@ CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Cinvestav

SEDE SUR
DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA

“Analisis farmacolégico de la inhibiciéon producida por la
oxitocina sobre las respuestas vasodepresoras por
estimulacidon del tono sensorial perivascular CGRPérgico en
la rata descerebrada y desmedulada”

TESIS

Que presenta:

Med. Cir. Amairani Ruiz Diaz

Para obtener el Grado de

MAESTRA EN CIENCIAS EN

NEUROFARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA EXPERIMENTAL

Directores de Tesis:

Dr. Carlos Miguel Villalon Herrera
Dr. Abimael Gonzalez Hernandez

Ciudad de México Diciembre 2021






Este proyecto fue desarrollado en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional Sede Sur, en el laboratorio 5 de Farmacologia
cardiovascular del departamento de Farmacobiologia, bajo la direccion del Dr.

Carlos Miguel Villalon Herrera y el Dr. Abimael Gonzélez Hernandez.

Este proyecto fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, a
través de la beca del programa 000294-Maestria en Neurofarmacologia y

Terapéutica Experimental, registrada con el nUmero de CVU 781259.






AGRADECIMIENTOS

No hay palabras suficientes para expresar todo mi agradecimiento a quienes
confiaron en mi y me acompafaron a lo largo de este proceso de formacion.
Siempre tuve apoyo por parte de mis profesores y seres queridos, incluso en los

momentos adversos.

Antes que nada, quiero agradecer al Dr. Carlos Miguel Villalon Herrera, quien me
brind6 su apoyo y confianza en los momentos mas dificiles, al aceptarme como
parte del laboratorio 5 me permitié recuperar la seguridad en mi misma y tener
una nueva vision durante mi proceso de formacion. También quiero agradecer al
Dr. Abimael Gonzalez Hernandez por sus ensefianzas, tiempo y paciencia. Al Dr.
José Antonio Arias Montafio y al Dr. Emilio Javier Galvan Espinosa quienes
formaron parte de mi sinodo, siendo parte fundamental en el desarrollo de este
proyecto y en mi formacion académica. Asi mismo, quiero agradecer al Dr. Emilio
Galvan que durante su gestién como coordinador de maestria me brindé su apoyo
en todo momento. Al laboratorio 5 por todas sus ensefianzas y apoyo durante este

proyecto. Sin ellos el desarrollo de este trabajo no habria sido posible.

También quiero agradecer a mi mama Araceli porque siempre confié en miy me
brind6é su apoyo de manera incondicional en todas las etapas de mi formacién,
siempre impulsandome a seguir adelante e inspirandome dia a dia con su
ejemplo. A Camilo quien siempre tuvo la disposicién de ayudarme y orientarme en
todo momento. A Romelia Martinez, mis hermanos y mi pap4, quienes siempre

me bridaron seguridad y apoyo emocional.

A mis profesores, cuyas ensefianzas aportaron conocimiento invaluable durante
mi formacién de maestria. Por altimo, agradezco a mis compafieros de maestria
y doctorado, quienes siempre estuvieron de manera incondicional durante los

momentos dificiles.



INDICE

RESUMEN ..o e e e e e e e e nn e e eees 9
A B ST R A T et aee 10
ABREVIATUR S e e e e e e e e e e eees 11
MECANISMOS DE REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL ......c..cccveue.... 12
1.1 Sistema NervioSo AUtONOMO......cceiieeiiiiiiiiiiiieiee e e 12
1.2 Reflejo DarorreCeptor ... ... uiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 15
1.3 Neurotransmision no adrenérgica, no colinérgica.................. 17
PEPTIDO RELACIONADO AL GEN DE LA CALCITONINA (CGRP).................. 19
2.1 Generalidades..........c.uueiiiiiiiiiii s 19
2.2 Receptor de CGRP ..o 20
2.3 Regulacion del tono vascular.........ccccoeeieeeeiiieeiiiiiee e, 22
2.4 Implicaciones terap@utiCas .........ccccveeeeeiiiiiiiiiiieeee e 25
2.5 Regulacién delaliberacién de CGRP............ccceeeeiiii . 26
OXITOCINA e e ettt e e et e e e ettt e e e e et e e e e esaa e e eeenanns 28
3.1 Generalidades..........uuveiiiiiiiiiii e 28
3.2 Receptor a oxitocina OTR y vasopresina Via (ViaR) ................ 30
UBICACION DEL PROYECTO ......oiiuiiieiee ettt 33
4.1 JUSHTICACION ooiiiiiiiiiiieeee e 33
4.2 HIPOLESIS oot 33
OB UIETIVOS .. et e et e et e e e e e enaans 34
5.1 ODjetivo general ... 34



5.2 ODbjetivos partiCulares ........ccoceeeeeeeeiiiiiiie e 34

MATERIALES Y METODOS......coiiiiiieiteeieeeeeeee ettt eae e, 35
6.1 Respuestas vasodepresoras en ratas descerebradas vy
dESMEAUIATAS ......ceiiiiiieei e 35
6.1.1 Procedimiento general .........cccooiiiiiiii 35
6.1.2 Protocolo experimental.......ccccccuviiiiiieeiiiieece e, 37

6.1.3 Protocolo experimental para determinar respuestas
vasodepresoras CGRPérgicas inducidas eléctricamente bajo la
administracion de infusiones i.v. continuas de metoxamina. 37

6.1.4 Efecto de la administracién de bolos i.v. de oxitocina sobre
la presion arterial SIStEMICA.........cviieeeiieiiiciie e, 38

6.1.5 Efecto delaadministraciéni.v. delos antagonistas L-368,899
0 SR 49059 sobre las respuestas inducidas por la administracion de
DOIOS 1.V A€ OXITOCINGA ... 38

6.1.6 Efecto de la infusién i.v. continua de oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién del tono
sensorial perivascular CGRPErgiCO .......uuvvviiieiiiiiiiiiiiiiiieeee e 38

6.1.7 Efecto per se de la administracion i.v. de los antagonistas
L-368,899 o SR 49059 sobre las respuestas vasodepresoras
inducidas eléCtriCamMENTe ... .....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39

6.1.8 Efecto delaadministracioni.v. delos antagonistas L-368,899
o SR 49059 sobre las respuestas vasodepresoras inducidas
eléctricamente bajo una infusiéon continua de oxitocina ................ 39

6.1.9 Efecto de la infusién continua de oxitocina sobre las

respuestas vasodepresoras inducidas por a-CGRP exdgeno........ 40
6.2 FAIMIACOS ...cii i ittt e e e e e e 41
6.3 ANAliSiS eStadiStiCO ...eeeviiiiiiiiiiiieeee e 41
RESULTADOS . ...ttt ettt e e e e et e e e e e et e e e e eraa e aeees 42
7.1 Variables hemodin@micas .........cccceeeeiiiii 42



7.2 Efecto de la administracion de bolos i.v. de oxitocina sobre la
presion arterial sistémica en presencia de L-368,899 y SR 49059 .43

7.3 Respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion
eléctrica del tono sensorial CGRPérgico o por la administracion de
DOIOS 1.V. € A-CGRP .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 45

7.4 Efecto delainfusidén continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras, inducidas por estimulacién eléctrica del tono
sensorial CGRPEIQICO ..o, 48

7.5 Efecto delainfusién continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras, inducidas por administracion de bolos i.v. de a-
CGRP e 51

7.6 Efecto per se de la administracion de antagonistas L-368,899 y
SR 49059 sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por
estimulacion del tono sensorial CGRPErgiCo .......cccceevvvviiivinienennnn. 52

7.7 Efecto inhibidor de lainfusidén continua con oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién del tono
sensorial CGRPérgico en presencia de los antagonistas L-368899 y

SR 49059 oo ———— 54
DISCUSION ..ottt 57
o I I 1= o =1 -1 AT PR 57

8.2 Efectos hemodinamicos sistémicos producidos por la
administracion de bolos i.v. de oxitocina...........cccceeeeeeeeeeeee e, 58

8.3 Efecto inhibidor de lainfusidén continua de oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras, inducidas por estimulacion eléctrica
del tono sensorial CGRPérgico o la administracion de bolos i.v. de
Q-CGRP . 59

8.4 Efecto inhibidor de lainfusidén continua de oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras, inducidas por estimulacion eléctrica
del tono sensorial CGRPérgico en presencia de los antagonistas al

OTR (L-368,899) 0 @l V1AR (SR 49059) .......eveevreereeereeereresereereeresesens 61
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. .....oviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeseeeen 63
REFERENCIAS ... oottt ettt e et e s et e et e e ettt 64






RESUMEN

El péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP) es un potente vasodilatador
gue se localiza de manera abundante en fibras sensoriales Ad y C. Existen diversos
mecanismos que se encargan de la modulacion de la liberacion de CGRP,
incluyendo la presencia de heterorreceptores en las fibras sensoriales. Estudios
recientes sobre la fisiopatologia de la migrafia sugieren que la oxitocina inhibe la
liberacion de CGRP; sin embargo, este efecto no ha sido estudiado a nivel de la
vasculatura sistémica. En este estudio, usando ratas descerebradas y
desmeduladas se analiz6 el perfil farmacolégico de infusiones i.v. continuas de
oxitocina sobre: i) las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion
eléctrica (0.56-5.6 Hz) selectiva del tono sensorial CGRPérgico en la médula
espinal (a nivel de To-T12); 0 ii) mediante la administracion de bolos i.v. de a-CGRP
(0.1-1 pg/kg). La oxitocina (0.1-10 pg/kg.min) inhibié de forma dependiente de la
dosis las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién eléctrica. De igual
forma, la oxitocina mostré una tendencia a inhibir las respuestas vasodepresoras
inducidas por la administracion de bolos i.v de a-CGRP, lo cual sugiere que el efecto
inhibidor de la oxitocina puede tener un efecto dual a nivel preunional y a nivel
vascular. Adicionalmente, se evalu6 el efecto inhibidor de la oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras CGRPérgicas en presencia del: i) L-368,899, un
antagonista selectivo del receptor a oxitocina (OTR); o ii) SR 49059, un antagonista
selectivo del receptor a vasopresina Via (V1aR). El efecto inhibidor sensorialinducido
por la oxitocina, el cual se mantuvo sin cambios significativos después dela
administracion del L-368,899, fue revertido después de la administracion del SR
49059. Estos datos sugieren que el efecto inhibidor de la oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras de origen sensorial esta mediado por el ViaR. Sin
descartar la posibilidad de que otros receptores estén involucrados en su efecto

inhibidor sobre las respuestas sensoriales vasodepresoras CGRPérgicas.



ABSTRACT

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a potent vasodilator that is found
abundantly in Ad and C sensory fibers. There are many mechanisms that are
responsible for the modulation of CGRP release, including the presence of
heteroreceptors in sensory fibers that inhibit the CGRP release. Recent studies have
linked the inhibitory effect of oxytocin on CGRP release with the pathophysiology of
migraine; however, this effect has not been studied on the systemic vasculature. In
this study, the pharmacological profile of oxytocin administered as a continuous
infusion was analyzed on the vasodepressor responses induced by selective
electrical stimulation (0.56-5.6 Hz) of the CGRPergic sensory vascular tone (at the
level of the spinal Te-T12 segments) or bythe i.v. administration of a-CGRP (0.1-1
pg/kg) in the pithed rat model. Theadministration of different doses of continuous
infusions of oxytocin (0.1-10 pg/ kg.min) produced a dose-dependent inhibitory
effect of the vasodepressor responses induced by electrical stimulation, Oxytocin
also produced (particularly athigher doses) an inhibitory effect on the vasodepressor
responses induced by exogenous a-CGRP. This finding suggests that the inhibitory
effect of oxytocin mayinvolve a dual effect at the prejunctional and vascular levels.
Additionally, the inhibitory effect of oxytocin on the sensory CGRPergic
vasodepressor responses was evaluated in the presence of: i) a selective antagonist
of the oxytocin receptor (L-368,899); or ii) a selective antagonist of the Via
vasopressin receptor (SR 49059).The inhibitory effect induced by oxytocin, which
remained practically unchanged after administration of L-368,899, was reversed
after administration of SR 49059. These data, taken together, suggest that the
inhibitory effect of oxytocin on the vasodepressor sensory responses is mainly
mediated by the vasopressin Via receptor. However, we cannot discard the
possibility that other receptors are also involved in this inhibitory effect on the
CGRPergic sensory outflow.
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ABREVIATURAS

5-HT: Serotonina

ACh: Acetilcolina

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ATP: Adenosin trifosfato

C6: Hexametonio

CGRP: Péptido relacionado al gen de

la calcitonina

calcitonina

CTR: Receptor a calcitonina

CVLM: Médula caudal ventrolateral

DAG: Diacilglicerol

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico
IP3: Inositol trifosfato
NA: Noradrenalina

NANC: No adrenérgica, no

colinérgica
NOS: Sintasa del 6xido nitrico

NO: Oxido nitrico

NPY: Neuropéptido Y

NTS: Nucleo del tracto solitario
OTR: Receptor a oxitocina
PAN: Péptido atrial natriurético

PGs: Prostaglandinas

PKA: Proteina cinasa A

- PKC: Proteina cinasa C
CRL: Receptor similar al receptor a

RAMP1: Proteina modificadora de la

actividad del receptor 1

RCP: Proteina componente delreceptor
RVLM: Médula rostro ventrolateral

SNA: Sistema nervioso autbnomo

SNC: Sistema nervioso central

SP: Sustancia P

TRPV1: Receptor de potencialtransitorio
vaniloide 1

Vi1aR: Receptor a vasopresina Via

VIP: Péptido intestinal vasoactivo

VPACL: Receptor del péptido intestinal

vasoactivo 1
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CAPITULO 1
MECANISMOS DE REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL

1.1 Sistema Nervioso Auténomo

El sistema cardiovascular estd encargado de mantener la homeostasis en el
organismo, la cual se puede definir como el mantenimiento de las propiedades
fisicas y quimicas del liquido extracelular en todos los tejidos (Dampney, 2016).
Para mantener esta homeostasis existen diversos mecanismos locales y

neuroldgicos que permiten conservar una presion arterial adecuada.

La presion arterial esta regulada por el gasto cardiaco y la resistencia vascular
periférica, la cual es mediada por mecanismos endocrinos, autondmicos Yy locales
(Guyton y Hall, 2011). En condiciones homeostéticas, el sistema nervioso
autonomo (SNA) a través de sus componentes simpaticos y parasimpaticos se
encarga de regular la funcion cardiovascular, mantener la homeostasis del
organismo Yy efectuarlas respuestas de adaptacion ante cambios en el ambiente
externo e interno. En este sentido, el SNA se activa en regiones localizadas en la
médula espinal, tallo cerebral y el hipotalamo modulando la actividad cardiovascular
a través de las ramas autonémicas simpatica y parasimpatica. Sin embargo, su
activacion también depende de sefales sensitivas, enviando aferencias hacia los
ganglios autondémicos, tallo cerebral o hipotdlamo; provocando una respuesta
refleja hacia dicho estimulo (Guyton y Hall, 2011).

El sistema nervioso parasimpéatico (SPN) se deriva de los pares craneales I, VII, IX
y X. El décimo par craneal (nervio vago) representa el 75% de la inervacion
parasimpética, siendo el encargado de la inervacion cardiaca, a través de las fibras
nerviosas que inervan el nodo sinoauricular y el nodo auriculoventricular (Figura 1
y 2). Las neuronas preganglionares del SNP tienen su origen en el sistemanervioso
central (SNC), liberan acetilcolina (ACh) (Figura 3) e inducen disminucién de la
frecuencia cardiaca a través de la estimulacion de los receptores muscarinicos M2

(Douglas et al., 2019).
12
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Figura 1. Esquema representativo de la division del sistema nervioso autbnomo. Las lineas
rojas representan la inervacién simpatica cuya neurona preganglionar seencuentra a nivel
téraco-lumbar y la neurona posganglionar se sitlla en la cadena ganglionar paravertebral.
Las lineas verdes representan la division parasimpatica cuya neurona preganglionar se
encuentra a nivel crdneo-sacro y la neurona postganglionar se ubica en el 6rgano efector
(Modificado de Guyton y Hall, 2011).

Por otro lado, el sistema nervioso simpatico (SNS) tiene su origen a nivel téraco-
lumbar, entre los segmentos medulares T1 a L2 (Figura 1). Las neuronas
preganglionares se localizan en el asta intermedio lateral, la cual proyecta sus
axones hacia los ganglios de la cadena simpatica paravertebral liberando ACh
(Figura 3). Este neurotransmisor estimula a las neuronas postganglionares
localizadas en la cadena simpatica. Los axones de las neuronas postganglionares,
inervan a los 6rganos efectores donde liberaran principalmente noradrenalina (NA),
(excepto en glandulas sudoriparas y muasculo piloerector, donde liberan ACh). El

SNS esta encargado de la inervacion tanto del coraz6n como de los vasos
13



sanguineos (Figura 2A). La estimulacion simpatica a nivel cardiaco aumenta la

frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion.

La liberacion de NA de la neurona posganglionar simpatica estimula a los
receptores Bi-adrenérgicos generando aumento en la fuerza y en la velocidad de
contraccion y de relajacion (Duglas et al., 2019). Por otro lado, la estimulacion de
los receptores ai-adrenérgicos localizados en el masculo liso vascular aumenta la

resistencia vascular periférica, incrementando la presion arterial (Figura 2B).

simpatica Arterias

Arteriolas

Vasoconstriccion
simpatica
Capilares

Venas Vénulas

Nervios simpaticos

Figura 2. Inervacion autondémica del sistema cardiovascular. A. Inervacion cardiaca
simpética y parasimpatica (nervio vago). B. Inervacion simpética de los vasos sanguineos,
la cual genera vasoconstriccion, los vasos sanguineos de resistencia carecen de inervacion
parasimpética (Modificado de Guyton y Hall, 2011).
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Figura 3. Liberacién de neurotransmisores de las neuronas pre y postganglionares, del
sistema nervioso simpatico y parasimpético.

1.2 Reflejo barorreceptor

Este mecanismo participa de manera central en el control de la frecuencia cardiaca
y regulacion de la presién arterial. Las fibras aferentes primarias de los
barorreceptores se localizan en el seno carotideo y el arco aoértico. Estas fibras se
proyectan al nervio glosofaringeo (IX par craneal) y al nervio vago (X par craneal),
terminando en el ndcleo del tracto solitario en la regién rostromedial del bulbo
raquideo (Figura 4). Las neuronas del nucleo del tracto solitario tienen una
proyeccion glutamatérgica hacia las motoneuronas vagales cardiacas en el nlcleo
ambiguo (NA) y a las interneuronas del area caudal ventrolateral (CVLM por sus
siglas en inglés) del bulbo. Las neuronas del CVLM, a través de interneuronas
GABAérgicas, inhiben a las neuronas simpéticas del area rostro ventrolateral
(RVLM por sus siglas en inglés). El circuito aqui descrito posee actividad tonica
dependiente de la activacion de los barorreceptores, la cual es indispensable para
el mantenimiento del tono simpatico vasomotor y de la presioén arterial, incluso en

estados de reposo (Dampney, 2016; Stauss, 2002).
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Corazdény vasos Corazon : > BAIe )
—— Sinapsis inhibidora (GABAérgica)

sanguineos

Figura 4. Esquema de la via de transmision del reflejo barorreceptor a nivel de tallocerebral,
el cual tiene control del tono simpéatico y parasimpatico del sistemacardiovascular. NTS,
nucleo del tracto solitario; NA, ndcleo ambiguo; CVLM, area caudal ventrolateral del bulbo
raquideo; RVLM, area rostro ventrolateral del bulbo (Modificado de Dampney, 2016).

Los barorreceptores detectan los cambios en los niveles de presion arterial. Un
decremento de la presién arterial disminuye la frecuencia de disparo de las fibras
aferentes de los barorreceptores, induciendo un aumento de laactividad vasomotora
simpética (aumentando la resistencia vascular) y en la funciéncardiaca al inhibir la
funcién de las neuronas GABAérgicas que controlan el tono simpéatico; mientras
gue a nivel parasimpatico disminuye la actividad vagal, resultando en conjunto en

la elevacion de la presion arterial (Dampney, 2016).

Por otro lado, el aumento de la presion arterial aumenta la frecuencia de disparo de
las fibras aferentes de los barorreceptores, resultando en un aumento de la
transmision GABAérgica y por lo tanto en la inhibicién del tono simpatico. A nivel

del nacleo ambiguo, el aumento de su estimulacion permite un predominio de

16



inervacion vagal lo que disminuye la frecuencia cardiaca y la resistencia vascular
para producir decrementos de los niveles de presion arterial (Figura 4) (Dampney,
2016).

Los efectos del reflejo barorreceptor se han descrito mediante la administracion
exdgena de farmacos que modifican la presion arterial. Miki y colaboradores en
2003, describieron los efectos de los cambios de la presion arterial media sobre la
actividad del nervio simpético renal y su efecto en la frecuencia cardiaca en
animales. La administracién de fenilefrina exdgena aument6 la presion arterial
media, disminuyendo la frecuencia de disparo del nervio simpatico renal y por lo
tanto disminucion de la frecuencia cardiaca. La administracion de nitroprusiato de
sodio redujo la presion arterial media en los animales, aumentando la actividad del
reflejo barorreceptor como mecanismo compensador (Miki et al., 2003).

1.3 Neurotransmision no adrenérgica, no colinérgica

El sistema cardiovascular se encuentra inervado por distintos tipos de fibras
nerviosas, provenientes del sistema nervioso autobnomo y del sistema nervioso
sensorial (neurotransmisién no adrenérgica no colinérgica). En el caso de las fibras
sensoriales, las fibras C peptidérgicas y Ad tipo Il han sido asociadas a la regulacion
de la actividad tanto cardiaca, como del tono vascular a través de la liberacion de
distintos neuropéptidos (Lundberg et al., 1996; Rubino y Burnstock, 1996; Julius y
Basbaum, 2001).

La neurotransmision NANC involucra la liberacibn de una amplia variedad de
neuromediadores tanto por neuronas autonémicas como por neuronas sensoriales.
Aun cuando las fibras sensoriales nociceptivas A3 y C han sido asociadas de
manera tradicional como fibras receptoras de estimulos, la estimulacion antidrémica
de estas fibras es capaz de provocar una respuesta vasodilatadora la cual no esta
asociada a una respuesta autonémica (Richardson y Vasko, 2002). Estas neuronas
sensoriales liberan diversos neuropéptidos, los cuales son quimicamente distintos,
exhiben una determinada distribucién en el organismo y tienen la capacidad de
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estimular diversas acciones biolégicas. En este sentido, se han descrito diversos
neuromediadores que producen vasodilatacion (Tabla 1), siendo los mas
importantes el péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP por sus siglasen
inglés), sustancia P (SP), 6xido nitrico (ON) y trifosfato de adenosina (ATP)
(Gonzélez-Hernandez et al., 2016). De esta manera, actualmente se considera a
este sistema no s6lo como un sistema aferente, sino también como eferente (Brain
y Cox, 2006).

Tabla 1. Neuromediadores involucrados en la transmision no adrenérgica no colinérgica

(Tomado y modificado de Gonzéalez-Hernandez et al., 2016).

Neuromediador Localizacion Receptor Segundos Respuesta funcional
mensajeros
CGRP Vasodilatacion,
Adrenomedulina Fibras aferentes primarias CGRP AMPe taquicardia
Amilina
2+ Contraccion de
Ca 2+ musculo liso
ATP Neuronas postganglionares simpaticas sz IP;, Ca
P,Y oN
Vasodilatacion
VIP Neuronas parasimpaticas VPAC AMPe broncodilatacion
1 K*
2 Vasocontriccion
NPY Neuronas postganglionares simpaticas Yl Ca
Y2 AMPc
Extravasacion vascular,
SP Neuronas sensoriales entéricas NK 1Py despolarizacién de
1 Cat fibras aferentes
primarias,
vasodilatacion
GMPc Vasodilatacion
ON Neuronas parasimpaticas _ PGs

CGRP, péptido relacionado con el gen de la calcitonina; ATP, adenosina de trifosfato; VIP,

péptidointestinal vasoactivo; NPY, neuropéptido Y; SP, sustancia P; ON, éxido nitrico.
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CAPITULO 2
PEPTIDO RELACIONADO AL GEN DE LA CALCITONINA (CGRP)

2.1 Generalidades

El CGRP es un potente vasodilatador que esta formado por 37 aminoacidos
miembro de la familia de la calcitonina, en la cual se incluyen también la calcitonina,
la amilina y la adrenomedulina (Brain et al., 1985; Ramos Romero y Sobrino Mejia,
2016). Dentro de sus funciones se encuentran la regulacion del sistema
cardiovascular, participa como mediador de la inflamacién neurogénica y modulador

de los impulsos nociceptivos (Russo, 2015).

En términos generales, se han descrito dos isoformas del CGRP: a-CGRP y (3-
CGRP. Estas dos isoformas dependientes del cromosoma 11, son codificadas por
dos genes diferentes. El a-CGRP se deriva del gen de la calcitonina CALC1,
mientras que el B-CGRP esta codificado por el gen CALC2. Se diferencian uno de
otro por 3 aminoacidos, pero su actividad biol6gica parece ser la misma. El a-CGRP
se encuentra principalmente en el sistema nervioso central y periférico, mientras
gue la isoforma B-CGRP se localiza en el sistema nervioso entérico y en la hipofisis
(Brain y Grant, 2004).

El a-CGRP tiene una distribucion amplia en el sistema nervioso central (SNC) y
periférico (Adams et al., 1987). En el SNC, el a-CGRP se expresa altamente en la
corteza cerebral, giro dentado, sustancia nigra y, en menor proporcion, en la
neocorteza, globo palido, hipocampo, amigdala, talamo, hipotalamo y ganglios
simpaticos. A nivel vascular, las fibras sensoriales CGRPérgicas se encuentran en
todas las capas del tejido vascular liso (Hagner et al., 2002; Tschopp et al., 1985).
Los vasos sanguineos de resistencia estan ampliamente inervados por fibras
sensoriales peptidérgicas que contienen CGRP y Sustancia P. EI CGRP esta
expresado principalmente en fibras amielinicas de pequeiio calibre llamadas fibras

C, y en menor proporciéon en fibras A y fibras Aa y AB (Figura 5).
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Fibra fico C Fibras sensoriales
' ra_ tipo CGRPérgicas
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'] Informacion
nociceptiva superficial

Informacion
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Figura 5. El CGRP esta localizado en diferentes tipos de fibras aferentes primarias (AB, Ad
y tipo C), de manera clasica estan relacionadas a la transmision de la nocicepcion
superficial (placas I-l) y profunda (placas V-VI) en el hasta dorsal de la médula espinal. Sin
embargo, la activacién de estas fibras primarias aferentes a nivel vascular promueve la
vasodilatacién mediante la liberacion de CGRP.

2.2 Receptor al CGRP

El receptor a CGRP forma parte de los receptores acoplados a proteina G, es un
receptor heteromérico que consta de tres subunidades: i) receptor similar al
receptor a calcitonina (CRL, por sus siglas en inglés), ii) proteina modificadora 1 de
la actividad del receptor (RAMP 1, por sus siglas en inglés) y iii) una proteina
componente del receptor (RCP, por sus siglas en inglés) (Figura 6) (Russo, 2015).
El CRL es un homologo del receptor acalcitonina (CTR) y son miembros de la familia
de secretina (familia B) de los receptores acoplados a proteinas G, los cualesse
caracterizan por tener 7 dominios transmembranales y un dominio N-terminal
extracelular de gran longitud. Por otro lado, la RAMP1 es una proteina con un solo
dominio transmembranal que cuenta con un dominio N-terminal extracelular. El

CGRP activa al receptor por medio de la union de las porciones N-terminal del CRL
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y RAMP1, esta union, favorece un cambio conformacional en el receptor, lo que
promueve la disociacion de la subunidad a de las subunidades B/y (McLatchie et al.,
1998). La proteina componente del receptor (RCP) se encuentra en el espacio
intracelular y facilita el acoplamiento de la subunidad G.s (Ramos Romero y Sobrino
Mejia, 2016).

Musculo liso vascular

Miosina

Reticulo sarcoplasmico liso

Figura 6. Receptor a CGRP y sistema transduccional. El receptor CGRPérgico esta
conformado por la subunidad CRL, la cual consta de 7 dominios transmembranales; la
subunidad RAMP1 con 1 dominio transmembranal y la subunidad RCP. EI CGRP se une
en conjunto a la porcién N-terminal de CRL y RAMP1 para su activacion (Russo, 2015). La
unién del CGRP con su receptor, promueve la activacion de la adenilato ciclasa a través de la
proteina Ggs, esta activacion promueve el aumento en la concentracién de AMPc y por lo tanto,
aumenta la actividad de la PKA, esta proteina fosforiladora promueve la disminucion de la
concentracién de calcio y favorece un estado de hiperpolarizacion mediate la activacion de
canales de potasio sensibles a ATP. Estos mecanismos promueven separacion de la cabeza
de miosina con los filamentos de actina generando relajacién del musculo liso vascular.

La respuesta que genera la unién de CGRP con su receptor acoplado a proteina
Gs es el aumento del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), y la activacionde
la proteina cinasa A (PKA). Los efectos vasodilatadores inducidos por laliberaciéon

de CGRP estan mediados por 2 mecanismos: i) vasodilatacion directa enel musculo

liso vascular y ii) vasodilatacion dependiente de endotelio. Ambos
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mecanismos son dependientes del aumento en la actividad de la PKA. Estaproteina
tiene diversos sitios de fosforilacion a nivel del musculo liso vascular comolos
canales de potasio sensibles a ATP (Figura 6), lo que genera un estado de
hiperpolarizacion en la membrana; activacion de cinasas relacionadas a
sefalizacion extracelular (ERK) y factores de transcripcion, como la proteina de
unién a elementos de respuesta al AMPc (CREB) (Gonzalez-Hernandez et al.,
2016). Estas proteinas estan relacionadas con las propiedades protectoras del
CGRP al atenuar la proliferacion celular de musculo liso vascular, inhibicion de
hiperplasia y estimulacion de la proliferacion de células endoteliales (Li et al., 1997;
Wang, Sun, y Wang, 2004). A nivel endotelial, la activacién de la PKA promueve la
activacion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial, el aumento en la sintesis de
oxido nitrico. Otros de los sitios de fosforilacion es la sintasa del 6xido nitrico (NOS),
esta activacion aumenta la sintesis de 6xido nitrico, el cual difunde a través de la
membrana hacia el musculo liso vascular, posteriormente el éxido nitrico aumenta
las concentraciones de GMPc a través de la activacion de la guanilato ciclasa. El
GMPc activa los canales de potasio dependientes de ATP y, por lo tanto, induce la

relajacion del masculo liso vascular (Ramos Romero y Sobrino Mejia, 2016).

2.3 Regulacion del tono vascular

Los vasos sanguineos de resistencia estan inervados tanto por fibras simpaticas
como por nervios sensoriales, los cuales se encargan de la modulacién del tono
vascular mediante la contraccién y relajacion del musculo liso vascular. (Figura 7).
Los nervios simpéticos perivasculares liberan de forma ténica noradrenalina
promoviendo la vasoconstriccion. Este efecto produce aumento en la presion
arterial. Por otro lado, los vasos sanguineos periféricos, también tienen inervacion
proveniente de nervios sensoriales e inducen vasodilatacién via la liberacién de
CGRP. Esta vasodilatacion dependiente de fibras sensoriales puede inducirse
mediante un reflejo axonal y por el reflejo del ganglio de la raiz dorsal, el cual induce
una conduccion antidrémica a la fibra aferente primaria (Bayliss, 1901).
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El CGRP tiene diversos efectos en el sistema cardiovascular y es un vasodilatador
potente. Se estima que este neuropéptido es de 100 a 1,000 veces mas potente
qgue la adenosina, SP o ACh. Como se mencion6 anteriormente, el CGRP puede
ser liberado por las fibras Ad y tipo C (Russell et al., 2014). En este sentido, la
respuesta vasodepresora mediada por el CGRP se ha descrito en distintos modelos
animales, en donde, las respuestas vasodepresoras inducidas tanto por
estimulacion eléctrica como por la administracion exdégena de CGRP son bloqueadas
al administrar un antagonista CGRPérgico (i.e. olcegepant) (Avilés-Rosas et al.,
2017).

Al asta dorsal de la
médula espinal

. A

Nervio sensorial

Fibra del nucleo
intermediolateral

Ganglio de la raiz
‘ dorsal

Ganglio
autonémico

(aferente)
Nervio simpatico
eferente Conduccion
antidromica

Conduccion
ortodromica A
Reflejo axonal

CGRP
(vasodilatacion)

Noradrenalina
(vasoconstriccion)

Vaso
sanguineo

Figura 7. Los vasos sanguineos de resistencia estan inervados tanto por fibras simpaticas
como por fibras sensoriales para modular la vasoconstriccion y la vasodilatacion,
respectivamente. La liberacion de CGRP puede ser mediada por el reflejo axonal o
mediante conduccién antidromica al ser estimulado en nervio sensorial aferente (Tomado
de Gonzalez-Hernandez et al., 2016).

La importancia del CGRP como un neuromediador en las respuestas
vasodepresoras sensoriales fue demostrada en 1992, cuando Taguchi y

colaboradores, apoyado por distintos estudios previos in vitro e in situ (Mulderry et
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al., 1985; Kawasaki et al., 1988; Gardiner et al., 1989; Han et al., 1990a; 1990b;
Kawasaki et al., 1990b), sugieren la participacion del CGRP enddgeno liberado
desde las fibras sensoriales sensibles a capsaicina. Dichos experimentos por
Taguchi et al. (1992) demuestran que la induccion de las respuestas
vasodepresoras por estimulacion eléctrica de la médula espinal (To-T12) y bloqueo
ganglionar en el modelo de la rata descerebrada y desmedulada es mediada por la
liberacion de CGRP (Figura 8).

Estas respuestas vasodepresoras por estimulacion eléctrica fueron inhibidas por la
administracion i.v. (infusion continua) de un antagonista selectivo del receptor al
CGRP (CGRP8-37), asi como por la tetrodotoxina, mas no por la administracion de
propranolol (antagonista B adrenérgico), atropina (antagonista muscarinico) o
pirilamina mas cimetidina (antagonistas de los receptores a histamina Hiy Hz,
respectivamente) (Taguchi et al., 1992). Estos datos indicaron que dichas
respuestas son de caracter neurogénico, y que en este caso involucra la
participacion del sistema sensorial, ya que el pretratamiento con capsaicina inhibe
las respuestas vasodepresoras (Taguchi et al., 1992), como habia sido propuesto
previamente (Fisher et al., 1983; Kawasaki et al., 1988; Kawasaki et al., 1990a; Han
et al., 1990a).
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Figura 8. A. Registro de las respuestas vasodepresoras durante la estimulacion eléctrica
de la médula espinal y durante la administracion intravenosa de diversas sustancias
vasodepresoras. B. Registro del efecto vasodepresor durante la estimulacion eléctrica de
la médula espinal, en presencia de un antagonista de CGRP (CGRP8-37). ACh,
acetilcolina; C6,hexametonio; CGRP, péptido relacionado al gen de la calcitonina; His,
histamina; Iso, isoproterenol; SP, sustancia P (Tomado de Taguchi et al., 1992).

2.4 Implicaciones terapéuticas

Los mecanismos involucrados en las acciones vasodilatadoras del CGRP ya han
sido analizados en algunas preparaciones vasculares tales como: i) las arterias
coronarias (Bell y McDermott, 1996; Wimalawansa, 1996; Shen et al., 2001); ii) los
vasos sanguineos craneales (De Vries, 1999; Williamson y Hargreaves, 2001;
Goadshy et al., 2002); ii)) el lecho arterial carotideo y sus anastomosis
arteriovenosas (Arulmani, 2004); asi como iv) en ratas descerebradas y
desmeduladas (Avilés-Rosas et al., 2017; Taguchi et al., 1992; Villalon et al., 2008).
En este punto, se considera que el CGRP no sélo desempefia un papel importante
en la fisiopatologia de la migrafia (Edvinsson et al., 2002; Arulmani et al., 2004;

Akerman et al., 2002), sino que también esta involucrado en otras acciones en el
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sistema cardiovascular, incluyendo el tejido cardiaco (Bell y McDermott, 1996;
Kaygisiz et al., 2003), la vasculatura coronaria (Bell y McDermott, 1996; Hasbak et
al., 2005) y la vasculatura sistémica (Wimalawansa, 1996). Por lo tanto, la
identificacion de los receptores que pueden modular la liberacion de CGRP desde
las fibras perivasculares es de interés cientifico (Gonzalez-Hernandez et al., 2016).
Ciertamente los farmacos que son capaces de inhibir la vasodilatacion por efectos
directos sobre los vasos sanguineos craneales (Saxena y Ferrari, 1989; Ferrari y
Saxena, 1993) o capaces de interferir con la liberacion de CGRP son una estrategia
terapéutica para el tratamiento de la migrafia (De Vries et al., 1999; Villalon et al.,
2002; Gonzalez-Hernandez et al., 2018, 2021).

2.5 Regulacion de la liberacion de CGRP

Como se menciond anteriormente, se han descrito dos isoformas del CGRP: a-
CGRP y el B-CGRP. Una vez que el CGRP se sintetiza, este es almacenado en
vesiculas de nucleo denso, en la terminal del nervio sensorial. Cuando este nervio
es estimulado, se produce una despolarizacién de la membrana, se acumula el
calcio intracelular y se libera el CGRP. Uno de los mecanismos involucrados en la
liberaciobn de CGRP es mediante el uso de capsaicina, cuya administracion, induce
la activacion del canal ibnico TRPV1 el cual promueve la liberacion de CGRP. Otro
mecanismo implicado en la liberacion de este péptido fue es a través del sulfuro de
hidrogeno, el cual promueve la liberacion de CGRP mediado por el TRPAL, en
donde, se describi6 un aumento en el flujo sanguineo cutdneo (Pozsgai et al.,
2012).

A nivel sistémico, usando el modelo de la rata descerebrada y desmedulada,
nuestro grupo de investigacion ha descrito diversos receptores involucrados en la
modulacion de la liberacion del CGRP de las fibras sensoriales que inervan la
vasculatura sistémica (responsables de producir respuestas vasodepresoras). A la

fecha, se sabe que la activacion preunional de receptores adrenérgicos aza/c,
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serotonérgicos 5-HTisir, dopaminérgicos Ds e histaminérgicos Hs inhiben a la
neurotransmision perivascular CGRPérgica en este modelo (Villalén et al., 2008;
Lozano-Cuenca et al., 2009; Gonzalez-Hernandez et al., 2010, 2011, 2018, 2019;
Manrique-Maldonado 2014; 2015; 2019).

Mas recientemente, se ha propuesto que la oxitocina interviene en la modulaciéon
de la liberacion de CGRP. Esto ha sido demostrado en diversos estudios en donde
se evidencia el efecto antinociceptivo de la oxitocina. Por ejemplo, Gong y
colaboradores (2015) describieron efectos antinociceptivos de la oxitocina en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal, en donde demostraron que la oxitocina
promueve hiperpolarizacibn membranal; este mecanismo ocurre por la liberacion
de Ca?* del reticulo endoplasmico liso promoviendo la activaciéon de la sintasa de
oxido nitrico y por lo tanto aumentando las concentraciones de 6xido nitrico (NO).
Este incremento de NO es inhibido por la administracion de atosiban (antagonista
del receptor OTR). El aumento de la sintesis de NO activa la via de la guanilato
ciclasa favoreciendo un incremento de las corrientes de K* sensibles a la
glibenclamida (bloqueador de canales de Katp). De forma similar, en estudios de
liberacion de CGRP inducida por capsaicina en la vasculatura meningea, se
demostré que la oxitocina inhibe la liberacion de este neuropéptido (Tzabazis et al.,
2016), y, por lo tanto, se ha propuesto su probable relevancia como un agente
antimigrafioso (Gonzalez-Hernandez et al., 2021). Por otro lado, se demostré que
el efecto antinociceptivo de la oxitocina también se presenta a nivel de las fibras
sensoriales periféricas, en donde, la administracion de oxitocina disminuye la
frecuencia de disparo de las fibras sensoriales de tipo C y Ad; dicho efecto, es
revertido con la administracién de un antagonista selectivo a OTR (L-368,899)
(Gonzélez-Hernandez et al., 2017). Es importante destacar que el CGRP se
encuentra en las fibras sensoriales tipo C y Ad, y estas inervan la vasculatura
sistémica; sin embargo, el efecto de la oxitocina sobre la modulacion en la liberacion

de CGRP en la vasculatura sistémica, no ha sido descrito.
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CAPITULO 3
OXITOCINA

3.1 Generalidades

La oxitocina es un neuropéptido de 9 amino&cidos (Figura 9). Este nonapéptido se

sintetiza principalmente en las neuronas magnocelulares del nicleo supradptico y

paraventricular del hipotalamo y se almacena en vesiculas de gran tamafio como

un complejo oxitocina-neurofisina en los cuerpos de Herring en los axones

terminales de la neurohipdfisis (Figura 10). Algunas neuronas del nudcleo

paraventricular tienen proyecciones directas al asta dorsal de la médula espinal, asi

como proyecciones en el tallo cerebral dorsal, una region crucial en la regulaciéon

cardiovascular (Gutkoswska y Antunes-Rodrigues, 2014; Wiegand y Gimpl, 2012)

Asn Cys Pro
l
S
| |
S

|
Tyr — Cys

Oxitocina

Asn Cys Pro

/ |
G|ln ?
Phe S

l
Tyr — Cys

Vasopresina

Leu — Gly(NH,)

Arg — Gly(NH,)

Figura 9. Esquema que muestra la homologia estructural de la oxitocina y la vasopresina,
las cuales cuentan con un puente disulfuro y solo difieren en 2 aminoacidos (letras rojas)

(Brunton et al., 2019).
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Todas las hormonas de la neurohipofisis son nonapéptidos que cuentan con un
puente disulfuro entre los residuos de cisteina 1y 6 (Figura 9). Estos neuropéptidos
estan clasificados en dos familias: i) familia de oxitocina, contiene un aminoacido
neutro en la posicion 8 (leucina, isoleucina, glicina, valina o triptéfano); y ii) familia
de vasopresina contiene un aminoacido en la posicion 8 (arginina o lisina) (Tabla 2).
La isoleucina en la posicion 3 es esencial para la estimulacion de los receptores de
oxitocina, mientras que la presencia de Arginina o Lisina en la posicion 8 estimula

los receptores de vasopresina (Gimpl y Fahrenholz, 2001; Stoop, 2012).

Tabla 2. Aminoacidos presentes en los diferentes neuropéptidos pertenecientes a la familia

de oxitocina y vasopresina (Tomado de Gimpl y Fahrenholz, 2001).

! 1

1 2 3 4 b 6 7 8 9
Oxitocina Cys Tyr Ile GIn Asn Cys Pro Leu Gly(NH,)
Mesotocina . * * * * * * Tle *
Isotocina
Glumitocina * * * Ser * * * Ile *
Valitocina * * * Ser * * * Gin *
Aspargotocina : : : A;:n : : : ‘;ﬂl :
Asvatocina . . . ‘Asn . . . Val .
Fasvatocina . . Phe Asn . . . val N
ﬁef&:lot.ocma . . Phe Arg . . . e .

netocina * Phe val Arg . * «  Thr .

Vasotocina * * * ® * * * Arg *

I Vasopresina * * Phe * * * * Arg * I
Lisipresina * * Phe * * * * Lys *
Fenipresina * Phe Phe * * * * Arg *
Locupresina * Leu * Thr * * * Arg *
Arg-conopresina * Tle * Arg * * * Arg *
Lys-conopresina * Phe * Arg * * * Lys *
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3.2 Receptor a oxitocina (OTR) y vasopresina Via (ViaR)

El receptor a oxitocina (OTR) y vasopresina Via (ViaR) tienen semejanza
estructural, lo cual permite la interaccion de la oxitocina no solo con su receptor;
sino también, con el receptor a vasopresina. Ambos receptores pertenecen a la
familia de receptores acoplados a proteina G, con 7 dominios transmembranales.
Estos receptores estan acoplados a proteina Gqi1, Y la union del ligando a estos
receptores activa la via de la fosfolipasa C. Esta activacion promueve la hidrélisis
del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) y la formacién de dos segundos mensajeros: el
inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). El IP3 activa canales de calcio
localizados en el reticulo sarcoplasmico liso y, por lo tanto, la movilizacion de calcio
del reticulo sarcoplasmico al citoplasma (Wiegand y Gimpl, 2012, Japundzié-Zigon,
et al. 2020) (Figura 11). La activacion del OTR permite la contraccion uterina y el
aumento en la produccion de NO, el cual puede generar cardiomiogénesis. Mientras
que la activacion del ViaR, induce la contraccion del musculo liso vascular,
promueve la gluconeogénesis, adhesion plaquetaria y la secrecién de angiotensina
Il (Japundzié-Zigon, et al. 2020). A pesar de que, el receptor a oxitocina se relaciona
con la union a proteina Ggll, se ha descrito que el OTR se acopla y activa a
proteinas Gi/o. Esta heterogeneidad en las proteinas G que pueden ser activadas
por el OTR favorece diversos efectos, dentro de los que se encuentran lainhibicién
de la adenilato ciclasay la estimulacion de canales de potasio (Chatterjeeet al., 2016;
Pierce, et al. 2019; Alberi, Dreifuss, y Raggenbass, 1997; Gravati, et al., 2010).
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Figura 10. Ndcleos hipotalamicos. Los nucleos paraventricular y supradptico son los
encargados de la sintesis de oxitocina y vasopresina. Posteriormente, la oxitocina se
almacena a la neurohipdfisis y libera en el sistema portal hipofisiario para ejercer su funcién
enddcrina en 6rganos como glandulas mamarias, Utero, sistema cardiovascular y rifion
(vasopresina).

Como se mencioné anteriormente, la principal funcidn de la oxitocina esta
relacionada con el parto y la lactancia y, mas recientemente, se ha asociado con
funciones prosociales (Tzabazis et al., 2016). Adicionalmente, la oxitocina inhibe de
forma selectiva la activacion de neuronas aferentes primarias nociceptivas (fibras
Ad y c) y, por lo tanto, se ha propuesto que tiene un efecto antinociceptivo
probablemente mediado por la activacion del receptor OTR (Gonzalez-Hernandez
et al., 2017); sin embargo, la probable participacion del receptor a vasopresina Via
(V1aR) no se ha descartado (Gonzalez-Hernandez et al., 2014). Asimismo, estudios
ex vivo han demostrado que la oxitocina inhibe la nocicepcibn en neuronas
sensibles a capsaicina del ganglio de la raiz dorsal, al generar hiperpolarizacion de
la membrana celular; esto sugiere un mecanismo dependiente de Ca?* (Hobo et al.,
2012).
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Reticulo sarcoplasmico liso

Figura 11. El receptor de oxitocina puede estar asociado a diferentes tipos de proteinas G
(Go/11, Gio y Gs). La activacion de la proteina Ggqa1 activa la via de la fosfolipasa CB,
permitiendo la salida de calcio al citoplasma. Este receptor esta asociado a la proteina 3-
arrestina que, en conjunto con la clatrina, producen la internalizacion del receptor cuando
éste es estimulado. Este proceso no ocurre en los receptores acoplados a proteinas Gioy
Gs. Los receptores de vasopresina tienen homologia estructural con el receptor de la
oxitocina, lo que produce la interaccion de la oxitocina con los receptores de vasopresina.
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CAPITULO 4

UBICACION DEL PROYECTO

4.1 Justificacion

Aun cuando se considera que el CGRP liberado de las fibras sensoriales no sélo es
relevante en las respuestas vasodepresoras, sino también en la regulacion de
distintas funciones cardiovasculares y sensoriales, no se conocen del todo los
mecanismos que participan en la modulacion de la liberacion de este péptido. Hay
evidencia de que la oxitocina inhibe la neurotransmision sensorial nociceptiva
(Gonzélez-Hernandez et al., 2017; Tzabazis et al., 2016). Sin embargo, no existen
reportes que hagan referencia al efecto de la oxitocina sobre la neurotransmision
sensorial CGRPérgica a nivel de la vasculatura sistémica (i.e., sobre el tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico). Por lo tanto, resulta de interés el determinar
si la oxitocina se encuentra involucrada en la modulacion de la liberacion de CGRP
a nivel neurovascular sistémico en las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas
(Taguchi et al., 1992; Villalon et al., 2008; Avilés-Rosas et al., 2017). En caso de
que este neuropéptido inhibiera dicha neurotransmision, seria importante identificar

la naturaleza farmacoldgica de los receptores involucrados.

4.2 Hipotesis

En la rata descerebrada y desmedulada, las respuestas vasodepresoras inducidas
por estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico seran inhibidas por una
infusion i.v. continua de oxitocina. Por lo tanto, la administracién i.v. del antagonista

selectivo al OTR (L-368,899) bloqueara la inhibicién inducida por la oxitocina.
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CAPITULO 5
OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar el efecto farmacolégico de la oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras producidas por la estimulacion del tono sensorial perivascular
CGRPérgico.

5.2 Objetivos particulares
En ratas descerebradas y desmeduladas:

Objetivo particular 1
Evaluar farmacol6gicamente el efecto de bolos i.v. de oxitocina antes y después de
los antagonistas L-368,899 (OTR) o SR 49059 (ViaR) sobre la presion arterial

diastdlica.

Objetivo particular 2
Investigar si la infusion i.v. continua de oxitocina es capaz de inhibir las respuestas
vasodepresoras inducidas por:

i.  Laestimulacién eléctrica del tono sensorial perivascular CGRPérgico.

ii. Laadministracién de a-CGRP exo6geno.

Objetivo particular 3

Identificar el perfil farmacoldgico de los receptores (OTR vs. V1aR) involucrados en
el posible efecto inhibidor de la infusion i.v. continua de oxitocina, mediante el
andlisis de:

i. El efecto per se de la administracién de los antagonistas L-368,899 (OTR) o
SR 49059 (V1aR) sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por la
estimulacion del tono sensorial CGRPérgico.

ii. Elefecto de la administracion i.v. de los antagonistas L-368,899 o SR 49059
sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por la activaciéon del tono

CGRPérgico durante una infusion i.v. continua de oxitocina.
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CAPITULO 6
MATERIALES Y METODOS

En este proyecto se utilizé un total de 96 ratas Wistar (380-420 g). Todos los
animales fueron mantenidos con alimento y agua ad libitum en ciclos de luz
oscuridad de 12:12 h a una temperatura de 22+2 °C y una humedad relativa del
50%.

En este punto, es importante mencionar que, en los modelos en los que se
caracterizaron los receptores involucrados en la inhibicion de las respuestas
vasodepresoras, no se midio la actividad CGRPérgica directamente. En el caso
especifico del modelo de la rata descerebrada y desmedulada, la liberacion de
neurotransmisores (principalmente CGRP) fue estimada indirectamente al medir las
respuestas vasodepresoras producidas por estimulacion eléctrica de la médula
espinal a nivel To-T12, como se ha descrito con anterioridad (Taguchi et al., 1992;
Villalon et al., 2008; Gonzélez-Hernandez et al., 2010, 2011; Avilés-Rosas et al.,
2017).

6.1 Respuestas vasodepresoras en ratas descerebradas y desmeduladas
6.1.1 Procedimiento general

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p.).
Posteriormente, se realizé una traqueotomia y se inserté un catéter de polietileno.
Bajo estas condiciones se procedié a la descerebracion y desmedulacién que
consiste en insertar un estilete de acero inoxidable a través de la 6rbita ocular y el
foramen magnum, hasta el foramen vertebral (Shipley y Tilden, 1947).
Inmediatamente después, los animales fueron asistidos con respiracion artificial
mediante una bomba de presién positiva Ugo Basile modelo 7025 con una
frecuencia de 56 respiraciones/min y un volumen de aire de 20 ml/kg (Kleinman y
Radford, 1964).
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Subsecuentemente, se realiz6 una vagotomia bilateral a nivel cervical y se procedio
a la canulacion con catéteres de polietileno en: i) las venas femorales y yugulares,
para la administracion de agonistas y antagonistas, respectivamente; ii) la arteria
carétida izquierda, la cual se conecto a un transductor de presion Grass (P23XL)
para el registro de la presion arterial sanguinea (PA). La frecuencia cardiaca (FC)
fue determinada mediante un tacografo (7P4, Grass Instruments Co., Quincy, MA,
USA) que mide el intervalo entre dos ondas consecutivas de la presion arterial
sistolica. Las variables hemodinamicas (PA y FC) se registraron en un poligrafo

Grass modelo 7.

Posteriormente, el estilete fue reemplazado por un electrodo de estimulacion
esmaltado excepto por 1.5 cm de longitud que se localiza a 10.5 cm. de la punta,
de tal forma que el segmento no esmaltado se sitie a nivel de los segmentos
toracicos To-T12 de la médula espinal para estimular de manera selectiva las fibras
sensoriales CGRPérgicas que inervan a la vasculatura sistémica (Gillespie et al.,
1970; Taguchi et al., 1992; Villalon et al., 2008).

Previo a la estimulacion eléctrica, los animales recibieron: i) galamina (25 mg/kg,
i.v.) para evitar los espasmos musculares que resultan de la estimulacién de las
fiboras motoras en las raices ventrales (Villalon et al., 1995a; 1995b); y ii) y una
infusion continua de hexametonio (2 mg/kg.min, i.v.) para bloquear las respuestas
vasopresoras simpaticas inducidas por la estimulacién eléctrica (Villalén et al.,
1998). La presion arterial diastélica (PAD) se incrementd y mantuvo a un nivel de
aproximadamente 100-130 mmHg mediante la administracion de una infusion i.v.
continua de metoxamina (15 pg/kg.min). La temperatura de cada animal se
mantuvo a 37 °C por medio de una lampara y monitoreada con un termémetro

rectal.

Bajo estas condiciones experimentales, se llevo a cabo la estimulacion eléctrica de
las fibras sensoriales perivasculares a nivel de los segmentos medulares To-T12,

aplicando trenes de descarga de 10 s de duracién y con las siguientes
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caracteristicas: i) pulsos eléctricos de 2 ms; ii) voltaje de 50 V vy iii) con una
frecuencia de estimulacion de 0.56 — 5.6 Hz (Villalon et al., 2008; Gonzéalez-
Hernandez et al., 2010, 2011).

6.1.2 Protocolo experimental

Después de que los animales alcanzaron una estabilidad hemodinamica de por lo
menos 30 min, se registraron los valores basales de la presion arterial diastdlica y
la frecuencia cardiaca. Posteriormente, se estimulo eléctricamente el tono sensorial
perivascular CGRPérgico para producir las respuestas vasodepresoras aplicando
trenes de descarga de 10 s (pulsos rectangulares monofasicos de 2 ms de duracion

y 50 V) e incrementos de la frecuencia de estimulacién (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz).

Cuando la presion arterial diastdlica retorné a los niveles basales, se aplicé la
siguiente frecuencia de estimulacion; esto se realiz6 sistematicamente hasta
completar la curva estimulo-respuesta. En la estimulacion eléctrica perivascular, asi
como también en la administracion i.v. de a-CGRP exdgeno, se us6 un esquema
de administracion secuencial en incrementos de 0.25 unidades logaritmicas a

intervalos de 5-10 min.

Para alcanzar los objetivos antes sefialados se plantearon los siguientes protocolos
experimentales, siguiendo las condiciones de estimulacion eléctrica previamente
estandarizadas en el laboratorio (Villalon et al., 2008; Gonzélez-Hernandez et al.,
2010, 2011) (Figura 12).

6.1.3 Protocolo experimental para determinar respuestas vasodepresoras
CGRPérgicas inducidas eléctricamente bajo la administracion de

infusiones i.v. continuas de metoxamina.

Para determinar el efecto del vehiculo (solucion salina al 0.9%) de la oxitocina sobre
las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica, se utilizd un

grupo de animales (n=12) y se analizaron los efectos vasodepresores inducidos por
37



estimulacién eléctrica en ratas pretratadas con una infusion i.v. continua de
hexametonio (2 mg/kg.min) y de: i) metoxamina (15 ug/kg.min) (grupo control; n=6);
y ii) metoxamina (15 pg/kg.min) + solucion de NaCl al 0.9% (0.02 ml/min; n=6).
Debe destacarse que las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion
sensorial CGRPérgica o por bolos i.v. de CGRP exdgeno son altamente
taquifilacticas; consecuentemente, sélo se pudo realizar una curva estimulo-
respuesta o dosis-respuesta (Villalon et al., 2008; Gonzalez-Hernandez et al., 2010,
2011).

6.1.4 Efecto de la administracion de bolos i.v. de oxitocina sobre la presion

arterial sistémica

Para determinar el efecto sobre la presion arterial, inducido por la administracion de
bolos i.v. de oxitocina en rata descerebrada y desmedulada, se utilizé un grupode
animales (n=6) y se realizaron 3 curvas dosis-respuesta (0.1, 0.3, 1, 3y 10 ug/kg),

se analizaron los efectos sobre la presion arterial y su reproducibilidad.

6.1.5 Efecto de laadministracién i.v. de los antagonistas L-368,899 o SR49059
sobre las respuestas inducidas por la administracién de bolos i.v de

oxitocina

Para analizar el efecto de los antagonistas L-368,899 (antagonista al OTR) y SR
49059 (antagonista al ViaR) sobre las respuestas inducidas por la administracion

de bolos i.v. de oxitocina (0.1-10 pg/kg), se utilizé un grupo de ratas (n=6).

6.1.6 Efecto de la infusién i.v. continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion del tono sensorial

perivascular CGRPérgico

Durante las infusiones continuas de metoxamina (15 pg/kg.min, i.v.), se determiné
el efecto de la oxitocina (en infusion continua) sobre las respuestas vasodepresoras

CGRPérgicas inducidas por estimulacion eléctrica. En este caso, se us6 una n=24,
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dividida en 4 grupos experimentales (oxitocina a dosis de 1, 1.8, 3y 10 pg/kg.min

I.v.; n=6 para cada dosis).

6.1.7Efecto per se de la administracion i.v. de los antagonistas L-368,899 o
SR 49059 sobre las respuestas vasodepresoras inducidas

eléctricamente

Para analizar el efecto per se de los antagonistas L-368,899 y SR 49059 sobre las
respuestas vasodepresoras CGRPérgicas bajo una infusibn continua de
metoxamina, se utilizé un grupo de ratas (n=12), que fue dividido en dos subgrupos
(n=6, cada uno).

Las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas inducidas por estimulacion eléctrica
fueron evaluadas en animales pretratados con infusiones i.v. continuas de
hexametonio (2 mg/kg.min) y metoxamina (15 pg/kg.min), seguidas por la
administracion de un bolo i.v. de: i) L-368,899; o ii) SR 49059.

6.1.8Efecto de la administracion i.v. de los antagonistas L-368,899 o SR 49059
sobre las respuestas vasodepresoras inducidas eléctricamente bajo una

infusién continua de oxitocina

Para determinar el perfil farmacoldgico involucrado en la inhibicion por oxitocina de
las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas inducidas por estimulacién eléctrica,
se utilizé un grupo de animales (n=12). Este grupo fue dividido en 2 subgrupos (n=6,
cada uno). Bajo la infusion i.v. continua de hexametonio (2 mg/kg.min), metoxamina
(15 pg/kg.min) u oxitocina se evaluaron las respuestas vasodepresoras inducidas
por estimulacién eléctrica bajo la administracion de los siguientes bolos i.v.:
i) L-368,899; 0 ii) SR 49059.
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6.1.9 Efecto de la infusién continua de oxitocina sobre las respuestas

vasodepresoras inducidas por a-CGRP exdgeno

Para alcanzar el objetivo de determinar si el efecto inhibidor de las respuestas
vasodepresoras observadas por la administracion de oxitocina es mediada por
receptores a nivel preunional o postunional, se utiliz6 otro grupo de animales
(n=12), el cual fue dividido en dos subgrupos (n=6, cada uno) en donde se
determinaron los efectos vasodepresores inducidos por la administracion de bolos
i.v. de a-CGRP exo6geno (0.1, 0.18, 0.31, 0.56 y 1.0 ug/kg, i.v.) en ratas pretratadas
con una infusién i.v. continua de metoxamina (15 ug/kg.min), seguidas de una

infusion continua de: i) vehiculo (0.02 ml/min); u ii) oxitocina.

Rata descerebrada y desmedulada
n=96

1
Metoxamina (15 pg/kg.min)

Hexametonio (2 mg/kg.min)

Galamina (25 mg/kg)
|
Serie 1 Serie 2 Serie 3

(oxitocina bolos i.v. ) (estimulacion eléctrica) (o= CGRP bolos i.v. )
n=12 n=60 n=24
Il
| r i 1 |
Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Control
n=6 n=36 n=12 n=12 n=6
| | I |
Control Vehiculo Oxitocina
L-368,899 + SR 49059 n=6 Infusién continua i.v. Infusion Vehiculo
Bolo.v. | 0.02 mifmin continua .v. Infusién continua i.v.
L Vehiculo | 0.02 mi/min
Infusién continua i.v. L-368,899 L-368,899 n=6
0.02 mi/min (100 pg/kg) Bolo i.v.
n=6 Boloi.v. (100 pglkg)
| n=6 n=6 Oxitocina
Oxitocing | Infusion continua i.v.
Infusién continua i.v. SR 49059 SR 40059
| Boloi.v. Boloi.v
1 pglkg.min (100 pgrkg) (100 pglkg) -
- pgn=% n=6 n=6 1 wg/kg.min
n=6
L 8 uﬁil? min 1.8 pg/kg.min
n=6
| 3uglkg.min
n=6
10 pg/kg.min
- n=6
Oxitocina bolos i.v. Estimulacion eléctrica a-CGRP bolos i.v.
0.1,0.3,1,3, 10 uglkg 0.56,1,1.8,3.1,56 Hz 0.1,0.18, 0.31,0.56, 1 ug/kg

Figura 12. Disefio experimental para la evaluacion del efecto de la oxitocina sobre el tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico.
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6.2 Farmacos

Ademas del pentobarbital sédico utilizado para la anestesia, los farmacos
empleados en el presente proyecto fueron: triyoduro de galamina, clorhidrato de
metoxamina, cloruro de hexametonio, CGRP de rata (a-CGRP) (Sigma Chemical,
Co., St. Louis, MO, USA), Hidrato de sal de acetato de oxitocina (Sigma-Aldrich, no.
Catédlogo 06379), L-368,899 clorhidrato (Tocris, no. Catdlogo 2641), SR 49059
(Tocris, no. Catalogo 2310). Todos los compuestos fueron disueltos con solucién
salina, excepto el SR 49059 el cual fue disuelto con DMSO al 6.6%. Todas las

soluciones de estos farmacos fueron preparadas en el mismo dia del experimento.

6.3 Analisis estadistico

Los resultados experimentales que se obtuvieron fueron expresados como la media
+ el error estdndar de la media de los decrementos maximos de lasrespuestas
vasodepresoras, expresados como porcentaje de cambio de la PAD conrespecto a
la basal (Villalon et al., 2008; Gonzalez-Hernandez et al., 2010, 2011). Los
resultados obtenidos en cada subgrupo de animales fueron analizados para
determinar una diferencia estadisticamente significativa aplicando un analisis de
variancia (ANOVA) de dos vias seguido por una prueba post hoc de Student-
Newman-Keuls cuando los resultados del analisis indiquen que se trata de
muestras poblacionales distintas. En todos los casos se considerara un cambio
significativo cuando p<0.05.
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CAPITULO 7
RESULTADOS

7.1 Variables hemodinamicas

Los resultados obtenidos de la evaluacion de los niveles basales de la presion
arterial diastolica en ratas descerebradas y desmeduladas se muestran en la figura
2, corresponden al valor promedio + error estandar de la media. Las ratas
descerebradas y desmeduladas en ausencia de infusion continua con metoxamina,
mostraron niveles basales de presion arterial diastélica de 34 £+ 3 mmHg, mientras
que, en presencia de infusién continua con metoxamina o infusién continua de
metoxamina + vehiculo, fue de 134 + 10 y 115 + 3 mmHg respectivamente. Es
importante destacar que, los valores basales de presion arterial diastélica en las
ratas descerebradas y desmeduladas son significativamente menores en
comparacién con las ratas descerebradas y desmeduladas con infusion continua
con metoxamina o metoxamina + vehiculo con una p<0.05 (Figura 13). La presion
arterial diastolica entre los grupos de metoxamina y metoxamina + vehiculo, no

mostro diferencia entre ellos (p>0.05).
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Figura 13. Incrementos en la presion arterial diastélica inducidos antes (control) y después
de una infusién continua con: (i) metoxamina (15 pg/kg.min); y (i) metoxamina (15
pg/kg.min) + vehiculo (0.02 ml/min); en ratas descerebradas y desmeduladas p<0.05 (*).
Kruskal-Wallis. No hubo diferencia significativa (p>0.05) entre metoxamina y metoxamina
+ vehiculo.

7.2 Efecto de la administraciéon de bolos i.v. de oxitocina sobre la presion

arterial sistémica en presencia de L-368,899 y SR 49059

Los efectos de la oxitocina sobre la presion arterial sistémica inducida por la
administracion de bolos i.v. fue analizada mediante 3 curvas dosis-respuesta. En la
figura 14A se observa el efecto vasopresor inducido por oxitocina, el cual es
dependiente de la dosis; este efecto persiste durante las 3 curvas dosis respuesta.

Al no haber diferencias significativas entre ellas (p>0.05), estos datos sugieren: (i) la
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reproducibilidad del efecto de la oxitocina; y que (i) bajo estas condiciones
experimentales la oxitocina no genera una respuesta taquifilactica (Figura 15A).
Este efecto vasopresor no se modifica en presencia de los vehiculos de L-368,899
0 SR 49059 (S.S y DMSO al 6.6%, respectivamente) (p>0.05) (Figura 14B y 15B).

Por otro lado, el efecto vasopresor de la oxitocina se bloquea por el SR 49059
(antagonista V1aR) en todas las dosis de la curva dosis-respuesta (p<0.05) (Figura
14C y 15C). En contraste, la respuesta vasopresora inducida por oxitocina no se
revierte por el L-368,899 (p>0.05); estos datos sugieren que el efecto presor de la

oxitocina es mediado por la activacion del ViaR y no por el OTR.
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Figura 14. Respuestas vasopresoras producidas por bolos i.v. de: oxitocina (A), oxitocina
+ vehiculos de los antagonistas L-368,899 o SR 49059 (S.S. y DMSO respectivamente) (B)
y oxitocina + antagonista del OTR (L-368,899) o antagonista del ViaR (SR 49059) (C).
Nétese la reproducibilidad de las respuestas vasopresoras en las 3 curvas dosis-respuesta
a oxitocina en presencia de los vehiculos, mientras que la respuesta vasopresora producida
por la oxitocina se ve atenuada en presencia del SR 49059 mas no por el L-368,899.
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Figura 15. Analisis diferencial de los efectos producidos durante bolos i.v. de oxitocina (A)
y en presencia de: (B) vehiculos de los antagonistas L-368,899 y SR 49059 (S.S. y DMSO
al 6.6% respectivamente) y (C) oxitocina en presencia del antagonista al OTR (L-368,899,
100 ug/kg) o al antagonista del ViaR (SR 49059, 100 ug/kg). Notese la reproducibilidad de
la administracién de bolos i.v. de oxitocina en las 3 curvas dosis-respuesta (A). Por otro
lado, no hubo diferencias significativas en las respuestas vasopresoras producidas por
bolos i.v. de oxitocina en presencia de los vehiculos p>0.05 (B), mientras que hay diferencia
con la administracion del SR 49059 p<0.05 (simbolos oscuros) con relacién al grupo control
(oxitocina), pero no en presencia del L-368,899 p>0.05. ANOVA de dos vias de medidas
repetidas seguido por una prueba post hoc de Student-Newman-Keuls.

7.3 Respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién eléctrica del tono

sensorial CGRPérgico o por la administracién de bolos i.v. de a-CGRP

En la figura 16 se muestran los registros originales de las respuestas
vasodepresoras producidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial
CGRPérgico (Te-T12) (Figura 16A y B) o por la administracion de bolos i.v. de a-
CGRP (Figura 16C y D) en presencia de infusiones continuas con metoxamina
(Figura 16A y C) o metoxamina + vehiculo (Figura 16B y D). Estos decrementos en

la presion arterial diastélica son dependientes de la frecuencia de estimulacién
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(0.56-5.6 Hz) y de la dosis (0.1-1.0 pug/kg de a-CGRP) (Figura 17).

Presién arterial Presion arterial Presion arterial

Presion arterial

mmHg

mmHg

mmHg

mmHg

Metoxamina 15 pgrkg.min

A Hexametonio 2 mg/kg.min
150
100
M L — W
50 W '
[ t t t t [
0 Galamina 0.56 1.0 1.8 3.1 56
(25 mgkg) Frecuencia (Hz)
Met ina 15 ugfka.mi Vehiculo
etoxamina 15 pg/kg.min
B Hexametonio 2 mg/kg.min
150 b "
100 B W
P ——
!
50
1 tt ot + t
Galamina 0.56 1.0 1.8 3.1 56
(25 mg/kg) Frecuencia (Hz)
Metoxamina
C =
150
100 m—
50
t t t t t
0 01 018 0.31 0.56 10
a-CGRP (ug/kg)
D

Metoxamina + vehiculo

t t t t t
0 0.1 018 0.31 058 10
a-CGRP (ug/kg)

Figura 16. Respuestas vasodepresoras producidas por: (A) estimulacién eléctrica del tono

sensorial vasodepresor CGRPérgico durante una infusion continua de metoxamina. (B)

metoxamina + vehiculo; y (C) bolos i.v. de a-CGRP durante una infusién continua de
metoxamina o (D) metoxamina + vehiculo.
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Figura 17. Analisis diferencial de los efectos producidos durante: (A) una infusion continua
con metoxamina 0 metoxamina + vehiculo sobre las respuestas vasodepresoras
producidas por estimulacion eléctrica sensorial (n=6) o (B) bolos i.v. de a-CGRP (n=6). No
hubo diferencias significativas en las respuestas producidas en los diferentes grupos de
animales. p>0.05 ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido por una prueba post
hoc de Student-Newman-Keuls.

Las respuestas vasodepresoras generadas por estimulacion eléctrica o por bolos
de o-CGRP no mostraron diferencias entre el grupo de metoxamina (n=6) y
metoxamina + vehiculo (n=6) (p>0.05). Estos resultados demuestran que el
vehiculo (Solucion Salina) no modifica las respuestas vasodepresoras inducidas
por estimulacién eléctrica o por bolos de a-CGRP (Figura 17A, 17B).
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7.4 Efecto de la infusién continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras, inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial
CGRPérgico.

En la figura 18 se muestran los registros originales de las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion del tono sensorial CGRPérgico, durante
una infusién continua de: i) metoxamina (control) (Figura 18A), ii) metoxamina +
vehiculo (Figura 7B), iii) metoxamina + oxitocina 1 pg/kg.min (Figura 18C),

iv) metoxamina + oxitocina 1.8 pg/kg.min, (Figura 18D), v) metoxamina + oxitocina
3 Mg/kg.min (Figura 18E) y vi) oxitocina 10 pg/kg.min (Figura 18F). La oxitocina
muestra un efecto inhibidor desde la dosis mas baja (1 pug/kg.min) con respecto al
grupo control y al grupo con infusion de vehiculo (p<0.05) (Figura 19). Por otro lado,
las dosis de 1.8-10 pg/kg.min muestran un mayor efecto inhibidor en comparacion
con la dosis de 1 ug/kg.min; sin embargo, las dosis incrementan la presion arterial
sistolica (Figura 18D-F) por lo que, el efecto inhibidor que se muestra, a pesar de
ser mayor, puede deberse al predominio de la presion arterial sistélica, generando
un antagonismo fisiolégico. Desde este punto de vista, la dosis de 1 pg/kg.min,
parece ser la mejor dosis para generar inhibicion de las respuestas vasodepresoras

inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico.
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Figura 18. Respuestas vasodepresoras producidas por estimulacion eléctrica del tono
sensorial CGRPérgico durante una infusion de: (A) metoxamina (control), (B) metoxamina
+ vehiculo, (C) metoxamina + oxitocina 1 ug/kg.min, (D) metoxamina + oxitocina 1.8
ug/kg.min, (E) metoxamina + oxitocina 3 ug/kg.min y (F) oxitocina 10 ug/kg.min. Notese el
aumento de la presion arterial sistolica en presencia de infusion continua con oxitocina a
1.8, 3 y 10 ug/kg.min, mientras que, la dosis de 1 ug/kg.min no presenta efecto durante la

sistole.
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Figura 19. Curva estimulo-respuesta del tono sensorial CGRPérgico durante una infusion
de: i) metoxamina (control), ii) metoxamina + vehiculo de oxitocina (S.S), iii) metoxamina +
oxitocina 1 ug/kg.min, iv) metoxamina + oxitocina 1.8 ug/kg.min, v) metoxamina + oxitocina
3 ug/kg.min y vi) oxitocina 10 ug/kg.min (n=6 por grupo). Los simbolos oscuros representan
gue hay disminucion significativa de las respuestas vasodepresoras producidas por
estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico durante una infusién continua de
oxitocina con las dosis de 1, 1.8, 3 y 10 ug/kg.min con relacion al grupo control (p<0.05),
siendo la dosis de 3 y 10 ug/kg.min las que producen un mayor efecto inhibidor. Por otro
lado, existen diferencias significativas en el efecto inhibidor producido por la infusion
continua con oxitocina entre las diferentes dosis con la frecuencia de estimulacion de 5.6
Hz (*). ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido por una prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls.
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7.5 Efecto de la infusion continua de oxitocina sobre las respuestas

vasodepresoras, inducidas por administracion de bolos i.v. de a-CGRP

La figura 20 muestra registros de las repuestas vasodepresoras inducidas por la
administracion de bolos i.v. de a-CGRP durante una infusion continua de: i)
metoxamina + vehiculo (Figura 20A), i) metoxamina + oxitocinal
Mg/kg.min (Figura 20B) vy iii) metoxamina + oxitocina 1.8 ug/kg.min (Figura 20C).
Las respuestas vasodepresoras inducidas por a-CGRP no se ven afectadas en
presencia de 1 pg/kg.min de oxitocina (p<0.05). En contraste, la dosis de 1.8
pg/kg.min de oxitocina atenu6 el efecto vasodepresor inducido por a-CGRP (Figura
21). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que, la dosis de 1.8 pg/kg.min provoca
un efecto inotrépico positivo, lo cual puede generar este efecto inhibidor.
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Figura 20. Registros que muestran las respuestas vasodepresoras inducidas por la
administracion de bolos i.v de a-CGRP durante una infusion continua de: (A) metoxamina
+ vehiculo, (B) metoxamina + oxitocina 1 pg/kg.min y (C) metoxamina + oxitocina 1.8
ug/kg.min (n= 6 por grupo).
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Figura 21 Analisis diferencial de los efectos producidos durante bolos i.v. de a-CGRP en
presencia de una infusiéon continua de: (i) metoxamina + vehiculo, (i) metoxamina +
oxitocina 1 ug/kg.min y (iii) metoxamina + oxitocina 1.8 ug/kg.min (n=6 por grupo). Los
simbolos oscuros representan diferencias significativas (p<0.05) con relacion al grupo con
metoxamina + vehiculo. ANOVA de dos vias de medidas repetidas seguido por una prueba
post hoc de Student-Newman-Keuls.

7.6 Efecto per se de la administracion de antagonistas L-368,899 y SR 49059
sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién del tono

sensorial CGRPérgico

La figura 22 muestra los registros originales de las respuestas vasodepresoras
inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico en presencia
del antagonista al OTR (L-368,899, 100 ug/kg) (Figura 22A) y con la administracion
de SR 49059 (antagonista ViaR, 100 pg/kg) (Figura 22B), durante una infusién

continua con hexametonio (2 mg/kg.min) y metoxamina (15 ug/kg.min). La
52



presencia de los antagonistas no muestra inhibicibn de las respuestas

vasodepresoras, al no haber diferencias significativas entre estos con relacion al

grupo control (p>0.05) (Figura 12).
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Figura 22. Respuestas vasodepresoras producidas por: estimulacion eléctrica del tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico durante una infusién continua de metoxamina +
vehiculo en presencia de: (A) antagonista al OTR (L-368,899) o (B) al V1aR (SR 49059).
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Figura 23. Andlisis diferencial de los efectos producidos durante una infusién continua con
metoxamina + vehiculo en presencia de L-368,899 (antagonista OTR, n=6) y SR 49059
(antagonista Vi1aR, n=6) sobre las respuestas vasodepresoras producidas por estimulacion
eléctrica sensorial CGRPérgica. Nétese que no hubo diferencias significativas en las
respuestas producidas en los diferentes grupos. p>0.05 ANOVA de dos vias de medidas
repetidas seguido por una prueba post hoc de Student-Newman-Keuls, utilizando los
valores logaritmicos del %A.

7.7 Efecto inhibidor de la infusion continua con oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion del tono sensorial

CGRPérgico en presencia de los antagonistas L-368,899 y SR 49059

La figura 24 muestra los registros originales de las respuestas vasodepresoras
inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico durante una
infusion continua de oxitocina 1 pg/kg.min (Figura 24A) en presencia del: i) antagonista al
OTR (L-368,899) (Figura 24B) o al V1aR (SR 49059) (Figura 24C). Se puede observar que
el efecto inhibidor de la oxitocina se mantiene en presencia del antagonista OTR (p>0.05),
mientras que, este efecto es revertido en presencia del antagonista ViaR (p<0.05 con

relacion al grupo con infusién continua con oxitocina). Adicionalmente, se puede observar
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que la administracion del SR 49059 produce un importante descenso en la presién arterial
(Figura 24C), por otro lado, el porcentaje de cambio de la presién arterial diastélica es
mayor en comparacion con el grupo con metoxamina (15 pg/kg.min) +vehiculo (p<0.05)
(Figura 25).
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Figura 24 Registros originales que muestran las respuestas vasodepresoras producidas
por: estimulacién eléctrica del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico durante: una
infusion continua de oxitocina 1 ug/kg.min en: (A) ausencia de antagonistas y en presencia
de antagonista (B) del receptor OTR (L-368,899) o (C) del V1aR (SR 49059).
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Figura 25 Andlisis diferencial de los efectos producidos durante una infusién continua con:
i) metoxamina + vehiculo, ij) oxitocina 1 ug/kg.min iii) oxitocina 1 ug/kg.min + L-368,899
(antagonista OTR, n=6) y iv) oxitocina 1 ug/kg.min + SR 49059 (antagonista V1aR, n=6)
sobre las respuestas vasodepresoras producidas por estimulacién eléctrica sensorial
CGRPérgica. Los simbolos oscuros representan diferencias significativas en relacion con
el grupo metoxamina + vehiculo (p<0.05). Notese que hubo diferencias significativas en las
respuestas vasodepresoras producidas por la administracion de SR 49059 con relacion al
grupo con oxitocina 1 ug/kg.min (*). p<0.05 ANOVA de dos vias de medidas repetidas
seguido por una prueba post hoc de Student-Newman-Keuls.
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CAPITULO 8
DISCUSION

8.1 General

El modelo experimental de la rata descerebrada y desmedulada es utilizado para el
estudio de las respuestas cardiovasculares. En nuestro estudio este modelo se
empled para evaluar el efecto del sistema sensorial sobre la presion arterial ya que
excluye los mecanismos de regulacion a nivel central (i.e. mecanismos barorreflejos
compensatorios) y de la influencia del sistema nervioso autbnomo para la
regulacion de la presion arterial (Avilés-Rosas et al., 2017; Gillespie et al., 1970). El
proceso de descerebracion y desmedulacion produce descenso en los niveles
basales de presion arterial (Figura 2); por lo tanto, para observar las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica o bolos i.v de a-CGRP, se
administra una infusion continua de metoxamina (agonista ai-adrenérgico), lo que
mantiene de manera artificial niveles elevados de presion arterial. (Strosberg, 1993;
Taguchi et al., 1992).

Los vasos sanguineos estan inervados por fibras autondémicas simpaticas
localizadas en la region de T7-Te. La colocalizacion de fibras simpaticas vy
sensoriales a nivel de Ty, produce activacion simultanea durante la estimulacion
eléctrica. Por tal motivo, se administr6 una infusion continua de hexametonio(2
mg/kg.min; bloqueador de los receptores nicotinicos ganglionares) que abole las

respuestas simpaticas por liberacion de catecolaminas.

Bajo estas condiciones experimentales se llevd a cabo la estimulacién selectiva de
las fibras sensoriales que regulan respuestas vasodepresoras. Sin embargo,
durante la estimulacién eléctrica de la médula espinal se activan vias eferentes que
se dirigen hacia el musculo esquelético lo que resulta en contracciones musculares.

Para evitar este tipo de respuestas motoras se administré un bolo i.v. de galamina
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(25 mg/kg), un bloqueador no despolarizante de receptores nicotinicos musculares.

Es importante mencionar que no se midio la actividad CGRPérgica directamente,
pero la liberacion de neurotransmisores (principalmente CGRP) por estimulacion
eléctrica es estimada indirectamente al medir las respuestas vasodepresoras
(Taguchi et al., 1992; Villalon et al., 2007).

En este estudio, se describe el perfil farmacologico de la oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por la estimulacion eléctrica del tono
sensorial CGRPérgico y la administraciéon de bolos i.v de a-CGRP, el cual
demuestra que la oxitocina es capaz de inhibir la liberacion de CGRP a nivel
preunional, esto es debido a la inhibicion de las respuestas vasodepresoras
inducidas por estimulacion eléctrica selectiva del tono sensorial CGRPérgico a nivel
de To-T12 (Gillespie et al., 1970; Taguchi et al., 1992; Villal6n et al., 2008). Durante
la administracion de bolos i.v de a-CGRP, la oxitocina tiene tendencia inhibidora lo

cual sugiere que la oxitocina podria tener efectos en el masculo liso vascular.

8.2 Efectos hemodinamicos sistémicos producidos por la administracién de

bolos i.v. de oxitocina

Los cambios en la presién arterial sistémica observada durante la administracion
de bolos i.v de oxitocina (0.1, 0.3, 1, 3 y 10 yg/kg) muestran incrementos de la
presion, los cuales son dependientes de la dosis (Figura 5y 6). El efecto vasopresor
inducido por la administracion de bolos i.v. de oxitocina, no se ve afectado por la
administracion de los vehiculos de los antagonistas del OTR (L-368,899) o ViaR
(SR 49059) (solucion salina al 0.9% y DMSO al 6.6% respectivamente). Sin
embargo, el efecto vasopresor mediado por oxitocina es inhibido de manera
significativa en presencia del SR 49059, mientras que las respuestas vasopresoras
no se modificaron en presencia del L-368,899 (Figura 6).

Estos datos, sugieren que el efecto vasopresor de la oxitocina estd mediado por la
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union al ViaR y no al OTR.

Se ha descrito que la oxitocina y la vasopresina son péptidos de 9 aminoé&cidos
cuya estructura es similar entre si y solo difieren en 2 aminoacidos en las posiciones
3y 9 (Gimply Fahrenholz, 2001). Esta similitud estructural permite la interaccién de
la oxitocina con el receptor a vasopresina ViaR, el cual se encuentra a nivel de

musculo liso vascular (Yazawa et al., 1996).

El receptor ViaR esta acoplado a proteinas Gqu1; la union del ligando con este
receptor desencadena mecanismos transduccionales mediados por la activacion de
la fosfolipasa C. Esto promueve la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (P1P2)
a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol, que a su vez activa la cinasa Cde
proteinas (PKC). La apertura de canales Ca?" localizados en el reticulo
sarcoplasmico liso promueve la liberacién de Ca?* aumentando la concentracién de
este ion a nivel citoplasmatico. El incremento en el Ca?* activa diversas cinasas que
generan la contraccion del musculo liso vascular (McKay y Counts, 2020) e

incrementan la resistencia vascular periférica.

8.3 Efecto inhibidor de la infusién continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras, inducidas por estimulacién eléctrica del tono sensorial

CGRPérgico o la administracién de bolos i.v. de a-CGRP.

Las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica To-T12 son
mediadas por la liberacién de CGRP presente en neuronas sensoriales que inervan
los vasos sanguineos (Taguchi et al., 1992). De acuerdo con nuestros resultados,
la oxitocina inhibe las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion
eléctrica desde la dosis méas baja (1 pg/kg.min) mostrando un efecto inhibidor
dependiente de la dosis (1-10 pg/kg.min, Figura 8). Sin embargo, durante la infusion
continua con oxitocina, con las dosis de 1.8, 3 y 10 pg/kg.min se observa una
elevacion de la presion arterial sistolica (Figura 7). Por este motivo, el efecto

inhibidor de las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica,
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puede deberse no solo a mecanismos que involucran la liberacion de CGRP, sino,

por aumento en la fuerza de contraccién del musculo cardiaco.

El efecto inotropico positivo observado en nuestros resultados puede deberse a la
localizacion del OTR a nivel cardiaco (Petersson, 2002). Al igual que el Vi1aR, el
OTR esta acoplado a proteinas Gqi1 (Gimpl y Fahrenholz, 2001) cuya activacion
permite el incremento de la concentracion intracelular de Ca?* en los cardiomiocitos,
lo que permitiria: (i) la union de este ion a la troponina C de la actina, lo que permite
que las cabezas de miosina formen puentes cruzados de union fuertes con las
moléculas de actina; y (i) la interaccion de la cabeza de miosina con la actina
permitiendo el acortamiento del sarcémero y generando la contraccion del masculo

cardiaco (Douglas et al., 2019).

Este efecto inotrépico positivo no se produjo durante la infusibn continua de
oxitocina con la dosis de 1 pg/kg.min (Figura 7). En este sentido, la inhibicion de las
respuestas vasodepresoras durante la estimulacion eléctrica selectiva del tono
sensorial CGRPérgico, puede deberse a la presencia de receptores sensibles a
oxitocina a nivel preunional; y, durante la administracion de bolos i.v de a-CGRP, la
infusidn continua con oxitocina mostrd una tendencia inhibidora con la dosis de 1
pg/kg.min (Figura 21). Ademas, durante la administracion de una infusion continua
con 1.8 pg/kg.min de oxitocina, el efecto inhibidor fue mayor. Por lo tanto, la
atenuacion de las respuestas vasodepresoras podria generarse a nivel preunional

como en musculo liso vascular.
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8.4 Efecto inhibidor de lainfusién continua de oxitocina sobre las respuestas
vasodepresoras, inducidas por estimulacién eléctrica del tono sensorial
CGRPérgico en presencia de los antagonistas al OTR (L-368,899) o0 al V1aR
(SR 49059).

Como se menciond anteriormente, la oxitocina administrada en infusion continua
tiene efecto inhibidor sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por
estimulacién eléctrica selectiva del tono sensorial CGRPérgico. Nuestros
resultados mostraron que el efecto inhibidor de la oxitocina es dependiente de la
dosis (Figura 19), en donde, las dosis de 1.8, 3 y 10 pg/kg.min presentaron un
importante aumento de la presion arterial sistélica, mientras que con la dosis de 1
pg/kg.min este efecto no se presentod. Por tal razon, se utilizé la dosis 1 pg/kg.min
de oxitocina para el analisis farmacologico de los receptores involucrados en dicha
inhibicion. Durante el andlisis de los efectos inhibidores de la oxitocina sobre las
respuestas vasodepresoras CGRPérgicas en presencia de antagonistas a OTR y
V1aR, se observo que el efecto inhibidor se mantenia en presencia del antagonista
al OTR (L-368,899), mientras que, fue revertido por el antagonista SR 49059 (V1aR).
Estos datos indican que el efecto inhibidor de la oxitocina se debe a activacion del
ViaR.

Como se menciond anteriormente, la oxitocina tiene homologia estructural con la
vasopresina que permite la unién de la oxitocina con el V1aR (Yazawa et al., 1996).
Nuestros registros muestran un importante descenso de los niveles de presion
arterial diastolica al administrar el SR 49059. Esto puede deberse a que el efecto
vasopresor de la oxitocina es inhibido al producir antagonismo del ViaR (Wiegand
y Gimpl, 2012, Japundzié-Zigon, et al. 2020). Adicionalmente, el hecho de que en
presencia del SR 49059 se produjeron respuestas vasodepresoras mayores (en
comparacion con el grupo de metoxamina + vehiculo) sugiere que el SR 49059
produce una potenciacion de las respuestas vasodepresoras en presencia de la
infusién con oxitocina. Este efecto vasodepresor aumentado puede deberse al

antagonismo producido por el SR 49059 sobre los ViaR; esto evitaria el efecto
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vasoconstrictor sistémico de la oxitocina (1 pg/kg.min) (mediado por ViaR; Figura
15) e incluso, a la vasopresina endogena y facilitaria las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion del tono sensorial vasodepresor
CGRPérgico. Serradeil-Le Gal y cols (1993) describieron el efecto de la
administracion del SR 49059 sobre la presion arterial. Los autores demostraron que
la administracion del antagonista V1aR en ratas normotensas produce descenso de
la presion arterial diastolica. El efecto sobre la presion arterial diastdlica durante la
administracion de una infusién continua con vasopresina también fue descrito en el
modelo de rata descerebrada y desmedulada. Estos resultados sugieren que el
efecto inhibidor de la oxitocina puede ejercerse a nivel preunional, asi como en el
musculo liso vascular, sin embargo, los efectos de la oxitocina son poco especificos

debido a que no estan mediados por la interaccion son su propio receptor.
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CAPITULO 9
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo, se describe por primera vez el efecto de la oxitocina sobre la
modulacién en la liberacibn de CGRP de las fibras sensoriales perivasculares a
nivel sistémico. El analisis del perfil farmacolégico de la oxitocina sugiere la
presencia de receptores sensibles a oxitocina a nivel preunional que son capaces
de modular la liberacion de CGRP de las fibras sensoriales perivasculares. Sin
embargo, nuestros resultados también nos permiten plantear que el efecto inhibidor
de la oxitocina no soélo es a nivel preunional, sino también a nivel del musculo liso
vascular con el uso de dosis crecientes de oxitocina. Los experimentos aqui
mostrados sugieren que la oxitocina es capaz de interactuar con el receptor a ViaR,
produciendo no so6lo una inhibicién de las respuestas vasopresoras inducidas por
la oxitocina, sino también una inhibiciobn de las respuestas vasodepresoras
CGRPérgicas. Por otro lado, la inhibicion en la liberacion de CGRP y la interaccion
con los receptores ViaR son mecanismos que sugieren que la oxitocina puede tener
un efecto prohipertensivo a nivel de la vasculatura sistémica. Finalmente, este
estudio amplia el conocimiento sobre los efectos de la oxitocina sobre la
modulacién de CGRP a nivel de la vasculatura sistémica. Sin embargo, los
mecanismos involucrados en esta modulacion adn deben ser dilucidados de
manera mas profunda; por ejemplo, investigar la participacion de otros mecanismos
a nivel preunional como la participacion de canales TRPV1, asi como el estudio de

los mecanismos involucrados en el efecto inhibidor a nivel de musculo liso vascular.
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