Papel de la adrenomedulina cerebelosa
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La adrenomedulina (AM) y el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP) pertenecen a la superfamilia de los
péptidos de CGRP. En el SNC, los sitios de unién para la AM
y el CGRP se encuentran presentes en areas hipotalamicas
y en la corteza cerebelosa de la rata. La administracién cen-
tral de AM o de CGRP en ratas induce diuresis, natriuresis
e incremento de la presién arterial. El papel de la AM en el
cerebelo se desconoce. Con el fin de establecer la posible re-
lacion de la AM y CGRP cerebelosa y la regulacion cardiovas-
cular, en el presente estudio evaluamos la densidad de sitios
de unién para la AM y el CGRP en el cerebelo de ratas es-
pontaneamente hipertensas (SHR) y sus controles normoten-
sos Wistar Kyoto (WKY) adultos de 16 semanas, mediante el
uso de técnicas autoradiograficas y empleando ?I-hCGRPa
y "?I-hAM,, ., como radioligandos. Los cortes coronales de
cerebelo fueron incubados con 35 pM de ['*I-hCGRPa o
[*-hAM,, ., durante 90 y 120 minutos, respectivamente. La
unién no especifica fue determinada en presencia de 1uM
del ligando no marcado. El andlisis densitométrico demostré
que existe una colocalizacién de los sitios de unién para el
["**1-hCGRPa y la ['*I]-hAM, ., en la corteza cerebelosa. En
el cerebelo la union de la ['*1]-hAM,, ., en las ratas SHR fue
significativamente mayor que las WKY, indicando una mayor
expresion de los receptores para la AM en el cerebelo de ani-
males hipertensos. En relacién a la unién de ['*1]-hCGRPa,
se observo también un pequefo incremento significativo en
las ratas SHR en relacién a las WKY. Con el fin de establecer
la posible via de sefalizacién de la AM en la corteza cerebe-
losa, se evalué la actividad de la 6xido nitrico sintasa inducida
por la AM. La AM incrementé la actividad de la oxido nitrico
sintasa del cerebelo de la rata, y este efecto fue mediado por
el receptor especifico de la AM, ya que el AM,, ., un antago-
nista selectivo del receptor de AM, bloqueé dicha accién. Se
determind la expresion de las ERK1/2 y las ERK-fosforiladas
del cerebelo en las ratas WKY y SHR. Se demostré que en
las ratas SHR se produce aumento de las fosfo-ERK cuando
se compara con las ratas WKY control. Nuestros resultados
sugieren, por primera vez, que la AM en el cerebelo par-
ticipa en la regulacién cardiovascular.
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Adrenomedullin (AM) and calcitonin gene-related peptide
(CGRP) belong to CGRP superfamily. Both peptides have
overlapping biological actions particularly in regard to their
very potent vasodilator properties. AM and CGRP binding
sites are widely expressed in the central nervous system, in
areas such as the hypothalamus and the rat cerebelar cor-
tex. Central administration of AM or CGRP induces diuresis,
natriuresis and increases arterial blood pressure. The func-
tional role of AM in the cerebellum in unknown. The aim of
the present study was to establish the possible relationship
between cerebellar AM and CGRP and the regulation of car-
diovascular function. To do so, we investigated the distribu-
tion and levels of CGRP and AM receptor binding sites in
the brain 16- weeks-old normotensive (WKY) and SHR rats,
using °I-hCGRPa and "°I-hAM,, ., as radioligands. As previ-
ously reported, CGRP and AM receptor sites are discretely
and differentially distributed in the rat cerebellum cortex, with
a preponderance of AM binding sites. Levels of CGRP recep-
tor sites are found to be slightly higher in SHR, and higher
levels of AM binding sites are detected in the granular cell
layer of the cerebellum of SHR. To establish the possible
signaling pathway of AM in cerebellum, we assessed AM-
induced nitric oxide synthase activity (NOS). AM increased
NOS activity, and this effect was blocked by the selective AM
receptor antagonist AM,, ... The expression of ERK1/2 and
p-ERK activated was determined in WKY and SHR rat cer-
ebellum. We show that in SHR rats an increased expression
of p-ERK when compared with WKY control rats. It thus ap-
pears that levels of CGRP and AM binding sites, and p-ERK
1/2 expression are differentially altered in cerebellum of SHR
rats. Our data show for the first time a role for cerebellar AM
in the cardiovascular regulation.
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Introduccion

El cerebelo es un componente importante del sistema nervi-
0s0 autdonomo cuyo papel en el control de las funciones au-
tonémicas ha sido subestimado (Spyer, 1999). Un amplio
rango de funciones autondémicas implican vias que pasan por
el cerebelo, como por ejemplo, las respuestas cardiovascu-
lares (Lisander y Martner, 1975; Bradley y col., 1987, 1991;
Harper y col., 1998), el control postural de la presién arterial
y de la frecuencia cardiaca (Nisimaru y col., 1998), y la modu-
lacién de los componentes autonémicos del comportamiento
emocional (Martner, 1975). Igualmente, se ha implicado a la
region del vermis cerebeloso en el control de la respuesta
cardiovascular frente al condicionamiento aversivo (Bradley
y col., 1987, 1991). Estudios que implican la estimulacion
eléctrica y quimica de regiones cerebelosas, han permitido
establecer un nuevo concepto en el que se propone que el
cerebelo contiene cinco modulos independientes dedica-
dos al control cardiovascular y a la regulacién de la funcién
barorefleja y vestibulo-simpatica (Nisimaru, 2004).

Existe evidencia que indica que el cerebelo contiene numer-
0s0s péptidos, que incluyen el neuropéptido Y, la sustancia P,
la somatostatina, el péptido relacionado con el gen de la calci-
tonina (CGRP) y la adrenomedulina (AM) (Chedotal y Sotelo,
1992; Inagaki y col., 1982a; Morara y col., 1997). Estos pépti-
dos se expresan de forma transitoria o bien son sobre-expre-
sados en la fibras aferentes que llegan al cerebelo a través de
la proyeccidn olivo-cerebelar durante el periodo de desarrollo,
lo que sugiere un papel en la diferenciacion de los circuitos
neuronales cerebelosos (Inagaki y col., 1982b; Morara y col.,
1989). La localizacion de dichos péptidos, en especial aquel-
los pertenecientes a la familia que incluye el CGRP, la AM y la
amilina, en regiones modulares de la corteza cerebelosa, ha
permitido inferir un papel en la regulacion cardiovascular.

La AM es un péptido de 52 aminodcidos en el humano y 50
aminoacidos en la rata, que se encuentra distribuido amplia-
mente en todo el sistema nervioso central (SNC) (Takahashi
y col., 1997; Oliver y col., 1998). Se ha demostrado la pre-
sencia de inmunorreactividad a la AM (AM-IR) en el SNC,
encontrandose concentraciones elevadas del péptido en el
cerebelo (Rodrigo y col., 1998, Serrano y col., 2000; Hwang
and Tang, 1999; Satoh y col., 1996; Ueta y col., 1995). En
efecto, Serrano y col., (2002) demostraron la presencia de
AM-IR en las células de Purkinje, en las fibras musgosas y
en las células de Golgi de la capa granulosa del cerebelo.
De igual manera, las neuronas vy las fibras de los nucleos
cerebelosos lateral e interpdsito presentan AM-IR. El gen
de la AM se transcribe y se expresa en el cerebro (Hwang
y Tang, 1999, Kitamura y col., 1993) y muestra una amplia
distribuciéon que coincide con la localizacién de la AM en el
SNC de la rata (Serrano y col., 2000). EI ARNm de la AM
es detectable en la corteza cerebral y el cerebelo (Hwang y
Tang, 1999). La AM también es producida en regiones del
cerebro humano como la corteza cerebral y cerebelosa. Los
hallazgos soportan la idea que la AM actia como un neuro-
transmisor, un neuromodulador o una neurohormona en el
SNC (Takahashiy col., 1994).

Los receptores especificos de la AM (AM-R), los cuales di-
fieren del CGRP,, se encuentran en el cerebro humano en
areas diversas, entre las cuales se destaca la corteza cere-

bral y el cerebelo (Sone y col., 1997; Wimalawansa, 1996).
De igual manera los AM-R se encuentran en varios tejidos de
la rata incluyendo el cerebro, la médula espinal y el cerebelo
(Nuki y col., 1993). Mediante técnicas autoradiograficas se
encontrd una distribucion muy discreta de los receptores de
la AM en el cerebro de la rata de la cepa Sprague-Dawley,
con las regiones mas ricas en el plexo coroideo y la capa de
células granulosas del cerebelo (Juaneda y col., 2001).

Se sabe que la AM muestra homologia en su estructura quimi-
ca con el CGRP (Kitamura y col., 1993). Mediante técnicas au-
toradiograficas también se ha descrito la presencia de una alta
densidad de receptores para CGRP en el cerebelo de la rata
adulta, especialmente en la capa molecular. Técnicas recien-
tes empleando anticuerpos monoclonales contra el receptor
purificado de CGRP, revelaron que dicho receptor se encuen-
tra presente en las células de Purkinje y en las interneuronas
de la capa molecular, asi como en los astrocitos de las capas
moleculares y granulosas (Morara y col., 1998).

Aunque la distribucion de los sitios de union de la AM
en el SNC ha sido bien documentada, su papel funcional
en el cerebelo asi como los mecanismos de senales de
transduccion de este péptido no han sido clarificados, y
se conoce mucho menos de los segundos mensajeros in-
tracelulares relacionados con sus acciones bioldgicas.

Con el fin de establecer el posible papel funcional de la AM
en la regulacién cardiovascular mediada por el cerebelo, en
el presente trabajo se estudié la localizacidon de los recep-
tores de AM y CGRP en cortes coronales del cerebelo de
la rata normotensa (WKY) y espontaneamente hipertensa
(SHR), mediante técnicas autoradiograficas. Igualmente, se
evalué la posible senalizacion del receptor de la AM y se de-
termind la posible activacion de las ERK 1/2 en el cerebelo
de las ratas WKY y SHR.

Materiales y métodos

Animales

Como animales de experimentacion se utilizaron ratas albi-
nas, machos, de las cepas Sprague-Dawley, WKY y SHR
(adultos de 16 semanas), de 200-250 g de peso, provenientes
de los Bioterios de la Facultad de Medicina de la Universidad
de McGill, Canada, del Instituto Nacional de Higiene, o del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC);
las cuales fueron mantenidas en condiciones adecuadas,
permitiéndoles el libre acceso al agua y a la comida. Los ani-
males fueron sacrificados mediante decapitacion, entre las
9:00 y las 11:00 horas. Los cerebros fueron inmediatamente
removidos y se procedid a la microdiseccion del vermis cere-
beloso, en un tiempo no superior a los tres minutos.

Determinacion autoradiografica de los subtipos de recep-
tores para adrenomedulina

Se empled el método de autoradiografia aclopada a la den-
sitometria optica segun lo descrito por Juaneda y col. (2001).
Las ratas fueron decapitadas y los cerebros removidos in-
mediatamente. Después de su remocion fueron congelados
en 2-metil-isopentano a -40°C. El cerebro fue cortado en
secciones de 20 pm de grosor mediante el uso de un crios-
tato a -20 °C, para luego ser colocados sobre un portaobje-



to previamente cubierto de polilisina. Posteriormente fueron
secados, al vacio y a 4°C, durante la noche. Las secciones
de cerebro fueron marcadas in vitro con [I"*)lhAM,, ., o con
[I'*]CGRPa. Brevemente, las secciones fueron preincuba-
das en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, conteniendo NaCl 100
mM y MgCl, 4 mM, seguidamente se incubaron en buffer
fresco con [I"*]hAM,, ., (385 pM), o de con [I'*lhCGRPa (35
pM), durante 120 minutos a 22 °C que contenia 0.4 mM de
bacitracina, 0.2% de albumina sérica de bovino, 2 pyg/ml de
quimostatina y 4 pg/ml de leupeptina. La unién no especifica
se determiné en secciones consecutivas mediante la incu-
bacién igual a la descrita pero en presencia de 1 yM de AM
o CGRP, no marcado. Después de la incubacion, las sec-
ciones fueron lavadas 4 veces consecutivas, 1 minuto cada
una, en buffer Tris-HCI 50 mM frio, seguido por un lavado de
30 segundos en agua fria. Finalizados los lavados las sec-
ciones fueron secadas mediante corriente de aire frio.

Las secciones fueron contrapuestas a una pelicula sensible
a tritio (Hyperfil-H®) (Amersham Corp., Arlington Heights, IL)
simultdneamente con un grupo de patrones de [I'?] y colo-
cados en una caja metdlica de rayos X. Las peliculas fueron
reveladas con revelador Kodak D19 a 0°C. Las densidades
Opticas se determinaron mediante microdensitometria com-
putarizada y los resultados se expresaron en fmol/mg de pro-
teina después de ser comparados con los patrones de [1'?%].

Ensayo de la actividad de la Sintasa del Oxido Nitrico (SON)

Inmediatamente después de la extraccion, el cerebro fue
colocado sobre hielo y el vermis del cerebelo fue extraido
mediante control estereomicroscépico. Una vez obtenida la
estructura se mantiene en frio, en buffer Hepes 50 mM, pH
7,1y EDTA 1mM hasta el momento del ensayo.

La actividad de la SON se determind mediante la cuantifi-
cacion de la conversion de arginina radiomarcada a citrulina,
utilizando una modificacidon del método descrito por Bredt y
Snyder (1990) y modificado por Mathison e Israel (2002).

Los tejidos fueron mantenidos en buffer Hepes 50 mM, pH
7,1 + EDTA 1mM. Posteriormente cada muestra fue prein-
cubada por 30 minutos a 37°C en buffer Hepes 50mM, pH
7,1 conteniendo ditiotreitol 1mM, B-NADPH 0,5 mM; CaCl,
1,25 mM y 10 pg/ml de calmodulina, [*H]-arginina 0,12uM vy
arginina 0,3 pM, seguido de un periodo de incubacién de 10
minutos. Para determinar la estimulacion de la actividad de la
SON, los agonistas fueron agregados al iniciar los 10 minu-
tos de incubacion, y los antagonistas cuando fuera el caso
en el periodo de preincubacién. La reaccion fue detenida
agregando buffer Hepes 20 mM, pH 5,5; EDTA 4mM, frio y
calentando durante 5 min a 90°C. Los tejidos fueron sonica-
dos, centrifugados a 12.000 rpm durante cuatro minutos y el
sobrenadante pasado a través de una columna de Dowex 50,
forma Na* (RBI), desde donde fue eluido con 2 ml de agua.
La [*H]-citrulina formada fue cuantificada mediante espec-
troscopia de centelleo liquido.

La identificacion de la [*H]-citrulina se confirmé mediante cro-
matografia en papel. El porcentaje de recuperacién es de-
terminado utilizando [*H]-citrulina. La actividad de la sintasa
del dxido nitrico se expresdé como pmol de citrulina formada/
hora/mg de proteinas.

Determinacion de la expresion de las ERK1/2 y ERK-
FOSFORILADAS mediante de Western Blot

Inmediatamente después de la extraccion, los tejidos fue-
ron colocados sobre hielo y los cerebelos (vermis) fueron
disecados mediante control estereomicroscépico. Una vez
obtenido el tejido fue mantenido en frio, en el buffer Krebs
adecuado para el ensayo o almacenado a -80°C para su
posterior homogenizacion.

El tejido cerebeloso fue homogenizado en frio, con 100 a
300 pl de buffer de lisis (50 mM Tris base, 5 mM EDTA, 1
mM NaF, 1 mM Na,VO,, mezcla de inhibidores de proteasas
compuesto por pepstatina A, aprotinina, leupeptina y Triton
X-100 al 1%, pH 7.4), centrifugados a 4°C, a 5.000 rpm por
10 minutos, para obtener el sobrenadante. Para el analisis
por Western blot, alicuotas del lisado (50 pg proteinas) dilui-
das 1:1 con buffer de muestra Laemmli fueron separadas por
electroforesis en gel SDS—poliacrilamida 10% y trasferidas a
una membrana de PVDF (difloruro de polivilideno), durante 1
hora. Se verifico la transferencia incubando las membranas
en Rojo Ponceau. Después del bloqueo con leche descrema-
da al 10%, las membranas se incubaron con anticuerpo po-
liclonal anti-fosfo-ERK y anti-ERK de conejo (Cell Signaling),
diluidos en solucion de bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion suave. Las membranas fueron lava-
das con TBS-Tween 0,1% e incubadas con anticuerpo anti-
conejo conjugado con peroxidasa de rabano (1:100.000).
Las proteinas fueron visualizadas por quimoluminicencia
(SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate) y
cuantificadas mediante el andlisis desintométrico.

Determinacion de proteinas

Las proteinas tisulares se determinaron por el método de Lowry
y col. (1951), utilizando albumina sérica de bovino como patrén.

Expresion de los resultados y analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media = E.E.M., y fueron
analizados mediante la prueba de t-Student y el analisis de
varianza de una via (ANOVA). Se consideré como significati-
vo un valor de p<0.05.

Resultados

Determinacion autoradiogréfica de los subtipos de recep-
tores en ratas WKY Y SHR

Se investigo la distribucién y la densidad de los sitios de unién
para el CGRP y AM en el cerebelo de las ratas normotensas
(WKY) e hipertensas (SHR) de 16 semanas de edad, usan-
do como ligandos el I'*-hCGRPa y el I'*>-hAM,, ... Como se
observa en la figura 1, los sitios de unién de la AM se en-
cuentran principalmente distribuidos en la en la corteza cere-
belosa, siendo la densidad de receptores significativamente
mayor en el cerebelo de las ratas SHR comparada con la ra-
tas normotensas WKY. En efecto, el valor de la unidn relativa
a una concentracion de 10’M fue WKY=0.95 + 0.1 y en las
SHR: 1.84 + 0.1 (p<0.01) (figura 3). En relacion a los sitios de
union para el CGRP la distribucién fue similar a la de la AM,
sin embargo, el incremento de la densidad de los receptores
en las ratas SHR fue levemente menor: WKY=0.94 + 0.15 y
en las SHR: 1.52 + 0.2 (p<0.05) (figuras 2 y 3).
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Figura 1. Unién del 125I-hAM13-52 al cerebelo de la rata. Se muestran secciones
coronales del cerebelo de ratas controles (WKY) y espontdaneamente hipertensas
(SHR). Unién T: total, NE: unién no especifica.

Figura 2. Unién del 1251-hCGRPa al cerebelo de la rata. Se muestran secciones
coronales del cerebelo de ratas WKY y SHR. Unién T: total, NE: unién no especifica.
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Figura 3. Unién de 1251-hAM13-52 y de 125I-hCGRPa al cerebelo de la rata
WKY y SHR. (N= 6 por grupo).

Efecto de la adrenomedulina sobre la actividad de Ila Sin-
tasa del Oxido Nitrico (SON), en el cerebelo de Ia rata.

Como se muestra en la figura 4, en el cerebelo de la rata la
AM estimula la actividad de la SON expresada como produc-
cion de [*H]citrulina. La adicion a la mezcla de incubacion del
AM,,, o (10°M), un antagonista selectivo del receptor de la
AM, inhibi¢ significativamente la actividad de la SON induci-
da por la AM (N= 6, por grupo).

(o2}
o

C— SALINA
AM

(43}
o
1

N
o
I

T

w
o
L

citrulina-"H (pmol/h/mg proteina)

N
o
1

-
o
L

0

7\
CONTROL  AM(22-52)

Figura 4. Efecto del antagonista selectivo del receptor de AM, el AM(22-52), sobre la
actividad de la SON estimulada por la AM en el cerebelo de la rata. Se afiadié ala
mezcla de incubacion el AM(22-52) (10-5M), un antagonista selectivo del receptor de
la AM, 10 minutos antes de la AM (N= 6, por grupo). **p<0.01 comparado con salina.

Expresion de las ERK 1/2 y las FOSFO-ERK 1/2 en el ce-
rebelo de ratas WKY Y SHR

La figura 5 muestra los inmunoblots que ilustran la expre-
sion de las ERK 1/2 y las fosfo-ERK 1/2 en muestras pro-
venientes del vermis del cerebelo de las ratas WKY y SHR.
Como se observa, la expresion de las ERK-fosforiladas y la
relacion pERK/ERK, resulté significativamente mayor en las
ratas SHR cuando se comparan con las ratas controles WKY
(relacion pERK/ERK= WKY= 1 y SHR=2,5). Esto indica una
mayor fosforilacion de las ERK en las ratas hipertensas.

1200 st 120 =t
< w 2 wl
o c
FOSFO-ERK 1/2 ERK 1/2

WKY WKY

SHR

; 1&";:&%3‘ ;o
FIGURA 5. Fosforilacion de las ERK1/2 en el cerebelo de la rata WKY y SHR. Se

muestra un experimento tipico que fue replicado 3 veces. Relacion pERK/ERK=
WKY=1y SHR=2,5.

En el presente trabajo se confirman estudios previos sobre
la existencia de receptores de AM y CGRP en el cerebelo
de la rata (Morara y col., 2000; Juaneda y col., 2001). La
presencia de receptores de AM y CGRP en el cerebelo de la
rata aporta evidencia de un posible papel de estos péptidos
en las funciones cerebelares. Nuestros resultados proveen
evidencia, por primera vez, de un incremento en la concen-
tracion de los receptores para AM, y en menor proporcion,
de los receptores de CGRP, en el cerebelo en un modelo de
hipertensién arterial como lo son las ratas SHR, al comparar-
las con las ratas normotensas WKY. La alteracién observada



en la densidad de los receptores de AM en el cerebelo de
las ratas SHR sugiere que la AM y los péptidos relacionados
podrian estar participando en el mantenimiento de la hiper-
tensién genética. Estos hallazgos soportan la hipétesis de un
papel funcional, no descrito hasta ahora, para los receptores
de AM en el cerebelo, cuyo incremento en la hipertension
podria representar un mecanismo de regulacion hacia arriba
de los receptores para compensar el incremento de la pre-
sion arterial de las ratas SHR; o alternativamente constituir la
alteracion primaria cuya consecuencia secundaria resultaria
en una alteracién de los mecanismos de regulacion autoné-
mica que ocurren en el cerebelo y que traeria como conse-
cuencia un incremento de la presion arterial.

Aunque el papel en la regulacién cardiovascular de la AM y
CGRP en el cerebelo no ha sido reportado hasta el presente,
existe evidencia de la participacion de estos péptidos en la
regulacién central de la presion arterial. Asi, en un estudio de
la accién central de la AM sobre los parametros cardiovas-
culares y el eflujo simpatico en ratas conscientes, se demos-
trd que el péptido induce hipertension, acompanada de una
respuesta bifasica de la actividad nerviosa simpatica de los
nervios renales, con una disminucion inicial, seguida por un
incremento (Saita y col., 1998). Igualmente, se demostrd que
en conejos y ratas conscientes, la administracion ICV de la
AM vy del CGRP aumenta la presion arterial y la actividad sim-
patica renal, efecto que se acompanan con un incremento
del control baroreflejo, de la actividad simpatica renal y de la
frecuencia cardiaca (Matsumura y col., 1999). Estos efectos
son bloqueados por la administracion periférica de fentolami-
na, indicando que en el cerebro los péptidos estimulan la fun-
cion del sistema nervioso simpatico (Samson y col., 1998).
Estos hallazgos sugieren que la AM participa en la regulacion
cardiovascular y simpatica, no solamente por su efecto en el
musculo liso vascular sino también por sus acciones en el
sistema nervioso central (Matsumura y col., 1999).

Los mecanismos fisioldgicos 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 informacién
acerca del papel del cerebelo en la regulacion cardiovas-
cular. Sin embargo, existe alguna evidencia proveniente de
modelos animales y humanos que demuestra que el siste-
ma vestibular y sus conexiones cerebelosas contribuyen al
control cardiovascular durante el movimiento y la alteracion
de la postura (Cui y col., 1997). Varias regiones del cerebro
que participan en el control cardiovascular reciben sefales
nerviosas desde el cerebelo especificamente desde el nu-
cleo fastigio y la corteza cerebelosa posterior (Dormir, 1984,
Bradley y col., 1991; Bradley y col., 1987a,b). Aun mas, evi-
dencias anatémicas apoyan el papel del nucleo fastigio en
la funcion cardiovascular. En efecto, las neuronas rostrales
del nucleo fastigio se proyectan al nucleo del tracto solitario
y a través de esta conexion controlan el baroreflejo (Nisima-
ru, 2004). Mas recientemente se ha enfocado a las regiones
anterior y posterior del vermis cerebeloso y a la uvula y el
ndédulo, como predominantemente implicadas en la regula-
cion cardiovascular. La estimulacion eléctrica de la region an-
terior o posterior del vermis inhibe la actividad simpatica y
produce vasodepresion y dicha respuesta se manifiestan en
regiones del tallo cerebral relacionadas con el control de la
presion arterial y de la actividad simpatica (Nisimaru, 2004).

Aunque la distribucién de los sitios de unién de la AM en el
SNC ha sido bien documentada, su presencia en el cerebelo
asi como los mecanismos de sefales de transduccion de los
receptores de este péptido en el mismo no han sido clarifica-
dos y se conoce todavia menos de los segundos mensajeros
intracelulares relacionados con sus acciones bioldgicas.

La AM fue inicialmente aislada desde una fraccién extraida
de un tejido capaz de inducir la sintesis de AMPc en las pla-
quetas (Kitamura y col., 1993). Los receptores de AM tam-
bién estan relacionados a la sefalizacién mediante canales
iénicos y con una variedad de sistemas de segundos mensa-
jeros a través de efectos directos sobre enzimas acopladas a
proteinas G, activacion de una proteina Gs, la adenilil ciclasa
y una proteina kinasa A (PKA) (Hinson y col., 2000). La AM
es capaz de activar a la adenilil ciclasa y a la fosfolipasa C.
Como resultado de la generacion de IP, la concentracion de
calcio se eleva inicialmente y los canales de calcio se man-
tienen abiertos en la membrana celular. Estos incrementos
en los niveles de calcio citosdlico activarian la SON y en con-
secuencia se activaria la via ON/GMPc, efecto que estaria
mediado directamente por una proteina G (Shimekake y col.,
1995). Al igual que otras hormonas vasoactivas, el fenotipo
de la célula receptora determina la via de segundos mensa-
jeros activada por la union del péptido (Samson, 1999).

Existe evidencia de que el ON/GMPc actua como un neuro-
transmisor en el sistema periférico y sistema nervioso central,
especialmente en el cerebelo (Moncada y col., 1991; Monca-
da y Higgs, 1993). Se ha demostrado que en el cerebelo se
expresan altos niveles del sistema de sefalizacion asociado
al ON. Asi, se ha descrito la presencia de niveles altos de la
enzima guanilil ciclasa (Nakane y col., 1983) y de GMPc en la
células de Purkinje (Ferrendelli, 1974). Estudios inmunohis-
toquimicos en las células de Purkinje han revelado una alta
concentracion de proteina kinasa dependiente de GMPc y su
sustrato proteinico (Nairn y col., 1985). La SON vy la guanilil
ciclasa soluble activada por ON, estan localizadas en las es-
tructuras cerebrales en estrecha superposicion, excepto en las
células grano del cerebelo, las cuales se encontraron ocasio-
nalmente positivas a GMPc (de Vente y col., 1998). El estudio
de la distribucion de la inmunoreactividad de la 6xido nitrico
sintasa en el cerebelo demuestra su presencia en las células
estrelladas y en células en cesto. De igual modo, se encon-
tré6 inmunoreactividad a la SON en las células de Purkinje en
las regiones del vermis y parafloculares, asi como en la capa
granulosa las células granulares (Rodrigo y col., 1994).

La presencia de actividad de la SON en el cerebelo, en
elementos celulares que presentan receptores para la AM,
indica un posible papel de la misma en la regulacién de la
funcion celular mediante la posible generacién de 6xido nitri-
co/GMPc, como mediadores de los efectos de dicho péptido.
Nuestros resultados en los que se muestra un incremento de
la actividad SON inducida por la AM en el cerebelo de rata
apuntan a esta posibilidad. Aun mas, el hecho que el antago-
nista selectivo de dicho receptor, el AM,, _, bloque¢ la acti-
vacion de la SON inducida por la AM, nos permite inferir que
la produccion de ON inducida por la AM en el cerebelo ocurre
mediante la estimulacion de su receptor especifico.

Ahora bien, se sabe que el ON esta involucrado en numero-
sas funciones fisioldgicas en el SNC, donde es capaz de ac-




tivar la via de senalizacion de la guanilil ciclasa-GMPc-PKG
(Prasty Philippu, 2001). Reportes recientes indican que la via
ON-GMPc-PKC participa en la regulacion de las actividad de
las kinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK
1/2) en varios tipos celulares resultando en una alteracién de
su expresion (Zaragoza y col., 2002), lo cual podria también
ocurrir en el cerebelo (Endo y Launey, 2003).

Las ERK1/2 son miembros importantes de una cascada in-
tracelular implicada en muchos aspectos de la fisiologia ce-
lular y en el desarrollo de neuronas y glias. Las ERK1/2 y su
RNAm se expresan en numerosas regiones del SNC entre las
cuales se incluye el cerebelo (Davis, 1993, Thomas y Hunt,
1994), sin embargo su papel en la funcién cardiovascular del
cerebelo es totalmente desconocido. Se ha postulado que en
el cerebelo adulto la sehalizaciéon de ERK podria mediar el
procesamiento de informacion postsinaptica (Zsarnovzky y
Belcher, 2004). Estudios inmuhohistoquimicos usando anti-
cuerpos especificos contra la ERK1/2-activada (pERK) per-
mitieron demostrar la pERK-IR se encuentra confinada a la
capa de las células Purkinje (Zsarnovzky y Belcher, 2004) en
donde también se ha demostrado la presencia de una alta
actividad de PKG (Endo y Launey, 2003). Nuestros resulta-
dos muestran la expresion de la ERK 1/2 y su forma activada
p-ERK en la corteza del cerebelo, con un incremento de la
activacion de las ERK en las ratas hipertensas SHR, al com-
pararlas con la normotensas WKY.

Nuestros hallazgos nos permiten postular que, si la hiper-
tensién genética (SHR) se asocia a un aumento de los re-
ceptores de AM en el cerebelo (figuras 1,2,3), traeria como
consecuencia que la producciéon de ON asociada al receptor
de AM estaria aumentada. A su vez, el incremento de la via
de senalizacion ON-GMPc-PKC, podria ser la responsable
de la regulacién hacia arriba de la activacién de las ERK en
el cerebelo durante la hipertension. Esto estaria en concor-
dancia con el papel propuesto de la AMy la sefalizacion del
ON-ERK cerebelar en la regulacion cardiovascular.

En conclusion, los receptores de AM y CGRP se encuentran
ampliamente distribuidos en el cerebelo de la rata y su con-
centracion se encuentra alterada en la rata hipertensa SHR.
La estimulacion del receptor de AM en el cerebelo de la rata
- desencadena una via de sefalizacidn acoplada a la produc-
- cion de ON. De igual forma, el cerebelo de la rata expresa

ERKs y la forma fosforilada (activa), la cual esta alterada en
- la hipertension. Estos hallazgos permiten inferir un papel fun-
cional de la AM cerebelosa en la regulacién cardiovascular.
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