las

ficancia entre la actividad basal y los

igni

actividades basales fueron 10.5 + 0.3 y 8.8 + 0.33 umol Pi‘/mg/hrespectivamente. Se muestra la s

tratamientos( * p < 0.05).



TABLA XV. Estimulacion por 5-HT de la Na'/K*-ATPasa en homogeneizados o fracciones

enriquecidas con membranas gliales de corteza cerebral con o sin Na",

Tejido Tratamiento Actividad especifica Estimulacién con respecto al control
(wmol Pifmg/h) (%)
control ¢/Na" 9.3+0.42 -
homogenade  5-HT ¢/Na’ 13.7+ 0.61* 47
control s/Na’ 721024 —
5-HT s/Na’ 10.1 £ 0.38* 40
control c/Na" 11.5+ 0.43 —
5-HT c/Na” 16.0+0.77 * 37
glial control s/Na’ 8.310.35
5-HT s/Na" 11.9 £ 0.56" 31

Se muestran los promedios + d.s. de dos experimentos por triplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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TABLA XVI. Estimulacién de la Na'/K'-ATPasa por 5-HT en homogeneizados de corteza

cerebral, con preincubaciones en presencia de fluoxetina a diferentes concentraciones { F1

S uM, F2 10 uM, y F3 §0 uM), con tiempos de incubacién de 5, 10 y 15 minutos.

Tratamiento Incubacién Actividad especifica  Estimutacion con respecio al control

(min) (wmol Pi/mg/h) (%)
control 5 8.7+0.36 -
5-HT 5 13.4 £ 0.52* 54
F1 5 89+036 2
5-HT+F1 5 12.5 £ 0.44* 44
5-HT+F2 5 12.4 + 0.58* 43
5-HT+F3 5 12.8 + 0.53* 47
control 10 911039 -
5-HT 10 13.81065" 52
F1 10 94104 3
5-HT+F1 10 13.0£0.57 43
5-HT+F2 10 13.2+0.43* 45
5-HT+F3 10 13.310.48* 46
control 15 8.6 +£0.31 —_
5-HT 15 12.8 £ 0.56* 48
F1 15 8.5+0.34 -1
5-HT+F1 15 12.5 £ 0.52* 45
5-HT+F2 18 12.3 £ 0.68* 43
5-HT+F3 15 12.2 £+ 0.5* 42

Se muestran los promedios + d.s. de dos experimentos por sexluplicado. * p < 0.05.

36




‘(Lo'0 > d.) opeandnixas Jod sojuswuadxe sop ap '9'p + solpawozd so| A sojusiwelel)
s0| A |eseq PepIAOE B| 25jU3 eioueolIUBIS B} BIjSONW 95 "dlusweAndadsel sonuw gL A 0 's eled ybwd ep jown Lg0+98AGL0+ 16
'‘9e'0 + /'8 9N} |BSBQ PEPIANSE B 'SOInuIW G| A 0L 'S ap ugiaeqnoul ap sodwal) o2 (WN 05 €4 A WN 01 24 "IN G | 4) S8U0I0BIjUadU0D
Sajualaylp B BUGAXCN) UOD opueqnauald '(eIgalad Bzapod ap sopezisusbowoy Ua | H-G Jod BSEdLY-+M/+EN B 9p ugeinwys3 ‘¢l bid

{uiw} ugisegnauiald ap odway

-

¥ ¥

Trhenead
DT

[y

e f b a et at
L ATA L T

‘-.-_'-.-_'--\

.
‘.‘-\,.-';--g-\

3

S aneenete
TR et ey

b

X
cd+1r-s  EEH r_l ¥ ¥

Z4+1HS S ¥ WN 05 eugaxony

14+ 1HS  Fod Hs

oL S
(Lo I r riy ™
I I3 _%L
CLTA =t
kY \ 1311
S 7
(O e
25, \ i
I--n--. \ nnu.-..-
[ s
..-r-.-. \ .-.-.-
rL%l avy et
iad \ 0
L) oo
riid \ o]
7 =t
et e
o \ [I'd
L \ afye
. LIy
i 7
L5 \ pe)
Pk \ ..L.ng
%3] 7
L et
22 \ 2]
! \ 2
) 7B
’a ] \ i1
yn i
f \ ol
g L1
2% a1
g \ Ly
s ey
o 1
._u.--. \ ..J--M
2 7
£3Y, T
o \ o
ML A s
3
¥ »

ESd
]

o4-

ﬁo_.

- 02

- 0€

- OF

F 0%

09

"(%) esedLy-+}/+EN B| 9p uoide|nwisy




37

TABLA XVII. Estimulacién de la Na'/K*-ATPasa por 5-HT en fracciones enriquecidas con
membranas gliales de corteza cerebral, con preincubaciones en presencia de fluoxetina a
diferentes concentraciones (F1 5 uM, F2 10 uM, y F3 50 1M}, con tiempos de incubacién de 5,

10 ¥ 15 minutos.

Tratamiento Incubacion Actividad especifica  Estimulacién con respecto al control

(min) {numol Pi/mg/h) {%) ’

control 5 10.5+0.42 -—
5-HT 5 16.5+0.71 48
F1 5 10.8 £ 0.47 3
5-HT+F1 5 14.7 £ 0.65™ 40
5-HT+F2 5 14.5 £ 0.63* 38
5-HT+F3 5 14.4 +0.61* 37
control 10 9.910.34 -
5-HT - 10 14.1 10.55" 42
F1 10 104 £ 0.4 5
5-HT+F1 10 14.0£0.67* 41
5-HT+F2 10 14.2 + 0.61* 43
S-HT+F3 10 13.9 £ 0.68* 40
control 15 10.4 £ 0.52 -
5-HT 15 12.8 £ 0.58* 55
F1 15 10.5 £ 0.41 1
5-HT+F1 15 14.7 £ 0.65* 41

57
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Continuacion de la tabla XV

5-HT+F2 15 14.7 £ 0.68" 41

5-HT+F3 15 14.9 + 0.49* 43

Se muestran los promedios + d.s. de dos experimentos por sextuplicado. El asterisco se refiere a

diferencias significativas entre los tratamientos y los controles con una p < 0.05.
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