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RESUMEN

Se ha reportado que el perfil farmacologico de los receptores adrenérgicos az
que inhiben el tono simpatico vasopresor se encuentra alterado en la diabetes
mellitus. Ademas, en ratas descerebradas y desmeduladas normoglicémicas,
el tono simpatico cardioacelerador es inhibido por: (i) el B-HT 933 (agonista
adrenérgico az) via la activacion de los subtipos aza- y azc-adrenérgicos; (ii) el
quinpirol (agonista dopaminérgico D2-like) via la activacion del subtipo Dz, y
(iii) el immepip (agonista histaminérgico Hs/ Ha4) via la activacion de los
receptores Hs. Por lo tanto, el presente proyecto fue disefiado para investigar
posibles alteraciones en el perfil farmacologico de estos receptores en ratas
descerebradas y desmeduladas pretratadas con estreptozotocina (modelo
experimental de diabetes). Para este propdsito, se utilizaron ratas pretratadas
con estreptozotocina (50 mg/kg, i.p.; n=155) o vehiculo (1 ml/kg solucion
amortiguadora con citratos, i.p.; n=50) las cuales se mantuvieron durante 4
semanas. Después de la anestesia, las ratas fueron descerebradas y
desmeduladas, ventiladas artificialmente, y preparadas para la estimulacion
espinal selectiva (C7-Ti) del tono simpatico cardioacelerador o la
administracion de bolos i.v. de noradrenalina. Tanto en ratas diabéticas como
en normoglicémicas, los agonistas B-HT 933 (30 y 100 pg/kg.min) y quinpirol
(3 y 10 pg/kg.min) inhibieron las respuestas taquicardicas producidas por
estimulacién eléctrica simpatica, pero no las producidas por bolos i.v. de
noradrenalina. Adicionalmente, la simpato-inhibicion cardiaca en ratas
diabéticas producida por: (i) 100 pg/kg.min B-HT933 fue abolida por bolos i.v.
de los antagonistas BRL44408 (a2a; 300 pg/kg), imiloxan (azs; 10,000 pg/kg) o
JP-1302 (az2c; 1,000 pg/kg); vy (ii) 10 pg/kg.min quinpirol fue abolida por bolos
i.v. de los antagonistas L-741,626 (D2;300 pg/kg), SB-277011-A (Ds; 300
pg/kg) o L-745,870 (Da; 100 pg/kg). En marcado contraste, las infusiones
continuas de immepip (3y 10 pg/kg.min) produjeron simpato-inhibicion
cardiaca en las ratas normoglicémicas, pero no en las diabéticas (hasta
100 pg/kg.min). Nuestros resultados sugieren que: (i) a diferencia de lo que
ocurre en las ratas normoglicémicas, en las ratas diabéticas la inhibicion del
tono simpatico cardioacelerador producida por: (a) el B-HT933 involucra los
subtipos aza-, azs- y azc-adrenérgicos; y (b) el quinpirol involucra los subtipos
D2, D3y Dg; (ii) los receptores histaminérgicos Hz/Ha no desempefian un papel
simpato-inhibitorio en ratas diabéticas, y (iii) existe una participacion diferencial
de los receptores adrenérgicos az y D2-like, los cuales podrian representar un
blanco terapéutico para el tratamiento de algunas complicaciones diabéticas,
como la neuropatia autonémica cardiovascular.
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ABSTRACT

It has been reported that the pharmacological profile of the az-adrenoceptors
inhibiting the vasopressor sympathetic outflow is altered in diabetes mellitus.
Moreover, in normoglycemic pithed rats, the cardioaccelerator sympathetic
outflow is inhibited by: (i) B-HT 933 (az-adrenoceptor agonist) via the activation
of the aza- y azc-adrenoceptor subtypes; (i) quinpirole (dopamine D2-like
receptor agonist) via the activation of the D2 subtype; and (iii) immepip
(histamine Hs/Ha receptor agonist) via the activation of Hs receptors. Hence,
the present project was designed to investigate possible alterations in the
pharmacological profile of the above receptors in pithed rats pretreated with
streptozotocin (experimental model of diabetes). For this purpose, rats were
pretreated with streptozotocin (50 mg/kg, i.p.; n=155) or vehicle (1 ml/kg citrate
buffer, i.p.; n=50) and were kept for four weeks. After anaesthesia, the rats
were pithed, artificially ventilated, and prepared for selective spinal stimulation
(C7-T1) of the cardioaccelerator sympathetic outflow; or i.v. bolus injections of
noradrenaline. Both in diabetic as normoglycemic pithed rats, the agonists
B-HT 933 (30 and 100 pg/kg.min) and quinpirole (3 and 10 pg/kg.min)
produced inhibition of the tachycardic responses produced by sympathetic
electrical stimulation, but not of those produced by i.v. bolus injections of
noradrenaline. Additionally, in diabetic pithed rats, the cardiac
sympatho-inhibition produced by: (i) 100 pg/kg.min B-HT933 was abolished by
iv bolus of the antagonists BRL44408 (a2a;300 pg/kg), imiloxan
(o2g; 10,000 pg/kg) or JP-1302 (azc; 1,000 pg/kg); and (i) 10 pg/kg.min
quinpirole was abolished by i.v bolus of the antagonists L-741,626
(D2; 300 pg/kg), SB-277011-A (Ds; 300 pg/kg) or L-745,870 (D4; 100 pg/kg). In
marked contrast, continuous infusions of immepip (3 and 10 pg/kg.min)
produced cardiac sympatho-inhibition in normoglycemic rats, but not in diabetic
rats (up to 100 pg/kg.min). Our results suggest that: (i) unlike in normoglycemic
pithed rats, in diabetic pithed rats the inhibition of the cardioaccelerator
sympathetic outflow produced by: (a) B-HT 933 involves the role of the aza-,
aze- y azc-adrenoceptor subtypes, and (b) quinpirole involves the role of the Dz,
D3 and D4 subtypes; (ii) the histamine Hs/H4 receptors do not seem to play a
sympatho-inhibitory role; and (ii) there is a differential participation of
az-adrenergic and dopamine D2-like receptors, which may certainly represent
therapeutic targets for the treatment of some diabetic complications, such as
cardiovascular autonomic neuropathy.
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CAPITULO 1
REGULACION AUTONOMICA CARDIACA

1.1 Generalidades

El sistema cardiovascular es responsable de la circulacion de la sangre,
oxigeno y de nutrientes desde y hacia las células y tejidos, manteniendo la
homeostasis en el organismo (Farley et al., 2012; Madany y Golts, 2014). Es
un sistema complejo formado por: (i) varios tipos de vasos sanguineos con una
amplia gama de diametros; (ii) el corazén (con 4 camaras, 2 ventriculos y 2
auriculas) que bombea la sangre y funciona como iniciador del flujo sanguineo;
(iii) el sistema linfatico el cual no se encarga del transporte de la sangre, pero
participa en el intercambio de sustancias en conjunto con los vasos
sanguineos; y (iv) el sistema de control, que consiste en un sistema nervioso
y hormonal, el cual proporciona la autorregulaciéon (Klabunde, 2011; Farley et
al., 2012).

El corazén es el principal érgano del sistema cardiovascular. Funciona
como una bomba que se encarga de impulsar la sangre a través de los vasos
sanguineos (Guyton y Hall, 2011; Gordan et al., 2015). Esta dividido en cuatro
camaras las cuales reciben la sangre: auriculas derecha e izquierda y
ventriculos derecho e izquierdo. La auricula derecha recibe la sangre pobre en
oxigeno de las venas sistémicas, la cual circula a través de la valvula tricuspide
hacia el ventriculo derecho. Desde el ventriculo derecho, la sangre
desoxigenada es bombeada pasando las valvulas semilunares a través de las
arterias pulmonares hacia los pulmones. En los pulmones, la sangre se
oxigena y regresa a la auricula izquierda via las venas pulmonares. Esta
sangre oxigenada circula a través de la valvula mitral hacia el ventriculo
izquierdo, y se bombea a través de las valvulas semilunares hacia las arterias

sistémicas y el cuerpo (Tortora y Derrickson, 2007; Gordan et al., 2015).
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Para responder rapidamente a las necesidades cambiantes de los tejidos
del cuerpo, las funciones del corazén (i.e. la frecuencia cardiaca y la
contractilidad) estan reguladas principalmente por el sistema nervioso
autonomo (SNA), las hormonas (e.g. adrenalina y noradrenalina) y algunos
otros factores (Westfall y Westfall, 2006; Gordan et al., 2015).

En este sentido, el corazon esté sujeto a una regulacion precisa mediante
mecanismos reflejos, de modo que se pueda proporcionar un suministro
apropiado de sangre a los diferentes tejidos del organismo. El monitoreo
sensorial para este proceso homeostatico implica principalmente informacion
mecanica (barosensorial) sobre la presion en el sistema arterial, e informacion
guimica (quimiosensorial) sobre el oxigeno y dioxido de carbono en la sangre.
De esta manera, la actividad autdbnoma (simpdtica y parasimpatica) relevante
para el control cardiovascular, estéd determinada por la informacion mecanica

y quimica (Purves et al., 2012).

1.2 Sistema Nervioso Autonomo (SNA)

El SNA es el componente del sistema nervioso periférico que transmite todas
las sefiales que salen del sistema nervioso central al resto del cuerpo, con la
excepcion de la inervacion motora del muasculo esquelético (Robertson, 2004).
Se encarga de controlar la contraccion del musculo cardiaco, la actividad
visceral y las funciones glandulares del cuerpo. Especificamente, el SNA
puede regular la frecuencia cardiaca, la presién sanguinea, la frecuencia de
respiracion, la temperatura corporal, la sudoracién, la motilidad gastrointestinal
y la secrecion hormonal, asi como otras actividades viscerales que mantienen
la homeostasis en el organismo (Gwathmey et al., 1994; Rhoadsand y
Bell, 2009; Boron y Boulpaep, 2011; Mann et al., 2014).

El SNA consta de tres divisiones autonomicas fundamentales: (i) el
sistema nervioso simpatico; (ii) el sistema nervioso parasimpatico; y (iii) el
sistema nervioso entérico. Los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico

(Figura 1) se encargan de crear un vinculo entre el sistema nervioso central y
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los oOrganos periféricos, mientras que el sistema nervioso entérico esta
formado por los plexos nerviosos intrinsecos del tubo digestivo, que estan
interconectados con los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico

(Rang et al., 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica del sistema nervioso autbnomo
de los mamiferos. Los nervios simpéticos emergen de los segmentos
dorsales (D) y lumbares (L) de la columna vertebral, mientras que los nervios
parasimpaticos emergen de la regién bulbar (B) y sacral (S) de la médula
espinal. Ambos sistemas inervan numerosos 6rganos, actuando de manera
antagonica, es decir, mientras uno estimula una funcion, el otro la inhibe.
B, bulbar; C, cervical; D, dorsal; L, lumbar; S, sacro; Gl, gastrointestinal.

Modificado de Rang et al., 2012.
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1.2.1 Sistema nervioso simpatico

Las neuronas preganglionares del sistema simpatico surgen de las regiones
toracica y lumbar de la médula espinal (segmentos Ti-L2) (Crosby et al., 1962;
McCorry, 2007). La mayoria de los axones de las neuronas preganglionares
son cortos y establecen sinapsis con neuronas posganglionares dentro de los
ganglios que se encuentran en las cadenas ganglionares simpéticas. De
hecho, una sola neurona preganglionar puede hacer sinapsis con varias
neuronas posganglionares en diferentes ganglios (McCorry, 2007; Westfall y
Westfall, 2006). Esto permite la distribucién de las fibras nerviosas simpéticas
hacia los efectores (Figura 1) incluyendo vasos sanguineos, glandulas
sudoriparas, estructuras de la cabeza (0jo, glandulas salivales, membranas de
la mucosa de la cavidad nasal), visceras toracicas (corazon, pulmones), y
visceras de las cavidades abdominales (estébmago, intestinos, pancreas,
médula suprarrenal, vejiga urinaria) (McCorry, 2007).

En cuanto a los neuromoduladores liberados por las neuronas
posganglionares simpaticas, se ha descrito que éstos dependen del érgano
efector que inervan. Por ejemplo, pueden liberar dopamina (en la arteria renal),
acetilcolina (en las glandulas exocrinas y en los vasos sanguineos que inervan
al musculo esquelético) o noradrenalina (en el corazén y vasos sanguineos de

resistencia (Hoffman y Taylor, 2001; McCorry, 2007).

1.2.2 Sistema nervioso parasimpatico

Las neuronas preganglionares del sistema parasimpatico surgen de los
nacleos del tronco encefalico y en la region sacral de la médula espinal
(segmentos S2-S4) (Crosby et al., 1962; McCorry, 2007). Los axones de estas
neuronas emergen del sistema nervioso central a través de regiones que estan
constituidas por determinados pares craneales (Figura 1). El nervio oculomotor
(Il inerva los ojos; el nervio facial (VII) inerva la glandula lagrimal, las
glandulas salivales y las membranas mucosas de la cavidad nasal; el nervio

glosofaringeo (1X) inerva la glandula parétida (salival); y el nervio vago (X)
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inerva las visceras del térax y abdomen (e.g. corazon, pulmones, estbmago,

pancreas, etc) (McCorry, 2007; Rang et al., 2012).

Por otro lado, los axones de las neuronas preganglionares que surgen de
la region sacral de la médula espinal emergen del sistema nervioso central y
se unen para formal los nervios pélvicos. Estos nervios inervan las visceras de
la cavidad pélvica (e.g. la mitad inferior del intestino grueso y los érganos de

los sistemas renal y reproductivo, Figura 1) (McCorry, 2007; Rang et al., 2012).

1.3 Regulacién autondmica de la funcion cardiaca

Como se menciond anteriormente, la actividad parasimpatica y simpatica
relevante para el control cardiovascular, estd determinada por la informacién
mecanica (via la participacion de barosensores) y quimica (via la participacion

de quimiosensores) (Purves et al., 2012).

Los mecanoreceptores (barorreceptores), se localizan en el corazén y
vasos sanguineos, mientras que los quimiorreceptores estan principalmente
en los cuerpos carotideos. Las terminales nerviosas de los barorreceptores se
activan por deformacion a medida que los elementos elasticos de los vasos
sanguineos se expanden y se contraen. Los quimiorreceptores en los cuerpos
carotideos y la aorta responden directamente a la presion parcial de oxigeno
y diéxido de carbono en la sangre. Ambos sistemas aferentes transmiten sus
sefiales al nacleo del tracto solitario, el cual transmite esa informacion al
hipotadlamo y a los centros autonémicos relevantes en la formacion reticular
(Figura 2) (Purves et al., 2012).

Cuando cambia el equilibrio de la actividad simpatica y parasimpatica, los
efectos noradrenérgicos de la inervacién simpatica en el marcapasos y la
musculatura cardiacos se reducen debido a la disminucion en la liberacion de
catecolaminas de la meédula suprarrenal y a la disminucion de la
vasoconstriccion periférica. Al mismo tiempo, la inervacion parasimpatica
colinérgica del corazén disminuye la frecuencia de descarga del marcapasos

cardiaco en el nodo sinoauricular y ralentiza el sistema de conduccion
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ventricular. Estas influencias parasimpaticas estan mediadas por ganglios
parasimpaticos localizados en el corazon, los cuales liberan acetilcolina en las
células del marcapasos y en las fibras del musculo cardiaco. Como resultado
de los efectos simpaticos y parasimpaticos, la frecuencia cardiaca y la
efectividad de la contraccion miocéardica auricular y ventricular se reducen y
las arteriolas periféricas se dilatan, produciendo disminucién de la presion
arterial (Purves et al., 2012; Gordan et al., 2015).

Cuerpo carotideo

Nucleo del
tracto solitario
Nucleo L
alosofarinaeo (1X) Quimiorreceptore
s aferentes

Ndcleo motor
dorsal del vago

/ Barorreceptores aferentes

-
Plexo cardiaco

Neuronas
preganglionares en
la columna celular
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la médula espinal

toracica (T1-Ts)
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Cadena
aanalionar

. L Corazén
Fibras simpaticas ~—

Figura 2. Control autonémico de la funcion cardiovascular. Las sefiales
sensoriales relacionadas con la presion arterial y la oxigenacién de la sangre
se transmiten al nlcleo del tracto solitario, organizando el flujo de salida
autonomo via interneuronas en la formacién reticular medular. Este circuito
proporciona una retroalimentacion negativa a las motoneuronas viscerales que

se encargan de la funcion cardiovascular. Modificado de Purves et al., 2012.
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1.3.1 Control simpatico

La inervacion simpatica del corazén surge de las neuronas preganglionares
localizadas en la columna intermediolateral de la médula espinal,
extendiéndose desde el primer hasta el quinto segmento toracico En este
sentido, se ha reportado que la estimulacion de los nervios simpaticos resulta
en (Figura 3): (i) efecto cronotrépico positivo (incremento en la frecuencia
cardiaca); (ii) efecto inotropico positivo (incremento de la contractilidad del
corazoén); y (iii) efecto dromotrdpico positivo (potenciacion de la velocidad de
conduccion) (Purves et al., 2012; Gordan et al., 2015).

El nodo sinoauricular es el marcapasos predominante del corazén. Esta
localizado dentro de la parte posterior superior de la pared de la auricula, y es
el responsable de mantener el ritmo sinusal. La estimulacion de los nervios del
sistema simpético resulta en incrementos de la frecuencia cardiaca
(cronotropismo positivo), como lo que ocurre en la respuesta de “lucha o
huida”. Por otro lado, la contractilidad del miocardio representa la capacidad
del corazén para producir fuerza durante la contraccion. Este fendmeno esta
determinado por el incremento de los enlaces entre los filamentos de miosina
y actina, que a su vez depende de la concentracion de calcio en el citosol del
cardiomiocito. La estimulacion de las fibras nerviosas simpaticas causa
incrementos en la concentracion de calcio intracelular y por lo tanto, aumento
en la contraccion de las auriculas y los ventriculos (inotropismo positivo).
Finalmente, la estimulacion del sistema nervioso simpatico también potencia
la conductividad de la sefial eléctrica del corazon, es decir, incrementa la

velocidad de conduccién auriculo-ventricular (Gordan et al., 2015).

1.3.2 Control parasimpatico

La actividad parasimpéatica produce efectos opuestos a los producidos por la
activacion simpatica. Sin embargo, el sistema nervioso parasimpatico tiene
poco efecto sobre la contractilidad del miocardio (Figura 3)
(Gordan et al., 2015).
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El nervio vago inerva directamente el nodo sinoauricular, y cuando es
activado, produce una disminucion de la frecuencia cardiaca (efecto
cronotropico negativo). En cuanto a la disminucion de la contractilidad
miocardica (efecto inotropico negativo), se sabe que el nervio vago no inerva
directamente cardiomiocitos distintos de los nodos sinoauricular y
auriculoventricular. Sin embargo, estudios in vivo han sugerido lo contrario, al
menos en la auricula. Por dltimo, la estimulacion del sistema nervioso
parasimpatico, también puede producir inhibicion de la velocidad de
conduccién en el nodo auriculoventricular (efecto dromotropico negativo)
(Gordan et al., 2015).

Control parasimpatico Control simpatico

SNC

Nervio vago Médula

Cadena
ganglionar
simpatica

Cronotropismo A Cronotropismo
Inotropismo? Inotropismo

Dromotropismo Dromotropismo

Médula espinal

Figura 3. Control autonémico de la funcién cardiaca. Los nervios
simpaticos y parasimpaticos ejercen efectos antagénicos en el corazon. La
estimulacion del sistema nervioso autonomo afecta la frecuencia, la fuerza de
contraccion y la velocidad de conduccion del corazén via la liberacion de
noradrenalina (simpatico) y acetilcolina (parasimpatico). SNC, sistema
nervioso central; RA, auricula derecha; LA, auricula izquierda; RV, ventriculo
derecho; LV, ventriculo izquierdo; SA, nodo sinoauricular; AV, nodo
auriculoventricular; NA, noradrenalina; ACh, acetilcolina. Modificado de
Gordan et al., 2015.
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CAPITULO 2
SIMPATO-INHIBICION CARDIACA

2.1 Generalidades

Dado que el corazon esta inervado por el SNA, se ha reportado que al
estimular selectivamente los segmentos vertebrales que comprenden la region
C7-T1 (es decir, estimulacion preganglionar selectiva de los nervios simpaticos
que inervan al corazén) en el modelo de la rata descerebrada y desmedulada
(preparacion experimental que permite la estimulacion selectiva del tono
simpatico y el estudio de los efectos de diversos farmacos sobre dicho tono)
se producen incrementos en la frecuencia cardiaca dependientes de las

frecuencias de estimulacion (Gillispie y Miur, 1967).

En este sentido, se ha demostrado que las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacion eléctrica simpatica son inhibidas por las infusiones
continuas B-HT 933 (agonista de los receptores adrenérgicos a2)
(Cobos-Puc et al., 2007); quinpirol (agonista de los receptores dopaminérgicos
D2-like) (Altamirano-Espinoza et al., 2013); o immepip (agonista histaminérgico
Hs/Ha) (Pinacho-Garcia et al., 2016).

Ademas, la simpato-inhibicién cardiaca producida por estos agonistas es
blogueada selectivamente por la administracion de, respectivamente:
(i) BRL44408 (antagonista adrenérgico aza) y MK912 (antagonista adrenérgico
az) (Cobos-Puc et al., 2007); (ii) L-741,626 (antagonista del subtipo
dopaminérgico D2) (Altamirano-Espinoza et al., 2013); y (iii) tioperamida
(antagonista histaminérgico Hs) (Pinacho-Garcia et al., 2016). Estos (sub)tipos
de receptores estan acoplados a proteinas Gi/o heterotriméricas (Boehm y
Kubista, 2002) y han sido asociadas con la modulacién preunional de la
liberacién de noradrenalina y otros neuromoduladores en modelos in vivo e in
vitro (Boehm y Kubista, 2002; De Jong y Verhage, 2009).
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Ademas de la modulacion preunional de la liberacion de
neuromoduladores, la noradrenalina, la dopamina y la histamina ejercen
multiples funciones via la interaccion con sus respectivos (sub)tipos de
receptores, los cuales han sido clasificado de acuerdo a la conjuncion de los

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

2.2 Criterios para la clasificacion de receptores

De acuerdo con la IUPHAR (International Union of Pharmacology), la
clasificacion de los receptores esta basada en la conjuncion de tres criterios
esenciales, a saber: operacionales (o farmacoldgicos), transduccionales y
estructurales. Estos criterios involucran, respectivamente, el uso de agonistas
y antagonistas selectivos para un receptor en particular, técnicas bioquimicas
y técnicas de biologia molecular. Con base en lo anterior, se ha establecido
que los receptores deben ser clasificados de acuerdo a sus caracteristicas

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

2.2.1 Ciriterio operacional

El criterio operacional o farmacolégico involucra: (i) el uso de agonistas con
afinidad Unica o alta selectividad por el receptor de estudio; (ii) el orden de
potencia de los agonistas para el receptor en cuestion; (i) el uso de
antagonistas selectivos para cada uno de los (sub)tipos de receptores en
referencia al receptor en cuestidn o por otros receptores; y (iv) las constantes
de disociacion de estos ligandos obtenido por estudios de unidn o estudios

funcionales (Hoyer et al., 1994).

2.2.2 Ciriterio transduccional

Este criterio se basa en el conocimiento e identificacion de los sistemas
transduccionales a los cuales se encuentra asociado el receptor. Es decir,
ayuda a definir: (i) la identidad de la superfamilia de receptores a la que

pertenece (i.e. la familia de receptores acoplados a proteinas G, o canal idnico
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operado por un ligando); y (ii) la naturaleza de la proteina G a la que se
encuentra acoplado (i.e. Gi, Go, Gs, Gq) (Hoyer et al., 1994).

2.2.3 Criterio estructural

El criterio estructural contempla la identificacion de la secuencia de
aminoacidos que componen al receptor y su grado de homologia. Este criterio
es valido para la identificacion y clasificacion del receptor en cuestiéon, sin
embargo, aunque el receptor cumpla con diferencias estructurales, pero no
con diferencias operacionales o transduccionales, los datos obtenidos por este
criterio son de valor limitado (Hoyer et al., 1994).

2.3 Receptores adrenérgicos a:

Los receptores adrenérgicos han sido la familia de receptores mas estudia
debido al papel importante que desempefian en el control de la presion arterial
y el flujo sanguineo, en la modulacion neuronal, la digestion, reproduccion, y
en procesos metabdlicos, endocrinos Yy conductuales, entre otros
(Docherty, 1998). Estos receptores pueden ser definidos como receptores de
membrana de siete dominios transmembranales, pertenecientes a la familia de
receptores acoplados a proteinas G, los cuales responden a los agonistas
fisiol6gicos noradrenalina y adrenalina produciendo una respuesta en la célula
(Docherty, 1998; Ruffolo et al., 1991).

Se define como receptor adrenérgico az a aquel receptor que se activa
por B-HT 933, UK14304 o0 NHT920 y se antagoniza por concentraciones bajas
de yohimbina, rauwolscina o idazoxan (Ruffolo et al., 1991; Hieble et al., 1995;
Hieble y Ruffolo, 1996). Esta familia de receptores ha sido clasificada con base
en estudios de union y moleculares en tres subtipos: receptores adrenérgicos
a2a, 028 y az2c (Lorenz et al., 1990; Bylund, 1994), los cuales estan ampliamente
distribuidos en el sistema nervioso central (pre- y postsinapticamente) y a nivel
periférico se localizan en el musculo liso vascular (Bylund et al., 1994;
Piascik et al., 1997; Docherty, 1998).

11
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A nivel cardiovascular, los receptores adrenérgicos a2 producen
constriccién de los vasos sanguineos de resistencia (Chotani et al., 2004), de
las venas (Pang, 2001) y de las arterias coronarias que irrigan sangre al
corazén (Woodman y Vatner, 1987). Por otro lado, a nivel presinaptico los
receptores adrenérgicos a2 se localizan en el corazén de diversas especies de
mamiferos, incluyendo la rata, el conejo, el cerdo, el perro, el mono y humanos
(Likungu et al., 1996). Adicionalmente, se ha reportado que los subtipos de
receptores adrenérgicos aza y 0zc participan en la simpato-inhibicion cardiaca

en la rata descerebrada y desmedulada (Cobos-Puc et al., 2007).

2.3.1 Receptor adrenérgico aza

El subtipo de receptor adrenérgico aza se descubrio inicialmente en plaquetas
humanas y en células de adenocarcinoma de colon (células HT29)
(Bylund et al., 1998). Adicionalmente, se ha reportado que el &cido
ribonucleico mensajero (ARNm) de este subtipo de receptor se encuentra pre-
y postsinapticamente en el sistema nervioso central, lo cual ha sugerido que
tiene influencia sobre la liberacion de neuromediadores y la excitabilidad
neuronal, asi como una influencia directa sobre la regulaciéon del tono

simpatico (Guyenet et al., 1994; Talley et al., 1996).

A nivel presinaptico, se ha descrito que tienen un papel predominante en
la inhibicion de la liberacion del neuromodulador (Altman et al., 1999;
Hein et al., 1999; Trendelenburg et al., 2003). Ademas, este subtipo de
receptor estad involucrado en la antinocicepcion (Hunter et al.,, 1997;
Lakhlani et al., 1997), en efectos anti- y pro-convulsivantes (Szot et al., 2004)

y en efectos hipotérmicos (Hunter et al., 1997).

Postsinapticamente, el subtipo adrenérgico aza esta relacionado con
incrementos del flujo sanguineo en la corteza prefrontal y con el mejoramiento
de la funcién de la memoria de trabajo (Avery et al., 2000). Ademas, puede
mediar efectos benéficos en el trastorno de hiperactividad con déficit de
atencion (Levy, 2008; Cho et al., 2008).

12
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2.3.2 Receptores adrenérgicos azs

Este subtipo de receptor fue identificado por primera vez en pulmones de rata
y en células de neuroblastoma (NG108) (Bylund et al., 1988). Adicionalmente,
se ha demostrado que se localiza en el ganglio de laraiz dorsal y en los nervios
craneales V y VII, en la corteza cerebral, en el ndcleo olfatorio anterior,
hipotalamo, tallo cerebral y en las células de Purkinje en el cerebelo
(Wang et al., 2002). Tienen un papel importante en mediar respuestas
vasoconstrictoras inducidas por agonistas adrenérgicos az (Link et al., 1996),
ademas de participar en respuestas contractiles del Utero en ratas gestantes
(Gaspar et al., 2007).

2.3.3 Receptores adrenérgicos azc

Es el principal subtipo de receptor que inhibe la liberacion de catecolaminas
desde la médula suprarrenal y modula la transmisiébn dopaminérgica en el
encéfalo (Westfall y Westfall, 2006).

Se ha demostrado que el ARNm del subtipo azc se encuentra altamente
expresado en los ganglios basales, ademas de localizarse en el hipocampo y
la corteza cerebral (MacDonald y Scheinin, 1995). Adicionalmente, se ha
encontrado en otras regiones cerebrales que contienen cuerpos celulares
noradrenérgicos, en el nucleo del rafé que contiene cuerpos celulares
serotonérgicos, en la sustancia negra y en el area tegmental ventral, las cuales
son centros dopaminérgicos importantes (Rosin et al., 1996). Por lo tanto, se
ha sugerido que los receptores adrenérgicos azc pueden estar involucrados en

la regulacién de las vias monoaminérgicas en el cerebro (Rosin et al., 1996).

2.4 Receptores dopaminérgicos D2-like

La dopamina produce respuestas en el sistema cardiovascular por su
capacidad de interactuar con receptores adrenérgicos a y 3 (Goldberg, 1972;

Missale etal., 1998; Beaulieu y Gainetdinov, 2011), ademas de modular
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multiples funciones periféricas al interactuar con sus receptores a nivel central
y periférico (Willems et al., 1985; Missale et al., 1998; Jose etal., 2003).

La familia de receptores dopaminérgicos D2-like incluye tres subtipos:
D2, D3y D4, los cuales estan asociados con proteinas Gin Yy la inhibicion de la
formacion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Kebabian, 1978;
Spano et al., 1978). Se encuentran principalmente a nivel preunional sobre los
nervios simpaticos y perivasculares mediando la simpato-inhibicion
(Harvey etal., 1985, 1986; Willems et al., 1985; Lokhandwala y Hegde, 1990;
Missale etal., 1998). En el sistema cardiovascular, se localizan en la capa
adventicia y en la capa intima de la arteria renal, mesentérica y esplénica de
la rata, participando en la regulacién del flujo sanguineo (Amenta et al., 2000)
y en la inhibicion de la vasoconstriccion neurogénica (Cavero et al., 1982a,
Cavero et al., 1982b; Lokhandwala, 1988). Adicionalmente, se localizan en el
corazon de humano (Amenta et al., 1993), rata (Amenta, 1997) y cobayo
(Goémez et al., 2002).

2.4.1 Receptores dopaminérgicos D2

Este subtipo de receptor parece ser el autoreceptor mas predominante que se
encuentra involucrado en la regulacion presinaptica de la tasa de disparo, la
sintesis y la liberacion de dopamina. Existen dos isoformas del subtipo Dz: (i) la
isoforma Dzs, localizada en neuronas presinapticas; y (ii) la isoforma Do,
localizada en neuronas posinapticas. Por lo tanto, las funciones del subtipo
dopaminérgico D2 pre- y pos-sinaptico estan determinadas por las diferentes

contribuciones de estas isoformas (Usiello et al., 2000; De Mei et al., 2009).

Se localiza principalmente en el estriado, el tubérculo olfatorio y en el
nacleo accumbens. Ademas, se ha reportado que el ARNm de este subtipo se
encuentra en las cortezas prefrontal, cingulada, temporal y entorrinal, en la
amigdala y en las células granulares de la formacién hipocampal

(Bouthenet et al., 1991; Jackson y Westlind-Danielson, 1994). También se ha
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encontrado en el hipotalamo, la sustancia negra y en el area tegmental ventral
(Meador-Woodruff et al., 1989; Bouthenet et al., 1991; Weiner et al., 1991).

2.4.2 Receptores dopaminérgicos D3

Evidencias farmacolégicas (Gainetdinov et al., 1996; Zapata y Shippenberg,
2002) y estudios genéticos en ratones knock-out del receptor dopaminérgico
Ds (Sibley, 1999; Joseph et al., 2002) sugieren que este subtipo de receptor
funciona como un autoreceptor, el cual contribuye en la regulacion presinaptica
de la liberacion tonica de dopamina, complementado asi el papel de la
isoforma Dzs en la regulacion de la tasa de activacién neuronal, asi como en

la sintesis y en la liberacion fasica de dopamina (De Mei et al., 2009).

Ademas, el subtipo de receptor D3 ejerce una moderada accion inhibitoria
sobre la locomocion, ya sea actuando como autorreceptor o mediante la

participacion de receptores postsinapticos (Sibley, 1999; Joseph et al., 2002).

2.4.3 Receptores dopaminérgicos D4

El subtipo de receptor dopaminérgico D4 tiene un perfil farmacolégico similar
al subtipo D2. Esta expresado en el cerebro, predominantemente en la médula,
la amigdala y la corteza prefrontal, mientras que niveles bajos de este receptor
se encuentran en el estriado, en el tubérculo olfatorio, hipocampo, hipotalamo
y sustancia negra. Adicionalmente, el ARNm de este subtipo, ha sido
localizado en tejidos periféricos, mientras que la proteina parece estar
expresada preferencialmente en el sistema cardiovascular de la rata
(Missale et al., 1998; Rondou et al., 2010).

Por otro lado, se ha descrito que este subtipo de receptor participa en la
modulacion de la secrecion de acido gastrico (Glavin y Hall, 1994), ademas de
tener un papel muy importante en desérdenes conductuales como la
esquizofrenia (Snyder et al., 1970; Roth et al., 2004).
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2.5 Receptores histaminérgicos Hzy Ha

La histamina es una monoamina biogénica que modula una amplia variedad
de funciones centrales y periféricas (incluyendo la modulacion la transmisién
simpatica), ademas de tener un papel patofisioldgico en procesos alérgicos al
interactuar con los receptores histaminérgicos Hi, Hz, Hs y Ha4 (Parsons y
Ganellin, 2006; Panula et al., 2015).

A nivel cardiovascular, la activacion de los receptores Hi y Hz pueden
inducir (dependiendo de las condiciones experimentales) vasodilatacion,
vasoconstriccién y efecto cronotrépico positivo en mamiferos (Genovese y
Spadaro, 1997; Kope¢ et al., 2001). Por otro lado, los efectos complejos de
histamina pueden ser explicados por su interaccion con receptores Hs
(Gemkow et al., 2009) y Has (Feliszek et al., 2015), los cuales han sido
localizados en neuronas centrales y periféricas, asi como en tejidos periféricos
(Panula et al., 2015). Considerando que los receptores histaminérgicos Hs y
H4 estan acoplados a proteinas Gio heterotriméricas (Bongers et al., 2007,

Jutel et al., 2009), en este trabajo sblo seran descritos dichos receptores.

2.5.1 Receptores histaminérgicos Hs

El receptor histaminérgico Hs actia como un autoreceptor presinaptico
gue inhibe la sintesis y liberacion de histamina (Arrang et al., 1987; Parsons y
Ganellin, 2006), serotonina (Schlicker et al., 1988, Threlfell et al., 2004),
noradrenalina (Schlicker et al., 1989), acetilcolina (Clapham y Kilpatrick, 1992),
y dopamina (Schlicker et al., 1992; Munari et al., 2013) de neuronas del

sistema nervioso central de mamiferos.

Por otro lado, la activacion de receptores Hs inhibe la neurotransmision
en el sistema nervioso autbnomo periférico y en el sistema sensorial. La
neurotransmision simpatica es regulada por el receptor Hs en la arteria
mesentérica y en la auricula de cobayo (Ishikawa y Sperelakis, 1987;
Endou etal., 1994), en la vena safena y el corazébn de humano

(Molderings et al., 1992; Imamura et al., 1996), en la arteria de la cola de la
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rata (Godlewski et al., 1997), y en el riidn de perro (Yamasaki et al., 2001). En
cuanto al sistema sensorial, la liberacién del péptido relacionado con el gen de
la calcitonina de las fibras sensoriales C (Ichinose y Barnes, 1990;
Manrique-Maldonado et al., 2015), corazon (Imamura et al., 1996), y meninges

(Matsubara et al., 1992) es controlada por este tipo de receptor.

2.5.2 Receptores histaminérgicos Ha

El receptor Hs fue descrito inicialmente por Nguyen et al. (2001) y se ha
reportado que se encuentra preferencialmente expresado en diversas células
del sistema inmune (i.e. células dendriticas, eosindfilos, monocitos, basofilos
y linfocitos T), asi como en las células cebadas (Coge, 2001;
Jablonowski et al., 2004). Una de las principales funciones atribuidas a este
receptor es la mediacion de la quimiotaxis de varios tipos de células
(Hofstra et al., 2003; Thurmond et al., 2004).

Dado que los receptores Hs se encuentran expresados en las células
cebadas (Liu et al., 2001; Zhu et al., 2001), se ha reportado que la activacion
de estos receptores durante la isquemia/reperfusion proporcionan efectos
cardioprotectores que incluyen la disminucion en la liberacion de renina y
noradrenalina (Aldi et al., 2014).

Adicionalmente, se ha identificado la presencia del ARNm del receptor
Ha en células endoteliales de cerebro de rata (Karlstedt et al., 2013), sugiriendo
que la presencia de este este tipo de receptor en las células endoteliales de
los microvasos cerebrales podrian afectar la vascularizacion y la
permeabilidad vascular en el cerebro (Karlstedt et al., 2013). Sin embargo, alin
no se han descritos sus caracteristicas funcionales exactas en estos procesos
(Hattori et al., 2017).
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2.6 ElI sistema transduccional de los receptores acoplados a

proteinas Girno

Se ha demostrado que la activacion de receptores acoplados a proteinas Gino
(e.g. receptores dopaminérgicos D2-like, adrenérgicos a2, histaminérgicos
Ha/Ha, entre otros); desempefian un papel importante en el control de las
transmision  sindptica, inhibiendo la liberacion del neuromediador
(Boehm y Kubista, 2002; Stephens y Mochida, 2005; Bongers et al., 2007;
Stephens, 2009; Jutel et al., 2009). Tal regulacidén se atribuye a la activacion
de las subunidades a y By de las proteinas G heterotriméricas (Hildebrandt,
1997; Downes y Gautam, 1999;).

Por un lado, la activacion de la subunidad Gaio inhibe la enzima adenilato
ciclasa (AC), produciendo disminucion del AMPc intracelular, ocasionado
inactivacion de la cinasa A de proteinas e inhibicion de la via de sefializacion
dependiente del AMPc (Sharma et al., 1975).

Por otro lado, la activacion de los receptores presinapticos acoplados a
proteinas Gio lleva a la disociacion y activacion de las subunidades Ggy
(Corti et al., 2002). La modulaciéon de la transmision sinaptica por estas
subunidades puede ocurrir a través de tres mecanismos principales:
() inhibicion de los canales de calcio dependientes de voltaje en las terminales
nerviosas presinapticas; (ii) regulacion intracelular de la entrada de calcio via
la interaccion con uno o mas de los componentes de la maquinaria exocitotica
(Miller, 1998); y (iii) activacion de los canales de potasio de rectificacion interna
acoplados a proteinas G, afectando el potencial de accion
(Fernandez-Alacid et al., 2009).

En este sentido, se ha descrito que la inhibicion presinaptica via la
activacion de proteinas Gio puede ocurrir principalmente a dos niveles: (i) via
el acoplamiento excitacion-secrecion; y (i) via exocitosis vesicular
(Bohem y Kubista, 2012) (ver figura 4). De estas dos vias, la primera esta
delimitada por membrana e implica la union directa de las subunidades By de
la proteina Gio a los canales de calcio tipo N-, P-, Q- y R-, mientras que la
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segunda via depende de un sistema de segundos mensajeros dependiente de
calcio, afectando a todos Ilos tipos de <canales de calcio
(Zamponi y Snutch, 1998; Shapiro et al., 1999). De estas dos vias que regulan
las funciones de los canales de calcio dependientes de voltaje, solo la primera
via (delimitada por membrana) parece estar implicada en la inhibicién
presinaptica dependiente del receptor de la liberacion del neuromediador
(Koh y Hille, 1997).

Figura 4. Mecanismos de sefializacién de receptores metabotropicos
inhibitorios. La activacion de las subunidades By de las proteinas Gio pueden
ocasionar (Figura 4): (i) inhibicion directa de la entrada de la entrada de calcio
via canales de calcio dependientes de voltaje (1 y 2); (ii) potenciacion de la
repolarizaciéon de los canales de potasio para acortar la fase despolarizante de
los potenciales de accion (3); e (iii) interrupcion del proceso de exocitosis (4)
(Miller, 1998). Modificado de Bohem y Kubista, 2002.
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CAPITULO 3
DIABETES

3.1 Generalidades

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizada por hiperglucemia crénica con alteraciones en el metabolismo
de los carbohidratos, lipidos y proteinas; resultante de defectos en la secrecion

y/o en la accion de la insulina (American Diabetes Association, 2014).

Diversos procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la
diabetes, los cuales incluyen: (i) la destruccidén autoinmune de las células 8 del
pancreas con la consecuente deficiencia de insulina; y (ii) anormalidades en la
funcibn de la insulina que resultan en resistencia a esta hormona
(Galtier, 2010; American Diabetes Association, 2014).

3.2 Clasificacion

De acuerdo con las propuestas hechas por la Asociacibn Americana de la
Diabetes en 1997, la DM se ha clasificado en: (i) tipo I, causada por una
deficiencia absoluta en la secrecion de la insulina debido a la destruccion
autoinmune de las células B del pancreas; (ii) tipo Il, originada por una
combinacion de resistencia a la insulina y una inadecuada respuesta a dicha
hormona; (iii) otros tipos de diabetes, caracterizados por defectos genéticos; y
(iv) gestacional, originada por hiperglucemia durante el embarazo (American
Diabetes Association, 2014).

3.3 DMtipo |

Este tipo de DM (también llamada diabetes insulinodependiente o juvenil)
constituye del 5-10% de las personas diagnosticadas con esta enfermedad, lo
gue representa el 80-90% de nifios y adolescentes de hasta 14 afios de edad
(Devendra et al., 2004; Daneman, 2006; Dabalea et al., 2014).
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El origen de este tipo de diabetes es debido a la destruccion autoinmune
de las células B del pancreas a través de la respuesta inflamatoria mediada
por células T asi como de la respuesta humoral mediada por células B
(Devendra et al.,, 2004). La presencia de auto-anticuerpos en el islote
pancreatico es el principal marcador para el desarrollo de la DM tipo I, aunque
la patogénesis de esta enfermedad no es clara. Estos marcadores incluyen
auto-anticuerpos presentes en las células B del pancreas, auto-anticuerpos
para la insulina y el acido glutamico descarboxilasa, asi como auto-anticuerpos
para la proteina tirosina fosfatasa 2 (IA2) y la proteina transportadora de zinc
(Vermeulen et al, 2011). Estos auto-anticuerpos pancreaticos son
caracteristicos de la DM tipo | y pueden ser detectados en el plasma de estos
pacientes al inicio 0 en etapas avanzadas de la enfermedad

(Couper y Donaghue, 2009).

3.3.1 Complicaciones

La hiperglucemia cronica de la diabetes esta asociada con complicaciones a
largo plazo y con disfuncion y falla de varios érganos que incluyen los ojos,
riflones, nervios, corazbn Yy vasos sanguineos (American Diabetes
Association, 2014). Las complicaciones a largo plazo incluyen: (i) retinopatia,
ocasionado potencial pérdida de la vision; (ii) nefropatia, lo que provoca dafio
renal; (iii) neuropatia periférica, con un alto riesgo de Ulceras y amputaciones;
y (iv) neuropatia autondémica, causando alteraciones en los sistemas
gastrointestinal, genitourinario y cardiovascular, y disfuncion sexual

(American Diabetes Association, 2014).

3.3.2 Neuropatia autonomica cardiovascular

Las neuropatias diabéticas; incluyendo la neuropatia autondémica cardiaca
(NAC), son las complicaciones crénicas mas comunes en la DM tipo | y I,
produciendo una alta morbilidad y mortalidad en los pacientes diabéticos
(Vinik et al., 2003; Pop-Busui, 2010). La NAC engloba dafo a las fibras

nerviosas que inervan el corazObn y vasos sanguineos, resultando en
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anormalidades en el control de la frecuencia cardiaca y las dinamicas
vasculares (Schumer et al., 1998). Estas anormalidades son el resultado de
interacciones complejas entre el control glicémico, la duracion de la
enfermedad, el desgaste neuronal relacionado con la edad y la presion
sanguinea diastdlica (Stella et al., 2000; Witte et al., 2005).

Adicionalmente, se ha descrito que la NAC en la diabetes se caracteriza
por un aumento del tono simpatico (Axelrod et al., 1987). En este sentido, se
ha reportado que durante la NAC en la DM tipo |, existe un aumento
compensatorio en el tono simpatico cardiaco en respuesta a la denervacion
periférica. Dicha denervacién se origina en el vértice de los ventriculos y
progresa hacia la base del corazon (Figura5) (Pop-Busui et al.,, 2004;
Taskiran et al., 2004).

Ganglio
cervical
superior

Aorta

Denervacion
simpatica

Vértice
Vena cava inferior

Figura 5. Inervacion autonémica del corazon y los efectos de la diabetes.
En la diabetes, la neuropatia cardiaca se origina debido a la denervacién
simpatica, la cual comienza en el vértice de los ventriculos y progresa hacia la
base, lo que ocasiona incremento en el tono simpatico cardiaco como

mecanismo compensatorio. Modificado de Pop-Buusi, 2010.
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Por otro lado, el aumento inicial en la actividad simpética cardiaca con el
subsecuente metabolismo y sefializacién de noradrenalina, el incremento en
el estrés oxidativo mitocondrial (Givertz et al., 2001) y la apoptosis dependiente
de calcio (Ilwai-Kanai et al., 1999), pueden contribuir a la lesion del miocardio
(Paulson y Light, 1981; Givertz et al., 2001) y explicar el alto riesgo de eventos
cardiacos y muerte subita en los pacientes diabéticos. Ademas, el desequilibrio
simpatico asociado con la NAC puede influir de forma critica en la utilizacion
de glucosa o lipidos como sustratos miocardicos (Drake-Holland et al., 2001)
y contribuir en el desacoplamiento mitocondrial (Schrauwen et al., 2006), las
anomalias del movimiento ventricular, los déficits funcionales y la

cardiomiopatia (Pop-Busui et al., 2004).

3.4 Modelos experimentales de DM tipo |

Los modelos experimentales caracterizados apropiadamente y clinicamente
relevantes se consideran herramientas esenciales para probar nuevos
agentes farmacologicos, entendiendo la patogénesis de la enfermedad, la
base molecular y el mecanismo de accién de estos agentes terapéuticos. Por
lo tanto, para controlar la DM tipo |, es de suma importancia establecer
modelos animales Unicos que mimeticen los cambios posteriores de la
diabetes en los humanos. Estos modelos animales viables, deben abordar
todos los aspectos de esta enfermedad humana, desarrollando todos los
principales signos que se presentan durante el desarrollo de la DM tipo |
(Suman et al., 2016).

En este sentido, la induccién de DM tipo | experimental en la rata usando
sustancias quimicas las cuales destruyen selectivamente las células B del
pancreas, es muy conveniente y de facil uso. Por tal motivo, la aloxana y la
estreptozotocina (STZ) se han propuesto como agentes diabetogénicos y son

usados para inducir diabetes experimental en animales (Szkudelski, 2001).
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3.4.1 Mecanismo de accién de la aloxana

La administracion de aloxana (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracilo) ha
sido empleada como un modelo animal de DM tipo | (Dunn et al., 1943). Este
compuesto ejerce su accion diabetogénica al producir especies reactivas de
oxigeno (Heikkila et al., 1976) cuando es capturado r4pidamente por las
células B del pancreas (Weaver et al., 1978; Boquist et al., 1983). La
produccion de especies reactivas de oxigeno ocurre por una reduccion de este
compuesto en las células pancreéticas (Lenzen y Munday, 1991). Como
resultado de la reduccion de la aloxana, se forma el &cido dialurico, el cual es
re-oxidado para formar nuevamente la aloxana, estableciendo un ciclo
oxido-reduccion para la formacion de radicales superéxido (Munday, 1988).
Uno de los principales blancos de las especies reactivas de oxigeno es el acido
desoxirribonucleico (ADN) de las células pancréaticas, el cual resulta
fragmentado después de la exposicion de las células B a la aloxana
(Takasu et al., 1991; Sakurai y Ogiso, 1995).

Ademas de la formacién de especies reactivas de oxigeno tras la
administracion de aloxana, se ha descrito que existen otros procesos toxicos
que incluyen la oxidacion de grupos sulfhidrilo, inhibicion de la glucoronidasa
y la induccién de alteraciones en las concentraciones de calcio, con lo que se

produce un desbalance en la homeostasis y muerte celular (Dunn et al., 1943).

Por otro lado, se ha demostrado que el efecto de aloxana no es
suficientemente selectivo, ya que produce dafio hepatico (Szkudelski, 2001) al
ser administrado en dosis diabetogénicas (65 mg/kg, Katsumata et al., 1992),
ademas de que existe un rango muy pequefio de seguridad en términos de

toxicidad letal y el efecto diabetogénico (Lenzen et al., 1996).

3.4.2 Mecanismo de accién de la estreptozotocina STZ

La STZ (2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa) es sintetizada
por el hongo Streptomycetes achromogenes y ha sido usada como agente

diabetogénico (Szkudelski, 2001). El rango de dosis empleado para este
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compuesto es entre 40 a 60 mg/kg via intraperitoneal (i.p.), dosis que se
utilizan de manera eficaz (Ganda et al., 1976); mientras que dosis inferiores a

40 mg/kg pueden ser poco eficaces (Katsumata et al., 1992).

Este compuesto es capturado por las células B pancreaticas via el
transportador de glucosa GLUT 2 (Schnedl et al., 1994; Thulesen et al., 1997),
lo cual resulta en produccidn de especies reactivas de oxigeno que ocasionan
la fragmentacion del ADN y cambios deletéreos en las células
(Takasu et al., 1991; Bedoya et al., 1996). El dafio al ADN inducido por la STZ
activa el proceso de poli-ribosilacion del ADP (Sandler y Swenne, 1983). Este
proceso ocasiona la deplecién del dinucleétido de nicotinamida y adenina en
su forma oxidada, ademas de una reduccion del contenido de ATP
(Heller et al., 1994) y una subsecuente inhibicidn en la sintesis y secrecion de
insulina (Nukatsuka et al., 1990).

Otro mecanismo de accion atribuido a la STZ es la participacion del 6xido
nitrico, el cual produce destruccion de las células pancreéticas y contribuye al
dafio del ADN (Morgan et al., 1994; Kréncke et al., 1995). En este sentido, se
ha reportado que al exponer las células B del pancreas a STZ se presentan
cambios caracteristicos de la accion del éxido nitrico como el incremento en la
actividad de la guanilil ciclasa y una potenciacién en la formacion del guanosin

monofosfato ciclico (Turk et al., 1993).

3.5 Alteraciones centrales y periféricas en la DM tipo |

Se ha descrito un gran numero de alteraciones anatomicas, funcionales vy
bioquimicas que afectan el cerebro, la médula espinal y nervios periféricos de
animales diabéticos (Tomlinson et al., 1992; Ozturk et al., 1996). Por ejemplo,
a nivel del sistema nervioso autbnomo de ratas diabéticas se ha observado
degeneracion del tejido ganglionar, disminuciéon del calibre axonal y
desmielinizacion (Monckton y Pehowich, 1980; Tomlinson y Yosof, 1983;
Schmidt y Pulard, 1986; Kniel et al., 1986). Por otro lado, en el sistema
nervioso central, la DM tipo | provoca reduccion en el peso del cerebroy en el
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volumen neocortical, el cual esta asociado con una reduccion del nUmero de
neuronas corticales (Jakobsen et al., 1987). Todos estos cambios centrales y

periféricos son consistentes con el decremento en la actividad neuronal.

En cuanto a los cambios bioquimicos, se ha reportado en estudios
clinicos (Roy et al., 1989) y en modelos experimentales de DM tipo | inducidos
por STZ (Hicks et al., 1998), que la DM tipo | est4 asociada con alteraciones
en el control autonémico cardiovascular, que a su vez, esta ligada con cambios
en los sistemas catecolaminérgicos centrales y periféricos (Gallego et al.,
2003), asi como en la densidad de receptores (Lozovsky et al., 1981;
Sumiyoshi et al., 1997).

En este sentido, en ratas diabéticas pretratadas con STZ: (i) el contenido
de dopamina se encuentra reducido en el sistema nigroestriatal, mientas que
los niveles de dopamina se encuentran disminuidos en el ganglio estelar
periférico (Gallego et al., 2003); (ii) las concentraciones plasmaticas de
noradrenalina, dopamina e histamina pueden estar aumentadas, sin cambios
o disminuidas, respectivamente (Fushimi et al., 1984; Hollis et al., 1985;
James et al., 1997; Gill et al., 1998; Gallego et al., 2003); y (iii) la densidad de
receptores adrenérgicos a2 (Padayatti y Paulose, 1999) y dopaminérgicos
D2-like (Lozovsky et al., 1981; Sumiyoshi et al., 1997) a nivel central esta
incrementada. Sin embargo, estas alteraciones a nivel periférico o a nivel
central dependen de la duracién y de la severidad de esta enfermedad
(Gallego et al., 2003).

Adicionalmente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que
existe una activacion diferencial de los subtipos de receptores adrenérgicos az
gue inhiben el tono simpéatico vasopresor al compararlo con ratas diabéticas
descerebradas y desmeduladas. Es decir, en ratas diabéticas, el tono
simpatico vasopresor es mediado por los subtipos de receptores aza y azs, pero
no por el subtipo azc (Altamirano-Espinoza et al., 2015); mientras que en ratas
normoglicémicas, esta simpato-inhibicion involucra la participacion de los

subtipos a2a, azs y azc (Villamil-Hernandez et al., 2013).
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CAPITULO 4
UBICACION DEL PROYECTO

4.1 Justificacion

Se ha reportado que en ratas normoglicémicas descerebradas vy
desmeduladas, la estimulacion selectiva de fibras autonémicas simpaticas que
inervan el corazén produce cardioaceleracion, respuesta que es inhibida por
la activacion de receptores aza/azc adrenérgicos (Cobos-Puc et al., 2007),
dopaminérgicos D2 (Altamirano-Espinoza et al.,, 2013) y receptores
histaminérgicos Hs (Pinacho-Garcia et al., 2016). Sin embargo, hasta el
momento no se ha reportado en la literatura cientifica internacional si estos
mismos receptores estan involucrados en la simpato-inhibicion de las
respuestas cardioaceleradoras en ratas diabéticas descerebradas Yy
desmeduladas.

Por lo tanto, consideramos de suma importancia identificar el perfil
farmacolégico de los subtipos de receptores az-adrenérgicos, Do2-like
dopaminérgicos, asi como de receptores histaminérgicos Hs y Ha que inhiben
el tono simpatico cardioacelerador en un modelo experimental de diabetes
inducido por STZ en ratas descerebradas y desmeduladas. El hecho de
identificar posibles alteraciones en dicho perfil farmacol6égico durante el
desarrollo de la DM, representaria el potencial de encontrar nuevos blancos
farmacolégicos para el tratamiento de algunas complicaciones
cardiovasculares que se desencadenan durante esta enfermedad

(e.g. la neuropatia autonémica cardiovascular).

4.2 Hipbtesis

En ratas diabéticas versus ratas normoglicémicas, es posible que exista un
cambio diferencial en la activacion de los subtipos de receptores adrenérgicos
a2 y dopaminérgicos D2-like, asi como de los receptores histaminérgicos Hs y

Ha4 que inhiben el tono simpatico cardioacelerador.
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CAPITULO 5
OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Identificar farmacolégicamente los subtipos de receptores adrenérgicos az,
dopaminérgicos D2-like y los receptores histaminérgicos Hs y Ha involucrados
en la inhibicion del tono simpatico cardioacelerador en un modelo experimental

de diabetes inducida por STZ.

5.2 Objetivos particulares

Investigar en ratas diabéticas descerebradas y desmeduladas el efecto de la
administracion de bolos i.v. de los siguientes antagonistas (0 sus respectivos
vehiculos) sobre las respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion

eléctrica simpética:

5.2.1 BRL44408 (adrenérgico aza), imiloxan (adrenérgico azs) o JP-1302
(adrenérgico azc) en ratas con una infusion i.v continua de B-HT 933 o
del vehiculo correspondiente.

5.2.2 L-741,626 (dopaminérgico D2), SB-277011-A (dopaminérgico Ds3) o
L-745,870 (dopaminérgico D4) en ratas con una infusion i.v. continua de
quinpirol o del vehiculo correspondiente.

5.2.3 Tioperamida (histaminérgico Hs) o JNJ7777120 (histaminérgico Ha4) en
ratas con una infusion i.v. continua de immepip o del vehiculo

correspondiente.
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CAPITULO 6
DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Animales

Se utilizé un total de 205 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre
250-300 g. Los animales se mantuvieron con alimento y agua ad libitum en
una habitacion con una temperatura de 22 + 2 °C, una humedad relativa del
50% y un ciclo de luz obscuridad de 12:12 horas.

Todos los procedimientos y los protocolos experimentales de la presente
investigacion se realizaron de acuerdo a lo establecido por el Comité de Etica
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Cinvestav-IPN (CICUAL-Cinvestav, No. de Protocolo: 0139-15) y siguiendo lo
establecido por la Normal Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de Animales
de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

6.2 Procedimiento General

La cantidad inicial de animales se dividi6 en dos principales sets: (i) set 1
(n=155); y (ii) set 2 (n=50). En el set 1, los animales se indujeron a diabetes
mediante una administracion de STZ (50 mg/kg; i.p.) la cual se disolvié en
solucién amortiguadora con citratos (pH=4.5). En el set 2 (grupo control de
ratas normoglicémicas), los animales se trataron con una administracion del
vehiculo (solucion amortiguadora con citratos, 1 mil/kg). Para ambos sets, se
esperd un periodo de 4 semanas de evolucién. El peso corporal asi como las
concentraciones de glucosa, se determinaron antes y hasta 4 semanas
después de la administracién de STZ o del vehiculo. Para el set 1, solamente
se consideraron animales diabéticos aquellos que presentaron niveles de
glucosa >300 mg/dl. Para ambos sets: (i) los niveles de glucosa se

determinaron mediante el uso de un glucémetro Accu-check y tiras reactivas
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de la misma marca; y (ii) el peso corporal se determiné con el uso de una

balanza granataria.

Después de las 4 semanas de la administracion de STZ o vehiculo, todos
los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p.). Una
vez que los animales se encontraron bajo los efectos del anestésico, se realizo
una traqueostomia insertando una canula de polietileno en la traquea del
animal con la finalidad de asistir con respiracion artificial a los animales a
través de una bomba de respiracion Ugo Basile modelo 7025 (velocidad de 56
ciclos/minuto) (Kleinman y Radford, 1964). Finalizando la operacion, se realizé
la descerebracion y desmedulacién, la cual consistié en la insercion de un
estilete de acero inoxidable a través de la oOrbita ocular y el foramen magnum,
hasta el foramen vertebral (Shipley y Tilden, 1947). El estilete fue reemplazado
por un electrodo de estimulacion, esmaltado excepto por 1 cm localizado a
7 cm de la punta, de tal manera que el segmento no esmaltado se localizara a
nivel de las vértebras C7-T1, para estimular selectivamente el tono simpatico
cardioacelerador y no alterar de manera significativa la presion arterial
sistémica (Gillespie y Miur, 1967; Villalon et al., 1999).

Posteriormente, se realiz6 una vagotomia bilateral a nivel cervical y se
colocaron catéteres de polietileno en: (i) venas femorales izquierda y derecha
para la infusion de agonistas y la administracion de antagonistas,
respectivamente; y (ii) arteria carétida izquierda para el registro de la presion
arterial y frecuencia cardiaca mediante un transductor de presion Grass
(P23XL); ambas se registraron simultdneamente mediante el uso de un
tacografo (7P4F, Grass Intruments Co., Quincy, MA, U.S.A). La temperatura
corporal de los animales se mantuvo a 37 °C mediante una lampara de

tungsteno, y se monitored con un termémetro rectal.

Previo a la estimulacion eléctrica, los animales se pretrataron con:
(i) galamina (25 mg/kg, i.v.) con la finalidad de prevenir los espasmos
musculares producidos por la estimulacion de las fibras motoras; y (ii)

desipramina (50 pg/kg; un inhibidor de la recaptura de noradrenalina). Bajo
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estas condiciones, las respuestas simpato-inhibitorias producidas por un
agonista dado son particularmente mas pronunciadas a bajas frecuencias de
estimulacién (Villalon et al., 1999). La estimulacion eléctrica se realizd
aplicando trenes de descarga monofasicos de 10 segundos, pulsos
rectangulares de 2 milisegundos a 50 V, y con frecuencias de estimulacion
crecientes de 0.03, 0.1, 0.3, 1y 3 Hz.

6.3 Protocolos Experimentales

Para evaluar el efecto simpato-inhibitorio de cada agonista, asi como el papel
de los (sub)tipos de receptores involucrados, ambos sets de animales se
dividieron en 9 grupos con sus respectivos subgrupos (n=5 cada uno), como

se describe a continuacion:

6.3.1 Efecto de una infusion i.v. continua de vehiculo o B-HT 933 sobre las
respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica

simpética o bolos i.v. de noradrenalina.

Grupo 1. Un total de 20 ratas (n=10 ratas diabéticas; n=10 ratas
normoglicémicas) fue dividido en 2 subgrupos respectivamente (n=5) para
determinar las respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulaciéon
eléctrica, en presencia de infusiones i.v. continuas de: (i) solucion salina (0.02
ml/min); y (ii) B-HT 933 (30 y 100 pg/kg.min).

Grupo 2. Conformado por 20 ratas (n=10 ratas diabéticas; n=10 ratas
normoglicémicas), se dividié en 2 subgrupos respectivamente (n=5), los cuales
recibieron bolos i.v. de noradrenalina a las dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1y 3 pg/kg,
en presencia de una infusion i.v. continua de: (i) solucion salina (0.02 ml/min);
y (ii) B-HT 933 (100 pg/kg.min).
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6.3.2 Efecto per se de los vehiculos o de los antagonistas BRL44408;
imiloxan o JP-1302 sobre las respuestas cardioaceleradoras inducidas

por estimulacion eléctrica simpética en animales diabéticos

Grupo 3. Este grupo (n=25 diabéticas) se dividié en 5 subgrupos (n=5 cada
uno), a los cuales se les administré respectivamente bolos i.v. de: (i) solucion
salina (1ml/kg); (i) DMSO 10% (1 ml/kg); (iii) BRL44408 (az2a; 300 pg/kg);
(iv) imiloxan (az2s; 10,000 ug/kg); y (v) JP 1302 (azc; 1,000 ug/kg). Diez minutos
después de cada administracion, se realizo una curva E-R, con la finalidad de
analizar el efecto per se de cada compuesto sobre las respuestas

cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica.

6.3.3 Efecto simpato-inhibitorio producido por una infusion i.v. continua de
B-HT 933 en animales diabéticos pretratados con los antagonistas
BRL44408; imiloxan o JP-1302

Grupo 4. Conformado por 25 animales, este grupo se dividié en 5 subgrupos
(n=5 cada uno) para determinar las respuestas cardioaceleradoras inducidas
por estimulacion eléctrica durante una infusion continua de B-HT 933, en
animales diabéticos pretratados con bolos i.v. de: (i) solucion salina (1ml/kg);
(i) DMSO 10% (1 ml/kg); (iii) BRL44408 (a2a; 300 pg/kg); (iv) imiloxan (azs;
10,000 pg/kg); y (v) JP-1302 (a2c 1,000 pg/kg). Diez minutos después de cada
administracién, cada subgrupo recibié una infusion i.v. continua de 100 ug/kg
B HT 933, y diez minutos después se realiz6 una curva E-R como se menciond

anteriormente.

6.3.4 Efecto de una infusién i.v. continua de vehiculo o quinpirol sobre las
respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica

simpatica o bolos i.v. de noradrenalina.

Grupo 5. La cantidad inicial de ratas (n=20) se dividi6 en dos grupos (n=10
ratas diabéticas; n=10 ratas normoglicémicas). De cada grupo se obtuvieron

dos subgrupos respectivamente (n=5) y se determinaron las respuestas
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cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica, en presencia de
infusiones i.v. continuas de: (i) solucion salina (0.02 ml/min); y (ii) quinpirol

(3y 10 ug/kg.min).

Grupo 6. Conformado por 20 ratas (n=10 ratas diabéticas; n=10 ratas
normoglicémicas), se dividio en 2 subgrupos respectivamente (n=5), los cuales
recibieron bolos i.v. de noradrenalina a las dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1y 3 pg/kg,

en presencia de una infusion i.v. continua de: (i) solucién salina (0.02 ml/min);

y (ii) quinpirol (10 ug/kg.min).

6.3.5 Efecto per se de los vehiculos o de los antagonistas L-741,626;
SB-277011-A; o L-745,870 sobre las respuestas cardioaceleradoras

inducidas por estimulacion eléctrica simpatica en animales diabéticos

Grupo 7. Este grupo (n=25 diabéticas) se dividié en 5 subgrupos (n=5 cada
uno), a los cuales se les administré respectivamente bolos i.v. de: (i) agua
bidestilada (1 ml/kg); (i) DMSO 0.5% (1 ml/kg); (iii) L-741,626 (D2; 300 ug/kg);
(iv) SB-277011-A (D3;300 ug/kg); y (v) L-745,870 (D4;100 pg/kg). Diez minutos
después de cada administracién, se realizé una curva E-R, con la finalidad de
analizar el efecto per se de cada compuesto sobre las respuestas

cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica.

6.3.6 Efecto simpato-inhibitorio producido por una infusion i.v. continua de
quinpirol en animales diabéticos pretratados con los antagonistas
L-741,626; SB-277011-A; o L-745,870

Grupo 8. Este grupo (n=25) se dividié en 5 subgrupos (n=5 cada uno), para
determinar las respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion
eléctrica durante una infusion i.v. continua de quinpirol, en animales diabéticos
pretratados con bolos i.v de: (i) agua bidestilada (1 ml/kg); (i) DMSO 0.5%
(1 ml/kg); (iii) L-741,626 (D2; 300 pg/kg); (iv) SB-277011-A (Ds; 300 ug/kg); y
(v) L-745,870 (Da4; 100 ug/kg). Diez minutos después de la administracién de

cada antagonista, cada subgrupo recibio una infusion i.v. continua de quinpirol
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(10 pg/kg.min) y, diez minutos después se realiz6 una curva E-R como se

menciond anteriormente.

6.3.7 Efecto de una infusion i.v. continua de vehiculo o immepip sobre las
respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion eléctrica
simpatica

Grupo 9. La cantidad inicial de ratas (n=25) se dividi6 en dos grupos

(n=15 ratas diabéticas; n=10 ratas normoglicémicas). En ratas diabéticas, se

determinaron las respuestas cardioaceleradoras inducidas por estimulacion

eléctrica, en presencia de infusiones i.v. continuas de: (i) solucion salina

(0.02 mil/min); (i) immepip  (3y 10 pg/kg.min); e (iii) immepip (30 y

100 ug/kg.min). En ratas normoglicémicas, se determinaron las respuestas

cardioaceleradoras inducidas por estimulacién eléctrica, en presencia de

infusiones i.v. continuas de: (i) solucion salina (0.02 ml/min); e (ii) immepip

(3 y 10 ug/kg.min) (n=5 cada subgrupo).

6.4 Compuestos utilizados

Ademas del anestésico (pentobarbital sédico), los compuestos utilizados en
este trabajo (obtenidos de las compafias indicadas) fueron los siguientes:
estreptozotocina, acido citrico, citrato de sodio, triyodo de galamina, clorhidrato
de desipramina, clorhidrato de (+)-noradrenalina, quinpirol (dihidrocloridrato de
quinpirol), L-741,626 ((*)-3-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxipeperidiniljmetilindol),
SB-277011-A (dihidroclorato de N-[trans-4-[2-(6-ciano-3,4-dihidro-2(1H)-
isoquinolinilo)etil]ciclohexil]-4-quinolinacarboxamida, L-745,870 (hidroclorato
de 3-[[4-(4-clorofenil)piperazin-1-iljmetil]-1H-pirrolo[2,3-b]piridina, BRL44408
(maleato de 2-[2H-(1-metil-1,3-dihidroisoindol)metill]-4,5-dihidroimidazol),
imiloxan (hidroclorato de (2-[(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-2il)metill]-1-etil-1H-
imidazol), immepip (dihidrobromuro de 4-(1H-imidazol-4-ilmetill)piperidina)
(obtenidos de Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), B-HT 933
(dihidroclorato de 6-etil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-oxazolo[4,5-d]azepin-2-amino)
(obtenido de Tocris Cookson Inc., Ellisiville, MO, USA) y JP-1302 (clorhidrato
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de acridin-9-il-[4-(4-metilpiperazina-1-il)-fenilamina]) (cortesia de Orion
Corporation ORION PHARMA, Turku, Finlandia)

Todos los compuestos fueron disueltos en solucion salina, excepto:
(i) estreptozotocina, la cual se disolvié en solucion amortiguadora con citratos
(0.1 M, pH=4.5); (ii) L-741,626 disuelto en DMSO 0.5%; (iii) SB-277011-A y
L-745,870 disueltos en agua bidestilada; y (iv) BRL44408 disuelto en DMSO
0.5%.

Las dosis mencionadas en el texto se refieren a la base libre de las
sustancias, excepto en el caso de galamina, desipramina, noradrenalina y

B-HT 933, los cuales hacen referencia a sus respectivas sales.

6.5 Andlisis estadistico

Todos los datos en el texto y las figuras son presentados como la media + el
error estandar de la media. Inicialmente, la diferencia entre los valores del peso
corporal y las concentraciones de glucosa antes y después del tratamiento con
vehiculo o STZ se evalud utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Se
determinaron los cambios maximos de la frecuencia cardiaca producidos por
estimulacién eléctrica simpética o por la administracion de bolos i.v. de
noradrenalina después de la administracion de agonistas o0 antagonistas. La
diferencia en los valores basales de presion arterial diastolica y frecuencia
cardiaca dentro de un subgrupo de animales, antes y después de las
infusiones i.v. continuas de los agonistas o de los bolos i.v. de los antagonista

o noradrenalina se evalué mediante la prueba t-Student pareada.

Ademas, las diferencias entre los cambios en la frecuencia cardiaca
dentro de un subgrupo de animales se evaluaron mediante un ANOVA de dos
vias de medidas repetidas seguido de la prueba post hoc
Student-Newman-Keuls (Steel y Torrie, 1980). Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas cuando P<0.05.
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CAPITULO 7
RESULTADOS

7.1 Efecto de la estreptozotocina o vehiculo

Los valores de glucosa en sangre (mg/dl) y peso corporal (g) de los animales
antes y después de las 4 semanas de la administracion de STZ fueron
estadisticamente significativos (P<0.001): (i) 402 + 5 g antes y 290 + 3 g
después de la administracién de STZ; y (ii) 104 + 1 mg/dl antes y 543 + 5 mg/d|I
después de la administracion de STZ. En cuanto a los animales a los que se
les administré el vehiculo de la STZ (buffer citrato de sodio), se observa
diferencia significativa (P<0.01) solo en el peso corporal (200 + 2 g antes y
288+ 2 g después de la administracion del vehiculo), pero no en las
concentraciones de glucosa (107 + 3 mg/dl antes y 102 + 3 mg/dl después de

la administraciéon del vehiculo) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la estreptozotocina o vehiculo. Cambios en el peso
corporal y en la concentracion de glucosa antes y después de la administracion
de solucién amortiguadora con citratos (vehiculo) o STZ respectivamente.
***P<(0.001 vs dia cero.
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7.2 Variables hemodindmicas

Los valores basales de presion arterial diastélica y frecuencia cardiaca en las
ratas normoglicémicas (n=50) fueron 48 + 5 mmHg y 257 = 5 latidos/min,
respectivamente; mientras que en ratas diabéticas (n=155), estos valores
fueron 52 + 1 mmHg y 227 + 4 latidos/min (P<0.05), respectivamente. En
ambos grupos, estas variables hemodindmicas no se modificaron
significativamente (P>0.05) después de la administracion de galamina o
desipramina (administrados en bolos i.v.). Por otro lado, la administracion de:
() los agonistas B-HT 933 (adrenérgico az), quinpirol (dopaminérgico D2-like)
e immepip (histaminérgico Hs/Ha4); (i) los vehiculos solucion salina, agua
bidestilada, DMSO 0.5%, DMSO 10%,; o (iii) los antagonistas BRL 44408 (aza)
imiloxan (azs), JP-1302 (azc), L-741,626 (D2), SB-277011-A (Ds) o L-745,870
(D4); no modificaron significativamente los valores basales de presion arterial
diastélica y frecuencia cardiaca (P>0.05, datos no mostrados).

7.3 Efecto de salina o B-HT 933 sobre las respuestas taquicéardicas
inducidas por estimulacion eléctrica simpética o por bolos i.v. de

noradrenalina en ratas normoglicémicas y diabéticas

La figura 7 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién
eléctrica o por bolos i.v. de noradrenalina antes (control) y durante infusiones
i.v. continuas de: (i) solucién salina (0.02 ml/min); o (ii) B-HT 933 (30 y
100 pg/kg.min, para las curvas E-R, 0 100 pg/kg.min para las curvas D-R); en
ratas normoglicémicas (paneles superiores) y diabéticas (paneles inferiores).
En ambos grupos de animales, la estimulacién eléctrica preganglionar
selectiva (C7-T1, Figura 7A, B, E, F) o la administracion de bolos i.v. de
noradrenalina (0.03-3 pg/kg, Figure 7C, D, G, H) produjeron incrementos
frecuencia- y dosis-dependiente en la frecuencia cardiaca. En este sentido,
tanto en ratas normoglicémicas como en diabéticas, las infusiones continuas
de solucion salina, no produjeron cambios (P>0.05) en las respuestas

taquicardicas que recibieron infusion continua de solucion salina, las

37



Eduardo Rivera Mancilla, 2018 @ Departamento de Farmacobiologia

respuestas taquicardicas producidas por estimulacion eléctrica (Figura 7A, E)
o las producidas por bolos i.v. de noradrenalina (Figura 7C, G).

En marcado contraste, en animales normoglicémicos y diabéticos que
recibieron infusiones continuas de B-HT 933, las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacion eléctrica simpatica fueron inhibidas de manera
dependientes de la frecuencia y la dosis (Figura 7B, F), siendo la dosis de
100 pg/kg.min la que produjo el mayor efecto (P<0.05), mientras que las
respuestas taquicardicas inducidas por bolos i.v. de noradrenalina
permanecieron sin cambios (Figura 7D, H). Es importante destacar que el
efecto simpato-inhibitorio cardiaco producido por 100 pg/kg.min de B-HT 933
fue mayor en ratas diabéticas en comparacion con ratas normoglicémicas
(ver Tabla No. 1). Por otro lado, debido a que la dosis de 100 pg/kg.min de
B-HT 933 produce mayor inhibicion que la dosis de 30 pg/kg.min en ratas
diabéticas y normoglicémicas (P<0.05), se eligi6 la dosis de 100 pg/kg.min

para el resto de los experimentos

Tabla 1. Simpato-inhibicion cardiaca producida por B-HT 933 en ratas
normoglicémicas y diabéticas

Frecuencias de estimulacién (Hz)
0.03 0.1 0.3 1 3
Porcentaje de inhibicion (%)
Normoglicémicas 41 +13 539 49+5 379 34+4
Diabéticas 62+5 66 +7 50+7 52+2 52 + 2*

Porcentaje de inhibicion producido por B-HT 933 (100 pg/kg.min) sobre las
respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica simpatica a
diferentes frecuencias de estimulacién (0.03-3 Hz) en ratas normoglicémicas y

diabéticas. *P<0.05 versus ratas normoglicémicas.
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Figura 7. Efecto del B-HT 933 o vehiculo sobre las respuestas
taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica simpatica o por bolos
i.v. de noradrenalina. Incrementos en la frecuencia cardiaca inducidos por
estimulacién eléctrica simpatica (A, B, E, F) o por bolos i.v. de noradrenalina
(C, D, G, H) en ratas normoglicémicas (panel superior) y diabéticas (panel
inferior) antes (control) y durante infusiones i.v. continuas de: (A, C, E, G)
solucion salina; o (B, D, F, H) B-HT 933 (n=5 para cada subgrupo). Los
simbolos sélidos (M,A ™, 4A) indican diferencia significativa vs control

(P<0.05). *P<0.05 vs 30 pg/kg.min de B-HT 933.
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7.4 Efecto per se de los vehiculos o antagonistas de los subtipos de
receptores adrenérgicos oza, 02z O o2c Ssobre las respuestas
taquicardicas producidas por estimulacion eléctrica simpatica en

ratas diabéticas

La figura 8 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica antes y después del tratamiento i.v. con DMSO 10% (1 mil/kg),
solucion salina (1 ml/kg), BRL44408 (300 pg/kg), imiloxan (10,000 pg/kg) o
JP-1302 (1,000 pg/kg). Dichas respuestas taquicardicas permanecieron sin
cambios significativos (P>0.05) después de la administracion de DMSO 10%
(Figura 8A), solucion salina (Figura 8B), BRL44408 (Figura 8C), imiloxan
(Figura 8D) o JP-1302 (Figura 8E).
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Figura 8. Efecto per se de los vehiculos o antagonistas adrenérgicos a2
sobre las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién eléctrica
simpética. Efecto per se de bolos iv. de: (A) DMSO 10% (1 ml/kg);
(B) solucion salina (1 ml/kg); (C) BRL44408 (300 pg/kg); (D) imiloxan (10,000
po/kg); o (E) JP-1302 (1,000 pg/kg) (n=5) sobre los incrementos de la
frecuencia cardiaca producidos por estimulacion del tono simpatico cardiaco

en ratas diabéticas. P>0.05 en todos los casos.

40



Eduardo Rivera Mancilla, 2018 @ Departamento de Farmacobiologia

7.5 Efecto de los vehiculos o antagonistas de los subtipos de
receptores adrenérgicos a2 sobre la simpato-inhibicién cardiaca
producida por B-HT 933 en ratas diabéticas

La figura 9 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica simpética antes (control) y después del tratamiento i.v. con DMSO
10% (1 ml/kg), solucién salina (1 ml/kg), BRL44408 (300 pg/kg); imiloxan
(10,000 pg/kg) o JP-1302 (1,000 pg/kg) seguido por una infusion continua de
B-HT 933 (100 pg/kg.min). La inhibicion inducida por B-HT 933: (i) permanecio
sin cambios después de la administracion de DMSO 10% (Figura 9A) o
solucién salina (Figura 9B); (ii) parcialmente bloqueada por 300 ug/kg de
BRL44408 (Figura 9C) y 1,000 pg/kg de JP-1302 (Figura 9E); y (iii)) abolida
después de 10,000 pg/kg de imiloxan (Figura 9D).
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Figura 9. Papel de los subtipos de receptores adrenérgicos a2 sobre la
simpato-inhibicién producida por 100 pg/kg.min de B-HT 933 en ratas
diabéticas. Efecto del tratamiento con bolos i.v. de: (A) DMSO 10% (1 ml/kg);
(B) solucion salina (1 mil/kg); (C) BRL44408 (300 ug/kg); (D) imiloxan
(10,000 ug/kg); o (E) JP-1302 (1,000 pg/kg) (n=5 para cada subgrupo) sobre
la simpato-inhibicion de las respuestas taquicardicas producidas por B-HT 933
(100 pg/kg.min) en ratas diabéticas. Los simbolos soélidos (®,®) indican

diferencia significativa vs control (P<0.05).
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7.6 Efecto de salina o quinpirol sobre las respuestas taquicéardicas
inducidas por estimulacién eléctrica simpatica o por bolos i.v. de

noradrenalina en ratas normoglicémicas y diabéticas

La figura 10 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica (A, B, E, F) o por bolos i.v. de noradrenalina (C, D, G, H) antes (control)
y durante infusiones i.v. continuas de: (i) solucion salina (0.02 ml/min); o
(i) quinpirol (3 y 10 pg/kg.min, para las curvas E-R, o 10 pg/kg.min para las
curvas D-R); en ratas normoglicémicas (paneles superiores) y diabéticas
(paneles inferiores). Tanto en ratas normoglicémicas como en diabéticas que
recibieron infusiéon continua de solucién salina, las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacién eléctrica (Figura 10A, E) asi como las inducidas por
bolos i.v. de noradrenalina (Figura 10C, G) permanecieron sin cambios
(P>0.05). Por otra parte, en animales normoglicémicos y diabéticos que
recibieron infusiones i.v. continuas de quinpirol, las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacién eléctrica simpatica fueron inhibidas de manera
dependiente de la frecuencia y la dosis (Figura 10B, F), siendo la dosis de
10 pg/kg.min la que produjo el mayor efecto (P<0.05), mientras que las
respuestas taquicardicas inducidas por bolos iv. de noradrenalina

permanecieron sin cambios (Figura 10D, H).

Es importante destacar, que el efecto simpato-inhibitorio cardiaco
producido por 10 pg/kg.min de quinpirol fue mayor en ratas diabéticas en
comparacién con ratas normoglicémicas (ver Tabla No. 2). Ademas, debido a
gue la dosis de 10 pg/kg.min de quinpirol produjo mayor inhibicién que la dosis
de 3 pg/kg.min en ratas diabéticas y normoglicémicas (P<0.05), se eligi6 la

dosis de 10 pg/kg.min para el resto de los experimentos.
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Figura 10. Efecto del quinpirol o vehiculo sobre las respuestas taquicardicas

inducidas por estimulacién eléctrica simpatica o por bolos i.v. de noradrenalina.

Incrementos en la frecuencia cardiaca inducidos por estimulacién eléctrica

simpatica (A, B, E, F) o por bolos i.v. de noradrenalina (C, D, G, H) en ratas

normoglicémicas (panel superior) y diabéticas (panel inferior) antes (control) y

durante infusiones i.v. continuas de: (A, C, E, G) solucion salina; o (B, D, F, H)

quinpirol (n=5 para cada subgrupo). Los simbolos sélidos (N, A =,

) indican

diferencia significativa vs control (P<0.05); *P<0.05 vs 10 pg/kg.min de

quinpirol.
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Tabla 2. Simpato-inhibicion cardica producida por quimpirol en ratas

normoglicémicas y diabéticas

Frecuencias de estimulaciéon (Hz)
0.03 0.1 0.3 1 3
Porcentaje de inhibicién (%)
Normoglicémicas 397 373 43+ 3 45+ 4 353
Diabéticas 70 £ 1* 70 + 4* 62 + 2* 64 + 2* 57 + 2*

Porcentaje de inhibicion producido por quinpirol (10 pg/kg.min) sobre las
respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién eléctrica simpética a
diferentes frecuencias de estimulacién (0.03-3 Hz) en ratas normoglicémicas y

diabéticas. *P<0.05 versus ratas normoglicémicas.

7.7 Efecto per se de los vehiculos o antagonistas de los subtipos de
receptores dopaminérgicos D2, D3 o Ds sobre las respuestas
taquicardicas producidas por estimulacién eléctrica simpatica en

ratas diabéticas

La figura 11 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién
eléctrica antes y después del tratamiento i.v. con agua bidestilada (1 ml/kg),
DMSO 0.5% (1 ml/kg), L-741,626 (300 pg/kg), SB-277011-A (300 ug/kg) o
L-745,870 (100 ug/kg). Dichas respuestas no se modificaron
significativamente (P>0.05) después de la administracion de agua bidestilada
(Figura 11A), DMSO 0.5% (Figura 11B), L-741,626 (Figura 11C), SB-277011-A
(Figura 11D) o L-745,870 (Figura 11E).
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Figura 11. Efecto per se de los vehiculos o antagonistas dopaminérgicos
D2—like sobre las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica simpéatica. Efecto per se de bolos i.v. de: (A) agua bidestilada
(1 mi’kg); (B)DMSO 0.5% (1 ml/kg); (C)L-741,626 (300 pg/kg);
(D) SB-277011-A (300 pg/kg); o (E) L-745,870 (100 pg/kg) (n=5) sobre los
incrementos de la frecuencia cardiaca producidos por estimulacion del tono

simpético cardiaco en ratas diabéticas. P>0.05 en todos los casos.

7.8 Efecto delos vehiculos o antagonistas de los subtipos de receptores
dopaminérgicos D2, D3 o0 D4 sobre la simpato-inhibicion cardiaca

producida por quinpirol en ratas diabéticas

La figura 12 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién
eléctrica simpética antes (control) y después del tratamiento i.v. con agua
bidestilada (1 ml/kg), DMSO 0.5% (1 ml/kg), L-741,626 (300 pg/kg);
SB-277011-A (300 pg/kg) o L-745,870 (100 pg/kg) seguido por una infusion
continua de quinpirol (10 pg/kg.min). La inhibicién inducida por quinpirol:
(i) permanecio sin cambios después de la administracion de agua bidestilada
(Figura 12A) o DMSO 0.5% (Figura 12B); (ii) fue abolida por 300 ug/kg del
antagonista selectivo D2, L-741,626 (Figura 12C), 300 ug/kg de SB-277011-A
(antagonista selectivo D3, Figura 12D) o 100 pg/kg del antagonista selectivo Da,
L-741,626 (Figura 12E).
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Figura 12. Papel de los subtipos de receptores dopaminérgicos D2—like
sobre la simpato-inhibicién producida por 10 pg/kg.min de quinpirol en
ratas diabéticas. Efecto del tratamiento con bolos i.v. de: (A) Agua bidestilada
(2 ml’kg); (B) DMSO 0.5% (1 mlkg); (C)L-741,626 (300 pg/kg);
(D) SB-277011-A (300 pg/kg); o (E) L-741,870 (100 pg/kg) (n= 5 para cada
subgrupo) sobre la simpato-inhibicion de las respuestas taquicardicas
producidas por quinpirol (10 pg/kg.min) en ratas diabéticas. Los simbolos
solidos (™) indican diferencia significativa vs control (P<0.05).

7.9 Efecto de salina o immepip sobre las respuestas taquicéardicas
inducidas por estimulacion eléctrica simpéatica en ratas

normoglicémicas y diabéticas

La figura 13 muestra las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica antes (control) y durante infusiones i.v. continuas de: (i) solucién salina
(0.02 ml/min); (ii) immepip (3y 10 pg/kg.min) en ratas normoglicémicas y
diabéticas; o (iii) immepip (30 y 100 pg/kg.min) en ratas diabéticas. Tanto en
ratas normoglicémicas como en diabéticas que recibieron infusion continua de
solucion salina, las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion
eléctrica (Figura 13A, C) permanecieron sin cambios (P>0.05). Por otra parte,
en animales normoglicémicos que recibieron infusiones i.v. continuas de
immepip, las respuestas taquicardicas inducidas por estimulacién eléctrica
simpatica fueron inhibidas de manera dependiente de la frecuencia y la dosis
(Figura 13B), siendo la dosis de 10 pg/kg.min la que produjo el mayor efecto
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(P<0.05). En marcado contraste, en ratas diabéticas, dosis de hasta
100 pg/kg.min de immepip no produjeron ningun cambio (P>0.05) en las
respuestas taquicardicas producidas por estimulacién eléctrica (Figura 13D, E).
En vista de los hallazgos en ratas diabéticas (Figura 13D, E) no se considerd
necesario: (i) analizar el efecto de dicho agonista sobre las respuestas
taquicardicas producidas por bolos i.v. de noradrenalina; (ii) utilizar los
antagonistas selectivos Hs y H4 para analizar su efecto per se o el papel de

dichos receptores sobre la simpato-inhibicion cardiaca.

—— Normoglicémicas —— I Diabéticas |
A B [od D E
O Control -0~ Control O Control -G~ Control <> Control
Salina (0.02 ml/min} Immepip Salina (0.02 ml/min) Immepip Immepip
O qer O 3 pg/kg.min O 1er O 3 pg/kg-min O 30 pg/kg.min
244 10 pg/kg.min A gda 10 pg/kg.min 100 pglkg.min

£ 120

E

@

o

B

R

I

S— 80.

o

o

=

©

£

o

(%]

& 404

Q

c

@

S

o

(4]

1

s 04

<  rr-r-r-r-  r-r-r-r-r—-  rerr—r—r— -t

001 01 1 10 0.01 04 1 10 001 01 1 10 0.01 04 1 10 001 01 1 10
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)

Figura 13. Efecto del immepip o vehiculo sobre las respuestas taquicardicas
inducidas por estimulacién eléctrica simpatica. Incrementos en la frecuencia
cardiaca inducidos por estimulacion eléctrica simpética en ratas
normoglicémicas (A, B) y diabéticas (C, D, E) antes (control) y durante
infusiones i.v. continuas de: (A, C) solucion salina; o (B, D, E) immepip (n=5
para cada subgrupo). Los simbolos solidos (M,4) indican diferencia

significativa vs control (P<0.05). * P<0.05 vs 3 pg/kg.min de immepip.
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CAPITULO 8
DISCUSION

8.1 General

Con base en las anormalidades autonOmicas cardiacas mostradas
previamente en ratas pretratadas con STZ (diabéticas) (Gallego et al., 2003;
Altamirano-Espinoza et al., 2015), nuestro estudio muestra: (i) alteraciones
diferenciales en la simpato-inhibicién cardiaca producida por B-HT 933,
quinpirol e immepip entre ratas descerebradas y desmeduladas
normoglicémicas y pretratadas con STZ (diabéticas); y (ii) cambio en el perfil
farmacoldégico de los subtipos de receptores adrenérgicos a2 y dopaminérgicos
D2-like que median la inhibicion del tono simpatico cardioacelerador. Es decir,
en ratas diabéticas: (i) la simpato-inhibicion cardiaca producida por el
B-HT 933 y el quinpirol es mas pronunciada que en ratas normoglicémicas
(Figuras 7 y 10 asi como Tablas 1 y 2); (ii) el immepip no produjo
simpato-inhibicion cardiaca (Figura 13D, E), en comparacion con ratas
normoglicémicas (Figura 13B); y (iii) la simpato-inhibicién cardiaca producida
por B-HT 933 y quinpirol es mediada por los subtipos de receptores
adrenérgicos az (i.e. aza, 0z Yy oOzc; Figura 9) y dopaminérgicos D2-like

(i.e. D2, D3y Dg; Figura 12), respectivamente.

Ademas, las respuestas producidas por los agonistas B-HT 933 y
quinpirol fueron consideradas simpato-inhibitorias ya que estos compuestos
inhibieron las respuestas taquicardicas producidas por estimulaciéon eléctrica
simpética sin afectar las producidas por bolos i.v. de noradrenalina
(Figuras 7 y 10), como lo reportado previamente (Cobos-Puc et al., 2007;
Altamirano-Espinoza et al., 2013). Interesantemente, el immepip, el cual
produce  simpato-inhibicion  cardiaca en ratas  normoglicémicas
(Pinacho-Garcia et al., 2016) (Figura 13B), no produjo simpato-inhibicion en

animales diabéticos (Figura 13D, E).

48



Eduardo Rivera Mancilla, 2018 @ Departamento de Farmacobiologia

La interpretacion de estos hallazgos sugieren que el tono simpético
cardioacelerador en ratas diabéticas (comparado con normoglicémicas)
involucra la activacion diferencial de los subtipos de receptores adrenérgicos
a2 (i.e. aza, 028 Y O2c) y dopaminérgicos D2-like (i.e. D2, D3 y Da), asi como de

los receptores histaminérgicos Ha/Ha.

8.2 Efecto de laadministracion de estreptozotocina: correlacion con un

modelo experimental de diabetes tipo |

La administracién de una sola dosis de STZ (50 mg/kg; i.p.) en ratas, produce
incrementos en las concentraciones de glucosa en sangre y pérdida de peso
corporal (Hicks et al., 1998; Altamirano-Espinoza et al., 2015). Adicionalmente,
en dicho modelo experimental se ha reportado que existe la aparicion de
algunas caracteristicas tipicas de la diabetes como poliuria, polidipsia y
polifagia (Gallego et al., 2003).

En cuanto a los incrementos significativos en las concentraciones de
glucosa sanguinea y la pérdida de peso corporal, nuestros resultados son
consistentes con lo previamente observado (Figura 6) (Hicks et al., 1998;
Altamirano-Espinoza et al., 2015). Por otro lado, en los animales a los que se
les administré STZ, se observo un incremento en la ingesta de agua y alimento,
asi como en la excrecion de orina. Sin embargo, en el presente estudio no se
hicieron mediciones exactas que pudieran demostrar estas Ultimas
caracteristicas. A pesar de esto y bajo nuestras condiciones experimentales,
podemos sugerir que se mimetizaron dos de las principales caracteristicas
tipicas de la DM I: la hiperglucemia crénica y la pérdida de peso corporal
(Hicks et al., 1998; Gallego et al., 2003; De Angelis et al., 2009;

Altamirano-Espinoza et al., 2015).

8.3 Variables hemodinamicas sistémicas

Debido a que en el presente estudio se utilizaron ratas descerebradas y

desmeduladas: (i) la funcionalidad del sistema nervioso central
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(e.g. mecanismos compensatorios del reflejo baroreceptor y efectos centrales
de los compuestos) es categdricamente excluida; y (ii) los valores basales de
frecuencia cardiaca y presion arterial diastdlica son mas bajos que los
determinados en ratas anestesiadas (no descerebradas y desmeduladas), las

cuales todavia tienen un tono simpatico neurogénico (Centurion et al., 2004).

En este sentido, considerando solamente ratas descerebradas y
desmeduladas, los valores de frecuencia cardiaca en ratas diabéticas
(227 + 7 latidos/minuto) fueron significativamente mas bajos (P<0.05) que los
obtenidos en ratas normoglicémicas (257 + 5 latidos/minuto) (ver seccion de
Resultados). Estos valores son, de alguna manera, consistentes con los
determinados en ratas conscientes (ver Apéndice 1.1), en donde los valores
de frecuencia cardiaca al dia 0, 7, 14, 21, y 28 después de la administracion
de STZ fueron, respectivamente, 411 + 8, 401 + 28, *360 + 8, *371 + 9 y
*366 + 7 latidos/minuto (*P<0.05; n=6). Por lo tanto, estos valores indican que
después de 14 dias de la administracion de STZ la funcionalidad cardiaca (en
términos de frecuencia cardiaca) se encuentra alterada. Esta disminucion en
la frecuencia cardiaca, independientemente de las condiciones experimentales
(ratas descerebradas y desmeduladas o ratas conscientes), puede estar
relacionada con: (i) cambios en las propiedades electrofisiolégicas del corazén
(Hicks et al., 1998); y/o (ii) alteraciones en la expresion y/o densidad de
receptores adrenérgicos 3 cardiacos durante la diabetes (Dincer et al., 2001;
Sellers y Chess-Williams, 2001), considerando que la modulacion de la funcion

cardiaca es modulada por receptores adrenérgicos  (Hoffman, 2001).

En contraste, el tono vascular sistémico no se encuentra afectado en
animales diabéticos (Hicks et al., 1998; Altamirano-Espinoza et al., 2015).
Consistente con estas observaciones, los valores basales de la presion arterial
diastolica no fueron significativamente diferentes (P>0.05): (i) en ratas
descerebradas y desmeduladas diabéticas (52 + 1 mmHg) y normoglicémicas
(48 + 5 mmHg) (ver seccién de Resultados); y (ii) en ratas conscientes (93 + 8,
109 + 8,97 + 10,102 + 9, 78 + 7 mmHg, n=6; al dia 0, 7, 14, 21 y 28 despueés
de la administracion de STZ; ver Apéndice 1.1). La razon por la cual los valores
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basales de presion arterial diastdlica, pero no los de frecuencia cardiaca,
permanecieron sin cambios en animales diabéticos es desconocida, pero
parece ser que los receptores adrenérgicos [ cardiacos se encuentran

afectados en animales pretratados con STZ (diabéticos) (Atkins et al., 1985).

Adicionalmente, el hecho de que los valores basales de frecuencia
cardiaca y presion arterial diastolica permanecieran sin cambios durante las
infusiones continuas de B-HT 933, quinpirol e immepip en ratas
normoglicémicas y diabéticas implica que estos agonistas: (i) fueron usados a
tasas de infusion y dosis apropiadas para investigar las respuestas
simpato-inhibitorias sin producir efectos cardiovasculares sistémicos; e
(ii) interactian directamente con su respectivo receptor en los nervios
simpaticos cardiacos (Cobos-Puc et al., 2007; Altamirano-Espinoza et al.,
2013; Pinacho-Garcia etal., 2016). Finalmente, el hecho de que las
respuestas taquicardicas inducidas por estimulacion eléctrica simpatica no
fueran modificadas durante infusiones continuas del vehiculo (solucion salina)
(Figuras 7A, E; 10A, E; y 13A, C) muestra que: (i) la simpato-inhibicién
producida (por B-HT 933, quinpirol o immepip) no se debe a la taquifilaxis; y
(if) estas respuestas son altamente reproducibles bajo nuestras condiciones

experimentales.

8.4 Simpato-inhibicién diferencial producida por B-HT 933, quinpirol e
immepip en ratas diabéticas descerebradas y desmeduladas:

comparacién farmacolégica con ratas normoglicémicas

El hecho de que la simpato-inhibicion cardiaca producida por 100 pg/kg.min
de B-HT 933 (Figura 7F) y 10 upg/kg.min de quinpirol (Figura 10F) en ratas
diabéticas fuera mas pronunciada (P<0.05) que en ratas normoglicémicas (ver
Tablas 1y 2), sin afectar las respuestas taquicardicas producidas por bolos i.v.
de noradrenalina (Figura 7H y Figura 10H), sugiere que bajo condiciones
diabéticas existe un papel mas predominante de receptores
simpato-inhibitorios adrenérgicos a2 y dopaminérgicos D2-like. De acuerdo con

esta sugerencia, numerosos estudios en modelos experimentales de diabetes
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inducida con STZ han demostrado que los sistemas catecolaminérgicos y el
papel modulador de sus receptores se encuentran alterados
(Figlewicz et al., 1996; Gallego et al., 2003). Por ejemplo, algunos autores han
reportado un incremento en la densidad de los receptores adrenérgicos az y
dopaminérgicos Do2-like a nivel central en ratas tratadas con STZ
(Lozovsky et al., 1981; Sumiyoshi et al., 1997; Padayatti y Paulose, 1999).
Ciertamente, nuestro modelo experimental de la rata descerebrada y
desmedulada no proporciona evidencias directas sobre los mecanismos
moleculares involucrados en el papel predominante de estos receptores en
ratas diabéticas. Sin embargo, algunas posibles hipétesis pueden incluir un
incremento en: (i) activacion de proteinas Gio y simpato-inhibicion cardiaca
funcional; (ii) factores dependientes del tejido tales como la densidad de
receptores (i.e. adrenérgicos az y dopaminérgicos D2-like) y la eficacia en el
acoplamiento); y/o factores dependientes del farmaco tales como la afinidad
de la noradrenalina y dopamina (como ligandos endd6genos) y sus agonistas
relacionados (i.e. B-HT 933 y quinpirol) para cada uno de estos receptores.
Ciertamente, se requiere de experimentos adicionales para explorar estas

hipétesis, los cuales estan fuera del alcance del presente estudio.

Sorprendentemente, cuando exploramos la accidon simpato-inhibitoria
cardiaca del immepip (un agonista de los receptores histaminérgicos Hs/Has) en
ratas diabéticas descerebradas y desmeduladas (comparada con ratas
normoglicémicas), encontramos que incluso a dosis 1 unidad logaritmica
mayor (Figura 13D, E) que en ratas normoglicémicas (Figura 13B) no se
produjo simpato-inhibicion cardiaca. De hecho, 3 y 10 pug/kg.min de immepip
son dosis suficientemente altas para interactuar con receptores Hs
preunionales (pero no H4) que modulan respuestas cardiovasculares en ratas
normoglicémicas descerebradas y desmeduladas (Manrique-Maldonado et al.,
2015; Pinacho-Garcia et al., 2016).

Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que, a diferencia de lo que
ocurre en ratas normoglicémicas (Pinacho-Garcia et al., 2016), los receptores

histaminérgicos Hs/Ha4 no tienen un papel simpato-inhibitorio cardiaco en ratas
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diabéticas. Sin embargo, es notable que los receptores histaminérgicos Hs y
Hs se encuentran sobre-expresados en rifiones de ratas diabéticas
(Rosa et al., 2013; Pini et al., 2015) muy probablemente como un mecanismo
compensatorio para la NAC producida en individuos diabéticos
(Vinik et al., 2003).

8.5 Analisis del efecto per se de los antagonistas utilizados sobre el

tono simpatico cardioacelerador en ratas diabéticas

Con el propdésito de identificar farmacologicamente el perfil de los subtipos de
receptores adrenérgicos a2 y dopaminérgicos De-like involucrados en la
inhibicion del tono simpatico cardioacelerador, se utilizaron como herramientas
farmacoldgicas los antagonistas BRL44408 (aza), imiloxan (azs), JP-1302
(azc), L-741,626 (D2); SB-277011-A (Ds) o L-745,870 (Da4). Debido a que el
B-HT 933 (agonista adrenérgico az) y el quinpirol (agonista dopaminérgico
D2-like) fueron elegidos para producir simpato-inhibicion cardiaca bajo
nuestras condiciones experimentales, el bloqueo de dicho efecto por alguno
de los antagonistas antes mencionados puede involucrar el bloqueo del
subtipo de receptor correspondiente. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de un efecto per se sobre las respuestas taquicardicas producidas

por estimulacion eléctrica simpatica debido a interacciones postunionales.

Por lo tanto, consideramos una condicidon sine qua non investigar el
efecto per se de la administracién i.v. de los antagonistas antes mencionados
(asi como de los vehiculos correspondientes) sobre las respuestas
taquicardicas inducidas por estimulacién eléctrica simpatica en ratas

diabéticas.

En este sentido, la administracion i.v de los antagonistas BRL44408
(aza, Figura 8C); imiloxan (az2s, Figura 8D); JP-1302 (azc, Figura 8E); L-741,626
(D2, Figura 11C); SB-277011-A (Ds, Figura 11D) o L-745,870 (D4, Figura 11E)
0 sus respectivos vehiculos (Figura 8A, B y Figura 11A, B) no modifico

(P>0.05) las respuestas taquicardicas producidas por estimulacion eléctrica

53



Eduardo Rivera Mancilla, 2018 @ Departamento de Farmacobiologia

simpética. Cabe mencionar que las dosis utilizadas de dichos antagonistas son
lo suficientemente altas para bloquear a sus respectivos receptores
(Cobos-Puc et al, 2007; Altamirano-Espinoza et al.,, 2015;
Pinacho-Garcia et al., 2016) y, de hecho, las mismas dosis fueron usadas para
bloguear la simpato-inhibicion producida por los agonistas B-HT 933 y

quinpirol.

8.6 Participacion de los subtipos de receptores adrenérgicos a: en la
simpato-inhibicién cardiaca producida por el B-HT 933 en ratas

diabéticas: comparacién farmacoldgica con ratas normoglicémicas

Para la identificacion farmacologica de los subtipos de receptores
adrenérgicos az (i.e. oz2a, azs y a2c), utilizamos los antagonistas selectivos
BRL44408 (aza); imiloxan (azs) o JP-1302 (0zc) a dosis suficientemente altas
para bloquear los receptores a2a, a2 O 0d2c Simpato-inhibitorios
(Cobos-Puc et al., 2007; Altamirano-Espinoza et al., 2015). Desde que la
simpato-inhibicién cardiaca producida por 100 pg/kg.min de B-HT 933 fue:
(i) parcialmente bloqueada por 300 pg/kg de BRL44408 (Figura 9C) y 1000
ug/kg de JP-1302 (Figura 9E); y (i) abolida después de 10000 upg/kg de
imiloxan (Figura 9D), nuestros resultados sugieren que en ratas diabéticas
descerebradas y desmeduladas, dicha simpato-inhibicién cardiaca es mediada
principalmente por el subtipo de receptor adrenérgico azs, y en menor
proporcion por los subtipos aza y a2c. Estos resultados contrastan con lo
previamente reportado en ratas normoglicémicas descerebradas Yy
desmeduladas (Cobos-Puc et al.,, 2007), en donde la simpato-inhibicion
producida por el B-HT 933 es mediada por los subtipos de receptores aza y

a2c, pero no por los azs.

Es cierto que nuestros hallazgos no pueden explicarse simplemente en
términos de antagonismo puro de un solo subtipo de receptor en vista de que
en el modelo de la rata descerebrada y desmedulada, los factores
farmacocinéticos tales como el metabolismo y la excrecion de los farmacos no

pueden ser categlricamente excluidos. Sin embargo, el hecho de que la
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simpato-inhibicion producida por 100 B-HT 933 pg/kg.min haya sido
parcialmente por los antagonistas BRL44408 (300 pg/kg) y JP-1302
(1000 pg/kg); y abolida por imiloxan (10000 pg/kg) claramente apoya el papel

de los tres subtipos de receptores adrenérgicos ao.

De acuerdo con esta sugerencia, diversos estudios han demostrado que
en la DM existen alteraciones en el papel modulador de estos receptores. Por
ejemplo: (i) la densidad de receptores adrenérgicos az a nivel central se
encuentra incrementada (Padayatti y Paulose, 1999); (ii) existe un incremento
en el flujo de noradrenalina y del tono simpatico (Thackeray et al., 2012), y
(iii) existe un papel diferencial en la activaciéon de dichos receptores que
inhiben el tono simpético vasopresor (Altamirano-Espinoza et al., 2015). Sin
embargo, bajo nuestras condiciones experimentales, y debido a que esto esta
fuera del objetivo de nuestro estudio, no es posible investigar las cuestiones
antes mencionadas, por lo que se requiere de experimentos adicionales que

ayuden a sustentar nuestra hipotesis.

8.7 Participacién de los subtipos de receptores dopaminérgicos D2 -like
en lasimpato-inhibicién cardiaca producida por el quinpirol en ratas

diabéticas: comparacién farmacoldgica con ratas normoglicémicas

En un intento por analizar el papel especifico de los subtipos de receptores
dopaminérgicos D2-like (i.e. D2, D3 y Da4) sobre la simpato-inhibicion cardiaca
producida por 10 pg/kg.min en ratas diabéticas, utilizamos los antagonistas
selectivos L-741,626 (D2); SB-277011-A (Ds3) o L-745,870 (Ds4) a dosis
suficientemente altas para bloquear por completo a sus respectivos receptores
en ratas descerebradas y desmeduladas (Altamirano-Espinoza et al., 2013;
Ruiz-Salinas et al., 2013).

Dado que la simpato-inhibicion cardiaca producida por 10 pug/kg.min fue
abolida después de la administracién i.v. de 300 pg/kg de L-741,626 (Figura
12C); 300 pg/kg de SB-277011-A (Figura 12D); o 100 pg/kg de L-745,870
(Figura 12E), nuestros resultados sugieren que en ratas diabéticas
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descerebradas y desmeduladas, dicha simpato-inhibicién cardiaca es mediada
por los subtipos de receptores dopaminérgicos D2, D3 y Da. Estos resultados
contrastan con lo reportado previamente en ratas normoglicémicas, en donde
la simpato-inhibicion cardiaca producida por quinpirol es mediada por el
subtipo de receptor D2, pero no por los subtipos Dz o0 Das
(Altamirano-Espinoza et al., 2013).

Diversos estudios en ratas normoglicémicas descerebradas vy
desmeduladas han mostrado el papel neurogénico (i.e. simpato-inhibitorio) de
los receptores dopaminérgicos D2-like (Alcantara-Vazquez et al., 2013;
Altamirano-Espinoza et al., 2013; Ruiz-Salinas et al., 2013). Sin embargo,
nuestros hallazgos incluyen el papel de estos receptores en condiciones
patologicas (i.e. diabetes experimental). Nosotros hipotetizamos que el hecho
que los subtipos de receptores dopaminérgicos D2, D3 y D4 estén involucrados
en la simpato-inhibicion cardiaca producida por el quinpirol (Figura 12C, D, E)
puede deberse a: (i) un incremento en la densidad de receptores
dopaminérgicos D2-like (Lozovsky et al., 1981; Sumiyoshi et al., 1997); y (ii) la
interaccion de los subtipos de receptores dopaminérgicos para formar
heterodimeros con propiedades farmacolégicas y funcionales Unicas
(Angers et al., 2002; Ferré et al., 2009; Milligan, 2009).

En este sentido, se ha reportado que los subtipo de receptores
dopaminérgicos D2 y Ds pueden formar heterodimeros (Scarselli et al., 2001;
Maggio et al., 2003; Novi et al., 2007), y que dicho heterodimero es el mas
importante debido a la estos subtipos de receptores comparten un alto grado
de homologia y muestran similares perfiles de union de ligando similares y
patrones de acoplamiento a las sefiales celulares (Neve et al.,, 2004).
Adicionalmente, el heterodimero dopaminérgico D2/D3 ha sido propuesto como
un nuevo agente terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, esquizofrenia y otros trastornos del sistema nervioso central
(Maggio y Millan, 2010. Sin embargo, no existe evidencia alguna sobre la

formacion de heterodimeros en la DM.
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8.8 Posibles implicaciones clinicas

Desde una perspectiva clinica, los receptores adrenérgicos a2 Yy
dopaminérgicos D2-like involucrados en la simpato-inhibicion cardiaca en
individuos diabéticos pueden representar blancos terapéuticos para el
tratamiento de complicaciones diabéticas tales como la NAC. En este contexto,
durante el desarrollo de la NAC (la principal forma de neuropatia autonémica
diabética), una reducida funcidon autondémica cardiovascular (medida por la
variabilidad de la frecuencia cardiaca) parece duplicar el riesgo relativo de
isquemia miocérdica silenciosa y mortalidad en los sujetos con DM tipo |
(Vinik et al., 2003). Ciertamente, se requieren de estudios in vivo para explorar
si los ligandos selectivos para los receptores antes mencionados son efectivos

para el tratamiento de la NAC.
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CAPITULO 9
CONCLUSION

Nuestros hallazgos en ratas diabéticas descerebradas y desmeduladas
sugieren que: (i) el efecto inhibitorio producido por quinpirol y B-HT 933 sobre
las respuestas taquicardicas producidas por estimulacion eléctrica simpatica
es mediado por la activacion de receptores simpato-inhibitorios; (i) el
B-HT 933 y el quinpirol producen un mayor efecto inhibitorio sobre las
respuestas cardioaceleradoras simpaticas en comparacion con las ratas
normoglicémicas; (iii) la simpato-inhibicién producida por 100 pg/kg.min de
B-HT 933 esta mediada por la activacién de los subtipos de receptores aza-,
azs, y Ozc-adrenérgicos (a diferencia de lo que ocurre en las ratas
normoglicémicas, donde unicamente los receptores a2a-, y azc-adrenérgicos
desempeiian un papel predominante; (iv) la simpato-inhibicién producida por
10 pg/kg.min de quinpirol estd mediada por la activacion de los subtipos de
receptores dopaminérgicos D2, D3 y D4 (a diferencia de lo que ocurre en las
ratas normoglicémicas, donde Unicamente los receptores D2 desempefian un
papel predominante); y (v) el immepip (3 y 10 pg/kg.min) produce un efecto

inhibitorio en ratas normoglicémicas, mas no en ratas diabéticas.

Con base en estos resultados, se puede concluir que en animales
diabéticos con 4 semanas de evolucién existen alteraciones en el perfil
farmacolégico de los receptores adrenérgicos a2, dopaminérgicos D2-like asi
como los receptores histaminérgicos Hs y Ha que inhiben el tono simpatico
cardioacelerador.
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CAPITULO 10
PERSPECTIVAS

El presente trabajo experimental fue realizado con el propdsito de aportar
informacion de suma importancia a la ciencia basica sobre los posibles
mecanismos que participan en la inhibicibn del tono simpatico
cardioacelerador en condiciones patologicas como la DM, empleando un
modelo experimental de DM tipo | (inducido por STZ), a través de la activacion
de los subtipos de receptores adrenérgicos a2 y dopaminérgicos D2-like. Sin
embargo, nuestra propuesta no se limita a la actividad de estos receptores en
las terminales simpéticas que inervan al corazén. Por tal motivo, las

perspectivas futuras resultantes de este trabajo de tesis podrian ser:

(i) Determinar si la inhibicibn del tono simpatico involucra la
participacion de receptores adrenérgicos az y dopaminérgicos
D2-like localizados en ganglios autonémicos.

(i) Investigar si en otras patologias metabdlicas (e.g. obesidad,
sindrome metabdlico) existen alteraciones en el perfil farmacoldgico
de dichos receptores.

(iii) Analizar la participacion de otros receptores acoplados a proteinas
Giio (e.g. serotoneérgicos 5-HTisipiar) en un modelo experimental de
diabetes tipo 1 inducido por STZ.

(iv) Determinar si existen otras alteraciones periféricas, tales como
cambios en las concentraciones de monoaminas en plasma
sanguineo de animales pretratados con STZ (i.e. noradrenalina,
dopamina e histamina), asi como la funcionalidad de los (sub)tipos
de receptores de las monoaminas involucradas en el presente
estudio.

(v) Cuantificar la densidad y/o expresion de los receptores adrenérgicos

a2, dopaminérgicos D2-like o histaminérgicos Hs y Ha.
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APENDICES

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES ADICIONALES

1.1. Determinacion de la frecuencia cardiaca y presion arterial
diastélica en ratas despiertas antes y después de cuatro semanas

de la administracion de STZ

Se ha demostrado que en modelos experimentales de diabetes mellitus
(inducidos con STZ), existen alteraciones en la frecuencia cardiaca, pero no en
la presion arterial diastolica o media, durante los primeros 14 dias después de
la administracién de STZ (Hicks et al., 1997). En este sentido, nos propusimos
evaluar posibles cambios en la frecuencia cardiaca y presién arterial diastélica
en nuestro modelo experimental de diabetes (STZ; 50 mg/kg, i.p) antes y hasta
las 4 semanas de la administracion de STZ. Para este propdsito, las ratas
despiertas y en libre movimiento (n=6), fueron colocadas en contenedores de
plastico para restringir su movimiento. Posteriormente, se colocé manguito de
presion con un sensor de pulso en la cola del animal. Se permitié que las ratas
se habituaran a este procedimiento de pretismografia durante 3 dias antes de
realizar los experimentos. Los valores de frecuencia cardiaca y presion arterial
diastélica se registraron utilizando un pretismégrafo Pressuremeter modelo
LE 5001, Panlab, Barcelona, Espafa); antes (dia 0), y cada 7 dias después de
la administracién de STZ (50 mg/kg), durante 28 dias. Se obtuvieron al menos

tres lecturas consecutivas para cada animal.

En la Figura 14 se muestran los valores de presién arterial diastolica y
frecuencia cardiaca en ratas despiertas, monitoreada antes y hasta las 4
semanas después de la administracion de STZ. En cuanto a la presion arterial
diastélica (Figura 14A), los valores del dia 0, 7, 14 21 y 28 fueron,
respectivamente: 93 + 8, 109 + 8, 97 + 10, 102+9 y 78 + 7 mm Hg, no

observandose diferencia significativa versus el dia 0 (P>0.05, antes de la
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administracion de STZ). Por otra parte, los valores de frecuencia cardiaca
(Figura 14B) al dia 0, 7, 14, 21 y 28 fueron, respectivamente, 411 + 8, 401 + 28,
*360 + 8, *371 + 9 y **366 + 7 latidos por minuto (*P<0.05 vs dia cero;
**P<0.01 vs dia cero).

La disminucién en los valores de la frecuencia cardiaca, podrian
relacionarse con cambios en el control neuroendocrino o en las propiedades
electrofisiolégicas del corazén (Hicks et al., 1997), asi como a cambios en el
control autondmico asociados a los cambios metabdlicos producidos por la
STZ (Schaan et al., 1997).

>
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Figura 14. Cambios en la presion arterial diastélica (A) y en la frecuencia
cardiaca (B) en ratas despiertas con cuatro semanas de evolucién de DM
tipo 1. t-Student, *P<0.05 dia 0 vs. dia 14 o 21. **P<0.01 dia 0 vs. dia 28.

1.2. Determinacién de grupos carbonilos en ratas normoglicémicas y

diabéticas

Se ha reportado que el estrés oxidativo y las especies reactivas de oxigeno
tienen un papel importante en la etiologia y/o progresion de algunas
enfermedades en los humanos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Los grupos
carbonilos, son el principal marcador de oxidacion de proteinas
(Berlett y Stadtman, 1997; Chevion et al., 2000; Beal, 2002), y la acumulacién
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de proteinas carbonilo (carbonyl proteins) ha sido observada en la diabetes
mellitus (Rahangdale et al., 2009). Uno de los métodos para la deteccién de
grupos carbonilos en las proteinas involucra su reaccion con la
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), la cual conlleva a la formacion de
2,4-dinitrofenilhidrazona (Levine et al., 1990; Levine et al., 1994). Para este
proposito, los grupos carbonilos libres fueron medidos usando 50 ul de suero
de ratas normoglicémicas o de ratas diabéticas (después de cuatro semanas
de la administracion del buffer citrato de sodio o STZ, respectivamente;
n=5 cada grupo) y 500 ul de DNPH 10 mM. La absorbancia fue medida a 375
nm para detectar la formaciébn de dinitrofenilhidrazonas (Reznick vy
Packer, 1994). Este producto fue corregido por la cantidad de proteina en la

muestra; parametro determinado por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

En la Figura 15 se muestran las concentraciones de carbonilos, expresadas
en nmoles de osazonas formadas por mg de proteina contenidos en la
muestra. En ratas normoglicémicas y diabéticas, la concentraciéon de
carbonilos fue de 0.68 + 0.16 y 1.14 + 0.16 nmol de osazonas por mg de
proteina, respectivamente. Aunque estos valores no fueron estadisticamente
significativos (P>0.05), se observa la tendencia de un incremento en la
concentracion de grupos carbonilos en ratas diabéticas en comparacion con
las normoglicémicas. Estos datos; (i) podrian sugerir que existe dafio oxidativo
en estos animales; (ii) son consistentes con estudios realizados en humanos,
en donde se reporta que existe un incremento en la concentracion de
carbonilos durante la diabetes mellitus (Telci et al., 2000); e (iii) indican que
dicho incremento en la concentracion de grupos carbonilo puede ser un

marcador temprano de estrés oxidativo (Reznick y Packer, 1994)
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Figura 15. Cuantificacion de grupos carbonilos en sueros de ratas
normoglicémicas y ratas diabéticas. La cuantificacion de grupos carbonilos
se realiz6 después de cuatro semanas de la administracion del vehiculo (buffer
citrato de sodio) o STZ, respectivamente. t-Student, P>0.05 (n=6 cada grupo).

1.3. Determinacion de metabolitos bioquimicos en ratas
normoglicémicas y diabéticas

La DM | comprende un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
una hiperglucemia cronica (Kharroubi y Darwish, 2015), asi como por
alteraciones en los lipidos plasmaticos (Verges, 2009). Se ha reportado, que
en modelos animales de diabetes (inducidos con STZ), existen incrementos
en las concentraciones de glucosa sanguinea (Hicks et al., 1998). Por otra
parte, en pacientes con DM I, existe un decremento en las concentraciones
plasmaticas de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidad) y un incremento
en colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad); asi como
hipertrigliceridemia (Guy et al., 2009). Con base en estos antecedentes, se
determind por medio de ensayos colorimétricos, la concentraciéon de glucosa,
colesterol total y triglicéridos utilizando 2 ul de suero de ratas normoglicémicas
y diabéticas después de cuatro semanas de la administracion del vehiculo

(buffer citrato de sodio) o STZ, respectivamente (n=6 cada grupo), 2 ul del
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calibrador para cada metabolito, y 200 pl de reactivo para glucosa, colesterol
total y triglicéridos. El procedimiento se realiz6 de acuerdo a las instrucciones
de cada kit, y la absorbancia fue medida a 546 nm. Estos procedimientos se
realizaron con la finalidad de poder confirmar algunas caracteristicas que

ocurren durante la DM | y validarlas en el modelo empleado en este proyecto.

En la figura 16 se muestran las concentraciones de glucosa (A),
colesterol total (B) y triglicéridos (C) en ratas normoglicémicas y diabéticas.
Los valores de glucosa en sangre fueron estadisticamente significativos
(P<0.01) en ratas diabéticas en comparacién con las normoglicémicas
(100 + 3 mg/dl y 432 + 23 mg/dl, respectivamente; Figura 16A). En cuanto a
las concentraciones de colesterol total, los valores en ratas normoglicémicas y
diabéticas no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P>0.05,
99 + 4 mg/dly 100 + 7 mg/dl; respectivamente, Figura 16B). Por otra parte, las
concentraciones de triglicéridos en ratas normoglicémicas y diabéticas fueron
de 101 + 8 mg/dl y 119 + 26 mg/dl, respectivamente. Aunque estos valores no
fueron diferentes estadisticamente (P>0.05; Figura 16C), se observa la
tendencia de un incremento en la concentracion de triglicéridos en ratas

diabéticas en comparacion con las normoglicémicas.
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Figura 16. Concentracion de metabolitos bioquimicos: (A) glucosa, (B)
colesterol total, (C) triglicéridos; determinados en suero de ratas

normoglicémicas y diabéticas. **P<0.01 (n=6 cada grupo).
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Differential cardiac sympatho-inhibitory responses produced
by the agonists B-HT 933, quinpirole and immepip in
normoglycaemic and diabetic pithed rats
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This study compared the cardiac sympatho-inhibitory responses produced by ago-
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CONACYT, Grant/Award Number: 219707 thetic outflow. Both in normoglycaemic and diabetic animals, B-HT 933 (until 100 ug/
kg per minute) and quinpirole (until 10 pg/kg per minute) inhibited the tachycardic
responses to electrical sympathetic stimulation, but not those to iv. bolus of exoge-
nous noradrenaline. These sympatho-inhibitory responses were mare pronounced in
diabetic than in normoglycaemic animals. Accordingly, the areas under the curve for
100 pg/kg per minute B-HT 933 and 10 pg/kg per minute guinpirole in diabetic rats
{1065 = 70 and 920 * 35, respectively) were significantly smaller (P < .05) than those
in normoglycaemic rats {1220 + 45 and 1360 + 42, respectively). In contrast, imme-
pip infusions produced cardiac sympatho-inhibition in normoglycaemic (until 10 pg/
kg per minute), but not in diabetic (until 100 pg/kg per minute) animals. Our results
suggest that in diabetic pithed rats: (i) the more pronounced cardiac sympatho-
inhibition to B-HT 933 and quinpirole may be probably due to up-regulation of o,-
adrenergic and dopamine D,-like receptors, respectively; (i) the histamine H,/H,
receptors do not seem to play a sympatho-inhibitory role; and (iii) there is a differen-
tial participation of «,-adrenergic and dopamine D,-like receptors, which may cer-
tainly represent therapeutic targets for the treatment of diabetic complications such
as cardiovascular autonomic neuropathy.
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1 | INTRODUCTION

It has previously been shown in normoglycaemic pithed rats that the
sympathetic tachycardic responses produced by selective pregan-
glionic spinal (C,-T,) stimulation (but not those by exogenous nor-
adrenaline) are inhibited during iv. continuous infusions of: B-HT
933 (a,-adrenergic receptor agonist),! quinpirole (dopamine D,-like
receptor agonist)? or immepip (histamine H,/H, receptor agonist).?
Moreover, the cardiac sympatho-inhibition produced by these ago-
nists is selectively blocked afteri.v. administration of, respectively: (i)
BRL44408 (w,,-adrenergic receptor antagonist) and MK912 («,-ad-
renergic receptor antagcmis‘c);1 (i) L-741,626 (dopamine D, receptor
subtype antagonist);? and {(iii) thioperamide (histamine H, receptor
antagonist).’ These receptor (sub) types are coupled to heterotri-
meric G, proteins® and have been associated with prejunctional
modulation of the release of noradrenaline and other neurotrans-
mitters in in vitro and in vivo models.*>

On the other hand, in certain metabolic disorders such as dia-
betes mellitus, some abnormalities related with the above receptors
have been demonstrated. For example, clinical studies® and experi-
mental models of type 1 diabetes induced by streptozotocin (STZ)”
are associated with alterations in the cardiovascular autonomic
control which, in turn, is linked to changes in central and periph-
eral catecholaminergic sys‘tems,B as well as in receptor densn'ty.?'10
Indeed, in STZ-pretreated (diabetic) rats: (i) the dopamine content is
reduced in the nigrostriatal system, while the noradrenaline levels
are decreased in the peripheral stellate ganglion;8 {ii) plasma levels
of noradrenaline, dopamine and histamine may be increased, un-

8114 414 (jii) the central densi-

changed or decreased, respectively;
ties of u,-adrenergic receptors®® and dopamine D,-like receptors™®
are increased. However, these alterations at the peripheral or central
level may change due to the duration and severity of this disease.®
Additionally, there is a differential activation of the w,-adrenergic
receptor subtypes that inhibit the vasopressor sympathetic outflow
when comparing diabetic and normoglycaemic pithed rats, namely:
in diabetic pithed rats the vasopressor sympatho-inhibition is medi-
ated by a,,- and w,g-, but not by a,-subtypes,'® whereas in normo-
glycaemic pithed rats this sympatho-inhibition involves the role of
typns Ay~ and oy subtypes.’” On this basis, the present study has
compared the possible alterations in the cardiac sympatho-inhibitory
responses produced by agonists at a,-adrenergic (B-HT 933), dopa-
mine D,-like (quinpirole) and histamine H,/H, (immepip) receptors

between normoglycaemic and STZ-pretreated (diabetic) pithed rats.

2 | RESULTS

2.1 | Effects of vehicle or streptozotocin on blood
glucose, body weight and plasma pH values

As shown in Table 1, before and after 4 weeks of i.p. treatment with
vehicle (citrate buffer) or STZ, the values of: (i) blood glucose (mg/
dL) remained without significant changes after vehicle (T, = 2170.5;
P = .808)), but markedly increased after STZ (T.. = 1540; P < .001);

TABLE 1 Blood glucose and body weight values in
normoglycaemic (n = 56) and diabetic (n = 61) rats before and after
4 wk of the administration of vehicle or STZ. Plasma pH values
were measured after the 4 wk -treatments in 6 normoglycaemic
and 6 diabetic rats

Normoglycaemic Diabetic
Before After Before After
Blood glucose 107 +3 103+1 104 +1 554+ 7
(mg/dL)
Body weight 201+2 288+2" 413+5 282+3
()
pH 7497 +0.042 7.478 +0.032

The pK,'s of B-HT 933 (8.03), quinpirole (9.65) and immepip (10.62)
[taken from ChEMBL data base (https://www.ebi.ac.uk/chembl)] suggest
that these agonists may be dissociated to some extent at the above
plasma pH values (implying that only the non-dissociated form of these
compounds will be capable of reaching the biophase).

Note that there was no significant difference (P > .05) beween: (i} plasma
pH values in normeglycaemic and diabetic animals; and (i) body weight
values after 4 wk of treatment with vehicle (normoglycaemic) and STZ
(diabetic),

P < 05 vs before administration of vehicle (normoglycaemic) or STZ (di-
abetic), respectively.

(i) body weight (g} increased after vehicle (T, = 666; P < .001), but
decreased after STZ (Tg; = 4564; P < .001). These results are consist-
ent with previous reports.7'1°

Certainly, we used 2 different body weights for the administra-
tion of vehicle or STZ because the tachycardic responses induced
by electrical stimulation are optimally obtained in animals weighing
around 280 g.7% In this respect, since the administration of STZ pro-
duced loss of body weight, as previously reported,”'¢ we used ani-
mals of approximately 400 g, which after 4 weeks had a body weight
of approximately 280 g. Moreover, for the administration of vehi-
cle we used animals of approximately 200 g, which increased their
weight after 4 weeks to around 280 g (approximating that in diabetic
rats; see Table 1).

On the other hand, as shown in Table 1, the plasma pH values
in normoglycaemic and diabetic rats were not significantly differ-
ent {t, = 0.344 with 10 degrees of freedom, P =.738), as previously
reported.®

2.2 | Systemic haemodynamic variables

The baseline values of diastolic blood pressure and heart rate in nor-
moglycaemic rats (n=50) were 48 £+ 5mm Hg and 257 + 5 beats/
min, respectively; while in diabetic rats (n = 55), these values were
51+ 1 mm Hg and 231 + 6* beats/min (U = 855.5; P < .001), respec-
tively. In both groups, these haemodynamic variables were not sig-
nificantly modified after i.v. administration of gallamine (t,, = -2.750
with 58 degrees of freedom, P = .180; t5, = -1.238 with 78 degrees of
freedom, P = .269; (t..~ -0.687 with 78 degrees of freedom, P = .786;
tos = =1.382 with 68 degrees of freedom, P =.108) or desipramine
(tsg = —1.737 with 98 degrees of freedom, P = .086; t;, = -1.879 with
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98 degrees of freedom, P=.063; t;; = -1.630 with 68 degrees of
freedom, P =.108; t;; = —0.247 with 68 degrees of freedom, P = .806
(given as i.v. bolus injection or i.v. continuous infusion). Moreover, the
i.v. continuous infusions of vehicle (saline) (U = 312.5, P = 1.0) or the
agonists B-HT 933 (x,-adrenergic) (U = 50, P = 1.0), quinpirole (dopa-
mine D,-like) (U = 50, P = 1.0) and immepip (histamine H,/H,) (U = 50,
P = 1.0) did not significantly modify the baseline values both diastolic
blood pressure and heart rate (data not shown).

2.3 | Effect of i.v. continuous infusions of

saline, B-HT 933 or quinpirole on the tachycardic
responses produced by sympathetic stimulation or
exogenous noradrenaline in normoglycaemic and
diabetic rats

Figures 1 and 2 show the tachycardic responses induced by: (i)
electrical sympathetic stimulation; and (ii) i.v. bolus injections of
noradrenaline in normoglycaemic (upper panel) and diabetic (lower
panel) rats. Both in normoglycaemic and diabetic animals infused
with physiological saline, the tachycardic responses induced by elec-
trical sympathetic stimulation (Figures 1A,E and 2A,E; Fy7q = 1.623,
P=.157; F,5,=.164, P=.994; F,;, =.671, P=.713; F,;,=.304,
P = .959; respectively) or i.v. noradrenaline (Figures 1C,G and 2C,G;
Fyag=-541, P=.708; F, ;o = 2.567, P = .078; F,,, =.602, P=.667;
F4.49 =1.389, P = .282; respectively) remained unchanged. In marked
contrast, i.v. continuous infusions of: (i) B-HT 933 (30 and 100 pg/
kg per minute) produced a dose-dependent inhibition on the tachy-
cardic responses to electrical sympathetic stimulation both in nor-
moglycaemic (F4.74 =4.078, P =.002; Figure 1B) as well as in diabetic
(F4.74 =9.106, P < .001; Figure 1F} animals; and {ii} quinpirole (3 and
10 pg/kg per minute) produced a dose-dependent inhibition on the
tachycardic responses to electrical sympathetic stimulation both in
normoglycaemic (F,,, = 21.726, P <.001; Figure 2B) as well as in
diabetic (F, ,, = 46.988, P < .001; Figure 2F) animals. It is to be noted
that this inhibition by B-HT 933 (Figure 1F) or quinpirole (Figure 2F)
was more pronounced in diabetic {compared to normoglycaemic)
animals, as shown in Tables 2 and 3. Accordingly, the areas under
the curve (AUC) for 100 pg/kg per minute BHT 933 and 10 pg/kg
per minute quinpirole in diabetic rats (1065 * 70 and 920 + 35, re-
spectively) were significantly smaller (tS = 964 with 8 degrees of
freedom, P < .05 and t; = 8.033 with 8 degrees of freedom, P < .001)
than those in normoglycaemic rats (1220 =45 and 1360 + 42, re-
spectively; Tables 2 and 3). Since 100 pg/kg per minute B-HT 933 or
10 pg/kg per minute quinpirole produced a greater inhibition, these
doses were chosen to analyse their effects on the tachycardic re-
sponses to iv. bolus injections of exogenous noradrenaline. Unlike
the inhibition observed on the sympathetic tachycardic responses,
the noradrenaline-induced tachycardic responses remained un-
changed in normoglycaemic (F, ,, =.841, P =.519 and Fq49 = 414,
P =.796; Figures 1D and 2D} and diabetic (F, ,, = .684, P = .614 and
Fy49=2.154, P=.121; Figures 1H and 2H) rats during these infu-
sions of B-HT 9233 and quinpirole, respectively.

WiILEY-2Z
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2.4 | Effect of iv. continuous infusions of
saline or immepip on the tachycardic responses
induced by electrical sympathetic stimulation
in normoglycaemic and diabetic rats

Figure 3 illustrates the tachycardic responses produced by electri-
cal sympathetic stimulation in normoglycaemic (Figure 3A,B) and
diabetic (Figure 3C-E) animals during the infusions of physiclogical
saline or immepip. These tachycardic responses, which remained
unchanged during i.v continuous infusions of physiological saline
{0.02 mL/min) in normoglycaemic (Figure 3A; F, 5, =.625, P=.751)
and diabetic (Figure 3C; F, ;, = 1.147, P = .361) rats, were: (i)} dose-
dependently inhibited during the i.v. continuous infusions of 3 and
10 pg/kg per minute immepip in normoglycaemic rats (Figures 3B
and 4A; F, ., = 4.013, P =.002), as previously reported by Pinacho-
Garcia et al,® who also showed that these infusions of immepip did
not inhibit the tachycardic responses to exogenous noradrenaline;®
and (ji) resistant to inhibition during the i.v. continuous infusions of 3
and 10 pg/kg per minute immepip (Figure 3D; F, ., = .378, P =.924)
and even by higher doses (30 and 100 pg/kg per minute immepip;
Figures 3E and 4B; F, ,, = 1.134, P =368} in diabetic rats. In view
of the latter findings (Figures 3D,E and 4B), we consider it unneces-
sary to analyse the effects of immepip on the noradrenaline-induced

tachycardic responses in diabetic rats.

3 | DISCUSSION

3.1 | General

Based on the cardiac autonemic abnormalities previously shown in
STZ-pretreated (diabetic) rats,®*¢ our study further shows differen-
tial alterations in the cardiac sympatho-inhibition produced by B-HT
933, quinpircle and immepip between normoglycaemic and STZ-
pretreated (diabetic) pithed rats, namely, in diabetic animals: {i) the
cardiac sympatho-inhibition produced by B-HT 933 and quinpirole
is more pronounced than that in normoglycaemic rats (Figures 1
and 2; Tables 2 and 3); and (ii) immepip failed to produce cardiac
sympatho-inhibition (Figures 3D,E and 4B), contrasting with nor-
moglycaemic rats (Figures 3B and 4A). The simplest interpretation
of these findings suggests that the cardioaccelerator sympathetic
outflow in diabetic (as compared to normoglycaemic) rats involves
a differential activation of u,-adrenergic, dopamine D,-like and his-
tamine H,/H, receptors. Admittedly, we did not measure directly
the release of noradrenaline from sympathetic nerves, but it was
determined indirectly by assessment of the evoked tachycardic
responses induced by sympathetic stimulation, as previously re-
portecl.“’i9 In this respect, it is noteworthy that, unlike exogenous
noradrenaline given i.v., sympathetic nerves can release, in addition
to noradrenaline, several co-transmitters including neuropeptide Y,
ATP, galanin, etc.;* accordingly, a postjunctional action of B-HT 933
and quinpirole (and also immepip in normoglycaemic animals) on

these co-transmitters cannot be categorically excluded.
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FIGURE 1 Effect of B-HT 933 on the tachycardic responses induced by electrical sympathetic stimulation or exogenous noradrenaline in
normoglycaemic and diabetic pithed rats, Tachycardic responses to electrical stimulation (A, B, E, F) or i.v. bolus injections of noradrenaline
(C, D, G, H) in normoglycaemic (upper panel) and diabetic {lower panel) pithed rats, elicited during i.v. continuous infusions of saline

{0.02 mL/min) or B-HT 933 (30 and 100 pg/kg per min for 5-R curves and 100 pg/kg per min for D-R curves) (n = 5 each subgroup). Empty
symbols depict either control responses (©) or non-significant (P > .05) responses (0,4) vs contral. Solid symbols (m,4) represent significantly
different responses (P < .05) vs control. *P < .05 vs 30 pg/kg per min B-HT 933

Accordingly, the responses to B-HT 933 and quinpirole were
considered sympatho-inhibitory as these compounds inhibited the
sympathetic tachycardic responses without affecting those by ex-
ogenous noradrenaline (Figures 1 and 2), as reported earlier.21?
Interestingly, immepip, which produces cardiac sympatho-inhibition
in normoglycaemic rats® {Figures 3B and 4A), failed to do so in dia-

betic animals (Figures 3D,E and 4B).

3.2 | Systemic haemodynamic variables

Since pithed rats were used in this study: (i) the functionality of the
central nervous system (e.g. baroreflex compensatory mechanisms
and central effects of compounds) can be categorically excluded; and
(ii) the baseline values of heart rate and diastolic blood pressure are
both lower than those determined in anaesthetised (non-pithed) rats,
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FIGURE 2 Effect of quinpirole on the tachycardic responses induced by electrical sympathetic stimulation or exogenous noradrenaline
in normoglycaemic and diabetic pithed rats. Tachycardic responses to electrical stimulation (A, B, E, F) or i.v. bolus of noradrenaline (C, D, G,
H) in noermoglycaemic (upper panel) and diabetic (lower panel) pithed rats, elicited during i.v. continuous infusions of saline (0.02 mL/min) or
quinpirole (3 and 10 pg/kg per min for 5-R curves and 10 pg/kg per min for D-R curves) (n = 5 each subgroup). Empty symbols depict either
control responses (0) or non-significant (P > .05) responses (0,4)vs control. Solid symbols (m,4) represent significantly different responses

(P <.05) vs control. *P < .05 vs 3 ug/kg per min quinpirole

which still have a neurogenic sympathetic tone.?® Moreover, consid-
ering only pithed rats, the baseline values of heart rate in diabetic
rats (231 + 6 beats/min) were significantly lower (U = 855.5; P < .001)
than those in normoglycaemic rats (257 + 5 beats/min) (see Results
section). These values are, somehow, consistent with those deter-
mined in conscious rats, in which the baseline values of heart rate at O,
7,14, 21 and 28 days after administration of STZ were, respectively:

411+8, 401+28, *360+8, *371+9 and *366 + 7 beats/min
(", = 3.171 with 8 degrees of freedom, P =.011; "t, = 3.262 with 8
degrees of freedom, P = .012; t, = 4.374 with 8 degrees of freedom,
P =.002; n = 6; unpublished observations). Hence, these values in-
dicate that after 14 days of STZ treatment the cardiac functionality
(in terms of heart rate) is already altered. These significantly lower
values of heart rate, irrespective of the experimental (pithed or
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Frequency (Hz) TABLE 2 Percentage of inhibition
. v produced by B-HT 933 (100 ng/kg per
0.03 0.1 0.3 1 3 min) on sympathetically-induced
tachycardic responses at different
Percentage of inhibition (%) frequencies of stimulation (0.03-3 Hz) in
Normoglycaemic 41213 5319 4955 37t9 3414 normoglycaemic and diabetic pithed rats.
Diabetic 62+5 66+7 56+7 52+2 52 +2*

B-HT 933-induced cardiac sympatho-inhibition in normoglycaemic {(AUC = 1220 + 45; n = 5) and
diabetic (AUC = 1065 + 40%; n = 5) pithed rats.
*P < .05 vs normoglycaemic rats.

TABLE 3 Percentage of inhibition
Frequency (Hz) produced by quinpirole (10 pg/kg per min)
on sympathetically-induced tachycardic
responses at different frequencies of
Percentage of inhibition {%) stimulation (0.03-3 Hz) in normoglycaemic
and diabetic pithed rats.

0.03 0.1 0.3 1 3

Normoglycaemic 397 373 43+3 45+ 4 35+3
Diabetic 70+ 1° 704" 62+£2" 64+ 2" 5727
Quinpirole-induced cardiac sympatho-inhibition in normoglycaemic (AUC = 1360 £ 42; n=5) and

diabetic (AUC = 920 + 35%; n = 5) pithed rats.
*P < .05 vs normoglycaemic rats.
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FIGURE 3 Effect of immepip on the tachycardic responses induced by electrical sympathetic stimulation in normoglycaemic and diabetic
pithed rats. Tachycardic responses to electrical sympathetic stimulation in (A, B) normoglycaemic and (C, D, E) diabetic pithed rats, elicited
during i.v. continuous infusions of saline {0.02 mL/min} or immepip (3 and 10 pg/kg per min for normoglycaemic rats; and 3, 10, 30, and

100 pg/kg per min for diabetic rats) (n = 5 each subgroup). Empty symbals depict either control responses (©) or non-significant (P > .05)
responses (0,4)vs control, Solid symbols (B,4) represent significantly different responses (P < .05) vs control. *P < .05 vs 3 pg/kg per min
immepip

conscious) conditions, may be related with: (i) changes in the elec- is modulated by p-adrenergic receptors.?® In contrast, the systemic
trophysiological properties of the heart;” and/or (i) alterations in the vascular tone is not markedly affected in diabetic animals.”'®
expression and/or density of cardiac B-adrenergic receptors during Consistent with this view, baseline values of diastolic blood pressure

diabetes,?'?2 keeping in mind that modulation of cardiac function were not significantly different (U= 1103; P =.079) (i) in diabetic
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(A) Normoglycemic rats

400

FIGURE 4 Differential effect of
immepip an the sympathetically-induced PO
tachycardic responses in normoglycaemic 003 01
and diabetic pithed rats. Original
experimental recordings illustrating

the increases in heart rate (beats/min)
produced by electrical sympathetic
stimulation (Hz) of the cardioaccelerator
sympathetic outflow in (A)
normoglycaemic and (B) diabetic pithed
rats before the infusion (left panels) and
during the i.v. continuous infusions of
(right panel, A) immepip 10 pg/kg per
min or {right panel, B) 100 pg/kg per

min. Diastolic blood pressure remained
unchanged throughout the experiments
(not shown). The second S-R curves (right
panels) were elicited 10 min after the
above infusions of immepip had been
commenced

400 -

Heart rate (beats/min)

*
0.03

(51 + 1 mm Hg) and normoglycaemic (48 £ 5 mm Hg) pithed rats (see
Results section); and (i) in conscious rats (93 + 8, 109 £ 8, 97 £ 10,
102+ 9,78 7 mm Hg, n=6; at 0, 7, 14, 21 and 28 days after STZ;
t, = -1.434 with 8 degrees of freedom, P = .189; t, = -0.427 with 8
degrees of freedom, P = .680; t, = -.724 with 8 degrees of freedom,
P =.490;t, = 1.746 with 8 degrees of freedom, P = .119; unpublished
data). The reason(s) why baseline diastolic blood pressure, but not
baseline heart rate, remains unaffected in diabetic animals remain(s)
unknown, but it seems that cardiac p-adrenergic receptors are af-
fected in STZ-pretreated (diabetic) animals.?*

Furthermore, the fact that baseline values of diastolic blood
pressure and heart rate remained unchanged during the infusions
of B-HT 933, quinpirole and immepip in control and diabetic ani-
mals (Results section) imply that these agonists: (i} were used at
infusion rates and doses appropriate for investigating cardiac
sympatho-inhibitory responses without systemic cardiovascular
effects;'® and (ii) interact directly with their corresponding recep-
tors on sympathetic cardiac nerves.® Additionally, the fact that the
sympathetically-induced tachycardic responses were not modified
during vehicle (saline) infusions (Figures 1AE, 2AE and 3A,C) shows
that: (i) the proposed sympatho-inhibition (by B-HT 233, quinpirole
or immepip) is not due to tachyphylaxis; and (i) these responses are

highly reproducible under our experimental conditions.

3.3 | Differential sympatho-inhibition produced
by B-HT 933, quinpirole and immepip in diabetic
pithed rats: pharmacological comparison

with normoglycaemic pithed rats

The fact that the sympatho-inhibition produced by 100 ug/kg per
minute B-HT 933 (Figure 1F) and 10 pg/kg per minute quinpirole

03

Before infusion

(B) Diabetic rats

*

0103

Before infusion

T T
003 01 03 1 3

During 1v. infusion

—— Immepip (10 parkg.min} —>

A4 44 s

1 3 Hz 003 0103 1

[
I
N

During i v. infusion

F—Immepip (100 pg/kg.min) —>

{Figure 2F)in diabetic rats was more pronounced (t; = .964 with 8 de-
grees of freedom, P < .05 and fs = 8.033 with 8 degrees of freedom,
P <.001) than that in normoglycaemic rats (see Tables 2 and 3), with-
out affecting the tachycardic responses to exogenous noradrenaline
(Figures 1H and 2H), suggests that under diabetic conditions there is
a more predeminant role of sympatho-inhibitory a,-adrenergic and
dopamine D,-like receptors. In close agreement with this sugges-
tion, numerous studies in experimental models of diabetes induced
by STZ have demonstrated that the catecholaminergic systems and
the modulatory role of their receptors are altered.®? For example,
some authors have reported an increase in the density of central o,
adrenergic and dopamine D,-like receptors in STZ-treated rats.?1015
Certainly, our experimental pithed rat model cannot provide di-
rect lines of evidence on the molecular mechanism(s) involved in
the more predominant role of these receptors in STZ-pretreated
animals. Nonetheless, some possible hypotheses may include (but
are not limited to) an increase in: (i) activation of G, proteins and
functional cardiac sympatho-inhibition; (i} tissue-dependent factors
such as the density of receptors (i.e. «,-adrenergic and dopamine D,
like receptors) and coupling efficiency; and/or (iii) drug-dependent
factors such as the affinity of noradrenaline and dopamine (as the
endogenous ligands) and related agonists (i.e. B-HT 933 and quin-
pirole) for each of these receptors. Clearly, the studies required for
exploring these hypotheses would warrant further experiments that
fall beyond the scope of the present investigation.

Surprisingly, when exploring the cardiac sympatho-inhibitory
action of immepip (a histamine H./H, receptor agonist) in diabetic
(compared to normoglycaemic) pithed rats, we found that even at
doses 1-log unit higher (Figures 3D,E and 4B) than those in nor-
moglycaemic rats (Figures 3B and 4A) failed to produce cardiac
sympatho-inhibiticn. Indeed, 3 and 10 pg/kg per minute immepip
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are high enough to interact with H, (but not H,) prejunctional recep-
tors modulating cardiovascular responses in normoglycaemic pithed
rats.>?% Hence, our findings suggest that, unlike in normoglycaemic
rats,” the histamine H,/H, receptors do not play a cardiac sympatho-
inhibitory role in diabetic rats. In this respect, it may be argued that
pharmacokinetic factors {which would be relevant had plasma pH
markedly changed) could be involved in the inactivity of immepip in
diabetic rats. However, the fact that plasma pH did not significantly
differ from that in normoglycaemic animals excludes this possibility.

However, it is noteworthy that histamine Hy and H, receptors
are overexpressed in kidneys of STZ-pretreated (diabetic) rats, 2
most probably as a compensatory mechanism for the cardiovascular

autonomic neuropathy produced in individuals with diabetes.??

3.4 | Possible molecular mechanisms involved

in the cardiac sympatho-inhibition by activation of
prejunctional a,-adrenergic, dopamine D,-like and
histamine H,/H, receptors

Admittedly, our study provides no direct evidence for the specific
molecular mechanisms underlying the cardiac sympatho-inhibitory
responses produced by B-HT 933, quinpirole and immepip.
Notwithstanding, other studies have shown that prejunctional o,-
adrenergic, dopamine D,-like and histamine H,/H,, receptors’ signal-
ling is mediated by heterotrimeric G,,, proteins that, amongst other
effects, inhibit adenylyl cyclase activity, inactivate Ca®* channels
and/or activate inwardly rectifying K* channels.** These are signal
transduction systems usually associated with sympatho-inhibition.**

3.5 | Potential clinical implications

Froma clinical perspective, cardiac sympatho-inhibitory a,-adrenergic
and dopamine D,-like receptors in diabetic individuals may certainly
represent therapeutic targets for the treatment of diabetic com-
plications such as cardiovascular autonomic neuropathy (CAN). In
this context, during the course of CAN (the most important form
of diabetic autonomic neuropathy), a reduced cardiovascular auto-
nomic function (as measured by heart rate variability) seems to dou-
ble the relative risk of silent myocardial ischaemia and mortality.?’
Admittedly, further in vivo studies are required to explore if selective
ligands for the above receptors are effective in CAN treatment.

In conclusion, after excluding the potential role of pharmacoki-
netic factors, of our results suggest a differential participation of the
sympatho-inhibitory «,-adrenergic, dopamine D,-like and histamine
H,/H, receptors that modulate the cardioaccelerator sympathetic
outflow in diabetic (as compared to normoglycaemic) pithed rats,
since: (i) B-HT 933 and quinpirole produced a more potent cardiac
sympatho-inhibition; and (ii) immepip failed to produce cardiac
sympatho-inhibition (unlike its effects in normoglycaemic rats).?
Hence, these findings can lead to a better understanding of the
cardiac sympatho-inhibitory roles, and differential contributions, of
a,-adrenergic, dopamine D,-like and histamine H;/H, receptors in
the early stages of diabetes. Further studies with subtype-selective

5 1252c-@drenoceptor antagonists and subtype-selective D,
receptor antagonists will shed further light on specific subtypes
mediating the potentiation of their respective cardiac sympatho-
inhibitory responses.

4 | MATERIAL AND METHODS

4.1 | Bioethical agreement

A total of 117 male normotensive Wistar rats (200-400 g) were
used in the present study. The animals were housed in a special
room at a constant temperature (22 £ 2°C) and humidity (50%),
and maintained at a 12 hour/12 hour light/dark cycle (light begin-
ning at 7.00 am), with ad libitum access to food and water. The ex-
perimental protocols of the present investigation were approved by
our Institutional Ethics Committee on the use of animals in scien-
tific experiments (CICUAL-Cinvestav; permission protocol number
0139-15) and followed the regulations established by the Mexican
Official Norm (NOM-062-Z0O0-19299), in full compliance with: (i) the
guide for the Care and Use of Laboratory Animals in USA; and (i) the

ARRIVE guidelines for reporting experiments involving animals.*°

4.2 | Compounds

Apart from the anaesthetic (sodium pentobarbital), the compounds
used in the present study (all obtained from Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) were the following: streptozotocin, citric acid,
sodium citrate, desipramine hydrochloride, gallamine triethiodide,
noradrenaline hydrochloride, 6-ethyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-oxazol
ol4,5-d]azepin-2-amine dihydrochloride (B-HT 933 dihydrochloride),
immepip dihydrobromide, (#)-quinpirole dihydrochloride. All com-
pounds were dissolved in physiological saline, except: (i) strepto-
zotocin, which was dissolved in citrate buffer (0.1 mol/L; pH = 4.5).
These vehicles had no effect on the baseline values of diastolic
blood pressure or heart rate (not shown). Fresh solutions were pre-
pared for each experiment. The doses mentioned in this text refer
to the free base of substances, except in the case of desipramine,
gallamine, noradrenaline and B-HT 933, where they refer to the cor-
responding salts.

4.3 | General methods

The rats (n = 117) were initially divided into 2 main sets, namely, set
1 (diabetic rats, n = 61) and set 2 (normoglycaemic rats, n = 58). In set
1, diabetes was induced by an intraperitoneal (i.p.) injection of STZ
(50 mg/kg) which was dissolved in citrate buffer (pH = 4.5); whereas
set 2 received an ip injection of vehicle (citrate buffer, 1 mL/kg) as
previously reported.’® Both sets were kept for 4 weeks. Blood glu-
cose levels and body weight were determined before and weekly
after administration of STZ or vehicle. It is noteworthy that in set
1 all rats were considered for experimentation as they displayed el-
evated blood glucose levels (i.e. >16.7 mmol/L or >300 mg/dL)’ at all
time-points. In all animals, blood glucose levels were measured using
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Accu-Chek strips and a glucometer (Accu-Chek Performa, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany); and the body weight was meas-
ured using a triple beam granatary balance (Animal scale, Ohaus,
Brandford, MA, USA).

After 4 weeks of treatment with STZ or vehicle, all animals
were initially anaesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg,
i.p.). The adequacy of anaesthesia was judged by the absence of
ocular reflexes, a negative tail flick test and corporal relaxation,
amongst others. At this point, 6 normoglycaemic and 6 STZ-
pretreated rats we used for measurements of blood plasma pH
(see section 4.4.5. below). The rest of the rats (n = 105) consisted
of set 1 (n = 55) and set 2 (n = 50) that were used for pharmacolog-
ical experiments in pithed animals (Figure 5). After cannulation of
the trachea, the rats were pithed by inserting a stainless steel rod
through the ocular orbit and foramen magnum into the vertebral
]‘oramen.16 Immediately afterwards, the animals were artificially
ventilated with room air using an Ugo Basile pump (56 strokes/
min and a stroke volume of 20 mL/kg; Ugo Basile Srl, Comerio,
VA, Iltaly), as described earlier by Kleinman and Radford.?! After
cervical bilateral vagotomy, catheters were placed in: (i) the left
and right femoral veins for the continuous infusions of agonists
(or vehicle) and bolus injections of gallamine/desipramine, respec-
tively; and (ii) the left carotid artery, connected to a Grass pressure
transducer {P23XL, Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) for
the recording of blood pressure. Heart rate was measured with a
tachograph (7P4F, Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) trig-
gered from the blood pressure signal. Both blood pressure and
heart rate were recorded simultaneously by a model 7D Grass
polygraph (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA). Then, the re-
sponses to i.v. continuous infusions of vehicle (physiological saline)
or the agonists at a,-adrenergic, dopamine D,-like and histamine
Hz/H, receptors were investigated on the tachycardic responses

MALE WISTAR RATS
n=108

S-R curves
n=38

Pharmacology and Physiology

induced by: (i) selective preganglionic spinal (C,-T,) electrical stim-
ulation of the cardioaccelerator sympathetic outflow (n = 65, i.e.
35 rats from set 1 and 30 rats from set 2); or (i) i.v. bolus injections
of exogenous noradrenaline (n = 40, i.e. 20 rats from set 1 and 20
rats from set 2). The tachycardic stimulus-response (S-R) curves
and the dose-response (DR) curves elicited by, respectively, pre-
ganglionic sympathetic electrical stimulation and exogenous nor-
adrenaline were completed in about 30 minutes, with no changes
in the baseline values of resting heart rate or blood pressure. The
sympathetic tachycardic stimulation (0.03-3 Hz) and the i.v. dosing
with exogenous noradrenaline (0.03-3 pg/kg) were given using a
sequential schedule in 0.5 log unit increments, at 5 minute inter-
vals. The body temperature of each pithed rat was maintained at
37°C by a lamp and monitored with a rectal thermometer.

4.4 | Experimental protocols

For the purpose of analysing the sympatho-inhibitory effects of the
agonists on the tachycardic responses induced by electrical stimula-
tion or i.v. bolus injections of exogenous noradrenaline, the 2 sets
of rats were divided into different pretreatment groups and, subse-
quently, into the different subgroups (n = 5 each, with no exception),
as depicted in Figure 5.

441 | Protocol I: Selective electrical
stimulation of the cardioaccelerator
sympathetic outflow

In 65 pithed rats (i.e. 35 from set 1 and 30 from set 2; see Figure 5),
the pithing rod was replaced by an electrode enamelled except for
1 cm length 7 cm from the tip, so that the uncovered segment was
situated at C,-T, of the spinal cord to allow selective preganglionic

SET2
Normoglyoemic rats
n=60

S-R ourves
n=30

First group o Third group Fourth group [2 Sixth group h Eighth group Ninth group
n=10 n=10 n=16 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
I T T T
saline saline saline saline . saline L saline saline saline saline | saline L
(9.02 mlimin) (0.02 miimin) {0.02 mi/min) (0.02 miimin) 1| (0.02mlimin) [! | (0.02 mlimin) (0.02 mi/min) (0.02 miimin) (0.02 mlimin) [ 1| (0.02 miimin)
n=6 n=6 n=6 n=5 H n=§ : n=6 n=6 n=6 n=6 H n=6
H i H
B-HT 933 Quinpirole Immepip B-HT 933 i Quinpirole |1 B-HT 833 Quinpirole Immepip B-HT 933 i Quinpirele
30 and 100 3and 10 3and 10 100 pgikg.min | 10 pygikg.min ' 30 and 100 3and 10 3 and 10 100 pgikg.min | 10 pgikg.min
i ks n= n= pglkg.min wglkg.min Hg/kg.min n=6§ n=
n=6 n=6 n=s T T n=6 n=s n=6
T : H
Immepip : :
20and100 | L MR .
pa/kg.min H
e e e i
I

Electrical stimulation

0.03, 0.1, 0.3, 1 and 3 Hz

FIGURE 5 Experimental protocols. Number of animals utilized in the 2 main sets, namely: (i) set 1 (diabetic rats; divided into 5 groups);
and (ii) set 2 (normoglycaemic rats; divided into 5 groups), and their subsequent subdivision into the different subgroups (n = 5 each, with
no exception) used in the present study. The animals in set 1 (n = 55) received i.v. continuous infusions of physiological saline, B-HT 933,
quinpirole or immepip in the different subgroups. On the other hand, set 2 (n = 50) received i.v. continuous infusions of physiological saline,
B-HT 933, quinpircle or immepip in the different subgroups
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stimulation of the cardioaccelerator sympathetic outflow.’ Before
electrical stimulation, the animals were pretreated with gallamine
(25 mg/kg, i.v.) to avoid electrically-induced muscular twitching. As
the cardiac sympatho-inhibitory responses to several agonists in
pithed rats are more pronounced at lower frequencies of stimula-
tion, all animals were systematically pretreated with desipramine (a
noradrenaline reuptake inhibitor; 50 pg/kg, iv.) 10 minutes before
each S-R curve."

After a stable haemodynamic condition for a least 30 minutes,
baseline values of diastolic blood pressure (a more accurate indicator
of peripheral vascular resistance) and heart rate were determined.
Then, the preganglionic cardiac sympathetic outflow was stimulated
by applying trains of 10s, consisting of monophasic rectangular
pulses of 2 ms duration and 50V, at increasing frequencies of stim-
ulation (0.03, 0.1, 0.3, 1 and 3 Hz). When heart rate had returned
to baseline levels, the next frequency was applied. Subsequently,
the 65 animals were divided into 6 groups, namely: (i) first group
(n = 10 diabetic); (i) second group (n = 10 diabetic); (iii) third group
(n = 15 diabetic); (iv) sixth group (n = 10 normoglycaemic); (v) sev-
enth group (n = 10 normoglycaemic); and (vi) eighth group (n =10
normoglycaemic) (see Figure 5 above for further details).

The first (n =10 diabetic) and sixth (n =10 normoglycaemic)
groups were each subdivided further into 2 subgroups (nh = 5 each)
that received an i.v. continuous infusion of: (i) physiological saline
(0.02 mL/min, given twice); and (i) B-HT 233 (30 and 100 pg/kg per
minute). After 10 min, a S-R curve was performed during the infusion
of physiological saline or B-HT 933 (see Figure 5).

The second (n = 10 diabetic) and seventh (n = 10 normoglycae-
mic) groups were each subdivided further into 2 subgroups (n=5
each), which received an iv. continuous infusion of: (i) physiological
saline (0.02 mL/min, given twice); and (i) quinpirole (3 and 10 pg/
kg per minute). Ten minutes after starting the infusion of each com-
pound, an S-R curve was performed during the infusion of these
compounds (Figure 5).

The third (n =15 diabetic) and eighth (n =10 normoglycae-
mic) groups were subdivided into 3 and 2 subgroups (n =5 each),
respectively. The 3 diabetic subgroups (n =5 each) received an iv.
continuous infusion of: (i) physiological saline {(0.02 mL/min, given
twice); (i) immepip (3 and 10 pg/kg per minute); or (iii) immepip (30
and 100 pg/kg per minute). On the other hand, the 2 normoglycae-
mic subgroups (n =5 each) received an i.v. continuous infusion of:
(i) physiological saline (0.02 mL/min, twice); or (i) immepip (3 and
10 pg/kg per minute). Ten minutes after starting the infusion of each
compound, an S-R curve was performed during the infusion of phys-
iological saline or immepip in both groups (Figure 5).

4.4.2 | Protocol ll: Intravenous bolus injections of
exogenous noradrenaline

Theremaining 40 rats, representing the fourth, fifth, ninth and tenth
groups (i.e. 20 rats from set 1 and 20 rats from set 2, see Figure 5)
were prepared as described above, but the pithing rod was left and
the administration of both gallamine and desipramine was omitted,

as previously described.*® After a stable haemodynamic condition
for 30 minutes, baseline values of diastolic blood pressure and
heart rate were determined. Then, the animals received i.v. bolus
injections of exogenous noradrenaline at increasing doses (0.03,
0.1, 0.3, 1 and 3 pg/kg) in order to produce dose-dependent tachy-
cardic responses. When heart rate had returned to baseline val-
ues, the next dose was applied. This procedure was systematically
performed until the D-R curve was completed. Subsequently, the
fourth (diabetic) and ninth (normoglycaemic) groups were each di-
vided further into 2 subgroups (n = 5 each) that received an i.v. con-
tinuous infusion of, respectively: (i) physiological saline (0.02 mL/
min); and (i) B-HT 933 (100 pg/kg per minute). On the other hand,
the fifth (diabetic) and tenth (normoglycaemic) groups were each
divided into 2 subgroups (n = 5 each) that received, an i.v. continu-
ous infusion of, respectively: (i) physiological saline (0.02 mL/min);
and (i) guinpirole (10 pg/kg per minute). In both groups, 10 minutes
later, a D-R curve to i.v. bolus injections of noradrenaline was elic-
ited again during the infusions of the above compounds.

4.4.3 | Other procedures applying to protocols
landll

The doses of B-HT 933, quinpirole, immepip and saline were infused at
arate of 0.02 mL/min using a WPI model sp100i pump (World Precision
Instruments Inc., Sarasota, FL, USA). The intervals between the differ-
ent stimulation frequencies or noradrenaline doses depended on the
duration of the tachycardic responses (5-10 minutes), as in each case

we waited until heart rate had returned to baseline values.

4.4.4 | Determination of the AUC for the cardiac
sympatho-inhibition produced by B-HT 933 and
quinpirole in normoglycaemic and diabetic rats

The AUC for the sympatho-inhibitory responses to B-HT 933 and
quinpirole in normoglycaemic and diabetic rats was calculated by the
trapezoidal method using: (i) the data of the S-R curves elicited in
both normoglycaemic and diabetic rats during the continuous infu-
sions of B-HT 933 (100 pg/kg per minute) and quinpirole (10 pg/kg
per minute); and (i) Prism 6 software (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA).*2

44,5 | Measurements of blood plasma pH
in normoglycaemic and diabetic rats

Blood samples were collected from the femoral veins of 6 normo-
glycaemic and 6 STZ-pretreated animals, transferred to plasma
separator tubes with K,EDTA (BD Microtainer, Becton, Dickinson
and Co., Franklin Lakes, NJ, USA), and centrifuged at 1000 g dur-
ing 15 minutes at 4°C. Plasmas were obtained and processed for pH
measurements. The pH was measured using an glass-body combina-
tion pH electrode (HI 1131B) coupled to a pH meter HI 2210 (Hanna
Instruments Inc. Highland Industrial Park, Woonsocket, RI, USA), as

previously established.*®
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4.5 | Data presentation and statistical evaluation

All data in the text and figures are presented as the mean = SEM. It
is noteworthy that the data and statistical analysis used in the pre-
sent study comply with the recommendations on experimental de-
sign and analysis in pharmacology, including that the data subjected
to statistical analysis should have a minimum of n = 5 independent
samples/individuals per group.3 Initially, the difference between
the changes in blood glucose and body weight in normoglycaemic
and diabetic animals was evaluated using the Mann-Whitney U test.
The peak changes in heart rate produced by either electrical sympa-
thetic stimulation or exogenous noradrenaline in the physiological
saline-, B-HT 933-, quinpirole- and immepip-infused animals were
determined. The difference in the baseline values of diastolic blood
pressure and heart rate within 1 subgroup of animals before and dur-
ing the continuous infusions of saline or agonists (at the doses men-
tioned above) was evaluated with paired Student’s t-test.

Moreover, the difference between the changes in heart rate
within 1 subgroup of animals was evaluated with the Student-
Newman-Keuls' test, once a two-way repeated measures analysis of
variance (randomized block design) had revealed that the samples
represented different populations.®® Statistical significance was ac-
cepted at P < .05 (two-tailed). The U-, t- and F-values, as well as the
degrees of freedom and P-values are reported for the each statistical
comparison (i.e. blood glucose, corporal weight, pH values, or phar-

macological treatments).

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors would like to thank Mr. Mauricio Villasana, M.Sc. Miguel
Angel Rosas-Lezama and Engr. José Rodolfo Fernandez-Calderdn for
their technical assistance, and Prof. Dr. Enrique Hong for allowing us
to measure diastolic blood pressure and heart rate in conscious rats
in his lab. The present study was financially supported by Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT; grant No. 219707;
Mexico City).

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare that there are no conflicts of interest.

ORCID

Carlos M Villalén http://orcid.org/0000-0003-4117-1343

REFERENCES

1. Cobos-Puc LE, Villalén CM, Sénchez-Lépez A, Lozano-Cuenca
J, Pertz HH, Gérnemann T, et al. Pharmacological evidence that
@y, and a,--adrenoceptors mediate the inhibition of cardicac-
celerator sympathetic outflow in pithed rats. Eur J Pharmacol.
2007;554:205-211.

2. Altamirano-Espinoza AH, Goénzalez-Hernandez A, Manrique-
Maldonado G, Marichal-Cancino BA, Ruiz-Salinas |, Villalén CM.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

1é.

17.

18.

19.

20.

- 777
Ciinical and Experimentl
Pharmaclogy and physiologs — YV  LEY

The role of dopamine D,, but not D3 or D, receptor subtypes, in
quinpirole-induced inhibition of the cardioaccelerator sympathetic
outflow in pithed rats. Br J Pharmacel. 2013;170:102-111.
Pinacho-Garcia M, Marichal-Cancino BA, Villalon CM. Further evi-
dence for the role of histamine H,, but not Hy, H, or H,, receptors
in immepip-induced inhibition of the rat cardioaccelerator sympa-
thetic outflow. Eur J Pharmacol. 2016;773:85-92.

Boehm S, Kubista H. Fine tuning of sympathetic transmitter release
via ionotropic and metabotropic presynaptic receptors. Pharmacol
Rev. 2002;54:43-99.

De Jong AP, Verhage M. Presynaptic signal transduction path-
ways that modulate synaptic transmission. Curr Opin Neurobiol.
2009;19:245-253.

Roy TM, Peterson HR, Snide HL, Cyrus J, Broadstone VL, Fell RD,
et al. Autonomic influence on cardiovascular performance in dia-
betic subjects. Am J Med. 1989;87:382-388.

Hicks KK, Seifen E, Stimers JR, Kennedy RH. Effects of
streptozotocin-induced diabetes on heart rate, blood pres-
sure and cardiac autonomic nervous control. J Auton Nerv Syst.
1998:69:21-30,

. Gallego M, Seitién R, lzquierdo MJ, Casis Q, Casis E. Diabetes-

induced biochemical changes in central and peripheral catechol-
aminergic systems. Physiol Rev. 2003;52:735-741.

Lozovsky D, Saller CF, Kopin 1J. Dopamine receptor binding is in-
creased in diabetic rats, Science. 1981;214:1031-1033,

Sumiyoshi T, Ichikawa J, Meltzer HY. The effect of streptozotocin-
induced diabetes on dopamine,, serotonin, , and serotonin,, recep-
tors in the rat brain. Neuropsychopharmacology. 1997;16:183-190.
Fushimi H, Inoue T, Kishini B, Nishikawa M, Tochino Y, Funakawa S,
etal. Abnormalities in plasma catecholamine response and tissue cat-
echolamine accumulation in streptozotocin diabetic rats: a possible
role for diabetic autonomic neuropathy. Life Sci. 1984;35:1077-1081.
James J, Padayatti PS, Paul T, Paulose CS. Platelet monoamine
changes in diabetic patients and streptozotocin-induced diabetic
rats. Curr Sci. 1997;72:137-139.

Hollis TM, Kern JA, Enea NA, Cosgarea AJ. Changes in plasma his-
tamine concentration in the streptozotocin-diabetic rat. Exp Mol
Pathol. 1985;43:90-96.

Gill DS, Barradas MA, Fonseca VA, Dandona P. Plasma histamine
concentrations are elevated in patients with diabetes mellitus and
peripheral vascular disease. Metabolism. 1998,38:243-247.
Padayatti PS, Paulose CS. Alpha, adrenergic and high affinity se-
rotonergic receptor changes in the brain stem of streptozotocin-
induced diabetic rats. Life Sci. 1999:65:403-414.
Altamirano-Espinoza AH, Manrigque-Maldonado G, Marichal-
Cancino BA, Villalon CM. Specific role of ay,- and a,g-, but not oy,
adrenoceptor subtypes in the inhibition of the vasopressor sympa-
thetic out-flow in diabetic pithed rats. Basic Clin Pharmacol Toxicol.
2015;117:31-38.

Villamil-Hernandez MT, Alcéntara-Vézquez O, Sanchez-Lopez S,
Centurién D. The «,-adrenoceptors mediating inhibition of the va-
sopressor sympathetic outflow in pithed rats: pharmacological cor-
relation with a,,, o,z and a,c subtypes. Eur J Pharmacol. 2013,718:
31-38.

Okorodudu AO, Adegboyega PA, Scholz Cl. Intracellular cal-
cium and hydrogen ions in diabetes mellitus. Ann Clin Lab Sci.
1995:25:394-401.

Villalon CM, Centurion D, del Mar FM, Moran A, Sanchez-Lopez
A. 5-Hydroxytryptamine inhibits the tachycardia induced by selec-
tive preganglionic sympathetic stimulation in pithed rats. Life Sci.
1999;64:1839-1847.

Centurion D, Glusa E, Sanchez-Lopez A, Valdivia LF, Saxena PR,
Villalon CM. 5-HT,, but not 5 HT,, receptors mediate hypoten-
sion in vagosympathectomized rats. Eur J Pharmacol. 2004:502:
239-242.

102



Eduardo Rivera Mancilla, 2018

€

Departamento de Farmacobiologia

778
Clinical and £ otal
WILE Y- Pharmacology and Physiology

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

RIVERA-MANCILLA €T AL.

Dincer UD, Bidasee KR, Guner S, Tay A, Ozcelikay AT, Altan
VM. The effect of diabetes on expression of beta,-, beta,-,
and beta,-adrenoreceptors in rat hearts. Diabetes. 2001;50:
455-461.

Sellers DJ, Chess-Williams R. The effect of streptozotocin-induced
diabetes on cardiac beta-adrenoceptor subtypes in the rat. J Auton
Pharmacol. 2001;21:15-21.

Hoffman BB. Catecholamines, sympathomimetic drugs, and adren-
ergic receptor antagonists. In: Hardman JG, Limbird LE, Goodman
Gilman A, eds. Goodman & Gilman’s, The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 10th edn. New York, NY: McGraw-Hill; 2001.

Atkins FL, Dowell RT, Love S. beta-Adrenergic receptors, ade-
nylate cyclase activity, and cardiac dysfunction in the diabetic rat. J
Cardiovasc Pharmacol. 1985;7:66-70.

Figlewicz DP, Brot MD, McCall AL, Szot P. Diabetes causes differen-
tial changes in CNS noradrenergic and dopaminergic neurons in the
rat: a molecular study. Brain Res. 1996;736:54-60.
Manrigue-Maldonado G, Altamirano-Espinoza AH, Marichal-
Cancino BA, Rivera-Mancilla E, Avilés-Rosas V, Villalén CM.
Pharmacological evidence that histamine H, receptors inhibit the
vasodepressor responses by selective stimulation of the rat peri-
vascular sensory CGRPergic outflow. Eur J Pharmacol. 2015;754:
25-31.

Pini A, Chazot PL, Veglia E, Moggio A, Rosa AC. H; recep-
tor renal expression in normal and diabetic rats. Inflamm Res.
2015;64:271-273.

Rosa AC, Grange C, Pini A, Katebe MA, Benetti E, Collino M, et al.
Overexpression of histamine H, receptors in the kidney of diabetic
rat. Inflamm Res. 2013;62:357-365.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

Vinik Al, Maser RE, Mitchell BD, Feerman R. Diabetic autonomic
neuropathy. Diabetes Care. 2003;26:1553-1579.

McGrath JC, Drummond GB, MclLachlan EM, Kilkenny C,
Wainwright CL. Guidelines for reporting experiments involving an-
imals: the ARRIVE guidelines. BrJ Pharmacol. 2010;160:1573-1576.
Kleinman LI, Radford EP. Ventilation standards for small mammals. J
Appl Physiol. 1964;19:360-362.

Tallarida RJ, Murray RB. Manual of Pharmacclogic Calculations: With
Computer Programs, 2nd edn. New York, NY: Springer-Verlag; 1987.
Upton PK, Morgan DJ. The effect of sampling technique on some
blood parameters in the rat. Lab Anim. 1975;9:85-91.

Curtis MJ, Bond RA, Spina D, Ahluwalia A, Alexander SP,
Giembycz MA, et al. Experimental design and analysis and their
reporting: new guidance for publication in BJP. Br J Pharmacol.
2015;172:3461-3471.

Steel RGD, Torrie JH. Principles and Procedures of Statistics: A Biomedical
Approach, 2nd edn. Tokye, Japan: McGraw-Hill, Kogakusha; 1980.

How to cite this article: Rivera-Mancilla E, Altamirano-
Espinoza AH, Manrique-Maldonado G, Villanueva-Castillo B,
Villalon CM. Differential cardiac sympatho-inhibitory
responses produced by the agonists B-HT 933, quinpirole and
immepip in normoglycaemic and diabetic pithed rats. Clin Exp
Pharmacol Physiol. 2018;45:767-778. https://doi.
org/10.1111/1440-1681.12949

103



El jurado designado por el Departamento de Farmacobiologia Sede Sur, del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional, aprueba la tesis:

Anélisis farmacoldgico del papel diferencial de los subtipos de
receptores adrenérgicos a2, dopaminérgicos dz-like y de los receptores
histaminérgicos ha/hs que inhiben el tono simpético cardioacelerador en

ratas wistar macho normoglicémicas y diabéticas

Que presenta el M. en C. Eduardo Rivera Mancilla para su examen final de
Doctor en Ciencias en la Especialidad de Neurofarmacologia y Terapéutica
Experimental, el dia 31 de agosto de 2018.

Dr. Carlos Miguel Villalén Herrera
Investigador Cinvestav 3F

Dra. Luisa Lilia Rocha Arrieta
Investigador Cinvestav 3D

Dra. Norma Leticia Gémez Viquez
Investigador Cinvestav 3A

Dr. José Antonio Arias Montafio
Investigador Cinvestav 3C

Dr. Guillermo Manuel Ceballos Reyes
Profesor Titular C
Escuela Superior de Medicina
Instituto Politécnico Nacional



Cinvestav
Departamento de Farmacobiologia



