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RESUMEN



RESUMEN

La serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) produce efectos complejos en el sistema
cardiovascular que incluyen vasodilatacion o vasoconstriccién, bradicardia o
taquicardia, hipotension o hipertensiéon. La respuesta eventual depende, entre
otros factores, de la especie, del lecho vascular bajo estudio, de la dosis de 5-HT
administrada, del tono vascular preexistente y, de manera importante, del tipo de
receptor involucrado (Saxena & Villaloén, 1990; 1991). Tal complejidad de efectos
ha sido explicada en términos de la capacidad de la 5-HT de interactuar con
receptores especificos en el sistema nervioso central (SNC), en los ganglios
autonémicos, en las terminales nerviosas postganglionares, en el musculo liso
vascular, en el endotelio vascular y en los tejidos cardiacos (Saxena & Villalon,
1990; 1991; Villalon et al., 1997b; Saxena et al., 1998).

Con respecto a la transmisiéon simpdtica cardiaca, Villaléon et al. (1999)
analizaron la capacidad de la 5-HT, administrada como infusién intravenosa (i.v.)
continua, para inhibir la taquicardia causada por la estimulacién simpatica
preganglionar (C7-T1) en ratas descerebradas y desmeduladas. En este estudio se
propone la caracterizacion de los receptores y/o mecanismos involucrados en el
efecto inhibitorio producido por la 5-HT sobre el tono simpatico cardioacelerador
en ese modelo experimental (Villalon et al., 1999).

La simpato-inhibicion inducida por la infusién iv. continua de
5-HT (5.6 pg/kg.min) permanecié inalterada después del tratamiento iv. de
solucién salina o de los antagonistas GR 127935 (5-HT1s/1p), la combinacién de
WAY 100635 (5-HT1a) + GR 127935, ritanserina (5-HT>), tropisetron (5-HTs/4),
LY215840 (5-HT?7) o el coctel de antagonistas/inhibidor consistente de yohimbina
(a2), prazosina (o), ritanserina, GR 127935, WAY 100635 e indometacina
(inhibidor de la ciclooxigenasa), pero fue abolida por metiotepina (5-HT1/2/6/7 v
recombinante 5-htsa/ss). Las dosis de los compuestos antes mencionados fueron
suficientemente altas para bloquear a sus respectivos receptores/mecanismos e
incapaces de modificar las respuestas taquicérdicas per se.

La infusién i.v. continua de los agonistas 5-carboxamidotriptamina (5-CT;

5-HT1/7 y recombinante 5-htsa/sg), CP 93,129 (r5-HT1s), sumatriptan (5-HT1s/1D),



PNU-142633 (5-HTip) y ergotamina (5-HT1/2/6/7 y recombinante 5-htsa;sp)
mimetizaron el efecto inhibitorio inducido por la 5-HT. En contraste, los agonistas
indorrenato (5-HT1a) y LY344664 (5-htir) fueron inactivos. De manera interesante
la simpato-inhibiciéon inducida por la 5-CT fue abolida por metiotepina, el coctel
de antagonistas/inhibidor, GR 127935 o la combinacién de SB224289 (5-HT1s) o el
BRL15572 (5-HT1p), pero permaneci6 inalterada cuando el SB224289 o el BRL15572
se administraron por separado.

Estos resultados sugieren que la 5-HT induce inhibicién del tono simpatico
cardioacelerador y este efecto no se relaciona con la estimulacién de receptores
5-HT>, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT7, ou/2-adrenérgico o sintesis de prostanoides,
parece estar principalmente mediado por dos mecanismos: (i) receptores 5-HT1
(del subtipo 5-HT1p/1p) y (ii) un mecanismo novedoso sensible a metiotepina y que

posiblemente involucra a receptores del tipo 5-htsa/ss.
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SUMMARY

The serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) can elicit complex effects in the
cardiovascular system that include vasodilatation or vasoconstriction, bradycardia
or tachycardia, hypotension or hypertension. The eventual response depends-
mongst other factor- upon the species, dose, vascular segment under study and,
most importantly, the nature of 5-HT receptor involved (Saxena & Villalén, 1990;
1991).

Such complexity of effects has been explained in terms of the capability of
this monoamine to interact with different receptors in the central nervous system,
on the autonomic ganglia and postganglionic nerve ending, on vascular smooth
muscle and endothelium and on the cardiac tissue (see Saxena & Villalén, 1990;
1991; Villalon et al., 1997; Saxena et al., 1998).

In the particular case of the cardiac sympathetic transmission, Villalén et al.,
(1999) analyzed the capability of the 5-HT, administered like a continuous i.v.
infusion, to inhibit the tachycardia responses to selective stimulation of the
preganglionic (C7-T1) in pithed rats. The present study identified the
pharmacological profile of this inhibitory action of 5-HT.

The inhibition induced by intravenous (i.v.) continuous infusions of 5-HT
(5.6 pg/kg. min) sympathetically-induced tachycardic responses remained unaltered
after iv. treatment with saline or the antagonists GR 127935 (5-HTip/1p), the
combination of WAY 100635 (5-HT1a) plus GR 127935, ritanserin (5-HT>), tropisetron
(5-HTs5/4), LY215840 (5-HT7) or a cocktail of antagonists/inhibitors consisting of
yohimbine (a2), prazosin (az), ritanserin, GR 127935, WAY 100635 and indomethacin
(cyclo-oxygenase), but was abolished by methiothepin (5-HT1/2/¢/7 and recombinant
5-htsa/ss). These drugs, used in doses high enough to block their respective
receptors/mechanisms, did not modify the sympathetically-induced tachycardic
responses per se.

Lv. continuous infusions of the agonists 5-carboxamidotryptamine (5-CT;
5-HT1/7 and combinant 5-htsa/ss), CP 93,129 (r5-HTis), sumatriptan (5-HTis/1D),
PNU-142633 (5-HTip) and ergotamine (5-HTip/ip and recombinant 5-htsa;ss)
mimicked the above sympatho-inhibition to 5-HT. In contrast, the agonists

\



indorenate (5-HT1a) and LY344864 (5-htir) were inactive. Interestingly, 5-CT-induced
cardiac sympatho-inhibition was abolished by methiothepin, the cocktail of
antagonists/inhibitors, GR 127935 and the combination of SB224289 (5-HTis) plus
BRL15572 (5-HTip), but remained unchanged when SB224289 or BRL15572 were
given separately.

In conclusion, our results suggest that the 5-HT-induced cardiac
sympatho-inhibition, being unrelated to 5-HT>, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT7 receptors,
a1/2-adrenoceptors or prostaglandins synthesis, seems to be primarily mediated by:
(i) 5-HT1 (probably 5-HT1s/1p) receptors; and (ii) a novel mechanism antagonized by

methiothepin that, most likely, involves putative 5-htsa/sp receptors.
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CAPITULO 1

LA SEROTONINA



La serotonina

11 Antecedentes

La serotonina, cuyo nombre quimico es 3-(p-aminoetil)-5-hidroxiindol, mejor
conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), es una amina biogénica con un peso
molecular de 176 daltones. Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
tanto en el reino animal como en el reino vegetal. Se ha encontrado en moluscos,
artréopodos, celenterados, frutas, nueces y hasta en algunos venenos como el del
escorpion. En el ser humano desempefia multiples funciones incluyendo la de ser un
neurotransmisor en el Sistema Nervioso Central (SNC), en la regulaciéon del
peristaltismo, en la agregacion plaquetaria durante la coagulaciéon y también parece
estar involucrada en ciertas patologias tales como la migrafia, ansiedad, esquizofrenia
y algunas enfermedades cardiovasculares como la hipertension.

A nivel periférico la 5-HT se sintetiza en las células cromafines y se almacena
en plaquetas. En el SNC las neuronas serotonérgicas se localizan principalmente en

los ntcleos del rafé.

1.2 Historia

Desde el siglo antepasado algunos investigadores identificaron y aislaron del suero
sanguineo a una substancia vasoconstrictora de naturaleza desconocida. La existencia
de esta sustancia vasoconstrictora se habia sospechado por muchos afios y se le
relacionaba con los procesos de coagulacion. En 1868 (Ludwig & Schmidt) reportaron
que la perfusion de sangre desfibrinada a musculos de perro incrementaba la
resistencia vascular. Un afio mas tarde, (Creite) en 1869 report6 algunas propiedades
toxicas del suero sanguineo cuando lo administraba a algunos animales. Varios
tisi6logos de la época confirmaron las propiedades vasoconstrictoras de la sangre
coagulada cuando se administraba a una gran variedad de preparaciones de
animales. De forma similar, Rummo & Bordoni (1889) y Weiss (1896) reportaron que

la administracién del suero sanguineo causaba un incremento de la frecuencia
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respiratoria y la frecuencia cardiaca, asi como un incremento de la presiéon arterial
seguida de un repentino decremento (y eventualmente la muerte). En particular
Weiss (1896) observé que si el suero se administra lentamente pero de forma
continua a conejos, gatos o perros, llegaba a causarles la muerte, ya que en un
principio la frecuencia cardiaca se incrementaba enormemente y disminuia de
manera gradual y persistia hasta que la respiracion cesaba; en resumen, la muerte era
debida a un paro respiratorio.

Subsecuentemente, en 1900, Brodie publicé un extenso estudio en el que
describia que la administracién intravenosa (i.v.) del suero sanguineo a gatos
produce un reflejo vagal que consistia en bradicardia, hipotension y paro
respiratorio, mientras que la administracién del plasma o suero sanguineo hervido
no producia este efecto.

En los afios siguientes, la atencion estuvo dirigida hacia la investigacion del
mecanismo de la accién vasoconstrictora del suero sanguineo. Se propusieron dos
explicaciones principales: Brodie (1903), apoyaban la idea que una sustancia nueva se
formaba y se liberaba durante el proceso de coagulacién; sin embargo, otros
investigadores incluyendo a Meyer (1906) y Schlayer (1907) coincidian en que la
vasoconstriccion se debia a la presencia de noradrenalina en el suero. Para resolver
esta controversia, O’Connor (1911) realizé un experimento astuto probando el suero
y la noradrenalina en dos preparaciones bioldgicas diferentes como: preparacion
vascular de rana e intestino aislado de conejo. Estos experimentos revelaron que el
suero produjo constriccién en ambas preparaciones, mientras que la noradrenalina
produjo relajacién en el intestino. No se encontré ninguna evidencia que mostrara la
presencia de noradrenalina en el plasma y la actividad vasoconstrictora del suero fue
relacionada al proceso de coagulacién (Stewart & Harvey, 1912). En congruencia con
estos hallazgos, se demostr6 que después de desensibilizar las respuestas a
noradrenalina con apocodeina, el suero aun producia vasoconstriccion en el rinén
perfundido de perro (Steward & Harvey, 1912) o en la oreja perfundida de conejo

(Kaufmann, 1913). Posteriormente, después de probar el suero, el plasma y un
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extracto de plaquetas en varias preparaciones bioldgicas; Stewart & Zucker (1913)
relacionaron la actividad vasoconstrictora con las plaquetas.

Ademas, Janeway et al., (1918) realizaron una serie de experimentos sobre la
naturaleza quimica de la substancia vasoconstrictora presente en el suero y
concluyeron que: i) esta substancia no estd presente en la sangre no coagulada,
leucocitos o eritrocitos, pero estd presente en las plaquetas; ii) no es una proteina ni
noradrenalina; iii) la substancia vasoconstrictora es liberada al desintegrarse las
plaquetas. Hirose (1918) y maés tarde, Reid & Bick (1942) establecieron una relacion
directa entre la cantidad de plaquetas en la sangre humana y la actividad
vasoconstrictora después de la coagulacion. Reid (1947) demostré que la actividad
vasoconstrictora es baja en pacientes con ptrpura trombocitopénica.

A principios de la década de los treintas Erspamer estaba interesado en
estudiar la distribuciéon de las células enterocromafines, haciendo reaccionar el
contenido celular con un reactivo para indoles, encontré altas concentraciones de
indoles en la mucosa gastrointestinal, plaquetas y SNC; en ese momento el indol
desconocido fue llamado enteramina (Vialli & Erspamer, 1933). Subsecuentemente,
en los Estados Unidos de Norteamérica el grupo encabezado por Page comenzé a
investigar, en los afios 40’s, una serie de agentes presores humorales para explicar la
hipertension arterial logrando ser los primeros en aislar y caracterizar quimicamente
a la substancia vasoconstrictora que se liberaba de las plaquetas durante el proceso
de coagulacién, como un compuesto cristalino al que denominaron '"serotonina"
(Rapport et al., 1948). Rapport (1949) dedujo que la porcién activa de este complejo
era la 5-hidroxitriptamina. La 5-HT se sintetiz6 en 1951 por Hamlin & Fischer y por
Speeter et al., (1951). Poco después, el grupo de Erspamer identificé quimicamente a
la enteramina como 5-HT y se estableci6 que la serotonina, enteramina y 5-HT eran la
misma sustancia (Erspamer & Asero, 1952). Las acciones farmacolégicas de la 5-HT
ya sea enddgena o sintética fueron idénticas: 1) la administraciéon de 5-HT produce
contracciéon de la arteria cardtida que puede ser antagonizada por yohimbina y

potenciada por cocaina; 2) contraccién del yeyuno de cobayo, ratén, conejo, de ttero
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de rata y conejo; 3) una respuesta trifdsica de la presion arterial cuando se administra

a animales anestesiados (Reid & Rand, 1952).

1.3  Distribucion, metabolismo y recaptura de la 5-HT

1.3.1 Distribucion

La 5-HT estd ampliamente distribuida en al reino animal y vegetal. En las plantas,
estd presente en frutas y vegetales, pero ademds ha sido asociada con especies
venenosas. En el reino animal la 5-HT puede ser detectada en los vertebrados e
invertebrados. Los depdsitos mas importantes de 5-HT en los mamiferos se han
encontrado en las células enterocromafines de la mucosa gastrointestinal, el cerebro
(que funciona como neurotransmisor en algunas neuronas, principalmente en los
nucleos del rafé), la glandula pineal, donde la 5-HT sirve como precursor de la
melatonina, y en las plaquetas. Las neuronas serotonérgicas se han identificado a
nivel periférico en el tracto gastrointestinal de ratén, rata y cobayo (Gershon, 1977).
Aunque se han detectado cantidades significativas de 5-HT en algunos tejidos
como corazén, mastocitos, rifién, bazo, tiroides y vasos sanguineos de diferentes

especies (Verbeuren, 1992).

1.3.2 Biosintesis

La 5-HT es sintetizada en muchos de los tejidos donde se almacena, excepto en las
plaquetas, donde s6lo se recaptura. La sintesis de 5-HT es por medio de una reacciéon
quimica que consta de dos pasos a partir del aminoacido esencial L-triptéfano. La
biosintesis de la 5-HT representa una ruta metabdlica menor para el L-triptéfano; ya
que normalmente no mas del 2% de la ingesta de triptéfano es utilizada diariamente
para la sintesis de 10 mg de 5-HT (Levine, 1974). La triptéfano hidroxilasa es la

enzima limitante en la sintesis de 5-HT; es una enzima que sé6lo esta presente en
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células que sintetizan 5-HT. El producto que se obtiene de este primer paso es el
intermediario L-5-hidroxitriptéfano. La enzima que convierte al intermediario
L-5-hidroxitriptéfano a 5-HT es la descarboxilasa de los L-aminoédcidos aromaticos;
esta enzima no es especifica, ya que puede catalizar la descarboxilacion de todos los
L-aminodacidos aromaticos incluyendo la L-3,4-dihidroxifenilalanina, el precursor de

las catecolaminas.

1.3.3  Biodegradacién

La via principal de catabolismo de la 5-HT es por desaminacion oxidativa. Esta ruta
catabdlica comprende varios pasos. El paso inicial es la formacion de
5-hidroxindolacetaldehido a partir de 5-HT por la accién de la monoaminoxidasa A
(MAOa), enzima que se encuentra intra y extraneuronalmente. Este metabolito es
oxidado a acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) por la enzima aldehido
deshidrogenasa. El 5-hidroxindolacetaldehido también puede reducirse a
5-hidroxitriptofol por medio de la enzima aldehido reductasa, un metabolito que se
ha detectado en varios tejidos incluyendo el higado (Tyce, 1985).

La 5-HT también puede ser inactivada por o-sulfatacién, glucuronidacion,
N-acetilacion, O-metilacién y N-metilacion (Verbeuren, 1992). En la glandula pineal,
la N-acetilacién de la 5-HT seguida de la O-metilacién de la N-acetil-5-HT da lugar a
la melatonina, una sustancia involucrada en la modulacion de los ritmos circadianos
(Axelrod, 1974).

El acido 5-HIAA del cerebro y de sitios periféricos es secretado en la orina con
pequenas cantidades de 5-hidroxitriptofol sulfato o glucurénidos conjugados. La
excreciéon urinaria usual de 5-HIAA de un adulto normal es de 2 a 10 mg

diariamente.
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1.3.4  Recaptura

En condiciones normales, la 5-HT es recapturada por las plaquetas durante su paso
por la circulacién sanguinea y se almacena en granulos densos que ademas contienen
nucleétidos, cationes, proteinas, etc. El sitio principal donde se sintetiza la 5-HT es en
las células enterocromafines, ésta es secretada hacia la sangre y de ahi a la circulacién
portal, donde rdpidamente es recapturada y almacenada en las plaquetas. La 5-HT
que no se recaptura es metabolizada por la MAOa que esté presente en el higado y en
el endotelio vascular pulmonar. Los niveles plasmaticos de 5-HT libres son muy bajos
(20 ng/ml) como para producir efectos cardiovasculares considerables (Crawford,
1963). La recaptura de 5-HT también se lleva a cabo en las células endoteliales de las
venas del cordén umbilical humano, capilares cerebrales, aorta de rata, bobina,
porcina y arteria pulmonar porcina, pero la cantidad puede variar de acuerdo al
lecho vascular (Verbeuren, 1992).

Después de la recaptura, la 5-HT que atn permanece en la circulaciéon
sanguinea es degradada a 5-HIAA por un sistema enzimatico que consta de dos
pasos, como se menciond anteriormente, tanto en el pulmén como en los capilares
cerebrales (Gillis, 1985; Spatz et al., 1981).

Se ha demostrado que la 5-HT es recapturada, almacenada y liberada en las
terminales nerviosas simpaticas (Verbeuren, 1992). En las vesiculas de las fibras
nerviosas simpaticas la 5-HT se encuentra junto con la noradrenalina; este hallazgo
demuestra que las células nerviosas contienen mas de un neurotransmisor (Langer,

1980).

14 Funciones de la 5-HT

El papel fisiologico de la 5-HT todavia es debatible, excepto como neurotransmisor.

En términos evolutivos la 5-HT es uno de los neurotransmisores mds viejos

que se conocen y que ha sido implicado en la etiologia de numerosas enfermedades
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incluyendo depresion, ansiedad, fobia social, esquizofrenia y desordenes obsesivos-
compulsivos y panico. Adicionalmente también participa en el SNC, aunque ya se
han logrado avances para el entendimiento de su papel en ciertos mecanismos
tisiopatologicos. La 5-HT ejerce una gran variedad de efectos complejos en el
organismo. A pesar de que es una sustancia incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica (Lexchin et al., 1977), existe una discriminaciéon aparente de sus
funciones a nivel periférico y central. En la periferia estd involucrada en la
contracciéon de las células de musculo liso, agregacion plaquetaria y modulaciéon
presindptica de la transmision simpética de las fibras autonémicas (Saxena &
Villalén, 1990a). En el SNC, la 5-HT funciona como un neurotransmisor y desempefia
un papel importante en la regulacion de la memoria, ansiedad, conducta sexual,
suefio, apetito y del sistema cardiovascular (Hoyer et al., 1994; Martin, 1994; Saxena &

Villal6n, 1990a; 1990b).
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CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES A LA 5-HT

21 Introducciéon

Actualmente es bien conocido que muchas sustancias endégenas actGan de manera
selectiva sobre ciertas proteinas llamadas “receptores” embebidas en la membrana
plasmatica de las células. El término receptor es usado ampliamente en varios
sentidos, pero para propoésitos farmacolégicos el término es usado especificamente y
se refiere a proteinas que traducen una senal, como lo ha discutido Kenakin et al.,
(1992). Efectivamente, un receptor debe reconocer una entidad quimica especifica y
traducir la informacién de dicha entidad a un lenguaje que la célula pueda leer para
alterar su estado, por ejemplo, un cambio en la permeabilidad, activaciéon de una
proteina regulatoria de nucleétidos de guanina, una alteracién en la transcripcion de
DNA, etc.

Hoy en dia se estima que cerca del 1 al 2% del genoma humano contiene
informacién que codifica a los receptores de la superficie celular, lo cual se traduce en
que existen aproximadamente 1000 a 2000 tipos de receptores (Hoyer & Humphrey,
1997), no obstante, que hasta la fecha sé6lo se han identificado entre 200 y 300 tipos de
receptores. Tomando en consideracion lo anterior, es deseable contar con un esquema
general para la caracterizacion y clasificacion de receptores para los diversos ligandos
endégenos (Hoyer & Martin, 1997). En la actualidad parece ser una regla general que
los numerosos neurotransmisores, hormonas, neuromoduladores y autacoides
actdan sobre diferentes tipos y subtipos de receptores tanto en el SNC como en los
tejidos periféricos (Lefkowitz et al., 1989). Esta regla también es aplicable en el caso de
la 5-HT, ya que actualmente el comité de clasificacion de receptores serotonérgicos de
la NC-IUPHAR (“Serotonin Club”) considera que existen al menos siete tipos de
receptores a la 5-HT: 5-HT1, 5-HT>, 5-HTs, 5-HT4, 5-hts, 5 HT¢ y 5-HT7; de los cuales,
los receptores 5-HT1, 5-HT2 y 5-hts, a su vez, se dividen en subtipos (Hoyer et al.,
1994).

10
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Figura. 1 Clasificasion de los receptores a la 5-HT

La gran diversidad de receptores a la 5-HT parece ser explicada en términos de la
teoria de la evolucién, ya que estos receptores han existido durante millones de
afios en una gran variedad de células animales inferiores y, durante todo este
periodo de tiempo, los genes que codifican a estos receptores en el humano han
tenido la oportunidad de mutar, de tal forma que actualmente existe una gran

diversidad de receptores a la 5-HT y a otros ligandos end6genos.
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2.1.1 Historia de la clasificacion de los receptores a la 5-HT

En 1957, usando el ileo de cobayo, Gaddum & Picarelli (1957) sugirieron que la
contracciéon inducida por la 5-HT era mediada por dos tipos de receptores: un
receptor neurotrépico denominado “M” localizado en los ganglios parasimpaticos
(bloqueado por morfina y atropina) y un receptor musculotrépico denominado “D”
localizado en el misculo liso (efecto bloqueado por dibencilina, lisergida,
2-bromo-lisergida y dihidroergotamina). Esta clasificacion fue util durante tres
décadas, aunque algunas veces se reportaba que algunos efectos inducidos por la
5-HT no eran mediados por receptores M o D, sino por receptores especiales (Saxena,
1972; Saxena et al., 1971) en los cuales la metisergida se comportaba como un agonista
parcial (Saxena, 1974).

En 1974 se report6 el primer estudio de unién de radioligandos para los
receptores a la 5-HT usando [3H]lisergida (Bennett & Aghajanian, 1974).

Con la obtencién de nuevos compuestos que actdan selectivamente sobre los
receptores serotonérgicos, asi como el hecho que investigadores de la época se
referfan a los receptores de la 5-HT a través de varios nombres (por ejemplo: M, D,
5-HTi, 5-HT>2, S1, S2 y otros), un comité internacional acordé que los receptores
serotonérgicos deberian ser denominados como una serie que, si fuese necesario, se
continuaria extendiendo: 5-HT1, 5-HT>, ... 5-HTx (Bradley et al., 1986).

Adicionalmente, este comité acordé que los receptores que producen
dilatacion arteriolar e inhibicién presindptica de la transmision simpatica deberian
ser llamados 5-HTj3, los receptores que median vasoconstriccién, broncoconstriccion y
agregacion plaquetaria deberian ser referidos como 5-HT>, y los que median
estimulacion ganglionar, el reflejo de von Bezold-Jarisch y la liberaciéon de
catecolaminas deberian ser llamados 5-HT3 en lugar de “M”.

El desarrollo de nuevos antagonistas selectivos de los receptores a la 5-HT,
tales como la ketanserina (Leysen et al., 1981), un antagonista 5-HT>, MDL 72222
(Fozard, 1984) e ICS 205-930 (Richardson et al., 1985), antagonistas 5-HT3, condujeron

12
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a Bradley et al. (1986) a realizar una nueva clasificacion bajo criterios farmacolégicos
de inclusion y exclusién. Esta clasificacion se basa en un principio sencillo que
establece que si el efecto es mediado por un tipo de receptor x, entonces los agonistas
selectivos para este tipo de receptor deberan mimetizar dicho efecto, mientras que los
agonistas selectivos de otros tipos de receptores no deberdn mimetizar el efecto. De
manera analoga, los antagonistas selectivos para el receptor x deberan antagonizar
las respuestas mediadas por los agonistas selectivos del receptor x de manera
especifica, en tanto que los antagonistas para los demds tipos de receptores no
deberan de antagonizar las respuestas inducidas por los agonistas. Tomando en
cuenta estos criterios farmacolégicos, los receptores a la 5-HT fueron clasificados en

tres tipos: 5-HT1, 5-HT2 y 5-HTs.

22 Clasificacién de los receptores a la 5-HT

2.2.1 Criterios para la clasificacion de receptores serotonérgicos

Durante muchos afios, la farmacologia clasica, basada en el uso de agonistas y
antagonistas selectivos, habia sido la tnica herramienta atil para la identificaciéon de
tipos y subtipos de receptores. Actualmente, con la aparicién de nuevas técnicas para
el estudio de receptores (bioquimicas y de biologia molecular) se ha establecido que
los receptores deberan ser clasificados de acuerdo a sus caracteristicas operacionales,

transduccionales y estructurales (Hoyer et al., 1994).

2.2.1.1 Criterio operacional

El criterio operacional se refiere al uso de agonistas selectivos, orden de potencia de
los agonistas, antagonistas selectivos o las constantes de disociaciéon de estos ligandos
obtenidos por estudios de unién de radioligandos o estudios funcionales. Aunque

histéricamente este criterio fue suficiente para una clasificacion diferencial de los

13
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receptores a la 5-HT (Bradley et al., 1986), los subtipos de receptores a la 5-HT
generalmente exhiben diferencias operacionales menos marcadas, presumiblemente
por su alto grado de homologia estructural. Ademas, es importante sefalar que un
alto grado de homologia estructural entre los receptores no siempre es sinénimo de
caracteristicas operacionales similares. Un ejemplo muy claro es el receptor 5-HT1p
del humano y su homologo en la rata. Aunque estructuralmente son casi idénticos
(97% de homologia), estos receptores tienen caracteristicas operacionales distintas

(ver mas adelante).

2.2.1.2 Criterio transduccional

El criterio transduccional, se basa en la identificacién de los sistemas transduccionales
a los cuales esta acoplado el receptor, es decir, si pertenece a la gran familia de
receptores asociados a las proteinas G, si es una tirosina cinasa o si forma parte
integral de un canal i6nico. También involucra la determinacion de la naturaleza de
la proteina G (G;, Go, Gg, etc.) a la cual estd asociado, es decir, si la activacion del
receptor produce un aumento o una disminuciéon de nucleétidos ciclicos, de
fosfatidos de inositol o cualquier otro mecanismo asociado a proteinas G.

Aunque esta informacién puede ayudar a diferenciar a los receptores, su valor
disminuye cuando se aplica a la diferenciacion de un subtipo de receptores. Ademas,
los receptores acoplados a proteinas G tienden a asociarse con mas de una proteina G
especifica (Hoyer & Martin, 1997). Adicionalmente, miembros distantes de una
familia de receptores pueden tener un mismo mecanismo transduccional, como el
caso de los receptores 5-HT4, 5 HT¢ y 5-HT7 (ver més adelante). Por lo tanto, la
informacién transduccional no es un criterio definitivo para la clasificacion de

receptores.

14



Clasificacion de los receptores a la 5-HT

2.2.1.3 Criterio estructural

El criterio estructural, se basa en la identificacién de la secuencia de aminoacidos del
receptor y su grado de homologia relativa, es muy valioso para la clasificacion de
receptores. Sin embargo, los datos estructurales por si s6los son de valor limitado.

Por ejemplo, el grado de homologia de los receptores 5-HT4, 5-hts y 5-HT7 es
muy bajo (entre 18-35%) con lo cual seria dificil establecer que se trata de miembros
que pertenecen a una misma familia de receptores. Aunque las hélices
transmembranales de los receptores a la 5-HT acoplados a proteinas G son similares,
el cual seria un criterio adicional, las similitudes también ocurren entre familias de
receptores y, por lo tanto, proporcionan pocas bases para su subclasificacion.

Considerando lo anterior, es claro que ninguno de los tres criterios es
exclusivo o predominante cuando se consideran por separado. Esto implica que para
proponer de manera oficial un nuevo tipo o subtipo de receptor se deberd disponer
de los tres tipos de informacién y tener, ain més importante, evidencias de su papel
funcional. A este respecto, la clonacién de un receptor per se no es una prueba
contundente para su existencia y, de manera similar, la determinacién de la secuencia
de nucledtidos que codifica al receptor o de la secuencia de aminoacidos del receptor
no es un criterio suficiente para determinar la familia a la cual pertenece dicho
receptor (Hoyer et al., 1994; Hoyer & Martin, 1997).

Con la conjuncién de los tres criterios anteriores, los receptores serotonérgicos
se han clasificado en siete tipos (ver Figura 1 y Tabla 1). Ellos comprenden a los
receptores 5-HT1, 5-HT>, 5-HTs, 5-HT4, 5-hts, 5 HTs y 5-HT7 (Eglen et al., 1997; Hoyer
et al., 1994). Es importante resaltar que los receptores 5-htig, 5-htir y 5-hts s6lo han
sido clonados y auin se desconocen las respuestas funcionales que pueden estar
mediando dichos receptores (Sanchez-Lopez, et al., 2003; Ullmer et al., 1995).

Para la clasificacion de receptores se deben tomar en cuenta dos cosas. En
primer lugar, se deben usar las letras mindsculas para receptores recombinantes con

caracteristicas operacionales y funcionales poco conocidas y letras maytsculas para
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receptores “nativos” bien caracterizados y con un papel funcional claro (Hoyer &
Humphrey, 1997; Villalon et al., 1997b). En segundo lugar, en esta clasificacién no
todos los criterios estan disponibles y, por lo tanto, no es posible obtener un esquema
de clasificacién completo. De este modo, es necesario que ciertos receptores que no se

ajusten a dicha clasificacién, sean agrupados provisionalmente como receptores

atipicos (“orphan” receptors).
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Tabla 1. Clasificacion de los receptores a la 5-HT

Receptor Agonistas Antagonistas S. Transduccional Funcion
5-HTia 8-OH-DPAT WAY 100635 (-) AC Cambios conductuales,
Indorrenato hipotension central,
5-HT1 5-CT=5-HT>Sumat. SB224289 (-) AC Vasoconstriccién, inhibicion
trigeminal

r5-HT1p CP 93,129 GR 127935, (-) AC Vasoconstriccion,
Cianopindolol auto/heteroreceptor

5-HTp PNU-142633, Sumat. GR 127935, (-) AC Heteroreceptor en la auricula
BRL15572 humana

5-htie 5-HT 1 Metiotepina -)AC | -

5-htir Sumat., LY344864 Metisergida (-) AC Inhibicion trigeminal

5-HT2a a-metil-5-HT, DOI Ketanserina, (+) PLC Vasoconstriccién, agregacion
Ritanserina de plaquetas

5-HT2s a-metil-5-HT, DOI Rauwolscina, (+) PLC Constriccion en el fondues del
Ritanserina estomago de la rata; relajacion

5-HT>c Ro 60-0175 RO 60-0491, (+) PLC Regulacion del LCF; ereccion
Ritanserina,
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| Mesulergina
5-HT; 2-metil-5-HT, MDL 72222, Canales Na*/ K* Despolarizaciéon
. . Tropisetréon,
5-MeOT inactiva 1CS 205-930
5-HT, 5-MeOT, renzaprida GR 113808, (+) AC Taquicardia humana y porcina
T Tropisetron
5-htsa/ss 5-HT, Ergotamina LSD, 5-CT, (-) AC -
SB-699551-A
5 HT6 5-MeOT=5-HT>5-CT Ro 04-6790, SB357134, (+) AC Consolidaciéon de la memoria,
SB399885
5-HT7 5-CT>>5-HT=5-MeOT, | Mesulergina, (+) AC Vasorelajacién, taquicardia
LY215840 Clozapina, felina
sumat. Inactivo SB258719

Sumat.= sumatriptan

IModificado de De Vries (1999).
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222 Receptores 5-HT1

Los receptores 5-HT1 son altamente heterogéneos. Mediante estudios de unién de
radioligandos, éstos fueron inicialmente identificados en base a su alta afinidad a la
5-HT. Mas tarde se identificaron a los subtipos 5-HT1a, 5-HT1s, t5-HT1s y 5-HT1p
utilizando [*H]8-OH-DPAT, ['®]]cianopindolol y ['®I]GTI (Gozlan et al., 1983; Hoyer
et al., 1985). Los genes para todos estos tipos de receptores han sido clonados y
muestran distinta secuencia de aminoacidos, variando entre 374 y 421 aminodacidos.

Los receptores 5-htig y 5-htir han sido de manera consistente identificados
como sitios adicionales en preparaciones de cerebro de varias especies, pero sus
caracteristicas operacionales no han sido delineadas y atin no se han correlacionado
con alguna funcién (Adham et al., 1993; Leonhardt et al., 1989; Sanchez-Loépez et al.,
2003; Saxena et al., 1998). Se ha demostrado que ambos receptores recombinantes
estan acoplados negativamente a la adenilil ciclasa, lo cual justifica su inclusion a la
familia de receptores 5-HT1 (Adham et al., 1993; McAllister et al., 1992).

Todos los receptores 5-HT; tienen un mecanismo transduccional comun:

acoplamiento negativo a la adenilil ciclasa, a través de una proteina Gi.

2.2.2.1 Receptores 5-HT1a

1. Caracteristicas farmacologicas

Los agonistas que muestran selectividad para estos receptores son: 8-OH-DPAT,
N,N-DP-5-CT, buspirona, ipsapirona, gepirona, 5-metil-urapidil, flesinoxan y
MDL 72832 (Hoyer et al., 1994). Dentro de los antagonistas selectivos destacan:
NAN 190, MDL 73005, 5-F-8-OH-DPAT, BMY 7378, SDZ 216525, WAY 100135 y
WAY 100635 (Fletcher et al., 1993; 1996). Sin embargo, algunos de estos antagonistas

pueden comportarse como agonistas parciales (Fletcher et al., 1993).
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2. Estructura y mecanismo transduccional

Estudios de clonacién indican que el receptor 5-HTia esta formado por 421
aminodcidos (Hoyer et al., 1994). El receptor estd preferentemente acoplado
negativamente a la adenilil ciclasa a través de una proteina Gi (De Vivo & Maayani,

1986).

3. Distribucién y funcion

En el SNC el receptor 5-HT1a se encuentra en: hipocampo, septum, amigdala y nticleo
del rafé, particularmente en el ntcleo dorsal del rafé y regiones pertenecientes al
sistema limbico (Hoyer et al., 1994). De manera adicional, la presencia de una gran
densidad de receptores 5-HTia en el ntcleo del rafé indica que la 5-HT puede
modular la actividad de neuronas serotonérgicas (Fletcher et al., 1993) y que pueden
estar involucrados en algunas funciones del hipotalamo tales como la regulacién de
la propiocepcion y funciones integrativas de la neocorteza (Hoyer et al., 1994). La
activacion de los autoreceptores somatodendriticos 5-HTia de neuronas
serotonérgicas produce una reduccion de la sintesis y liberaciéon de 5-HT (Fletcher et
al., 1993); ademas parecen estar involucrados en la inhibiciéon de la liberaciéon de
noradrenalina y ser responsables de la hipotensién inducida por los agonistas de los
receptores 5-HT1a a nivel central (Doods et al., 1988; Dreteler et al., 1990) y también
estdn involucrados en la modulacién de la emocién, por lo que la activacion de los
receptores 5-HT1a induce una gran variedad de cambios conductuales (Hoyer et al.,
1994).

Una gran variedad de agonistas 5-HTia tales como buspirona, gepirona,
ipsapirona y tandospirona tienen efectos ansioliticos en modelos de ansiedad (Traber
& Glazer, 1987). Otros agonistas 5-HTia tales como flesinoxan, urapidil y
5-metil-urapidil producen una disminucién de la presién sanguinea y frecuencia
cardiaca por activacion de receptores 5-HT1a del SNC (Saxena & Villalén, 1990a;
1990b).
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2.2.2.2  Receptores 5-HT1p

Hasta hace poco, los receptores denominados como 5-HTip incluian sélo a los
receptores 5-HTis localizados en el cerebro de roedores. Estos, aparte de su funcién
como auto y heteroreceptor en el SNC, median respuestas de contracciéon en la
arteria caudal de la rata (Craig & Martin, 1993) e inhiben la liberacién de
noradrenalina en terminales nerviosas de la vena cava de la rata (Gothert et al.,
1986a). Al mismo tiempo, Weinshank et al, (1992) identificaron dos genes
estructuralmente distintos que codificaban a receptores 5-HT: humanos con
caracteristicas farmacolégicas similares a los receptores 5-HT1p. Debido a que estos
dos tipos de receptores eran farmacoldgicamente indistinguibles, fueron
denominados como receptores 5-HT1ip, y 5-HT1pp. Pronto llegé a ser evidente que,
a pesar de sus diferencias farmacolégicas, los receptores 5-HT1pp del humano eran
homologos de los receptores 5-HT1p de la rata (Hoyer et al., 1994). Esto originé un
importante reorganizaciéon de la nomenclatura de los receptores a la 5-HT. Con lo
antrerior se pone de manifiesto la gran importancia del genoma humano (Hartig et
al., 1996). Consecuentemente, los receptores 5-HTipp fueron denominados como
receptores 5-HT1p (junto con los receptores 5-HTip de la rata), mientras que la
nomenclatura 5-HTip, fue abandonada al reconocer el hecho de que este gen

codifica a los receptores 5-HT1p.

1. Caracteristicas farmacoldgicas

a) r5-HT1p: Pocos agonistas selectivos estdn disponibles para el receptor 5-HT1p de
roedores, entre los cuales se encuentra el CP 93,129 (Macor et al., 1990). Algunos
bloqueadores p-adrenérgicos son potentes antagonistas 5-HTip, entre los cuales
destacan el SDZ 12009, pindolol y cianopindolol; sin embargo, su potencia es similar
para los receptores 5-HT1a (Hoyer et al., 1994). Posteriormente se demostré: (i) por

estudios de unién de radioligandos que el GR 127935 tiene alta afinidad por estos
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receptores (pKi= 8.5) (Pauwels, 1996; Skingle et al., 1996), y (ii) por estudios
funcionales se ha demostrado que este compuesto tiene alta afinidad por estos
receptores (Sanchez-Lopez et al., 2003; 2004).

b) 5-HT1p de especies no roedoras: No existen agonistas selectivos para estos
receptores. Se han reportado algunos antagonistas selectivos tales como el GR 127935
(Skingle et al., 1996) y el SB224289 (Hagan et al., 1997), aunque el primero también

tiene afinidad por los receptores 5-HT1p.

2. Estructura y mecanismo transduccional

Estudios de clonacién sugieren que el receptor r5-HTip es una proteina de
386 aminoécidos (Adham et al., 1992), la cual tiene un 96% de homologia en su &area
transmembranal con el receptor h5-HT1g, aunque su perfil farmacolégico es diferente
(Hartig et al., 1996). Ambos receptores tienen la misma distribucién en el cerebro de
varias especies (Hoyer & Middlemiss, 1989). Estas evidencias llevaron a proponer
que el receptor 5-HT1p de la rata es homoélogo al receptor 5-HT1p de otras especies de
mamiferos, incluyendo a los humanos (Hartig et al., 1996).

El receptor h5-HT1p ha sido clonado en el cerebro humano y consta de una
proteina de 390 aminoacidos que exhibe caracteristicas operacionales similares a la de
los receptores funcionales 5-HT1p (Branchek et al., 1995).

Se ha demostrado que los receptores r5-HTip y h5-HTip estan acoplados

negativamente a la adenilil ciclasa (Hoyer et al., 1994).

3. Distribucién y funcién
Se ha demostrado que los receptores r5-HT1p se encuentran en el SNC: ganglios
basales, globus pallidus y pars reticulada de la sustancia nigra, mostrando el perfil
farmacolégico de los receptores r5HT1p (Palacios et al., 1991).

En especies no roedoras, los receptores 5-HT1p se encuentran en la substancia

nigra, ganglios basales y en la via nigroestriatal (Waeber et al., 1989). La distribucion
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cerebral del RNAm de los receptores r5-HT1p y 5-HT1p de otras especies no roedoras
es similar (Hartig et al., 1996).

Al parecer, los receptores r5-HT1p estan localizados a nivel presinaptico en
tibras que inervan a la pars reticulada de la sustancia gris (Hamon et al., 1990) y en
células que controlan la actividad de los ganglios basales no ligadas a fibras
dopaminérgicas (Hoyer et al., 1994). Sin embargo, existe una amplia evidencia que
sugiere que los receptores r5-HT1s, ademds de ser autoreceptores, funcionan como
heteroreceptores terminales que controlan la liberacién de otros neurotransmisores
como acetilcolina, glutamato y noradrenalina (Hoyer et al., 1994). Se han descrito
algunas funciones de los receptores h5-HTis en tejidos vasculares: en la vena
safena humana (Molderings et al., 1990), arteria temporal humana (Razzaque et al.,
1999), arteria caudal (Froldi et al., 2003), venas y arterias de la cavidad toracica de

rata (Wackenfors et al., 2005).

2.2.2.3 Receptores 5-HT1p

1. Caracteristicas farmacoldgicas.
Como se muestra en la Tabla 1, el receptor 5-HT1p (previamente llamado 5-HT1pa) es
potentemente antagonizado por el GR 127935 (Clitherow et al., 1994; Skingle et al.,
1996) y por el antagonista selectivo BRL15572 (Hagan et al., 1997; Price et al., 1997).
Adicionalmente, los antagonistas de los receptores 5-HT> pueden discriminar
estos receptores de los 5-HT1p y 5-htir, aunque es altamente dependiente de la especie
(Kaumann et al., 1994; Zgombick et al., 1995). Efectivamente, mientras que la
ketanserina muestra una selectividad por los receptores 5-HT1p sobre los receptores
5-HTip en el conejo (Bard et al., 1996) y en el humano (Zgombick et al., 1995), esta
selectividad est4 ausente en el perro (Branchek et al., 1995) y en el cobayo (Zgombick
et al., 1997). En contraste con los receptores 5-HT1s, los receptores 5-HT1p de roedores
tienen caracteristicas farmacoldgicas similares a los receptores 5-HTip de otras

especies (Hartig et al., 1996). El sumatriptan y triptaminas de segunda generacién son
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agonistas potentes de estos receptores aunque también interacttian con los receptores
5-HT1p. Posteriormente, se desarrollaron algunos agonistas mas selectivos por los
receptores 5-HTip que incluyen el PNU-109,291 (Cutrer et al., 1999), PNU-142633
(Pregenzer et al., 1999) y el L-775,606 (MacLeod et al., 1997).

2. Estructura y mecanismo transduccional

Estudios realizados en células transfectadas con receptores 5-HT1p indican que estan
acoplados negativamente a la adenilil ciclasa (Hoyer et al., 1994). Ademas, el receptor
h5-HT1p esta formado por 377 aminoacidos, mientras que el receptor r5-HT1p tiene

374 aminoéacidos.

3. Distribucién y funcion

Se ha demostrado que el receptor 5-HT1p esta preferentemente localizado en tejido
neuronal mas que en el tejido vascular (Longmore et al., 1997; Sgard et al., 1996;
Ullmer et al., 1995).

Los receptores 5-HT1p fueron primeramente identificados como mediadores
de la inhibicién de la liberacién de 5-HT en las terminales nerviosas de la corteza
del cerebro de cobayo (Middlemiss et al., 1988). Los receptores 5-HT1p participan
inhibiendo la liberacién de la noradrenalina en la auricula humana (Schlicker et al.,
1997). De manera adicional, los receptores 5-HT1p parecen estar involucrados en la
inhibicion de la extravasaciéon plasmaética producida por la estimulacion del
ganglio trigeminal (Rebeck et al., 1994) y en los efectos inhibitorios centrales del
nervio trigeminal de algunos compuestos antimigrafiosos (Goadsby, 1997). Por
otro lado, los receptores 5-HT1p no estan involucrados en el efecto vasoconstrictor
mediado por la 5-HT y el sumatriptan en la arteria coronaria humana (Bouchelet et

al., 2000).
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2.2.2.4 Receptores 5-htie

1. Caracteristicas farmacologicas

No existen agonistas ni antagonistas selectivos para los receptores 5-htig, aunque la
5-CT es un agonista 500 veces mas débil que la 5-HT, mientras que la metiotepina es
un antagonista débil (McAllister et al., 1992); el sumatriptan también muestra muy
baja afinidad por este tipo de receptors (Hoyer et al., 1994). La 5-HT tiene alta
afinidad y potencia para inhibir la actividad de la adenilil ciclasa en células

transfectadas con receptores 5-htie (Leonhardt et al., 1989).

2. Estructura y mecanismo transduccional

El receptor 5-htig ha sido clonado y consta de una proteina de 365 aminodacidos
similar a los receptores ligados a proteinas G. Estudios de unién de radioligandos
indican que el receptor estd ligado a una proteina Gi (Leonhardt et al., 1989) y
produce inhibicién de la adenilil ciclasa (McAllister et al., 1992).

3. Distribucién y funcion

Los receptores 5-htig fueron identificados mediante estudios de unién de
radioligandos en homogenados de corteza cerebral frontal de humanos (Leonhardt
et al., 1989). Estos estudios revelaron que su distribucion en el cerebro es similar a
la de los receptores 5-HT1p (Lowther et al., 1992). Los receptores 5-htig no estan
presentes en vasos sanguineos (Ullmer et al., 1995). La funcién de los receptores
5-htig es desconocida hasta la fecha y sélo se sabe que estdn acoplados
negativamente a la adenilil ciclasa (Hoyer et al., 1994, McAllister et al., 1992;
Villaloén et al., 1997D).
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2.2.2.5 Receptores 5-htir

1. Caracteristicas farmacoldgicas

El receptor 5-htir puede ser distinguido de los receptores 5-HT1p y 5-HT1p usando los
agonistas potentes y selectivos 5-htir, LY344864 (Phebus et al., 1997) y LY334370
(Johnson et al., 1997). Algunos farmacos tales como la oximetazolina (pKi=7.92),
sumatriptan (pKi=7.64), metisergida (pKi=7.47) y lisergol (pKi=8.4) tienen afinidad
por los receptores 5-htir (Adham et al, 1993). Hasta el momento no existen

antagonistas selectivos para los receptores 5-htir.

2. Estructura y mecanismo transduccional

El receptor 5-htir ha sido clonado en el ratén y consta de 367 aminoécidos, mientras
que en el humano y en la rata es de 366 (Adham et al., 1993; Lovenberg et al., 1993). La
homologia del receptor 5-htir con los demas subtipos de receptores 5-HT: en la
region transmembranal es: 5-HT1a (53%), 5-HT1p (63%), h5-HT1p (60%), y 5-htie (70%)
(Hoyer et al., 1994). Los receptores 5-htir clonados en células transfectadas inhiben la

estimulacion de la adenilil ciclasa (Adham et al., 1993).

3. Distribucion y funcion

Como un receptor relativamente nuevo, poco se conoce acerca de su distribuciéon y
funcién. Sin embargo, se ha detectado RNAm que codifica a este receptor
preferentemente en el cerebro, mesenterio y ttero, pero no en el rifién, higado, bazo,
corazon, pancreas o testiculos (Hoyer et al., 1994). En los vasos sanguineos cerebrales
humanos sélo se han encontrado trazas de RNAm (Bouchelet et al., 1996; Ullmer et al.,
1995), mientras que en las arterias coronarias existen cantidades considerables de
RNAm para este receptor (Nilsson et al., 1999). Sin embargo, es probable que el
RNAmM no se exprese ya que el LY344864 no produce vasoconstriccion en estas
arterias (Bouchelet et al., 2000; Nilsson et al., 1999); ni es capaz de mimetizar el efecto

simpato-inhibitorio inducido por la 5-HT en la rata descerebrada y desmedulada
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(Sanchez-Lopez et al., 2003). En el cerebro, el RNAm ha sido localizado en el ntcleo
dorsal del rafé, hipocampo y corteza (Adham et al., 1993; Hoyer et al., 1994; Villalon et
al., 1997b). El receptor 5-htir parece mediar la inhibicion de la extravasacion
plasmaética dural inducida por la estimulaciéon del ganglio trigeminal (Johnson et al.,

1997; Phebus et al., 1997).

223 Receptores 5-HT>

Desde hace tiempo se conocen algunas de las funciones de los receptores 5-HT>,
entre las cuales destacan la vasoconstriccion y la agregacion plaqueteria (para
referencias, ver Saxena & Villalén, 1990b). Sin embargo, estos receptores son
heterogéneos, ya que incluyen a tres subtipos de receptores: 5-HT2a, 5-HT2p y
5-HT2c. Cada uno ha sido clonado y son proteinas de tamafio similar ligadas a una
proteina Gq, la cual activa a la fosfolipasa C, y ésta a su vez permite la conversiéon
de PIP; a IP; y DAG, produciendo un incremento de los niveles de Ca*2

intracelular (Hoyer et al., 1994) y activacién de la cinasa de la proteina C.

2.2.3.1 Receptores 5-HT>a

Aln no existe un antagonista ideal con un alto grado de selectividad para los
receptores 5-HT2a. Los agentes que tienen la més alta afinidad son la ketanserina y la
pirenperona, aunque la ketanserina también interactia con receptores o y Hi
(Saxena & Villalon, 1990b). La espiperona es un antagonista razonablemente
selectivo, ya que su afinidad es 80 veces menor para los receptores 5-HT1a con
respecto a los 5-HT.a (Hoyer et al, 1994). La pirenperona, ciproheptadina,
MDL100907 y cinanserina son antagonistas relativamente selectivos, ya que también
tienen afinidad por los receptores 5-HT>c (Hoyer et al., 1994).

Hay relativamente poca informacién concerniente a los agonistas selectivos

5-HT24; existen algunos como el DOI, DOM, DOB y la a-metil-5-HT; sin embargo,
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estos farmacos son de uso limitado debido a sus propiedades alucinégenas (Hoyer et
al., 1994). Los receptores 5-HT2a estdn ampliamente distribuidos en la periferia,
donde median respuestas de contraccién en muchas preparaciones de musculo liso
vascular (Martin, 1994), urinario, bronquial, gastrointestinal y uterino (Hoyer et al.,
1994). Asimismo, participan en la agregacion plaquetaria y en el incremento de la
permeabilidad capilar (Hoyer et al., 1994). En el SNC se encuentran en la corteza
cerebral, en el sistema limbico y en los ganglios basales, donde parecen estar
involucrados en el control de la conducta y en la despolarizacion de las neuronas
(Hoyer et al., 1994). Ademas, la liberacion de noradrenalina producida por la 5-HT en
la médula suprarenal parece estar mediada por receptores 5-HT2a (Humphrey &
Feniuk, 1987).

Algunos agentes antimigrafiosos tienen afinidad por los receptores 5-HT2a
(metisergida, pizotifen, ergotamina, dihidroergotamina) (Hoyer et al., 1994), pero
muchos otros (ketanserina, ciproheptadina, metiotepina) no son ttiles en la terapia

de la migrana (Tself-Hansen & Saxena, 1993).

2.2.3.2  Receptores 5-HT2p

Con excepciéon del BW723C86 (Kennett et al., 1996), no existen agonistas selectivos
para los receptores 5-HT2p. El perfil farmacolégico del receptor 5-HT2p es muy
caracteristico, siendo el orden de potencia para los agonistas el siguiente: 5-HT =
a-metil-5-HT > 5-MeO-T > TFMPP > 5-CT > quipazina > 2-metil-5-HT > sumatriptan
> 8-OH-DPAT (Hoyer et al., 1994).

El orden relativo de potencia de los antagonistas es: 1-NP = rauwolscina =
yohimbina > pizotifen > propranolol > mianserina > pirenperona = cinanserina =
espiperona (Hoyer et al., 1994). El SB204741 es un antagonista selectivo por los

receptores 5-HT2p (Baxter, 1996) y la yohimbina, aunque interactta con otras familias
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de receptores, tiene cierta selectividad por los receptores 5-HT2p sobre los receptores
5-HT2a y 5-HT>c (Ellis et al., 1995).

Se reconoce que el receptor que media la contraccion en el fondus del estébmago
de la rata es el receptor 5-HT2p, anteriormente llamado 5-HT>r (Kursar et al., 1992).

Poco se conoce acerca de su distribucion en la rata. No se ha encontrado al
receptor 5-HT2p en el cerebro (Kursar et al., 1992), pero se ha encontrado RNAm de
estos receptores en varios tejidos incluyendo el fondo del estémago, intestino,
corazon, rifién, pulmoén y algunas areas extensas del cerebro (Foguet et al., 1992).

Funcionalmente se conoce poco del receptor 5-HT2s, excepto que en la rata
produce contraccion en el fondo del estdémago. Sin embargo, existen receptores 5-HT>
que median relajacion dependiente del endotelio y se sugiere que probablemente
sean del tipo 5-HT2p, porque: (i) su perfil farmacolégico se correlaciona con los
receptores 5-HT2p (Glusa & Pertz, 2000; Glusa & Richter, 1993, Jahnichen et al., 2005) y
(i) el RNAm que codifica a los receptores 5-HT2p se encuentran en algunos vasos
sanguineos (Ullmer et al., 1995).

Se ha propuesto que los receptores 5-HT2p/2c podrian estar involucrados en
la iniciacién de los ataques de migrafia (Fozard, 1995; Fozard & Kalkman, 1994;
Kalkman, 1994). Por lo tanto, el antagonismo selectivo de estos receptores, en
particular de los receptores vasodilatadores endoteliales 5-HT2g, podria ser efectivo
en el tratamiento profilactico de la migrafna (Fozard, 1995; Fozard & Kalkman,
1994; Kalkman, 1994; Schmuck et al., 1996). El efecto de los farmacos utilizados
como antimigrafiosos profilacticos parace involucrar un antagonismo de los
receptores 5-Hop (Fozard, 1995). Estos farmacos no son selectivos para los
receptores 5-HT>, algunos farmacos como la metisergida también interactian con
los receptores 5-HT1 y 5-HT7. Algunos autores lo han sefialado (Hamel & Saxena,
1999; Tself-Hansen & Saxena, 1993), que antagonistas 5-HT2p/2c, que incluyen a la

mianserina y pizotifen, no son agentes antimigrafiosos efectivos.
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2.2.3.3 Receptores 5-HT>c

En general, los compuestos que son selectivos para los receptores 5-HT2a muestran
una afinidad similar para los receptores 5-HT>c (Hoyer, 1988). Esto no es
sorprendente ya que estos dos receptores tienen una gran similitud estructural
(Hartig et al., 1992). La o-metil-5-HT y el DOI son agonistas 5-HT2a y 5-HTac,
mientras que el TFMPP y el mCPP muestran una selectividad menor por los
receptores 5-HT>c (Hoyer et al., 1994). Con respecto a los antagonistas, la
ritanserina, ICI 169369, ciproheptadina, LY 53857, mianserina y mesulergina son
antagonistas equipotentes de los receptores 5-HT2a y 5-HToc (Hoyer, 1989). Sin
embargo, ciertos antagonistas 5-HT>a muestran mayor selectividad por estos que
por los 5-HTxc, tal es el caso de ketanserina, cinanserina y pirenperona (Hoyer et
al., 1994). Actualmente existen compuestos mds selectivos para este subtipo de
receptor tales como el agonista RO60-0175 (Dekeyne et al., 1999; Jenck et al., 1998), y
los antagonistas como: RS102221 (Bonhaus et al., 1997) y el SB242084 (Bromidge et
al., 1997; Kennett et al., 1997).

En el SNC, los receptores 5-HT>c se encuentran en el plexo coroideo de todos
los mamiferos investigados (Pazos et al., 1984). En la pared de los ventriculos
cerebrales existen terminales nerviosas serotonérgicas, sitio donde se sintetiza el
liquido cefaloraquideo y se ha sugerido que los receptores 5-HT>c regulan la
composicién del liquido cefaloraquideo (Pazos et al., 1984). Igualmente se encuentran
en densidades mas bajas en el sistema limbico y regiones asociadas con la conducta
motora (Pazos et al., 1987).

Se ha sugerido que los receptores 5-HT2c desempefian un papel importante en
una variedad de procesos tales como la locomocién, hambre y anorexia, produccién
de liquido cefaloraquideo, liberacién de hormona adrenocorticotropica, migrafia,
ansiedad o desérdenes compulsivos (Hoyer et al., 1994). Sin embargo, los farmacos

usados en modelos animales o en voluntarios sanos no son tan selectivos por los
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receptores 5-HTac. Probablemente los efectos mejor caracterizados que son mediados
por receptores 5-HT>c son la hipolocomocion y la hipofagia inducida por mCPP,
MK 212 y TFMPP (Curzon & Kennett, 1990). Otros efectos posiblemente mediados
por receptores 5-HToc incluyen la ereccién, disminucién de la interaccién social,
supresion del consumo de solucién salina hiperténica y supresion de la aversion

inducida por la estimulacién de la sustancia gris periacueductal (Hoyer et al., 1994).

224 Receptores 5-HT3

Existen agonistas selectivos para estos receptores, entre los cuales se encuentran la
2-metil-5-HT, fenilbiguanida y m-clorofenilbiguanida (mCPBG); el orden de potencia
de estos agonistas es mCPBG > 5-HT > 2-metil-5-HT > a-fenilbiguanida (Bradley et
al., 1986; Hoyer et al., 1994). Sin embargo, estos compuestos tienen la desventaja de
comportarse como agonistas parciales (Fozard, 1990). Por lo tanto, un criterio
adicional es que la 5-MeO-T debe ser inactiva en cualquier efecto mediado por
receptores 5-HTj3 (Bradley ef al., 1986; Saxena & Villalon, 1990b).

Con respecto a los antagonistas, existen muchos compuestos selectivos para
este tipo de receptores, entre los cuales destacan el MDL 72222, ondansetréon y
granisetron (Hoyer et al., 1994).

El receptor 5-HTj3 es el tinico de los receptores serotonérgicos que forma parte
integral de un canal catiénico Na*/K* dependiente de ligando (Saxena, 1994), el cual
es analogo al receptor nicotinico de la acetilcolina (Clarke, 1992).

La activaciéon del receptor 5-HT3 produce una despolarizacion rapida, ya que
al activarse el receptor se abre un canal que es selectivo para el Na* y K+ (Wallis &
Elliot, 1991). La mayor consecuencia de la despolarizacion es la entrada de Ca*? a la
célula a través de la apertura de canales de Ca*? dependientes de voltaje de tipo N.

Posteriormente, este incremento de Ca*? citosdlico produce liberacion del

neurotransmisor de las neuronas centrales y periféricas (Wallis & Elliot, 1991).
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Los receptores 5-HT3 se encuentran asociados con neuronas del SNC (Waeber et al.,
1989; Yakel & Jackson, 1988) y de la periferia (Fozard, 1984). En el cerebro, las més
altas densidades de receptores 5-HTs se encuentran en nicleos discretos (complejo
dorsal del vago, ntcleo trigeminal), el drea postrema, el niacleo del tracto solitario y
sustancia gelatinosa a nivel del cordén espinal (Hamon et al., 1989). Las densidades
mas bajas de receptores 5-HT3 se encuentran en la corteza y en areas de la region
limbica, donde desempefian un papel importante en la regulacion de la conducta
(Hoyer et al., 1994). En la periferia, se encuentran en las neuronas pre y
postganglionares del sistema nervioso auténomo y en neuronas sensoriales del
sistema nervioso entérico (Clarke, 1992).

La activaciéon de receptores 5-HT3 que se encuentran en las fibras aferentes
vagales puede producir una intensa, pero corta, bradicardia e hipotension,
denominado el reflejo de von Bezold-Jarisch (Saxena & Villalén, 1990b). Asimismo,
en el conejo y en el perro los receptores 5-HT3; median taquicardia por aumentar la
neurotransmisién simpatica (Saxena & Villalén, 1991). Ademas, los receptores 5-HTs
estan involucrados en reflejos gastrointestinales como el vémito y en la regulaciéon del
tono gastrointestinal (Clarke, 1992).

Debido a que no se ha encontrado algiin efecto antimigrafioso claro con
algtin antagonista 5-HT3 (Ferrari, 1991; Ferrari et al., 1991), este receptor no parece

participar en la migrafa.

2.2.5 Receptores 5-HT,

La 5-HT es el agonista inddlico mas potente para los receptores 5-HT4. La 5-MeO-T y
la a-metil-5-HT también son agonistas potentes, mientras que la 5-CT es la menos
potente y la 2-metil-5-HT es débil o inactiva (Bockaert et al., 1992; Villalon et al., 1991).

Aunque la 5-MeO-T no es un agonista selectivo, es ttil como herramienta de

caracterizacion, ya que no tiene afinidad por los receptores 5-HT3, los cuales coexisten
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en el intestino junto con los 5-HT4 (Hoyer et al., 1994). Las benzamidas sustituidas,
tales como la cisaprida, (S) y (R) zacoprida, renzaprida y metoclopramida, asi como
las benzimidazolonas BIMU 1 y BIMU 8 son agonistas para los receptores 5-HTj
(Hoyer et al., 1994). Todas las benzimidazolonas que interacttian con los receptores
5-HT, también pueden interactuar con los receptores 5-HT3 (Hoyer et al., 1994). El
SC 53116 ha sido reportado como el primer agonista altamente selectivo para los
receptores 5-HT4 (Flynn et al., 1992).

Algunos antagonistas estan disponibles, incluyendo al SDZ 205557, DAU 6285
y RS-23597, pero el GR-113808 y SB 204070 son los més potentes y selectivos (Hoyer
et al., 1994). El GR 113808 no tiene actividad de antagonista con otros receptores
serotonérgicos, ya que a concentraciones 10,000 veces mas alta para bloquear los
receptores 5-HT4 no se bloquean otros receptores serotonérgicos (Gale et al., 1994).

El receptor 5-HT} ha sido clonado y muestra dos variantes: una forma corta de
387 aminodacidos (5-htss) y una forma larga de 407 aminoécidos (5-htsr) (Gerald et al.,
1995), ambos farmacolégicamente indistinguibles. Hay datos que describen su
mecanismo transduccional. A este respecto, la estimulacién de la adenilil ciclasa y la
elevacion de AMPc parecen mediar la respuesta celular después de la estimulacion
del receptor 5-HT4 (Hoyer et al., 1994). Este mecanismo es consistente con los efectos
de la estimulacion de los receptores 5-HTj, tales como aumento en la liberacion de
acetilcolina en el intestino (Kilbinger & Wolf, 1992), asi como cronotropismo positivo
en la auricula cardiaca humana (Kaumann, 1990) y porcina (Villalén et al., 1991; 1990).

Los receptores 5-HT4 fueron primeramente descritos en el cerebro de raton
(Bockaert et al., 1992) y de cobayo (Dumuis et al., 1988); posteriormente se encontré en
el ileo de cobayo (Craig & Clarke, 1990), corazén humano (Kaumann et al., 1990) y
corazon porcino (Kaumann, 1990; Villalén et al., 1991; 1990).

El receptor 5-HT4 se ha identificado en el SNC: &reas limbicas tales como el
tubérculo olfatorio, niicleo acumbens, cuerpo estriado, globus pallidus, sustancia nigra

(Grossman et al., 1993) y en la corteza cerebral. Esta distribucién sugiere que el
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receptor participa en los desérdenes afectivos, psicosis, coordinaciéon motora,
percepcién visual, aprendizaje y memoria (Hoyer et al., 1994).

En el tracto gastrointestinal, el receptor 5-HT4 se ha identificado en neuronas,
células musculares lisas del eséfago de la rata y células secretoras (Hoyer et al., 1994).

Existen evidencias que indican que los receptores 5-HTs4 en el aparato
gastrointestinal estan involucrados en la produccién del vomito y del peristaltismo,
este ultimo modulado neuronalmente por liberacion de acetilcolina en el musculo
liso circular (Clarke, 1992). La facilitaciéon del reflejo peristéltico producido por la
metoclopramida y otros agentes gastrocinéticos puede ser explicada por la
estimulacion de receptores 5-HT4 (Clarke, 1992).

En el corazén, la activacién de receptores 5-HTs en la auricula derecha
aislada del cerdo produce taquicardia (Kaumann, 1990) y un efecto inotrépico
positivo en la auricula izquierda (Hoyer et al, 1994). Estos resultados se
complementan con las respuestas taquicdrdicas inducidas por la activaciéon de
receptores 5-HTy en cerdos anestesiados con vagosimpatectomia bilateral (Villalon
et al., 1991; Villalén et al., 1990) y en monos (Wood et al., 1991) anestesiados. Debido
a que la activaciéon de estos receptores puede inducir arritmias en la auricula
humana aislada, se ha propuesto que antagonistas de los 5-HT4 podrian ser ttiles
en el tratamiento de las arritmias cardiacas (Kaumann, 1994). Sin embargo, el papel
que desempenia la 5-HT en las arritmias cardiacas no esta bien establecido. Aunque
el RNAm de los receptores 5-HT4 se ha aislado del endotelio de algunos vasos
sanguineos (Ullmer et al., 1995), no se ha descrito algin receptor 5-HTs que medie
relajaciéon dependiente del endotelio, excepto en la vena pulmonar aislada bovina

(Cocks & Arnold, 1992).
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2.2.6 Receptores 5-hts

Se ha reportado la clonaciéon de dos genes de receptores denominados 5-htsa y 5-htsp
(Plassat et al., 1992), que son farmacolégicamente similares. El gen para los receptores
5-htsa se ha encontrado en la rata (Erlander et al., 1993) el ratén (Plassat et al., 1992) y
humanos (Rees et al., 1994) mientras que el receptor 5-htss solo estd presente en la rata
y el ratén. Hasta el momento, no existe una correlacién funcional de estos receptores
(Villalon et al., 1997b) y por esta razén, los receptores son escritos en mintdsculas.

Existen discrepancias con respecto al mecanismo transduccional al cual estan
acoplados los receptores 5-hts. Algunas evidencias sugieren que los receptores 5-htsa
de la rata estdn acoplados negativamente a la adenilil ciclasa (Carson et al., 1996;
Nelson, 2004), aunque los receptores 5-hts de ratén no inhiben a la adenilil ciclasa
(Plassat et al., 1992).

Ambos receptores muestran moderada afinidad por la 5-CT, metiotepina, y
una variedad de derivados del ergot, incluyendo al LSD, ergotamina y metisergida,
pero hay varias razones para creer que estos receptores no son del tipo 5-HT1: i) sus
caracteristicas estructurales son diferentes a los receptores 5-HT3; y ii) de acuerdo a su
perfil farmacolégico, los receptores 5-htsa y 5-htsp son diferentes con respecto a los
receptores 5-HT1, 5-HT>, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 (Hoyer et al., 1994; Villalon et
al., 1997b; Sanchez-Lopez et al., 2003).

Su localizacién es poco conocida. Sin embargo, el RNAm que codifica al
receptor 5-htsa se ha encontrado en la corteza cerebral, sistema limbico y en la capa
granular del cerebelo (Plassat et al., 1992). La distribucién de los receptores 5-htsa es
limitada en el SNC, aunque estos receptores se han encontrado sobre neuronas y

células tipo neuronas en el cuerpo carotideo (Nelson, 2004).
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2.2.7 Receptores 5-HTs

Los receptores 5-HTs han sido clonados en la rata (Ruat et al., 1993a) y en el humano
(Kohen et al., 1996). La proteina tiene 448 aminodacidos (en el humano) y presenta un
41% y 36% de homologia con los receptores 5-HT1 y 5-HT>, respectivamente.

Los receptores 5-HTs se pueden distinguir farmacolégicamente de los
receptores 5-HT; asi como de los receptores 5-hts y 5-HT7 por su baja afinidad por la
5-CT comparada con la 5-HT. Los receptores 5-HTs son resistentes al bloqueo por
antagonistas de receptores 5-HT:» (ketanserina), 5-HT; (MDL72222) y 5-HT4
(tropisetrén). Ademads, la mesulergina, un antagonista 5-HT> y 5-HT7, no interactaa
con los receptores 5-HT¢ (Hoyer et al., 1994).

El receptor 5-HTs , el cual estd acoplado positivamente a la adenilil ciclasa,
parece ser diferente de otros receptores clonados en base a su homologia de secuencia
y a su perfil operacional tnico. En este sentido, los receptores 5-HTj tiene afinidad
por una variedad de farmacos cuyo orden de potencia es: 5>-MeO-T > 5-HT > 5-CT >
TFMPP > mCPP. El orden de potencia de los antagonistas es: LSD > metiotepina >
lisurida > clozapina > metergolina > ritanserina > mianserina (Hoyer et al., 1994).

El reciente desarrollo de los antagonistas selectivos de este tipo de receptores,
que incluyen al RO046790 y al RO630563 (Sleight et al., 1998) ha sugerido la posible
participacion de los receptores 5-HTs en algunas conductas de la rata tales como
estiramiento, bostezo, masticacion y la actividad locomotora (Sleight et al., 1998). La
distribucion de los receptores 5-HT¢ es desconocida; sin embargo, el RNAm
correspondiente parece estar exclusivamente en el cerebro: stratium, tubérculo
olfatorio, corteza cerebral, hipocampo. No hay evidencia de su presencia en tejidos
peritéricos (Hoyer et al., 1994; Ullmer et al., 1995; Villalon et al., 1997b). Recientemente
se ha sugerido que los receptores 5-HTs desempefian un papel importante en la

consolidacién de la memoria (Perez-Garcia & Meneses, 2005).
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2.2.8 Receptores 5-HT?7

1. Caracteristicas operacionales

Estos receptores tienen afinidad por una variedad de farmacos, exhibiendo el
siguiente orden de potencia para los agonistas: 5-CT >> 5-HT = 5-MeO-T > RU 24969
> bufotenina > 8-OH-DPAT (Hoyer et al., 1994). Aunque el orden de potencia de las
triptaminas (5-CT>5-HT=5-MeO-T) es similar al de los receptores 5-HT1 (ver atras),
existen dos caracteristicas farmacolégicas que ayudan a diferenciarlos de los
receptores 5-HT1: i) el sumatriptan y el GR 127935, agonista y antagonista 5-HT1s/1p,
respectivamente, tienen baja afinidad por los receptores 5-HT7 (Saxena et al., 1998) y
no bloquean respuestas funcionales mediadas por receptores 5-HT7 y ii) la
mesulergina, a bajas dosis, es un farmaco que no interactta con los receptores 5-HT1,
y que bloquea receptores 5-HT7 (Saxena et al., 1998). El orden de potencia para los
antagonistas es el siguiente: metiotepina = metisergida = mesulergina = metergolina
= butaclamol = clozapina = ergotamina > espiperona (Hoyer et al., 1994; Terrén, 1996;
Villalén et al., 1997a); el propranolol y el pindolol son inactivos a una concentracion
de 10 uM (Plassat et al., 1993). Recientemente se ha propuesto que el SB258719 (Forbes
et al., 1998; Thomas et al., 1999) y el SB269970 (Hagan et al., 2000; Thomas et al., 2000)

son antagonistas selectivos de los receptores 5-HT7.

2. Estructura y mecanismo transduccional

El receptor 5-HT7 ha sido clonado en algunas especies, incluyendo al humano (Bard
et al., 1993), 1a rata (Lovenberg et al., 1993; Ruat et al., 1993b; Shen et al., 1993), el ratéon
(Plassat et al., 1993) y el cobayo (Tsou et al., 1994). Los receptores 5-HT7, al igual que
los receptores 5-HTs , estan acoplados positivamente a la adenilil ciclasa (Ruat et al.,

1993b).
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3. Distribucién y funcién
En el SNC, el receptor 5-HT7 predomina en el hipotdlamo y talamo de la rata, estando
menos extendidos en otras regiones (Lovenberg et al., 1993). No se han encontrado
sefiales de este receptor en el cerebelo, higado, rifidn, glandulas adrenales, testiculos
u ovarios o células pituitarias (Bard et al., 1993; Eglen et al., 1997). En contraste, se ha
demostrado la existencia de RNAm de este receptor en el cerebelo del ratén (Plassat
et al., 1993) y en ciertos vasos sanguineos (Ullmer ef al., 1995). La presencia de RNAm
del receptor 5-HT7 en el nticleo supraquiasmatico condujo a Lovenberg et al. (1993) a
sugerir que este receptor probablemente participa en la regulacién de los ritmos
circadianos, el cual habia sido atribuido a los receptores 5-HTia. Actualmente
numerosos estudios proveen evidencia preliminar del papel de los receptores 5-HT>
en la funcién de los ritmos circadianos (Thomas & Hagan, 2004).

El receptor 5-HT7 se ha detectado a nivel periférico en el musculo liso vascular
y no vascular mediando relajaciéon en: el ileo de cobayo (Carter et al., 1995), la vena
femoral del conejo (Martin & Wilson, 1995), la arteria coronaria del perro (Terrén,
1996), la vena yugular aislada del mono (Leung et al., 1996), la arteria basilar del perro
(Terrén & Falcon-Neri, 1999), la arteria pulmonar del conejo (Morecroft & MacLean,
1998) y el lecho arterial carotideo externo e interno del perro (Centurion et al., 2001).

Ademas, algunos efectos de la 5-HT que habian sido atribuidos a los
receptores 5-HTi-like ahora se sabe que son mediados por los receptores 5-HT7,
incluyendo la respuesta hipotensora inducida por la 5-HT en la rata (De Vries et al.,
1997) y en el gato (Villalon et al., 2000), asi como el efecto taquicdrdico de la 5-HT en
el gato con seccion espinal (Villalon et al., 1997a). Estos efectos son congruentes con el
mecanismo transduccional de los receptores 5-HT7, ya que un incremento de los
niveles intracelulares de AMPc desencadena estos efectos (Eglen et al., 1997; Lincoln
& Cornwell, 1991; Villalon et al., 1997a).

Por otra parte, los receptores 5-HT7 han sido localizados en vasos sanguineos

craneales y pueden desempefiar un papel importante en la vasodilatacién craneal

38



Clasificacién de los receptores a la 5-HT

que ocurre en la migrafia. A favor de esta sugerencia, algunos agentes
antimigrafiosos profilacticos tienen afinidad por los receptores 5-HT7, incluyendo
lisurida, metisergida, amitriptilina y mianserina (Hoyer et al., 1994). Por otra parte,
nuestro grupo de investigacion sugiere que el utilizar antagonistas selectivos de estos
receptores como SB269970, SB258719 podrian ser futiles como alternativas
antimigrafiosas, bloqueando mecanismos vasodilatadores (e.g. antagonistas a los

receptores de CGRP).

229 Receptores Atipicos (“Orphan” receptors)

Existe un namero considerable de receptores serotonérgicos que han sido descritos y
que no cumplen con los criterios de clasificacion anteriormente mencionados. Estos
receptores han sido denominados atipicos u “orphan” receptors e incluyen a los

siguientes receptores:

2.2.9.1 Receptores serotonérgicos que se encuentran en el endotelio vascular

En muchos casos, la 5-HT produce relajacién dependiente de la integridad del
endotelio. En la mayoria de ellos, el perfil operacional de los receptores involucrados
no cumple con los criterios de clasificacion actuales. Estos receptores se encuentran
en varios lechos vasculares: vena yugular del pollo (Imaizumi et al., 1984), del conejo
(Leff et al., 1987; Martin et al., 1987), y de la rata (Bodelsson et al., 1993), en la vena
cava (Sumner, 1991), arteria pulmonar (Glusa & Richter, 1993) y arteria coronaria del
cerdo (Schoeffter & Hoyer, 1990a; Schoeffter & Hoyer, 1989b), arteria coronaria del
perro (Houston & Vanhoutte, 1988). En todos los casos, las relajaciones producidas
por la 5-HT se obtuvieron por previa contracciéon de los vasos y fue consistente con la
hipétesis de que se trataba de un receptor que inducia la liberacion de factor relajante
derivado del endotelio. Sin embargo, en pocos tejidos (vena yugular del conejo, vena
cava y arteria pulmonar del cerdo) la relajacién es inhibida por algin analogo de la
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L-arginina, sugiriendo que el receptor involucra la via del 6xido nitrico (Hoyer et al.,
1994). Al parecer son dos los receptores que estan involucrados. En el caso de la
arteria coronaria del perro, el receptor tiene una similitud operacional con los
receptores 5-HT1, ya que esta respuesta es antagonizada por metiotepina, pero no por
ketanserina o MDL72222. Un perfil farmacolégico similar se ha observado en la
arteria coronaria del cerdo (Schoeffter & Hoyer, 1989a) y en la vena yugular del
cobayo (Gupta, 1992), donde el sumatriptdn es un agonista activo, sugiriendo la
participacion de los receptores 5-HT1s/1p.

En la vena yugular del conejo (Leff et al., 1987) asi como en la vena cava del
cerdo (Sumner, 1991) el receptor endotelial comparte caracteristicas farmacolégicas
con los receptores 5-HT2p/2c, ya que es sensible a agonistas tales como la
(#)a-metil-5-HT, DOI, mCPP y TFMPP. Ademaés la ketaserina y el MDL72222
fueron inactivos, mientras que la metiotepina y la metisergida actuaron como
antagonistas. Un perfil farmacolégico similar se ha demostrado en la vena jugular
de la rata (Bodelsson et al., 1993) y la arteria pulmonar del cerdo (Glusa & Pertz,
2000; Glusa & Richter, 1993). La localizacién de RNAm de los receptores 5-HT2p en
algunos vasos sanguineos sugiere que estos receptores estan involucrados (Ellis et

al., 1995; Glusa & Roos, 1996; Ullmer et al., 1995).

2.2.9.2 Receptores serotonérgicos que median despolarizacion de las

motoneuronas de la rata

En muchos sistemas de neuronas centrales o periféricas estudiados se conoce que los
receptores que producen inhibicién neuronal son del tipo 5-HTi, mientras que los
receptores 5-HT>, 5-HT3 y 5-HT4 estdn asociados con respuestas excitatorias. Sin
embargo, en motoneuronas espinales y faciales de la rata existe un receptor
serotonérgico atipico que produce despolarizacion (Wallis & Elliot, 1991). Su perfil
tarmacoloégico es: insensible al bloqueo por metiotepina (5-HT1, 5-HT>, 5-hts, 5-HTs ,
5-HT7), MDL 72222 (5-HT3) o tropisetrén (5-HT4) v a los agonistas 2-metil-5-HT,
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8-OH-DPAT, RU 24969, mCPP y TFMPP y es antagonizado por ciproheptadina,
metergolina, mesulergina o metisergida, mientras que el antagonismo con la

ritanserina o ketanserina es variable (Hoyer et al., 1994).

2.2.9.3 Receptores serotonérgicos que median inhibicién de la liberacion de

[3BH]-NA en la arteria coronaria del cerdo

Los receptores serotonérgicos que median inhibicion de la liberaciéon de
noradrenalina en muchas neuronas periféricas son predominantemente 5-HT:
(Hoyer et al., 1994). Sin embargo, el receptor de las terminales nerviosas simpaticas
que inervan a la arteria coronaria del cerdo parece ser una excepcion. Este efecto no
es bloqueado por metiotepina, ketanserina o tropisetrén a concentraciones suficientes
para antagonizar a los receptores 5-HT1, 5-HT> y 5-HT3 (Molderings et al., 1989).
Tampoco es antagonizado por mesulergina, (+)propanolol o yohimbina. Sin
embargo, es mimetizado por bufotenina, 5-aminotriptamina, RU 24969 y triptamina y
es insensible a la 5-CT, (+)a-metil-5-HT, 5-MeO-T y 8-OH-DPAT (Hoyer et al., 1994).

Este perfil farmacol6gico parece ser tnico.

2.2.94 Receptores 5-HT1p

Los receptores 5-HTip (periféricos) producen una ligera despolarizaciéon de las
neuronas mientéricas por disminuir la conductancia de K* mediada por Ca*? (Takaki
et al., 1985). Estos receptores también inhiben la liberaciéon de ACh (Takaki et al.,
1985). El orden de potencia de agonistas para los receptores 5-HTip es: 5-HT =
5-OHIP > 6-OHIP > bufotenina < 2-metil-5-HT, en tanto que 5-MeO-T, 5-CT y
5-aminotriptamina son inactivos. También son inactivos ciertos ligandos para
receptores 5-HT1 (8-OH-DPAT, metiotepina, espiperona y metisergida), 5-HT:
(ketanserina) 5-HT3 (tropisetron, MDL 72222, quipazina) o 5-HTi (tropisetron,
5-MeO-T). Los receptores 5-HTip se han encontrado en el intestino: en la capa
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submucosa, en el ganglio mientérico y en el plexo mientérico epitelial, asi como en el

pancreas, tejido cardiaco y la piel (Hoyer et al., 1994).
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EFECTOS CARDIOVASCULARES DE LA 5-HT

3.1 El sistema cardiovascular

3.1.1 Introduccion

En términos generales, el papel primario del sistema cardiovascular es asegurar en
cada momento la supervivencia de todas las células del cuerpo. Para tal propésito,
debe existir un flujo continuo de las substancias nutritivas y de oxigeno desde el
mundo exterior hacia el espacio intracelular. De igual forma, debe existir un flujo
continuo de los productos de desecho desde las células hacia el exterior. Por lo tanto,
el organismo necesita de tejidos especializados de intercambio (pulmones, intestinos y
rifiones) y de transporte (la sangre, los vasos sanguineos y el corazén) para asociar

estos tejidos con las células individuales.

312 Regulacion fisiolégica

Los mecanismos involucrados en el control de las funciones del sistema
cardiovascular se encuentran bajo regulacién nerviosa, humoral y/6 local. Todos ellos
en conjunto ajustan la resistencia periférica total y el gasto cardiaco de manera que se
mantenga el gradiente requerido de presion sanguinea para el flujo adecuado a través
del sistema vascular. Asi, el SNC unifica la informacién acumulada a partir de
diferentes sensores dentro del sistema cardiovascular y modula la funcién de sus
componentes por medio del sistema nervioso auténomo (simpatico y parasimpatico)
(Lefkowitz et al., 1996) y ciertas glandulas endocrinas. En resumen, la regulacién del
sistema cardiovascular se lleva acabo a diferentes niveles los cuales analizaremos a

continuacion.
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3.1.2.1 Regulacion nerviosa

Existen en la literatura numerosas evidencias que demuestran la existencia de una
alta heterogeneidad de receptores a nivel periférico; algunos de estos receptores
tienen la funcién de sensar la distension de la pared vascular debida a los cambios en
la presién sanguinea (mecanorreceptores) ¢ variaciones en la composicién quimica de
la sangre (quimiorreceptores). Los centros localizados en el tallo cerebral, controlan la
funcién del corazén y de los vasos sanguineos al modificar la actividad de los nervios
noradrenérgicos y colinérgicos (Vanhoutte et al., 1981). La actividad espinal refleja,
afecta la presion arterial, pero el principal control de ésta es ejercido por grupos de
neuronas en el bulbo raquideo que se conocen a veces, como, el drea vasomotora o el
centro vasomotor. Las neuronas que participan en el aumento de la descarga
simpética a los vasos sanguineos y al corazén, se proyectan directamente a neuronas
simpaticas preganglionares en la columna gris intermediolateral de la médula espinal.
A cada lado, los cuerpos celulares de estas neuronas estan situados cerca de la
superficie de la pia madre del bulbo raquideo, en el bulbo raquideo rostral
ventrolateral. Sus axones tienen un trayecto dorsomedial y luego descienden en el
cordon lateral de la médula espinal a la intermediolateral. El transmisor excitador que
secreta no es adrenalina, si no glutamato.

Los impulsos que llegan al bulbo raquideo también afectan a la frecuencia
cardiaca a través de la descarga vagal al corazén. Las neuronas de las cuales surgen
estas fibras vagales estdn situadas en los nicleos motores dorsales del vago y el
ntcleo ambiguo. Cuando aumenta la descarga vasoconstrictora, hay un aumento en
la constriccion arteriolar y una elevacion de la presion arterial. La frecuencia cardiaca
y el volumen sistdlico estdn aumentados debido a la actividad de los nervios
simpaticos sobre el corazén y el gasto cardiaco esta aumentado. Comtnmente hay
una disminucién asociada con la actividad de las fibras vagales del corazén. Por el
contrario, una disminucion en al frecuencia de descarga vasomotora produce

vasodilatacién, un descenso de la presion arterial. Por otro lado, hay una disminucion
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concomitante de la frecuencia cardiaca, pero ésta se debe principalmente a la
estimulacion de la inervacién vagal del corazon.

Cuando se incrementa la actividad simpatica, el neurotransmisor
noradrenalina es liberado, estimulando el corazén (receptores (1 adrenérgicos) y
provocando constricciéon de los vasos sanguineos (receptores ai-adrenérgicos).

Cuando se estimula el sistema parasimpatico, la ACh que se libera deprime al
corazén (receptores M» muscarinicos) y produce una relajaciéon de los vasos
sanguineos (receptores M3 muscarinicos) (Lefkowitz et al., 1996). De manera adicional,
ciertos cambios cardiovasculares pueden iniciar ajustes reflejos compensadores, tales
como el reflejo barorreceptor, el reflejo cardiopulmonar (por ejemplo, el reflejo de von
Bezold-Jarisch), quimiorreflejos y reflejos espinales. La activaciéon de cada uno de
estos reflejos resulta en cambios de la actividad simpatica y/o parasimpatica que

modifican la funcién cardiovascular.

3.1.2.2 Regulacion humoral

La actividad del corazén y de los vasos sanguineos también es modulada por
substancias liberadas de las glandulas endocrinas a la circulacién, que producen
vasodilatacién o vasoconstriccion y otros efectos. Un ejemplo es la adrenalina, la cual
una vez liberada de la médula adrenal produce, entre otros efectos: i) aumento de la
frecuencia y fuerza de contraccién del corazoén; ii) constriccion de la mayor parte de
los vasos sistémicos de resistencia; y iii) dilataciéon de los vasos de resistencia del
miusculo esquelético. La angiotensina II es un octapéptido que es sintetizado a partir
del angiotensinégeno por acciéon de la renina. La angiotensina II es un poderoso
agente vasoconstrictor que acttia sobre las arteriolas del sistema cardiovascular
aumentado la resistencia periférica y, por lo tanto, aumentando la presién arterial. La
vasopresina u hormona antidiurética es un agente vasoconstrictor muy potente que se
sintetiza en los ntcleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo. La endotelina,

que se forma en el endotelio de los vasos sanguineos, se libera cuando hay algtn
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estimulo de dafio en el endotelio, produciendo vasoconstriccion. Dentro de los
agentes que producen vasodilatacion se encuentran la bradicinina, histamina y

prostaglandinas (Vanhoutte et al., 1981).

3.1.2.3 Regulacion local

En los tejidos, los productos del metabolismo celular (H*, HCOs-, ADP y adenosina,
entre otros) regulan el flujo sanguineo local de acuerdo a las necesidades de los
mismos. El control local del flujo sanguineo se puede dividir en control agudo y
control a largo plazo. El control agudo se logra mediante variaciones rapidas del
grado de constriccion de las arteriolas, metarteriolas y esfinteres precapilares en
cuestiéon de minutos o segundos, en tanto que el control a largo plazo se logra en dias
o meses. De manera adicional, los autacoides (prostaglandinas, cininas, angiotensina,
histamina, 6 5-HT) pueden inducir por si mismos vasoconstriccion y/6 vasodilatacion
(Vanhoutte et al., 1981) y podrian también modificar la funcién cardiaca (Saxena &
Villalén, 1991). Igualmente, debe destacarse que ciertos metabolitos y algunos
autacoides (notablemente la 5-HT), pueden también modular la actividad de los
nervios simpdticos y/6 parasimpéticos a nivel central, ya sea estimulando 6
inhibiendo la liberaciéon de sus respectivos neurotransmisores (Langer, 1980), y
consecuentemente, modificando la funcién cardiovascular. Dentro de este contexto, es
interesante notar que la 5-HT puede interactuar en una variedad de formas con todos
los componentes del sistema cardiovascular (Saxena, 1986; Saxena & Villalén, 1990;

1991; Saxena et al., 1998).
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3.2 Efectos cardiovasculares de la 5-HT y farmacos agonistas relacionados

3.21 Introduccion

La serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) se ha reconocido por muchos afios como un
efector sobre varios tipos de miusculo liso; subsecuentemente, como un agente que
produce agregaciéon plaquetaria y como un neurotransmisor en el SNC (Saxena &
Villalén, 1990; 1991). La 5-HT se sintetiza en células enterocromafines del tracto
gastrointestinal, en plaquetas y en regiones especificas del SNC. Aunque, se le ha
implicado en la regulacién de diversos procesos fisiologicos y patolégicos, el sitio
exacto y modo de accion de la 5-HT adn no es totalmente claro (Saxena et al., 1998).

Con el reciente descubrimiento de una amplia variedad de farmacos con
accion selectiva sobre los receptores a la 5-HT, ahora es claro que los efectos
cardiovasculares, y ciertamente otros, producidos por la 5-HT, parecen estar
mediados por los diversos tipos de receptores a la 5-HT mencionados anteriormente
(capitulo 2) u otros mecanismos.

De este modo, la 5-HT y los farmacos agonistas relacionados activan los
diferentes receptores serotonérgicos localizados en el SNC, en las terminales nerviosas
autonémicas, en diversos miusculos lisos, endotelio y en el tejido cardiaco para
producir efectos complejos entre los que destacan: bradicardia, taquicardia,
hipotensién, hipertension, vasodilatacion o vasoconstriccion (Saxena, 1986; Saxena &

Villalén, 1990; 1991; Saxena et al., 1998)

3.2.2 Respuestas reflejas cardiovasculares inducidas por la 5-HT y farmacos

agonistas relacionados

Se sabe desde hace mucho tiempo que la 5-HT produce una variedad de reflejos
cardiovasculares al actuar principalmente sobre los quimiorreceptores arteriales del

cuerpo carotideo, los receptores cardiopulmonares y los receptores pulmonares J (de
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desinflamiento) (McQueen, 1990). Obviamente, estas respuestas reflejas pueden

contribuir al efecto global de la 5-HT como se describe a continuacion:

3.2.2.1 Respuestas mediadas por los quimiorreceptores arteriales del cuerpo carotideo

La estimulaciéon de los quimiorreceptores del cuerpo carotideo dan como resultado
bradicardia e hipotension seguida de taquicardia, hipertension e hiperventilacién.
Esta accién es muy marcada en el perro, pero débil en el gato (Ginzel, 1958).
Debido a que la 1-fenilbiguanida y la 2-metil-5-HT mimetizan los efectos de la 5-HT, y
que el MDL 72222 y el tropisetrén antagonizan cada una de estas respuestas reflejas,

se deduce que el receptor involucrado es del tipo 5-HT3 (McQueen, 1990).

3.2.2.2 Respuestas mediadas por los receptores cardiopulmonares

La estimulacion de receptores sensoriales en el corazén y en los pulmones por 5-HT
produce respuestas reflejas que dan lugar a bradicardia, hipotensién, taquipnea y
nauseas. Comunmente, uno de tales reflejos (el reflejo de von Bezold-Jarisch),
producido principalmente por la estimulacién de los receptores cardiacos (de presion
ventricular izquierda y derecha, tipo A y B de la auricula izquierda y tipo A de la
auricula derecha y receptores epicardicos) en las fibras C aferentes, resulta en
bradicardia pronunciada, hipotensién y apnea (Thoren, 1979). Este reflejo es mediado
principalmente por el nervio vago y, en el caso de la 5-HT y farmacos relacionados,

involucra receptores 5-HTs (McQueen, 1990).

3.2.2.3 Respuestas mediadas por los receptores pulmonares |
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La 5-HT y la 1-fenilbiguanida pueden incrementar la actividad de las fibras vagales
por estimulaciéon de receptores de tipo] (Paintal, 1977), las cuales son terminales
nerviosas de fibras aferentes que se encuentran a un lado de los capilares del pulmén.
La inyeccién de estos farmacos en la auricula derecha y el embolismo pulmonar
inducido en conejos anestesiados resulta en bradicardia, hipotensiéon y respiraciéon
moderadamente rapida, respuestas tipicas de la estimulaciéon del receptor ] via

receptores 5-HT3 (Paintal, 1997).

3.2.3 Respuestas de la presion arterial sistémica a la 5-HT y farmacos agonistas

relacionados

La administracion de 5-HT a un organismo, con el SNC y los nervios vagos intactos,
induce un efecto trifdsico sobre la presion arterial. Dicho efecto comprende una
respuesta hipotensora inicial intensa, pero de corta duracién, seguida de una
hipertensiéon moderada y, finalmente, una hipotension de larga duracién (Kalkman et
al., 1984; Page & McCubbin, 1953) (como se explicard posteriormente).

Generalmente, la 5-HT es mucho mds potente para producir la fase
hipotensora de larga duracion que para producir la fase hipotensora inicial o la
respuesta presora (Saxena & Lawang, 1985). La fase hipertensiva varia
cuantitativamente dependiendo de la especie y de las condiciones experimentales; por
ejemplo, el conejo, el gato y el cerdo exhiben una fase hipertensiva pobre, mientras
que la observada en el perro es potente, particularmente después de bloqueo
ganglionar. Estas diferencias podrian ser debidas al tipo de receptor involucrado y su

distribucion en las diferentes especies.

3.2.3.1 Respuesta hipotensora inicial
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La respuesta hipotensora inicial producida por la administracién i.v. de 5-HT es
debida a una bradicardia abrupta de corta duracién (y el consecuente decremento en
el gasto cardiaco); este efecto es sensible a bloqueo por vagotomia o MDL 72222, lo
que sugiere que es debido a la estimulacién de receptores 5-HT3 localizados en las

terminaciones vagales aferentes cardiacas (Saxena & Villalon, 1990).

3.2.3.2 Respuesta presora

El componente presor, sensible a bloqueo por farmacos del tipo de la ketanserina, es
debido a la activacion de receptores 5-HT> localizados principalmente en los vasos
sanguineos de resistencia. Tal es el caso de, por ejemplo, la rata (Dalton et al., 1986;
Kalkman et al., 1984; Saxena & Lawang, 1985) y el gato (Connor et al., 1986); en el
perro, sin embargo, dichos receptores se encuentran en la médula adrenal donde
median la liberacioén de catecolaminas (Feniuk ef al., 1981).

Los efectos contrictiles sobre las arterias y venas son mediados generalmente
por receptores 5-HT> (Chang & Owman, 1989; Cohen et al., 1981; Lemberger et al.,
1984). En ensayos de uniéon de radioligandos a sitios 5-HT> (Bradley et al., 1986) los
tarmacos como la ketanserina, la ciproheptadina, el pizotifen y la metisergida
demostraron ser antagonistas competitivos con valores de pA; similares a sus valores
de pKp. No obstante, se debe remarcar que en los vasos sanguineos cerebrales de
diferentes especies, incluyendo a los humanos, asi como en la vena safena del perro,
la cardtida externa canina y en la arteria coronaria humana, los receptores 5-HT:
(aparentemente del tipo 5-HT1p) median las respuestas vasoconstrictoras (Connor et
al., 1989; Kauman et al., 1993; Valdivia et al,, 2004). En algunos casos, tanto los
receptores 5-HT1 como los 5-HT> parecen mediar los efectos contractiles en el mismo
vaso, por ejemplo, en la arteria basilar del perro (Connor et al., 1989;
Miiller-schweinitzer & Engel, 1983; Peroutka et al., 1983; Van Nueten et al., 1984), del

mono (Connor et al., 1989), del humano (Parsons et al., 1989) y, quiz4 en menor grado,
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en las anastomosis arteriovenosas carotideas del cerdo (Saxena & Verdouw, 1984; De
Vries et al., 1996), en la arteria coronaria humana (Kaumann et al., 1993) y en la arteria
carétida externa del perro (Valdivia et al., 2004).

En raras ocasiones, en algunos lechos vasculares de conejo sorprendentemente
la 5-HT puede actuar directamente sobre los receptores ai-adrenérgicos (Black et al.,
1981).

Podria también sehalarse aqui que la 5-HT tiene, ademds de un efecto
vasodepresor central, un efecto excitador de la actividad simpatica preganglionar a
través de fibras nerviosas serotonérgicas ponto-medulares y por receptores 5-HT>
(Mir & Fozard, 1990). Estos nervios, sin embargo, no parecen ejercer una influencia
toénica y, por otra parte, los receptores 5-HT> espinales pueden también incrementar la
actividad nerviosa simpética (Mir & Fozard, 1990).

Finalmente, el incremento de la actividad nerviosa simpatica inducido por la
5-HT podria también involucrar un receptor 5-HT3, ya que tal efecto es mimetizado
por la administracion intratecal de 5-CT (pero no de 8-OH-DPAT), y no es afectado
por la ketanserina, el MDL 72222 6 el tropisetrén (Yusof & Coote, 1988).

3.2.3.3 Respuesta hipotensora tardia

El efecto hipotensor tardio inducido por la 5-HT en la rata anestesiada, el cual es
potentemente mimetizado por la 5-CT, no es afectado por antagonistas selectivos de
los receptores 5-HT> o 5-HT3, pero es antagonizado por la metisergida o la
metiotepina. Estos resultados sugirieron en un principio que los receptores 5-HT1 son
los responsables de este efecto (Saxena & Villalon, 1990). Se ha demostrado que dicho
efecto hipotensor es mimetizado en orden de potencia por la 5-CT>>5-HT>5-MeO-T,
pero no por el sumatriptan. Puesto que estos efectos son bloqueados por mesulergina
y clozapina (ademas de metiotepina) se concluy6 que el receptor involucrado es del
tipo 5-HT7 (De Vries et al., 1997b; Villalén et al., 1997a). Sin embargo, no se descarta

que otros mecanismos hipotensores estén contribuyendo a la respuesta hipotensora
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tardia en diferentes grados. Los mecanismos vasodilatadores se describen a

continuacion:

a) Inhibicién vasomotora central.

Se ha reportado que la inyeccion de 5-HT en el SNC causa respuestas depresoras,
presoras 6 bifdsicas (Mir & Fozard, 1990; Yusof & Coote, 1988). La magnitud y
naturaleza de tales respuestas a la 5-HT administrada centralmente depende, en gran
medida, del sitio exacto de aplicacién, la dosis empleada, de la especie o de si se
utilizan animales conscientes 6 anestesiados, normotensos ¢ hipertensos (Mir &
Fozard, 1990; Sukamoto et al., 1984; Wolf et al., 1985). Las discrepancias relacionadas
con el sitio de administraciéon podrian deberse a que las neuronas serotonérgicas en
diferentes &reas del cerebro tienen efectos divergentes; esto es, las dreas del rafé medio
y dorsal, del hipotdlamo anterior y del rafé bulbar ventrolateral parecen estar
asociadas con efectos presores, mientras que el nucleo del rafé bulbar de la linea
media produce ya sea efectos presores o depresores (Ramage et al., 1988; Wolf et al.,
1985). Estos efectos centrales de la 5-HT parecen estar mediados por diferentes
receptores serotonérgicos en el SNC (Mir & Fozard, 1990).

Se ha encontrado que varios agonistas de los receptores 5-HTia como el
8-OH-DPAT (Mir & Fozard, 1990; Ramage & Fozard, 1987), el flexinoxan (Dreteler et
al., 1989), la N,N-dipropil-5-CT (Mir & Fozard, 1990), el urapidil y el indorrenato
(Saxena & Villalén, 1990; 1990b) disminuyen la presion arterial y la frecuencia
cardiaca en diferentes especies animales. Aunque el urapidil también posee
propiedades de antagonista de los receptores au-adrenérgicos, la actividad agonista
5-HT1a contribuye a la accion del farmaco (Kolassa et al., 1989; Sanders et al., 1988).

La participacion del SNC en las respuestas cardiovasculares a los agonistas del
receptor 5-HT1a es apoyada por varias observaciones. En primer lugar, en el gato la
administraciéon (via ya sea las arterias vertebrales o topicamente en la superficie
ventral del bulbo) de 8-OH-DPAT, flexinoxan, urapidil e indorrenato en el SNC

disminuye la presion sanguinea y la frecuencia cardiaca, y su potencia aumenta
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considerablemente en comparaciéon con la administracién i.v. (Mir & Fozard, 1990).
Asimismo, las respuestas cardiovasculares a estos farmacos son bloqueadas
efectivamente por la administracion central de antagonistas del receptor putativo
5-HT1a tales como el 8-MeO-CIEPAT, la espiroxatrina, la metiotepina y/6 el
(-)-pindolol (Doods et al., 1988; Fozard et al., 1987, Mir & Fozard, 1990). En este
contexto, también ha sido demostrado que la administracién directa de 5-HT en el
cuarto ventriculo del gato produce caida de la presion arterial sistémica, bradicardia y
un decremento de la actividad nerviosa en el rifén (Wolf et al., 1985), efectos que se
observan tras el incremento, inducido a nivel central, del tono vagal en la rata.
Finalmente, una via adicional mediante la cual la 5-HT interfiere con la actividad
nerviosa simpatica esta representada por los efectos de la monoamina a nivel espinal;
en este sentido, los receptores 5-HT> podrian estar involucrados en el efecto de
inhibicién, porque tal efecto es mimetizado por la administracién intratecal de
a-metil-5-HT, es antagonizado por la ketanserina, y no es afectado por la prazosina, el

MDL 72222 o el tropisetrén (Yusof & Coote, 1988).

b) Inhibicién de las neuronas noradrenérgicas

La 5-HT tiene una accién dual sobre las neuronas simpaticas postganglionares en la
vena safena aislada del perro; concentraciones bajas inhiben la liberaciéon de
noradrenalina en respuesta a la estimulacion transmural, mientras que
concentraciones altas provocan la liberacion de noradrenalina por una accién de tipo
tiramina (McGrath, 1977). La accién inhibidora de la 5-HT y farmacos relacionados
sobre la liberacién del transmisor de los nervios simpaticos postganglionares ha sido
ahora confirmada en varios vasos sanguineos y érganos de diferentes especies, tales
como la vena safena canina (Humphrey et al., 1988; McGrath, 1977) y humana
(Gothert et al., 1986a; 1990; Molderings et al., 1990), las arterias coronarias (Cohen,
1985) y carotida del perro (Villalén & Terron, 1994), el rifén (Charlton et al., 1986), la
vena cava (Molderings et al., 1987) y el corazén de la rata (Gothert et al., 1986b),

auricula humana (Gothert et al., 1996), como la arteria coronaria del cerdo
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(Molderings et al., 1989), la vasculatura sistémica (Villalén et al., 1998) y el tono
simpatico cardioacelerador (Villalon et al, 1999; Sanchez-Lopez et al., 2003;

Sanchez-Lopez et al., 2004 ).

c) Respuestas del miisculo liso vascular

La relajacion vascular producida por la 5-HT en varios vasos sanguineos de
preparaciones in vitro como la vena safena del gato (Feniuk et al., 1983), la arteria
coronaria del perro (Terrén, 1996) y la vena cava del cerdo (Sumner & Humphrey,
1989) o en las preparaciones in vivo de la vena femoral del perro (Blackshear et al.,
1985) y de las arteriolas carotideas del cerdo (Saxena & Verdouw, 1984), se pensaba
que eran mediados exclusivamente por receptores anteriormente denominados como
5-HTi-like (Hoyer et al., 1994). En la actualidad, estos receptores son clasificados como
receptores 5-HT7 (estimulados potentemente por la 5-CT pero no por el sumatriptan;
bloqueados por mesulergina, pero no por el GR 127935) (Eglen et al., 1997; Saxena et
al., 1998; Villalon et al., 1997a). En estas preparaciones la 5-HT y la 5-CT mimetizan los
efectos hipotensores; la metisergida y la metiotepina bloquean el efecto hipotensor,
mientras que la ketanserina no tiene efecto.

En los vasos sanguineos, donde los receptores 5-HT7 y 5-HT> estan presentes y
median efectos opuestos (relajacion por receptores 5-HT7 y contraccién por los 5-HT»),
la respuesta final a la 5-HT depende del tono vascular preexistente, de la dosis
empleada, y de las proporciones en las cuales los dos tipos de receptores se
encuentran distribuidos. Estudios invivo han demostrado que el ntimero de
receptores 5-HT1p/1p y 5-HT> varia en los diferentes segmentos de un lecho vascular
determinado (Saxena & Verdouw, 1984). El receptor 5-HT7 (vasodilatador) se
encuentra localizado principalmente en los vasos de resistencia (arteriolas), el(los)
receptor(s) 5-HT1s/1p (vasoconstrictor[es]) vascular(es) se localiza(n) en vasos de la
fraccién no nutriente (anastomosis arteriovenosas), mientras que el receptor 5-HT>
(vasoconstrictor) esta presente principalmente en los vasos de gran calibre. Por lo

tanto, la 5-HT redistribuye el flujo sanguineo arterial de tal forma que, a pesar de un
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decremento en el flujo sanguineo total, el componente arteriolar, particularmente en
la piel, aumenta (Saxena & Verdouw, 1982; 1984; 1985a; 1985b). La distribucion
segmental de los receptores a la 5-HT es también, al menos parcialmente, responsable
del hecho de que en estudios in vitro realizados principalmente con vasos de gran
calibre, generalmente se observe una respuesta contractil mediada por el receptor
5-HT>. En condiciones in vivo, donde los efectos reflejos y presindpticos de la 5-HT
pueden modificar las respuestas vasculares, la amina causa vasodilatacion en algunos

lechos vasculares y vasoconstriccion en otros (Saxena & Villalon, 1990).

d) Liberacion del factor relajante derivado del endotelio (FRDE)

En ausencia de endotelio en arterias coronarias y otros vasos sanguineos de cerdo,
perro, pollo y conejo, el efecto relajante de la 5-HT es atenuado, mientras que el efecto
contréctil de la amina es aumentado (Houston & Vanhoutte, 1988; Martin et al., 1987).
Estos hallazgos sugieren que la 5-HT puede liberar FRDE, que produce un efecto de
relajacion en diferentes lechos vasculares; este efecto es mediado por receptores 5-

HT1py receptores 5-HT2p (Ullmer et al., 1995).

3.3 Utilidad terapéutica potencial de los farmacos serotonérgicos en algunas

patologias cardiovasculares

La farmacologia cardiovascular de la 5-HT sugiere que aquellos compuestos capaces
de interactuar con los receptores a la 5-HT pueden ser utilizados en el tratamiento de
algunas patologias cardiovasculares tales como la hipertension arterial (Saxena &
Villalén, 1990b), la migrafia (Saxena, 1989) y las enfermedades vasculares periféricas

como se describe a continuacién.

3.3.1  Hipertension arterial
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Agonistas de los receptores 5-HTia: El tnico farmaco de este tipo clinicamente
disponible en la actualidad es el urapidil, el cual tiene una accién doble: antagonismo
de los receptores o periféricos e interaccién agonista con los receptores 5-HT1a en el
SNC (Gillis et al., 1988; Kolassa et al., 1989). Este perfil farmacolégico puede explicar la
vasodilatacion y falta de activaciéon simpatica significativa que se observa durante el
tratamiento con urapidil. La experiencia clinica sugiere que el farmaco es efectivo
(Schook et al., 1989); sin embargo, atin se desconoce la magnitud exacta con la que el
efecto agonista central 5-HT1a contribuye a la ya conocida propiedad antagonista ou
del urapidil para bajar la presion arterial (Van Zwieten, 1989).

Otro agonista 5-HT1a es el flexinoxan, el cual no antagoniza a los receptores ou.
Algunos estudios realizados demuestran que el flexinoxan administrado a sujetos
hipertensos baja la presion arterial y la frecuencia cardiaca (De Voogd, 1990; Saxena
& Villalén, 1990; 1990b).

Finalmente, consideramos que el desarrollo de agonistas selectivos para los
receptores 5-HT1 que inhiben el tono simpético vasopresor pueden tener un uso
potencial en el desarrollo de farmacos antihipertensivos; estos compuestos pueden
tener ventaja sobre otros agentes antihipertensivos que producen su efecto hipotensor
a nivel de SNC, debido a que no tienen que atravesar la barrera hematoencefélica para
disminuir la presioén arterial. Algo similar sucederia con los agonistas selectivos de los
receptores 5-HT7 que se localizan sobre musculo liso de diferentes especies y cuya
activacién produce vasodilatacion (Eglen et al., 1997; Villalon ef al., 1997a; Centurion et

al., 2004).

Antagonistas del receptor 5-HT>: Se ha demostrado que la ketanserina es efectiva en
el tratamiento de la hipertensiéon. Sin embargo, existe confusién acerca de si el
bloqueo de los receptores 5-HT> es el responsable de su efecto antihipertensivo
(Vanhoutte et al., 1988) puesto que el farmaco tiene otras propiedades tales como el

bloqueo de receptores a1 (Bolt & Saxena, 1985), inhibicién simpatica central (Phillips
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et al., 1985; Dhasmana et al., 1989) y vasodilatacion directa (Bolt & Saxena, 1985). De
manera adicional, otros antagonistas de los receptores 5-HT> (ritanserina) no bajan la
presion arterial (Vanhoutte et al., 1988). Puesto que teniendo efectos antihipertensivos
similares, la ketanserina podria ser mas débil que la prazosina como antagonista o, y
considerando que la ritanserina no tiene propiedades antihipertensivas (Hosie et al.,
1987), se ha sugerido que es necesaria una combinacién del bloqueo del receptor 5-
HT> (responsable de la potenciacion de la vasoconstriccion inducida por la
noradrenalina) y del receptor oy, para la accién antihipertensiva de la ketanserina
(Van Nueten et al., 1986).

El 5-metil-urapidil (agonista 5-HT1a) y la ketanserina (antagonista 5-HT2) han
sido aprobados para el tratamiento de la hipertensiéon. Se ha demostrado que el
5-metil-urapidil disminuye la presion arterial por estimulacion de receptores 5-HT1a
que se localizan en el nicleo del tracto solitario y la ketanserina por antagonismo de
receptores 5-HT2a periféricos que producen contraccién, sus propiedades de
antagonista de los receptores ou explican perfectamente su efecto antihipertensivo

(Saxena & Villalon, 1990b).

3.3.2  Migrana

Se ha implicado a la 5-HT en la fisiopatologia de la migrafa debido a diferentes
observaciones (Sicuteri et al,, 1961). En un ataque de migrafa se incrementa la
excrecion urinaria del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), que es el principal
metabolito de la 5-HT (Curran et al., 1965). La velocidad de excrecion de 5-HIAA varia
considerablemente entre individuos, posiblemente esto esta influenciado por el grado
de actividad gastrointestinal y la subsecuente liberacion de 5-HT de las células
enterocromafines. Este hecho puede explicar porque no todas las personas que sufren
de migrafia muestran un incremento en la excrecién urinaria del 5-HIAA (Curzon et
al., 1969). Curran et al., (1965) demostré que en un ataque de migrafia la cantidad de

5-HT de las plaquetas disminuye en un 40% aproximadamente. Otra evidencia usada
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para implicar a la 5-HT en la etiologia de la migrafia, es el hecho que algunos
tarmacos antimigrafiosos interactian con receptores serotonérgicos (Humphrey et al.,
1990). La ergotamina y dihidroergotamina, por ejemplo, estimulan receptores a-
adrenérgicos, dopaminérgicos y serotonérgicos (Badia et al., 1988; Villalon et al., 2004).
La metisergida, un antagonista de los receptores 5-HT> con actividad de agonista
parcial sobre los receptores 5-HT1 (Saxena & Villalon, 1990), es usada en la tratamiento
profilactico de la migrafia. El sumatriptan un agonista selectivo de los receptores
5-HT1s/10 que producen vasoconstriccion, es efectivo en el tratamiento de la migrafia
(Hoyer et al., 1994; Villalon et al., 1997a; Arulmani et al., 2004). Todo lo anterior pone
de manifiesto la participacién de los receptores serotonérgicos en la etiologia de la

migrafia.

3.3.3  Desordenes vasculares periféricos

Finalmente, uno de los efectos cardiovasculares prominentes de la 5-HT es el
incremento del flujo sanguineo arteriolar (fraccion nutriente) via la estimulacion de
receptores 5-HT7 (Saxena et al., 1998; Villalén et al., 1997a). Por lo tanto, es de esperarse
que los agonistas selectivos de estos receptores podrian aumentar el flujo sanguineo
capilar y ser utiles en el tratamiento de padecimientos vasculares periféricos,

incluyendo las tlceras tréficas de la piel (Villalon et al., 1997a).

3.34 Insuficiencia cardiaca

Existen en la literatura numerosas evidencias que sugieren que, al igual que en el
corazén del cerdo (Villalon et al.,, 1991), los receptores cardioestimuladores 5-HTy
estdn presentes en el miocardio humano (Kaumann et al., 1994). Por los hallazgos
anteriores se podria intentar desarrollar f&rmacos con uso terapéutico potencial para
el tratamiento de la insuficiencia cardiaca. Asimismo, la vasodilatacion mediada por

la 5-HT podria también ser evaluada en este padecimiento.
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3.3.5  Desordenes de la motilidad gastrica

Es bien conocido que existen altas concentraciones de 5-HT en el tracto
gastrointestinal, donde parece desempefiar un papel muy importante en los
movimientos peristéalticos (Gershon et al., 1990). A pesar de que se han realizado
algunos estudios para dilucidar la naturaleza y funcién de los receptores
serotonérgicos en algunas especies animales, poco se conoce en el ser humano. Sin
embargo, algunos agonistas 5-HT4 (cisaprida, renzaprida) parecen tener efectos
procinéticos, por lo que se ha sugerido su uso en el reflujo esofagico y en la
gastroparesis diabética e idiopéatica.

Los fdrmacos como el ondansetron (antagonista 5-HT3;) se recomienda
generalmente como terapia de primera linea en los pacientes con cancer avanzado
que sufren nauseas y vomito debido a la radioterapia o quimioterapia a la que son

sometidos (Marty et al., 1990).

3.3.6 Dolor

Estudios preclinicos han sugerido que la 5-HT puede estar involucrada en la
produccion de dolor; sin embargo, tiene efectos multiples y opuestos, los cuales
dependen de la localizacién y tipo de receptor involucrado (Fozard, 1990).

En la corteza del asta dorsal de la médula espinal se han encontrado bandas
densas de receptores 5-HT3. Estos receptores median un efecto antinociceptivo contra
la aplicacion intratecal de sustancia P, y N-metil-D-aspartato, probablemente a través
de la liberacion de acido y-aminobutirico (Alheider et al., 1991). En contraste, existen
receptores periféricos 5-HT3 que tienen una respuesta algésica después de la

aplicacion topica de 5-HT (Fozard, 1990).
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MODULACION DE LA TRANSMISION NEUROEFECTORA

41 Introduccién

El sistema cardiovascular y otros efectores autonémicos estan bajo el control total del
SNC, que ejerce su principal funcién integrativa en la homeostasis, operando a través
de conexiones directas como son los nervios y, més difusamente, a través del sistema
endocrino. Sin embargo, hay por lo menos otros dos sistemas de control: sindpsis
ganglionares periféricas (y los plexos mientéricos y submucosos en el caso del sistema
nervioso entérico) y las terminales nerviosas postganglionares. Este capitulo esta
enfocado a el control local de la transmisién en las uniones neuroefectoras con
particular referencia a los efectos vasculares y cardiacos.

La liberacion de un neurotransmisor puede ser afectada por sustancias que
tienen una accion local sobre las terminales nerviosas (ver tabla 2). Los mecanismos
por los que algunas substancias ejercen sus efectos son bien entendidos, por lo menos
a nivel fenomenolégico, y son frecuentemente utiles como herramientas para la
investigacion de la neurotransmision de varios tipos.

La més completa y extensa investigaciéon acerca del control de un proceso
tisiolégico como la liberaciéon del neurotransmisor es la accién de retroalimentacion
de la noradrenalina sobre los receptores o-presindpticos, estos receptores funcionan
como autorreceptores en las terminales nerviosas noradrenérgicas produciendo una
inhibicion de la liberacion del neurotransmisor. El descubrimiento de este fenémeno
result6 de estudios disefiados para dilucidar el mecanismo responsable del dramatico
incremento en la liberacion de noradrenalina que es producida por Ila
fenoxibenzamina y otros antagonistas a-adrenérgicos no selectivos (Rand et al., 1975;
Gillespie, 1980). La autoinhibiciéon de la transmisién noradrenérgica es ahora
generalmente aceptada (Starke, 1977; Rand et al., 1980). Algunos avances importantes
han surgido de estudios sobre la autoinhibiciéon de la transmision noradrenérgica.

Uno de éstos es el reconocimiento de la automodulacion inhibidora como un
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fenémeno general razonable, que ocurre no soélo en las terminales nerviosas
noradrenérgicas, sino también en las terminales nerviosas colinérgicas
parasimpéticas, en donde la autoinhibicién es mediada por la ACh. Este fenémeno
también se ha demostrado en terminales nerviosas dopaminérgicas, serotonérgicas,
gabaérgicas y glicinérgicas (Langer, 1980; Rand et al., 1975).

El término autorreceptor fue establecido por Carlsson (1975) para describir al
receptor sobre la terminal nerviosa en la cual el neurotransomisor liberado ejerce su
accion autoinhibidora. Un desarrollo mas fue el reconocimiento de receptores
presindpticos para otras substancias enddgenas diferentes al neurotransmisor
liberado por esa terminal nerviosa; estos receptores se denominaron
heterorreceptores.

La presencia de heterorreceptores sugiere que la neurotransmision puede ser
modulada localmente por otros transmisores, autacoides u hormonas. En las
terminales nerviosas noradrenérgicas se ha demostrado la presencia de
heterorreceptores colinérgicos, gabaérgicos, dopaminérgicos, a la adenosina,

histaminérgicos, etc (Rand et al,, 1975; Langer, 1980).

4.2 Papel de la automodulacion.

La automodulacién, en casi todos los sistemas de transmisiéon en los que ha sido
estudiado, es inhibitoria. Se han realizado algunas sugerencias acerca de la posible
funcién fisiolégica que podria cumplir la autoinhibicién sobre la liberaciéon del
transmisor (Rand et al., 1987).

Una funcién que podria desempenar la autoinhibicion es limitar el incremento
exagerado en la liberacion del transmisor que ocurre cuando un tren de impulsos
nerviosos llega a la terminal. Es generalmente aceptado que un incremento de la
concentraciéon intracelular de iones Ca?* es requerido para la liberaciéon del
transmisor, la liberacion del transmisor puede ser inducida por inyecciéon de

Ca?*directamente dentro de la terminal (Llinas et al., 1983). Un segundo impulso llega
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a la terminal dentro de un periodo limitado de tiempo evocando la liberacion de una
mayor cantidad de transmisor que en el primer impulso y lo mismo sucede con

impulsos subsecuentes, hasta que se alcanza un nivel de meseta.

4.3 Algunos aspectos de la neurotransmision: sus consecuencias para la

neuromodulacion

Por algunos afios, los tinicos transmisores reconocidos en las uniones autonémicas
neuroefectoras eran la ACh y la noradrenalina. A fines de los 60" Burnstock y
colaboradores demostraron que no sélo existian neuronas noradrenérgicas y

colinérgicas en las uniones autonémicas (Burnstock, 1972; 1976; 1986).

TABLA 2. Mecanismos que alteran la liberacién del transmisor

Inhibicién de la sintesis del transmisor

Vaciamiento de los almacenes del transmisor

Cambios en la composicién del transmisor (falso transmisor)

Bloqueo de los canales i6énicos o del sistema transportador

Tetrodotoxina y anestésicos locales

4-aminopiridina, tetraetilamonio (TEA)

Glucésidos cardiacos

Factores intracelulares involucrados en la liberacion del transmisor
[Ca?]
AMPc

Toxinas y venenos

Toxina botulinica

$-bungarotoxina

Veneno de la arafia viuda negra

Veneno de la arafa rojinegra

Bloqueadores de las neuronas adrenérgicas

Reserpina

Activacién de receptores presindpticos
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Tomado de Rand et al., 1987

Originalmente, Burnstock sugirié que las neuronas autonémicas eran purinérgicas
(Burnstock, 1972); él uso un compuesto purinérgico [probablemente adenosin
trifosfato (ATP)] como el transmisor. Recientemente, se ha incrementado el nimero
de substancias identificadas en las neuronas periféricas, y pueden funcionar como
transmisores o cotransmisores (ver Tabla 3) (Burnstock, 1986).

La idea de la cotransmisién es que més de una substancia media la transmision
y puede ser liberada por la terminal de una sola neurona; esto primero fue propuesto
por Burnstock (1976) y ahora es ampliamente aceptado. Los cotransmisores pueden
ser aminas de diferentes tipos, una amina y un péptido o péptidos de diferentes tipos.
Los cotransmisores peptidicos en neuronas noradrenérgicas incluyen a la
somatostatina, encefalinas y al neuropéptido Y (Hokfelt et al., 1977; Schultzberg et al.,
1979).

AMINAS:

ACh, ATP, dopamina, GABA, 5-HT, noradrenalina
PEPTIDOS:

ACTH, angiotensina II, bombesina/CCK/gastrina, CGRP, encefalinas,

galanina, LHRH, neurotensina, NPY /somatostatina, substancia P, VIP.

Tomado de Rand et al., 1987.

Algunas substancias farmacolégicamente activas en las neuronas periféricas
que son probablemente transmisores (Tabla 3) son abundantes en los nervios
perivasculares y se considera que desempefian un papel importante en el control del
centro vasomotor (Burnstock, 1986). Tales substancias incluyen no sélo el transmisor
clasico noradrenalina, sino ademds ATP, péptido relacionado al gene de la
calcitoninna (CGRP), 5-HT, neuropéptido Y (NPY), substancia P y péptido intestinal
vasoactivo (VIP). Algunas de estas (CGRP, substancia P y VIP) son vasodilatadoras, y
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otras substancias que estan enlistadas en la Tabla 3 incluyen ACh y ATP.
Algunas substancias vasodilatadoras acttian indirectamente promoviendo la
liberacion de factor relajante derivado del endotelio (EDRF), como en el caso de ACh,

ATP, bradicinina, histamina y substancia P (Furchgott, 1983).

4.4 Modulacién de la neurotransmisiéon noradrenérgica mediada por receptores

a-adrenérgicos

Esta bien establecido que la noradrenalina al liberarse en respuesta a un impulso
nervioso interactia con receptores especificos (receptores a o ) que estan localizados
en las membranas de las células postsindpticas produciendo una respuesta fisiologica
en el 6rgano efector (ver Figura 1).

Anteriormente, se pensaba que las terminales noradrenérgicas estaban
solamente relacionadas con la sintesis, almacenamiento, liberacion e inactivaciéon de la
noradrenalina, pero no se sabia qué receptores especificos podian estar presentes
sobre la superficie de la membrana de las terminales nerviosas.

En este sentido, Brown & Gillespie (1957) reportaron que la fenoxibenzamina
(un antagonista a-drenérgico) produce un aumento en la liberacion de noradrenalina
por estimulacién nerviosa en el bazo perfundido de el gato. En un principio, se
consider6é que este efecto era debido al bloqueo de receptores a-adrenérgicos en el
6rgano efector; posteriormente se postulé que el incremento en la liberacién del
transmisor es debido al bloqueo de receptores o-adrenérgicos localizados en la
membrana de la célula presinaptica los cuales inhiben la liberaciéon de noradrenalina
(Hertting, 1965; Iversen, 1965).

Como se mencioné anteriormente, en la Figura 1 se muestra la participacion de
los receptores a-presinapticos en el mecanismo de retroalimentacién negativa para la

autorregulacion de la liberacién de noradrenalina durante la estimulacién nerviosa.
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Figura 1. Se muestra a los receptores o presindpticos y  pre y postsindpticos sobre
una terminal nerviosa noradrenérgica. Los receptores o presindpticos inhiben la
liberacion de noradrenalina. Esta monoamina se puede liberar con algunos
cotransmisores como ciertos péptidos (P; NPY, substancia P, etc.) También se
muestran los receptores postsindpticos involucrados en las respuestas del érgano
efector, asi como las enzimas que participan en la degradaciéon de las monoaminas
como: Monoaminaoxidasa (MAO) y la catecol-o-metil-transferasa (COMT) (Langer,

1980).
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45  Mecanismos que participan en la modulacion de la transmision

neuroefectora simpatica

Los mecanismos locales que regulan la liberaciéon del neurotransmisor en las uniones
neuroefectoras autonémicas se clasifican en cuatro tipos (Rand et al., 1987; Lefkowitz
et al., 1996), como se describe a continuacion.

a) Automodulacién: Involucra un efecto de retroalimentacion del
neurotransmisor liberado sobre receptores localizados sobre las terminales
postganglionares, dando como resultado la inhibicién de la liberacién del transmisor;
que ocurre cuando un tren de impulsos nerviosos llega a la terminal autonémica. Los
cambios en la composicion del contenido vesicular como la presencia de adrenalina
como un cotransmisor junto con la noradrenalina puede resultar en un aumento en la
liberacién del neurotransmisor.

b) Modulacién Transneuronal: Involucra un efecto de la liberaciéon del
neurotransmisor de las terminales de un tipo (i.e. parasimpéticas) sobre terminales
adyacentes de otro tipo (i.e.simpdticas). En este sentido, la liberacion de
noradrenalina es inhibida por la liberacion de ACh de las terminales nerviosas
colinérgicas adyacentes a las terminales noradrenérgicas.

c) Modulacién Transinaptica: Involucra un efecto de retroalimentacion sobre
las terminales nerviosas por uno o mas factores liberados de los efectores
autonémicos cuando éstos son estimulados. Entre estas substancias se incluyen
compuestos adenilados (adenosina, ATP, etc.) y metabolitos del acido araquidénico.

d) Modulacién hormonal. Como su nombre lo indica, involucra la accién de
hormonas liberadas al torrente circulatorio, o bien, generadas localmente sobre las
terminales presinapticas.

Tomando en consideracién todo lo anterior, es razonable pensar que algunas de las
substancias involucradas en la neuromodulacién pueden actuar en mas de una via; de
esta manera, los opioides pueden funcionar como cotransmisores o como hormonas,

y los compuestos adenilados (adenosina, ATP, etc.) pueden desempefiar papeles
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como cotransmisores o bien pueden ser liberados de las células efectoras. De manera
adicional, debemos considerar que los efectos de los farmacos de origen exdgeno,
sobre las substancias que participan en la modulacién de la neurotransmision y sobre
los receptores presindpticos para estas substancias, podrian explicar muchas de las

acciones “anémalas” de los farmacos empleados en la terapéutica.
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PLANTEAMIENTO, JUSTIFICACION, OBJETIVO DE LA TESIS
Y RELEVANCIA DEL PROYECTO

5.1 Planteamiento del problema

La 5-HT es capaz de interferir con la transmision simpatica, a través de
receptores 5-HT1 localizados a nivel presinaptico, inhibiendo las respuestas a la
estimulacion nerviosa simpética en una amplia variedad de vasos sanguineos y
otros Organos; entre éstos, destacan la vena safena humana y canina
(Humphrey et al., 1988; Gothert et al., 1990), las arterias: carétida externa canina
(Villalén et al., 1993; 1994), coronaria porcina (Molderings ef al., 1989) y femoral
canina (Feniuk et al., 1981), vena cava de rata (Molderings et al., 1987) vy
vasculatura sistémica de la rata (Villalon et al., 1995a; 1995b; 1998).

No obstante, en el caso particular de la transmisién simpatica cardiaca en
ratas descerebradas y desmeduladas, el analisis potencial de las acciones
simpato-inhibitorias de esta monoamina ha sido obstaculizada por el hecho de
que la administracién de 5-HT en bolo i.v. produce taquicardia per se (Kristic &
Katisic, 1982; Gotert et al., 1986, Docherty, 1988). Debido a estos obstaculos
experimentales, la mayoria de los estudios realizados, en este contexto, han
demostrado la simpato-inhibicién inducida por la 5-HT a s6lo una frecuencia de
estimulacion (Kristic & Katisic, 1982; Gotert et al., 1986; Docherty, 1988). Por lo
tanto, con estas limitaciones experimentales, la caracterizacion de los
mecanismos/receptores involucrados en los efectos simpato-inhibitorios
cardiacos producidos por la 5-HT no ha sido abordada de manera satisfactoria.

Por tal motivo, Villalon et al. (1999) se propusieron encontrar las
condiciones experimentales adecuadas para resolver los problemas antes
descritos. De esta manera, se analiz6 la capacidad potencial de la 5-HT,
administrada como infusién i.v. continua, para inhibir la taquicardia causada
por estimulaciéon simpdtica preganglionar (C7-T1) en ratas descerebradas y
desmeduladas. La cardioestimulaciéon simpatica (0.01-3.0 Hz) dié como

resultado un incremento en la frecuencia cardiaca, el cual fue dependiente de la
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frecuencia de estimulaciéon eléctrica; esta respuesta fue potenciada
significativamente después de la administracion de desipramina (50 pg/kg,
i.v.), un inhibidor de la recaptura neuronal de monoaminas. Adicionalmente,
durante la infusién continua de 5-HT (3.1-10 pg/kg.min, i.v.), pero no de salina,
los efectos taquicdrdicos inducidos por estimulacién eléctrica se inhibieron de
manera dependiemte de la dosis en ambos grupos de ratas, control y
pretratadas con desipramina (Villalon et al., 1999). Este efecto inhibitorio de la
5-HT fue significativamente més pronunciado a bajas frecuencias de
estimulacion como previamente ha sido reportado (Langer, 1980; Villalon et al.,
1995a; 1995b; 1998; 1999). En marcado contraste, la infusiéon de 5-HT no inhibié
la taquicardia inducida por bolos i.v. de noradrenalina exégena en ambos
grupos de ratas, control y pretratadas con desipramina (Villalén et al., 1999).

Con estas condiciones experimentales se pudo determinar que la 5-HT es
capaz de inducir inhibicién del tono simpético cardioacelerador en la rata, a través
de la estimulaciéon de receptores simpato-inhibitorios posiblemente localizados a
nivel de la terminal simpatica. Este efecto simpato-inhibitorio no se acompaiié de
taquicardia, sobre un amplio intervalo de frecuencias de estimulacién (Villalon et
al., 1999).

Sin embargo, el perfil farmacolégico de los receptores y/o mecanismos
involucrados en este efecto inhibitorio de la 5-HT no se ha caracterizado hasta la
fecha. Es posible que pueda correlacionarse con los receptores 5-HT:
(particularmente con los subtipos 5-HT1a, 5-HT1s y 5-HT1p), 5-HT>, 5-HTs, 5-HTy,
5-hts, 5-HTe y 5-HT7.

5.2 Justificacion de la Tesis

No se ha publicado, hasta la fecha, un estudio sisteméatico funcional que
identifique el (los) subtipo(s) especifico(s) de el(los) receptor(es) 5-HT1 (5-HT1a,
5-HTis, 5-.HT1p, 5-htig, 5-htir) involucrados en la inhibicién del tono simpatico

cardioacelerador en la rata descerebrada y desmedulada.
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5.3 Objetivos

5.3.1 Objetivo General

El presente estudio se propuso establecer el perfil farmacolégico de los
receptores serotonérgicos presinapticos involucrados en la inhibicién del tono
simpatico cardioacelerador inducido por la 5-HT en ratas descerebradas y
desmeduladas, evaluando la posible participaciéon de los tipos 5-HT1, 5-HT>,
5-HTs, 5-HT4, 5-hts, 5-HTs y 5-HT7 . Se puso un énfasis particular en evaluar la
posible participacién de los subtipos 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1p y 5-htir . Para este
proposito, se consideraron los esquemas de clasificacion propuestos por el
subcomité de la NC-IUPHAR sobre los receptores a la 5-HT (Hoyer et al., 1994;
Saxena et al., 1998).

5.3.2  Objetivos Particulares

1) Establecer el efecto per se de la solucién salina o los antagonistas de los
receptores 5-HT1/5-htsa/ss  (metiotepina), 5-HT> (ritanserina), 5-HT3
(tropisetron), 5-HT4 (tropisetron, a altas dosis), 5-HT7 (LY215840) y el coctel
(ou, a2, 5-HT1a/18/1D, inhibidor de la ciclooxigenasa) sobre las respuestas

taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica.

2) Analizar el efecto de la solucién salina 6 los antagonistas de los receptores
5-HT1/5-htsa/s8 (metiotepina), 5-HT> (ritanserina), 5-HTs (tropisetron), 5-HT4
(tropisetron, a altas dosis), 5-HT7 (LY215840), WAY 100635 (5-HT1a),
GR 127935 (5-HT1s/1p) 0 el coctel (o, o2, 5-HT1a/18/1D, inhibidor de la
ciclooxigenasa) sobre los efectos simpato-inhibitorios cardiacos inducidos

por la 5-HT.

3) Establecer el efecto de la solucién salina o los agonistas de los receptores

5-HT1, 5-carboxamidotriptamina (5-HT1/7; 5-CT), indorrenato (5-HT1a),
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CP-93,129 (1‘5-HT1B), sumatriptén (5-HT1B/1D), PNU-142633 (5-HT1D) y
LY344864 (5-htir) y ergotamina (5-HT1s/1p y 5-htsa/s8) sobre las respuestas
cardioaceleradoras inducidas eléctricamente o por la administraciéon de

bolos i.v. de noradrenalina ex6gena.

4) Analizar el efecto per se de la solucién salina o los antagonistas de los
receptores 5-HT1, WAY 100635 (5-HT1a), GR 127935 (5-HT1s/1p0), SB224289
(5-HT1s), BRL15572 (5-HTip) sobre las respuestas cardioaceleradoras

inducidas eléctricamente.

5) Analizar el efecto de la solucién salina o los antagonistas de los receptores
5-HT1, WAY 100635 (5-HT1a), GR 127935 (5-HT1s/1p), SB224289 (5-HT1s),
BRL15572 (5-HTip), sobre los efectos simpato-inhibitorios cardiacos
inducidos por los agonistas de los receptores 5-HTi: CP 93,129 (r5-HT1s),
sumatriptan (5-HT1s/1p0) y PNU-142633 (5-HT1p).

54 Relevancia e impacto del proyecto en el drea de estudio

Alrededor de 17 millones de personas mueren cada afio por enfermedad
cardiovascular. Se estima que cada 4 segundos ocurre un sindrome coronario
agudo y cada 5 segundos un accidente vascular cerebral (Murray y Loépez,
1997). Asi las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de
morbilidad y mortalidad del paciente adulto en todo el mundo y México no
escapa a estas circunstancia (Secretaria de Salud, 2000). Una de las
enfermedades cardiovasculares méas comunes son las arritmias cardiacas,
pueden ocurrir arritmias cardiacas en una gran variedad de circunstancias en
las que los pacientes carecen de pruebas de cardiopatia. Con fines descriptivos
se han clasificado los transtornos del ritmo en: a) arritmias supraventriculares
(auriculares o de la unién auriculo-ventricular) y 2) arritmias ventriculares. Los
antecedentes ordinarios de arritmias cardiacas consisten en inicio subito de

palpitaciones que el paciente puede describir como regulares o irregulares,
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aunque quizé no sea posible tipificarlas siempre de una u otra manera. Algunas
arritmias duran de segundos a minutos, en tanto que otras, como la fibrilacién
auricular pueden duran, dias o un tiempo indefinido. En las arritmias de mayor
duraciéon puede haber deterioro progresivo del funcionamiento cardiaco con
alteraciones del riego en los 6rganos vitales a causa de la disminucién del gasto
cardiaco. Durante las arritmias cardiacas se debe tener sumo cuidado con la
frecuencia cardiaca, ya que durante una arritmia la frecuencia cardiaca se eleva
a tal grado que puede disminuir el gasto cardiaco y por consiguiente el riego a
6rganos tan importantes como el cerebro y rifidén, asi como, alteraciones de la
presion arterial, la propia hemodindmia del corazén, el riego coronario y la
funcién del ventriculo izquierdo.

La frecuencia cardiaca estd controlada primordialmente por la inervaciéon
del corazén, incrementindo la estimulacion simpatica (liberaciéon de
catecolaminas, principalmente noradrenalina a nivel presindptico) vy
disminuyéndola por la estimulacién parasimpatica.

En sintesis, la actividad simpatica cardiaca influye directamente sobre la
frecuencia cardiaca y el control de este pardmetro hemodindmico es de suma
importancia en algunas enfermedades cardiovasculares (estenosis mitral mixta,
arritmias supraventriculares, sindrome del seno enfermo, etc). Se ha observado
que la 5-HT es capaz de interferir con la actividad simpatica cardiaca, en la rata
(Villalon et al., 1999), comportandose como un neuromodulador de la liberaciéon
de noradrenalina a nivel de la terminal nerviosa simpatica. Por lo tanto, es
importante el estudio de la 5-HT y los agonistas relacionados que mimeticen
este efecto, para poder abordar el control de este pardmetro hemodinamico
desde otra perspectiva diferente a lo ya establecido y posiblemente ayudar
proporcionando las bases farmacolégicas para el desarrollo potencial de nuevos

farmacos que ayuden en estas enfermedades cardiovasculares.
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METODOLOGIA Y PROTOCOLO EXPERIMENTAL

6.1 Estrategia Experimental

En el presente estudio se propuso la caracterizacién de los receptores y/o
mecanismos involucrados en el efecto inhibitorio producido por la 5-HT sobre el
tono simpatico cardioacelerador de la rata descerebrada y desmedulada (Villalon
et al., 1999). Para tal propésito, se contempl6 la utilizacién de algunos compuestos
(agonistas y/o antagonistas) con alta selectividad por los tipos 5-HT
(particularmente los subtipos 5-HT1a, 5-HT1s y 5-HT1p y 5-htir), 5-HT>, 5-HTs3,

5-HTj, 5-hts, 5-HTs 5-HT7, en un amplio rango de frecuencias de estimulacion.

6.2 Método Experimental

Se utilizaron ratas macho Wistar normotensas (250-280 g). Los animales, bajo
condiciones de anestesia con éter etilico y traqueotomia, se sometieron a
descerebracién y desmedulacién por inserciéon de un estilete de acero inoxidable a
través de la orbita ocular y el foramen magnum, hasta el foramen vertebral (Shipley
& Tilden, 1947). Inmediatamente después, los animales fueron asistidos con
respiracion artificial usando una bomba Ugo Basile (56 respiraciones/min;
volumen: 20 ml/kg). Posteriormente, el estilete se reemplazé por un electrodo de
estimulacion, esmaltado excepto por 1 cm de longitud localizado a 7 cm de la
punta, de tal forma que el segmento no aislado se sittie a nivel de las vértebras
C7.T1 de la médula espinal para estimular selectivamente el tono simpético
cardioacelerador (Gillespie et al., 1970).

Después se realiz6 una vagotomia bilateral a nivel cervical, se canularon las
venas femoral izquierda y derecha, para la infusiéon del agonista y para la
administracion del antagonista, respectivamente, y la arteria carétida izquierda, la
cual se conect6 a un transductor de presiéon Grass (P23XL), para el registro de la

presion arterial sanguinea.

77



Metodologia y protocolo experimental

La frecuencia cardiaca se determindé mediante un tacégrafo (7P4F, Grass
Instruments Co., Quincy, MA, U.S.A.) que mide el intervalo entre dos ondas
consecutivas de la presion arterial sistdlica. Previo a la estimulacion eléctrica, los
animales recibieron galamina (25mg/kg, iv.) para evitar los espasmos
musculares que resultan de la estimulaciéon de las fibras motoras en las raices
ventrales (Villalon et al., 1995a; 1995b; 1998; 1999).

En virtud de que los efectos simpato-inhibitorios producidos por la 5-HT
son particularmente més pronunciados a bajas frecuencias de estimulacién, todos
los animales fueron pretratados sistematicamente con desipramina (50 pg/kg, i.v.)
para inhibir la recaptura neuronal de noradrenalina antes de comenzar cada curva
estimulo-respuesta (Villalon et al., 1999). Bajo estas condiciones, como
previamente se ha observado, las respuestas cardioaceleradoras son mayores en
magnitud a bajas frecuencias de estimulacién en comparaciéon con las respuestas
obtenidas en ratas sin desipramina (Villalon et al., 1999). La temperatura de cada
animal se mantuvo a 37 °C por medio de una ldmpara y monitoreada con un

termoOmetro rectal.

6.3  Protocolo Experimental

Después de que los animales alcanzaron una estabilidad hemodinamica de por
lo menos 30 min, se registraron los valores basales de la presion arterial y la
frecuencia cardiaca. Posteriormente se estimulé el tono simpatico
cardioacelerador para producir las respuestas taquicardicas aplicando trenes de
descarga de 10 s (pulsos rectangulares monofésicos de 2 ms de duracién y 50 V)
e incrementos de frecuencia de estimulacién (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 Hz).
Cuando la frecuencia cardiaca habia retornado a los niveles basales, se
aplicé la proxima frecuencia de estimulacion; esto se realiz6 sistematicamente
hasta completar la curva estimulo-respuesta. Las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacion eléctrica o por la administraciéon de bolos i.v. de
noradrenalina exdgena curvas dosis-respuesta se completaron en

aproximadamente en 30 min. En la estimulacién simpatica cardiaca, asi como
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también por la administracién de noradrenalina exdgena se us6 un esquema de
administracién secuencial en incrementos de 0.5 unidades logaritmicas a
intervalos de 3-5 min. En este punto los animales (286 en total) fueron divididos
en 7 grupos.

El primer grupo (n=33) fue dividido en seis subgrupos que recibieron un
bolo i.v. de: (i) solucion salina (control; 1ml/kg; n=5) o de los antagonistas de
los receptores a 5-HT: (ii) metiotepina (receptores 5-HT1/2/6/7 y recombinante
5-htsa/ss; 300 pg/kg; n=6); (iii) ritanserina (5-HT2; 100 pg/kg; n=5); (iv)
tropisetrén (5-HT3/4; 3000 ng/kg; n=5); (v) LY215840 (5-HT7; 1000 pg/kg; n=6) o
el coctel de antagonistas/inhibidor (n=6) consistente de yohimbina
(oz-adrenérgico; 1000 pg/kg), prazosina (ai-adrenérgico; 100 ug/kg), ritanserina
(5-HT>; 100 pg/kg), GR 127935 (5-HT1s/1p; 300 pg/kg), WAY 100635 (5-HT14a;
30 ng/kg) e indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa; 5000 pg/kg). Este
coctel fue usado en un esfuerzo para cubrir en la medida de lo posible el
espectro de bloqueo de la metiotepina (excepto el bloqueo del receptor putativo
5-htsa,/s8), un compuesto no selectivo que: (i) muestra una alta afinidad por una
amplia variedad de receptores que incluyen oy 2-adrenérgico, 5-HT1a/18/1D ¥
5-HT> (Leysen, 1985; Hoyer, 1988; Saxena & Villalon, 1990a; 1991; Hoyer et al.,
1994; Villalon et al., 1995a; 1997b) y (ii) Inhibe la ciclooxigenasa (ver Leysen,
1985; Martin, 1994). 10 min después de la administracion de los compuestos
anteriores se realiz6 nuevamente una curva estimulo-respuesta como se
describi6 anteriormente, para analizar sus efectos per se sobre las respuestas
taquicdrdicas inducidas eléctricamente.

El segundo grupo (n=27) fue dividido en cinco subgrupos que recibieron
un bolo i.v. de: (i) solucién salina (1 ml/kg; n=5); (ii) metiotepina (300 png/kg;
n=6); (iii) ritanserina (100 pg/kg; n=6); (iv) tropisetrén (3000 ng/kg; n=5); o
(v) LY215840 (1000 pg/kg; n=5). 10 después de administrar la dosis de salina o
de los correspondientes antagonistas, todos los subgrupos recibieron una
infusion continua de 5-HT (5.6 pg/kg.min). 20 min después de comenzar la
infusion se realiz6 nuevamente la curva estimulo-respuesta. Una vez terminada

la curva estimulo-respuesta, la infusion fue detenida.
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El tercer grupo (n=42) fue dividido en ocho subgrupos que recibieron
respectivamente una infusion i.v. continua de: (i) solucién salina (control; 0.02
ml/min; n=4; en dos ocasiones); asi como también de los agonistas (ver tabla 1);
(ii) 5-CT (5-HT1/7 y recombinante 5-htsa/ss; 0.1 y 0.3 ng/kg.min; n=4); (iii)
indorrenato (5-HT1a; 30 y 100 pg/kg.min; n=6); (iv) CP 93,129 (r5-HT1s; 30 y 100
ng/kg.min; n=7); sumatriptran (5-HTis/1p; 30 y 100 pg/kg.min; n=6); (vi)
PNU-142633 (5-HT1p; 30 y 100 pg/kg.min; n=5); (vii) LY344864 (5-htir; 30 y 100
ng/kg.min; n=5) o (viii) ergotamina (5-HT1p/1p y recombinante 5-htsa/sp; 1y 1.8
png/kgmin; n=5). 20 min después de comenzar la infusién se realizé
nuevamente la curva estimulo-respuesta, como se describié anteriormente,
durante la infusién del compuesto correspondiente.

El cuarto grupo (n=16) fue dividido en tres subgrupos que recibieron,
respectivamente, la administracion de un bolo i.v. de los antagonistas de los
receptores 5-HT; (ver tabla 1): (i) GR 127935 (5-HT1s/1p; 300 pg/kg; n=5); (ii) la
combinaciéon de WAY 100635 (5-HT1a; 30 pg/kg) + GR 127935 (5-HT1s/1p; 300
ng/kg) (n=5); o (iii) el coctel de compuestos previamente descritos (n=6; ver el
protocolo experimental del primer grupo). A 10 min después de los
antagonistas, los tres subgrupos recibieron una infusién i.v. continua de 5-HT
(5.6 ng/kg.min) como se describi6 anteriormente. A los 20 min después de
comenzar la infusién, una curva estimulo-respuesta se realiz6 nuevamente,
durante la infusién de 5-HT.

El quinto grupo (n=33) fue dividido en siete subgrupos que recibieron la
administracién de un bolo i.v. de : (i) solucion salina (1 ml/kg; n=5), o de los
antagonistas: (ii) metiotepina (300 ng/kg; n=5); (iii) el coctel de compuestos
previamente descritos (n=4; ver protocolo experimental del primer grupo); (iv)
GR 127935 (5-HT1s/1p; 300 ng/kg; n=4); SB224289 (selectivo 5-HT1s; 300 ng/kg;
n=5); (vi) BRL15572 (selectivo 5-HT1p; 300 pg/kg; n=5); o (vii) la combinacién
de SB224289 + BRL15572 (300 pg/kg de cada uno; n=5). A 10 min después de la
administracion de salina o de los correspondientes antagonistas, todos los
subgrupos recibieron una infusién i.v. continua de 5-CT (0.1 ng/kg.min), como

se describi6 anteriormente. 20 min después de comenzar la infusion, se realiz6
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nuevamente una curva estimulo-respuesta, durante la infusion de 5-CT, y
terminado este procedimiento se detuvo la infusion.

El sexto grupo (n=119) fue dividido en seis subgrupos que comprenden
la administracién de bolos i.v. de: (i) ningan compuesto (grupo control; n=16);
solucién salina (1 ml/kg; n=22); (iii) WAY 100635 (10 pg/kg; n=19); (iv)
GR 127935 (100 pg/kg; n=21); (v) SB224289 (300 pg/kg; n=21) o (vi) BRL15572
(300 pg/kg; n=20). 10 min después de la administracion de estos compuestos,
cada uno de los seis grupos fueron subdivididos en 4 grupos que recibieron una
infusién iv. continua de soluciéon salina (0.02 ml/kg), CP 93,129 (30
ng/kg.min), sumatriptan (30 pg/kg.min) o PNU-142633 (30 pg/kg.min) por
medio de una bomba. A los 20 min después de comenzar esta infusion, se
realizé nuevamente una curva estimulo-respuesta, durante la infusién de salina
o de los agonistas correspondientes.

El séptimo grupo (n=16) fue diferente ya que en este caso se realiz6 una
curva dosis-respuesta de noradrenalina exégena control (como se mencioné
anteriormente). Este grupo fue dividido en cuatro subgrupos (n=4; en cada
caso) recibiendo una infusién i.v. continua de solucién salina (0.02 ml/min).
CP 93,129 (30 ng/kg.min), sumatriptan (30 pg/kg.min) o PNU-142633 (30
png/kgmin). 20 minutos después de comenzar la infusién, se realiz6d
nuevamente una curva dosis-respuesta de noradrenalina exégena durante la
infusion de salina o los agonistas correspondientes.

Las dosis de estos compuestos fueron seleccionadas con base en estudios
previos donde los efectos inhibitorios fueron consistentes y reproducibles sobre
las curvas estimulo-respuesta y donde no se observaron cambios en los valores
basales de presion arterial o frecuencia cardiaca (Villalon et al., 1999;
Sanchez-Lopez, et al., 2003; 2004). La administraciéon de todos los compuestos
fue secuencial.

El Comité de Etica del CINVESTAV-IPN (CICUAL) responsable del uso
y manejo de animales de laboratorio en experimentos cientificos aprob6 los

protocolos experimentales de la presente investigacion.
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6.4 Farmacos utilizados

Aparte del anestésico (éter etilico), los compuestos usados en el presente
estudio (obtenidos de las fuentes indicadas) fueron los siguientes: birtrato de
(-)-noradrenalina, creatinin sulfato de 5-hidroxitriptamina, triyodo de galamina,
ritanserina, clorhidrato de yohimbina y WAY 100635 (N-{2-[4-(2-metoxi-
fenil)-1-piperazinil]etil}-N-(2-piridinil)ciclohexano carboxamida
trihidrocloridrato) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.); indometacina,
clorhidrato de desipramina y clorhidrato de prazosina (Research Biochemicals
Int., Natick, MA, U.S.A)); maleato de metiotepina (donado por: Hoffman-La
Roche Ltd., Basel, Switzerland); tropisetrén (ICS 205-930: 3a-tropanil)-1H-indol-
3-ester del acido carboxilico) (donado por: Sandoz A.C., Basel, Switzerland);
maleato de 5-carboxamidotriptamina, succinato de sumatriptdn y GR 127935
(N-[4-metoxi- 3-(4-metil-1-piperazinil)fenil]-2'-metil-4'-(5-metil-1,2,4- oxadiazol-
3-il) [1,1,- bifenil]-4-carboxamido clorhidrato monohidratado) (donado por:
GlaxoSmithKline, Stevenage, Hertfordshire, UK); indorrenato
(b-metoxitriptamina-f3-metilcarboxilato  clorhidrato; obsequiado: por el
Prof. Enrique Hong, CINVESTAV-IPN, Meéxico D.F.); CP 93,129
([3-(1,2,5,6-tetrahidropirid-4-il)pirrolo[3,2-b]pirid-5-ona]) (donado por:
Pfizer Inc., Groton, U.S.A)); tartrato de ergotamina (donado por: Sandoz de
México, México D.F.); LY344864 (N-[3-(dimetilamino)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-6-il]-4-fluorobenzamida) y LY215840 (cis-n-(2-hidroxiciclopentil)-6-
metil-1-(1-metiletil)ergolina-8-carboxamida) (ambos donados por: Eli Lilly &
Co., Indianapolis, IN, U.S.A)); PNU-142633 [(S)-(-)-3,4-dihidro-1-[2-[4-
aminocarbonil) fenil]-1-piperazinil]etil]-N-metil-1H-2-benzopyran-6-
carboxamido] (donado por: Dr. R.B. McCall, Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo,
MI, U.S.A.); y SB224289 (2,3,6,7-tetrahidro-1"-metil-5-[2"-metil-1,2,4-oxadiazol-3-
il)bifenil-4-carbonil] furo [2,3f] indol-3-spiro-4-piperidina clorhidrato) y
BRL15572 (1-(3clorofenil)4-[3,3-difenil (2-(S,R)hidroxi propanil) piperazina]
clorhidrato) (ambos donados por: Dr. A.A. Parsons, GlaxoSmithKline, Harlow,

Essex, U.K.).
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Todos los compuestos fueron disueltos en solucién salina, excepto: (i) GR 127935,
quien se disolvi6 de acuerdo a las instrucciones del proveedor, adicionando en
agua destilada caliente (70°C) y (ii) ergotamina, quien se disuelve inicialmente
en 10% de propilenglicol. Cuando fue necesario, algunas gotas de DMSO y 20%
de propilenglicol fueron usados para disolver, respectivamente, SB224289 y
BRL15572 entonces, las solucion resultante finalmente se aforo con solucion
salina. Los vehiculos utilizados no afectan los valores basales de presion arterial
y frecuencia cardiaca. Se prepararon soluciones frescas para cada experimento.
Las dosis mencionadas en el texto se refieren a la sal de las substancias excepto en
el caso de 5-HT, 5-CT, indorrenato, CP 93,129, PNU-142633, sumatriptan,

LY334864 y ergotamina, en este caso se utiliz6 la base libre de estos compuestos.

6.5 Tratamiento estadistico de los datos y nivel de significacion

Todos los datos en el texto y las figuras representan las mediasterror estindar. Se
determinaron los cambios maximos de la frecuencia cardiaca producidos por la
estimulacion eléctrica en los animales a los que se les infundi6 solucién salina y
los agonistas correspondientes.

Las diferencias entre los cambios de la presion arterial diastolica dentro
de un subgrupo de animales se evalu6 con la prueba de Studen-Newman-Keuls,
una vez que el analisis de varianza de dos vias y de medidas repetidas (disefio de
bloques aleatorios) revelaron que las muestras representan poblaciones diferentes
(Steel & Torrie, 1980). Un valor de P<0.05 se consider6é estadisticamente

significativo.
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Resultados

RESULTADOS

7.1 Variables hemodinamicas sistémicas

Los valores basales de la presion arterial distolica y frecuencia cardiaca de 286
ratas fueron: 55+2 mmHg y 299+4 latidos/min respectivamente. Después de la
primera administracién de desipramina (50 pg/kg) los valores antes mencionados
aumentaron de manera significativa a 60+2 mmHg y 3054 latidos/min
respectivamente. Los tratamientos subsecuentes con desipramina no modificaron
los valores basales de la presion arterial diastélica o la frecuencia cardiaca.

En los diferentes grupos de ratas pretratados con desipramina, los valores
basales de presion arterial diastdlica y frecuencia cardiaca no se modificaron
significativamente por: (i) los bolos iv. de salina, metiotepina, ritanserina,
tropisetron, LY215840, GR 127935, la combinacion de WAY 100635 + GR 127935,
SB224289, BRL15572, la combinaciéon de SB224289 + BRL15572 o el coctel de
compuestos previamente descritos, (ii) la infusiéon continua de solucién salina,
5-HT o los agonistas indorrenato, CP 93,129, PNU-142633, sumatriptan, o
LY344864. Solo la 5-CT y ergotamina produjeron, respectivamente, decrementos
moderados e incrementos en la presion arterial sin cambios en la frecuencia
cardiaca o (iii) la subsecuente administracién de desipramina antes de cada curva

dosis-respuesta de noradrenalina exégena.

7.2 Estimulacion del tono simpatico cardioacelerador (C7-T1)

El conjunto de respuestas inducidas por la estimulacion (0.01-3.0 Hz) de los
nervios simpaticos preganglionares (C7-T1) o la administracién de noradrenalina
exodgena (0.03-3.0 ug/kg) fue inmediata y resulté en incrementos de la frecuencia
cardiaca, las cuales fueron dependientes de la frecuencia de estimulacién o las

dosis de noradrenalina ex6gena. Sin embargo, como se esperaba la administracion
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de noradrenalina también produjo incrementos de la presion arterial de manera
dependiente de la dosis. Se debe enfatizar que, en todos los casos estos
incrementos de la frecuencia cardiaca producidos por la estimulacion eléctrica o la
administracién de noradrenalina exégena fueron estadisticamente significativos
cuando los comparamos con los valores basales. Con respecto a la estimulaciéon
eléctrica, estas respuestas taquicardicas son debidas a la cardioestimulaciéon
selectiva, ya que se observaron ilegibles e inconsistentes incrementos de la presién
arterial diastdlica, como previamente se habia demostrado (Gillespie et al., 1970;

Villalon et al., 1999; Sanchez-Lopez et al. 2003, 2004).

7.3  Efecto de la solucion salina, antagonistas de los receptores serotonérgicos
o el coctel de antagonistas/inhibidor sobre las respuetas taquicardicas

inducidas eléctricamente per se

La Figura 1 muestra los incrementos de las respuestas taquicardicas inducidas
eléctricamente antes (curva control estimulo-respuesta) y después de la
administracion i.v. de salina (1 ml/kg), metiotepina (300 pg/kg), ritanserina (100
ng/kg), tropisetrén (3000 pg/kg), LY215840 (1000 pg/kg) o el coctel de
antagonistas/inhibidor formado por: yohimbina (1000 pg/kg), prazosina
(100 pg/kg), ritanserina (100 pg/kg), GR 127935 (300 pg/kg), WAY 100635 (30
ng/kg) e indometacina (5000 pg/kg). Como se puede observar, las respuestas
taquicardicas inducidas eléctricamente permanecieron sin cambios significativos
después de la administracién i.v. de salina (Figura 1a), metiotepina (Figura 1b),
ritanserina (Figura 1c), tropisetrén (Figura 1d), LY215840 (Figura 1e) o el coctel de
compuestos (Figura 1f). Estos resultados indican que los antagonistas antes
mencionados fueron incapaces de modificar per se las respuestas taquicardicas

inducidas eléctricamente.
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Figura 1 Efecto de la administracién de bolos i.v. de: (a) solucién salina (n=5),
(b) metiotepina (n=6), (c) ritanserina (n=5), (d) tropisetrén (n=5), (e) LY215840
(n=6) o (f) el coctel de antagonistas/inhibidores (consistente de yohimbina, 1000
ng/kg; prazosina, 100 ng/kg; ritanserina, 100 pg/kg; GR 127935, 300 pg/kg; WAY
100635, 30 pg/kg e indometacina, 5000 ng/kg; n=6) per se sobre los incrementos de
la frecuencia cardiaca producidos por estimulaciéon del tono simpético
cardioacelerador (curvas estimulo-respuesta). Note que no hay diferencias
significativas (P>0.05) en las curvas estimulo-respuesta obtenidas antes (control) y

después de la administracion de los diferentes compuestos.
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7.4  Efecto de la solucidén salina o algunos antagonistas serotonérgicos sobre la

inhibicion de las respuestas taquicardicas inducidas por 5-HT

La Figura 2 ilustra los incrementos de las respuestas taquicdrdicas inducidas
eléctricamente antes (curva estimulo-respuesta control) y después de la
administracion i.v. de salina, metiotepina, ritanserina, tropisetrén o LY215840 (a las
dosis antes mencionadas), respectivamente, seguida de la infusién de 5-HT (5.6
ng/kg.min, iv.). Consistente con hallazgos previos en ratas descerebradas y
desmeduladas (Villalén et al., 1999) la administraciéon de la infusién continua de
5-HT produce una inhibicién reproducible de las respuestas taquicardicas
inducidas eléctricamente en animales que se les administré bolos i.v. de salina
(Figura 2a). Este efecto inhibitorio inducido por la infusiéon de 5-HT fue
completamente antagonizado por la metiotepina (Figura 2b), pero permanecié
inalterado después de la administraciéon de ritanserina (Figura 2c), tropisetrén
(Figura 2d) o LY215840 (Figura 2e) en dosis lo suficientemente altas para
antagonizar a sus respectivos receptores (Villalon et al., 1996; Centuriéon et al.,

2002).
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Figura 2 Efecto de la administraciéon de bolos i.v. de: (a) soluciéon salina (n=>5), (b)
metiotepina (n=6), (c) ritanserina (n=6), (d) tropisetrén (n=5) o (e) LY215840 (n=5)
sobre la inhibicion de las respuestas taquicardicas inducidas por 5-HT
(5.6 ng/kg.min, i.v.). Los compuestos anteriores fueron inyectados, 10 min antes de

comenzar la infusiéon de 5-HT. *P<0.05 vs control de la respuesta.

75 Efecto de algunos agonistas serotonérgicos sobre las respuestas

taquicardicas inducidas por la estimulacion eléctrica

En contraste con la infusiéon continua i.v. de salina (0.02 ml/min, repetida en 2
ocasiones; Figura 3a), la infusién continua de los agonistas, 5-CT (0.1 y 0.3
ng/kg.min; Figura 3b), CP 93,129 (30 y 100 pg/kg.min; Figura 3d), sumatriptan (30
y 100 pg/kg.min; Figura 3e), PNU-142633 (30 y 100 pg/kg.min; Figura 3f) y
ergotamina (1 y 1.8 ug/kg.min; Figura 3h) mimetizaron el efecto de la 5-HT al

producir una inhibicion significativa de las respuestas taquicardicas inducidas por
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la estimulacion eléctrica. El rango aparente de orden de potencia de los agonistas
fue 5-CT 2 ergotamina > 5-HT > sumatriptan = PNU-142633 > CP 93,129, siendo la
5-CT y ergotamina aproximadamente 2 unidades logaritmicas mds potentes que el
resto de los agonistas. Los efectos simpato-inhibitorios fueron particularmente méas
pronunciados a bajas frecuencias de estimulaciéon (0.01-0.3 Hz). En contraste, la
infusion continua de indorrenato (Figura 3c) y LY344864 (Figura 3g) (30 y

100 pg/kg.min, cada uno) resultaron inactivos.

7.6  Efecto de algunos antagonistas sobre la inhibicion de las respuestas

taquicardicas inducidas por 5-HT

La Figura 4 muestra los incrementos de las respuestas taquicdrdicas inducidas
eléctricamente antes (curva estimulo-respuesta control) y después de la
administracién i.v. de GR 127935 (300 pg/kg), la combinacién de WAY 100635 (30
ng/kg) + GR127935 (300 pg/kg) o de el coctel de antagonistas/inhibidor (Figura
4c), respectivamente, seguido por la infusiéon continua de 5-HT (5.6 pg/kg.min,
i.v.). Interesantemente, bajo estas condiciones experimentales, la 5-HT produce
inhibicion de las respuestas taquicardicas inducidas eléctricamente y la cual fue
resistente al antagonismo por GR 127935 (Figura 4a), WAY 100635 + GR 127935
(Figura 4b) o el coctel de antagonistas/inhibidor (Figura 4c). Es importante
mencionar que las dosis de los compuestos antes mencionados fueron
suficientemente altas para bloquear a sus respectivos receptores/mecanismos

(Rosenblum & Nelson, 1988; Villalon et al., 1995a; 1995b; 1998; 1999).
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Figura 3 Incrementos de la presion arterial inducidos por la estimulacién del tono
simpético cardioacelerador (curvas estimulo-respuesta) antes (control) y durante
infusiones i.v. continuas de: (a) solucion salina (n=4), (b) 5-CT (n=4), (c)
indorrenato (n=6), (d) CP 93,129 (n=7), (e) sumatriptan (n=6), (f) PNU-142633
(n=5), (g) LY344864 (n=5) o (h) ergotamina (n=>5). *P<0.05 vs la respuesta control;
en todas las graficas después del asterisco (*) las respuestas son estadisticamente
significativas con respecto a la respuesta control. §, P<0.05 vs la respuesta
producida por la infusion previa de 5-CT (0.1 pg/kg.min) o ergotamina (1
pg/kg.min).

91



Resultados

O Control O Control O Control

B GR127935 + 5-HT B WAY100635 + GR127935 ®m Coctel + 5-HT
= (300 ng/kg) (30 ng/kg) (300 pglkg)
-5' +5-HT
c 100 - - .
£
(7))
S
= 80 . .
=
S
© 60 * - -
._é
©
@)
« 40 A % 4 .
g

*
% * * *
(&]
N 20 - - =
L
<
0 - . .
| I I I B B | | I I I B B | Frrrrr1rr1
0.01 01 1 10 0.01 0.1 1 10 0.01 01 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura 4 Efectos de la administracion de bolos i.v. de: (a) GR 127935 (n=5). (b) la
combinacion de WAY 100635 + GR 127935 (n=5) o (c) el coctel de
antagonistas/inhibidores (consistente de yohimbina, 1000 ng/kg; prazosina, 100
ng/kg; ritanserina, 100 png/kg; GR 127935, 300 pg/kg;, WAY 100635, 30 pg/kg e
indometacina, 5000 pg/kg; n=6) sobre la inhibiciéon de las respuestas taquicdrdicas
inducidas por 5-HT (5.6 pg/kg.min, i.v.). Los compuestos antes mencionados
fueron administrados después de concluir la curva estimulo-respuesta control,

10 min antes de comenzar la infusiéon de 5-HT. *P<0.05 vs la curva control.
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7.7  Efecto de salina o algunos antagonistas serotonérgicos sobre la inhibicion
de las respuestas taquicardicas inducidas eléctricamente por la

administracion de la infusiéon continta de 5-CT

La Figura 5 muestra los incrementos de las respuestas taquicdrdicas inducidas
eléctricamente antes (curva estimulo-respuesta control) y después de la
administraciéon i.v. de salina (1 ml/kg), metiotepina (300 pg/kg), el coctel de
antagonistas/inhibidor, GR 127935 (300 pg/kg), SB224289 (300 ng/kg), BRL15572
(300 pg/kg) o la combinacion de SB224289 + BRL15572 (300 pg/kg, cada uno)
respectivamente, seguida de la infusiéon de 5-CT (0.1 pg/kg.min, i.v.). Asi las
respuestas simpato-inhibidoras inducidas por la 5-CT, permanecieron inalteradas
después de la administraciéon de salina (Figura 5a), fueron: (i) abolidas después del
tratamiento con metiotepina (Figura 5b), coctel de antagonistas/inhibidores
(Figura 5c), GR 127935 (Figura 5d) o la combinacién de SB224289 + BRL15572
(Figura 5g) a las mismas dosis previamente usadas con la 5-HT y (ii) resistente al
bloqueo después del tratamiento con SB224289 (Figura 5e) o BRL15572 (Figura 5f)
a dosis suficientemente altas para bloquear respectivamente a los subtipos de

receptor 5-HT1p y 5-HT1p los cuales producen simpato-inhibicion.

7.8 Efecto de la infusién continua de salina o de los agonistas de los
receptores 5-HT; sobre las respuestas taquicardicas inducidas por la

estimulacion eléctrica o la administracion de NA ex6gena

En la Figura 6 se muestra las respuestas taquicardicas inducidas por Ila
estimulaciéon del tono simpatico cardioacelerador (curvas estimulo-respuesta;
panel superior) o la administracion de noradrenalina exdégena (curvas
dosis-respuesta; panel inferior) antes (control) y durante la infusién continua i.v de
solucién salina (0.02 ml/min) o los agonistas del receptor 5-HT1 CP 93,129
(5-HT1p), sumatriptan (5-HT1s/1p) 0 PNU-142633 (5-HT1p) (30 pg/kg.min, en cada
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caso). Las respuestas taquicardicas inducidas tanto por la estimulacién eléctrica
(Figura 6a) como por la administracién de noradrenalina exégena (Figura 6e) no se
modificaron después de la infusién continua con salina. Sin embargo, la infusién
continua i.v de los agonistas CP 93,129 (Figura 6b), sumatriptan (Figura 6c) o
PNU-142633 (Figura 6c) produce, primero, una inhibicién significativa de las
respuestas taquicérdicas inducidas por la estimulacién eléctrica, una respuesta que
fue producida a todas las frecuencias de estimulacién (0.01-3.0 Hz) excepto en el
caso del CP 93,129, que fue pronunciada solo a bajas frecuencias de estimulacién
(0.01-0.3 Hz) y, segundo, estas mismas infusiones no modificaron los efectos
taquicardicos inducidos por la administracién de noradrenalina exégena (Figuras

6f, 6g, 6h, respectivamente).
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Figura 5 Efecto de la administracion i.v. de: (a) soluciéon salina (n=5), (b)
metiotepina (n=5), (c) el coctel de antagonistas/inhibidor (n=4), (d) GR 127935
(n=4), (e) SB224289 (n=5), (f) BRL15572 (n=5) o la combinaciéon de SB224289 +
BRL15572 sobre la inhibicién de las respuestas taquicardicas inducidas por 5-CT
(0.1 pg/kg.min, i.v.). Los compuestos anteriores fueron inyectados después de
concluir la curva estimulo-respuesta control, 10 min antes de comenzar la infusién

de 5-CT. *P<0.05 vs la curva control.
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7.9 Efecto de salina o de los antagonistas de los receptores 5-HTi:
WAY 100635, GR 127935, SB224289 6 BRL15572 sobre las respuestas

taquicardicas inducidas por la estimulacion eléctrica

La figura 7 muestra que las respuestas taquicardicas inducidas por la estimulacién
eléctrica antes (curva estimulo-respuesta control) y después del tratamiento con
solucién salina (Iml/kg) o de los antagonistas WAY 100635 (5-HT1a; 10 ng/kg)
GR 127935 (5-HTis/1ip; 100 ng/kg), SB224289 (5-HTis; 300 ng/kg) o BRL15572
(5-HT1p; 300 ng/kg). Las respuestas cardioaceleradoras practicamente no sufrieron
ninguna modificaciéon después de la administracion i.v. de solucién salina (Figura
7a), WAY 100635 (excepto a 3 Hz; Figura 7b), GR 127935 (figura 7c), SB224289
(Figura 7d) o BRL15572 (Figura 2e). Estos hallazgos indican que los compuestos
antes mencionados a las dosis indicadas son incapaces de interferir con la

transmision simpatica per se.

710 Efecto de salina o de los antagonistas WAY 100635, GR 127935, SB224289
o BRL15572 sobre la inhibicién de las respuestas taquicardicas inducidas

por la administracién de los agonistas de los receptores 5-HT

En las Figuras 8, 9 y 10 se muestra el efecto después de la administraciéon i.v. de
soluciéon salina (1 ml/kg), WAY 100635 (10 pg/kg), GR 127935 (100 pg/kg),
SB224289 (300 ng/kg) o BRL15572 (300 ng/kg) sobre la inhibiciéon de las respuestas
taquicardicas inducidas por CP 93,129 (Figura 8), sumatriptdn (Figura 9) o
PNU-142633 (Figura 10). Consistente con hallazgos previos (Sanchez-Loépez et al.,
2003), la infusién continua de CP 93,129, sumatriptan o PNU-142633 produjeron
una simpato-inhibicién que fue reproducible en los animales tratados con bolos i.v.
de solucion salina (Figuras 8a, 9a y 10a).

Cuando los efectos de los antagonistas fueron analizados diferentes efectos
fueron observados sobre la simpato-inhibicién producida por cada agonista. Asi,

las respuestas simpato-inhibitorias inducidas por CP 93,129 (Figura 8), fue
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inalterada por la administracion del WAY 100635 (Figura 8b) o BRL15572 (Figura
8e) pero fue abolida por la administraciéon del GR 127935 (Figura 8c) o SB224289
(Figura 8d). Sin embargo, las respuestas simpato-inhibitorias a sumatriptan (Figura
9), no se modificaron después de la administracion de WAY 100635 (Figura 9b) o
SB224289 (Figura 9d), pero fueron abolidas por la administraciéon de GR 127935
(Figura 9c) o significativamente atenuadas por la administracion de BRL15572
(Figura 9e, excepto a 0.01 y 0.03 Hz). En contraste, las respuestas
simpato-inhibitorias a PNU-142633 (Figura 10), fue précticamente inalterada
después de la administracion de WAY 100635 (Figura 10b) o BRL15572 (Figura
10d), pero fueron completamente antagonizadas por la administracion de

GR 127935 (Figura 10c) o por BRL15572 (Figura 10e).
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Figura 6 Incrementos de la frecuencia cardiaca inducidos por la estimulaciéon del
tono simpatico cardioacelerador (curvas estimulo-respuesta, panel superior o
curvas dosis-respuesta a noradrenalina exdgena, panel inferior) antes (control) y
durante la infusién continua i.v. de solucién salina (0.02 ml/min, n=4; en cada
grafica) o los agonistas de los receptores 5-HT1: CP 93,129 (b,f), sumatriptan (c,g) o
PNU-142633 (d,h) (30 pg/kg.min, n=4; en cada caso) *P<0.05 vs. control
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Figura 7 Efecto de la administraciéon de bolos i.v. de solucién salina (a, n=5),

WAY 100635 (b, n=5), GR 127935 (c, n=6), SB224289 (d, n=6) o BRL15572 (e, n=5)

sobre los incrementos de la frecuencia cardiaca inducidos por la estimulaciéon del

tono simpatico cardioacelerador. *P<0.05 vs. control
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Figura 8 Efecto de la administraciéon de bolos i.v. de solucién salina (a, n=6),
WAY 100635 (b, n=5), GR 127935 (c, n=5), SB224289 (d, n=5) o BRL15572 (e, n=4)
sobre la inhibiciéon de las respuestas taquicardicas inducidas por la administraciéon
de CP 93,129 (CP; 30 pg/kg.min; i.v.). Los circulos abiertos representan el control
(curva estimulo-respuesta); los compuestos anteriores fueron administrados
después de concluir la curva estimulo-respuesta control, 10 min antes de comenzar

la infusién de CP 93,129. *P<0.05 vs. control
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Figura 9 Efecto de la administracién de bolos i.v. de solucién salina (a, n=6),
WAY 100635 (b, n=5), GR 127935 (c, n=5), SB224289 (d, n=5) o BRL15572 (e, n=5)
sobre la inhibicion de las respuestas taquicardicas inducidas por la administraciéon
de sumatriptan (SUM; 30 pg/kg.min; i.v.). Los circulos abiertos representan el
control (curva estimulo-respuesta); los compuestos anteriores fueron
administrados después de concluir la curva estimulo-respuesta control, 10 min

antes de comenzar la infusion de sumatriptan. *P<0.05 vs. control
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Figura 10 Efecto de la administracién de bolos i.v. de solucién salina (a, n=5),

WAY 100635 (b, n=4), GR 127935 (c, n=5), SB224289 (d, n=5) o BRL15572 (e, n=6)

sobre la inhibicion de las respuestas taquicardicas inducidas por la administraciéon

de PNU-142633 (PNU; 30 pg/kg.min; i.v.). Los circulos abiertos representan el

control (curva estimulo-respuesta); los compuestos anteriores fueron

administrados después de concluir la curva estimulo-respuesta control, 10 min

antes de comenzar la infusion de PNU-142633. *P<0.05 vs. control
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DISCUSION

8.1 General

Aparte de las implicaciones discutidas posteriormente, nuestro estudio muestra
que la inhibicién del tono simpatico cardioacelerador inducido por la 5-HT en
ratas descerebradas y desmeduladas es muy probablemente mediado por dos
mecanismos principales: (i) receptores 5-HT1 (del subtipo 5-HT1p/1p) y (ii) un
mecanismo novedoso que involucra a los receptores putativos 5-htsass.

Es importante mencionar que no medimos la actividad simpética
cardiaca directamente, pero la liberacién de neurotransmisores inducidos
eléctricamente en el nodo sinoauricular podria ser estimada indirectamente al

medir las respuestas taquicardicas producidas.

8.2 Cambios hemodinamicos sistémicos

El hecho que la presion arterial diastdlica y la frecuencia cardiaca fueron
incrementadas significativamente después de desipramina puede ser atribuida
a la inhibicién de la recaptura de noradrenalina (Bechtel et al., 1986). Sin
embargo la potenciacion de la respuesta taquicardicas inducidas por la
estimulacion eléctrica después de desipramina (para comparaciéon ver Villalon
et al., 1995a; 1995b; 1999) tiene relevancia para el propésito de este estudio. Asi,
los efectos simpato-inhibitorios cardiacos de la 5-HT (Ver figura 2a) y agonistas
de los receptores 5-HT; (Figura 3) fueron, consistentemente, mas pronunciados
a bajas frecuencias de estimulaciéon (ver Langer, 1980). No obstante,
alternativamente se puede argumentar que la accién simpato-inhibitoria de la
5-HT (Figura 2) y los agonistas relacionados (Figura 3) puede ser debido a
taquifilaxia de las respuestas taquicardicas inducidas por la estimulacién
eléctrica. Sin embargo, esto es improbable ya que tales respuestas

permanecieron inalteradas después de la administracion i.v. de solucién salina
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(Figura 1a y 3a); una conclusién adicional que se desprende de este estudio es
que no ocurrieron cambios dependientes del tiempo en nuestros experimentos.
El hecho que las respuestas taquicardicas permanecieron esencialmente
sin cambio después de la administracion i.v. de salina, metiotepina, ritanserina,
tropisetréon, LY215840, el coctel de compuestos (ver Figura 1), WAY 100635,
GR 127935, SB224289 o BRL15572 (Ver Figura 7) indican que estos compuestos
por si mismos son incapaces de modificar las respuestas taquicardicas
inducidas por la estimulacion eléctrica. Estos hallazgos, complementado con la
falta de efecto de los compuestos antes mencionados sobre los valores basales
de presion arterial y la frecuencias cardiaca (datos no mostrados), sugieren que
cualquier efecto producido sobre la inhibicién de las respuestas taquicardicas
inducidas por la 5-HT o los agonistas relacionados es debido a una interaccion
directa de los antagonistas sobre su respectivo receptor en las terminales

nerviosas cardiacas.

8.3  Perfil farmacolégico de la accion simpato-inhibitoria cardiaca de la

5-HT en la rata

Tomando en consideracién, que nuestros hallazgos apoyan la nocién que los
receptores 5-HT1 (pero no los 5-HT», 5-HTs, 5-HT4, 5-HTe y 5-HT7) pueden
mediar, al menos en parte, la accién simpato-inhibitoria cardiaca de la 5-HT, ya
que esta respuesta fue: (i) resistente al bloqueo por ritanserina, tropisetrén y
LY215840 (ver Figura 2) a dosis que son suficientes para antagonizar,
respectivamente, 5-HT> (Centurion et al., 2002), 5-HT3/4 (Villalon et al., 1990;
1991) y 5-HT7 (Centurion et al.,, 2000) receptores que median respuestas
cardiovasculares y (ii) antagonizadas por metiotepina (Figura 2b) a dosis que
son suficientes para antagonizar a receptores 5-HT; (Saxena & Villalén, 1990a;
1990b; 1991; Villalén et al., 1995b). No obstante, basados en el esquema actual de
clasificaciéon de receptores a la 5-HT (ver Hoyer et al., 1994; Saxena et al., 1998),
la nocion anterior apoya que la participaciéon de los receptores 5-HT1 sensibles a

metiotepina es ciertamente débil, ya que: (i) la familia de receptores 5-HT; es
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altamente heterogénea e incluye a los subtipos de receptores 5-HT1a, 5-HT1s,
5-HTip, 5-htig y 5-htir y (ii) la metiotepina bloquea, adicionalmente a todos los
subtipos de receptores 5-HT1 y receptores putativos 5-htsa/ss. Evidentemente el
uso de agonistas y antagonistas selectivos para los diferentes subtipos de

receptores 5-HT1 es crucial para confirmar la nocién anterior.

84  Aparente orden de rango de potencia de algunos agonistas causando
inhibicién de las respuestas taquicardicas y su bloqueo por algunos

antagonistas

Nuestros resultados muestran que la 5-HT induce simpato-inhibicién cardiaca
la cual no es: (i) mimetizada por indorrenato o LY344864 (ver Figura 3),
agonistas para los subtipos, 5-HT1a (Domper et al., 1985) y 5-htir (Phebus et al.,
1997) respectivamente y (ii) bloqueado por WAY 100635 (ver Figura 4b y c), un
potente antagonista de los receptores 5-HTia (Fletcher et al., 1996) a dosis
suficientes para antagonizar a este receptor (Villalon et al., 1998). Por lo tanto,
estos resultados indican que los receptores 5-HTia y 5-htir no estan
involucrados.

En contraste, los agonistas de los receptores serotonérgicos 5-CT,
ergotamina (para ambos tipos de receptores 5-HTip/ip y recombinantes
5-htsa/ss; Hoyer et al., 1994). CP 93,129 (r5-HT1s; Macor et al., 1990), sumatriptan
(5-HT1s/10; Hoyer et al., 1994) y PNU-142633 (5-HT1ip; Pregenzer et al., 1999),
quienes fallaron para modificar las respuestas taquicardicas inducidas por
noradrenalina exégena (datos mostrados solo en el caso de CP 93,129,
sumatriptan y PNU-142633, ver Figura 6), mimetizaron las respuestas simpato-
inhibitorias de la 5-HT con un orden de potencia aparente de agonistas de
5-CT>ergotamina>5-HT>sumatriptan=PNU-142633>CP 93,129.

Varias explicaciones se pueden argumentar para la diferencia en la
potencia de los agonistas: (i) el uso de segundos mensajeros y respuestas
funcionales (simpato-inhibicién cardiaca); (ii) factores dependientes del tejido

tales como densidad de receptores y eficacia del acoplamiento y/o (iii) factores
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dependientes del compuesto tales como la afinidad de la 5-HT y agonistas
relacionados para cada uno de estos receptores (i.e. 5-HT1p, 5-HT1p y 5-htsa,ss;
ver tabla 1).

El posible involucramiento de los receptores 5-HT1p/1p gana peso por el
hecho que la 5-CT induce simpato-inhibicién la cual fue abolida por: (i) el
antagonista del receptor 5-HT1p/1p0 GR 127935 (Skingle et al., 1996) (ver Figura 5c
y d) a dosis que antagonizan a los receptores simpato-inhibitorios 5-HT1p/1p
(Villalén et al., 1998) y (ii) la combinacién de SB224289 + BRL15572 (ver Figura
5¢g), quienes son antagonistas selectivos a los receptores 5-HTig y 5-HTip
respectivamente (Hagan et al., 1997) a dosis que completamente bloquean a los
receptores 5-HT1p y 5-HT1p in vivo (De Vries et al., 1998). Interesantemente, el
hecho de que el SB224289 s6lo aparentemente fall6 para bloquear las respuestas
a 5-CT (ver Figura 5e) puede ser explicada por la capacidad adicional de la 5-CT
para estimular a los receptores 5-HTip (y probablemente a los receptores
5-htsa/sp); esto puede enmascarar el antagonismo selectivo del SB224289 sobre
los receptores 5-HT1p. La misma linea de razonamiento se puede aplicar para el
antagonista selectivo de los receptores 5-HT1p cuando se administra sélo (y no
en combinacién; Figura 5f). Esto nos permitié suponer que si las respuestas
simpato-inhibitorias a la 5-CT involucra la estimulacion de dos (o tres)
receptores, el antagonismo de al menos dos de ellos (con GR 127935 o la
combinaciéon de SB224289 + BRL15572) podria ser esencial para producir un
bloqueo. Esta vision es reforzada por el hecho que: (i) la metiotepina (quien
antagoniza a los receptores 5-HT1p/1p y receptores recombinantes 5-htsa,sp)
aboli¢ las respuestas a la 5-CT (ver Figura 5b) y (ii) la inhibicién de las
respuestas cardioaceleradoras inducidas por el agonista selectivo CP 93,129
(5-HT1s) y PNU-142633 (5-HT1p) son completa y especificamente bloqueadas
por el SB224289 (5-HTig) y el BRL15572 (5-HT1p) respectivamente (Villalon et
al., 2000). No obstante, la 5-HT muestra alta afinidad por los recptores 5-htie (y
5-htif); a pesar de eso, su involucramiento parece improbable ya que la 5-CT
muestra muy baja afinidad por los receptores 5-htie (y 5-htir) (Adham et al.,
1993).
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85  Aparente fallo del GR 127935, la combinacion de WAY 100635 +
GR 127935 o el coctel de compuestos para antagonizar a la

simpato-inhibicién cardiaca inducida por la 5-HT

Para confirmar la sugerencia previa del involucramiento de los receptores
5-HT1g,/1D sensibles a GR 127935 con 5-HT, decidimos analizar, en un principio,
el efecto del GR 127935 sobre la simpato-inhibicién cardiaca inducida por el
GR 127935. Inesperadamente y contrastante con metiotepina (Figura 2b),
GR 127935 administrado sélo (Figura 4a) o en combinacién con el WAY 100635
(Figura 4b) fallaron para antagonizar las respuestas a 5-HT a dosis
suficientemente altas para antagonizar por completo a los receptores 5-HT1p/1p
y receptores 5-HT14 respectivamente (Villalon et al., 1998). En vista de la falta de
bloqueo del GR 127935, consideramos innecesario analizar el bloqueo de la
simpato-inhibicién inducida por la 5-HT por SB224289 y/o BRL15572. Aunque
la simple interpretacion de estos hallazgos podrian aparentemente sugerir que
los receptores 5-HT1/1p no estan involucrados, debe tenerse en mente que la
5-HT, en su caracter de ligando endégeno, puede estimular una amplia
variedad de receptores conocidos (5-HTi, etc) y desconocidos (nuevos, no
clasificados, etc). Por lo tanto, es razonable asumir que, ademas de, los
receptores 5-HTip/1ip la 5-HT induce simpato-inhibicion por un mecanismo
adicional novedoso que enmascara el bloqueo de los receptores 5-HT15/1p con
GR 127935. Este nuevo mecanismo, como se discutird méas adelante,

aparentemente muestra la participacion de los receptores putativos 5-htsa/ss.

8.6  Posible coinvolucramiento de los receptores 5-HTipap y putativos

5-htsa/sB en la simpato-inhibicién cardiaca inducida por 5-HT

Nuestra sugerencia que la simpato-inhibiciéon inducida por la 5-HT involucra la
participacion adicional de un mecanismo novedoso (probablemente similar a
los receptores putativos 5-htsa/ss) se refuerza cuando consideramos que: (i) la

metiotepina que muestra alta afinidad por los receptores recombinantes
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5-htsa/ss y 5-HT1s/1p (ver tabla 1), fue el anico antagonista que aboli6 el efecto
simpato-inhibitorio inducido por la 5-HT (comparar Figura 2 y 4); (ii) el
GR 127935 que muestra alta afinidad por los receptores 5-HT1p/1p, pero baja
afinidad por los receptores recombinantes 5-htsa (ver tabla 1) aboli6 el efecto
simpato-inhibitorio inducido por la 5-CT, pero no el de la 5-HT; (iii) la 5-CT,
metiotepina y ergotamina muestran relativamente alta afinidad por los
receptores recombinates 5-htsa y 5-htsp ademads de los receptores 5-HT1p/1p (ver
tabla 1). Consistente con estos hallazgos, la Figura 3 revela que la potencia
simpato-inhibitoria de la 5-CT y la ergotamina (ambos con alta afinidad por los
receptores 5-HT1p/1p y recombinantes 5-htsa/ss) fueron aproximadamente 2
unidades logaritmicas mas altas que el CP 93,129, sumatriptan o PNU-142633
(antagonistas selectivos de los receptores 5-HT1) quienes muestran baja afinidad

por los receptores 5-htsa,ss (ver tabla 1).

8.7  Evidencia adicional a favor del posible coinvolucramiento de los

receptores putativos 5-htsa;ss

Como se puntualiz6, la metiotepina es un compuesto no selectivo, al tratar de
cubrir en la medida de lo posible su espectro de bloqueo (excepto el bloqueo de
los receptores putativos 5-htsasss), se estudio el efecto de un coctel de
compuestos (ver protocolo experimental) sobre la simpato-inhibicién cardiaca
inducida por la 5-HT. No obstante esta respuesta permanecié inalterada
después de la administracién del coctel (Figura 4c), un hallazgo que demuestra
que el antagonismo/inhibiciéon simultanea de los receptores/mecanismos
anteriores no desempefian un papel en al antagonismo producido por la
metiotepina (Figura 2b). El hecho que este coctel abolié las respuestas
simpato-inhibitorias inducidas por 5-CT (Figura 5c) es atribuible a la magnitud
de la dosis de GR 127935 usada. Es importante mencionar que las dosis de los
compuestos incluidos en el coctel fueron suficientemente altas para
antagonizar/inhibir, a los receptores ou,2-adrenérgicos (Willems et al., 2001a;

2001b), receptor 5-HT1a (Villalon et al., 1998), receptores 5-HT1p/1p (Villalon et
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al., 1996; 1998), receptores 5-HT> (Centurion et al., 2002) y ciclooxigenasa
(Rosemblum & Nelson, 1988). En consecuencia, estos hallazgos excluyen el
involucramiento de los receptores a1/2-adrenérgicos (Rand et al., 1987; Boehm &
Kubista 2002) y la liberaciéon de prostanoides (Kokkas & Boeynaems, 1988) en

nuestro modelo experimental.

8.8 Exclusion de la participacion de los receptores 5-HT¢ y 5-HT?7

A pesar de la evidencia farmacolégica anteriores, se puede argumentar que los
receptores 5-HT¢ y 5-HT7 podrian estar involucrados, en el efecto inhibitorio de
la metiotepina (quien abolié la simpato-inhibicién inducida por la 5-HT y la
5-CT) ya que muestra alta afinidad por ambos receptores (Plassat et al., 1993).

Sin embargo esto parece poco probable, basado en: (i) la inactividad del
sumatriptan, CP 93,129 y PNU-142633 (como agonistas o antagonistas) a los
receptores 5-HTe y 5-HT7 y (ii) el orden de rango aparente de potencia de los
agonistas de la 5-HT y 5-CT hacia los receptores 5-HT¢ (5-HT>5-CT) y 5-HT7
(5-CT>>5-HT) (ver Hoyer et al., 1994; Villalon et al., 1997a).

8.9 Evidencia transduccional en favor de la participacién de receptores

5-HT:y 5-htsa

Realmente, nuestro estudio no proporciona evidencia directa que la
simpato-inhibicién a la 5-HT y el resto de los agonistas involucra la inhibicion
de la adenilil ciclasa. No obstante, vale la pena notar que los receptores 5-HT1
(Hoyer et al., 1994) como también los receptores 5-htsa (Carson et al., 1996;
Grailhe et al.,, 2001) estdn acoplados negativamente a la adenilil ciclasa y/o
positivamente a un canal rectificador de K*; estos son sistemas transduccionales
usualmente asociados con simpato-inhibicién (Langer, 1980; Rand et al., 1987;
Boehm & Kubista, 2002). En marcado contraste, los receptores 5-HTy, 5-HTs y
5-HT7 son, por definicién, positivamente acoplados a la adenilil ciclasa (Plassat

et al., 1993; Hoyer et al.,, 1994), y esto es asociado con simpato-excitacion
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(Langer, 1980; Rand et al., 1987; Boehm & Kubista, 2002). De manera similar, la
activaciéon de receptores 5-HT> (positivamente acoplados a la fosfolipasa C) y
5-HT3 (canales Na*/K* operados por ligando produciendo una rapida
despolarizaciéon neuronal) estan asociados con un incremento de la
concentracion citosolica de Ca?*, y como consecuencia estimulacién (en vez de

inhibicién) de la liberacion de neurotransmisores (Rand et al., 1987; Boehm &

Kubista, 2002).

810  Participacién de los receptores simpato-inhibitorios 5-HT1s

Una evidencia directa de la participacion de los receptores 5-HT1s en nuestro
estudio se origina de la capacidad del SB224289, un antagonista selectivo de los
receptores 5-HTip (Figura 8d; Hagan et al, 1997), para bloquear Ila
simpato-inhibicién inducida por el agonista del receptor r5-HTis, CP 93,129
(Macor et al., 1990). De manera adicional, el hecho que la respuesta a CP 93,129
fue resistente al bloqueo del WAY 100635 (Figura 8b) y BRL15572 (Figura 8e) a
dosis suficientemente altas para bloquear, respectivamente a receptores, 5-HT1a
(Villalon et al., 1998) y 5-HTip (Villalon et al., 2001), confirman la alta
selectividad de estos compuestos. Un hallazgo relevante fue que la
simpato-inhibicién inducida por el CP 93,129 fue bloqueada por el GR 127935
(Figura 8c), desde ahora este compuesto se puede considerar como antagonista
de receptores 5-HT1p que no pertenecen a roedor (Hagan et al., 1997; Villalén et
al., 1997b). No obstante, estudios posteriores de unién de radioligandos
muestran que el GR 127935 tiene afinidad similar por los receptores 5-HT1p de
especies no roedoras (pKi=8.9), 5-HT1s de especies no roedoras (pKi=9.9) y
5-HTip de especies roedoras (pKi=8.5) (Skingle et al., 1996). Asi, una simple
interpretaciéon de este hallazgo es que el bloqueo de la simpato-inhibicion
inducida por el CP 93,129 por el GR 127935 es debido a la alta afinidad de este

compuesto por el receptor 5-HT1p de especies roedoras.
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811  Participacién de los receptores simpato-inhibitorios 5-HT1p

Considerando el criterio de clasificacion para los receptores 5-HTip/ip en
especies roedoras y no roedoras (Hartig et al., 1996), nuestros resultados indican
que el sumatriptdn (agonista de los receptores 5-HT1s,1p) fue bloqueado por el
GR 127935, confirmando la existencia de los receptores 5-HTip/1ip, como
previamente lo documentd Shepheard et al. (1997). De acuerdo con esta
sugerencia, la simpato-inhibicién inducida por sumatriptdn (Figura 9), es
reproducible después de la administraciéon de salina, fue resistente al bloqueo
por el antagonista del receptor 5-HT1a WAY 100635 (Villalén et al., 1998), a
pesar que el sumatriptdn muestra moderada afinidad por este receptor (Hoyer

et al., 1994). Como previamente se habia discutido el GR 127935 no discrimina

entre los receptores 5-HT1s y 5-HTip, con el advenimiento del SB224289 y
BRL15572 antagonistas selectivos para los receptores 5-HTiz y 5-HTip

respectivamente (Hagan et al. , 1997) se puede evidenciar la participacién de

uno u otro receptor en alguna respuesta dada. Asi, el hecho que el BRL15572

antagonizo la simpato-inhibicién inducida por el sumatriptan (excepto a 0.01y
0.03 Hz; Figura 9e), sugiere que esta respuesta es mediada predominantemente
por receptores 5-HT1p ya que el BRL15572 no bloqueé esta respuesta (Figura
9d). Una evidencia adicional de la participaciéon de los receptores 5-HT1p es
dada por el perfil de bloqueo de los antagonistas anteriores sobre la
simpato-inhibiciéon inducida por el PNU-142633 (Figura 10), un agonista
selectivo de los receptores 5-HT1p (Ennis ef al., 1998; Pregenzer et al., 1999). Asi,
el hecho que las respuestas a PNU-142633 fueran bloqueadas por los
antagonistas BRL15572 (5-HTip) o GR 127935 (5-HT1s/1p), pero no por el
WAY 100635 (5-HT1a) 0 SB224289 (5-HT1s) (Figura 5) refuerzan la participacion
de los receptores 5-HTip y confirman la selectividad de los compuestos

anteriores.
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Discusion

8.12 Posible localizaciéon de los receptores simpato-inhibitorios 5-HT1p/1p y

putativos 5-htsass

Aunque el mecanismo central no es operativo en nuestro modelo experimental
por el uso de ratas decerebradas y desmeduladas, no podemos excluir la accién
de la 5-HT y los agonistas relacionados en los ganglios simpaticos (ver Fozart,
1984) y en neuronas simpaticas postganglionares (ver Saxena & Villalon, 1990a;
1991) ya que tienen receptores serotonérgicos moduladores. Verdaderamente,
los receptores 5-HT; pueden inhibir la transmision simpdtica ganglionar en
ratas (el subtipo 5-HT14; Ireland & Jordan, 1987) o gatos (los subtipos 5-HT1s/1p;
Jones et al., 1995). Con respecto a las neuronas simpdticas postganglionares, los
receptores 5-HTip preunionales median la inhibicion de la liberacion de
noradrenalina en la auricula humana (Molderings et al., 1996); en contraste, los
receptores 5-HT1p median esta respuesta en la vena cava de la rata (Molderins et
al., 1887). Ciertamente se requiere de més estudios en ratas para tener la certeza
del papel funcional de los receptores 5-HT1p/1p y receptores putativos 5-htsa/sp

sobre neuronas simpéticas ganglionares y postganglionares.

8.13 Conclusion

La conclusiéon de este trabajo es que la 5-HT induce inhibicién de las respuestas
taquicardicas inducidas por la estimulacién eléctrica en ratas descerebradas y
desmeduladas y este efecto es mediado por dos mecanismos principalmente:
(i) receptores 5-HT1p/1p sensibles a GR 127935 y (ii) un mecanismo novedoso
(sensible a metiotepina pero resistente a GR 127935) y que probablemente

involucre a receptores 5-htsass.
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