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Resumen

La epidemiologia de la diabetes mellitus senala con claridad que se
trata de un problema de primera magnitud a nivel mundial; la falta
de control adecuado de la enfermedad acelera las complicaciones
crénicas y promueve la manifestacién de multiples fisiopatologias,
como la neuropatia diabética. Una alteracién importante en el
desarrollo de dichas anomalias es la disminucién en la actividad de
la Na+/K+-ATPasa en muchos tejidos periféricos de animales con
diabetes mellitus experimental (DME). Para observar si los cambios
en la actividad de la enzima a nivel periférico ocurren también a
nivel central, se plante6 estudiar en un modelo de ratas con DME
la afeccién en la homeodstasis del cerebelo, estructura fundamental
del sistema nervioso. Por lo cual el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la actividad de la bomba de sodio y potasio en el cerebelo
de ratas con DME y su respuesta a la serotonina (5-HT). Se aprecia
un descenso significativo en la actividad especifica de la enzima
en las diferentes preparaciones de tejido cerebeloso, las curvas
dosis-respuesta con serotonina (5-HT) evidencian la estimulacién
de la actividad de la Na+/K+-ATPasa por el neurotransmisor en
homogeneizado y la fraccidon glial del cerebelo, siendo mayor el
estimulo en el cerebelo de ratas con DME, mientras que la fraccién
neuronal no mostré respuesta a 5-HT. En conclusién, la DM causa
alteraciones importantes como la disminucién en la actividad de
la Na+/K+-ATPasa y cambios en la relacién de estd enzima con
el sistema serotoninérgico en el cerebelo de rata, lo que aunado a
cambios del balance energético cerebral podria afectar gravemente
la actividad neuronal trayendo consigo grandes consecuencias asi
como daiios estructurales y funcionales del sistema nervioso central.
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Abstract

The diabetes mellitus epidemiology clearly indicates that this is a
major problem worldwide; the lack of adequate control of the disease
accelerates chronic complications and promotes the expression of
multiple pathologies, such as diabetic neuropathy. A significant
change in the development of these abnormalities is the decrease
in the activity of the Na+/K+-ATPase in many peripheral tissues
of rats with experimental diabetes mellitus (EDM). To see whether
changes in the activity of the enzyme at a peripheral level also occur
centrally, it has been proposed a study in a rat model of experimental
diabetes mellitus homeostasis condition in the cerebellum, which is
a central nervous system structure. So, the aim of the present study
was to evaluate the activity of the Na+/K+-ATPase in cerebellum
of rats with EDM and its response to serotonin (5-HT). Results
show a significant decrease in the specific activity of the enzyme
in many tissue preparations of cerebellum, and the dose-response
curves to 5-HT show stimulation of the activity of the Na+/K+-
ATPase in the homogenate and glial fraction; while stimulation is
higher in the cerebellum of rats with experimental diabetes mellitus,
the neuronal fraction showed no response to 5-HT. In conclusion,
diabetes mellitus causes important disruptions as the decrease in the
activity of the Na+/K+-ATPase and changes in the relationship of
this enzyme with the serotoninergic system in the rat cerebellum,
those changes in energy balance brain could affect neuronal activity
seriously bringing great consequences and structural and functional
damage of the central nervous system.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica,
caracterizada por complicaciones crénicas como la hiperglucemia,
debida a que las células no absorben ni utilizan la glucosa de
modo eficiente por una inadecuada secrecién de insulina en las
células B del pdncreas ¢ por resistencia de las células a la accién
de ésta hormona en los diversos tejidos del organismo (ADA,
2011). Su epidemiologia sefiala con claridad que se trata de un
problema de primer magnitud a nivel mundial, del que se predice
tiende a incrementarse por el envejecimiento de la poblacién, la
creciente prevalencia de obesidad, sedentarismo y cambios en la
dieta (OMS, 2010). La falta de un control adecuado de la DM,
principalmente de la glucemia, acelera las complicaciones de la
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enfermedad, manifestdndose en multiples fisiopatologfas, como
la neuropatia diabética (Tesfaye et al., 2010). La basqueda de
alteraciones en diversas estructuras cerebrales ha sido la pauta
para interpretar los trastornos funcionales que la DM causa en
el sistema nervioso.

Una estructura localizada en el sistema nervioso central es el
cerebelo, se le atribuyen diversas funciones, como su participacién
en procesos emocionales y cognitivos por la integracién de
informacién de las vias sensitivas, y la capacidad de precisar
6rdenes de las vias motoras para lograr una buena coordinacién
motriz (Herndez et al., 2010; Yeganeh ez al., 2011). Las funciones
que desempena el cerebelo dependen de la correcta accién de
células nerviosas (neuronas y células gliales), las cuales forman
complejas interrelaciones entre ellas y se relacionan con otras
regiones del sistema nervioso en una forma compleja y dindmica,
en gran medida por neurotransmisién quimica intercelular
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(Bloom, 2005; Manto and Jessendi, 2012). Se ha observado que
la DM afecta a sistemas de neurotransmision y grupos neuronales
especificos; como es el caso del sistema serotoninérgico cerebral
donde la DM induce cambios importantes en la biosintesis de su
neurotransmisor y receptores (Sumiyoshi ez @/, 1997; Manjarréz
et al., 2000; Salgado ez al., 2012).

Las neuronas serotoninérgicas tienen sus cuerpos celulares
localizados en el tallo cerebral, sus prolongaciones axdnicas
inervan el encéfalo y la médula espinal; el neurotransmisor
especifico del sistema serotoninérgico es la 5-hidroxitriptamina
(serotonina, 5-HT) que participa en una gran variedad de
funciones cerebrales, entre ellas regulacién de los ciclos de sueno-
vigilia, temperatura, apetito, estado de 4nimo, funcién cognitiva,
percepcidn sensitiva, actividad motora, comportamiento sexual,
secrecién de hormonas, y en células gliales regula la funcién
de la Na*/K*-ATPasa (Mercado and Herndndez, 1992; Berger
et al., 2009). Es por ello que cualquier modificacién en este
sistema de neurotransmisién cerebral tenga repercusién en el
funcionamiento ptimo del organismo (Sanders-Bush y Mayer,
2005).

La Na*/K*-ATPasa localizada en células nerviosas puede llegar
a acaparar dos tercios del total de la energfa celular en forma de
ATP para realizar su funcién, con lo que restablece el potencial
eléctrico de membrana, mantiene los gradientes de Na* y K*a
través de la bicapa lipidica, controla el pH y el volumen celular,
ademds proporciona la fuerza impulsora para el transporte de otros
solutos con ayuda de Na*, como iones, glucosa y agua (Skou, 1992;
Mann et al., 2003). La enzima esta conformada por un tetrdmero
de polipéptidos ensamblados en pares, los dos principales son las
subunidades a y . Los polipéptidos o constituyen la subunidad
catalitica principal, designada subunidad o, que contiene la
actividad catalitica de la enzima, pues cuenta con el sitio de unién
del ATP y los sitios de fijacidn de cationes; la subunidad f, una
glicoproteina auxiliar, tiene la funcién de estabilizar la subunidad
0, facilitar su encaminamiento y la insercién en la membrana
celular (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). La Na*/K*-ATPasa
tiene 3 isoformas de la subunidad B y 4 isoformas de la subunidad
o que presentan una distribucion tejido especifica, lo que sugiere
una funcién especializada de la enzima dependiente del tejido
que se trate, ya que las diversas isoenzimas se caracterizan por
propiedades enzimdticas y un patrén de expresién particulares muy
regulados que dependen del tipo de célula, etapa de desarrollo, y
la estimulacién por hormonas 6 neurotransmisores (Mercado and
Herndndez, 1994; Therien and Blostein, 2000; Blanco, 2005).

La regulacién de la Na*/K*-ATPasa es compleja, su actividad
puede ser regulada por diferentes factores intrinsecos y extrinsecos
(Therien and Blostein, 2000). La regulacién extrinseca en diversos
tejidos estd bajo el control de una serie de hormonas circulantes,
proteinas y neurotransmisores, como la 5-HT, que participan en el
control a corto y largo plazo sobre su actividad (Herndndez, 1992;
Ewart and Klip, 1995). La regulacién a corto plazo involucra
generalmente efectos directos en el comportamiento cinético de la
enzima o la translocacién de las bombas de sodio entre los depésitos
intracelulares y la membrana plasmdtica, mientras el control
a largo plazo induce la sintesis de la bomba o su degradacién.
La relacién funcional entre la 5-HT y la Na*/K*-ATPasa se ha
demostrado mediante el empleo de precursores serotoninérgicos
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y condiciones de desnutricién en los que incrementa la sintesis
del neurotransmisor, ademds del empleo de firmacos especificos
para receptores serotoninérgicos, con lo que se ha apreciado que la
serotonina aumenta la actividad de la enzima particularmente en
células gliales (Pefa ez al., 1999).

La actividad de la Na*/K*-ATPasa esta disminuida en la
membrana celular de muchos tejidos obtenidos de animales con
diabetes mellitus experimental (DME) a nivel periférico, entre
los que se incluyen rifdn, corazén, intestino y nervios periféricos;
este defecto tiene un papel importante en el desarrollo de las
complicaciones de la DM (Ng ez al., 1993; Barada ez al., 1994;
Vague et al., 2004). Para establecer si cambios producidos
por la DM sobre la actividad de la enzima observados a nivel
periférico pueden ocurrir en el sistema nervioso central, en el
presente trabajo se plante$ estudiar si el estado de DM afecta
la homebstasis del cerebelo, donde alteraciones en la actividad
de la Na*/K*-ATPasa 6 en su regulacién por serotonina podrian
modificar la estrecha relacién entre células nerviosas causando
problemas en las diversas funciones de ésta estructura cerebral.

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de 300 =
10g de peso corporal, las cuales fueron mantenidas en el bioterio
del Laboratorio de Neurobiologfa de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la UM.S.N.H., siguiendo los protocolos
vigentes para el uso de animales de investigacién (SAGARPA,
2001), con alimento y agua ad-libitum, ciclos de luz y oscuridad
de 12 horas (7-19 horas), temperatura de 24 + 2 °C y humedad
relativa de 60.0+5%.

Las ratas fueron distribuidas en dos grupos: un grupo
experimental formado por ratas con diabetes mellitus experimental
(DME) posterior a la administracién de estreptozotocina (STZ)
via intraperitoneal, en dosis tnica de 55 mg/Kg de peso disuelta
en solucién amortiguadora de citratos pH 4.5; y un grupo control
(C), al cual se le administré un volumen equivalente del vehiculo.
Se monitoreo el estado de glucemia, las ratas con concentracién
mayor a 200 mg/dL de glucosa en sangre se consideraron con
DME.

Tres semanas posteriores a la administracién de STZ, las
ratas se sacrificaron mediante lesion cervical, y realizando una
incisién media tordcica se perfundié el cerebro 7 situ con 20 ml
de solucién salina isoténica frfa que se inyecté en el ventriculo
izquierdo del corazén. Rdpidamente se obtuvo el cerebro y se
disecé el cerebelo, el cual se homogeneizé en 10 volimenes de
solucién amortiguadora Tris-HCI 50 mM a pH 7.4, con 10 pasos a
700 rpm en un homogeneizador Thomas con vistago de teflén de
0.25 mm de luz. Se realizé determinacién del contenido proteico
del tejido cerebeloso por el método de Lowry ez al., (1951) para
tener concentraciones finales de 2 pg de proteina/pl empleando
albdmina bovina como estdndar. A los homogeneizados de ambos
grupos se les determiné la actividad especifica (A. E.) de la Na*/
K*-ATPasa con el método empleado por Mercado y Herndndez
(1992), por triplicado de alicuotas de 25 pl del homogeneizado de
cerebelo equivalentes a 50 pg de proteina. Para valorar la regulaciéon
serotoninérgica sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio
se realizaron curvas dosis-respuesta con 5-HT en un rango de
concentraciones de 1.0x10 - 1.0x10"> M.
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La obtencién de las fracciones enriquecidas con membranas
gliales y neuronales de los dos grupos se realizdé mediante
el método descrito por Rose (1967), una vez que se disecd el
cerebelo fue finamente cortado y colocado en una solucién de
Ficoll al 10% en amortiguador de fosfatos a pH 7.4, se hizo pasar
a través de una malla de nylon de 110 pm de poro mediante
presién mecdnica y después en una de 48 pm. El filtrado se
colocd en un gradiente de sacarosa 1.45 M y Ficoll al 30%. Se
centrifugd a 39,000 rpm por 45 minutos a 4°C. Se obtuvieron
cuatro fracciones de las cuales la interfase de Ficoll 10-30%
correspondié a la fraccién glial y la interfase Ficoll 30%-sacarosa
a la fraccién neuronal, corrobordndose con ayuda de microscopio
éptico. Se colectaron las bandas y se diluyeron en Tris-HCI
50 mM pH 7.4, se centrifugaron a 9,000 rpm 10 minutos y
finalmente se resuspendié cada fraccién en 1ml de Tris-HCI 50
mM pH 7.4. Se realizé determinacién de contenido proteico de
ambas fracciones, al igual que la actividad especifica de la Na*/K*-
ATPasa y las correspondientes curvas dosis-respuesta con 5-HT.

En el andlisis estadistico de los datos se evaluaron las medidas
de tendencia central, se observé homogeneidad, y se empled
la prueba “t” de Student para realizar comparacién entre los
grupos C y DME. Las curvas patrén de proteina y de fosfatos se
sometieron a regresién lineal, mientras que para las curvas dosis-
respuesta se empleé un modelo sigmoidal (Motulsky, 2003).

Resultados

Nuestros resultados muestran que el grupo DME tuvo un
aumento significativo de la glucosa sanguinea a partir de la 12
semana posterior a la aplicacién de la STZ en comparacién con
el grupo C (p<0.001), también el grupo DME, mantuvo un
aumento significativo en la ingesta de alimento y agua en relacién
con el tiempo de evolucién de la enfermedad al comparar con
sus controles. El peso corporal fue significativamente menor en
el grupo DME desde la primera semana de la aplicacién de la
STZ (p<0.01) (Tabla 1).

La curva patrén empleada en la determinacién de la
concentracién de proteina en el homogeneizado de cerebelo fue
lineal en el rango de concentraciones comprendido entre 10 y
30 pg/pl con un coeficiente de correlacién lineal (R) de 0.9966.

Tabla 1. Registro de parametros fisiologicos en ratas con DME y controles.

En la determinacién del Pi liberado para valorar la actividad
de la Na*/K*-ATPasa, la curva patrén de fosfatos presenté un
R=0.9997 en un rango de concentraciones de 25 a 100 pmol/
pl.

Un pardmetro de gran importancia que se midié en
el presente trabajo fue la actividad de la Na*/K*-ATPasa
en el cerebelo de la rata. Como se aprecia en la figura 1, el
grupo DME mostré un descenso significativo en la actividad
enzimdtica en preparaciones de homogeneizado de cerebelo
en comparacion con el grupo C (p<0.001); ésta disminucién
corresponde al 26.34%. Una alteracién similar se aprecié en las
fracciones membranales gliales y neuronales de cerebelo, donde
la actividad de la Na*/K*-ATPasa del grupo DME también
disminuyd significativamente (p<0.001); la actividad especifica
de la enzima mostré un descenso de 29.59% en la fraccién
glial (figura 2) y hasta un 46.71% en la fraccién neuronal al
comparar con sus respectivos controles (figura 3).

La figura 4 muestra la curva dosis-respuesta de la bomba
de sodio y potasio a la serotonina en homogeneizado de
corteza cerebelosa. El andlisis de las curvas dosis-respuesta de
los grupos C y DME, se realizé con un modelo sigmoidal en
donde se obtuvo un valor de R=0.985 + 0.004 (p<0.05). En
homogeneizado de cerebelo (figura 4), las curvas dosis-respuesta
con serotonina evidencian la existencia de una respuesta positiva
en la actividad de la Na*/K*-ATPasa por el neurotransmisor,
presentdndose un mayor efecto en el grupo DME con una
estimulacién de 86.83%, mientras que en el grupo C fue de
24.32%. Se obtuvieron las dosis efectivas cuando el estimulo
alcanzo un 50% (DE, ), las cuales fueron de 5.65x10” M en el
grupo Cy de 1.11x107 M para el grupo DME.

La figura 5 muestra el efecto de la 5-HT sobre la actividad
de la Na*/K*-ATPasa en la fraccién glial de cerebelo, se observé
una respuesta similar al neurotransmisor como la observada en
homogeneizado cerebeloso, donde el efecto de estimulacién
enzimdtica alcanzé un 42.77% para el grupo C con una DE_|
de 1.09x10” M y en el grupo DME una DE, de 1.34x10°M
con 52.28% de estimulacién.

La relacién dosis-efecto de la 5-HT en la actividad de la
Na*/K*-ATPasa en la fraccién neuronal cerebeloso mostré un

Tiempo pos-induccion

Pre-induccion

. 12 Semana 22 Semana 32 Semana
Parametro
Grupo
Grupo C Grupo DME Grupo C Grupo DME Grupo C Grupo DME Grupo C DME
420.0+14.18 431.5+25.52 416.0+29.54
Glucosa sanguinea 99.8+4.02 98.6+3.07 98.4+3.44 101.7+2.43 100.4+3.16
kKK *3kk *3kk
289.6+7.76 268.6+8.86 275.6£10.71
Peso corporal 300.5£5.98 300.6+5.13 SN2IAINAS 346.2+10.22 382.5+7.45
k% kskok kskok
34.08+1.89 42.20£1.80 40.12+1.17
Alimento consumido = 24.12+0.78 @ 23.13+0.99 25.67+0.39 22.83+0.84 23.14+0.64
L kskok kskok
153.0+18.00 168.3+16.07 176.5+9.19
Agua ingerida 46.2+6.94  47.5+5.34 46.6+6.05 e 47.2+4.78 e 48.2+11.09 "

Valores promedio *+ desviacion estandar de 6 animales por grupo. ** P< 0.01 ***P< 0.001.
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Figura 1. Actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa
en homogenizado de cerebelo de ratas con DME y
controles. Valores promedio + desviaciéon estandar
de 12 experimentos realizados por triplicado. ***P<

0.001. triplicado. ***P< 0.001.

comportamiento de antagonista en el grupo C y en el grupo
DME se observéd agonismo inverso con las dosis probadas de una
mayor concentracién del neurotransmisor (figura 6). La DE, |
para el grupo DME correspondié a 5.65x10° M; el porcentaje
de inhibicién que se presenté fue de 3.86% (p<0.05).

Discusién.

En el presente trabajo, mediante la aplicacién una dosis dnica
de STZ, se implementé un modelo de DME en ratas macho
adultas, obteniendo resultados que mantuvieron relacién con
el tiempo en que se realizé el experimento como la presencia
de hiperglucemia y la pérdida de peso (tabla 1), al igual se
observaron signos como la polifagia, poliuria y polidipsia; los
datos concuerdan con los obtenidos anteriormente en nuestro
laboratorio y por otros investigadores, confirmando la correcta
implementacién del modelo de DME insulino-dependiente por
la accién destructiva que la STZ causa sobre las células B del
pancreas (Judrez, 2008; Lenzen, 2008).

Para establecer si los cambios inducidos por la DM sobre
la Na*/K*-ATPasa observados a nivel periférico ocurren en el
sistema nervioso central, se realizé la busqueda de alteraciones
en la actividad de la Na*/K*-ATPasa en cerebelo, una estructura
localizada en el encéfalo a la que se le atribuyen funciones de
gran importancia (Herndez er al., 2010; Yeganeh et al., 2011).
Como resultado se obtuvo que existe un descenso significativo
en la actividad de la enzima en preparaciones de homogeneizado
cerebeloso del grupo DME en comparacién con el grupo C
(figura 1); la disminucién alcanza hasta un 26.34%, lo cual
concuerda con reportes anteriores de que la DM en ratas se
asocia con una disminucién en la actividad de la Na*/K*-ATPasa
en las membranas celulares de diversos tejidos (Ng ez al., 1993;
Barada et al., 1994; Vague et al., 2004). La disminucién en la
actividad de la Na*/K*-ATPasa producida por la DM en el
cerebelo, posiblemente ocurre por la disminucién en la sintesis
de hormonas y neurotransmisores, entre los que se encuentran la
insulina y la serotonina (Manjarréz et al., 2000), que involucre
un mecanismo de regulacién a la baja de la enzima que podria
disminuir el nimero de bombas por disminucién de su sintesis
6 incrementar la degradacién proteica (Ewart and Klip,
1995; Raccah ez al., 1998); lo que podria deberse a cambios
del balance energético donde se promueven mecanismos de
catabolismo anaerébico, reduccién de antioxidantes y aumento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno, todo esto dafa
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Figura 2. Actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa
en la fraccion de membranas gliales de cerebelo
de ratas con DME y controles. Valores promedio *
desviacion estandar de 6 experimentos realizados por

Figura 3. Actividad especifica de la Na*/K*-ATPasa
en la fraccion de membranas neuronales de
cerebelo de ratas con DME y controles. Valores
promedio * desviacion estindar de 6 experimentos
realizados por triplicado. ***P< 0.001.
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta de 5-HT sobre la actividad de la Na*/K*-
ATPasa en homogenizado de cerebelo de ratas con DME y controles. Valores
promedio * desviacion estandar de 6 experimentos realizados por triplicado.
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Figura 5. Curvas dosis-respuesta de 5-HT sobre la actividad de la Na*/K*-
ATPasa en la fracciéon de membranas gliales de cerebelo de ratas con DME y
controles. Valores promedio * desviacién estandar de 6 experimentos realizados
por triplicado.
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Figura 6. Curvas dosis-respuesta de 5-HT sobre la actividad de la Na*/K*-
ATPasa en la fraccion de membranas neuronales de cerebelo de ratas con DME
y controles. Valores promedio *+ desviacion estandar de 6 experimentos realizados
por triplicado.
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estructuras fundamentales de la célula y afecta los sistemas de
sintesis de nuevos componentes; también se ha observado que
algunos elementos de las membranas celulares, los cuales se
alteran durante la diabetes, juegan un papel importante en la
expresion de las subunidades de la Na*/K*-ATPasa y modifican
su afinidad al sodio (Murphy, 1990), lo que influye en la
estructura de la membrana celular y causa un desequilibrio en la
concentracién de iones en el interior y exterior celular (Egleton
et al., 2003), promoviendo una reduccién en la velocidad de
conduccién nerviosa y complicaciones electrofisiolégicas, como
las que caracterizan la neuropatia diabética periférica (Scarpini e¢
al., 1993; Raccah ez al., 1994).

Al precisar que tipo de célula nerviosa se ve afectado
por la DM en el cerebelo, se analizé la actividad de la Na*/
K*-ATPasa en fracciones membranales gliales y neuronales,
donde la actividad especifica de la bomba mostré un descenso
significativo de 29.59% en la fraccién glial (figura 2) y hasta un
46.71% en la fraccién neuronal (figura 3) al comparar entre los
grupos DME y C. Las células gliales tienen una participacién
primordial en la actividad neuronal, porque ayudan a captar y
retirar neurotransmisores liberados en la sinapsis, recuperan los
potenciales de accién con la restauracién de los gradientes idnicos,
aislan los axones con mielina para permitir que las sefiales viajen a
la velocidad adecuada (Kandel, 2001; Schwartz and Westbrook,
2001), y colaboran para mantener el balance energético cerebral,
ya que en el cerebro la mitad de la glucosa presente en el espacio
extracelular es captada por células gliales, como los astrocitos, por
medio de la actividad de transportadores especificos dependientes
de glutamato acoplados a la actividad de la Na*/K*-ATPasa
(Magistretti et al., 1999); las neuronas consumen mucha mds
energfa que los astrocitos, lo que sugiere que de alguna manera
estos ultimos sostienen las demandas incrementadas de energfa
resultantes de la activacién neuronal por medio de cantidades
adicionales de sustratos, como el lactato (Magistretti, 2006).
La disminucién en la Na*/K*-ATPasa en células nerviosas del
cerebelo que se presenta por la DM, podria disminuir la cantidad
de energfa disponible para que esta estructura realice su funcién,
generdndose un retardo en la remocién de neurotransmisores e
iones de la hendidura sindptica, donde la naturaleza propia del
tipo de sinapsis determinarfa que las neuronas permanezcan
despolarizadas o hiperpolarizadas por tiempos mayores, trayendo
con ello grandes consecuencias asi como dafos irreversibles
(Gloor, 1997).

Los resultados obtenidos mediante las curvas dosis-respuesta
con 5-HT en homogeneizados de cerebelo (figura 4), evidencian
la existencia de una estimulacién en la actividad de la Na*/K*-
ATPasa por el neurotransmisor, el estimulo fue de 24.32% para
el grupo C y en el grupo DME se observé un estimulo que
alcanzé el 86.83%, requiriéndose una menor concentracién del
neurotransmisor en el grupo C para observar el efecto; lo que
concuerda con estudios que muestran que la 5-HT incrementa
la actividad de la Na*/K*-ATPasa en el cerebro de la rata adulta
(Herndndez, 1992; Mercado and Herndndez, 1994). El efecto
de la 5-HT fue mayor para la actividad de la Na*/K*-ATPasa del
grupo DME, si bien la actividad especifica basal de la enzima
es menor en preparaciones de homogeneizado cerebeloso del
grupo DME (figura 1), y ademds se ha senalado que en ratas

diabéticas los niveles de 5-HT y la expresién de sus receptores
estdn disminuidos (Sumiyoshi ez a4/, 1997; Manjarréz et al.,
20005 Salgado ez al., 2012), es posible que para hacer frente a
las alteraciones que causa la DM en esta estructura cerebral se
involucre un mecanismo de respuesta donde se promueva que la
relacién entre el sistema serotoninérgico y la Na*/K*-ATPasa sea
mds eficiente.

El efecto de la 5-HT sobre la actividad de la Na*/K*-ATPasa
en la fraccion glial de cerebelo (figura 5), se observd una respuesta
similar al neurotransmisor como la observada en homogeneizado
cerebeloso, donde el efecto de estimulacién enzimdtica alcanzé un
42.77% para el grupo Cy en el grupo DME fue de 52.28%. En
la fraccién neuronal la 5-HT promovié un comportamiento de
agonismo inverso en la actividad de la enzima en el grupo DME,
mientras que el grupo C el comportamiento fue antagonismo
(figura 6), con un porcentaje de inhibicién de 3.86% para el
grupo DME, donde las dosis probadas fueron de una mayor
concentracién del neurotransmisor. Se aprecia nuevamente que
el efecto de la 5-HT es mayor en ambas fracciones membranales
de cerebelo para el grupo DME. Se puede sugerir que la relacién
entre el sistema serotoninérgico y el incremento en la actividad de
la Na*/K*-ATPasa ocurre en células gliales, donde la isoforma a2
estd involucrada, mientras que, las isoformas a1 y a3 neuronales
muestran una respuesta minima y opuesta a la observada en la
glia; es asi como para los diferentes tipos de células nerviosas
existe una funcién particularmente especializada entre estos
dos sistemas, mediada por la expresién de los diversos tipos de
receptores serotoninérgicos y la distribucién de las subunidades
cataliticas de la Na*/K*-ATPasa para cada tipo celular. Lo anterior
relacionado a reportes como que el incremento de la actividad de
la enzima poraccién dela 5-HT ocurre en células gliales (Mercado
and Herndndez, 1992), y que en dicha relacién participan
receptores serotoninérgicos como el 5-HT,, en corteza cerebral
y los receptores 5-HT, y 5-HT, en cerebelo (Pena e al., 1999);
ademds, que las isoformas ol y a3 se expresan principalmente
en neuronas mientras que la isoforma 02 se expresa en células
gliales, como los astrocitos (Antoneli ¢t al., 1997; Blanco and
Mercer, 1998), los cuales también expresan algunos receptores de

5-HT (Sanden et al., 2000).

Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que la DM causa alteraciones
importantes a nivel del sistema nervioso central como la
disminucién en la actividad de la Na*/K*-ATPasa y la respuesta
de esta enzima a la serotonina, lo que puede ocasionar dafios
estructurales y funcionales del sistema nervioso central,
especificamente en el cerebelo.
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