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Resumen

La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo presente en el cerebelo, que participa en la regulacion de la presion
arterial (PA) y ejerce acciones antioxidantes. El sistema AM-cerebeloso se encuentra alterado durante la
hipertension. Se evalu6 el efecto de la reduccién de la PA, sobre la accion antioxidante de la AM cerebelosa mediante
el uso de amlodipina. Se determiné la produccion de sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBARS)
y la actividad de las enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa
(GPx) durante la hipertensién. Ratas SHR y WKY adultas, recibieron amlodipina (5mg/Kg/dia, p.o.) o vehiculo,
durante once dias. Las ratas fueron sacrificadas, se disec6 el corazon y el vermis cerebeloso. Se determiné el tamafio
del corazén, diametro de los miocitos y la PA antes y al final del tratamiento. Se estimulé el vermis in vitro con AM.
Se homogeneizo, centrifugd el tejido y determind la concentracion de proteinas, la produccion de TBARS vy la
actividad SOD, CAT y GPx. La AM redujo la produccién de TBARS vy la actividad basal de CAT, GPx y SOD en
ratas WKY mas no en las SHR. El tratamiento con amlodipina disminuy6 el tamafo del corazén, el diametro de los
miocitos, la PA y restituyo la capacidad antioxidante de la AM en ratas SHR. Estos resultados apoyan el papel de la
AM cerebelosa como regulador de las enzimas antioxidantes y su alteracion en la hipertension y sugieren un papel
de la AM cerebelosa en el control de la PA.
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Abstract

Adrenomedullin (AM) is a ubiquitous peptide which is present in the cerebellum. There is evidence that cerebellar
AM participates in blood pressure (BP) regulation and exerts antioxidant actions. Cerebellar AM-system is altered
during hypertension. Therefore, in this study we assessed the effect of blood pressure reduction with amlodipine
on the antioxidant action of cerebellar AM. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) production and
antioxidant enzymes activity, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) was
assessed during hypertension. Adult SHR and WKY rats were divided into two groups receiving amlodipine (5
mg/kg/day, p.o.) or vehicle, for eleven days. The rats were sacrificed, the heart and cerebellar vermis were dissected,
and heart weight, miocyte diameter and BP was determined before and at the end of treatment. Cerebellar vermis
was stimulated in vitro with AM. Tissue was homogenized and centrifuged and tissue protein concentration, TBARS
production and activity of SOD, CAT and GPx determined. Our results demonstrate that AM reduced TBARS
production and basal CAT, GPx and SOD activity in WKY rats but not in SHR. Treatment with amlodipine reduced
heart weight, myocyte diameter and BP; and reversed the lack of AM antioxidant activity in SHR rats. These results
support the role of AM as a regulator of antioxidant enzymes in rat cerebellum and its dysregulation during
hypertension, and suggests a role for cerebellar AM in BP control.
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I. Introduccion

La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo
de 52 residuos de aminoacidos en el humano
y de 50 residuos de aminoacidos en la rata, al
que se le han atribuido importantes funciones
en la regulacion de la funcion cardiovascular a
través de efectos tanto a nivel periférico
como central, pues cumple diversas acciones
bioldgicas, entre las que se incluyen Ila
vasodilatacion, inhibicion de la secrecion de
endotelina, diuresis, natriuresis,
broncodilatacion, regulacion del crecimiento y
proliferacion celular.l-2

Las acciones de la AM son mediadas a
través de la union del péptido a sus
receptores, los cuales estan constituidos por
el receptor similar al receptor de calcitonina
(CRLR) y una molécula accesoria, la proteina
que modifica la actividad del receptor
(RAMP). Los receptores especificos de la AM,
AMI y AM2, estin constituidos por el
complejo CRLR con RAMP2 o RAMP3,
respectivamente. Asimismo, la AM ejerce
diversas acciones a través de su union con el
receptor del péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP), constituido por el
heterodimero CRLR y RAMP] .34

La AM y los componentes de sus
receptores se encuentran ampliamente
expresados en diferentes células, tejidos y
organos como, la glandula suprarrenal,
corazén, rindn, pulmoén, aorta, pancreas,
intestino delgado, higado, bazo, tiroides,
testiculo, vasos sanguineos, células
endoteliales y de musculo liso, entre otros.3£
A nivel del sistema nervioso central, se ha
demostrado que la AM se encuentra
ampliamente distribuida en el cerebro
humano y de animales como, ratas, ratones y
sapo; evidenciandose igualmente en el
cerebelo.Z22

En relacion a los receptores de AM, se

ha demostrado sitios de union especificos a la
AM en varias regiones del cerebro humano
como la corteza cerebral, talamo, hipotalamo,
tallo, bulbo raquideo y cerebelo.l De hecho,
se encontré que el ARNm de RAMPI| muestra
una amplia distribucion en el cerebro
localizandose en el hipocampo, nlcleo
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accumbens, tubérculo olfatorio, caudado,
putamen, corteza cerebral, cerebelo vy
epéndimo ventricular.l Por su parte, el
ARNmM de RAMP2 se encuentra en regiones
como hipocampo, bulbo olfatorio, plexos
coroides de los ventriculos cerebrales y
cerebelo. Igualmente, el ARNm del RAMP3 se
demostro en la corteza cerebral, tilamo y
cerebelo; evidenciandose colocalizacion del
CRLR con RAMPI en el caudado, putamen y
nucleo amigdaloide, y con el RAMP2 en los
plexos coroides ventricular y en la pared de
los vasos sanguineos.

A nivel del cerebelo, pocos han sido los
estudios que se han llevado a cabo con la AM;
en este sentido, se ha demostrado la
presencia de sitios de unién a la AM e
inmunorreactividad a la AM en el cerebelo de
ratas normotensas.&810 De igual manera, se ha
descrito la expresion de CRLR, RAMP2 y
RAMP3 a este nivel.l213 |gualmente, la
inmunorreactividad a la AM se ha evidenciado
en los nucleos lateral, interposito y medial
cerebelar; asi como en las capas molecular, de
las células de Purkinje y en la granular de la
corteza cerebelar.?

Existe evidencia de que los receptores
de AM cerebelosos estan involucrados en la
regulacion de la presion arterial. En efecto,
recientemente hemos demostrado que la
expresion de AMy de los componentes de sus
receptores en el cerebelo de la rata se
encuentra alterada durante la hipertension.!4
Asi, se demostréd un aumento en la expresion
de CRLR, RAMPI y RAMP3, y una
disminucién en la expresién de la AM y
RAMP2 en el cerebelo de ratas hipertensas
con respecto a las normotensas. Aunado a
esto, los hallazgos demostraron un papel
funcional de la AM cerebelosa, ya que la
microinyeccion in vivo de la AM en el vermis
cerebeloso ejerce un efecto hipotensor
profundo, dependiente de la dosis, en ratas
hipertensas pero no en ratas normotensas.!s
Estos hallazgos indican una desregulacion del
sistema  adrenomedulinérgico  cerebelar
durante la hipertension y sugieren que la AM
cerebelosa juega un papel importante en la
regulacion de la presién arterial.
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La AM ha demostrado tener efecto
sobre la produccion de radicales libres, pues
es capaz de disminuir la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) mediada
por la nicotinamida adenina dinucleotido
fosfato-oxidasa (NAD(P)H oxidasa), a través
de la inhibicion de la actividad de dicha
enzima.lé De igual manera, se ha demostrado
que la AM posee propiedades protectoras
contra el dano a organos producidos por
condiciones fisiopatologicas, mediante Ila
inhibicion del estrés oxidativo. El mecanismo
que subyace a esta accion varia dependiendo
de la célula, pues en células mesangiales, la AM
suprime la produccion de EROs a través de la
via de la adenosina monofosfato ciclico
(AMPc)/proteina quinasa A (PKA), mientras
que en el ventriculo de la rata, la AM inhibe la
NAD(P)H oxidasa a través de la via del 6xido
nitrico (NO)/guanosina monosfato ciclico
(GMPc). Por otra parte, se ha descrito que la
AM inhibe la estimulacion de la NAD(P)H
oxidasa inducida por angiotensina Il (ANG II)
en células de musculo liso.!Z Efectivamente, la
AM ha demostrado tener un papel protector
ante el estrés oxidativo, actuando como
antioxidante in vivo. In vitro, la AM posee un
papel protector como antioxidante en el dano
vascular inducido por ANG I, a través de la
inhibicion de la generacién intracelular de
EROs inducida por ANG Il en células de
musculo liso vascular, y mediado por el
receptor de AM a través de la via AMPc/PKA.
De igual manera, la AM es capaz de inhibir la
expresion de diversos genes sensibles al
estado redox, como la proteina-|
quimiotactica de monocitos (MCP-I) y la
NAD(P)H oxidasa, los cuales son inducidos
por la ANG II; sugiriendo que la AM es un
poderoso antioxidante que juega un papel
vasculo-protector en el dano vascular
inducido por la ANG Il.l8 Durante Ila
hipertension la administracion de AM ejerce
efectos favorables, ya que su administracion
subcutanea produce un efecto antioxidante en
ratas sensibles a sal (Dahl), pues suprime la
produccion de anidn superoxido e incrementa
la sintesis y la biodisponibilidad del NO,
mejorando asi la funcion endotelial;2
asimismo, reduce la produccién de EROs
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mediadas por la estimulacion de la NAD(P)H
oxidasa.2

Hasta el presente, no se ha
esclarecido el posible papel de Ila
adrenomedulina cerebelosa como
antioxidante, y si dicha actividad se encuentra
alterada durante la hipertension. Si esto fuese
asi, seria plausible esperar que el tratamiento
con un agente antihipertensivo prevenga o
revierta dicha desregulacion. Por ello, en el
presente estudio evaluamos el efecto de la
AM cerebelar sobre la produccion de TBARS
y la actividad de las enzimas antioxidantes en
el vermis del cerebelo de ratas Wistar Kioto
(WKY) y espontaneamente hipertensas (SHR)
de |6 semanas de edad; asi como el efecto de
la reduccion de la presion arterial sobre la
posible alteracion de la capacidad antioxidante
de la AM cerebelosa mediante el uso de un
arma farmacoldgica como lo es la amlodipina,
un bloqueante de los canales de calcio.

2. Materiales y métodos
2.1. Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho WKY y SHR de 16
semanas de edad, provenientes del Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) (Caracas—Venezuela). Los animales
fueron mantenidos en jaulas a temperatura
ambiente con ciclos de 12 horas
luz/oscuridad. La dieta de los animales
consistié en Ratarina® y agua ad libitum. Los
experimentos fueron realizados siguiendo las
buenas practicas para el manejo de animales
de laboratorio2! y la aprobacion del Comité
del Bioterio de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela (UCV).
Los animales fueron aleatoriamente
tratados con amlodipina (5 mg/Kg/dia, p.o.) o
vehiculo, durante || dias. La presion arterial
se determino antes y al final del tratamiento
mediante pletismografia no invasiva. Se
registr6 diariamente la presion arterial
sistolica (PS) y diastdlica (PD) y la frecuencia
cardiaca mediante el uso del pletismografo
digital de cola (Digital Pressure Meter Le 5002
LETICA®, Panlab, S.L. Barcelona-Espana).
Con el fin de minimizar el estrés, las ratas
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fueron entrenadas diariamente con el
pletismografo durante la semana previa al
experimento. La presion arterial media (PAM)
fue calculada mediante la  formula:
PAM=PD+1/3(PS-PD). Después de los | | dias
de tratamiento, los animales se sacrificaron
por decapitacion, los cerebros fueron
extraidos y el vermis del cerebelo se disecod
mediante  microdiseccion  bajo  control
estereomicroscopico y fueron mantenidos en
Buffer Krebs-Ringer (KBR) burbujeado con
95% O2 y 5% CO2. Posteriormente, la
muestra fue incubada a 37°C en presencia o
ausencia de AM 2X10-7M durante 5 min., para
el ensayo de la actividad de las enzimas
antioxidantes y durante 10 min., para el
ensayo de produccion de TBARS. El vermis
cerebeloso fue homogenizado mediante
sonicacion en buffer fosfato 10 mM pH 7,0 y
triton al 1%, centrifugado a 10.000 rpm
durante 30 min. y el sobrenadante
recolectado fue utilizado como muestra.

2.2. Preparacion y analisis histolégico
del corazén

Después de los |1 dias de tratamiento, los
animales fueron sacrificados por decapitacién.
El corazén fue extraido luego de |Ia
toracotomia y se lavd con tampon de
perfusion (10 mM Tris-HCI, sacarosa 250 mM,
pH 7,0 a 47°C). El corazén fue pesado,
disecando el tercio superior del ventriculo
izquierdo para el andlisis histolégico. Las
muestras de tejido extraidas, fueron fijadas en
formaldehido al 10% en PBS durante 24 horas,
embebidas en parafina y procesadas segun la
técnica de rutina2? y posteriormente tefidas
con Hematoxilina-Eosina (H-E), para luego ser
observados por microscopia optica. Las
secciones fueron examinadas bajo
microscopia de luz y  analizados
cuantitativamente usando un microscopio
Zeiss Axiostar plus (Zeiss, Gottingen,
Alemania) empleando el software AxionVision
release 4.7.1. Se observaron los cortes
transversales de los ventriculos, y se
determind el diametro de los miocitos,
considerando la medida de diez células
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seleccionadas de manera aleatoria para cada
muestra.23

2.3. Determinacioén de la concentracion
de sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbitarico (TBARS)

La concentracion de TBARS fue evaluada por
un método colorimétrico.2 Para ello,
muestras de homogeneizado de vermis de
cerebelo fueron tratadas con acido
tricloroacético al 10% y centrifugadas a 1.600
g durante |15 min. a 4°C. Seguidamente, el
sobrenadante fue incubado con acido
tiobarbiturico 0,67% durante 10 min. a 100°C.
Paralelamente se construyo una curva patrén
con malonildialdehido. Se determiné la
densidad optica a 532 nm y la concentracion
de los productos de peroxidacion lipidica
fueron calculados y expresados como
malonildialdehido formado. Los resultados de
los TBARS fueron expresados como nmol/mg
de proteinas del tejido.

2.4. Ensayo de la actividad de la catalasa
(CAT)

La actividad de la CAT fue determinada
empleando una modificacion del método de
Aebi.2> Para ello, se anadi6 25 pL del
homogenizado del cerebelo a 725 pL de la
mezcla de incubacién (10 mM H,O; en buffer
fosfato 10 mM a pH 7), y se monitoreo el
cambio de absorbancia a 240 nm a los 0, 60,
120 y 180 segundos, utilizando la constante de
reaccion de primer orden (k) como la unidad
de actividad de la CAT (k = (l/t) (2,3 x log
Ai/Ay), donde t es el intervalo de tiempo
medido (seg), Ai y Az son las absorbancias del
H,O; en los tiempos t; y t2. Los resultados
fueron expresados en actividad especifica.

2.5. Ensayo de la actividad de Ia
superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se determinoé por la
capacidad de esta enzima de inhibir Ila
reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) a
formazan a 595 nm, por los aniones
superdxido generados por el sistema de la
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xantina-xantina oxidasa.26 Para ello, se mezclo
166 pL de la mezcla de incubacion (xantina 0,3
mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150 mM, albimina
0,1% y NaHCO3; 400 mM) con 33 pL del
homogeneizado del vermis del cerebelo. La
reaccion se inicid con la adicion de 10 pL de
la enzima xantina oxidasa. Los tubos se
incubaron durante 30 minutos, seguidos de la
adicion de 66 pL CuCl, 2H,O 0,8 mM que
detuvo la reaccién y se midio la absorbancia a
595 nm. Los resultados se expresaron como
actividad especifica. Una unidad de SOD se
defini6 como la cantidad de SOD necesaria
para inhibir en un 50% la formacion de los
cristales de formazan.

2.6. Ensayo de la actividad de Ila
glutatién peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx de las muestras fue
determinada de forma indirecta,2’? mediante
una reaccion acoplada con la glutation
reductasa (GSH-Rx). El método se basa en
determinar la disminucion de la absorbancia a
340 nm debido a la desaparicion de NAD(P)H.
Los resultados fueron expresados como
actividad especifica de la enzima en U/mg de
proteina, donde | U=pmol de NAD(P)H
oxidado/min.

2.7. Determinacion de las proteinas
tisulares

Las proteinas tisulares totales fueron
determinadas utilizando albumina sérica de
bovino como patron.28

2.8. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la
media * E.EM. Se utilizd el andlisis de
Kruskall-Wallis con anadlisis post hoc
mediante la prueba de U de Mann-Whitney
sobre cada par de grupos y el anilisis de U de
Mann-Whitney para comparar los valores de
las variables sujetas a estudio. Un valor de
p<0,05 fue considerado significativo. El analisis
de los resultados y la elaboracion de los
graficos se realizaron empleando el programa
Graph Pad Prism version 5.1.
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3. Resultados

3.l. Efecto de la administracion in vivo
de amlodipina sobre la PAM

Se determinaron los valores de PAM en las
ratas WKY y SHR adultas y se evalud el efecto
de la administracion in vivo de amlodipina
sobre dicho parametro; evidenciandose que
las  ratas SHR presentaron valores
significativamente superiores de PAM cuando
se compararon con las WKY (N=9, p<0,05).
Por su parte, la administracién in vivo de
amlodipina (5mg/Kg/dia, p.o.) durante || dias
redujo la PAM en las ratas SHR y no alteré la
presion en las WKY normotensas (Figura 1).

3.2. Relacion peso corazoénl/peso
corporal: efecto de la amlodipina

Se evaluaron los valores de peso corporal,
peso del corazon y su relacion en las ratas
WKY y SHR adultas como marcador del
efecto del incremento de la presidn
arterial sobre el corazoén. Se estudio el
efecto de la reduccion de la presion
arterial mediante la administracion de
amlodipina sobre estos parametros
cardiacos. En la tabla | se muestra que las
ratas SHR presentaron valores
significativamente superiores de peso del
corazon y relacion peso del corazon/peso
corporal cuando se comparo con la WKY
(N=9, p<0,05).

Asimismo, la administracion in vivo
de amlodipina (5 mg/Kg/dia, p.o.) durante
I'l dias revirtié el incremento de dichos
parametros en las ratas SHR.
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Figura |. Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la PAM en ratas WKY y SHR. Ratas
WKY y SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas durante || dias con AMLO (5 mg/Kg/dia, p.o.), se
determiné su PAM. Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de la PAM (N=8). *p<0,0001

vs. WKY. #p<0,0001 vs. SHR.

Tabla I. Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la relacién peso corazén/peso

corporal en ratas WKY y SHR

Peso Corporal

Peso Corazon

GRUPO (Kg) Peso Corazé6n/Peso Corporal
WKY 0,374 £ 0,007 1,335 + 0,006 3,590 £+ 0,09
WKY AMLO 0,384 + 0,003 1,350+ 0,013 3,525 + 0,062
SHR 0,383 + 0,004 1,833 +£0,028* 4,812 +0,091*
SHR AMLO 0,369 + 0,082 1,357 £+ 0,014% 3,696 + 0,081*

Ratas WKY y SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas durante || dias con AMLO (5mg/Kg/dia). Se
determind su peso corporal (Kg) y del peso del corazén (g). Los resultados fueron expresados como la media
* error estandar. (N= 8). *p<0,05 vs. WKY. #p<0,05 vs. SHR

3.3. Determinacion del diametro de los
miocitos cardiacos del ventriculo
izquierdo: efecto de la administracion in
vivo de amlodipina

Se evalué el didmetro de los miocitos
cardiacos del ventriculo izquierdo en ratas
SHR y WKY como marcador del efecto del
incremento de la presion arterial sobre el
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corazoén y se determiné el efecto que ejerce
la reduccion de la presion arterial mediante la
administracion oral in vivo de amlodipina sobre
este parametro cardiaco. En la figura 2 se
muestra que las ratas SHR poseen valores
significativamente superiores en el diametro
de los miocitos cuando se compararon con los
WKY (N=6, p<0,05). Por su parte, la
administracion in vivo de amlodipina (5
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mg/Kg/dia, p.o.) durante || dias revirtid el
incremento de dicho parametro en las ratas
SHR.

3.4. Efecto de la AM sobre la produccion
de TBARS en el vermis del cerebeloso

Como se observa en la figura 3, la incubacién
del vermis cerebeloso con AM (2XI107 M)
durante 10 min, disminuyd significativamente

la produccion de TBARS (4,20 + 0,55 vs. 2,83
* 0,15; basal vs. AM) en ratas WKY (N=6;
p<0,05). Por el contrario, en las ratas SHR la
AM no altero la produccion de TBARS (9,49
* 082 vs. 9,11 + 1,46; basal vs. AM).
Igualmente se observé que los niveles basales
de TBARS en ratas SHR fueron 2,5 veces mas
elevados que los encontrados en las ratas
WKY (N=6; p<0,05).

&

N w
(=] (=]
1 1

Diametro del miocito (pm)
2

0

0 WKY
s SHR

T
WKY

SHR SHR AMLO

Figura 2. Efecto del tratamiento oral con amlodipina (AMLO) sobre el diametro de miocitos de ventriculo
izquierdo de ratas WKY, WKY AMLO, SHR y SHR AMLO. Cortes histologicos de ventriculo izquierdo de
ratas tratadas con amlodipina (AMLO) in vivo. Ventriculo izquierdo de ratas WKY (Panel A), WKY AMLO
(Panel B), SHR (Panel C) y SHR AMLO (Panel D). Hematoxilina—Eosina (H-E), 40X. Barra = 32um. Diametro
de los miocitos del ventriculo de las ratas (Panel E) *p<0,001 vs. WKY (N= 6).
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Figura 3. Efecto de la AM sobre la produccién de TBARS en el vermis del cerebelo de ratas WKY y SHR
tratadas durante | | dias con AMLO (5 mg/Kg/dia). El vermis cerebelar fue incubado con AM 2X107M durante
[0 min. Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de la producciéon de TBARS (nmol/mg
proteina). *p<0.05 vs. control (N = 6). #p<0.05 Basal WKY.

3.5. Accion de la AM sobre la actividad
de las enzimas antioxidantes in vitro, en
el vermis cerebeloso: efecto de la
administracién in vivo de amlodipina

Se evalud el efecto de la AM sobre la actividad
de las enzimas antioxidantes in vitro, en el
vermis cerebeloso de ratas SHR y WKY
adultas, asi como el efecto de la reduccion de
la presion arterial con la amlodipina, sobre la
desregulacion de la actividad antioxidante de
la AM en el cerebelo de las ratas SHR. Como
se observa en la figura 4, la incubacion in vitro
del vermis cerebeloso con AM (2x107 M)
durante 5 min., redujo significativamente la

Figueira e Israel

actividad basal de las enzimas CAT, SOD y
GPx en ratas WKY, pero no la alteré en las
SHR. La administracion in vivo de amlodipina
(5 mg/Kg/dia, p.o.) durante || dias, revirti6 la
pérdida de la capacidad antioxidante de la AM
cerebelosa en las ratas SHR. Efectivamente, la
incubacion con AM (2X107 M) en el vermis
cerebeloso de ratas SHR tratadas con
amlodipina, disminuy6 significativa la actividad
basal de las enzimas antioxidantes a valores
similares a los obtenidos en las ratas WKY
(p<0,001). La amlodipina no afect¢ la actividad
de las enzimas antioxidantes, basal o Ia
inducida por la AM en las ratas WKY.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la actividad de las enzimas antioxidantes,
SOD, CAT y GPx basal e inducida por la AM en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y
SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas durante || dias con AMLO (5 mg/Kg/dia), posteriormente, se
sacrificaron y el vermis cerebelar fue incubado con AM 2X107 M durante 5 min. Los resultados fueron
expresados como la media * E.E.M. de la actividad especifica de las enzimas. (N=8). *p<0,0001 vs. Basal WKY.
**¥p<0,0001 vs. Basal AMLO-WKY). #p<0,0001 vs. Basal AMLO-SHR.

4. Discusion

Los mecanismos fisiologicos involucrados en
las acciones de la AM en el cerebelo aun no
han sido esclarecidos y podrian ser multiples
y complejos. Mas aun, hay poca informacion
acerca del papel del cerebelo en la regulacion
cardiovascular. Sin embargo, la evidencia
neuroanatémica sugiere que el cerebelo
cumple un papel muy importante en la
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regulacion cardiovascular. En efecto, en el
cerebelo se han identificado diversos modulos
cardiovasculares, como el nlcleo fastigio
(NF), vermis anterior, vermis posterior, uvula
(I6bulo 1X), noédulo (I6bulo X); pues la
estimulacion de estas estructuras conlleva
cambios en la presion arterial, frecuencia
respiratoria y resistencia vascular. Estos
hallazgos constituyen evidencias claras del
papel del cerebelo, especificamente el vermis
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cerebelar en la regulacion de la presion
arterial.22

Aunque la distribucién de los sitios de
union de la AM en el sistema nervioso central
ha sido bien documentada, su presencia en el
cerebelo asi como los mecanismos de senales
de transduccion de los receptores de éste
péptido en el mismo, no han sido
completamente clarificados y se conocen
poco los segundos mensajeros intracelulares
relacionados con sus acciones bioldgicas. Al
respecto, la AM ha demostrado tener efecto
sobre la produccion de radicales libres, pues
es capaz de disminuir la produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) mediada
por NAD(P)H oxidasa, a través de la
inhibicion de la actividad de la enzima.lé

Se ha propuesto que las EROs estan
involucradas en el desarrollo de Ia
hipertension, pues se ha demostrado un
aumento en su produccién en diversos
modelos animales con hipertensién.32 De
hecho, el estrés vascular oxidativo ha sido
asociado con un gran numero de modelos
animales de hipertension tales como las ratas
SHR y las ratas hipertensas Dahl sensibles a
sal3l 'Y el tratamiento con tempol, un
mimético de la SOD, fue capaz de disminuir la
presion arterial y la produccion de EROs en
las ratas SHR.32 Asimismo, se ha demostrado
un incremento en la expresion de los
componentes de la NAD(P)H oxidasa en
aorta de ratas SHR, y se ha asociado la
disfuncion endotelial con un incremento en la
produccion de EROs en lugar de una
disminucién en la produccion de NO.33 Es
importante considerar que durante la
hipertension, diferentes estudios han indicado
que la AM protege del daho cardiovascular
mediante la disminucion en la produccion de
EROs mediada por Ila  NAD(P)H
oxidasa.!6.182034 De hecho, se ha demostrado
que la infusion de AM disminuyé los niveles de
TBARS y atenud la produccion de EROs
mediada por NAD(P)H oxidasa en ratas
hipertensas, mediante la diminucion de su
actividad y la expresion de p22phox y
gp91phox, componentes de la NAD(P)H
oxidasa.l61? De igual manera, la AM también
ha demostrado ser un poderoso antioxidante
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a nivel central, ya que este péptido se puede
comportar como un regulador negativo para
compensar la sobreproducciéon de EROs,32
por lo tanto, esta claro que la AM es capaz de
reducir la produccion de radicales libres y
EROS mediada por la NAD(P)H oxidasa, a
través de la inhibicion de la actividad de la
enzima.lé

En relacion al sistema nervioso central
(SNC), especificamente en el cerebelo,
nuestros resultados sugieren un incremento
en la producciéon de EROs basal durante la
hipertension, ya que demuestran un
incremento en la produccion de marcadores
de peroxidacion lipidica en el vermis cerebelar
de las ratas hipertensas con respecto a los
controles (normotensas), lo cual apoya el
concepto de un incremento del estrés
oxidativo durante la hipertension, no sélo en
estructuras periféricas sino especificamente
en el cerebelo de la rata.

Se ha sugerido que la AM puede jugar
un papel protector contra el estrés oxidativo
como un antioxidante endégeno in vivo.20 Asi,
en ratones heterocigotos para la AM, se ha
demostrado la presencia de inflamacion
perivascular en arterias coronarias y un
incremento del estrés oxidativo sistémico y
local, el cual es revertido con Ila
suplementacion de AM.2 El papel de la AM en
el cerebelo sobre la regulacion del estrés
oxidativo a través de la modulacion de la
actividad de las enzimas antioxidantes ha sido
poco estudiado. Nuestros resultados apoyan
la afirmacion de que la AM constituye una
sustancia antioxidante, ya que demostramos
que la AM disminuye la actividad de las
enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en
el vermis cerebeloso de ratas WKY en forma
similar a la descrita por otros investigadores
en o6rganos como los rinones y el higado.3637
Esta disminucion de la actividad enzimatica
sugiere que la AM es capaz de reducir la
produccion de EROs, junto con el hecho de
que la disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes fue acompafnada por
una disminucion en la produccién de la
peroxidacion de lipidos. Efectivamente, se ha
demostrado que la AM tiene propiedades
antioxidantes, ya que la AM reduce la
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sobreproduccion de EROs3840 y estos efectos
pueden proteger diferentes organos de los
factores estresantes daninos,?! lo que sugiere
que la AM media la accidn protectora contra
la respuesta vascular frente a la injuria,
posiblemente a través de la inhibicién de la
produccion del estrés oxidativo.3#

Ahora bien, el efecto antioxidante
basal de la AM en el cerebelo podria estar
alterado durante la hipertension. Nuestros
hallazgos apoyan esta posibilidad, ya que en las
ratas hipertensas SHR, las cuales presentan un
incremento del tamano del corazén y del
diametro de los miocitos determinados como
marcadores cardiacos de la hipertension, la
AM no fue capaz de reducir la actividad basal
de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT vy
GPx, ni de disminuir la peroxidacion lipidica
cerebelosa. Por lo tanto, en la hipertension,
parece ocurrir una desregulacion de la
capacidad antioxidante basal de la AM
reflejada sobre el control y la regulacién de la
actividad de las enzimas antioxidantes.

La ausencia de respuesta a la AM
sobre la actividad basal de las enzimas
antioxidantes en el vermis cerebelar de las
ratas SHR puede explicarse debido al cambio
en el patrén de expresion de los componentes
de los receptores de AM observados en el
vermis cerebelar durante la hipertension,
pues como hemos demostrado,'4!5 durante la
hipertension existe un incremento en la
expresion del receptor del péptido
relacionado al gen de la calcitonina (CGRP)
(CRLR+RAMPI) y AM2 (CRLR+RAMP3) y
una reduccion de la expresién del receptor
AMI (CRLR+RAMP2), lo cual sugiere que los
cambios en el patron de expresion de la AM
y los componentes de sus receptores
asociados a la hipertension se traducen en la
perdida de la respuesta antioxidante de la AM
en el vermis cerebelar de estas ratas. De igual
manera, en un estudio previo demostramos
una alteracion de la senalizacion de la via de
GMPc/NO# y quinasa reguladas por senales
extracelulares (ERK1/2)% inducida por la AM
en el vermis cerebeloso de ratas hipertensas,
ratificando la hipotesis de la desregulacion del
sistema adrenomedulinérgico cerebeloso
durante la hipertension.
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Es posible que el manejo
farmacologico periférico de la presion arterial
podria restituir la respuesta antioxidante de la
AM. Efectivamente, nuestros resultados
apuntan a esa posibilidad ya que demuestran
que el tratamiento con amlodipina redujo la
presion arterial en ratas hipertensas, revirtid
la hipertrofia ventricular izquierda que se
manifiesta por la reduccién en el tamano del
corazén y del didmetro de los miocitos y
restaurd la capacidad antioxidante de la AM
en el vermis cerebeloso. La restauracion de la
respuesta antioxidante de la AM en el
cerebelo de ratas hipertensas tras el
tratamiento con un agente hipotensor como
la amlodipina, podria ser debido a una
restitucion en la expresion de la AM y los
componentes de sus receptores. Por lo tanto,
el tratamiento con un antihipertensivo como
la amlodipina, no soélo redujo la presion
arterial sino que fue capaz de restablecer la
respuesta antioxidante de la AM posiblemente
mediada a través de la expresidon optima del
receptor AM2 en el cerebelo, el cual es
necesario para la adecuada senalizacion de la
AM 1415

En conclusion, nuestro estudio apoya
la existencia de una desregulacion del sistema
adrenomedulinérgico cerebeloso durante la
hipertension y demuestra que la reduccion de
la presion arterial periférica después de la
administracién oral de amlodipina fue capaz
de revertir la pérdida de la actividad
antioxidante de la AM en el vermis cerebeloso
de ratas hipertensas; lo cual indica que estas
alteraciones representan la anormalidad
primaria que conduce a la hipertensién. Por lo
tanto, la reversion con la administracion
periférica de un antihipertensivo, podria
representar una estrategia para compensar la
alteracion primaria en el control de la presion
arterial y abre la posibilidad de un nuevo
mecanismo en la terapia antihipertensiva.
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