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ABREVIATURAS

5-HTs — Receptor de serotonina tipo 3

AP — Diferencia de presion

%APAD — Porcentaje de cambio de la presion arterial diastolica
ADP — Adenosin difosfato

ADPRS - Adenosin-5'-(B-tio)-difosfato

AMPc — Adenosin monofosfato ciclico

ATP — Adenosin trifosfato

B2 - Receptores a bradicinina B2

CGRP — Péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CGRPR — Receptor del péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CLR — Receptor similar al receptor de la calcitonina
Ecto-NTPDasa - ectonucleétido trifosfato difosfohidrolasa
eNOS - Sintasa de 0xido nitrico endotelial

EPR - Receptores a prostaglandinas E2

F — Flujo sanguineo

FC — Frecuencia cardiaca

GC — Guanilato ciclasa

GTP — Guanosin trifosfato

GMPc — Guanosin monofosfato ciclico

l.v. — Intravenosa

NO — Oxido nitrico



PA — Presion arterial

PAD — Presion arterial diastolica

PAR?2 - Receptores activados por proteasa 2

PKA — Proteina cinasa A

PLC — Fosfolipasa C

R - Resistencia vascular

RAMP:1 - Proteina modificadora de la actividad del receptor
SNA - Sistema nervioso autbnomo

SNC - Sistema nervioso central

SNP — Sistema Nervioso periférico

To-T12 — Segmentos toracicos medulares To a T12
TRPAL - Receptor de potencial transitorio de anquirina 1

TRPV1 — Receptor de potencial transitorio vanilloide 1
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RESUMEN

El péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) es un neuropéptido endégeno
liberado de nervios sensoriales perivasculares (i.e. fibras Ad y C), que ejerce un potente
efecto vasodilatador en las arterias cerebrales, meningeas y de resistencia. Dentro de este
contexto, nuestro grupo ha estudiado la modulacion monoaminérgica de la liberacién de
CGRP a nivel preunional en la vasculatura sistémica de la rata descerebrada y
desmedulada. Adicionalmente: (i) el adenosin trifosfato (ATP) estimula la liberacion de
CGRP a través de su receptor heterodimérico P2Xzs3; y (ii) el ADPBS (un analogo estable
del ADP) produce respuestas vasodepresoras via la activacion de los receptores P2Y1
endoteliales. Sin embargo, no se ha reportado el posible papel del ADP en la modulacion
preunional del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico. Con estas bases, se propone que
la infusion i.v. continua de ADPS podria inhibir este tono estimulado eléctricamente.

Para este proposito, se utilizaron 108 ratas Wistar macho descerebradas vy
desmeduladas cuya presion arterial diastdlica fue mantenida en un rango de 100 a
115 mmHg mediante una infusion i.v. continua de metoxamina (15-20 pg/kg-min). Estos

animales fueron divididos en dos series principales (n =90 y 18).

En la serie 1 (n = 90), la infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 y 10 ug/kg-min), mas
no de vehiculo (0.02 ml/min), inhibié las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas
inducidas por estimulacién eléctrica sensorial (Te-T12). Esta inhibicion producida por el
ADPBS (5.6 pg/kg-min) fue revertida tras la administracién i.v. de los antagonistas
purinérgicos MRS2500 (300 pg/kg; P2Y1) o MRS2211 (3000 pg/kg; P2Y13), pero no por los
antagonistas PSB0739 (300 pg/kg; P2Y12) o MRS2211 (1000 pg/kg; P2Y13).

En la serie 2 (n=18), la infusién i.v. continua de ADPRS (5.6 ug/kg-min) o de vehiculo
(0.02 ml/min) no modificé las respuestas vasodepresoras inducidas por la administracion

de bolos i.v. de a-CGRP exdgeno (comparadas con experimentos control sin infusion).

En conclusién, el ADPBS induce un efecto inhibitorio sobre la liberacion de CGRP a
nivel preunional en los nervios sensoriales perivasculares de la vasculatura sistémica, mas
no interfiere con las acciones postunionales (vasculares) del CGRP. Dicho efecto inhibitorio

involucra al receptor purinérgico P2Y1, mas no a los receptores P2Y12 0 P2Y1s.
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ABSTRACT

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is an endogenous neuropeptide released from
perivascular sensory nerves (i.e. Ad y C fibers), and exerts a powerful vasodilator effect on
cerebral, meningeal and resistance arteries. Within this context, our group has studied the
monoaminergic modulation of CGRP release at prejunctional level in the systemic
vasculature of pithed rats. In addition: (i) adenosine triphosphate (ATP) stimulates the
release of CGRP via the activation of the P2X2/3 heterodimeric receptor; and (ii) ADPBS (a
stable and non-hydrolysable analog of ADP) produces vasodepressor responses via the
activation of endothelial P2Y1 receptors. Nevertheless, the possible role of ADP in the
prejunctional modulation of the vasodepressor sensory CGRPergic tone has not yet been
reported. On this basis, we propose that an i.v. continuous infusion of ADPBS could inhibit

the vasodepressor sensory CGRPergic tone induced by electrical stimulation.

For this purpose, 108 male Wistar rats were pithed and maintained with a diastolic
blood pressure of 100-115 mmHg by an i.wv. continuous infusion of methoxamine

(15-20 pg/kg-min). Then, the animals were divided into two main sets (n=90 and 18).

In set 1 (n=90), the i.v. continuous infusion of ADPRS (5.6 and 10 pg/kg-min), but not
of vehicle (0.02 ml/min), inhibited the vasodepressor responses induced by electrical
stimulation of the vasodepressor sensory CGRPergic tone (spinal To-T12 segment). This
inhibition induced by ADPBS (5.6 pg/kg-min) was reverted after i.v. administration of the
purinergic antagonists MRS2500 (300 pg/kg; P2Y1) or MRS2211 (3000 pg/kg; P2Y13), but
not by the antagonists PSB0739 (300 pg/kg; P2Y12) or MRS2211 (1000 pg/kg P2Y13).

In set 2 (n=18), the i.v. continuous infusion of either ADPS (5.6 pg/kg-min) or vehicle
(0.02 mi/min) failed to modify the vasodepresor responses induced by administration of i.v.

bolus injections of exogenous a-CGRP (compared to control experiments with no infusion).

In conclusion, ADPRBS induces an inhibitory effect on CGRP release at the
prejunctional level on the perivascular sensory nerves that innervate the systemic
vasculature, but does not interfere with CGRP postjunctional (vascular) actions. This

inhibitory effect involves the purinergic P2Y1 receptor, but not P2Y12 or P2Y13 receptors.
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1. INTRODUCCION

La funcion méas importante del sistema circulatorio es distribuir los gases y otras moléculas
para nutricion de diversas células, organos y tejidos. Ademas, cumple funciones
secundarias que incluyen: contribuir a la sefializacion quimica celular rapida mediante la
liberacion y el transporte de hormonas y neurotransmisores, la disipacion del calor corporal,
la mediacion de las respuestas inflamatorias y la defensa contra microorganismos

(Figura 1) (Boron & Boulpaep, 2017).

A ORGANISMO UNICELULAR Membrana
plasmatica

Medio interno  * —A— Medio externo
O -

Nivel de nutrientes

B ORGANISMO PLURICELULAR

ot ey g
gradualmente en su trayecto desde la ’
izquierda (célula central) hacia la derecha
(medio externo agitado).

Ta e e ki o~
gradualmente en su trayecto desde la
derecha (medio externo agitado) hacia
la izquierda (&luh(vmm;

Circulacién
st

Figura 1 - Papel del sistema circulatorio en la difusién de moléculas en los tejidos. En A y B se muestra el
intercambio de los desechos celulares y los nutrientes entre el medio interno y el externo en un organismo unicelular y
pluricelular respectivamente. En C y D se ilustra un sistema de 3 barreras (espacio interno, espacio intravascular y medio
externo), poniendo de manifiesto la eficiencia al usar un circuito para intercambiar con el medio externo y otro circuito
para intercambiar nutrientes y productos de desecho no gaseosos. Tomado de Boron & Boulpaep, 2017.

13



Adicionalmente, el sistema vascular tiene puede modular el flujo sanguineo
dependiendo de las demandas de una region en particular, modificando dos variables: (i) la

diferencia de presion (AP); y (ii) la resistencia vascular (R) de acuerdo con la ley de Ohm
(F = A?P) (Figura 2). De esta manera, la resistencia de los vasos sanguineos puede

modificarse gracias a la contraccion o relajacién del musculo liso vascular, produciendo el
aumento o disminucion del didmetro del vaso sanguineo y, por consecuencia, la

disminucién o aumento de la presién arterial, respectivamente (Boron & Boulpaep, 2017).

P, P,
S

V v> "l V\|
Flujo A, B A, A
| ) !
v L o

"
% L % r = radio

Figura 2 - Flujo sanguineo a través de un vaso sanguineo. El flujo esta4 determinado por la diferencia de presiones
(AP) entre un punto de alta presién (P1), otro de baja presion (P2) y la resistencia vascular (R); la cual esta determinada
por el &rea de seccion transversal en estos dos puntos (A1 y Az), De acuerdo con la ley de Ohm, el flujo de sangre en el
vaso sanguineo esta determinado porla AP y la R, esta ultima puede ser modificada por cambios en el diametro del vaso
sanguineo. Asimismo, los cambios en el didmetro del vaso también modifican la velocidad (v) de la columna de sangre
gue se desplaza dentro del mismo (Boron & Boulpaep, 2017).

La modificacién del diametro vascular y la presion arterial (PA) es regulada por
diversas moléculas, las cuales pueden ser sintetizadas y liberadas de neuronas
provenientes del sistema nervioso autonomo (simpatico y parasimpatico), por nervios
sensoriales Ad y C capaces de generar vasodilatacion al actuar a nivel local (masculo liso
vascular o endotelio), e incluso mediante hormonas sintetizadas por el sistema endocrino

(Boron & Boulpaep, 2017). En este sentido, los vasos sanguineos de resistencia se

14



encuentran inervados por dos tipos de nervios perivasculares; los primeros son los nervios
simpaticos noradrenérgicos, los cuales producen vasoconstriccion via la activacion de
receptores a adrenérgicos (Boron & Boulpaep, 2017). El segundo sistema de control
nervioso perivascular en un inicio fue llamado sistema no adrenérgico no colinérgico
(Taguchi et al., 1992). Posteriormente se identificd que este sistema proviene de nervios
gue emergen directamente de la médula espinal, principalmente de las fibras Ad y C, los
cuales se encargan de la sintesis y liberacion, entre otros, del péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés), el cual es un potente neuropéptido
vasodilatador (Ando et al., 1990; Kubota et al., 1985; Nelson et al., 1990). Ambos tipos de
nervios tienen como funcién la modulacion del tono vascular sistémico y el mantenimiento

de la presién arterial (Hay et al., 2008; Kumar et al., 2019; Russell et al., 2014).

1.1 Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP).

El CGRP es un miembro de una familia de péptidos enddégenos formado por
37 aminoacidos, que es transcrito a partir del gen de la calcitonina localizado en el
cromosoma 11 tanto en humanos como en ratas (Amara et al., 1982; Kumar et al., 2019).
En los afos 80, este péptido fue localizado en el plasma de pacientes con carcinoma
medular de tiroides. Posteriormente, el CGRP fue identificado en la medula espinal tanto
en el humano como en numerosas especies (Morris et al., 1984) y fue asociado con un
potente efecto vasodilatador, especialmente en la microcirculacion, causando una
reduccion en la presion arterial. Este efecto fue identificado en la microvasculatura periférica
en humanos que recibieron una inyeccion con una dosis fentomolar intradérmica de CGRP,
induciendo eritema y aumento del flujo sanguineo local por varias horas en comparacion
de otros vasodilatadores locales més débiles, como la sustancia P o las prostaglandinas
(Brain et al., 1985). Desde el descubrimiento de la actividad vasodilatadora periférica del
CGRP (Brain et al., 1985; Taguchi et al., 1992), fue aumentando el entendimiento del CGRP
como mediador de los fendmenos vasodilatadores vasculares via mecanismos tanto
dependientes como independientes del endotelio. En este sentido, se ha estudiado el efecto
de la liberacion del CGRP por fibras nerviosas Ad y C (Figura 3) que emergen del ganglio
de la raiz dorsal en los segmentos toracicos Te-T12, asi como por neuronas del ganglio

vagal, ganglio trigeminal y neuronas heterogéneas de pequefio y mediano tamafio (Gibson
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et al., 1984; Goadsby et al., 1988, 1990). Asimismo, como se menciond anteriormente, el
CGRP puede coliberarse con la sustancia P de los nervios sensoriales y, de esta manera,
modular respuestas inflamatorias, e incluso se ha sugerido que el CGRP puede ser
sintetizado y liberado por células no-vasculares (Russell et al., 2014).

Potencial
Antidrémico

Figura 3 — Liberacion de CGRP através de las
fibras nerviosas sensoriales Ad y C. Las fibras
nerviosas sensoriales capaces de liberar CGRP
provienen de los segmentos medulares toracicos
a nivel de To-Ti2; estos inervan a los vasos
sanguineos periféricos generando vasodilatacién
(Gonzélez-Hernandez et al., 2019; Taguchi et al.,
1992).

Médula Espinal

Gangliode la[_]
raiz dorsal -~

Periféricos
CGRP release

Este neuropéptido se distribuye ampliamente en humanos y otros mamiferos en dos
isoformas: (i) el a-CGRP, localizado principalmente en el sistema nervioso central (SNC) y
el sistema nervioso periférico (SNP); y (ii) el B-CGRP, localizado principalmente en el
sistema entérico, la hipodfisis y el sistema inmunolégico (Kumar et al., 2019; Russell et al.,
2014). Es importante mencionar que la similitud estructural entre estas dos isoformas del
CGRP no se limita a la calcitonina, sino también a otros péptidos como la amilina,
adrenomedulina y la intermedina (0o adrenomedulina 2) (Russell et al., 2014). Debe
destacarse que el a-CGRP se considera una molécula relativamente estable, la cual tiene
una vida media de 7 minutos en plasma y es degradada por endopeptidasas. En resumen,
este neuropéptido puede ser sintetizado y liberado por fibras sensoriales Ad y C en
respuesta a la liberacion de angiotensina Il y noradrenalina por activacion directa de los
nervios perivasculares, y modula las funciones cardiovasculares, metabolicas e
inflamatorias (Russell et al., 2014; Sohn et al., 2020).
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1.2 Regulacion del tono vascular por las fibras sensoriales CGRPérgicas

El receptor del CGRP (CGRPR) pertenece a la familia de receptores de la calcitonina. En
este sentido, el CGRP se une candnicamente a su receptor, pero también puede unirse a
otros receptores con menor afinidad, como los de adenomedulina y amilina (Hay et al.,
2018; Rivera-Mancilla et al., 2020). Este receptor forma parte de la familia de receptores
acoplados a proteinas G, cuyo sitio de union al CGRP esta formado por dos proteinas: (i)
receptor similar al receptor de la calcitonina (CLR); y (ii) una proteina modificadora de la
actividad del receptor (RAMP1) (Fluhmann et al., 1995; McLatchie et al., 1998).

Al unirse el CGRP a su receptor, se activa la via de sefializacion dependiente de Gas
estimulando a la adenilato ciclasa e incrementando el adenosin monofosfato ciclico (AMPc).
Este efecto en el musculo liso vascular tiene como consecuencia la activacion de la proteina
cinasa A (PKA), que induce la apertura de canales de K* sensibles al adenosin trifosfato
(ATP), produciendo vasodilatacion (Figura 4) (Kubota et al., 1985; Nelson et al., 1990;
Taguchi et al., 1992).

Por otro lado, se ha propuesto una segunda via de transduccién de sefales activada
por el CGRP que ocurre, principalmente, a nivel endotelial. Esto sugiere que la unién del
CGRP a su receptor lleva a la activacion de la subunidad Gas estimulando a la adenilato
ciclasa e incrementando el AMPc, lo que activa a la PKA. Sin embargo, en esta via también
aumenta la produccion de oxido nitrico (NO) via la sintasa de 6xido nitrico endotelial
(eNOS). Este gas difunde al musculo liso vascular, produciendo vasodilatacién por
activacion de la guanilato ciclasa (GC). Dicho fendmeno se ha observado principalmente

en las arterias cerebrales (Gray & Marshall, 1992; Hong et al., 1996; Smillie et al., 2014).
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Figura 4 — Mecanismos transduccionales del CGRP. Diversas investigaciones han encontrado que el CGRP tiene 3
blancos de accién a nivel post-unional: una directamente en el musculo liso vascular y dos en el endotelio (Sohn et al.,
2020). En A se muestra el mecanismo transduccional a nivel del misculo liso vascular, y en B se esquematiza el
mecanismo transduccional a nivel endotelial. En ambos casos, el efecto de la activacion de estas vias transduccionales
es la relajacion del vaso sanguineo (Kumar et al., 2019).

El potente efecto vasodilatador del CGRP ha sido estudiado ampliamente. En este
sentido, se ha demostrado que la administracién sistémica de CGRP en ratas produce un
descenso en la presién arterial tanto en animales normotensos como en hipertensos (Ando
et al., 1990; Avilés-Rosas et al., 2017; Gangula et al., 1999; Itabashi et al., 1988; Taguchi
et al., 1992; Wimalawansa, 1996). Asimismo, se han encontrado resultados similares en
estudios en humanos tanto en individuos sanos como en pacientes con patologias
cardiovasculares, en donde la administracion i.v. de CGRP tiene un efecto vasodilatador,
ademas de inducir respuestas inotropicas y cronotropicas positivas en corazéon (Gennari &
Fischer, 1985; Preibisz, 1993). Adicionalmente, y dada la importancia patofisiologica que
tiene el CGRP, nuestro grupo de investigacibn ha analizado farmacolégicamente los
mecanismos involucrados en la liberacion del CGRP. Hasta el momento, mediante el uso

de herramientas farmacologicas, se sabe que la liberacion del CGRP puede ser inhibida a
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nivel preunional via la activacion de los receptores histaminérgicos Hs, serotonérgicos
5-HTieinp, dopaminérgicos D2-like (principalmente via la activacion del subtipo Ds) y
adrenérgicos a2 (Gonzélez-Hernandez et al., 2019; Manrique-Maldonado et al., 2015, 2019)
(Figura 5).

Figura 5 — Modulacién de la liberacién
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Por otra parte, también existen receptores que promueven la liberacion de CGRP en
la terminal neuroefectora, tales como los receptores activados por proteasa 2 (PAR2),
receptores a bradicinina B2, receptores a prostaglandinas E2, los canales TRPAly TRPV1,
el receptor serotonérgico 5-HTs, asi como el heterodimero formado por los receptores
purinérgicos P2X23 sensibles al nucledtido ATP. La activacion de estos receptores
incrementa las concentraciones intracelulares de Ca?* y promueve la liberaciéon de CGRP

en las neuronas trigeminales hacia la unién neuroefectora (Brain & Geppetti, 2019).

1.3 Purinas, pirimidinas y mecanismos transduccionales purinérgicos

Las purinas y pirimidinas son compuestos organicos heterociclicos, las cuales estan
formadas por una base nitrogenada purica (adenina, guanina) o pirimidica (citosina, timina

y uracilo). Las purinas y pirimidinas son necesarias para la transferencia de informacion
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genética, ademas, debido a los enlaces de alta energia del fosfato, son los mayores
almacenes de energia en forma de ATP o GTP. Ademas, juegan un papel importante como
moléculas de sefializacion (AMPc y GMPc) (Chitrakar et al., 2017).

Desde 1976 se sabe que el ATP puede actuar como un neurotransmisor liberado por
terminales nerviosas no adrenérgicas y no colinérgicas, o bien puede actuar como un co-
transmisor al ser liberado junto con otros neurotransmisores a partir de terminales
simpaticas y parasimpaticas (Burnstock, 1972, 1976). En términos generales el ATP asi
como otros nucleétidos pueden ser liberados por diferentes tipos celulares a través de
hemicanales de conexinas, hemicanales de panexinas, transportadores dependientes de
ATP y canales aniénicos (Burnstock & Ralevic, 2014). Una vez liberado el ATP es
hidrolizado a adenosin difosfato (ADP) en la superficie celular por la ectonucleotidasa 5’-
trifosfohidrolasa (ENTPDasa), a su vez esta misma enzima se encarga de hidrolizar al ADP
en AMPc, finalmente la ecto-5’nucleotidasa o (CD73) se encarga de hidrolizar el AMPc en
adenosina (Burnstock & Ralevic, 2014; Zimmermann, 2021). En este sentido, la actividad
fisioldgica que tiene el ATP y de otros nucleétidos como el ADP, UTP, UDP o adenosina,
tanto en el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico y en el sistema
cardiovascular, se da mediante el acople y activacion de una familia de receptores
acoplados a proteinas G asi como canales idnicos; los receptores purinérgicos (Burnstock,
1972, 1976, 2017c).

Existen 2 familias de receptores purinérgicos: (i) los receptores purinérgicos P1, los
cuales reconocen a la adenosina; y (i) los receptores purinérgicos P2, los cuales reconocen
al ATP y al ADP asi como algunos anélogos estables no hidrolizables de estos como el
ADPS (Burnstock, 2007) (Tabla 1). Esta familia de receptores a su vez se clasifica en dos
tipos de receptores, los receptores P2X y los receptores P2Y. Los primeros son canales
i6nicos ligando-dependientes y los segundos son receptores acoplados a proteinas G (i.e.
proteinas Gq y Gin) (Burnstock, 2007, 2017b, 2017a, 2017c). Dentro de los receptores
acoplados a proteinas Gq se encuentran los subtipos de receptores P2Y1,2.4,6,11; mientras
gue los subtipos de receptores P2Y12.13.14 Se acoplan a proteinas Gio. Adicionalmente, se
ha reportado que el subtipo de P2Y11también puede activar proteinas Gs (Burnstock, 2014)
(figura 6).

20



ATP / ADP
Ca*/Na /K"

l l PI3K

Ca* PKC

\/ Agregacién Plaquetaria
sostenida

- Agregacion Plaquetaria
- Vasodilatacion (endotelio)

- Vasoconstriccion (masculo liso vascular) Created in BioRender.com bio

Figura 6 — Mecanismos transduccionales de los receptores purinérgicos P2. La familia de receptores purinérgicos
P2 se caracteriza por su sensibilidad a ciertos nucleétidos como el ATP, ADP, UTP y UDP. A su vez, esta familia se
subdivide en receptores P2X (canales idnicos) y P2Y (receptores metabotrépicos). La imagen resume algunas de las
principales vias de sefializacién explicadas en el texto (Burnstock, 2017b, 2017c).

Los efectos biolégicos mas relevantes de las purinas y pirimidinas en el sistema
cardiovascular son: la contraccion del muasculo liso, la agregacion plaquetaria, la
modulacién de la frecuencia cardiaca y la regulacion de las respuestas vasopresoras y
vasodepresoras (Burnstock, 2017). Dichos efectos responden al ATP como un importante
neurotransmisor o cotransmisor, en tanto que la adenosina actla como neuromodulador
(Ralevic & Burnstock, 1998). En este sentido, en el tejido vascular humano, los receptores
P2Y1, P2Y2y P2Y4 se expresan principalmente en células endoteliales, mientras que los
receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4y P2Ys se expresan en en células de muasculo liso vascular
(Burnstock, 2014, 2017c; Ralevic & Burnstock, 1998) (figura 7).
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Tabla 1. Caracteristicas de los receptores purinérgicos.

Receptor Distribucién Agonistas Antagonistas Mecanismo
transduccinal
Cerebro, médula CCPA, CPA, Gio |CAMP
P1 A1 . . DPCPX, N-0840,
espinal, testiculo, S-ENBA, CVT-
. . MRS1754,
terminales nerviosas 510
. N-0840, WRC-0571
auténomas
Cerebro, corazén, CGS 21680, KF17837, Gs 1cAMP
A
A pulmén, bazo. HE-NECA, SCH58261,
CVT-3146 ZM241385,
KW 6002
Intestino, vejiga NECA Gs 1cAMP
AzB Eprofylline,
MRE2029-F20,
MRS17541, MRS
1706
Pulmoén, higado, IB-MECA, Gio Ggi1 [CAMP
Az , MRS1220,
cerebro, testiculo, 2-CIl-IB-MECA, 11P3
3 L-268605,
corazon DBXRM,
VT160 MRS1191,
MRS1523,
VUF8504
Musculo liso, ATP Canal catiénico
P2X P2X1 TNP-ATP, IP5I, _
plaquetas, cerebelo, intrinseco (Ca?'y
NF023, NF449
neuronas del hasta Na*)
dorsal.
Musculo liso, SNC, ATP Suramin, Canal iénico
P2X
? retina, células isoPPADS, RB2, (Caz)
cromafines, ganglios NF770, NF279
autbnomos y
sensoriales
Neuronas sensoriales, ATP Canal iénico
P2Xs TNP-ATP, PPADS,

nucleo del tracto
solitario, neuronas

simpaticas
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SNC, testiculo, colon ATP Canal i6nico
P2Xa TNP-ATP, BBG, (Ca?*)

Piel, intestino, vejiga, ATP Suramin, PPADS, Canal i6nico
PaXs timo, médula espinal BBG

SNC, neuronas ATP e Canal iénico
P2Xs motoras espinales

Células apoptoticas ATP KN62, KN04, Canal catiénico
PaXa MRS2427, OATP intrinseco

Células epiteliales y MRS2179,

P2y P2Y1 endoteliales, plaquetas 2-MeSADP = MRS2500, Gq/Gus; activacion
células inmunes, ADPBS > 2- MRS2279, PIT de PLC-B
osteoclastos MeSATP

= ADP>ATP,
MRS2365
Células inmunes, UTP = ATP Suramin > RB2, Go/Gury
P2Y2 células epiteliales y ARC126313 posiblemente G;;
endoteliales, tubulos activacion de
renales, osteoblastos PLC-B
Células endoteliales UTP = ATP RB2 > Suramin Go/Guy
P2y posiblemente Gi;
activacion de
PLC-B
Células epiteliales, UDP>UTP>>A MRS2578 Gg/Gu1; activacion
P2Ye placenta, células T, TP, UDPBS de PLC-B
timo
Bazo, intestino, ARC67085MX  Suramin > RB2, Go/Gu1 Y Gs;
P2Yu granulocitos > NF157, 5-AMPS activacién de
BzATP 2 PLC-B
ATPyS > ATP
Plaguetas, células 2-MeSADP 2 CT50547, Guo; inhibicion de
P2Y1 gliales ADP >> ATP AR-C69931MX, la adenilato
INS49266, ciclasa
AZD6140,
PSB0413,
ARL66096,
2-MeSAMP
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Bazo, cerebro, ADP = 2- MRS2211, Gio

P2Y1s . s

nédulos linfaticos, MeSADP >> 2-MeSAMP

médula 6sea ATP = 2-

MeSATP

Placenta, adipocitos, UDP glucosa = --------- Gg/Gu
P2Y14 , . .

estomago, intestino, UDP-

cerebro galactosa

Tomado y modificado de (Burnstock, 2007).

En cuanto a su sistema transduccional, los subtipos P2Yi1246 Se encuentran
acoplados a proteinas Gg, los cual produce activacion de la fosfolipasa C (Burnstock, 2014,
2017b) (Figura 6). Es decir, la activacion de los subtipos P2Y predominantes en las células
endoteliales generan un aumento de calcio citoplasmatico, el cual a su vez induce un
incremento en la actividad enzimatica de la eNOS, aumentando la produccién y la liberaciéon
de Oxido nitrico, el cual genera relajacion del musculo liso vascular, dando lugar a la
dilatacién del vaso sanguineo (Raqgeeb et al., 2011; Shalev et al., 1999). Ademéas de este
proceso de relajacién por liberacion de 6xido nitrico, también se ha descrito que la
activacion de los receptores P2Y en las células endoteliales provoca vasodilatacién por
liberacion de prostaglandinas y del factor hiperpolarizante derivado del endotelio (Malmsjo
et al., 1999; Wihlborg et al., 2003) (Figura 7).
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Figura 7 — Relacién de los receptores purinérgicos con el sistema cardiovascular. Investigaciones realizadas por
Burnstock han encontrado que los receptores purinérgicos se encuentran distribuidos a nivel de endotelio (P2Y1, P2Yasy
P2xu4), a nivel del masculo liso vascular (P2Y1, P2Y24 y P2x1) y a nivel preunional en la terminal simpatica (P2Y1) asi
como, en la terminal sensorial CGRPérgica (P2x2s3) (imagen modificada de Burnstock, 2017c).

Por otra parte, la familia de receptores purinérgicos P2Y12-like (i.e. P2Y12, P2Y13y
P2Y14) estan acoplados a una proteina Gio induciendo la inhibicion de la adenilato ciclasa
y reduccion del AMPc intracelular. Tanto para los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13
(receptores explorados en el presente trabajo de investigacion), los principales ligandos son
los nucledtidos ATP y ADP, asi como sus analogos estables como el ADPBS (Burnstock,
2020; tabla 1). Finalmente, el grupo de receptores purinérgicos P2X (P2X1-7) representa a

canales i6nicos sensibles a ATP y permeables a Ca?*, Na* y K* (Burnstock, 2020; Figura 6).
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1.4 Modulacién del tono vascular por el ADPBS

El adenosin 5-(B-tio) difosfato (ADPBS) es un analogo estable no hidrolizable del ADP
utilizado ampliamente para el estudio de los mecanismos fisiolégicos subyacentes a la
activacion de los receptores purinérgicos (Zizzo et al., 2008). También ha ayudado a la
caracterizacion de los receptores purinérgicos P2Y, en particular los P2Y1, P2Y11, P2Y12 y
P2Y1s, los cuales han demostrado ser sensibles tanto al ATP como al ADPBS (von
Kigelgen, 2006). Ademas, los receptores purinérgicos P2Y tienen una participacion
importante en numerosas enfermedades cardiovasculares, como en el caso de la disfuncién
endotelial, que se caracteriza por vasoconstriccion, incremento en la permeabilidad

vascular y un estado protrombético y proinflamatorio (Strassheim et al., 2020).

Adicionalmente, nuestro grupo ha reportado que el ADPBS ejerce un efecto
inhibitorio sobre las respuestas cardioaceleradoras producidas por la estimulacion eléctrica
simpética en el modelo de rata descerebrada y desmedulada (Villanueva-Castillo et al.,
2020). En cuanto a su papel sobre la regulacién del tono vascular, se ha demostrado que
el ADP es el nucledtido con el mayor efecto vasodepresor (aproximadamente 147 veces
mas potente que la adenosina y 45 veces mas potente que el AMP y ATP) (Bennet & Drury,
1931; Drury & Szent-Gyorgyi, 1929; Gordon & Hesse, 1961). Ademas, Haanes et al. (2019)
demostraron que una sola dosis i.v. de 330 ug/kg de ADPS en ratas anestesiadas sin
vagotomia, induce respuestas bifasicas caracterizadas por una respuesta vasopresora
seguida de una respuesta vasodepresora de larga duracion, siendo esta ultima bloqueada
tras la administracion de MRS2211 (antagonista del receptor P2Y13). Estos datos indican
qgue el ADP podria ser un potente regulador de la respuesta cardioaceleradora a nivel del

corazon, y de las respuestas vasopresoras a nivel vascular.
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2. JUSTIFICACION

El CGRP ha sido ampliamente estudiado por sus potentes efectos vasodilatadores a nivel
local, ya que incrementa el flujo sanguineo y modula la respuesta inflamatoria
desencadenada por estimulos témicos, mecanicos o quimicos (Sohn et al., 2020). Ademas,
la liberacién de este neuropéptido tiene un efecto vasodilatador sobre: (i) las arterias
coronarias contribuyendo a la angiogénesis (Sohn et al., 2020); y (ii) en las arterias
meningeas desencadenando un ataque de migrafia (Russell et al., 2014). Por otro lado el
CGRP también tiene efectos vasodilatadores a nivel sistémico, es decir sobre los vasos de
resistencia manteniendo el tono vascular en un equilibrio dindmico junto con las fibras

simpaticas noradrenérgicas (Russell et al., 2014).

Debido a su importante efecto vasodilatador, el CGRP desempefia un papel
importante como mediador fisiolégico protector; por deduccion, la interferencia con
mecanismos  CGRPérgicos puede  desencadenar nuromerosas  patologias
neurovasculares, por ejemplo: la hipertension arterial sistémica, insuficiencia cardiaca,
hipertension pulmonar, migrafa, ateroesclerosis, asi como patologias metabdlicas (i.e.
diabetes y obesidad) y enfermedades inflamatorias (i.e. artritis, sepesis, etc.) (Kumar et al.,
2019; Nelson et al., 1990; Rivera-Mancilla et al., 2020; Russell et al., 2014; Sohn et al.,
2020).

En nuestro grupo de investigacién se han analizado, con el uso de herramientas
farmacoldgicas, los mecanismos involucrados en la modulacién de la liberacién del CGRP
en la vasculatura sistémica de la rata (Avilés-Rosas, et al., 2017; Gonzéalez-Hernandez, et
al., 2011; Gonzalez-Hernandez et al., 2019; Manrique-Maldonado et al., 2015, 2019).
Dentro de este contexto, diversas investigaciones han destacado la importancia de los
nucleotidos (i.e. ATP, ADP y adenosina) como moduladores de las respuestas
cardioaceleradoras y de las respuestas vasodepresoras a nivel vascular, asi como en la
regulacion de la respuesta simpatica (Burnstock, 2017c; Burnstock & Ralevic, 2014; Haanes
et al., 2019; Silva Velasco, 2021; Villanueva-Castillo, et al., 2020). Sin embargo, hasta el
momento no existen trabajos que hayan explorado un posible papel modulatorio sobre el
tono sensorial vasodepresor CGRPérgico, asi como los posibles receptores implicados en

dicha modulacion a nivel preunional.
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3. HIPOTESIS

Las infusiones i.v. continuas de ADPS (agonista de los receptores P2Y) podrian inhibir las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial
vasodepresor CGRPérgico, mas no las respuestas vasodepresoras producidas por bolos

i.v. de a-CGRP exogeno en el modelo de la rata descerebrada y desmedulada.

La actividad agonista del ADPS sobre los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13 permitird
investigar si la inhibicién de la respuesta vasodepresora CGRPérgica estd mediada por

estos receptores purinérgicos a nivel preunional.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Investigar el efecto inhibitorio del ADPBRS sobre las respuestas vasodepresoras
CGRPérgicas y determinar el perfil farmacologico de los receptores purinérgicos P2Y
involucrados en la inhibicion del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico en el modelo de

la rata descerebrada y desmedulada.

4.2. Objetivos particulares

Analizar en el modelo de rata descerebrada y desmedulada con infusion i.v. continua de

metoxamina y de hexametonio:

a) El efecto de la infusion continua i.v. del vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) o de
un bolo i.v. del vehiculo (agua bidestilada; 1 mil/kg) sobre las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial vasodepresor

CGRPérgico (Te-T12) 0 por bolos i.v. de a-CGRP exoégeno.

b) El efecto de la infusion continua i.v. de ADPBS (3, 5.6 y 10 ug/kg.min) sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial

vasodepresor CGRPérgico o por la administracion de bolos i.v. de a-CGRP exdgeno.

c) El efecto per se de la administracion de bolos i.v. de los antagonistas P2Y1
(MRS2500; 300 pg/kg); P2Y12 (PSB0O739; 300 pg/kg); y P2Y13 (MRS2211; 1000 y
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3000 pg/kg) sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion

eléctrica del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico.

d) El efecto de la administracién de bolos i.v. de los antagonistas P2Y1 (MRS2500;
300 pg/kg); P2Y12 (PSB0O739; 300 pg/kg); y P2Y13 (MRS2211; 1000 y 3000 ug/kg)
sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico durante una infusion i.v. continua de ADPBS

(5.6 pg/kg.min).

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales

Para la realizacion del presente proyecto de investigacion se utilizaron un total de 108 ratas
Wistar macho (380-420 g) normotensas. Los animales se mantuvieron bajo una
temperatura ambiente de 22+2 °C, con una humedad relativa del 50%, bajo un ciclo de
luz/oscuridad 12/12 h, mantenidas con acceso a alimento y agua ad libitum. Todos los
procedimientos y protocolos experimentales de esta investigacion se realizaron
considerando los lineamientos establecidos por el Comité de Etica Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL Cinvestav; Protocolo No. 0139-15) y
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).

5.2. Disefio experimental
5.2.1. Anestesiay procedimiento de descerebracion y desmedulacion

Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital sddico (60 mg/kg; i.p.), siguiendo
el protocolo previamente reportado por nuestro grupo (Villanueva-Castillo, et al., 2020).
Posteriormente, se realizé una traqueostomia insertando una canula de polietileno, fijandola
y manteniendo a la rata mediante ventilacion artificial con una bomba de presion positiva
Ugo Basile modelo 7025 (56 ciclos/min, a un volumen de 20 ml/kg) (Kleinman & Radford,
1964). Adicionalmente, se mantuvo la temperatura corporal a 37 °C con la ayuda de una
lampara y se monitored con un termometro rectal. A continuacion, se llevé a cabo la
descerebracion y desmedulacion mediante la insercion de un estilete de acero inoxidable a

través de la orbita ocular y el foramen magnum y hasta el foramen vertebral (Shipley &
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Tilden, 1947). Inmediatamente después, se realiz6 una vagotomia bilateral a nivel cervical
y se procedid a la canulacion con catéteres de polietiieno de las venas yugulares y
femorales izquierda y derecha para la administracion de farmacos. Ademas, se coloco un
catéter en la arteria car6tida izquierda conectado a un transductor de presion Grass (P23XL)
para el registro de la presion arterial y la frecuencia cardiaca (FC) mediante un tacografo
(7P4F, Grass Instruments Co., Quincy, MA, EE.UU.). Tanto la presion arterial diastdlica
(PAD) como la FC fueron registradas simultdneamente con un poligrafo Grass modelo 7D
(Grass Instrument Co., Quincy, MA, EE.UU.).

5.2.2. Procedimientos para evaluar las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas

inducidas por estimulacion eléctrica

Una vez que las ratas se encontraron descerebradas y desmeduladas, se procedié a
reemplazar el estilete de acero inoxidable por un electrodo esmaltado (n = 90), cuyo
segmento no esmaltado se situaron entre los segmentos toracicos To-T12 de la médula
espinal, con el fin de estimular selectivamente los nervios sensoriales perivasculares
CGRPérgicos que inervan a la vasculatura sistémica, i.e. el tono sensorial vasodepresor
CGRPérgico (Avilés-Rosas et al., 2017; Gillespie et al., 1970; Taguchi et al., 1992; Villalon
et al., 2008). Previo a la estimulacion eléctrica, los animales recibieron un bolo i.v. de
galamina (25 mg/kg), un antagonista competitivo no despolarizante de los receptores
nicotinicos a nivel de la placa neuromuscular, con la finalidad de evitar las respuestas
espasticas generadas por la estimulacion eléctrica del asta ventral (Villalon et al., 1995,
1998). Asimismo, recibieron una infusioén i.v. continua de hexametonio (2 mg/kg-min), un
antagonista de los receptores nicotinicos a nivel de los ganglios autonémicos, con la
finalidad de bloquear las respuestas vasopresoras simpaticas generadas por la
estimulacion eléctrica, particularmente a nivel To (Avilés-Rosas et al., 2017; Taguchi et al.,
1992; Villal6n et al., 1995, 1998).

Para la obtencién de las respuestas vasodepresoras en el modelo de la rata
descerebrada y desmedulada, la presion arterial diastolica (PAD) fue inicialmente
incrementada y mantenida alrededor de 100-115 mmHg mediante una infusion i.v. continua
de metoxamina (15 ug/kg-min), como se ha establecido previamente por nuestro grupo

(Avilés-Rosas et al., 2017; Gonzalez-Hernandez, A., et al., 2011; Gonzalez-Hernandez, A.,
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et al.,, 2010; Villalon et al., 2008). Una vez que los animales alcanzaron estabilidad
hemodinamica durante por lo menos 10 min, se determinaron los valores basales de la PAD
y la FC. Posteriormente, se procedié a estimular eléctricamente los segmentos medulares
To-T12, aplicando trenes de descarga de 10 seg para estimular selectivamente el tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico; con pulsos monofasicos rectangulares con una
duracion de 2 ms, a 50 V y con frecuencias crecientes de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1
y 5.6 Hz). Cada una de estas frecuencias se aplicaron cada 5 minutos, una vez que la PAD
regreso a los valores basales, hasta completar una curva estimulo-respuesta (Gonzalez-
Hernandez, A., et al., 2011; Gonzéalez-Hernandez, A., et al., 2010; Villalon et al., 2008).

Es importante destacar que las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas
producidas en la rata (por estimulacion eléctrica o por a-CGRP ex6geno) son altamente
taquifilacticas (Gonzalez-Hernandez, A., et al., 2010, 2011; Villalon et al., 2008). Ademas,
a diferencia de lo que ocurre con las respuestas vasopresoras noradrenérgicas (Villalon et
al., 1995, 1998), no es posible realizar mas de una curva estimulo-respuesta o dosis-
respuesta con las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas (Gonzalez-Hernandez, A., et
al., 2011; Gonzéalez-Hernandez, A., et al., 2010; Villalén et al., 2008). Como consecuencia,
los animales de la serie 1 (n = 90) fueron divididos en los siguientes 5 grupos

experimentales (Figura 8), previa determinacién de la PAD y FC basal:

e Grupo 1 (n = 18): Se dividi6é en 3 subgrupos: (i) sin tratamiento farmacolégico (grupo
control; n = 6), (ii) aquel que recibié una infusidon continua i.v. de agua bidestilada
(0.02 ml/min; n = 6) y (iii) aquellos que recibieron un bolo i.v. de agua bidestilada (1
ml/kg) seguido de una infusion continua i.v. de agua bidestilada (0.02 ml/min; n = 6)

e Grupo 2 (n = 24): Este grupo se dividid en 4 subgrupos (n = 6 cada uno) para
determinar el efecto de dosis crecientes de ADPBS, a saber: (i) ADPBS (3 ug/kg-min);
(i) ADPBS (5.6 ug/kg-min), (iii) ADPBS (10 ug/kg-min) y (iv) bolo i.v. de agua
bidestilada (1 ml/kg) mas ADPBS (5.6 pug/kg-min).

e Grupo 3 (n=12): Se dividié en 2 subgrupos (n = 6 cada uno) para evaluar el efecto
de un bolo i.v. del antagonista P2Y1: (i) MRS2500 (300 pg/kg) seguido de una
infusion continua i.v. de agua bidestilada (0.02 ml/min); y (i) MRS2500 (300 ug/kg)
seguido de una infusién continua i.v. de ADPS (5.6 ug/kg.min).
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e Grupo 4 (n = 12): Se dividié en 2 subgrupos (n = 6 cada uno) en los que se evalué
el efecto de un bolo i.v. del antagonista P2Y12: (i) PSB0739 (300 pg/kg) seguido de

una infusién continua i.v. de agua bidestilada (0.02 ml/min); y (ii) PSB0739 (300

Mg/kg) seguido de una infusién continua i.v. de ADPBS (5.6 ug/kg-min).

e Grupo 5 (n = 24): Se dividié en 4 subgrupos (n = 6 cada uno) para analizar el efecto

de bolos i.v. de: (i) MRS2211 (1000 ug/kg) seguido de una infusion continua i.v. de
agua bidestilada (0.02 ml/min); (ii) MRS2211 (1000 ug/kg) seguido de una infusion
continua i.v. de ADPBS (5.6 pg/kg-min); (iii) MRS2211 (3000 pg/kg) seguido de una
infusion continua i.v. de agua bidestilada (0.02 mi/min); y (iv) MRS2211 (3000 ug/kg)

seguido de infusion continua i.v. de ADPBS (5.6 pg/kg-min).

Diez minutos después de la administracion de los compuestos, se realizé una curva

estimulo-respuesta como se menciond anteriormente.

Rata descerebrada y desmedulada
(n = 108)

Serie 1
n =90

Galamina (25 mg/kg) + Metoxamina (15 pg/kg'min) + Hexametonio (2 mg/kg*min)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

n=18 n=24 n=12 n=12
Contrad ADPES MRS2500 + Agua Bidestilada PSB0739 + Agua Bidestilada
R n=24 300 pg/kg + 0.02 mUmin 300 pg/kg + 0.02 mi/min
3 pg/kg'min n=e n=§
n=6 MRS2500 + ADPS PSBO739 + ADPBS
Agua bidestilada 300 pg/kg + 5.6 pg/kg-min 300 pg/kg + 5.6 pg/kg-min
— 0.02 mllt;mln 5.6 pg/kg-min n=6 n=6
ne | L I
n=6

Agua Bidestilada + Agua Bidestilada
— 1 mi/kg + 0.02 ml/min
n=6

| 10 pg/kg*min
n=6

Agua Bidestilada (1ml/kg) + ADPBS (5.6 pg/kg'min)
n=6

Grupo 5
n=24

MRS2211 + Agua Bidestilada
1000 pg/kg + 0.02 mi/min
n=6

MRS2211 + ADPBS
1000 pg/kg + 5.6 pg/kg-min
n=6

MRS2211 + Agua Bidestilada
3000 pg/kg + 0.02 mi/min
n=6

MRS2211 + ADPBS
3000 pg/kg + 5.6 pg/kg min
n=6

Respuestas vasodepresoras a estimulacion eléctrica
(0.56, 1, 1.8, 3.1, 5.6 Hz)

Figura 8 - Procedimiento experimental para evaluar el efecto farmacolégico del ADPSS sobre las respuestas

vasodepresoras inducidas por la estimulacion del tono sensorial CGRPérgico.
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5.2.3. Procedimientos para evaluar de las respuestas vasodepresoras inducidas por

bolos i.v. de a-CGRP exdégeno

A la segunda serie de ratas descerebradas y desmeduladas (n = 18) se le dio un periodo
de estabilizacién de 10 min. A continuacion, la PAD se increment6 y mantuvo alrededor de
100-115 mmHg mediante una infusion i.v. continua de metoxamina (15 ug/kg.min). Una vez
que los animales alcanzaron una estabilidad hemodindmica durante por lo menos 10 min,
se tomo registro de los valores basales de la PAD y la FC, mientras que la administracion
de galamina y hexametonio fue omitida como se ha reportado anteriormente (Gonzalez-
Hernandez et al., 2019). Una vez que las variables hemodinamicas se encontraron

estables, esta serie de animales fue dividida en 3 grupos (n = 6 cada uno) (ver Figura 9):
Grupo 1: Sin tratamiento farmacolégico (grupo control).
Grupo 2: Recibio una infusion i.v. continua de agua bidestilada (0.02 ml/min).

Grupo 3: Recibi6 una infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg.min).

Rata descerebrada y desmedulada (n = 102)

Serie 2
n=18

|

Metoxamina (15 pg/kg'min)

|

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(control) n=6 n=6
n=6
Agua bidestilada ADPBS
(0.02 ml/min) (10 pg/kg'min)
n=6 n=6

Respuestas vasodepresoras a a-CGRP
(0.1, 0.18, 0.31, 0.56, 1 pg/kg, i.v)

Figura 9 - Procedimiento experimental para evaluar el efecto farmacolégico del ADPBS sobre las respuestas
vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de a-CGRP exdgeno.

Después de 10 min, se evaluaron las repuestas vasodepresoras de bolos i.v. de
a-CGRP exogeno (0.1, 0.18, 0.31, 0.56, and 1 ug/kg) (Gonzélez-Hernandez et al., 2019).
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5.3. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion son presentados como la
media * el error estdndar de la media. Los cambios maximos de la PAD (respuestas
vasodepresoras) bajo las diferentes condiciones experimentales son expresados como
porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal (Avilés-Rosas et al., 2017; Gonzalez-
Hernandez, A., et al., 2011; Gonzéalez-Hernandez, A., et al., 2010; Villalon et al., 2008).

Las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica o a-CGRP
exdgeno en los diferentes subgrupos de animales fueron comparadas mediante un analisis
de varianza de dos vias (disefio de bloques aleatorios); seguido de una prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls. En tanto que el analisis de los resultados de los cambios en la
presion arterial diastdlica antes y después de la administraciéon de ADP@S, fue realizado
mediante un analisis de varianza de una via (disefio de bloques aleatorios); seguido de una
prueba post hoc de Student-Newman-Keuls. En todos los casos se consideraron diferencias

estadisticamente significativas cuando la p < 0.05.

6. RESULTADOS

6.1. Efecto delaadministracién de vehiculo (infusiéni.v. continuay boloi.v.) sobre

las respuestas neurogénicas vasodepresoras CGRPérgicas.

En la figura 10 se muestran los cambios en la PAD expresados como porcentaje de cambio
con respecto a la PAD basal tras la estimulacion eléctrica del tono sensorial CGRPérgico
con frecuencias crecientes de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1 y 5.6 Hz) comparando al
grupo control, grupo de infusién i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) y
el grupo de bolo i.v. de vehiculo (agua bidestilada; 1 ml/kg) + infusion i.v. de vehiculo (agua
bidestilada; 0.02 ml/min) (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de cambio de la PAD por estimulacion eléctrica en grupos control
Grupo 0.56 Hz 1.0 Hz 1.8 Hz 3.1 Hz 5.6 Hz
Control
-40+03| -85+09 |-140+1.6|-23.8+21| -326+25
Vehiculo (0.02 ml/min)
-49+1.3(-10.7+£1.3|-16.7+£1.4|-244+£27| -304+t24
Vehiculo (1 ml/Kg) +
i . -32+04| 64+£14 |-136+1.8|-22.0+25| -28.7+3.0.
Vehiculo (0.02 ml/min)

En esta tabla se presentan los datos del porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal expresados como media +
error estandar en cada una de las frecuencias de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz)

La estimulacién eléctrica selectiva del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico

produjo decrementos en la presion arterial diastolica los cuales fueron dependientes de la

frecuencia de estimulacion y no tuvieron diferencias estadisticamente sdignificativas en el

grupo que recibd una infusion i.v. continua de vehiculo, aquel que recibién un bolo i.v. de

vehiculo mas una infusion i.v. continua de vehiculo al ser comparados con el grupo control

(Figura 10).
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Figura 10- Efecto de la estimulacion eléctrica selectiva de los nervios sensoriales CGRPérgicos sobre la presion arterial
diastdlica antes (grupo control), durante la infusién i.v. de vehiculo (0.02 ml/min), y después de la administracion de un
bolo i.v. de vehiculo (1 ml/kg) + infusion i.v. vehiculo (0.02 ml/min) (n = 6 cada uno). Los simbolos vacios representan las
respuestas control (O) o respuestas no significativas (7, A) versus grupo control (p > 0.05).

6.2. Efecto delainfusiéni.v. continua de ADPBS sobre |la presion arterial diastélica.

Como ya se ha mencionado en la metodologia, 10 minutos después de la infusién i.v.
continua con hexametonio se determinaron los valores basales de PAD, asi como la PAD
10 minutos después del tratamiento con una infusion i.v. continua de vehiculo (0.02 ml/min)
o de ADPBS a dosis de 3, 5.6 y 10 pg/kg-min, segun sea el grupo, esto previo a la relizacion

de la curva estimulo-respuesta.

Cuantificando para el grupo que recibién una Infusién i.v. continua de vehiculo (0.02
ml/min) una PAD basal se mantuvo sin cambios 10 minutos después de la administracion
del vehiculo. El grupo que recibié una infusion i.v. continua de ADPBS (3 pg/kg-min)
presentd una disminucion de la PAD de 8 + 3 mmHg con respecto a su PAD basal, lo cual
en términos del porcentaje de cambio de la PAD con respecto a la basal representa un -6
+ 2 %. Por otra parte, el grupo que recibio una infusion i.v. continua de ADPBS
(5.6 pg/kg-min) presentd una disminucion de la PAD de 20 £ 3 mmHg con respecto a su
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valor basal y un porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal de -18 =+ 3 %.
Finalmente, el grupo tratado con una infusién i.v. continua de ADPBS (10 pg/kg-min) mostré
una disminucién de su PAD de 30 £ 4 mmHg con respecto a su PAD basal con un porcentaje

de cambio con respecto a su PAD basal de -27 £ 3 %.

Por lo tanto, la administracion de ADPBS en infusién i.v. continua produce una
disminucion de la PAD per se, ademéas dicho efecto es dependiente de la dosis; no siendo
signifiativo al comparar la infusion i.v. continua de vehiculo contra 3 pg/kg-min de ADPBS, pero si
es significativa al comparar las dosis de 5.6 y 10 pg/kg-min de ADPRS frente al vehiculo (Tabla 3).

Tabla 3. PAD pre-post tratamiento con infusion i.v. continua de vehiculo o ADPBS

Grupo PAD (mmHg) PAD (mmHg) % de cambio con
Basal 10 min después | respecto a la PAD basal
Infusion i.v. continua de 105+4 104 +4 -1+1

vehiculo (0.02 ml/min)

Infusion i.v. continua de 116 £5 108 £+ 4 -6+2
ADPBS (3 pg/kg-min)

Infusién i.v. continua de 109+ 3 89+4 -18 £ 3 (A)(0)
ADPBS (5.6 pg/kg-min)

Infusién i.v. continua de 112+6 82+4 -27 £ 3 (A)(0)(0)

ADPBS (10 pg/kg-min)

(A) Representa una diferencia estadisticamente significativa contra el vehiculo (p < 0.05)
(0) Representa una diferencia estadisticamente significativa contra 3 pg/kg-min de ADPBS (p < 0.05)
(o) Representa una diferencia estadisticamente significativa contra 5.6 ug/kg-min de ADPBS (p < 0.05)

6.3. Efecto de la infusion i.v. continua de ADPBS sobre las respuestas

neurogénicas vasodepresoras CGRPérgicas.

En la figura 11 se muestran los cambios en la PAD expresados como porcentaje de cambio
con respecto a la PAD basal tras la estimulacién eléctrica del tono sensorial CGRPérgico
con frecuencias crecientes de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1 y 5.6 Hz) comparando al
grupo de infusion i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min), el grupo de
infusion i.v. continua de ADPBS (3 pg/kg-min), ADPBS (5.6 pg/kg-min) y ADPRS
(10 pg/kg-min) (Tabla 4).

37



Tabla 4. Porcentaje de cambio de la PAD por estimulacion eléctrica en grupos con
infusion i.v. continua de ADP[3S
Grupo 0.56 Hz 1.0 Hz 1.8 Hz 3.1 Hz 5.6 Hz
Infusion de vehiculo -49+13|-107+13|-16.7+1.4|-244+27 |-304+24
ADPBS (3 pg/kg-min) 35+04 | -92+17 |-145+15|-23.9+23(-31.2+2.8
ADPBS (5.6 pglkg'min) | -24+0.7 | -41+05 | -6.4+06 |-12.2+0.9 | -19.1+1.0
ADPBS (10 pg/kg'min) |-1.1+1.1| -41+13 | -82+1.1 |-143+1.2[-204+1.2

En esta tabla se presentan los datos del porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal expresados como media +
error estandar en cada una de las frecuencias de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz).

La estimulacion del tono sensorial vasodepresor CGRPérgico resulté en
decrementos en la presién arterial diastélica (expresados como porcentaje de cambio), los
cuales permanecieron sin cambios durante la infusion i.v. continua de ADPBS 3 ug/kg-min
frente a la infusion i.v. continua de vehiculo (Figura 11-A). En contraste, dichas respuestas
vasodepresoras fueron inhibidas durante la infusion i.v. continua de ADPBS 5.6 ug/kg-min
(Figura 11-B) o ADPBS 10 ug/kg-min (Figura 11-C) al ser comparadas con las respuestas
vasodepresoras obtenidas por el grupo de infusion i.v. continua de vehiculo (agua
bidestilada; 0.02 ml/min), dicha inhibicion de las respuestas vasodepresoras se encontraron
en las frecuencias de estimulacion de 1.8, 3.1y 5.6 Hz con una diferencia estadisticamente

significativa (p < 0.05).
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Figura 11 - Efecto inhibitorio de la administracion de infusiones i.v. continuas de (A) ADPBS (3 ug/kg-min) (B) ADPBS 5.6
ug/kg-min y (C) ADPBS 10 ug/kg-min sobre las respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono
sensorial vasodepresor CGRPérgico (n = 6 cada subgrupo). Los simbolos sélidos indican diferencia estadisticamente
significativa p < 0.05 con respecto al grupo de infusion i.v. continua de vehiculo.; agua bidestilada; 0.02 ml/min (+).

6.4. Efecto de la infusion continua de vehiculo o ADPBS sobre las respuestas

vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de CGRP exdgeno.

En la figura 12 se muestran los cambios en la PAD expresados como porcentaje de cambio
con respecto a la PAD basal tras la administracion de bolos i.v. de a-CGRP en dosis
crecientes (0.1, 0.18, 0.31, 0.56 y 1.0 pug/kg) comparando al grupo control, grupo de infusion
i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) y al grupo que recibié una infusiéon

i.v. continua de ADPBS (5.6 ug/kg-min) (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de cambio de la PAD por la administracion de a-CGRP exdgeno
Grupo 0.1 pg/kg | 0.18 pg/kg | 0.31 pg/kg | 0.56 pg/kg | 1.0 pg/kg
Control -34+12| -84+28 |-19.7+22|-311+20|-456+24
Vehiculo (0.02 ml/min) -30+x09| -89+0.3 |-19.7+16 | -27.7+22|-39.5+1.3
ADPS (5.6 ug/kg-min) -33+10| -86+0.7 |-19.6+1.6 |-276+18|-404+16

En esta tabla se presentan los datos del porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal expresados como media +
error estandar en cada una de las dosis de a-CGRP usadas (0.1, 0.18, 0.31, 0.56 y 1.0 pg/kg).
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En este sentido tras la administracion de bolos i.v. de a-CGRP se encontré una
disminucién en el porcentaje de cambio de presion arterial diastdlica dependientes de la
dosis, en este sentido no se encontraron diferencias estadisticamente sdignificativas al
comparar los grupos; (i) control, (ii) infusién i.v. continua de vehiculo (0.02 ml/min) e (iii)

infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg-min) (Figura 12).

-0~ Grupo control -O- Grupo control
I+ Vehiculo (0.02 ml/min) 4~ ADPpS (5.6 yg/kg.min)
A 0— B 0
° 10—
-_E -10— 10
-2
8 -20- 0]
% -30- -30 -
X
o -404 -40 -
<
Q. .50 -50 -
| I — — | I I S
0.1 0.31 1 0.1 0.31 1
a-CGRP (ng/kg) a-CGRP (ng/kg)

Figura 12 — Efecto de una infusion i.v. de vehiculo (agua bidestilada, 0.02 ml/min;) o ADPBS (5.6 ug/kg-min), sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de a-CGRP (n = 6 cada subgrupo). Los simbolos vacios representan
las respuestas control (O) o respuestas no significativas (L, A) versus grupo control (p>0.05).

6.5. Efecto per se de la administracién de los antagonistas P2Y1, P2Y12 y P2Y13

sobre las respuestas neurogénicas vasodepresoras CGRPérgicas.

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos con respecto al efecto per se de la
administracion de bolos i.v. de los antagonistas P2Y1, P2Y12 y P2Y13 sobre la respuesta
vasodepresora CGRPérgica por estimulacion eléctrica, como porcentaje de cambio con
respecto a la PAD basal, con frecuencias de estimulacion crecientes (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y
5.6 Hz) comparando los siguientes grupos: grupo control, bolo i.v. de vehiculo (agua
bidestilada; 1 ml/kg) + infusion i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min), bolo
i.v. de MRS2211 (1000 pg/kg) + infusion i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02
ml/min), bolo i.v. de MRS2211 (3000 pg/kg) + infusién i.v. continua de vehiculo (agua
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bidestilada; 0.02 ml/min), bolo i.v. de PSB0739 (300 ug/kg) + infusion i.v. continua de
vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) y bolo i.v. de MRS2500 (300 pg/kg) + infusion i.v.
continua de vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de cambio de la PAD por estimulacion eléctrica en grupos con
administracion de bolos i.v. de antagonistas P2Y
Grupo 0.56 Hz 1.0 Hz 1.8 Hz 3.1 Hz 5.6 Hz

Control

-40+03 | -85+09 | -140+1.6 -23.8+2.1 | -326+25

Vehiculo (1 ml/Kg) +
Vehiculo (0.02 ml/min)
MRS2500 (300 ug/kg) +
Vehiculo (0.02 ml/min)
PSB0739 (300 pg/kg) +
Vehiculo (0.02 ml/min)
MRS2211 (1000 pg/kg)
Vehiculo (0.02 ml/min)
MRS2211 (3000 pg/kg)
Vehiculo (0.02 ml/min)

-3.2+04 | -64+14 | -13.6+1.8 -22.0+2.5 | -28.7+3.0.

-39+04 | -81+10 | -144+11 -240+05 | -31.5+0.8

-1.6+05 | -5.2+£0.2 -11.0+1.2 -183+1.1 | -27.2+0.7

-1.3+04 | -50+£03 | -134+0.6 -19.0+0.7 | -27.7+1.1

-1.8+03 | -46+0.1 -125+1.1 -20.2+0.7 | -28.0+1.0

En esta tabla se presentan los datos del porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal expresados como media +
error estandar en cada una de las frecuencias de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz).

Al comparar el porcentaje de cambio con respecto a la PAD basal entre los grupos
control, bolo de vehiculo + infusién de vehiculo, MRS2211 (1000 pg/kg) + infusién de
vehiculo, MRS2211 (3000 pg/kg) + infusién de vehiculo, PSB0739 (300 pg/kg) + infusion
de vehiculo y MRS2500 (300 pg/kg) + infusion de vehiculo en cada una de las frecuencias
de estimulacion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre estos

grupos (p > 0.05); (Figura 13), por lo que el efecto per se de los antagonistas P2Y sobre la
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respuesta vasodepresora CGRPérgica por estimulacion eléctrica es similar a la obtenida

por el grupo control.

A o Control B -o- Control C -0~ Control D -o- Control E -0 Control
Bolo vehiculo + MRS2500 (300 pgkg) - FoB0739(300ugkg)  MRS2211(1000 ughkg) . MRS2211 (3000 ngrkg)
infusion vehiculo + infusion vehiculo +infusion vehiculo + infusién vehiculo + infusién vehiculo
— 0 0 0 0 0
9
o
g -107 10+ -10- 10 -10-
©
[&]
g -20- -20- =20 -20-] .20
)
a -30 -30- P2Y,; -30 P2Y,, 304 P2Yg5 30 P2Yy3
<
o
-40- -40- -40- -40- -40-
—r 1T 11 —r 111 T 111 T 1 11 | O L L
0.56 1.8 5.6 0.56 1.8 5.6 0.56 1.8 5.6 0.56 1.8 5.6 0.56 1.8 5.6

Frecuencia (Hz)

Figura 13 - Efecto per se del vehiculo o de los antagonistas P2Y sobre las respuestas vasodepresoras por estimulacion
eléctrica de los nervios sensoriales CGRPérgicos medulares (Te-T12). La administracion de (A) vehiculo o los antagonistas
(B) MRS2500 (300 pg/kg), (C) PSB0739 (300 pg/kg), (D) MRS2211 (1000 pg/kg) o MRS2211 (3000 pg/kg) no modificaron
por si mismo los decrementos de la presion arterial diastélica producidos por estimulacion del tono sensorial vasodepresor
CGRPérgico en presencia de una infusion i.v. continua de agua bisdetsilada (0.02 ml/min) (n = 6 cada subgrupo). Los
simbolos vacios representan las respuestas control (O) o respuestas no significativas (L, A, V, <) versus grupo control
(p > 0.05).

6.6. Efecto de la administracion de los antagonistas P2Y1, P2Y12 y P2Y13 sobre la

inhibicion por ADPBS de las respuestas neurogénicas vasodepresoras CGRPérgicas.

La figura 14 representa el efecto de la administracion de un bolo i.v. de los antagonistas
P2Y1, P2Y12 y P2Y13 sobre la inhibicion de la respuesta neurogénica vasodepresora

CGRPérgica causada por la infusion continua de ADP3S comparando los grupos:

e Control

e Bolo i.v. de vehiculo (agua bidestilada; 1 ml/kg) + infusion i.v. continua de vehiculo
(agua bidestilada; 0.02 ml/min)

e Bolo i.v. de vehiculo (agua bidestilada; 1 ml/kg) + infusioén i.v. continua de ADPBS
(5.6 pg/kg-min)

e Boloi.v. de MRS2500 (300 pg/kg) + infusién i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg-min)

e Boloi.v. de PSB0739 (300 pg/kg) + infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg-min)
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e Boloi.v.de MRS2211 (1000 pg/kg) + infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg-min)
iv. de MRS2211 (3000 pg/kg) + i.v. continua de ADPfS
(5.6 pg/kg-min).

e Bolo infusion

Como se muestra en la Tabla 7, se produjo una inhibicion significativa de la respuesta
vasodepresora generada por la estimulacion eléctrica en el grupo que recibié un bolo i.v.
de vehiculo + infusién i.v. continua de ADPBS (5.6 ug/kg-min) al ser comparado con el grupo
control en las frecuencias de 1.8, 3.1 y 5.6 Hz (Figura 14-A). Este mismo resultado se
encontro en el grupo que recibié un bolo i.v. de vehiculo + infusion i.v. continua de ADPS
(5.6 pg/kg-min) frente al grupo que recibid un bolo i.v. de vehiculo + infusién i.v. continua
de vehiculo (Figura 14-A).

Tabla 7. Porcentaje de cambio de la PAD por estimulacion eléctrica en grupos con
administracion de bolos i.v. de antagonistas P2Y + infusion i.v. continua de ADP3S
Grupo 0.56 Hz 1.0 Hz 1.8 Hz 3.1 Hz 5.6 Hz
Control -4.0+0.3 -85+09 | -140x16 | -23.8+2.1 -32.6+2.5
Vehiculo (1 ml/Kg) + -2.4+£0.7 -4.1+£05 -6.4+0.6 -12.2+0.9 -19.1+£1.0
ADPBS (5.6 pg/kg-min)
MRS2500 (300 pg/kg) + -32+03 | -6.0+04 | -11.5+1.0 | -23.8+0.6 | -32.9+0.8
ADPS (5.6 pg/kg-min)
PSB0739 (300 ug/kg) + -0.7+04 -5.2+0.3 -84+0.8 -13.0£ 0.6 -179+0.4
ADPS (5.6 pg/kg-min)
MRS2211 (1000 ug/kg) + -1.8+0.5 -5.6+0.2 -8.0+04 -12.0+£0.9 -17.7+0.8
ADPS (5.6 pg/kg-min)
MRS2211 (3000 ug/kg) + -1.2+04 -54+0.2 | -11.5£08 | -17.4£0.7 -27.3+1.2
ADPBS (5.6 pg/kg-min)

En esta tabla se presentan los datos del porcentaje de cambio (%) con respecto a la PAD basal expresados como media
+ error estandar en cada una de las frecuencias de estimulacion (0.56, 1.0, 1.8, 3.1y 5.6 Hz).
se observd wuna reversion del efecto inhibitorio del

Por el contrario,

ADPBS (5.6 pg/kg-min) en el grupo de animales que recibieron MRS2500 (300 pg/kg) +

infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 pg/kg-min), los cuales no mostraron diferencias
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=

Control

Bolo vehiculo +

estadisticamente significativas (p > 0.05) en ninguna de las frecuencias de estimulacion

evaluadas (0.56, 1.0, 1.8, 3.1, 5.6 Hz) al ser comparado con el grupo control (Figura 14-B).

El grupo que recibio un bolo i.v. de PSB0739 (300 pg/kg) + infusion i.v. continua de
ADPS (5.6 pg/kg-min) mostré una inhibicion de la respuesta vasodepresora CGRPérgica
dada por la estimulacion eléctrica al compararse contra el grupo control en las fracuencias
de estimulacién; 1.8 Hz, 3.1 Hz y 5.6 Hz (Figura 14-C). Lo mismo se encontré al comparar
el porcentaje de cambio de la PAD encontrado en el grupo que recibio un bolo i.v. MRS2211
(1000 pg/kg) + infusion i.v. continua de ADPBS (5.6 ug/kg-min) contra el grupo control en
las frecuencias de estimulacion: 1.8 Hz, 3.1 Hz y 5.6 Hz; figura 14-D. Por otra parte, el grupo
que recibio un bolo i.v. de MRS2211 de 3000 pg/kg + infusioén i.v. continua de ADPBS (5.6
pg/kg-min) no presentd un efecto inhibitorio significativo sobre la respuesta vasodepresora
CGRPérgica por estimulacion eléctrica al compararlo contra el grupo control (p > 0.05);
(Figura 14-E).
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ADPS (5.6 pglkgsmin)
PSB0739 (300 pg/kg) +

ADPBS (5.6 pg/kgsmin)
MRS2211 (1000 ug/kg) +

ADPBS (5.6 ug/kgsmin)
MRS2211 (3000 pgrkg) +

PAD (% de cambio)
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Figura 14 - Efecto de los antagonistas P2Y sobre el efecto inhibitorio del ADPBS de la respuesta vasodepresora

CGRPérgica producida por estimulacion eléctrica. Los simbolos vacios representan las respuestas control (O) o
respuestas no significativas (7, A, V, <) versus grupo control (p > 0.05). Los (*) representan una diferencia significativa
(p < 0.05) con respecto al grupo que recibio bolo i.v. de antagonista + infusion i.v. continua de ADPfS.

44



7. DISCUSION
7.1. General

En el presente trabajo se investigd el efecto que produce una infusion i.v. continua de
ADPBS sobre las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas, a nivel preunional o
postunional en un modelo de rata descerebrada y desmedulada con una infusion i.v.
continua de metoxamina de 15 pg/kg.min. Para esto se realizaron dos series principales en
las que se evaluaron las respuestas vesodepresoras CGRPérgicas producidas por:
(i) estimulacion eléctrica del segmento vertebral toracico Te-T12, para confirmar acciones a
nivel preunional; y (ii la administracion i.v. de CGRP exdgeno, para confirmar acciones a

nivel postunional.

Posteriormente, se realizé la identificacion farmacoldgica del o los receptores
purinérgicos P2Y responsables de los cambios en las respuestas CGRPérgicas dadas por
la administracion de una infusion i.v. continua de ADPBS (en particular los P2Y1, P2Y12 y
P2Y13), utilizando los siguientes antagonistas; MRS2500 (P2Y1), PSB0739 (P2Y12) y/o
MRS2211 (P2Y13).

En este sentido, el uso de un modelo de rata descerebrada y desmedulada nos
permite evaluar los cambios en las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas dadas por la
infusién continua de ADPS sin la intervencion del reflejo barorreceptor o del sistema
nervioso central. De esta manera pueden observarse los cambios nivel de la union
neurovascular (Gillespie et al., 1970; Taguchi et al., 1992). EI ADPBS fue usado en el
presente trabajo ya que al ser un analogo estable del ADP, este compuesto es capaz de
acoplarse a los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y12 y P2Y13 de forma selectiva (Malmsjo
et al., 1999; Saiag et al., 1996; Villanueva-Castillo et al., 2020; Zizzo et al., 2008). Hasta el
momento sélo se ha demostrado que la administracién de bolos i.v. ADPBS producen:
(i) respuestas vasodepresoras agudas en modelos in vivo tanto de rata anestesiada como
de rata descerebrada y desmedulada (Haanes et al., 2019; Silva Velasco, 2021); y
(if) simpato-inhibicion administrando el ADPBS en forma de infusion i.v. continua, la cual
esta mediada principalmente por la activacion de los receptores purinérgicos P2Y12, y en

menor grado de participacion, por el subtipo P2Y13 (Villanueva-Castillo et al., 2020).
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7.2. Efecto de la administracién de lainfusién i.v. continua de ADPBS sobre las

respuestas vasodepresoras CGRPérgicas en la rata.

Para el presente trabajo de investigacion, se usé como via de administracion del ADP3S
una infusion i.v. continua con dosis de 3, 5.6 y 10 pg/kg-min. Se encontré6 que:
() 3 pg/kg-min de ADPBS no modificé las respuestas vasodepresoras (p > 0.05) al
compararlas con el grupo control y el grupo que recibio una infusion i.v. de vehiculo (agua
bidestilada, 0.02 ml/min) (Figura 11-A); y (ii) 5.6 y 10 pg/kg-min de ADPBS produjeron
inhibicibn de dichas respuestas vasodepresoras (Figura 11-B y C) estadisticamente

significativa (p < 0.05) en las frecuencias de estimulacion de 1.8, 3.1y 5.6 Hz.

Es importante destacar que, aproximadamente 10 minutos después de iniciar la
infusion i.v. continua de ADPS, se produjo una disminucién dosis-dependiente de la PAD
basal (Tabla 3), y que se mantuvo asi a lo largo del experimento (Figura 15). Este efecto
vasodepresor sostenido per se del ADPS es consistente con lo reportado previamente. En
este sentido: (i) la administracion de ADPBS a concentraciéon de 10° y 10°°M causa
hiperpolarizacién del musculo liso vascular (Malmsj6 et al., 1999); (ii) la administracion de
bolos i.v. con dosis crecientes de ADPBRS (0.3-10 pg/kg) produce respuestas
vasodepresoras (i.e. disminuciéon en la PAD) en el modelo de rata descerebrada y
desmedulada (Silva Velasco, 2021); y (iii) una dosis supramaxima de 330 ug/kg (bolo i.v.)
de ADPS produce respuestas bifasicas, caracterizadas por un efecto vasopresor seguido
por un vasodepresor (Haanes et al., 2019), dicho efecto podria estar mediado por la

activacién de los receptores P2Y1 endoteliales.
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Figura 15 — Efecto de la infusién continua de ADPBS sobre la PAD basal y sobre las respuestas vasodepresoras sensoriales. Registros originales que
ilustran las respuestas vasodepresoras inducias por estimulacion eléctrica (Hz) del tono sensorial CGRPérgico en ratas descerebradas y desmeduladas en ausencia
(A) grupo control o presencia de: (B) infusion i.v. continua de vehiculo; (C) infusién i.v. continua de ADPSS de 3 pg/kg-min; (D) infusion i.v. continua de ADPSS de
5.6 pg/kg-min; (E) infusion i.v. continua de ADPSS de 10 pg/kg-min. Notese, que tras 5 a 7 minutos de iniciar la infusion i.v. continua de ADPSS (A, B, C) se observa

una disminucion de la PA aproximada de 10-15 mmHg con respecto a la PA basal (*), dicho efecto no se observa tanto en el grupo control como en aquel que
recibié una infusion i.v. continua de vehiculo (Ay B).
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Cabe mencionar que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p > 0.05) al comparar el porcentaje de cambio de la PAD de los grupos con ADPBS de
5.6 pg/kg-min y ADPBS de 10 pg/kg-min en ninguna de las frecuencias de estimulacion.
Por lo tanto, la dosis de 5.6 pug/kg-min de ADPBS fue utilizada para el anélisis farmacoldgico
de los receptores P2Y involucrados en la inhibicion de las respuestas vasodepresoras. En
contraste, las respuestas vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de a-CGRP exdgeno no
fueron modificadas significativamente (p > 0.05) durante la infusion continua de
5.6 pug/kg-min de ADPBS (Figura 12).

El hecho de que la infusion i.v. continua de ADPBS produjera inhibicion de las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacién eléctrica, mas no de las inducidas
por bolos i.v. de a-CGRP exdgeno, sugiere que el efecto inhibitorio del ADPBS es via la
activacion de receptores purinérgicos preunionales, mas no via la activacién de receptores
postunionales. Adicionalmente, estos hallazgos nos permiten inferir mediante herramientas
farmacoldgicas la existencia de receptores purinérgicos P2Y sensibles a ADP en la terminal

sensorial CGRPérgica, ademas de los P2Xzs3.

El CGRP es liberado por neuronas sensoriales perivasculares Ad y C (Russell et al.,
2014). En este sentido, diversas investigaciones en nuestro grupo de trabajo han
identificado el perfil farmacolégico de diversos receptores que poseen la facultad de inhibir
la liberacion de dicho péptido a nivel preunional; entre estos, destacan los receptores
histaminérgicos Hs, serotonérgicos 5-HT1g/10), dopaminérgicos D2-like (subtipo de receptor
Ds) y az-adrenérgicos (Gonzalez-Hernandez et al., 2019; Manrique-Maldonado et al., 2015,
2019).

La evidencia sobre la relacion entre los nucleétidos y la modulacion del tono
vasodepresor CGRPérgico se dirigian hacia un papel potenciador del efecto vasodepresor
CGRPérgico a nivel preunional. En este sentido, Holton en 1959 reportd que la estimulacion
antidrémica de los nervios sensoriales de la piel del conejo inducia la liberacion de ATP, lo
gue resultaba en efectos vasodepresores (Holton, 1959). Posteriormente, se encontré que
dicho efecto estaba mediado por el receptor heterodimérico P2X2s3, el cual se expresa en
la terminal preunional de las neuronas sensoriales CGRPérgicas y al ser activado por su

agonista promueve la liberacion de CGRP (Dunn et al., 2000; Lewis et al., 1995; Ralevic &
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Burnstock, 1998). Hasta el momento, solo se ha descrito la accion del ATP y la adenosina
sobre la terminal preunional a través de receptores de las familias P2X y Ai,
respectivamente. En este sentido, el ATP es liberado de la fibra simpética noradrenérgica
hacia la unién neuroefectora promoviendo la liberacion de CGRP de las fibras sensoriales
Ad y C (Burnstock, 1972, 2007, 2017a; Drury & Szent-Gyorgyi, 1929; Dunn et al., 2000;
Holton, 1959; Ralevic & Burnstock, 1998).

Por otra parte, el presente trabajo demuestra farmacolégicamente que otros
nucleotidos, tales como el ADP, a través de su analogo estable ADPBS pueden modular la
respuesta vasodepresora CGRPérgica a nivel preunional, asi como la existencia de otros
receptores purinérgicos a nivel preunional. Estos hallazgos contrastan con lo reportado
anteriormente, en donde se sugiere que la actividad del ADP3S es a nivel endotelial y a
nivel del masculo liso vascular, ejerciendo diferentos efectos que incluyen: (i) decrementos
en la presidn arterial; (i) aumento de la permeabilidad endotelial; (iii) actividad
protrombotica; y (iv) actividad proinflamatoria (Gordon & Hesse, 1961; Saiag et al., 1996;
Strassheim et al., 2020; Zizzo et al., 2008). En cuanto al efecto vasodepresor producido por
el ADP en ratas anestesiadas con vagotomia bilateral, se sabe que este nucleotido es
147 veces mas potente que la adenosina y 45 veces mas potente que el ATP. Esto fue
comprobado por Gordon y Hesse (1961), quienes demostraron que un bolo i.v. de ADP
(0.7 pg/kg) producia una disminucién en la presion arterial de 30 mmHg, mientras que
1 pg/kg de ADP producia un descenso de la presion arterial de hasta 50 mmHg (Gordon &
Hesse, 1961).

De manera similar, Haanes et al. (2019) encontré6 en el mismo modelo de rata
anestesiada que tras la administracion de un bolo i.v. de ADPBS (330 u/kg) se producian
respuestas bifasicas sobre la presion arterial, las cuales se caracterizan por un efecto
vasopresor de corta duracion seguido por una respuesta vasodepresora de larga duracion.
Ademas, Silva Velasco (2021) encontré una disminucion de la PAD dependiente de la dosis
después de la administracion de ADPBS (0.3-10 ug/kg, i.v.) en el modelo de rata
descerebrada y desmedulada con infusion i.v. continua de metoxamina. En congruencia
con lo reportado anteriormente, nuestros resultados indican que una infusién i.v. continua
de ADPS (5.6 pg/kg-min) produce una disminucion de la PAD de 20 = 3 mmHg (Figura 15),
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lo que resulta en la inhibicion de las respuestas neurogénicas CGRPérgicas. Considerando
el peso de los animales utilizados (280-300 g) y el volumen sanguineo circulante
(aproximadamente 25 ml), podemos sugerir que la concentracién de ADPBS circulante es
de 0.3 nmol/min, concentracion suficiente para tener efectos a nivel preunional sobre la

neurona sensorial CGRPérgica Ad y C.

7.3. Efecto de la administraciéon de bolos i.v. de antagonistas de los receptores

purinérgicos P2Y sobre las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas.

Tras encontrar un efecto inhibitorio del ADPBS sobre las respuestas vasodepresoras
CGRPérgicas dadas por estimulacion eléctrica (Figura 11), se realizo la identificacion
farmacolégica de los receptores purinérgicos P2Y involucrados en dicho efecto.
Considerando que el ADPBS puede activar a los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y12 y
P2Y1s (Burnstock, 2007, 2020; Strassheim et al., 2020; von Kigelgen, 2006; Zizzo et al.,
2008), decidimos usar los siguientes antagonistas comercialmente disponibles: MRS2500
(P2Y1), PSB0739 (P2Y12) y MRS2211 (P2Y13).

Es importante mencionar que las dosis utilizadas de estos antagonistas se
fundamentaron en su afinidad (pKi) por cada subtipo de receptor (Tabla 8), y que son dosis
lo suficientemente altas para bloquearlos por completo (Villanueva-Castillo, et al., 2020).
Ciertamente, estos autores han demostrado con anterioridad que dicho célculo es aplicable

para cualquier tipo o subtipo de receptor; incluyendo a los purinérgicos.

Por lo tanto, se sugiere que compuestos con afinidades (valores de pKi) entre 6y 7,
requieren de dosis i.v. entre 1000 (para pKi = 7) y 3000 pg/kg (para pKi = 6) para bloquear
por completo a sus respectivos receptores. Siguiendo este mismo razonamiento,
compuestos con afinidades entre 7 y 8 requeriran dosis i.v. entre 300 y 1000 pg/kg
(Villanueva-Castillo, et al., 2020).

Por ultimo, las afinidades entre 8 y 9 requerirdn dosis i.v. entre 100 y 300 ug/kg, y
afinidades entre 9 y 10 requeriran 30 y 100 pg/kg; dicho argumento deriva a partir de
trabajos previamente realizado por este laboratorio desde hace 35 afios hasta la actualidad.
Sin embargo, no existen publicaciones donde se deduzca este razonamiento el cual esta

fundamentado en la experiencia previa.
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Tabla 8. Afinidades de ligandos P2Y por los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13

Receptores
P2Y1 P2Y12 P2Y13
Farmacos
Agonista ADPS 5.6 7.5 7.5
MRS2500 9.1 42 42
Antagonistas PSB0739 6P 7.6 6P
MRS2211 5¢ 5¢ 6.3

Valores presentados como pKi/pECso/plCso en receptores humanos.
No se observo efecto hasta: 2 100 uM; ® 1 uM; ¢ 10 uM

(tomado y madificado de Villanueva-Castillo et al., 2020; von Kuigelgen, 2006)

Teniendo en cuenta el razonamiento anteriormente mencionado, las dosis i.v.
usadas de los antagonistas para el presente trabajo de investigacion fueron de: (i) 300 pg/kg
MRS2500 (P2Y1); (ii) 300 pg/kg PSB0739 (P2Y12); y (iii) 1000 y 3000 pg/kg MRS2211
(P2Y13). Dichas dosis se basan en las constantes de afinidad (valores de pKi) de cada uno
de estos antagonistas (Tabla 2) y en diferentes trabajos previamente publicados los cuales
han validado y demostrado que estas dosis son suficientes para bloquear por completo a

su receptor (Haanes et al., 2019; Silva Velasco, 2021; Villanueva-Castillo, et al., 2020).

Para este proyecto fue importante inicialmente descartar los posibles efectos per se
de cada uno de estos antagonistas sobre las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas
dadas por estimulacion eléctrica. Por esta razon, se administraron seguidos de una infusion
i.v. continua de vehiculo (agua bidestilada); al no encontrar diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los grupos control, se refuerza la idea de que estos
antagonistas carecen de efectos per se sobre la PAD y sobre las respuestas neurogénicas

vasodepresoras CGRPérgicas (Figura 13).
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7.4. Papel de los receptores P2Y1, P2Y12 y P2Y13 en el efecto inhibitorio del ADPBS

sobre las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas.

Nuestros resultados sugieren que el ADPBS, administrado como una infusién i.v. continua,
produce inhibicion de las respuestas neurogénicas vasodepresoras CGRPérgicas soélo a
nivel preunional. Ademas, dicha respuesta inhibitoria no es dependiente de la dosis; siendo
ADPBS 3 pg/kg-min una dosis infraumbral, ADPBS 5.6 pg/kg-min una dosis méxima y
ADPBS 10 pg/kg-min una dosis supramaxima en el modelo de rata descerebrada y

desmedulada con vagotomia bilateral (Figura 11).

Resulta de interés destacar que la inhibicion del tono vasodepresor CGRPérgico por
el ADPBS solo fue revertida por un bolo i.v. de MRS2500 (300 pg/kg; antagonista P2Y1) o
de MRS2211 (3000 pg/kg; antagonista P2Y13), mas no por el PSB0739 (300 pg/kg;
antagonista P2Y12) o por el MRS2211 (1000 pg/kg; antagonista P2Y13). En patrticular, el
hecho de que 300 pg/kg MRS2500 haya abolido la inhibicion producida por el ADPBS
(Figura 16) guarda relacion con lo reportado por Silva-Velasco (2021), quien encontré que
la administracion de MRS2500 (300 pg/kg, i.v.) fue suficiente para abolir el efecto
vasodepresor generado por bolos i.v. de ADPBS a dosis de 0.3-10 ug/kg (Silva-Velasco,
2021). Por lo tanto, se pone de manifiesto la accion a nivel endotelial de los receptores
P2Y1, los cuales, mediante la activacion de sintasa de ON endotelial, promueven la
relajacion del musculo liso vascular via la activacion de canales de Ca?* dependientes de
ATP (Burnstock, 2017a, 2017c, 2020; Malmsj6 et al., 1999; Rageeb et al., 2011; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2009; Strassheim et al., 2020; Zizzo et al., 2008).

Con base en lo anterior, se sugiere que el receptor P2Y1 es responsable de dicho
efecto inhibitorio sobre la liberacion de CGRP a nivel preunional en las terminales
sensoriales perivasculares, pero no los receptores P2Y12 ni P2Y13. Esto Ultimo aun
considerando que la dosis alta del antagonista MRS2211 logr6 revertir el efecto inhibitorio
del ADPBS sobre las repuestas vasodepresoras CGRPérgicas. No obstante, como se
muestra en la Tabla 2, el MRS2211 también presenta afinidad por los receptores P2Y1y
P2Y12 (Villanueva-Castillo et al., 2020), aunque en mucho menor grado. Esto explica porque
este antagonista a una dosis baja no revirtid la respuesta inhibitoria dada por la infusion

continua ADPBS sobre las respuestas vasodepresoras CGRPérgicas (es decir a menor
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dosis mayor selectividad por el receptor P2Y13). De esta manera, al aumentar la dosis se
logra revertir la respuesta inhibitoria del ADPBS sobre las respuestas vasodepresoras
CGRPérgicas, debido a que dicho antagonista interactu6 tanto con los receptores P2Y1y
P2Y12, y no sélo con el P2Y1s.

Los resultados anteriores estan reforzados por lo encontrado por Silva Velasco
(2021), ya que en un modelo de rata descerebrada y desmedulada con infusion i.v. continua
de metoxamina no se encontré inhibicién del efecto vasodepresor por la administracion de
bolos i.v. de ADPBS por los antagonistas P2Y12 (PSB0739; 300 pg/kg) asi como por los
P2Y13 (MRS2211; 1000 pg/kg y 3000 pg/kg). Por lo tanto, se podria sugerir que no existe
relevancia fisiologica de los receptores P2Yi12 y P2Y13 en los nervios sensoriales
perivasculares CGRPérgicos, ya que en el caso de los receptores P2Y12, estos se
encuentran altamente expresados en plaquetas y megacariocitos y tienen una funcion
protrombotica. Por otra parte, los receptores P2Y13 se encuentran altamente expresados
en placenta, higado, corazén, pulmén monocitos, células T y cerebro (Burnstock, 2007,
2017c). Sin embargo, en situaciones patolégicas como hipoxia, insuficiencia cardiaca,
hipertension, sepsis, ateroesclerosis, dafio tisular e inflamacién (entre otras) cobran
relevancia los receptores P2Yi213 generando (a nivel endotelial) incremento de la

permeabilidad, trombosis y angiogénesis (Strassheim et al., 2020).

Finalmente, nuestros datos permiten sugerir la existencia de receptores P2Y1 a nivel
preunional en una neurona sensorial CGRPérgica, y que estos receptores tengan como
funcion la reduccién de la liberacion de CGRP. Hasta el momento, se sabe que en la
neurona sensorial CGRPérgica existen sélo receptores purinérgicos P2Xz3 y A1, cuya
activaciéon por su agonista genera un incremento de la liberacion de CGRP por parte de la
neuronasensorial (Burnstock, 2007, 2017c; Ralevic & Burnstock, 1998). Esto contrasta con
las terminales postganglionares simpéticas, donde se ha documentado la existencia de
receptores P2Y:1 (Burnstock, 2017c). Estos hallazgos sugieren que los receptores
purinérgicos modulan la liberacibn de CGRP; de esta manera, consecutivamente: (i) al
activarse la terminal simpatica, esta colibera NA y ATP; (ii) el ATP, al acoplarse al receptor
P2X2s3, incrementa la liberacion de CGRP por parte de la neurona sensorial perivascular. A
su vez, el ATP en la union neuroefectora es hidrolizado a ADP por medio de las ecto-
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nucleosido trifosfato difosfohidrolasas (ecto-NTPDasa 2,3,8) (Zimmermann, 2021), con lo
cual el ADP puede acoplarse a receptores P2Y1y de esta manera disminuir la liberacion de

CGRP por la terminal sensorial a nivel preunional.
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Figura 16 - Inhibicion del efecto vasodepresor de la infusion continua de ADPBS por el MRS2500. Registros experimentales originales del set de ratas
descerebradas y desmeduladas que recibieron trenes de estimulacion eléctrica. Donde (A) es el grupo control, (B) el grupo que recibié un bolo i.v. de vehiculo +
infusién i.v. continua de vehiculo, (C) el grupo de bolo i.v. de vehiculo + infusién i.v. continua de ADPBS de 5.6 ug/kg-min y (D) el grupo que recibié un bolo i.v. de
MRS2500 de 300 ug/kg + infusién i.v. continua de ADPBS de 5.6 ug/kg-min. Se puede observar en (C) que tras 5 a 7 min de haber iniciado la infusion de ADPBS
se presenta una disminucion en la PAD aproximada de 10-15 mmHg con respecto a la PAD basal (*). En tanto en (D) tras la administracion del antagonista P2Y1
(MRS2500), es suprimido por completo el efecto vasodepresor dado por la infusién continua de ADPSS.
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8.

CONCLUSIONES

Con base en los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion, se puede

concluir que:

a)

b)

d)

El efecto de la infusion i.v. continua del vehiculo (agua bidestilada; 0.02 ml/min) o de
un bolo i.v. del vehiculo (agua bidestilada; 1 ml/kg), no tienen efecto sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por estimulacion eléctrica del tono sensorial
vasodepresor CGRPeérgico (Te-T12; figura 10) o por la administracion de bolos i.v. de
a-CGRP exogeno (figura 12). Por lo tanto, los vehiculos usados en el presente
trabajo permiten la induccién de respuestas vasodepresoras (neurogénicas y no

neurogénicas) altamente reproducibles con respecto al grupo control.

La infusion i.v. continua de ADPBS a dosis de 5.6 y 10 ug/kg-min inhibieron las
respuestas vasodepresoras CGRPérgicas inducidas por estimulacion eléctrica
Unicamente a las frecuencias de 1.8, 3.1 y 5.6 Hz (figura 11). Esta inhibicion, sin
embargo, no fue dependiente de la dosis. De esta manera, podemos considerar que
5.6 pug/kg-min de ADP[3S representa la dosis umbral y que 10 ug/kg-min de ADP3S

fue una dosis supraumbral.

La dosis de 5.6 pg/kg-min de ADPBS carece de efectos a nivel vascular (i.e. post-
unional), ya que no modifico las respuestas vasodepresoras al a-CGRP exdgeno
(figura 12).

La administracién de un bolo i.v. de los antagonistas P2Y1 (MRS2500; 300 ug/kg),
P2Y12 (PSB0739; 300 pg/kg) y P2Y13 (MRS2211; 1000 y 3000 pg/kg), no modifico
per se el tono sensorial vasodepresor CGRPérgico (figura 13). Por lo tanto, cualquier
efecto producido por estos antagonistas sobre la inhibiciéon sensorial producida por
el ADPBS debe atribuirse a su interaccion con sus respectivos receptores (ver
Tabla 2).

Puesto que el antagonista selectivo del receptor P2Y1 (MRS2500; 300 ug/kg) es
capaz de revertir la inhibicion sensorial perivascular producida por el ADPBS
(5.6 pg/kg-min), se refuerza el papel modulador de dicho receptor sobre el tono

sensorial vasodepresor CGRPérgico. Esto es congruente con el hecho de que los
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f)

antagonistas P2Y12 (PSB0739; 300 ug/kg) y P2Y13 (MRS2211; 1000 pg/kg) no
revirtieron el efecto inhibitorio de ADPBS (figura 14), en dosis mas que suficientes
para bloquear por completo a sus respectivos receptores (Villanueva-Castillo, et al.
2020).

El hallazgo de que 3000 pg/kg de MRS2211 haya revertido la inhibicion sensorial
perivascular producida por el ADPBS es atribuible, mas que al bloqueo P2Y13, a su

capacidad de interactuar (con baja afinidad; Tabla 2) con los receptores P2Y1.
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PERSPECTIVAS

Dilucidar los mecanismos transduccionales involucrados en el efecto inhibitorio del
tono sensorial CGRPérgico por el ADPBS, por ejemplo: la participacion de los
canales de K* dependientes de ATP. Por lo tanto, se propone evaluar el efecto de la
glibenclamida sobre el efecto inhibitorio del ADPBS en la respuesta vasodepresora
CGRPérgica dada por estimulacion de los nervios sensoriales To a T12, asi como por

la administracién de a-CGRP exdgeno.

Evaluar el papel de los receptores P2Y1 como posible blanco terapéutico en
procesos fisiopatologicos de enfermedades neurovasculares. Por ejemplo, en el
caso de la migrafia, patologia en la cual el CGRP desempefa un papel muy

importante (Rivera-Mancilla et al., 2020; Russel et al., 2014).
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