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RESUMEN

Con el fin de establecer el subtipo de receptor que media la accion diurética y natriurética
inducida por la adrenomedulina (AM) intracerebroventricular (IVT), se evalué esta respuesta en
ratas pretratadas con AM(22-52), un antagonista especifico del receptor de la AM (AM-R), 0
con CGRP(8-37), un antagonista de los receptores tipo 1 del péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP1). Ademas, se evaluo el efecto de la administracion IVT del péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) sobre el volumen urinario y la excrecién de
sodio y potasio urinarios. En ratas conscientes e hidratadas, la AM-IVT produce un aumento
significativo en el volumen urinario y en la excrecion de sodio durante todo el periodo de
recoleccion de orina (6 horas), observandose el mayor efecto a las 3 'y 6 hrs. De igual manera, la
administracion central del CGRP produce diuresis y natriuresis, sin embargo éste péptido fue
menos potente que la AM. El pretratamiento con AM(22-52) o CGRP(8-37) bloquea
significativamente el efecto diurético y natriurético de la AM-IVT. Nuestros resultados sugieren
gue ambos subtipos de receptores, AM-R y CGRP1, median la accién diurética y natriurética de
la AM administrada centralmente. Nuestro trabajo soporta la hip6tesis de que la AM enddgena
participa en el control central de la homeostasis hidromineral.

Palabras Clave: Excrecién de sodio, Adrenomedulina, Péptido relacionado con el gen de la
calcitonina.

ABSTRACT

To determine pharmacological specificity of intracerebroventricular (IVT) administration of
adrenomedullin (AM) on water and sodium excretion, studies were performed in rats pretreated
with AM(22-52), a putative AM-receptor antagonist or CGRP(8-37), a ligand that preferentially
antagonizes the CGRP;-receptor subtype. In addition, the effects of IVT injection of calcitonin-
gene-related-peptide (CGRP) on urinary water and electrolyte excretion was assessed.
Intracerebroventricular administration of rat adrenomedullin to conscious hydrated rats, resulted
in a significant increase in urinary volume and sodium excretion during the 6-hour period of
urine collection and was most effective during the 3 and 6 hrs. Although less effective than AM,
central administration of CGRP induced diuresis and natriuresis. Pretreatment with AM(22-52)
or CGRP(8-37) significantly suppressed the diuretic and natriuretic effect of IVT-AM. These
data suggest that both, CGRP; and AM receptors, are involved in the centrally mediated diuretic



and natriuretic action of the AM. Our results provide evidence supporting the hypothesis that
endogenous AM plays a role in the central nervous control of fluid and electrolyte homeostasis.

Key Words: Sodium excretion, Adrenomedullin, Calcitonin gene-related peptide.
INTRODUCCION

La adrenomedulina (AM) es un péptido de 52 aminoécidos en el humano y 50 aminoacidos
en larata, el cual ejerce potentes acciones vasodilatadoras e hipotensoras cuando se administra
sistémicamente. Ademas de sus efectos periféricos, ciertas acciones de la AM estan mediadas
centralmente. La AM se encuentra distribuida ampliamente en todo el sistema nervioso central
(SNC), encontrando las concentraciones mas elevadas del péptido en la glandula pituitaria,
talamo, hipotalamo, tallo cerebral y otras regiones**®. Mediante técnicas de
immunohistogquimica se demostré la localizacion discreta de la AM en varias regiones del
cerebro, y dentro del hipotalamo la inmunoreactividad a la AM se localizé en neuronas de los
ntcleos paraventricular y supradptico®*?. El gen de la AM se expresa y se transcribe en el
cerebro* sugiriendo que las acciones centrales de este péptido podrian ser complementarias de
sus efectos periféricos. Los receptores especificos de la AM (AM-R), los cuales difieren del
CGRP1, se encuentran en varios tejidos de la rata incluyendo el cerebro y la médula espinal® y
en el cerebro humano (corteza cerebral, cerebelo, tdlamo, hipotadlamo, pedunculos cerebrales y
bulbo raquideo)®. Sin embargo, a diferencia de la médula espinal, los sitios AM-R son mas
escasos que los del CGRP en el SNC, los cuales se encuentran de manera mas abundante y
extensa en el cerebro”.

La localizacion de los receptores de la AM en el SNC, en areas involucradas con el
equilibrio hidromineral y la liberacion de vasopresina sugiere un papel para este péptido en la
regulacion de la homeostasis de fluidos y electrolitos. Es interesante destacar que alguna de las
estructuras donde se localizan los sitios de unién de la AM contienen densidades altas de
receptores para la angiotensina 11, el péptido natriurético autricular (ANP)® y la endotelina®.
La localizacién anatdmica comuin de sitios de union para estos péptidos sugiere un papel para la
AM en el control de la secrecion de vasopresina y en la regulacién de la excrecion de sal y agua,
y de la presién arterial. Aun mas, se ha demostrado que la AM puede influir en una variedad de
sistemas fisiolégicos, actuando tanto periféricamente como centralmente, para regular el
volumen sanguineo, la secrecién de hormonas®'?, la homeostasis de fluidos y
electrolitos*"*? y el sistema nervioso auténomo™®. La principal accién de la AM es, en general,
promover la reduccion del volumen plasmatico y del fluido extracelular produciendo diuresis y
natriuresis“® e inhibiendo la secrecién de aldosterona desde la corteza suprarrenal estimulada
por angiotensina 11 o potasio”. La AM inhibe la liberacién de adrenocorticotropina actuando en
la pituitaria anterior™. Ademas, existe evidencia de un efecto inhibitorio de la AM
administrada IVT, sobre la induccion de la ingesta de agua y sal producida farmacolégica o
fisiologicamente™***% Ademas, la administracion de la AM-IVT inhibe la liberacién de
arginina vasopresina®®*”, aumenta la liberacién del péptido natriurético auricular™®, activa el
sistema nervioso simpatico® y aumenta el volumen urinario y excrecion de sodio®.



La AM muestra homologia en su estructura quimica con el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP)“. Sin embargo ha sido complicado definir los sitios de union de la AM,
y numerosos estudios han sugerido que sus acciones pueden estar mediadas a través del receptor
CGRPL1. En efecto, el antagonista del receptor CGRP1, el CGRP(8-37) bloquea el incremento
del AMPc inducido por la AM en células de masculo liso vascular™. Aun mas, un gran nimero
de sitios de unién del CGRP se encuentran presentes en el cerebro® y algunas acciones
centrales de la AM sobre la presion arterial™ y la ingesta de alimento® son abolidas por un
antagonista del CGRP1, CGRP(8-37), sugiriendo que estos efectos de la AM estan mediados
por el receptor CGRP1. Contrariamente, se han descrito sitios de unién especificos para la AM
que difieren de los del CGRP en el cerebro humano®; y se ha demostrado que el efecto
vasopresor de la AM-IVT no es abolido por el antagonista de los receptor tipo 1 del CGRP“©),

En vista de estos hallazgos, en el presente estudio evaluamos la participacion de los sitios de
union del CGRP o la AM en los efectos renales de la AM administrada centralmente.
Investigamos el efecto de la AM(22-52), antagonista del receptor putativo de la AM, y el
CGRP(8-37), un antagonista de los receptores CGRP1, sobre la diuresis y natriuresis inducida
por la administracién intracerebroventricular (IVT) de la AM. Igualmente, se evalud el efecto de
la administracion central del CGRP sobre la funcion renal.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron ratas macho, de la cepa Sprague-Dawley (200-250 g), en condiciones controladas
de temperatura y fotoperiodo (luz desde las 06:00 am a las 18:00 pm), con libre acceso al agua y
la comida. Se implanté una canula®®® en el ventriculo lateral izquierdo de acuerdo a lo descritos
previamente®. Tres dias después de la canulacion IVT los animales fueron distribuidos al azar
en los siguientes grupos:

Efecto de la adrenomedulina-IVT

Control: recibieron solucion fisioldgica intracerebro-ventricular (5ul)
(N=24); AM: recibieron adrenomedulina de rata (rat adrenomedullin 1-50, American Peptides,
Inc., Sunnyvale, CA) (100 pmol/5ul, IVT)(N=12).

Efecto del CGRP-IVT

Control: recibieron solucion fisiologica intracerebro-ventricular (5ul)
(N=26); CGRP: recibieron el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP,
American Peptides, Inc., Sunnyvale, CA) (100 pmol/5ul, IVT) (N=13).

Efecto del pretratamiento con el AM(22-52) sobre la accion renal de la AM

V: pretratados IVT con vehiculo (5 pl) + solucién fisioldgica IVT (5 pl) (N=22); AM:
pretratadas con vehiculo IVT (5 pl) + AM-IVT (100 pmol/5 pl) (N = 26); AM(22-
52): pretratadas con AM(22-52) (3,4 nmol/10 pl, IVT) + solucion fisiologica IVT (5 pl)
(N=8); AM(22-52)+AM: pretratadas IVT con AM(22-52) + AM-IVT (N=8).



Efecto del pretratamiento con el CGRP(8-37) sobre la accion renal inducida por la AM

V: pretratadas con vehiculo (5 pl)+ solucion fisiologica IVT (5 ul) (N=14); AM: pretratadas
con vehiculo (5 uh)+ AM-IVT (100 pmol/5 pl) (N = 13); CGRP(8-37): pretratadas con
CGRP(8-37) (2nmol/5ul, IVT)+ solucion fisioldgica IVT (5 ul) (N=13); CGRP(8-
37)+AM (N=23): pretratadas con CGRP(8-37) + AM-IVT.

El pretratamiento IVT fue 10 minutos antes de la AM-IVT o de la solucidn fisiologica.
Inmediatamente después cada rata recibié una carga oral de agua (20 ml/kg, p.0). Los animales
se colocaron en jaulas metabolicas y se recolect6 laorinaalal, 3y 6 hr; alas 6 hr la vejiga fue
vaciada mediante un masaje suprapubico. Los animales tuvieron libre acceso al aguay la
comida durante todo el experimento. Se verifico la canulacion post-mortem con la
administracion de un colorante (5 pl de fast-green, IVT) antes del sacrificio del animal. S6lo se
usaron los datos de los animales en los que el colorante se distribuy6 en los ventriculos laterales,
tercero, cuarto. Se midio el volumen de orina y se determiné la concentracién de sodio y potasio
mediante fotometria de Ilama. Los resultados se expresaron como mEqg/100 g de peso corporal.

Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron evaluadas mediante el andlisis de
varianza de dos vias (ANOVA) y por la prueba de Newman-Keul. Un valor de p< 0.05 se
considero estadisticamente significativo.

RESULTADOS
Efecto urinario de la administracidon central de adrenomedulina o CGRP

La respuesta urinaria a la administracion IVT del péptido se ilustra
en figura 1. La AM y el CGRP aumentaron significativamente el volumen
urinario a las 3y 6 hr (ANOVA de dos vias, p<0.01 y p<0.001,
respectivamente); este efecto resultd ser similar en magnitud para ambos
péptidos. El aumento del volumen urinario estuvo asociado con natriuresis a
las 3y 6 hr. En efecto, la excrecion de sodio urinaria inducida por la AM
(LEQg/100g) aumento significativamente en el periodo de las 3y 6 hr
(ANOVA de dos vias, p< 0.001). EI CGRP también incrementd la excrecion
de sodio, sin embargo este efecto fue sélo significativo en el periodo de las 6
hr y fue menor que el producido por la AM (-36.53%).

Figura 1: Efecto renal inducido por la administracién intracerebroventricular de adrenomedulina o
CGRP en ratas hidratadas y conscientes
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Ratas tratadas con AM o CGRP (100 pmol/5 pl, cada uno) o solucion fisiologica-vehiculo (5 pl)
recibieron inmediatamente después del tratamiento una carga oral de agua (20 ml/kg, p.o.). La orina fue
recolectada a las 1, 3y 6 hr (n=12-26, por grupo). Se muestran las medias + EEM. *p<0.01; **p<0.001
comparado con el grupo control (solucion fisiologica).

Figura 2: Efecto renal de la administracion intracerebro-ventricular de AM en ratas pretratadas con
AM(22-52), un antagonista del receptor de la AM
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Los grupos de ratas recibieron vehiculo (V) o AM(22-52) (3.4 nmol/10ul, IVT), diez minutos antes de la
administracion de AM (100 pmol/5 pl) o solucidn fisioldgica (5 pl) seguido de una carga oral de agua
(20 ml/kg, p.o.). La orina fue recolectada a las 1, 3y 6 hr (n=6-26 por grupo). *p<0.01, **p<0.001
comparado con el control.

Figura 3: Efecto del CGRP(8-37), sobre la diuresis y la natriuresis inducida por la administracion
intracerebroventricular de AM
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Los animales recibieron vehiculo (V) o CGRP(8-37), antagonista del de receptor CGRP1 (2 nmol/5 pl,
IVT), diez minutos antes de la administracién IVT de AM o solucidn fisiologica (5 ul) seguido por una
carga oral de agua (20 ml/kg). La orina fue recolectada a las 3 y 6 hr (n=13-23 por grupo). *p<0.01,

**p<0.001 comparado con el grupo control.

Efecto del pretratamiento con el AM(22-52) sobre la diuresis y natriuresis inducida por la
AM-IVT

El efecto de AM(22-52) se muestra en figura 2. El pretratamiento con AM(22-52) aumenta
significativamente el volumen urinario y la excrecion de sodio. El analisis de varianza de dos
vias y la prueba de Newman-Keul revel6 que la AM(22-52), antagonista del receptor putativo
de la AM, disminuye significativamente la diuresis y la natriuresis inducida por la AM.

Efecto del pretratamiento con CGRP(8-37) sobre la excrecion urinaria de agua y sodio
inducida por la AM-IVT

La AM IVT aument6 el volumen urinario y la excrecién de sodio, a las 3y 6 hr (ANOVA de
dos vias, p < 0.001). El pretratamiento con CGRP(8-37) IVT, un antagonista selectivo del
receptor CGRP1, afecté los parametros basales urinarios. De hecho, el CGRP(8-37) aumenta
significativamenta el volumen urinario basal, la excrecion de sodio a las 3 y 6 hr. Ademas, la
administracion del CGRP(8-37)-IVT bloqued el incremento en el volumen urinario y la
excrecion de sodio inducida por la AM (Figura 3).

DISCUSION

Se ha demostrado que la administracién central de AM inhibe la ingesta de agua y el apetito
por la sal en la rata® y la oveja® e incrementa la excrecién de sodio y agua de una manera
dependiente de la dosis®”. Estos hallazgos indican que la administracion exégena de la AM en
el sistema nervioso central afecta marcadamente el control de los fluidos y electrolitos, y
sugieren gue el sistema cerebral de la adrenomedulina puede actuar de manera paracrina y/o
autocrina para defender al organismo contra estados de hipervolemia e hipernatremia.

Se desconoce el sitio exacto en el SNC donde la AM ejerce sus acciones para producir la
diuresis y la natriuresis. Las drogas cuando son administradas IVT actdan en estructuras
periventriculares como son el hipotadlamo y la superficie ventral del bulbo raquideo. La sintesis
de AM y la presencia de sus receptores ha sido descrita en el cerebro del humano y de la
rata®®?. Se ha encontrado inmunoreactividad a la AM en el ndcleo paraventricular, supradptico
e infundibular del hipotalamo humano y de la rata, donde el péptido se colocaliza con fibras
inmunorecativas a la oxitocina y la vasopresina®. Igualmente, se ha demostrado la expresion de
RNAmM de la AM en el cerebro y la glandula pituitaria del humano®”. Se ha postulado que la
acciones cardiovasculares de la AM se encuentran relacionadas con el area postrema® y el
hipotadlamo. Aun mas, se ha demostrado que la actividad eléctrica de las neuronas dentro del
4rea postrema son directamente afectadas por la AM®. Es por ello que se ha propuesto al 4rea
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postrema y el nicleo paraventricular como las principales estructuras del sistema nervioso
involucradas en la accion central de la AM, donde este péptido puede actuar como
neurotransmisor, neuromodulador o neurohormona.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan los estudios de ligadura para la AM
en los que se demuestra que sus receptores se encuentran y son expresados en el SNC. Ademas,
proporciona evidencias a la hip6tesis de que la AM enddgena posee un papel importante en el
control central de la homeostasis de fluidos y electrélitos™®. EI mecanismo central podria
facilitar la reduccion del volumen sanguineo aumentando la excrecion de agua y soluto, y
reduciendo la ingesta de sal™® y agua®®. Todos estos efectos centrales, ademas de las bien
conocidas acciones natriuréticas y diuréticas del péptido™, formarian parte del papel regulador
de la AM en la en homeostasis de los fluidos. Se ha propuesto que el efecto natriurético podria
deberse, en parte, a la capacidad de la AM de producir la liberacion del péptido natriurético
auricular (PNA)®® y a la inhibicién temprana de la actividad nerviosa simpética renal .

Varias lineas de evidencias sugieren que la AM en el CNS podria tener receptores y
mecanismos de accion plurales. Los sitios especificos de unién de la AM se han demostrado en
varios tejidos de la rata, incluyendo el cerebro®, los vasos sanguineos® y en las células del
masculo liso vascular®. Se ha demostrado la presencia de receptores especificos de la AM
difiere de la de los receptores del CGRP en el cerebro del humano® y en el cerebro de la rata
utilizando astrocitos de cultivo primario de células hibridas de neuroblastoma x glioma de
raton/rata®®). Ademés, los sitios de unién para el péptido calcitonina (CT) y el CGRP se han
caracterizado en la region del hipotdlamo y en el cerebelo, respectivamente®*%. Se han descrito
sitios de unién a CT, CGRP y la amilina en el nicleo accumbens®. Aunque es controvercial,
parece que los efectos cardiovasculares centrales de la AM son mediados a través de los
receptores CGRP1 ya que, la respuesta vasopresora de la AM central es anulada con el
pretratamietno con hCGRP(8-37) en ratas conscientes y anestesiadas®**?. Por el contrario,
Samson reporta que la administracién de la AM en el ventriculo lateral o en el cuarto
ventriculo cerebral eleva la presion sanguinea en ratas conscientes y este efecto no es bloqueado
por el antagonista del receptor CGRP1.

La AM en el cerebro puede ejercer acciones diuréticas y natriuréticas a través de la
interaccion con sitios de union especificos. La expresion de tres receptores huérfanos acoplados
a proteina G indica que la AM puede interactuar con maltiples receptores de afinidad y
selectividad variable®?®34%) sygiriendo que la comunicacion cruzada entre la AM y CGRP
puede ocurrir via uno 0 méas de estos sitios receptores. En el presente estudio determinamos el
efecto de los antagonistas putativos de dos receptores, CGRP(8-37) y AM(22-52) en la diuresis
y la natriuresis inducida por la administracion central de AM. Nuestros hallazgos demuestran
que las acciones renales de la AM fueron significativamente bloqueadas por ambos
antagonistas, indicando que la AM ejerce sus acciones a través de ambos tipos de receptores en
el SNC(el AM y el CGRP1).

Esta claro que la AM puede unirse al receptor CGRP1, aunque con afinidad mas baja que el
CGRP®?: sin embargo, no ha sido estudiada la unién del CGRP al receptor putativo de la



AM®®, Entonces, si la AM induce diuresis y natriuresis a través de su interaccion con los
receptores especificos de la AM y los CGRP1, nosotros podriamos suponer que la estimulacion
del receptor CGRP1 con su ligando natural deberia aumentar el volumen urinario y la excrecion
de sodio. Al evaluar esta posibilidad, demostramos por primera vez, que la activacion directa
del receptor CGRP1 cerebral afecta el control de los fluidos y electrolitos. En efecto, aunque
menos potente que la AM, la administracion central de CGRP aument6 el volumen urinario y la
excrecion de sodio.

Estudios muy recientes establecen categéricamente que el receptor semejante al receptor de
la calcitonina (CRLR) puede funcionar como un receptor selectivo de la AM o como un
receptor de CGRP, dependiendo de su co-expresion con nuevas proteinas accesorias que han
sido llamadas proteinas modificadoras de la actividad del receptor (RAMP)®”. Aunque, se ha
demostrado que la AM afecta las funciones cerebrales, actualmente se desconocen los factores
que regulan la expresion del gen de las RAMPs en el SNC. Sin embargo, basados en nuestros
resultados podriamos especular que la expresién de RAMP;/RAMP; en el cerebro puede
participar en los efectos de la AM sobre el control de agua y el balance de electrolitos.

Finalmente, el papel especifico de estos receptor en las acciones centrales de la AM no
puede ser definido actualmente con precision por métodos farmacoldgicos debido a la falta de
ligandos selectivos de estos receptores.

En conclusion, la accion diurética y natriurética de la AM intracerebroventricular, indica que
ademas de sus acciones periféricas en el rifién, la AM puede actuar en el cerebro para controlar
la homeostasis de fluidos electrolitos, via la estimulacion de ambos receptores, el receptor
putativo de AM y el CGRP1.
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