Efecto de la adrenomedulina sobre
la produccion de GMPc/6xido nitrico en el vermis
del cerebelo durante la hipertension

(Effect of adrenomedullin on cGMP/nitric oxide production
in cerebellar vermis during hypertension)
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RESUMEN

La adrenomedulina (AM) es un péptido que se encuentra en el cerebelo y que ejerce sus acciones a través de la acti-
vacion de diversas vias de senalizacion, entre ellas la guanosina monofosfato ciclico (GMPc) / 6xido nitrico (NO). En
el vermis de cerebelo de ratas hipertensas esta via aiin es desconocida. Se sabe que existe alteraciéon en la expre-
sion de la AM y de sus receptores en el cerebelo en ratas hipertensas, lo que sugiriere un posible papel del sistema
adrenomedulinérgico cerebelar en la regulacion de la presion arterial. Esta alteracion podria estar asociada a los
mecanismos de senalizaciéon de la AM, por lo que en el presente estudio se evalud el efecto de la AM cerebelosa
sobre la producciéon de GMPc/NO durante la hipertension. Para ello, ratas macho adultas espontaneamente hiper-
tensas (SHR) y controles normotensos Wistar Kyoto (WKY) fueron sacrificados, se diseco el vermis cerebeloso y esti-
mulé el tejido in vitro con AM. Posteriormente, se determind la produccién de GMPc y NO, y proteinas tisulares. Se
demostré que la AM incremento6 la produccién de GMPc/NO en el vermis de cerebelo de las ratas WKY (p<0,05),
mientras que en las ratas SHR la AM fue incapaz de estimular esta via de senalizacién. Nuestros resultados indican
que durante la hipertension, en el vermis cerebeloso ocurre una alteracion de la senalizacion de la via de GMPc/NO
inducida por la AM. Ratificando asi la hip6tesis de la desregulacién del sistema adrenomedulinérgico cerebeloso en
la hipertension.

Palabras clave: Adrenomedulina, cerebelo, guanosina monofosfato ciclico, 6xido nitrico, hipertensiéon.

ABSTRACT

Adrenomedullin (AM) is a peptide expressed in cerebellum. AM signals through several pathways, such us cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) / nitric oxide (NO) activation; however, in the hypertensive rat cerebellar vermis
this pathway is still unknown. It is known that there is an alteration in the expression of AM and their receptors in the
cerebellum in hypertensive rats, suggesting a possible role of cerebellar adrenomedulinergic system in blood pres-
sure regulation. This alteration may be associated with the signaling mechanisms of the AM, so in the present study
we assessed the effect of AM on cGMP/NO production in cerebellum vermis of the hypertensive rat. In the present
experimental study, adult male spontaneously 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.
cGMP and NO production were assayed. Our findings demonstrated that in cerebellar vermis of the WKY rats, AM
increased cGMP/NO production, (p<0,05), while in SHR rats AM was unable to stimulate this signaling pathway. Our
results indicate that during hypertension, in cerebellar vermis AM induced cGMP/NO signaling pathway is impaired.
Thus confirming the hypothesis of deregulation of adrenomedulergic cerebellar system during hypertension.

Key words: Adrenomedullin, cerebellum, cyclic guanosine monophosphate, nitric oxide, hypertension.

Laboratorio de Neuropéptidos. Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venezuela.
Caracas - Venezuela. E-mail: figueiraleticia@gmail.com

Revista Facultad de Farmacia + Vol. 78 « N1y 2 « 2015 77



EFECTO DE LETICIA FIGUEIRA y ANITA ISRAEL

Introduccion

La AM es un péptido perteneciente a la familia de
los péptidos de la calcitonina, de 52 residuos de ami-
noacidos de bajo peso molecular (alrededor de 6
KDa), que se caracteriza por tener una estructura de
anillo ciclico de seis residuos de aminoacidos, forma-
do por un puente disulfuro intramolecular entre la
Cys 16y 21; ademas posee una Tyr amidada en su ex-
tremo carboxilo terminal, siendo estas caracteristicas
esenciales para su actividad biolégica y unién a su
receptor (Kitamuray col., 1993; Diaz e Israel, 2006).

La identificacion y caracterizacion de los recepto-
res especificos para la AM no ha sido una tarea senci-
lla; en este sentido, se ha descrito al receptor similar
al receptor de calcitonina (CRLR) y una proteina acce-
soria, las proteinas que modifican la actividad del
receptor (RAMP). Los receptores especificos de la AM,
AM1 y AM2, estan formados por el heterodimero
CRLR/RAMP2 y CRLR/RAMP3, respectivamente; asi-
mismo, la AM ejerce diversas acciones a través de su
unién con el receptor del péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CcGRP), constituido por el com-
plejo CRLR/RAMP1 (Zimmermann y col., 1996; Be-
lloni y col., 1999).

La AM puede activar diversas vias de senalizacion
al unirse a sus receptores en diferentes 6rganos y teji-
dos como la adenilil ciclasa (AC), fosfolipasa C (PLC),
guanilil ciclasa (GC), quinasas reguladas por senales
extracelulares (ERK) y otras proteinas de la familia de
las proteinas quinasas activadas por mitdégenos
(MAPK) como MAPK p38 y la proteina quinasa c-Jun
NH2 terminal (JNK) (Iwasaki y col., 2001) ocasionan-
do diversas respuestas biolégicas.

La AM y su sistema de receptores son ubicuos,
pues se encuentran expresados en diversos tejidos y
organos a nivel periférico como la auricula y ventricu-
lo cardiaco, aorta, pulmon, rindn, pancreas, intestino
delgado, higado, bazo, tiroides, testiculo, glandula
suprarrenal, musculo, entre otros (Sakata y col.,
1993; Ichiki y col., 1994; Sakatay col., 1994). A nivel
central, se ha encontrado en la corteza cerebral,
cerebelo, glandula pituitaria (Sakata y col., 1994),
bulbo raquideo, hipotalamo y amigdala (Serrano y
col., 2002; Juaneda y col., 2003; Macchi y col.,
2006). En el cerebelo, la AM se localiza en las células
de Purkinje; de hecho, la capa granular, contiene dos
tipos de estructuras neurales inmunoreactivas a la
AM, las terminales de las fibras musgosas y las célu-
las de Golgi. Asimismo, los nucleos cerebelares late-
ral, interposito y medial contienen neuronas inmuno-
reactivas a la AM (Serrano y col., 2000), lo cual sugie-
re un posible papel de este péptido a este nivel.

Pocos estudios se han enfocado en estudiar el
efecto de la AM en el vermis del cerebelo; en este
sentido, se ha descrito que la AM es capaz de incre-
mentar la activacion mediante fosforilacién de las
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ERK1/2 y la produccién de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), guanosina monofosfato ciclico (GMPc),
oxido nitrico (NO) y disminuir la actividad de las enzi-
mas antioxidantes, catalasa, superoxido dismutasa y
glutation peroxidasa, lo cual sugiere la existencia de
un sistema adrenomedulinérgico cerebelar de impor-
tancia fisioldgica (Figueira e Israel, 2013a; 2013Db).
Sin embargo, muy poco se conoce sobre los efectos
de la AM en el cerebelo de ratas hipertensas, todavia
mas se desconocen los mecanismos de senales de
transduccién de los receptores de este péptido y los
segundos mensajeros intracelulares relacionados
con sus acciones bioldgicas. Al respecto en un estu-
dio previo, se demostr6 por primera vez una altera-
cion 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, Wistar Kyoto (WKY), lo
cual sugiere que la AM podria estar participando en
mecanismos que subyacen en la hipertensiéon (Fi-
gueira e Israel 2013c). De igual manera, se ha descri-
to que la microinyeccion de AM en el vermis de cere-
belo fue capaz de provocar un marcado efecto hipo-
tensor unicamente durante la hipertension (Figueira
e Israel, 2013d); lo cual sugiere que la alteracién en
la expresion de la AM y los componentes de sus re-
ceptores podria ser responsable de la respuesta dife-
rencial de este péptido durante la hipertensiéon. La
alteracion de los componentes del sistema de AM del
vermis cerebeloso en la hipertensién podria estar
asociada a una alteracion en la via de senalizacién de
la AM. Por ello, en presente trabajo se evalud el efec-
to de la AM sobre la produccién de GMPc/NO en el
vermis cerebeloso durante la hipertension.

Materiales y métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho SHR y sus controles
normotensos WKY de 16 semanas de edad, prove-
nientes del Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) (Caracas - Vene-
zuela). Los animales fueron mantenidos en jaulas a
temperatura ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de 12
horas luz / oscuridad. La dieta de los animales con-
sisti6 en Ratarina® y agua ad libitum. Los experimen-
tos fueron realizados siguiendo las buenas practicas
para el manejo de animales de laboratorio (NIH
Guide, 1996) y la aprobacion 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 disecé mediante
microdiseccion bajo control estereomicroscépico y
mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KBR) (contenien-
do en mM: NaCl 125; KCl 3,5; KH,PO4 1,25; MgSO,
1,20; CaCl, 0,75; NaHCO5 25; glucosa 10 y teofilina
1,6) burbujeado con 95% O, : 5% CO,.
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ENSAYO DE LA GUANILIL CICLASA

Para el ensayo de la activacion de la GC cada ver-
mis del cerebelo fue transferido individualmente a
tubos Eppendorf conteniendo 180 pL de buffer KBR,
sometiéndose a pre-incubaciéon durante 10 minutos a
37 °C. La reaccion se inicié con el agregado del ago-
nista (20 pL), o buffer para los controles, al medio de
incubacion sequidos de 10 minutos adicionales de
incubacion. La reaccion se detuvo agregando 20 pL
EDTA (166 mM, pH 7,5) y calentando a 90 °C durante
3 min. Las muestras fueron mantenidas en hielo y
posteriormente homogeneizadas mediante sonica-
cion y congeladas a 20 °C para la posterior determi-
nacién del GMPc.

DETERMINACION DEL GMPC

Se tom6 una alicuota de 100 pL para la determi-
nacion del GMPc. El contenido de GMPc se cuantifico
por radioinmunoensayo (RIA) por el método descrito
por Steiner y col. (1972), utilizando un kit comercial
(Amersham® International plc, UK). El ensayo se fun-
damenta en la competencia entre el GMPc no ra-
dioactivo (muestra) y una cantidad fija del compuesto
marcado, por la unién a un anticuerpo que posee
alta especificidad y afinidad por el GMPc. La cantidad
de GMPc radioactivo unido al anticuerpo esta relacio-
nada inversamente con la concentracién de GMPc
presente en la muestra. La cantidad de GMPc se
calculé utilizando una curva estandar (rango de O a 4
pmol/tubo). La actividad GC se expres6é como pmo-
les de GMPc formados/10 min/mg de proteinas.

ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE NO

La produccion de NO fue determinado colorimé-
tricamente como una medida de la produccion de
nitrato/nitrito formado. Este ensayo consiste en de-
terminar la acumulacién de nitrito (producto final es-
table de la sintesis de NO) en el sobrenadante me-
diante la reaccién de Griess (Green y col., 1982).

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

El registro de los parametros cardiovasculares,
presion arterial y frecuencia cardiaca se realizo 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 diastélica (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).
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DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TISULARES

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

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media
+ E.E.M. Se realiz6 la prueba de Shapiro-Will, para
evaluar la distribucion de las variables. La significan-
cia de los resultados fue analizada mediante el anali-
sis de Kruskall-Wallis y la U de Mann-Whitney. 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.

Resultados
CARACTERISTICAS DE LAS RATAS SHR Y WKY

En la Figura 1 se presentan los valores de la me-
dia y el error estandar de la media de los valores de
PAS, PAD y PAM de las ratas WKY y SHR de 16 sema-
nas de edad. Como se puede observar, las ratas SHR
presentan valores estadisticamente superiores de
PAS, PAD y PAM cuando se comparé con las ratas
WKY (N=11; p<0,0001).
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Figura 1. Caracteristicas de las ratas WKY y SHR de 16 sema-
nas de edad. Se determiné PAS, PAD y PAM (mmHg). Los
resultados fueron expresados como la media + E.E.M. (N= 11).
*p<0,0001 vs. WKY.

EFECTO DE LA AM SOBRE LA ACTIVACION DE LA GC
EN EL CEREBELO DE LAS RATAS SHR Y WKY.

Se evaluo el efecto de la AM sobre la activacion
de la GC en el vermis cerebelar de ratas SHR y WKY
adultas. Como se puede apreciar en la Figura 2, la
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Figura 2. Efecto de la AM sobre la produccion de GMPc en el
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar
fue incubado con AM (2X107 M) o vehiculo durante 10 min.
Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de
la acumulacién de GMPc (N=11). *p<0,001 vs. Basal WKY.

incubacion del vermis cerebelar con AM (2x107 M)
durante 10 min, incremento significativamente la
acumulacién del GMPc en el vermis de cerebelo de
las ratas WKY de 16 semanas de edad con respecto a
su basal (235,11 + 6,55 vs. 335,00 + 12,81, Basal vs.
AM), (p<0,001, N=11). Sin embargo, en las ratas SHR
la adicién al bano de incubacién de la AM no alter6 la
acumulaciéon del GMPc (258,14 + 11,14 vs. 249,91 +
13,91; Basal vs. AM).

EFecTO DE LA AM SOBRE LA PRODUCCION DE NO
EN EL VERMIS CEREBELOSO DE LA RATA.

Como se observa, en la figura 3 la incubacion del
vermis cerebelar con AM (2X107 M) durante 10 min,
ocasion6 un incremento significativo de la acumula-
cion de nitratos cuando se compara con su basal en
las ratas WKY (2,49 + 0,59 vs. 4,24 + 0,38; Basal vs.
AM), (p<0,05, N=5). Contrariamente, en las ratas SHR
la adicién al bano de incubacién de la AM no alter6 la
acumulacion de nitratos (2,87 + 0,72 vs. 2,00 +
0,32; Basal vs. AM).

Discusion

La AM es un péptido que es capaz de activar di-
versas vias de senalizacion intracelular. Una de las
principales vias a través de la cual la AM ejerce sus
efectos es la activacion de la via AC/AMPc (Wong y
col., 2012). Sin embargo, se sabe que la AM es capaz
de activar otras vias de senalizacién en diversos 6rga-
nos y tejidos, tales como la PLC (Shimekake y col.,
1995), GC (Shimekake y col., 1995; Ikenouchi y col.,
1997), ERK (Iwasaki y col., 1998) p38 y JNK (Para-

80

Figura 3. Efecto de la AM sobre la produccion de nitratos en el
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar
fue incubado con AM (2X107 M) o vehiculo durante 10 min.
Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. de
la produccién de nitratos (N=5). *p<0,05 vs. Basal WKY.

meswaran y col., 1999). Algunos estudios han indica-
do que la AM es capaz de activar la via de la sintasa
de 6xido nitrico (SON)/GMPc y mediar diversos efec-
tos de la AM a nivel periférico (Shimekake y col.,
1995); pues este péptido es capaz de incrementar
los niveles de GMPc/NO en células cardiacas de ratas
(Kato y col., 2003) y en células endoteliales de aorta
de bovino, sugiriendo que este incremento puede
mediar la acciéon hipotensora de la AM en la periferia
(Shimekake y col., 1995).

Los efectos de la AM sobre la produccién de NO
en el cerebro no son claros; sin embargo se ha
demostrado un efecto estimulatorio directo de la AM
sobre la produccion de NO en células de neuroblas-
toma humano SK-N-SH in vitro (Xu y Krukoff, 2005).
Igualmente, se sabe que la administracién icv de AM
es capaz de incrementar la expresion de c-fos en el
hipotalamo y tallo cerebral y de activar neuronas que
producen NO en los nticleos paraventricular (PVN),
supraoéptico (NSO) y del tracto solitario (NTS), siendo
dicho efecto mediado por los receptores de CGRP (Ji
y col., 2004). De igual manera, se ha demostrado que
la AM activa neuronas que producen NO en el PVYN y
estimula la produccion de NO en el hipotalamo (Shan
y Krukoff, 2001). De hecho, se ha descrito que los
efectos hipotensores inducidos por la microinyeccién
de AM en el PVN son atenuados por la inhibicién de
la sintesis del NO (Xu y Krukoff, 2004a), mientras que
los efectos hipertensores de la AM en la regi6on ven-
trolateral rostral del bulbo raquideo (RVLM) también
fueron asociados a la cascada NO-GMPc (Xu y Kru-
koff, 2004b). Aun mas, Mathison e Israel (2006), de-
mostraron que la AM increment6 la actividad de la
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SON y la produccién de GMPc en la eminencia media
de la rata, y Shan y Krukoff (2001), encontraron que
la administracién icv de AM en ratas, increment6 la
concentraciéon de nitratos y nitritos en el hipotalamo,
asi como la expresion inmunohistoquimica de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NAD(P)H) diaforasa en las neuronas productoras de
NO en el PVN. Por lo tanto, la evidencia indica que el
NO estimulado por la AM, esta involucrado en nume-
rosas funciones fisiologicas en el sistema nervioso
central (SNC) desempenando un importante papel en
la regulaciéon de funciones autondmicas (Wehlage y
Smith, 2011).

Recientemente, Figueira e Israel (2013a) demos-
traron que la AM es capaz de incrementar la produc-
cion de GMPc y NO a través de la estimulaciéon del
receptor AM1 en el vermis del cerebelo, lo cual sugie-
re que este péptido podria mediar funciones impor-
tantes a través de esta via de senalizacion en esta
localizacion. En este sentido, Endo y Launey (2003)
encontraron que la via NO-GMPc-proteina quinasa G
(PKQ) juega un papel importante en la activacion de
las ERK1/2 en las células de Purkinje del cerebelo de
ratas. Por otra parte, se ha descrito que la NO/GMPc
podria actuar como un neurotransmisor en el cerebe-
lo (Moncada y Higgs, 1993), pues, se ha encontrado
alta expresion del sistema de senalizacién relaciona-
do con el NO en el cerebelo, ya que existe altos nive-
les de la enzima GC (Nakane y col., 1983) y del GMPc
(Ferrendelli, 1978) en las células de Purkinje. Asimis-
mo, estudios de inmunohistoquimica revelan alta ex-
presion de la proteina quinasa dependiente de GMPc
en las células de Purkinje del cerebelo (Lohmann y
col., 1981). Adicionalmente la SON y GC soluble acti-
vada por NO muestran colocalizacion en diversas
regiones del cerebelo (de Vente y col., 1998). En con-
traste con el AMPc, el cual se encuentra homogénea-
mente distribuido en diferentes areas del cerebro, el
GMPc se encuentra 10 a 50 veces mas concentrado
en el cerebelo que en otras areas del cerebro. Se cree
que el GMPc ejerce sus efectos a través de proteinas
quinasas dependientes de GMPc (cGK), cuya actividad
y expresion ha sido detectada especialmente en el
cerebelo, concentradas principalmente en las células
de Purkinje (Lohmanny col., 1981).

Ahora bien, la coincidencia anatémica entre la
SON y elementos celulares que presentan receptores
para la AM en el cerebelo, sugiere un posible papel de
la misma en la regulacion de la funcion celular me-
diante la posible generacion de NO/GMPc (Pastorello y
col., 2007). Hasta el presente, no se ha elucidado el
efecto de la AM sobre la via NO/GMPc cerebelosa en
la hipertensién. Nuestros resultados parecen apuntar
a un papel importante, ya que la AM fue capaz de
incrementar la produccion de NO y GMPc en el cere-
belo de ratas normotensas, pero dicha accion fue
abolida completamente en las ratas hipertensas, sugi-
riendo una desregulaciéon de esta via de senalizacion
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en la hipertension. La falta de respuesta de la AM so-
bre la produccién de GMPc/NO en el vermis de cere-
belo de la rata hipertensa podria guardar relacién con
la desregulacion de la expresion de la AM y los com-
ponentes de los receptores manifestada durante la
hipertension, la cual podria ocasionar una alteracion
en la respuesta de este péptido a nivel local. Efectiva-
mente, Figueira e Israel (2013c) demostraron que du-
rante la hipertension ocurre un cambio en el patrén
de expresion de la AM y los componentes de recepto-
res de las AM en el vermis del cerebelo, alteracion que
estuvo acompanada de la alteracion en la activacion
de las ERK1/2 inducida por la AM (Figueira e Israel,
2014). Alin mas, estos cambios se ven reflejados en la
respuesta funcional de la AM, ya que la microinyeccion
de AM en el vermis del cerebelo de ratas hipertensas
provoco una poderosa y significativa respuesta hipo-
tensora. Esta accion fue especifica y dependiente de
la dosis; ya que en ratas normotensas la microinyec-
cion de la AM en el vermis cerebeloso no fue capaz de
reducir la presion arterial (Figueira e Israel, 2013d).

El mecanismo intimo mediante el cual el NO y su
desregulacion en el cerebelo participa en la regula-
cion de la presion arterial atin no ha sido establecido,
ni nuestros resultados permiten inferirlo. Sin embar-
go, en otras areas del SNC parece estar relacionado
con la regulaciéon del eflujo simpatico. En efecto, la
inhibicion no especifica de la SON, a través de la ad-
ministracion sistémica de analogos de la L-arginina,
provoca una respuesta vasoconstrictora e incremen-
to en la presion arterial tanto en humanos como en
animales (Chowdhary y Townend, 1999), debido a la
remocion de la vasodilataciéon tonica que resulta de
la produccion de NO endotelial aunado a la activa-
cion del sistema nervioso simpatico. Efectivamente,
el NO neuronal ejerce un efecto inhibitorio ténico
sobre la actividad nerviosa simpatica, pues el blo-
queo ganglionar farmacolégico agudo o el bloqueo
beta adrenérgico es capaz de causar una mayor caida
en la presién arterial durante la inhibicion de la SON
con L-NG-nitroarginina metil éster (L-NAME) que en
los animales controles (Cunha y col., 1993). Asimis-
mo, la respuesta hipertensiva a la ingestioén crénica
de L-NAME es mayormente atenuada en ratas previa-
mente simpatectomizadas, mientras que la respues-
ta vascular al estimulo mediado por NO permanece
intacto (Zanzinge, 1999).

En resumen, en el presente estudio se demostro
que la AM fue capaz de incrementar la produccién de
GMPc y NO en el vermis de cerebelo de la rata nor-
motensa; sin embargo, este efecto se encuentra alte-
rado durante la hipertension, lo que apoya un papel
de la AM cerebelosa en la regulacion de la presion
arterial y su desregulacion durante la hipertension.
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