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1. Resumen

Se sabe que la serotonina, también conocida como 5-hidroxitriptamina (5-
HT) participa en la regulaciéon de los niveles de glicemia; sin embargo, se
desconoce el mecanismo preciso por el cual ocurre esta accion. El
propoésito del presente trabajo fue investigar el efecto del bloqueo de los
receptores 5-HToapc sobre la accion de los farmacos metformina,
glibenclamida e insulina. Se evalué el efecto de ketanserina, un antagonista
de los receptores 5-HT, de serotonina, sobre la propiedad sensibilizadora
de metformina, la propiedad secretagoga de glibenclamida y el efecto de
insulina en un modelo de hiperglucemia inducida quimicamente con
estreptozotocina (80 mg/kg) y nicotinamida (100 mg/kg) en ratas macho
Wistar (175-199 g).

Diez dias después de la induccion de la hiperglucemia se realizé la curva de
tolerancia a la glucosa con los tratamientos correspondientes. Como
resultado se observd que la ketanserina (2.5 mg/kg) inhibié el efecto
insulino-secretor de glibenclamida (20 mg/kg), sin embargo, no se modifico
el efecto insulino-sensibilizador de metformina (200 mg/kg) e insulina (3Ul).
Concluyéndose que el antagonista serotoninérgico, ketanserina influye en la

liberacion de insulina en ratas hiperglucémicas.



2. Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica cronico-degenerativa
caracterizada por hiperglucemia como consecuencia de defectos en la
secrecion y/o accion de la insulina (Hernandez M. et al., 2013). Segun la
Federacion Internacional de Diabetes (2013), México ocupa el sexto lugar
dentro de los paises con mayor numero de personas diabéticas. Los
principales tipos de diabetes mellitus son: la diabetes mellitus tipo | y diabetes
mellitus tipo Il (Mendivil C. y Sierra I., 2005). La diabetes tipo Il es la de mayor
prevalencia mundial. Actualmente existen varias opciones terapéuticas para
su tratamiento, siendo la metformina y la glibenclamida los farmacos mas
utilizados. Para la diabetes tipo | el tratamiento son las insulinoterapias. La
caracteristica principal de la DM es el incremento de los niveles de glicemia,
el cual involucra diversas vias de sefializacion, de las cuales no todas estan
esclarecidas, tal es el caso de la participacion de la serotonina (Polter et al.,
2011). De la totalidad de 5-HT sintetizada en el organismo, el 95% se produce
en el tracto gastrointestinal, en las células enterocromafines, y solo el 5%
restante es sintetizado en las neuronas serotoninérgicas (Herrero, 2011).
Investigaciones recientes indican que si se activan los receptores
serotoninérgicos 5-HT,a 0 5-HTyc se observa una disminucion de los niveles
de glucemia (Chang et al., 2016, Merahbi et al., 2015, Watanabea M. y Aso
H., 2011). Por lo anterior se ha generado un interés creciente en determinar la
accion de la 5-HT, principalmente los receptores 5-HT,a2c en la homeostasis
de la glucosa, asi como la posibilidad de que tenga interacciones
farmacoldgicas y de sustancias enddgenas que modifican los niveles de
glucosa en sangre. Por lo que el proposito de este trabajo es investigar la
participacion de la serotonina sobre el efecto sensibilizador del farmaco
metformina, el efecto hipoglucemiante de glibenclamida y el efecto de insulina
exdgena en la homeostasis de la glucosa en un modelo farmacolégico de
hiperglucemia inducida quimicamente con estreptozotocina y nicotinamida en
ratas Wistar. Se utiliz6 como estrategia farmacologica el bloqueo de los

receptores 5HT, con ketanserina, un antagonista de los receptores 5-HT2a/c,
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esperando que ocurra la disminucidon de los efectos de los farmacos
metformina, glibenclamida e insulina en la hiperglucemia inducida
experimental. Tomado como base la evidencia cientifica de que la 5-HT
promueve la disminucién de glucosa circulante (Sumigoto et al., 1990, Zhang
et al., 2013), al ser antagonizado el efecto de 5-HT disminuira el efecto de los
farmacos metformina, glibenclamida y de insulina, es decir, se aumentaran los
niveles de glicemia. Es importante sefialar que no hay antecedentes en la
literatura de la participacion de 5-HT en el efecto de los farmacos utilizados en

el tratamiento de la diabetes.



3. Marco teérico
3.1 Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica cronico-
degenerativa, de caracter heterogéneo, con grados variables de
predisposiciéon hereditaria y con participacion de diversos factores
ambientales que se caracteriza por hiperglucemia cronica debido a la
deficiencia en la produccién y/o accién de la insulina, lo que afecta al
metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas
(SSA, 2010). La diabetes mellitus en su etapa inicial no produce sintomas,
pero cuando se detecta tardiamente y no es tratada adecuadamente
ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazén,

ceguera, falla renal, entre otras (Hernandez et al., 2013).

3.2 Clasificacion de Diabetes mellitus

Aunque todas las formas de diabetes producen hiperglucemia como
manifestacion comun, los procesos patogénicos implicados en la
hiperglucemia varian ampliamente, por lo que se han clasificado segun su
patogénesis; los principales tipos de diabetes mellitus son (Sanz y
Bascones, 2009):

1. Diabetes mellitus tipo |

2. Diabetes mellitus tipo |l

3.2.1 Diabetes mellitus tipo | (DMTI)

La DMT1 se caracteriza por la destruccion de los islotes pancreaticos de

células B e insulinopenia total. Se ha clasificado en dos tipos: “Diabetes



inmunomediada” en la que la destruccion de las células [ produce la
deficiencia absoluta de insulina y “diabetes idiopatica” sin evidencias de
autoinmunidad (Hayes Dorado, 2008). Segun la NOM-015-SSA2-2010 los
pacientes pueden ser de cualquier edad, casi siempre delgados y suelen
presentar comienzo abrupto de signos y sintomas con insulinopenia antes

de los 30 anos de edad

3.2.2 Diabetes mellitus tipo Il (DMT2)

La diabetes tipo 2 se debe a una combinacion de resistencia periférica a la
accién de la insulina y una respuesta secretora inadecuada de las células
3 pancreaticas. Constituye aproximadamente el 80-90% de los casos de
diabetes (Sanz y Bascones, 2009). Segun la NOM-015-SSA2-2010 los
pacientes suelen ser mayores de 30 afios cuando se hace el diagndstico,

son obesos y presentan relativamente pocos sintomas clasicos.

3.3 Diagnoéstico de Diabetes mellitus

Los criterios para el diagndstico de Diabetes mellitus segun la OMS vy los
criterios de la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 son los

siguientes:

I.  Glucemia en ayuno entre 110 y 126 mg/dL en mas de una ocasion
con por lo menos 8 horas de ayuno.

[I.  Glucemia postprandial entre 140 y 200 mg/dL luego de dos horas
de la administracién de una solucién con 75 g de glucosa.

[ll.  Sintomas clasicos de diabetes, los cuales son: polidipsia, poliuria,
sequedad de boca y otras mucosas, polifagia, astenia, pérdida de
peso, somnolencia, obnubilacion (Rojas et al., 2012: OMS, 2015;
SSA, 2010).



3.4 Prevalencia de Diabetes mellitus

Los calculos mas recientes de la Federacion Internacional de Diabetes
(FID) indican que el 8.3% de los adultos (entre 40 y 59 anos); es decir,
382 millones de personas, tienen diabetes, y el numero de personas con la
enfermedad se incrementara en mas de 592 millones en menos de
25 afos. Tanto en términos humanos como financieros, la carga de la
diabetes es enorme. La diabetes mellitus provoca 5.1 millones de muertes
y ha representado en gastos de salud el 11% del gasto total en todo el

mundo en 2013.

El dultimo calculo de la Federacion Internacional de Diabetes (2013) indica
que México ocupa el sexto lugar dentro de los paises con mayor numero
de personas diabeticas de entre 20 y 79 afios de edad. Las prevalencias
mas altas del padecimiento se identifican en la Ciudad de México, Nuevo
Ledn, Veracruz, Estado de México, Tamaulipas, Durango y San Luis
Potosi (Ensanut 2012)

3.5 Tratamiento farmacolégico de la Diabetes mellitus

Existen diferentes agentes farmacologicos para lograr los objetivos
terapéuticos que son disminuir la morbimortalidad relacionada a esta

enfermedad.

3.5.1 Tratamiento de Diabetes mellitus tipo |

El tratamiento mas comun para la DMT1 es el uso de las bombas de
insulina con regimenes de inyeccién multiple y la introduccién de analogos
de insulina, cuyos objetivos son: aumentar la captacién periférica de

glucosa, normalizar la glucosa en ayunas y postprandial y reducir el riesgo

6



y los altos costos de las complicaciones (Rodriguez, 2003; Sanz y

Bascones, 2009; Langendam et al., 2012).

El tratamiento consiste en realizar el reemplazo insulinico imitando en
forma dinamica la secrecion pancreatica por lo que se utilizan dosis
basales y preprandiales, aplicando diferentes esquemas terapéuticos

adaptados a las necesidades de cada individuo.
La insulina posee efectos en multiples 6rganos blanco tales como:

I.  Estimulo de la captacion de glucosa, mediante el favorecimiento de
la traslocacion de los glucotransportadores GLUT-4 a la membrana
plasmatica en musculo y tejido adiposo.

[I.  Estimulo del metabolismo oxidativo de la glucosa (glucdlisis).

[lI.  Inhibicion de la gluconeogénesis hepatica (Saltiel y Kahn, 2001).

3.5.2 Tratamiento de Diabetes mellitus tipo Il

La estrategia farmacoldgica se basa en varias opciones terapéuticas, las
cuales pueden ser utilizadas como monoterapia o en combinacién. Hay
una clasificacion de dichos tratamientos basados en sus mecanismos de

accion:

I.  Insulino-secretores
[I.  Insulino-sensibilizadores
[ll.  Inhibidores de la enzima alfa-glucosidasa
IV. Tiazolidinedionas
V.  Miméticos de incretinas
VI.  Inhibidores de la enzima dipeptidilpeptidasa (DPP-4)



Estudios clinicos han demostrado que los efectos hipoglucémicos de las
opciones terapéuticas varian, siendo la terapia de eleccion para dicho
padecimiento la metformina (insulino-sensibilizador) y la glibenclamida
(insulino-secretor), los cuales seran utilizdos en el procedimiento
(Benavides et al., 2000; Krentz y Bailey, 2005).

3.5.2.1 Insulino-sensibilizadores

En esta categoria se encuentra principalmente la metformina, la cual es
una biguanida que aumenta la sensibilidad de los tejidos hepatico y
periférico (principalmente el muscular) a la insulina, inhibe Ila
gluconeogénesis hepatica, también se ha proporcionado evidencia de un
efecto inhibitorio sobre la glucogendlisis hepatica. La literatura refiere
varios mecanismos por los cuales la metformina ejerce su accion
hipoglucemiante. A nivel mitocondrial se inhibe al complejo | de la cadena
respiratoria, produciendo un incremento en las proporciones ADP/ATP vy
AMP/ATP, las cuales activan a la AMPK a través de la cinasa hepatica
LKB1. Los efectos metabdlicos de esta activacion son la inhibicion de la
gluconeogénesis, la translocacién de los transportes GLLUT4 en musculo
esquelético y tejido adiposo, y la reducciéon de la oxidacion de acidos
grasos (Contreras et al., 2001, Foretz et al., 2014; Hardie, 2013).

3.5.2.2 Insulino-secretores

La primera generaciéon sulfonilureas surgié en 1960 y pertenecian a este
grupo la tolbutamida, la acetoxamida, tolazamida y clorpropamida. La
segunda generacion entre 1970 y 1990 que incluyen a la glibenclamida,

glipizida y glicazidade; la tercera generacion incluye a la glimepirida y la



nueva generacion de insulino-secretores, las glinidas o también conocidas

como “reguladores de la glucemia postprandial”: repaglinida y la nateglinida.

Estos agentes disminuyen los niveles de glucosa al estimular la secrecion
de insulina, inician su accidon uniéndose a un receptor especifico para
sulfonilureas (SUR1) que se encuentra en las células 3 pancreaticas, lo
que provoca que se cierre el canal de potasio dependiente de ATP (Katp)
causando una despolarizacion de la membranal y la entrada de calcio hacia
la célula B, provocando la translocacion de los granulos secretorios hacia la
superficie de la célula y la extrusion de la insulina a través de una
exocitosis. Las sulfonilureas de nueva generacion imitan la secrecién
fisiolégica de la insulina, pero a diferencia de las de primera, segunda y
tercera generacion, se unen al receptor Kir6.2 ubicado especificamente en
las células B pancreaticas provocando el mismo mecanismo de accion
antes mencionado (Salaverria et al., 2012; Banavides et al., 2000 Contreras
et al.,2001; Israili, 2011).
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Figura 1. Mecanismo de accion de sulfonilureas. Tomado de Contreras et al.,
2002.



3.6 Generalidades sobre la homeostasis de la glucosa

La glucosa es una de las moléculas biolégicas mas abundantes en la tierra,
existe en su mayoria en diversas formas polimerizadas; en consecuencia,
los mecanismos han evolucionado para utilizar la glucosa como un
importante sustrato catabdlico y anabdlico para la gran mayoria de
organismos existentes. La glucosa en el ser humano puede regular la
transcripcion de genes, la actividad enzimatica, la secrecion de hormonas y
la actividad de las neuronas glucoreguladoras (Thorens y Mueckler, 2010).
Los niveles plasmaticos de glucosa se mantienen constantes en rangos que
van de 72 a los 110 mg/dL en humanos sanos (OMS, 2015). La glucemia es
controlada por tres procesos: absorcion de glucosa a través del intestino
delgado, produccion de glucosa hepatica y la captacion y metabolismo de
glucosa en tejidos periféricos. Durante el ayuno la glucosa sanguinea es
regulada por: la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de fuentes
distintas a carbohidratos) y/o glucogendlisis (produccion de glucosa a partir
de una fuente polimérica). El equilibrio de estos mecanismos esta dado por
la medicién de varias hormonas, entre las que destaca la insulina (Saltiel y
Kahn, 2001).

Los monosacaridos de la dieta se absorben en el duodeno y parte superior
de yeyuno en el intestino delgado. Una vez en la sangre atraviesan
membranas plasmaticas celulares empleando proteinas transportadoras de
glucosa, hay dos familias de dichas proteinas: los transportadores de
glucosa acoplados a sodio o por sus siglas en ingles SGLT (sodium-glucose
transporters), las cuales se subdividen en dos tipos (SGLT1 Y SGLT2) que
se expresan en el intestino delgado; y proteinas facilitadoras de transporte
de glucosa o por sus siglas en ingles GLUT (glucose transporters)
existiendo 14 subtipos, siendo los mas estudiados GLUT2, los cuales se
localizan en las células B pancreaticas e intestinales y los GLUT4, ubicados
en el tejido muscular y adiposo (Thorens y Mueckler, 2010; Bryant el al.,
2002; Huang y Czech, 2007; Scheepers et al., 2004).
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3.7 Secrecion de insulina

La insulina aumenta la absorcion de glucosa en el musculo y grasa e inhibe
la produccion de glucosa hepatica sirviendo, asi como el principal regulador
de la concentracion de glucosa en sangre. La resistencia y la deficiencia de
insulina da lugar a una profunda desregulacion de estos procesos y produce
elevaciones de los niveles de glucosa en ayuno. La insulina aumenta la
absorcion de glucosa en las células mediante la translocacién de
transportador de glucosa GLUT4 desde sitios intracelulares a la superficie
celular (Saltiel y Kahn, 2001).

El estimulo quimico primario para secretar insulina por las células 3
pancreaticas es la glucosa y el modelo se basa en la enzima glucocinasa,
los canales de potasio sensibles a ATP (Karp) y los canales de calcio
dependientes de voltaje.

La glucosa logra entrar a las células B pancreaticas con ayuda de GLUT2,
estando dentro se fosforila mediante la catalisis de la enzima glucocinasa y
se metaboliza via glucdlisis, lo cual genera cambios de concentracion
citosdlica de ATP y ADP (incremento y disminucion, respectivamente),
dichos cambios llevan al bloqueo de los canales Katp. El bloqueo origina
una despolarizacion de la membrana hasta el potencial umbral en que se
abren los canales de calcio, permitiendo la entrada de este ion a las células
B. La elevacién de calcio origina el movimiento de los granulos que
contienen a la insulina, la fusion de estos con la membrana vy la liberacion

de la hormona al torrente sanguineo. (Henquin, 2009)

3.8 Serotonina

La 5-hidroxitriptamina (5-HT), o mejor conocida como serotonina es una
indolamina producto de la hidroxilacién y posterior decarboxilacion del
aminoacido L-triptéfano. La 5-HT se encuentra en una variedad de
organismos, incluyendo hongos, plantas e invertebrados. En vertebrados se
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distinguen dos grandes fuentes: en el cerebro, sintetizada principalmente en
los nucleos del rafe del tronco y la serotonina periférica. La sintesis de la
serotonina en ambos lugares se basa en la enzima triptéfano hidroxilasa
que esta codificada por dos diferentes genes, triptéfano hidroxilasa 1
(TPH1) y triptéfano hidroxilasa 2 (TPH2) expresada en la periferia y en el
cerebro, respectivamente (Meranbi et al., 2015). La triptéfano hidroxilasa, es
la enzima que limita la velocidad en la via sintética, convierte el triptéfano
en  L-5-hidroxitriptofano.  La descarboxilasa delos L-aminoacidos
aromaticos convierte el L-5-hidroxitriptéfano en 5HT; esta enzima tiene una
amplia distribucion y gran especificidad por el sustrato. El producto
obtenido, la 5HT, se acumula en granulos secretores mediante
un transportador de monoamina vesicular; la 5HT vesicular se libera
por exocitosis de las neuronas  serotoninérgicas. El mecanismo

anteriormente descrito se observa en la Figura 2.

Figura 2. Sintesis de serotonina. Tomado de Goodman & Gilman, 2008.
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La serotonina ejerce sus efectos en las células diana a través de siete
grupos principales de receptores que van del 5-HT¢ al 5HT7, el 5-HT; se
subdividen en 5-HT4a, 5-HT4g, 5-HT1p, 5-HT+g y 5-HT ¢, mientras que los del
subtipo 5-HT; incluyen a los receptores 5-HTa, 5-HT2g, y 5-HT,¢; todos se
encuentran acoplados a la proteina G con excepcién del receptor 5-HT3 que
es ionotropico activado por ligando (Sanchez et al.,2009). En la Figura 2 se

observa la cascada de sefalizacion de los receptores serotoninérgicos.

Figura 3. Esquema de las vias de sefalizaciéon por receptores 5-HT. Tomada
de Vera, 2005. (5-HT= 5hidroxitriptofano; PLC= fosfolipasa C; AC= adenilato
ciclasa; IP;= inositol trifosfato; DAG= diacilglicerol; cAMP= adenosin

monofosfato-3',5' ciclico)
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La serotonina en el cerebro actia como un neurotransmisor, regula
multiples aspectos fisiologicos; entre ellos, estados de comportamiento,
tales como el estado de animo, la ansiedad, la cognicion, y la homeostasis
de la glucosa. Sin embargo, la serotonina derivada del cerebro sélo es
alrededor del 5% de la serotonina corporal total, el 95% restante de la
serotonina se produce en los organos periféricos, principalmente en el
tracto gastrointestinal, en las células enterocromafines, donde puede actuar
localmente o puede entrar en la circulacion general. La serotonina en la
sangre se recoge y se almacena por las plaquetas, sélo alrededor del 2%
de la serotonina en la sangre es libre en el plasma y puede actuar

directamente como una hormona (Herrero, 2011).

Se ha reportado que en ratones la serotonina disminuye los niveles de
glucemia y aumenta los de insulina; la disminucion de los niveles de
glucosa puede deberse a la activacion de los receptores serotoninérgicos 5-
HT2ay 5-HTyc, pero el mecanismo de accidn aun no esta esclarecido. Por
otra parte, estudios recientes indican que la serotonina es sintetizada en las
células B pancreaticas, se almacena junto a la insulina y es coliberada
cuando los islotes pancreaticos se estimulan con la glucosa (Watanabe et
al., 2011; Zhang et al., 2013).

3.8.1 Ketanserina

La ketanserina (KTS) es un farmaco antagonista 5-HT,aoc que presenta
actividad cardiovascular y accién antihipertensiva, esta ultima debido al
bloqueo de receptores adrenérgicos a1. Se ha reportado que dicho farmaco
disminuye la secrecion de insulina en roedores (Sumigoto et al., 1990;
Zhang et al., 2013, Hahn et al., 2011).

La KTS antagoniza los receptores 5HTa/2c inhibiendo los eventos mediados

por la serotonina como vasoconstriccion, broncoconstriccion y agregacion
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plaquetaria, ademas restaura la deformidad eritrocitaria y mejora la
perfusion tisular. Por via sistémica, la KTS es metabolizada en higado a
ketanserinol y excretada por orina, estimandose su vida media en un rango
de 10 a 18 horas.

3.9 Modelos experimentales de hiperglucemia

Los agentes mas empleados son el aloxan y la estreptozotocina, las cuales
son sustancias que actuan especificamente en las células B. Hay multiples
protocolos en roedores que difieren en las vias de administracion y dosis de
tales compuestos. En nuestro procedimiento se emplea un modelo de
hiperglucemia en rata inducida por nicotinamida y estreptozotocina (NA-
STZ).

La estreptozotocina es un compuesto que entra a las células  pancreaticas
a través del transportador de glucosa GLUT2, provoca la alquilacién del
ADN; este dano activa a la enzima poli (ADP-ribosa) sintetasa, que se
encarga de reparar el ADN. Dicho fendmeno conlleva a la deplecion de
NAD+ (nicotinamida adenina dinucleétido) de las células B del pancreas
provocando su necrosis. La nicotinamida en cambio actua como un agente
protector que reduce el dano sobre estas células, evitando destruir
completamente las células B y alcanzar un pseudo-estado de DMT2, que es

lo mas aproximado al modelo de estudio (Tahara et al., 2008).

3.10 Curva de tolerancia a la glucosa en ratas

En esta prueba se pueden distinguir los cambios de los niveles de glicemia
después de una carga de glucosa administrada por via oral (con sonda

esofagica) en un curso temporal.
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Los pasos a seguir para la correcta realizacion de esta prueba en roedores

son:

I. Elanimal debe estar en ayunas.
. Se toma una muestra de sangre para la medicidon de glicemia en
ayunas, que se considera como tiempo 0.
lll.  Luego se toman muestras a los 30, 60, 90, 120 minutos. En casos

especiales la curva puede prolongarse hasta 5 horas.

La interpretacion correcta de una curva de tolerancia a la glucosa requiere
un analisis cuidadoso, en general hay que tomar en cuenta los siguientes

factores:

a) Magnitud de la elevacion de la glucemia.
b) Valores de la glucemia en cada una de las determinaciones.

c) Tiempo para que la glucemia regrese a las cifras normales.

En el caso de los animales que se les indujo hiperglucemia, se aprecia
elevacion de la glucemia en ayunas, aumento por arriba de lo normal del pico
de la curva y retraso en volver a cifras normales (Mora, 1968; Figueroa et al.,
2013)
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4. Planteamiento del problema

La DM es una enfermedad cronica-degenerativa con un importante impacto
sociosanitario por su alta incidencia, sus complicaciones y su mortalidad.
Actualmente, existen diversos farmacos para el tratamiento de este

padecimiento, siendo los mas utilizados metformina y glibenclamida.

La principal caracteristica de la DM es el incremento de los niveles de
glicemia, los cuales estan controlados por una serie de vias de
sefalizacion; sin embargo, no se ha descrito la participacion de todas las
sustancias involucradas en éstas, tal es el caso de la 5-HT (Polter et. al,
2011; Sumigoto et. al, 1990), de la cual el 95% que tiene el organismo, es
sintetizada en el tracto gastrointestinal, en las células enterocromafines
(Herrero, 2011). Por lo anterior se ha generado un interés cada vez mas
creciente para determinar el papel de la 5-HT sobre la homeostasis de la

glucosa.

Existe evidencia cientifica de que la serotonina disminuye los niveles de
glucemia en roedores (Sumigoto et al., 1990, Watanabe et al., 2011) y que
esto puede ser debido a la activacion de los receptores serotoninérgicos 5-
HT.a 0 5-HTyc (Zhang, et al., 2013, Chang et al., 2016, Merahbi et al., 2015,
Watanabea M. y Aso H., 2011), pero el mecanismo de accién aun no esta

esclarecido.

Es por ello que el propésito de este trabajo es investigar la participaciéon de
la 5-HT, principalmente su accién en los receptores 5-HToaoc €n la
homeostasis de la glucosa, para ello se utilizé como estrategia el bloqueo
de dichos receptores con ketanserina (antagonista serotoninérgico)
esperando que ocurra una disminucion en los efectos de los farmacos
metformina, glibenclamida e insulina en las ratas a las que les fue inducido

un estado hiperglicémico.
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5. Hipotesis

Al bloquear los receptores 5-HT2A/2C con ketanserina, un antagonista
serotoninérgico, disminuira el efecto insulino-sensibilizador de metformina,
el efecto insulino-secretor de glibenclamida asi como el efecto
hipoglucemiante de la administracion exdégena de insulina en un modelo de
hiperglucemia inducida quimicamente con estreptozotocina y nicotinamida

en ratas Wistar.

6. Objetivo general

Determinar el efecto farmacoldgico del bloqueo de los receptores 5-HToaoc
con ayuda del farmaco ketanserina sobre los cambios de glicemia
provocados en la curva de tolerancia a la glucosa por glibenclamida,
metformina e insulina exdgena en un modelo de hiperglucemia inducida

quimicamente con estreptozotocina/ nicotinamida en ratas Wistar.
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7. Materiales y métodos

7.1 Animales

Se utilizaron 64 ratas Wistar macho con un peso entre 175 y 199 gramos,
con libre acceso a comida y agua potable antes de los experimentos. Los
procedimientos involucrados en el cuidado y manejo de los animales se
realizaron conforme lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999. Para el cuidado y mantenimiento de los animales.
Especificaciones y técnicas para la produccion, uso y cuidado de los

animales de laboratorio.

7.2 Induccioén de hiperglucemia

Se administré via intraperitoneal (i.p) nicotinamida (NA; Sigma Aldrich,
E.U.A.) en una dosis de 100 mg/kg disuelta en solucién salina isotdnica.
Treinta minutos después se administro estreptozotocina (STZ, Sigma
Aldrich, E.U.A.) disuelta en solucién amortiguadora de citratos (pH 4.5)
por la misma via, en una dosis de 80 mg/kg. El volumen de administracion

de ambas soluciones fue de 0.1 mL/100g de peso (Lenzen S., 2008).

7.3 Curva de tolerancia a la glucosa

Las ratas se mantuvieron en ayuno durante 10 horas. Se dividieron en
ocho grupos (n=8). Se obtuvieron los valores de glucemia basal (tiempo 0
h). EI grupo control recibié vehiculo (soluciéon salina isoténica), en tanto
que cuatro grupos de prueba recibieron metformina en una dosis de 200
mg/kg via oral (Helm de México) o glibenclamida en una dosis de 20

mg/kg via oral (Helm de México) o en una dosis de 3 Ul/kg via i.p
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(Shorant® SoloStar®, Sanofi aventis) o ketanserina en una dosis de 2.5
mg/kg via i.p (Sigma Aldrich, E.U.A). Cuatro grupos adicionales fueron
tratados con las combinaciones: vehiculo-ketanserina, metformina-
ketanserina, glibenclamida-ketanserina e insulina-ketanserina a las
mismas dosis y vias de administracion anteriormente citadas. El lapso de
tiempo entre la administracion de un farmaco y otro en las combinaciones
fue de 30 minutos, administrandose primero la ketanserina. Después de
media hora se administré via oral la carga de glucosa 2 g/kg. Finalmente,
se midieron los niveles de glucemia (mg/dL) con un glucometro comercial
(OneTouchUltra) a los 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la carga de
glucosa, en el caso de la CTGO con la insulina exégena se agrega un

tiempo de medicion de glucemia en el minuto 15.

7.4 Analisis de datos experimentales

Se calculd el area bajo la curva de los niveles de glucosa vs tiempo para
cada tratamiento. El analisis estadistico se realizé con el software
Graphpad Prism® utilizando un ANADEVA de una y una prueba post-hoc
de Studen-Newman-Keuls a un nivel de significancia de p < 0.05,
comparando las areas bajo la curva de cada tratamiento. Para el analisis
de los cursos temporales de la Curva de tolerancia a la glucosa se utilizd
un ANADEVA de dos vias seguido de la prueba Holm-Sidak’s.
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8. Resultados

La ketanserina a la dosis de 2.5 mg/kg inhibié totalmente el efecto de
glibenclamida a la dosis de 20 mg/kg (Figuras 4 y 7), pero no mostré cambio
significativo en la disminucién del efecto de metformina a la dosis de 200
mg/kg (Figuras 5 y 8) y no se modificd la respuesta de Insulina exdgena

(Figuras 6y 9).

Los resultados estan expresados en deltas de glucosa durante el curso
temporal de una curva de tolerancia a la glucosa, las cuales nos indican el
cambio de los niveles de glicemia después de una carga oral de glucosa
(2g/kg) en un lapso de dos horas. Se observa un pico postprandial en el
minuto 30 de los cursos temporales de glibenclamida y metformina (Figuras 4
y 5) y en el minuto 15 en la grafica de los deltas de glucosa con previa

adminisracion de insulina (Figura 6).

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran las areas bajo la curva de niveles de
glucosa vs tiempo después de tratar a los animales con glibenclamida,
metformina e insulina solas y en combinacibn con ketanserina

respectivamente.
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Figura 4: Efecto de Ketanserina (2.5 mg/Kg) con el farmaco insulino-secretor glibenclamida
(20mg/kg). n=8 £ EEM. ANADEVA de 2 vias, post hoc Holm-Sidak's *p<0.05 comparado con el

grupo vehiculo y el grupo tratado con ketanserina.
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Figura 5: Efecto de Ketanserina (2.5 mg/Kg) con el farmaco insulino-sensibilizador metformina
(200 mg/kg). n=8 + EEM. ANADEVA de 2 vias, post hoc Holm-Sidak's *p<0.05 comparado con
el grupo tratado con ketanserina.
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Figura 6: Efecto de Ketanserina (2.5 mg/Kg) con el farmaco insulina (3 Ul). n=8 * EEM.

ANADEVA de 2 vias, post hoc Holm-Sidak's *p<0.05 comparado con el grupo vehiculo y el

grupo tratado con ketanserina.
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Figura 7. Areas bajo la curva del curso temporal de los niveles de glicemia vs tiempo. n=8 *

EEM. a: p<0.05 respecto al grupo tratado con vehiculo. b= p<0.05 respecto al grupo tratado

con glibenclamida, ANADEVA de una via seguido de una prueba post-hoc de Studen-

Newman-Keuls. V=vehiculo; K=ketanserina (2.5mg/kg); G=glibenclamida (20 mg/kg);

GK=glibenclamida y ketanserina (20 y 2.5 mg/kg respectivamente.
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Figura 8. Areas bajo la curva del curso temporal de los niveles de glicemia vs tiempo. n=8 *

EEM. a: p<0.05 respecto al grupo tratado con vehiculo. ANADEVA de una via seguido de una

prueba post-hoc de Studen-Newman-Keuls V=vehiculo; K=ketanserina (2.5mg/kg);

M=metformina (200 mg/kg); MK=metformina y ketanserina (200 y 2.5 mg/kg respectivamente).

Area bajo la curva

ABC

insulina

25000
20000 d
15000 - %
a
10000 - T
5000 -
S
0 i T
v 1 1-K

Trata

mientos

Figura 9. Areas bajo la curva del curso temporal de los niveles de glicemia vs tiempo. n= 8%

EEM. a: p<0.05 respecto al grupo tratado con vehiculo. ANADEVA de una via seguido de una

prueba post-hoc de Studen-Newman-Keuls. V=vehiculo; K=ketanserina (2.5mg/kg); I=insulina

(2 Ul); iK=insulina y ketanserina (2 Ul y 2.5 mg/kg respectivamente).
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9. Discusion de resultados

Los resultados indican que el bloqueo de los receptores 5-HT,a2c dado por
la ketanserina inhibié el efecto insulino-secretor del farmaco glibenclamida,
lo que sugiere que el antagonista serotoninérgico influye en la liberacion de
insulina en ratas hiperglucémicas, ya que el mecanismo de accién de
glibenclamida es promover la liberacién de ésta, por cierre de los canales
de Katp. Hay evidencia cientifica de que la 5-HT actua también en dicha
liberacién (Sumigoto et al; 1990) y mas especificamente que los receptores
5-HT, pueden regular canales de potasio (Raymond et al., 2001). Al inhibir
el efecto farmacoldgico de la 5-HT con ayuda del farmaco ketanserina se
observd lo contrario, es decir, un aumento de los niveles de glicemia,

inhibiendo en su totalidad el efecto farmacologico de la glibenclamida.

Lo anterior tiene mayor soporte por los resultados obtenidos con metformina
e insulina, ya que no hubo cambio estadisticamente significativo al

administrarse conjuntamente con la ketanserina.

Al administrarse la metformina en ratas hiperglucémicas se observa una
disminucién de los niveles de glucosa debida a que el mecanismo de accién
del farmaco insulino-sensibilizador es disminuir la gluconeogénesis y
aumentar la captacion periférica de insulina. Cuando se administra la
metformina en combinacion con el antagonista serotoninérgico
(ketanserina) no hay un cambio significativo, pero en las graficas se
muestra un ligero aumento de los niveles de glucosa que puede explicarse
debido a que la distribucion de los receptores 5-HT,ac esta tanto en
sistema nervioso central como en tejidos periféricos y por ende varios
mecanismos pueden influir en el efecto que tienen los antagonistas de
dichos receptores. Hay evidencia cientifica que la serotonina estimula la
captacion de glucosa en células musculares a traves de la expresion de los

receptores 5HT,a (Hajduch et al., 1999), mientras que los receptores 5-HT¢
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parecen sensibilizar a los érganos periféricos a la accién de esta hormona
(Guenette et al., 2013).

Al administrarse la insulina de forma exdégena su efecto no se ve alterado
por la inhibicién de la liberacion endogena de forma significativa, es decir, la

insulina en circulacion ejerce su actividad de manera normal.

Se sabe que los farmacos que ejercen su mecanismo de accion por
acoplamiento a la proteina Gq, amplifican la actividad de la enzima
fosfolipasa C, especifica para el fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), de esto se
generan productos como el inositol 1, 4, 5 trisfosfato (IP3) y los
diacilglicéridos (DG). Al ser liberado el IP3 se difunde al citosol donde
encuentran receptores localizados en vesiculas encargadas de secuestrar
al calcio (receptores de rianodina), que al encontrarse con el IP3 se abren,
permitiendo que el calcio salga de las vesiculas (Figura 10) (Schrage et al.,
2015).

extracelular

PIPy ——————* DG membrana

Gq "{L'"T PLC

[Ca?*]

)

-
_—\O

™~

mniracaelular

Figura 10. Representacion del sistema de transduccion de los
fosfoinositidos y el calcio. (PIP2 = fosfatidil inositol bifosfato;
DG =diacilglicérido; PLC = fosfolipasa C.)
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El farmaco utilizado como estrategia del presente estudio fue ketanserina
que es un antagonista serotoninérgico que actua sobre la proteina Gq, lo
que implica que su mecanismo de accion es contrario al anteriormente

descrito.

Explicado el mecanismo de los farmacos ketanserina y glibenclamida se
propone que el antagonismo de los mismos esta ligado con los niveles de
calcio (Ca2+), para verificar esto se tendrian que realizar estudios donde se
mida los niveles de insulina ya que la secrecién de esta hormona se
encuentra ligada a los niveles de Ca2+, la elevacién de este origina el
movimiento de los granulos que contienen a la insulina, la fusién de estos

con la membrana y la liberacion de la hormona al torrente sanguineo.

Como se mencioné antes, entre los efectos farmacoldgicos de la
ketanserina se encuentra su accion antihipertensiva que se debe
principalmente al antagonismo de los receptores adrenérgicos a4, los cuales
se expresan a lo largo de muchos organos en el cuerpo, incluyendo el
cerebro, corazon, vasos, higado, musculo, tejido adiposo y el tracto
urogenital, modulando de esta manera muchos de los componentes de la
neurotransmision, la vasoconstricciéon, la produccién de glucosa hepatica y
la captacién de glucosa periférica, siendo estas dos ultimas de relevancia
para poder descartar que el efecto observado (aumento de los niveles de
glicemia en la CTOG con los diferentes tratamientos para DMT2) se debe
por accidn de estos. El papel de los receptores a4 es aumentar la captacion
de glucosa en el tejido adiposo abdominal y al estar altamente expresados
en las membranas del higado, hay reportes que indican que favorece la
glucogenolisis. Dicho lo anterior un antagonista a4 disminuye los niveles de
glicemia, lo que descarta la posibilidad de la participacion de estos
receptores en este trabajo con base a los resultados obtenidos. La Figura

11 nos indica el efecto farmacoldgico de los receptores ay.
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Figura 11. Efecto farmacolégico de los receptores adrenérgicos a4 en la
regulacién de la glucosa. Tomado de Boyda et al., 2013.

Los resultados sugieren que la disminucion de los niveles de glucosa se
debe a la activacion de los receptores serotoninérgicos 5-HToanc
(Watanabe et al., 2011 y Zhang et al., 2013), que al bloquearse con

ketanserina, inhiben el efecto de glibenclamida.
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10.Conclusion

La ketanserina inhibié totalmente el efecto insulino-secretor de la
glibenclamida, y no modifico el efecto insulino-sensibilizador de metformina
y de insulina, sugiriendo que el bloqueo de los receptores 5-HTza2c inhibe

la liberaciéon de insulina.

11.Perspectivas

Para corroborar que los resultados obtenidos dependen uUnicamente del
bloqueo de receptores 5-HTanc se propone utilizar un antagonista
serotoninérgicos especifico para 5-HT.aoc 0 bien agonistas de dichos

receptores.

Para mejorar la comprension del papel de la 5-HT y proporcionar
aplicaciones terapéuticas efectivas, se necesitan mas estudios clinicos
sobre los farmacos que pueden regular el sistema serotoninérgico, y se
necesitan estudios genéticos para investigar la asociacion entre 5-HT y

enfermedades metabdlicas.
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