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a adrenomedulina (AM) es un péptido invo-

lucrado en la regulacién cardiovascular. Sus

acciones son mediadas a través de su union
con tres subtipos de receptores AM1, AM2 y CGRP, cada
uno de los cuales estd formado por la combinacién de
dos proteinas, el receptor similar al receptor de calcitonina
(CRLR) y la proteina que modifica la actividad del receptor
(RAMP). En el cerebelo la densidad de los receptores de la
AM se encuentra alterada durante la hipertension, sugi-
riendo un posible papel del sistema adrenomedulinérgico
cerebelar en la regulacién de la presién arterial. Se evalud
la expresién mediante analisis de Western blotting de la
AM vy los componentes de sus receptores en el vermis ce-
rebeloso de ratas macho SHR y WKY de 8 y 16 semanas
de edad. Los animales se sacrificaron, y se diseco el ver-
mis cerebeloso para la cuantificacion de la expresion de
AM, CRLR, RAMP1, RAMP2 y RAMP3. Nuestros hallazgos
muestran una menor expresion de la AM y RAMP2 y una
mayor expresion de CRLR, RAMP1y RAMP3 en el cerebelo
de ratas SHR con respecto a las WKY, tanto a las de 8 y 16
semanas. Estos resultados sugieren la existencia de desre-
gulacién de la AM y los componentes de sus receptores
durante la hipertensién y apoyan un papel funcional de la
AM en la regulacion de la presion arterial.
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drenomedullin (AM) is a peptide in-
volved in cardiovascular control. AM
has three specific receptors, AM1,
AM2 and GGRP, each receptor is constituted by the com-
bination of two different proteins, calcitonin-receptor-like
receptor (CLRL) and receptor activity-modifying protein
(RAMP). AM binding sites are altered in cerebellum dur-
ing hypertension, suggesting a role for cerebellar adre-
nomedullinergic system in the blood pressure regulation.
We assessed the expression by Western blotting of AM,
RAMP1, RAMP2, RAMP3 and CRLR in the cerebellar ver-
mis of 8 and 16 weeks old spontaneously hypertensive
(SHR) and normotensive Wistar Kyoto rats (WKY). Ani-
mals were sacrificed by decapitation; and cerebellar ver-
mis was dissected for the quantification of AM, CRLR,
RAMP1, RAMP2 and RAMP3 expression. Our findings
demonstrate a higher expression of CRLR, RAMP1 and
RAMP3 in cerebellum of SHR compared to WKY, and a
lower AM and RAMP2 expression in the cerebellum of
SHR rats than in WKY, both in 8 and 16 week old rats.
These findings demonstrate a deregulation of cerebellar
AM system during arterial hypertension, and suggest a
functional role of cerebellar adrenomedullin in the regu-
lation of blood pressure.

Keywords: AM, CRLR, RAMPs, cerebellum, and hyper-
tension.
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a adrenomedulina (AM) es un péptido de 52 y

50 aminoacidos en humanos y en la rata res-

pectivamente. La AM pertenece a la familia
de los péptidos de la calcitonina (Ichikiy col., 1994; Sakata
y col., 1994).

La AM inicialmente fue caracterizada como un péptido
hipotensor (Kitamura y col, 1993%); sin embargo, se ha
descrito otras funciones, entre las que se incluyen prolife-
racion celular, apoptosis, migracién, inflamacion y angio-
génesis (Cases y col., 2001; Beltowski y col., 2004).

La AM ejerce sus acciones mediante su union a receptores
especificos, los cuales estan formados por dos proteinas,
el receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR) y la
proteina que modifica la actividad del receptor (RAMPs).
Estas ultimas son proteinas accesorias requeridas por el
CRLR para que este pueda funcionar como un receptor
(McLatchie y col., 1998) y que ademas van a dictar la es-
pecificidad de la unién al ligando de los receptores (Gib-
bons y col., 2007). Por lo tanto, el CRLR funciona como
receptor del CGRP o de AM dependiendo de cambios
moleculares accesorios debidos a las RAMPs (Cases y col.,
2001). En este sentido, el heterodimero CRLR/RAMP1
constituye el receptor del CGRP; por su parte el complejo
CRLR/RAMP2 y CRLR/RAMP3 constituyen los receptores
de AM, denominados AM1 y AM2, respectivamente.

A nivel del sistema nervioso central (SNC), la evidencia
sugiere la existencia de un sistema adrenomedulinérgico,
pues se ha demostrado tanto la AM como sus receptores
en regiones como la corteza cerebral, la gldndula pituita-
ria, el bulbo raquideo, el hipotalamo, el tadlamo, la médula
espinal, la amigdala y el cerebelo (Hinson y col., 2000;
Serrano y col., 2000; Juaneda y col., 2003; Macchi y col.,
2006, Owiji y col., 1996; Xu y col., 20044). En el cerebelo,
la AM se localiza en las células de Purkinje. La capa gra-
nular, contiene dos tipos de estructuras neurales inmuno-
reactivas a la AM, los terminales de las fibras musgosas
y las células de Golgi. Asimismo, los nucleos cerebelares
lateral, interposito y medial contienen neuronas inmuno-
reactivas a AM (Serrano y col., 2000).

Se ha descrito que la AM cumple diversas funciones a ni-
vel del SNC, pues, la administracion central de AM resulta
en diversas respuestas neuroendocrinas tales como la in-
hibicién de la secrecion de arginina vasopresina inducida
por estimulos hipovolémicos y osmaticos, y la excitacion
de neuronas que secretan oxitocina en el hipotalamo de
la rata (Yokoi y col., 1996; Serino y col., 1999). Asimismo,
la administraciéon central de AM incrementa la excrecion
urinaria de agua, sodio y potasio de manera dependiente
de la dosis en ratas hidratadas conscientes (Israel y col.,
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2000; Diaz y col., 2001), y la microinyeccion de AM en
el area postrema y en la porcién rostromedial del bulbo
raquideo (RVLM) provoca un efecto hipertensor; mientras
que induce un efecto hipotensor cuando se administra en
el nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo (Allen y
col., 1997; Ji y col., 2002; Xu y col., 2004®). Estos ha-
llazgos sugieren que la AM central ejerce un importante
papel en la regulacion de la presion arterial.

Diferentes estudios experimentales y epidemiolégicos han
demostrado que la expresion de la AM y los componentes
de sus receptores se encuentran alterados en diferentes
patologias cardiovasculares tales como la hipertension
arterial (Cases y col., 2001); pues se ha encontrado un
aumento en la expresion de la AM y de los componentes
de sus receptores en aorta y ventriculo de ratas durante
la hipertension, que se cree se debe a una respuesta de
adaptacion cardiovascular compensatoria al proceso fisio-
patolégico (Pan y col., 2005; Gibbons y col., 2007).

Se ha demostrado la presencia de sitios de unién a la AM
e inmunoreactividad a la AM asi como la expresiéon del
CRLR, RAMP2 y RAMP3 en cerebelo de ratas normotensas
(Sone y col., 1997; Serrano y col., 2000; Chakravarty y
col., 2000; Uezono y col., 2001). Sin embargo, muy pocos
han sido los estudios sobre la AM en el cerebelo de ratas
hipertensas. En un estudio realizado por Pastorello y col.
(2007) se demostrd por primera vez, un incremento en la
densidad de union a la AM en el cerebelo en de ratas SHR,
al compararlas con las ratas normotensas WKY, lo que su-
giere un posible papel de la AM cerebelosa en la regula-
cion de la presion arterial. Hasta el presente se desconoce
si la expresion de la AM y de los subtipos de receptores de
AM se encuentra alterada en la hipertensién. Es por ello,
que en el presente estudio se evalud la expresion de la
AM vy los componentes de sus receptores en el vermis de
cerebelo de las ratas de 8 y 16 semanas de edad durante
la hipertension arterial.

Animales de Experimentacion

Se emplearon ratas macho espontaneamente hipertensas
(SHR) y sus controles normotensos Wistar Kyoto (WKY)
de 8 y 16 semanas de edad, provenientes del Bioterio del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
(Caracas — Venezuela). Los animales fueron mantenidos
en jaulas a temperatura ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de
12 horas luz / oscuridad. La dieta de los animales consistid
en Ratarina® y agua ad libitum. Los experimentos fueron
realizados siguiendo las buenas practicas para el manejo
de animales de laboratorio (NIH Guide, 1996) y la aproba-
cion del Comité de Bioterio de la Facultad de Farmacia de
la UCV. Las ratas se sacrificaron por decapitacién, los ce-
rebros fueron extraidos y el vermis del cerebelo se diseco
mediante microdiseccion bajo control estereomicroscépi-
co y mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KBR).




Determinaciéon de la expresion de la AM

y sus receptores

La determinacion de CRLR, RAMP1, RAMP2, RAMP3 y AM
se realizo por Western Blot mediante una modificacion del
método descrito por Urrecheaga y col. (2007). El vermis
del cerebelo fue disecado y homogenizado en frio me-
diante sonicacién, en Buffer de lisis para receptores (Tris-
HCI 200 mM, CHAPS 160 mM, NaEDTA 10 mM, PMSF
5mM y mezcla de inhibidores de proteasas compuesto
por pepstatina A 5uM, aprotinina 10ug/mL, leupeptina
10uM pH 7,5) o en Buffer de lisis para AM (NaCl 50mM,
Tris-HCI 25 mM, Tritén X-100 1%, PMSF 1TmM y mezcla
de inhibidores de proteasas compuesto por pepstatina A
5uM, aprotinina 10pg/mL, leupeptina 10uM pH 8,1). Para
el analisis por Western blot, alicuotas del homogeneizado
fueron separadas por electroforesis en gel SDS-poliacrila-
mida al 10 % y transferidas a una membrana de nitroce-
lulosa. Las membranas fueron blogueadas con leche des-
cremada al 10%, y posteriormente se incubaron durante
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario, anti-CRLR,
anti-RAMP1, anti-RAMP2, anti-RAMP3 y/o anti-AM de co-
nejos (Santa Cruz, Biotechnology, Inc) diluido en solucion
de albumina sérica bovina al 3% en TBS-Tween al 0,1%
(Dilucion 1:1000). Las membranas fueron lavadas con
TBS-Tween al 0,1% e incubados con anticuerpo secun-
dario anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano,
diluido en solucion de albdmina sérica bovina al 1,5%
en TBS-Tween al 0,1 % (Dilucién 1:1000) durante 1 hora
en agitacion lenta a temperatura ambiente. Las proteinas
fueron visualizadas por quimioluminiscencia (SuperSig-
nal® West Pico Chemiluminescent Substrate) a través de
peliculas para rayos X y cuantificadas mediante analisis
densitométrico (Quantity One 1-D ®- BioRad). La expre-
sion de la CRLR, RAMP1, RAMP2, RAMP3 y AM fueron
normalizados con la expresion de B-actina.

Determinacion de las Proteinas Tisulares

Las proteinas tisulares totales fueron determinadas por el
método de Lowry y col., (1951), utilizando albumina séri-
ca de bovino como patrén.

Determinacion de la Presion Arterial

El registro de los parametros cardiovasculares, presiéon ar-
terial y frecuencia cardiaca se realizé en las ratas cons-
cientes por un método no invasivo mediante el uso de
un plestimografo digital de cola (Digital Pressure Meter Le
5002 LETICA ®, Panlab, S.L. Barcelona - Espafa) descrita
por Israel y col. (2000). Se calculd la presion arterial media
(PAM) mediante la siguiente férmula: PAM=PAD+1/3(PAD-
PAD). La semana previa al experimento, se determiné dia-
riamente la presion arterial y frecuencia cardiaca, para mi-
nimizar el estrés asociado al manejo.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M.
La significancia de los resultados fue analizada mediante
el andlisis de varianza de una via (ANOVA) y la prueba de

Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue considerado signifi-
cativo. El analisis de los resultados y la elaboracion de los
graficos se realizaron empleando el programa Graph Pad
Prism version 5.1.

Caracteristicas de las ratas SHR y WKY de 8

y 16 semanas de edad

En la Tabla | se presenta los valores medios y el error es-
tandar de los valores de peso corporal, PAS, PAD y PAM de
las ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. Como
se puede observar, las ratas SHR de 8 y 16 semanas de
edad tienen valores estadisticamente superiores de PAS,
PAD y PAM cuando se compara con las ratas WKY de 8 y
16 semanas de edad, respectivamente. Asimismo, la PAS,
PAD y PAM de las ratas SHR de 16 semanas de edad es es-
tadisticamente mayor que las SHR de 8 semanas de edad.

Resultados

Efecto de la edad sobre la expresion de la AM y los
componentes de sus receptores en el vermis de cere-
belo de ratas WKY y SHR.

Se evalud el efecto de la edad de las ratas sobre la ex-
presion de la AM y los componentes de sus receptores.
Como se observa en las figura 1 la edad no altero la ex-
presion de la AM y RAMP2 en el vermis cerebelar de las
ratas WKY y SHR. Por su parte, la edad de las ratas WKY
y SHR afecto la expresion de RAMP1, RAMP3 y CRLR en
el vermis del cerebelo; pues, la expresion del RAMP1,
RAMP3 y CRLR en el vermis cerebelar tanto de las ratas
SHR como las WKY aumenta con la edad de los mismos
N=10. p<0,0001 (Fig. 1).

Expresion de la AM y los componentes de sus recep-
tores en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR.
Se cuantifico la expresion de la AM y los componentes del
receptor para la AM: RAMP1, RAMP2, RAMP3 y CRLR.
Como se puede apreciar, la expresion de la AM y RAMP2
en el vermis del cerebelo fue significativamente menor
en las ratas SHR tanto de 8 semanas como de 16 sema-
nas de edad, cuando se compara con las WKY (N=10;
p<0,0001) (Fig. 3); por su parte, la RAMP1, RAMP3 y el
CRLR muestran mayor expresion en el vermis del cerebelo
de las ratas SHR tanto de 8 semanas como de 16 semanas
de edad con respecto a las WKY de la misma edad (N=9,
p<0,001) (Fig. 4).

Tabla I. Caracteristicas de las ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas
de edad.

GRUPO PAS (mmHg) | PAD (mmHg) | PAM (mmHg)

WKY 8 SEMANAS 282+2 141+ 1 89+3 106 + 2

KY 16 SEMANAS 415+ 24 145+ 3 91E3 108+2

SHR8 SEMANAS 221+4 167 + 1* 119+ 2* 135+ 1*

SHR 16 SEMANAS 366 + 11

174 + 3%

126 + 3% 142 + 3%

Los resultados fueron expresados como la media + EEM (N= 40). *p<0,0001 vs. WKY 8
semanas. *p<0,0001 vs. WKY 16 semanas. %p<0,0001 vs. SHR 8 semanas.
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Propuesta del efecto de la hiper-
tension arterial sobre la expresion
de laAMy los componentes de su
receptor en el vermis de cerebelo
de la rata. En condiciones basales
(controles) se expresa AM, CRLR,
RAMP1, RAMP2 y RAMP3; pero
durante la hipertensién arterial se
produce un aumento en la expre-
sion de CRLR, RAMP1y RAMP3 y
una disminucién en la expresion
de AM y RAMP2. Asi durante
la hipertension arterial tanto la
AM como el receptor  AM1 se
regulan “hacia abajo”, mientras
que los receptores de AM2 y de
CGRP1 lo hacen "hacia arriba”.

a AM es un péptido ubicuo, que se encuen-

tra ampliamente distribuido en el organismo,

tanto a nivel periférico como central. Diversos
estudios han demostrado este péptido en el cerebro hu-
mano y de animales como ratas, ratones y sapo; en areas
como la corteza, el bulbo olfatorio, el ntcleo accumbens,
el caudado-putamen, el tédlamo, el hipotalamo, el mesen-
céfalo, el bulbo raquideo, los érganos circunventriculares
y el cerebelo (Hinson y col., 2000; Serrano y col., 2000;
Juaneda y col., 2003; Macchiy col., 2006).

A nivel del sistema nervioso central existe una amplia in-
munoreactividad y expresion de los receptores de la AM
(Olivery col., 2002; Juaneda y col., 2003). En este sentido,

Sone y col., (1997), demostraron sitios de union especifi-
cos a la AM en varias regiones del cerebro humano como
la corteza cerebral, el tdlamo, el hipotalamo, el bulbo ra-
quideo y el cerebelo. En efecto, Ueda y col., (2001) en-
contraron que el ARNm de RAMP1 muestra una amplia
distribucion en el cerebro localizandose en el hipocampo,
el nucleo accumbens, el nucleo caudado-putamen, la cor-
teza cerebral y el cerebelo. Por su parte, el ARNm de
RAMP2 se encuentra en regiones como el hipocampo, el
bulbo olfatorio, los plexos coroides y el cerebelo. El ARNm
del RAMP3 se demostro en la corteza cerebral, el talamo
y el cerebelo. Se ha evidenciado la colocalizacion del CRLR
con RAMP1 en el caudado-putamen y el nlcleo amigda-
loide, y con el RAMP2 en los plexos coroides. En vista de
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la presencia de AM y de sus receptores en el cerebro, y
del papel que juega en el procesamiento de informacion
asociada a la regulacién de los fluidos corporales y en la
regulacion de la presion arterial; se ha sugerido la existen-
cia de un sistema adrenomedulinérgico a nivel central de
importancia fisiologica.

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, la pre-
sencia de AM y los componentes de su receptor en dreas
especificas del cerebelo como lo es el vermis cerebeloso
de las ratas WKY y SHR, indicando la presencia de recep-
tores de CGRP, AM1 y AM2 en dicha region (Sakata y
col., 1994; Juaneda y col., 2001; Serrano y col., 2000;
Edvinsson y col., 2010). En apoyo a nuestros hallazgos
en el cerebelo de rata ha sido reportado previamente la
presencia de inmunoreactividad a la AM en las células de
Purkinje en el cerebelo de la rata, especificamente en la
capa granular y en los nucleos cerebelares (Serrano y col.,
2000). Aun mas, la presencia de los componentes del
receptor de CGRP, AM1y AM2 en cerebelo, como lo son
el ARNm para RAMP1 y RAMP2 en la capa de las células
de Purkinje y del ARNm de RAMP3 en la capa granular
del cerebelo ha sido reportado previamente (Ueda y col.,
2001). Igualmente, se ha descrito la presencia de inmuno-
reactividad para el CRLR y RAMP1 en las células de Pur-
kinje y la capa molecular del cerebelo de rata (Edvinsson y
col., 2010; Morara y col., 1998). Por lo tanto, la presencia
de AM asi como los componentes de sus receptores en
el cerebelo sugieren que la AM podrfa cumplir un papel
funcional en esta estructura e indican que este péptido
podria influir en las funciones cerebelares como un factor
autocrino / paracrino.

De ser cierta la aseveracion anterior, la expresion y la fun-
cion de los componentes del sistema adrenomedulinér-
gico podria estar alterada en situaciones patolégicas y
durante el crecimiento. Nuestros resultados apuntan a
esta posibilidad ya que demuestran que la expresion de
RAMP1, RAMP3 y CRLR en el vermis de cerebelo de las
ratas aumenta con la edad de las mismas, no observando
el mismo comportamiento con la AM y la RAMP2. En este
sentido, diversos estudios han demostrado cambios en el
sistema adrenomedulinérgico local en las distintas eda-
des de la rata, pues se ha demostrado que el receptor de
CGRP (CRLR/RAMP1) expresado en las neuronas y glias de
la capa cortical del cerebelo, sufre marcadas variaciones
durante el desarrollo del cerebelo. De hecho, los estudios
de inmunohistoquimica y autoradiografia demuestran que
el numero de receptores en la capa de células de Purkinje/
capa molecular es bajo en las etapas iniciales del desarro-
llo e incrementa con la madurez, mientras que disminuye
durante el mismo periodo en la sustancia blanca, lo que
sugiere que el CGRP liberado desde las fibras trepadoras
puede cumplir un papel en el desarrollo cerebelar, pues el
patrén de la conectividad adulta del cerebelo es alcanzado
a través de una serie de procesos que tienen lugar en la
ultima fase embrionaria y en el periodo postnatal (Morara

y col., 2000). Por lo que la expresion del receptor CGRP
en el cerebelo de ratas adultas puede estar regulado por
la activacién de las neuronas provenientes de la oliva in-
ferior, cuyos axones constituyen las fibras trepadoras que
hacen sinapsis sobre las dendritas de las células de Purkin-
je (Morara y col., 1998).

Resultados similares se han descrito en la periferia, asi
Hwang y col. (2007) encontraron que la expresién de AM
en pulmon de ratas de 3, 12 y 20 meses aumenta con la
edad, mientras que los componentes de su receptor dis-
minuyeron con la edad de las mismas. De igual manera,
Wong y col., (2012%) encontraron que la expresién de AM
incrementé con la edad en los pulmones de ratas con 1,
7y 21 dias, pero disminuyé con la edad en los rifiones,
glandulas suprarrenales y en el corazén. La evidencia y
nuestros hallazgos sugieren que el patron de cambios en
la expresion de la AM y los componentes de sus recep-
tores se ve afectado por la edad de la rata y ademas son
organo-especifico.

Es importante resaltar que la estimulacion eléctrica de di-
versas zonas cerebelosas conlleva cambios en la presion
arterial y la frecuencia cardiaca (Nisimaru, 2004; Rector
y col., 2006; Tandon y col., 2006). Asi, la estimulacién
eléctrica de la corteza cerebelar posterior a nivel del l6bulo
IX del vermis cerebelar, en conejos anestesiados provoca
bradicardia, caida de la presién arterial e inhibicion transi-
toria de la actividad simpatica renal (Bradley y col., 19874,
Rocha y col., 2008). Por su parte, la estimulacion eléctrica
de la porcion rostral de nucleo fastigio en conejos aneste-
siados desencadena una respuesta presora (Bradley y col.,
19878). Estos hallazgos constituyen evidencia clara del
papel del cerebelo, especificamente el vermis cerebelar en
la regulacién de la presion arterial. Ademas, la presencia
de AM y los componentes de sus receptores en el cerebelo
de ratas WKY y SHR sugiere que este péptido puede cum-
plir un papel en la regulacién de la funcion cardiovascular

Algunos estudios han indicado que la hipertension puede
influir en la expresion de la AM y los componentes de su
receptor en diferentes drganos y en la periferia; en este sen-
tido se ha indicado que la elevacion de la AM plasmatica
constituye un marcador predictivo de diversas enfermeda-
des y sus niveles se correlacionan con la severidad de la
enfermedad (Gibbons y col., 2007). De hecho, se ha postu-
lado que el incremento plasmaéticos de la AM puede ayudar
a regular los cambios en la presion arterial que acompafian
las enfermedades cardiovasculares (Caron y col., 2007).

Diversos estudios han indicado que la expresion de AM
y sus receptores se encuentra alterada en el sistema ca-
diovascular y el SNC durante la hipertensiéon arterial. A
nivel cardiovascular, se ha demostrado un incremento en
la produccién de AM y mayor expresion del péptido y los
componentes de su receptores (CRLR, RAMP2 y RAMP3)
en tejido adrtico y ventriculo cardiaco durante la hiperten-
sién inducida con L-NAME (Pan y col., 2005). Sin embar-




go, la expresion de RAMP1 se ha encontrado incrementa-
da en la aorta y no se vio alterada en el ventriculo de ratas
hipertensas. Por su parte, Bell y col. (2006) demostraron
gue la expresién de RAMP2 y RAMP3 aumenté en los car-
diomiocitos de ratas hipertensas, mientras que la expre-
sion de RAMP1 y CRLR no se modificaron.

Asimismo, a nivel del SNC, la evidencia muestra alteracion
en la expresion del sistema adrenomedulinérgico durante
la hipertension. De hecho, Shan y col. (2001) encontra-
ron una menor expresion del ARNm que codifica a la AM
en regiones como el NPV, el érgano subfornical (OSF), el
area postrema (AP) y el nucleo del tracto solitario (NTS)
en ratas sometidas a estresores fisioldgicos. Por su parte,
Stachniak y col. (2003) demostraron que el incremento en
la presion arterial durante 6 dias tras la infusion intraveno-
sa de fenilefrina provocd una disminucion en la expresion
del RAMP2 en el PVN y NTS, sugiriendo que la alteracion
en la expresion del ARNm RAMP2 puede afectar la capa-
cidad de la AM central en regular la actividad simpatica.
Asimismo, se ha observado que la hipertension inducida
por estrés crénico provoca un incremento en la expresion
del ARNm de la pre-pro-AM en el hipotalamo, la glandula
pituitaria y la glandula suprarrenal; y una disminucién en
el bulbo raquideo y el mesencéfalo (Li y col., 2004).

En el cerebelo, Pastorello y col., (2007) demostraron in-
crementos en los sitios de unién a la AM en en ratas hi-
pertensas SHR al compararlos con las ratas normotensas
WKY. La alteracion observada en la densidad de los recep-
tores de AM en el cerebelo de las ratas SHR parece indicar
gue la AM podria estar participando en el mantenimiento
de la hipertension. Estos hallazgos soportan la hipdtesis
de un papel funcional, no descrito hasta ahora, para los
receptores de AM en el cerebelo, cuyo incremento en la
hipertension arterial podria representar un mecanismo de
regulacion “hacia arriba” de los receptores para compen-
sar el incremento de la presion arterial de las ratas SHR;
o alternativamente constituir la alteracién primaria cuya
consecuencia secundaria resultarfa en una alteracion de
los mecanismos de regulacion autondémica que ocurren en
el cerebelo y que traeria como consecuencia un incremen-
to de la presién arterial.

En apoyo a los hallazgos anteriores nuestros resultados en
los que se demuestra que la expresién de CRLR, RAMP1 y
RAMP3 es mayor en las ratas SHR al compararlas con las
WKY, indican que los receptores de CGRP (CRLR+RAMP1)
y AM2 (CRLR+RAMP3) en el cerebelo se encuentran sobre-
expresados en la hipertension arterial. Por el contrario, la
expresion de RAMP2 y AM resultd ser menor en las ratas
SHR, sugiriendo que durante la hipertension ocurre una re-
gulacion “hacia abajo” del receptor AM1 (CRLR+RAMP2)
cerebeloso (Fig. 5). La reduccién en la expresion de la AM

apoyan aun mas el papel del sistema adrenomedulérgico
cerebeloso en la regulaciéon de la presion arterial, asi como
su posible desregulacién en la hipertension.

Al respecto, Li y col. (2004), sugirieron que el aumento
de la pre-pro-AM, la RAMP2 y la RAMP3 en el hipotala-
mo podrian constituir un mecanismo de proteccién para
reajustar el incremento en la presién arterial por el estrés
crénico a través de un mecanismo de accién directo o in-
directo sobre la funcion cardiovascular. Por su parte, la
disminucion en la expresion de la pre-proAM en el bulbo,
donde la administracion de AM provoca un incremento
en la presién arterial por incremento del eflujo simpatico,
podria constituir un mecanismo protector de la AM en
reajustar la presién arterial

Se sabe que el complejo CRLR/RAMP2 constituye la via de
la traduccion de la actividad biolégica de la AM, y se ha
postulado que alteraciones en la expresion de las RAMPs
se asocian con alteraciones en la respuesta de la AM
(Gibbons y col., 2007). En este sentido, nuestros resulta-
dos parecen indicar que para la adecuada sefalizaciéon y
respuesta de la AM cerebelar, la expresion de la RAMP2
ocurre en condiciones normales; sin embargo, bajo ciertas
condiciones patoldgicas como la hipertensién, la expre-
sion de RAMP3 incrementa y la RAMP2 disminuye. Esto
indica que durante la hipertension arterial, la célula cere-
belosa cambia de un fenotipo de alta respuesta a la AM
(expresion alta de RAMP2) a otro de baja respuesta (alta
expresion de RAMP3). Efectivamente, nuestros resultados
de una menor expresion de AM y RAMP2 en la hiperten-
sién sugieren que estos cambios pueden constituir un me-
canismo que contribuye con el desarrollo de la hiperten-
sién arterial y apoya el concepto que este péptido partici-
pa en la regulacién de la presion arterial a nivel cerebelar.
Por otro lado, los incrementos en la expresion de la CRLR,
RAMP1 y RAMP3 durante la hipertensién arterial podrian
promover la interaccién de la AM con los receptores de
CGRP y AM2 y constituir un mecanismo compensatorio al
incremento de la presion arterial. Alternativamente, estos
cambios podrian constituir la alteracion inicial que traeria
como consecuencia la desregulacién de los mecanismos
de control de la presion arterial, ya que dichos cambios
se encuentran presentes desde las etapas tempranas (8
semanas) de vida de las ratas hipertensas (Figura 5).
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