Efecto de la hipertension sobre la accion
antioxidante de la adrenomedulina cerebelosa

Effect of hypertension on the antioxidative action
of cerebellar adrenomedullin
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RESUMEN

La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo que cumple un importante papel en la regulacién de la funcién cardio-
vascular y posee propiedades antioxidantes. La AM se encuentra presente en el sistema nervioso central. En el cere-
belo, la densidad de los sitios de unién de la AM se encuentra aumentada durante la hipertension, sugiriendo un
posible papel del sistema adrenomedulinérgico cerebelar en la regulacién de la presion arterial. La AM es capaz de
activar diversas vias de senalizacién intracelular, al tiempo que modula la produccién de especies reactivas de oxige-
no, tanto a nivel periférico como central; sin embargo, poco se sabe acerca de estas vias en el vermis cerebeloso
durante la hipertension. Por ello, se evalu6 el efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y la pro-
duccién de productos que reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBARS) en el vermis del cerebelo de ratas hiper-
tensas. Ratas macho adultas espontaneamente hipertensas (SHR) y controles normotensas Wistar Kyoto (WKY) fue-
ron sacrificadas, se diseco el vermis cerebeloso y estimul6 el tejido in vitro con AM. Posteriormente, se determiné la
actividad de las enzimas antioxidantes, superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatiéon peroxidasa (GPx), la
concentracion de TBARS y las proteinas tisulares. Se demostré que en el vermis cerebeloso en las ratas normoten-
sas, la AM disminuyo la actividad de las enzimas antioxidantes y la producciéon de TBARS, mientras que en las ratas
hipertensas estos efectos de la AM no se evidenciaron. De igual manera, se aprecié una mayor produccién basal de
TBARS en el vermis de cerebelo de la rata SHR con respecto a las WKY. Nuestros resultados indican que durante la
hipertensién existe una alteracion del efecto antioxidante y de la senalizacion de la AM cerebelosa.
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ABSTRACT

Adrenomedullin (AM) is a ubiquitous peptide involved in cardiovascular control and has been reported as an antioxi-
dant. AM binding sites are increased in cerebellum during hypertension, suggesting a role for cerebellar adrenomedu-
llinergic system in the blood pressure regulation. AM signals through several pathways and regulates reactive oxygen
species metabolism, both peripherally and centrally. However, little is known about these pathways in the cerebellar
vermis during hypertension. Therefore, we assessed the effect of AM on thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) production and antioxidant enzymes activity in the cerebellar vermis during hypertension. Adult male spon-
taneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY) were sacrificed, the cerebellar vermis was dissected
under stereomicroscopic control and the tissue was stimulated in vitro with AM. Antioxidant enzymes activity: supe-
roxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx), TBARS production and tissues proteins
was assessed. Our findings demonstrate that in cerebellar vermis of the WKY rats, AM decreases TBARS production
and the activity of three antioxidant enzymes, while in SHR rats AM was unable to affect this signaling pathways. We
also found increase basal TBARS production in the cerebellar vermis SHR rats when compared to WKY. Our results
indicated an alteration of AM induced TBARS production and activity of antioxidant enzymes during hypertension.
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Introduccion

La adrenomedulina (AM) humana es un péptido
de 52 residuos de aminoacidos de bajo peso molecu-
lar perteneciente a la familia de los péptidos de la cal-
citonina (Takei y col., 2004; Diaz e Israel, 2006), el
cual ejerce sus acciones a través de su unioén a tres
subtipos de receptores, el receptor del péptido rela-
cionado al gen de la calcitonina tipo 1 (CGRP,), el re-
ceptor de AM tipo 1 (AM,) y tipo 2 (AM,); los cuales
estan constituidos por dos proteinas, el receptor
similar al receptor de calcitonina (CRLR) y la proteina
que modifica la actividad del receptor (RAMPs). El
CGRP, esta formado por el receptor similar al recep-
tor de calcitonina (CRLR) y la proteina que modifica la
actividad del receptor tipo 1 (RAMP,); por su parte,
los complejos CRLR/RAMP, y CRLR/RAMP5 constitu-
yen los receptores de AM, denominados AM; y AM,,
respectivamente (Kuwasako y col., 2004).

Uno de los mecanismos de accion a través del
cual actuia la AM y por el cual fue descubierto fue a
través de su capacidad de elevar los niveles de ade-
nosina monofosfato ciclico (AMPc) (Kitamura y col.,
1993); sin embargo, la AM puede activar diversas
vias de senalizacién, entre ellas la activacion de la
fosfolipasa C (PLC), guanilil ciclasa (GC), quinasa re-
gulada por senales extracelulares (ERK) y otras protei-
nas de la familia de las proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK) como MAPK p38 y la proteina
quinasa c-Jun NH2 terminal (JNK) (Iwasaki y col.,
2001). Asimismo, 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
dinucledtido fosfato reducido (NAD(P)H) oxidasa, a
través de la inhibicién de la actividad de la enzima
(Rahman y col., 2006).

Actualmente, la evidencia reconoce a las EROs
como moduladores del estado redox intracelular, los
cuales tienen una importante funcién como segundos
mensajeros en regular las vias de senalizacion y la
subsecuente expresion de genes (Kunsch y Medford,
1999); pues, se ha evidenciado la modulacion de la
expresion de un conjunto selectivo de genes infla-
matorios vasculares por senales oxidativas intracelu-
lares. En este sentido, los radicales libres se compor-
tan como segundos mensajeros que regulan cascadas
de senalizacion intracelulares, afectando la actividad
transcripcional celular (Kunsch y Medford, 1999).

De igual manera, se ha demostrado que la AM po-
see propiedades protectoras contra el dano a é6rga-
nos producido por condiciones fisiopatologicas,
mediante la inhibicién del estrés oxidativo. El meca-
nismo que subyace a esta actividad varia dependien-
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do de la célula. En células mesangiales, la AM supri-
me la producciéon de EROs a través de la via AMPc/
proteina quinasa A (PKA), mientras que en el ventricu-
lo de la rata, la AM inhibe la NAD(P)H oxidasa a través
de la via 6xido nitrico (NO)/ guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) (Liu y col., 2007).

La AM y los componentes de sus receptores son
ubicuos, pues se expresan en diversos 6rganos y teji-
dos como la auricula y ventriculo cardiaco, aorta, pul-
mon, rindn, pancreas, intestino delgado, higado, ba-
zo, tiroides, testiculo y musculo (Sakata y col., 1994;
Parameswaran y Spielman, 2006; Gibbons y col.,
2007). A nivel del sistema nervioso central (SNC), se
han descrito sitios de unién para la AM en localizacio-
nes como la corteza cerebral, talamo, hipotalamo,
bulbo raquideo, puente de Varolio y en el cerebelo
(Sone y col., 1997). En este ultimo, diferentes estu-
dios en animales de experimentacion han demostra-
do la presencia de sitios de union a la AM (Sakata y
col., 1994; Sone y col., 1997; Serrano y col., 2000;
Chakravarty y col., 2000; Uezono y col., 2001; Serra-
no y col., 2003); e inmunoreactividad a la AM en los
nucleos lateral, interpésito y medial cerebelar; asi co-
mo en las capas molecular, de las células de Purkinje
y en la granular de la corteza cerebelar (Serrano y
col., 2000), sugiriendo la existencia de un sistema
adrenomedulinérgico cerebelar de importancia fun-
cional. Adicionalmente, algunos estudios han descri-
to un importante papel del cerebelo en la regulacion
de la funcidn cardiovascular; pues se han identifica-
do diversos modulos cardiovasculares, como el nu-
cleo fastigio (NF), vermis anterior, vermis posterior,
uvula (I6bulo IX), nédulo (I6bulo X); ya que la estimu-
lacién de estas estructuras conlleva cambios en la
presion arterial, frecuencia respiratoria y resistencia
vascular (Nisimaru, 2004).

En el vermis de cerebelo de la rata normotensa,
estudios previos han descrito que la AM es capaz de
incrementar la produccion de AMPc, GMPc y NO (Fi-
gueira e Israel, 2013a). Asimismo, la AM es capaz de
disminuir la produccion de productos de peroxida-
cion lipidica que reaccionan con el acido tiobarbituri-
co (TBARS) y la actividad de las enzimas antioxidan-
tes; siendo dichos efectos mediados a través de los
receptores CGRP, y de AM, lo cual sugiere la existen-
cia de un sistema adrenomedulinérgico cerebelar de
importancia fisiologica (Figueira e Israel, 2013Db). Sin
embargo, se desconoce el efecto de la AM sobre las
enzimas antioxidantes durante la hipertension. En
este sentido, diversos estudios han encontrado un
aumento en la expresion de la AM y de los compo-
nentes de sus receptores, que se cree se debe a una
respuesta de adaptacion cardiovascular compensato-
ria al proceso fisiopatoldgico. Dichos cambios se han
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evidenciado en tejidos periféricos como la aorta, el
ventriculo (Pan y col., 2005; Gibbons y col., 2007),
asi como a nivel del SNC (Cases y Mora-Macia, 2001).
En el cerebelo, estudios previos demostraron por pri-
mera vez una desregulacion en la expresion de la AM
y los componentes de sus receptores en el vermis de
cerebelo de ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) con respecto a sus controles normotensos,
WKY, lo cual sugiere un posible papel de la AM en la
reqgulacion de la presion arterial (Figueira e Israel,
2013c). Asimismo, se ha descrito que la microinyec-
cion de AM in situ en el vermis cerebeloso ocasiona
un poderoso efecto hipotensor tinicamente en ratas
hipertensas, lo cual podria ser la manifestacion de la
desregulacion de la expresion de la AM y sus recepto-
res; sugiriendo que durante la hipertension podria
existir una alteraciéon en la senalizaciéon inducida por
la AM (Figueira e Israel, 2013d).

Hasta los momentos se desconoce el efecto de la
hipertension sobre la activacion de las enzimas antio-
xidantes inducida por la AM en el cerebelo; es por
ello, que en el presente estudio se evalu6 el efecto de
la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
y la producciéon de TBARS en el vermis del cerebelo
de ratas SHR y WKY.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho SHR y sus controles
normotensos WKY de 16 semanas de edad, prove-
nientes del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC) (Caracas, Venezuela). Los animales
fueron mantenidos en jaulas a temperatura ambien-
te con ciclos de 12 horas luz / oscuridad. La dieta de
los animales consistié en Ratarina® y agua ad libi-
tum. Los experimentos fueron realizados siguiendo
las buenas practicas para el manejo de animales de
laboratorio (NIH Guide, 1996), el Codigo de ética
para la vida (2011) y la aprobacién del Comité de
Bioterio de la Facultad de Farmacia de la UCV. Las
ratas se sacrificaron por decapitacion, los cerebros
fueron extraidos y el vermis del cerebelo se diseco
mediante microdiseccion bajo control estereomicros-
copico y mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KBR) bur-
bujeado con 95% O, y 5% CO,. Posteriormente cada
muestra fue preincubada a 37 °C en presencia o
ausencia de la AM. El vermis cerebeloso fue homoge-
neizado mediante sonicacién en buffer fosfato 10 mM
pH 7,0 -tritén al 1%, centrifugado a 10.000 rpm du-
rante 30 min y el sobrenadante recolectado fue utili-
zado para determinar la actividad enzimatica.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA (CAT)

La actividad de la CAT fue determinada emplean-
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do una modificaciéon del método de Aebi (1984). Para
ello, se anadi6 25 pL del homogenizado de cerebelo
a 725 pL de la mezcla de incubacién (10 mM H,0, en
buffer fosfato 10 mM a pH 7) y se monitore6 el cam-
bio de absorbancia a 240 nm a los 0, 60, 120y 180
segundos, utilizando la constante de reaccion de pri-
mer orden (K) como la unidad de actividad de la CAT
(k=(1/t) (2,3 xlog A;/A3)), donde t es el intervalo de
tiempo medido (seq), A; y A, son las absorbancias
del H,O, en los tiempos t, y t,. Los resultados se ex-
presaron en actividad especifica.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA
TOTAL (SOD)

La actividad de la SOD se determiné por la capa-
cidad de esta enzima de inhibir la reduccién del azul
de nitrotetrazolio (NBT) a formazan a 595 nm, por los
aniones superoxido generados por el sistema de la
xantina-xantina oxidasa (Oberley y Spitz, 1984). Para
ello, se mezclaron 166 pL de la mezcla de incuba-
cién (xantina 0,3 mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150 mM,
albumina 0,1% y NaHCO5 400 mM) con 33 pL del ho-
mogdeneizado del vermis del cerebelo. La reaccion se
inicié con la adicién de 10 pL de la enzima xantina
oxidasa. Los tubos se incubaron durante 30 minutos,
seguidos de la adicién de 66 pL CuCl, 2H,0 0,8 mM
que detuvo la reaccidon y se midi6 la absorbancia a
595 nm. Los resultados se expresaron como activi-
dad especifica. Una unidad de SOD se define como la
cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la
formacion de los cristales de formazan.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA
(GPx)

La actividad de la GPx de las muestras fue deter-
minada de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé y Gunzler (1984), mediante una
reaccion acoplada con la GSH-Rx. El método se basa
en determinar la disminucién de la absorbancia a
340 nm debido a la desaparicién de NAD(P)H. Los
resultados fueron expresados como actividad espe-
cifica de la enzima en U/mg de proteina, donde 1
U=pmol de NAD(P)H oxidado/min.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTOS
DE PEROXIDACION LIPIDICA QUE REACCIONAN CON EL
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

La concentracion de los TBARS fue evaluada por
un método colorimétrico descrito por Ohkawa y col.,
(1979), el cual consiste en evaluar el efecto de las es-
pecies reactivas de oxigeno sobre los lipidos, que re-
sulta en la produccion de varias sustancias que reac-
cionan con el acido tiobarbittrico y que pueden ser
medidas por espectrofotometria. Para ello, muestras
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de homogeneizado de vermis de cerebelo fueron tra-
tadas con acido tricloroacético al 10% y centrifuga-
das a 1.600 g durante 15 min a 4 °C. Seguidamente,
el sobrenadante fue incubado con acido tiobarbittiri-
€0 0,67% durante 10 min a 100 °C. Paralelamente se
construyo una curva patron con malonildialdehido.
Se determiné la densidad 6ptica a 532 nm y la con-
centracion de los productos de peroxidacion lipidica
fueron calculados y expresados como malonildial
dehido formado. Los resultados de los TBARS fueron
expresados como nmol/mg de proteinas del tejido.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TISULARES

Las proteinas tisulares totales fueron determina-
das por el método de Lowry y col., (1951), utilizando
albumina sérica de bovino como patron.

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

El registro de los parametros cardiovasculares,
presion arterial y frecuencia cardiaca se realiz6 en las
ratas conscientes por un método no invasivo median-
te el uso de un plestimografo digital de cola (Digital
Pressure Meter LE 5002 LETICA®, Panlab, S.L. Barce-
lona - Espana). Registrandose la presion arterial sisto-
lica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y la presion
arterial media (PAM). La semana previa al experimen-
to, se determiné diariamente la presion arterial y fre-
cuencia cardiaca, para minimizar el estrés asociado
al manejo y al movimiento de la cola (periodo de
adaptacion a la toma de la presion arterial y de la fre-
cuencia cardiaca).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como la me-
dia + E.E.M. Se realizaron pruebas de normalidad pa-
ra evaluar la distribucién de las variables. La signifi-
cancia de los resultados fue analizada mediante el
analisis de Kruskall-Wallis y la U de Mann-Whitney. Un
valor de p<0,05 fue considerado significativo. El
andlisis de los resultados y la elaboracién de los gra-
ficos se realizaron empleando el programa Graph
Pad Prism version 5.1.

Resultados
CARACTERISTICAS DE LAS RATAS SHR Y WKY

Se evaluaron los valores de presion arterial en las
ratas SHR y WKY, evidenciandose que las ratas SHR
presentaron valores de PAD, PAS y PAM estadistica-
mente superiores cuando se comparo con las ratas
WKY (PAD: 126 + 3 mmHg vs. 91 + 3 mmHg SHR vs.
WKY; PAS: 174 + 3 mmHg vs. 145 + 3 mmHg SHR vs.
WKY; PAM: 142 + 3 mmHg vs. 108 + 2 mmHg SHR vs.
WKY) (N=17; p<0,0001).
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EFECTO DE LA AM SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES SOD, CAT Yy GPX EN EL VERMIS
CEREBELAR DE LA RATA SHR Yy WKY

Se evalu6 el efecto de la AM sobre la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPXx en el ver-
mis cerebelar de ratas SHR y WKY. Como se observa,
la incubacion del vermis cerebelar con AM (2X107 M)
durante 5 min, disminuyo significativamente la activi-
dad de las enzimas antioxidantes SOD (2,572 +
0,1620 vs. 1,838 + 0,212 Basal 5 min vs. AM 5 min)
(Figura 1), CAT (0,0152 + 0,001937 vs. 0,0101 +
0,000679 Basal 5 min vs. AM 5 min) (Figura 2) y GPx
(0,0110 +0,00082 vs. 0,0057 + 0,0006; Basal 5 min
vs. AM 5 min) (Figura 3) en las ratas WKY de 16
semanas de edad con respecto a su basal (p<0,001.
N=17). Contrariamente, en las ratas SHR la adicion al
bano de incubacién de la AM no alter6 la actividad de
ninguna de las tres enzimas antioxidantes (2,1190 +
0,1722 vs. 2,1818 + 0,149 Basal 5 min vs. AM 5 min;
0,0133 + 0,0005341 vs. 0,0122 + 0,00079 Basal 5
min vs. AM 5 min; 0,0128 + 0,00184 vs. 0,0103 +
0,00153 Basal 5 min vs. AM 5 min para SOD, CAT y
GPX, respectivamente).
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Figura 1. Efecto de la AM sobre la actividad SOD en el vermis
de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incu-
bado en presencia y ausencia de AM (2X10'7 M) durante 5 min.
Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de
la actividad especifica de las enzimas. *p<0,001 vs. control
(Basal 5 min). (N=17).

ErecTo DE LA AM SOBRE LA PRODUCCION DE TBARS
EN EL VERMIS CEREBELAR DE LA RATA SHR Y WKY

Se evalud el efecto de la AM sobre la producciéon
de TBARS en el vermis cerebelar de ratas SHR y WKY.
Como se observa, en la Figura 4 la incubacion del
vermis cerebelar con AM (2X107 M) durante 10 min,
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Figura 2. Efecto de la AM sobre la actividad CAT en el vermis
de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incu-
bado en presencia y ausencia de AM (2X10' M) durante 5 min.
Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de
la actividad especifica de las enzimas. *p<0,001 vs. control
(Basal 5 min). (N=17).
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Figura 3. Efecto de la AM sobre la actividad GPx en el vermis
de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incu-
bado en presencia y ausencia de AM (2X10-7 M) durante 5 min.
Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de
la actividad especifica de las enzimas. *‘p<0,001 vs. control
(Basal 5 min). (N=17).

disminuyo6 significativamente la produccién de TBARS
(4,20 + 0,55 vs. 2,83 + 0,15 Basal 10 min vs. AM 10
min) en las ratas WKY de 16 semanas de edad con
respecto a su basal (p<0,05. N=6). Por su parte, la adi-
cién al bano de incubacion de la AM en las ratas SHR
no alter6 la produccién de TBARS (9,49 + 0,82 vs.
9,11 + 1,46 Basal 10 min vs. AM 10 min). Asimismo,
se puede observar que los niveles basales de TBARS

Revista Facultad de Farmacia + Vol. 78 « N1y 2 « 2015

en las ratas SHR son 2,25 veces mayores que los
encontrados en las ratas WKY (p<0,05. N=6).
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Figura 4. Efecto de la AM sobre la produccién de TBARS en el
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar
fue incubado con AM (2X10°7 M) durante 10 min. Los resulta-
dos fueron expresados como la media + E.E.M. de la produc-
cion de TBARS (nmol/mg proteinas). *p<0,05 vs. control
(Basal WKY 10 min). (N=6). *p<0,05 Basal WKY.

Discusion

Los mecanismos de senalizacién por los cuales la
AM media sus funciones varian entre especies y sitio
anatomico, pero generalmente involucran al AMPc,
NO y mecanismos dependientes de calcio; asimismo,
este péptido es capaz de activar diversas vias de se-
nalizacion como la activaciéon del factor nuclear kap-
pa B (NF-«xB) (Pleguezuelos y col., 2004), proteina tiro-
sina quinasa (PTK) (Iwasaki y col., 2001), proteina fos-
fatasa 2A (Parameswaran y col., 2000) y fosfatidilino-
sitol - 3 quinasa (PIK3)/Akt (Okumura y col., 2004;
Yin y col., 2004) dependiendo del tipo de células y
las condiciones experimentales. De igual manera, la
AM ha demostrado influir sobre la produccién de
EROs a nivel celular (Yoshimoto y col., 2004; Liu y
col., 2007); estas moléculas actiian como segundos
mensajeros para regular las vias de transduccién que
controlan en ultima instancia la expresion génica, en-
contrandose ademas implicadas en una variedad de
enfermedades entre las que se incluyen la hiperten-
sion (Kunsch y Medford, 1999).

Adicionalmente, las EROs pueden afectar multi-
ples via de senalizacion aguas arriba de los factores
de transcripcion nuclear, incluyendo senales de mo-
dulacién de calcio, proteinas quinasas y fosfatasas
(Kunsch y Medford, 1999). De hecho, la evidencia
muestra que las EROs estan involucradas en la se-
nalizacion intracelular, mediante la activacion de
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receptores de tirosina quinasas y no tirosina quina-
sas, inhibiendo fosfatasas de tirosina, incrementando
la actividad de quinasas regulatorias, incluyendo la
proteina quinasa C (PKC) y PKA (Hongpaisan y col.,
2004) y regulando la homeostasis del calcio intrace-
lular (Droge, 2002). Asimismo, las EROs estan impli-
cadas en mecanismos de senalizacion que involu-
cran la activacion de las MAPK, incluyendo a las
ERK1/2 o p42/p44, las JNKy la p38 MAPK (Yoshizumi
y col., 2001); por lo tanto, las EROs pueden funcio-
nar como un regulador fisioloégico y patologico de la
expresion mediante la modulaciéon de vias de senali-
zacion redox sensible y eventos de regulacion trans-
cripcional (Kunsch y Medford, 1999).

Por su parte, la AM es un péptido con efectos
pleiotrépicos que incluyen crecimiento celular, migra-
cién, apoptosis, inflamacion, angiogénesis, secrecion
de hormonas y antioxidantes. En este sentido, se ha
descrito que ratones heterocigotos para la AM pre-
sentan inflamacién perivascular en arterias corona-
rias y un incremento del estrés oxidativo sistémico y
local, el cual es revertido con la suplementacién de
AM, lo cual sugiere que la AM puede jugar un papel
protector contra el estrés oxidativo como un antioxi-
dante endoégeno in vivo (Shimosawa y col., 2002).
De hecho, la AM ha sido descrita como una sustancia
antioxidante endégena (Shimosawa y col., 2002; Kato
y col., 2003), pues, Nishimatsu y col., (2002) demos-
traron que la AM endégena fue citoprotectora contra
el dano a 6rganos, por lo que la AM podria constituir
un candidato como agente terapéutico para el tra-
tamiento de la enfermedad cardiovascular. De hecho,
en estudios previos hemos demostrado que la AM
fue capaz de disminuir la actividad de las enzimas
antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis de cere-
belo de ratas Sprague-Dawley, lo cual sugiere que la
AM es capaz de disminuir la produccion de EROs,
pues la disminucion de la actividad de las enzimas
antioxidantes se acompané de una disminucion en la
produccion de productos de peroxidacién lipidica.
Alun mas, esta disminucion en la actividad de las
enzimas antioxidantes, sugiere una menor produc-
cion de EROs, y por lo tanto una disminucion en la
activacion de cascadas de senalizacidon activadas por
estas moléculas (Figueira e Israel, 2013Db).

Asimismo, diferentes estudios han indicado que
la AM protege del dano cardiovascular mediante la
disminucion de la producciéon de EROs mediada por
la NAD(P)H oxidasa (Shimosawa y col., 2002; Kato y
col., 2003; Yoshimoto y col., 2004; Rahman y col.,
2006). De hecho, Cao y col., (2005) y Rahman y col.,
(2006) demostraron que la infusién de AM disminuy6
los niveles de TBARS y atenuo la produccion de EROs
mediada por NAD(P)H oxidasa en ratas hipertensas,
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mediante la diminucién de su actividad y la expre-
sion de p22phox y gp91phox, componentes de la
NAD(P)H oxidasa.

La importancia de las EROs en la funcion vascular
y el desarrollo de hipertensiéon ha sido ampliamente
descrita (Rodrigo y col., 2007); ya que la elevada pro-
ducciéon de EROs ha sido demostrada en varios mo-
delos de hipertension animal (Zalba y col., 2002);
pues la expresion de la subunidad p22phox y la
actividad de la NAD(P)H oxidasa se han encontrado
aumentadas en la aorta de ratas SHR (Zalba y col.,
2000); por su parte, el tratamiento oral o la inyecciéon
intravenosa de 4- hidroxi-2,2,6,6- tetrametilpiperidina
— N-oxil (tempol), un mimético de la SOD, ha demos-
trado disminuir la presion arterial y la actividad ner-
viosa simpatica en ratas SHR (Fujita y col., 2005); de
igual manera, en la regién ventrolateral rostral del
bulbo raquideo (RVLM) de ratas SHR se ha reportado
elevados niveles de EROs; sin embargo, la inyeccion
de tempol en RVLM ha demostrado disminuir la pre-
sion arterial (Fujita y col., 2005). Asimismo, se ha
demostrado que las alteraciones estructurales en los
vasos de resistencia que ocurren durante la hiperten-
sién, han sido asociados con una hiperactivacion de
la NADP(H) oxidasa vascular, generacion de EROs y
subsecuente activacion de MAPK, fosfatasas y facto-
res de transcripcion (Touyz y col., 2003).

Aunado a los resultados descritos, los resultados
del presente estudio apoyan el concepto de un incre-
mento del estrés oxidativo durante la hipertensién en
el cerebelo de la rata. Efectivamente, nuestros hallaz-
gos demuestran que las ratas hipertensas presentan
mayor produccién de marcadores de peroxidaciéon
lipidica en el vermis cerebelar con respecto a las con-
troles normotensas, lo cual sugiere un incremento en
la produccion de EROs basal durante la hipertension.

Ahora bien, el efecto antioxidante basal de la AM
podria estar alterado durante la hipertensién. Nues-
tros hallazgos apoyan esta posibilidad, ya que se
pudo observar que durante la hipertensién arterial, la
AM no fue capaz de reducir la actividad basal de las
enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPX, y ni de dis-
minuir la peroxidacién lipidica; por lo tanto, en la
hipertensién, parece ocurrir una desregulacion de la
capacidad antioxidante basal de la AM reflejada so-
bre el control y la regulaciéon de la actividad de las
enzimas antioxidantes. Alternativamente, la ausencia
de respuesta a la AM sobre la actividad de las enzi-
mas antioxidantes basal en el vermis cerebelar de las
ratas SHR pudo ser debido al cambio en el patrén de
expresion de los componentes de los receptores de
AM observados en el vermis cerebelar durante la
hipertensién, pues como hemos demostrado previa-
mente, durante la hipertensién existe un incremento
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en la expresion del receptor de CGRP; (CRLR+RAMP,)
y AM, (CRLR+RAMP35), y menor expresion del receptor
AM; (CRLR+RAMP,), sugiriendo que la expresién Opti-
ma del receptor de AM, es necesaria para la adecua-
da senalizacion de la AM (Figueira e Israel, 2013c).

De hecho, estudios previos muestran diferencias
en la senalizacion inducida por la AM durante la
hipertension; pues la AM es capaz de incrementar la
fosforilacion de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo;
siendo dicho efecto de menor magnitud en las ratas
hipertensas con respecto a las normotensas (Figueira
e Israel, 2014).

En conclusion, nuestros resultados demuestran
que la AM disminuye la actividad de las enzimas
antioxidantes y la produccion de TBARS en el cerebe-
lo de ratas normotensas; sin embargo, durante la
hipertension existe un incremento en la produccién
de productos de peroxidacion lipidica y una altera-
cion del efecto antioxidante de la AM cerebelosa.
Estos hallazgos apoyan aiin mas el concepto que la
AM en el cerebelo participa en la regulacién del
estrés oxidativo.
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