fecto hipotensor

de la adrenomedulina cerebelosa

Hypotensive action of cerebellar adrenomedullin

Laboratorio de Neuropéptidos. Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venezuela. Caracas - Venezuela.

Dra. Leticia Maria Figueira y Dra. Anita Israel*

a adrenomedulina (AM) es un péptido invo-

lucrado en la regulacion cardiovascular. 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 regulacion de la presién arterial (PA). El ob-
jetivo del presente estudio fue evaluar el efecto funcional
in vivo de la AM sobre la PA, mediante la administracion in
situ de AM o angiotensina Il (ANG II) en el vermis cerebelar
de la rata. Para ello, se emplearon ratas adultas esponta-
neamente hipertensas (SHR) y controles normotensas Wis-
tar Kyoto (WKY), las cuales fueron anestesiadas y canula-
das en el vermis cerebelar. Posterior a su recuperacion, los
animales fueron divididos en tres grupos: AM (0,02-200
pmol/5pL), ANG II (200 pmol/5uL) y vehiculo. Se deter-
mind la PA basal y después de la administracion de los
tratamientos, mediante pletismografia digital no invasiva.
La canulacioén se verifico post-mortem con la inyeccion in
situ de una solucién de colorante. Los resultados demues-
tran que la microinyecciéon de AM in situ en el vermis ce-
rebeloso produjo una marcada hipotension dependiente
de la dosis, en la rata hipertensa mas no en la normotensa
WKY (N=17; p<0,05). Este efecto fue especifico ya que la
microinyeccion in situ de ANG Il o de vehiculo no provocé
cambios significativos en la PA. Estos hallazgos sugieren
que la AM cerebelosa participa en la regulacion de la PAy
los mismos constituyen un mecanismo novedoso de con-
trol de la PA que no ha sido descrito hasta el presente.

Palabras Claves: AM, cerebelo, vermis, presion arterial,
hipertension.
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drenomedullin (AM) is a peptide in-
volved in cardiovascular control. AM
binding sites are altered in cerebellum
during hypertension, suggesting a role for cerebellar adre-
nomedullinergic system in the blood pressure regulation.
The aim of the present study was to establish the function-
al effect of AM in the in vivo regulation of blood pressure
(BP), through in situ AM or angiotensin Il (ANG II) microin-
jection into cerebellum vermis of the rat. In the present ex-
perimental study, adult male spontaneously hypertensive
rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY) were anesthetized,
and cannulated in the cerebellar vermis. Following recov-
ery, the animals were divided into three groups: AM (0.02
to 200 pmol/5uL), ANG II (200 pmol/5uL) and vehicle.
Baseline BP and after the treatments were determined by
non invasive plethysmography. Cannulation was verified
post mortem with the in situ injection of a dye solution.
Our results demonstrate that microinjection of AM into
the cerebellar vermis caused a profound dose dependent
hypotensive response in SHR but not in normotensive
WKY rats (N=17; p<0.05). This effect was specific since
microinjection of ANG Il or vehicle into the vermis did not
cause significant changes in BP. Our findings suggest that
cerebellar AM plays an important role in the regulation of
BP and they constitute a novel mechanism of BP control
which has not been described so far.

Key words: AM, cerebellum, vermis, blood pressure, hy-
pertension
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a adrenomedulina (AM) humana es un pép-

tido ubicuo de 52 residuos de aminoacidos

gue ejerce sus acciones principalmente a tra-
vés de su unién con tres subtipos de receptores, el recep-
tor del péptido relacionado al gen de la calcitonina tipo 1
(CGRP,), el receptor de AM tipo 1 (AM,) y tipo 2 (AM,). El
CGRP1 esta formado por el receptor similar al receptor de
calcitonina (CRLR) y la proteina que modifica la actividad
del receptor tipo 1 (RAMP1); por su parte, los complejos
CRLR/RAMP2 y CRLR/RAMP3 constituyen los receptores
de AM, denominados AM, y AM, respectivamente'?.

En el cerebelo, diferentes estudios en animales de experi-
mentaciéon han demostrado la presencia de sitios de unién
e inmunoreactividad a la AM, asi como la expresion del
CRLR, RAMP1, RAMP2 y RAMP3 en ratas normotensas®®,
lo cual sugiere un posible papel de este péptido en el
cerebelo; sin embargo, muy pocos han sido los estudios
sobre la AM en el cerebelo de ratas hipertensas. En este
sentido, se ha descrito un incremento en la densidad de
los receptores para AM en el cerebelo de las ratas espon-
tdneamente hipertensas (SHR), con respecto a las ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY), lo cual sugiere que la
AM podria estar participando en mecanismos que regulan
la presion arterial’.

Los mecanismos fisiolégicos 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 in-
formacién acerca del papel del cerebelo en la regulacion
cardiovascular. Sin embargo, la evidencia neuroanatdmica
sugiere que el cerebelo cumple un papel muy importante
en la regulacion cardiovascular. En efecto, en el cerebe-
lo se han identificado diversos médulos cardiovasculares,
como el nucleo fastigio (NF), vermis anterior, vermis pos-
terior, Gvula (I6bulo 1X), nddulo (I6bulo X); pues la estimu-
laciéon de estas estructuras conlleva cambios en la presion
arterial, frecuencia respiratoria y resistencia vascular®. Es-
tos hallazgos constituyen evidencias claras del papel del
cerebelo, especificamente el vermis cerebelar en la regula-
cion de la presion arterial.

Por lo tanto, la evidencia indica que la AM y sus recep-
tores se encuentran ampliamente distribuidos en el cere-
belo de la rata y su expresién se encuentra alterada en la
rata hipertensa SHR; sin embargo, se desconoce las accio-
nes cardiovasculares de la administracion exégena de la
AM a nivel del vermis cerebelar; por lo que en el presente
estudio se evalué el efecto funcional in vivo de la AM so-
bre la presién arterial, mediante la microinyeccion in situ
de AM o angiotensina Il (ANG II) en el vermis de cerebelo
de ratas conscientes.

métodos
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Animales de Experimentacién

Se emplearon ratas macho SHR y sus controles normo-
tensos WKY de 16 semanas de edad, provenientes del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)
(Caracas, Venezuela). Los animales fueron mantenidos
en jaulas a temperatura ambiente con ciclos de 12 ho-
ras luz / oscuridad. La dieta de los animales consistié en
Ratarina® y agua ad libitum. Los experimentos fueron
realizados siguiendo las buenas practicas para el manejo
de animales de laboratorio® y la aprobacion del Comité
de Bioterio de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela (UCV).

Administracion in situ en el vermis cerebeloso

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sé-
dico a la dosis de 40 mg/kg. Posteriormente, mediante el
uso de un aparato estereotaxico (David Kopf Instruments)
se procedié a la canulacion en el vermis del cerebelo de
acuerdo a las coordenadas estereotaxicas Antero-poste-
rior (AP): -10,3, Lateral (L):0 y Ventral (V): 2,4 °"1. Se per-
mitio la recuperacion de los animales (3 dias) y los mismos
fueron divididos en tres grupos cada uno. El dia del ensa-
yo se determind la presion arterial basal de cada animal,
y posteriormente se procedié a la administracion de los
tratamientos, un grupo recibié AM (0,2 a 200 pmol/5uL),
otro ANG Il (200 pmol/5uL) y el dltimo grupo recibié ve-
hiculo (5pL). Inmediatamente se procedio a la determina-
cion de la presion arterial mediante pletismografia digital
no invasiva. Una vez finalizado el experimento se confirmé
la canulacién post-mortem mediante la inyeccién, previo a
la decapitacion de una solucién de colorante (fast green, 5
uL). Solo se utilizaron los datos experimentales de aquellos
animales en los que el colorante se localizé en el vermis
cerebeloso (Fig. 1). Para evaluar si los cambios en la pre-
sion arterial media (PAM) inducidos tras la administracion
de AM o ANG Il eran sitio especifico, se evalud el efecto
de la administracion in situ de AM o ANG Il fuera del ver-
mis de cerebelo sobre la presion arterial en las ratas in
vivo. En este caso, solo se tomaron en cuenta los datos de
aquellos animales en los que el colorante se localizé fuera
del vermis cerebeloso.

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 - Espafia). Dicho
equipo emplea una aproximacion de la medida de la pre-
sién arterial que es basicamente esfingomanométrica.

La semana previa al experimento, se determino diariamen-
te la presion arterial y frecuencia 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 frecuencia cardfaca).
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Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error
estandar de la media (E.E.M.). Se realizd la prueba de
Shapiro-Will, para evaluar la distribucién de las variables.
La significancia de los resultados fue analizada mediante
el analisis 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 elaboracién de los
gréficos se realizaron empleando el programa Graph Pad
Prism version 5.1.

Al evaluar el curso temporal del efec-
to de la administracion in situ de
AM en el vermis de cerebelo de ra-
tas WKY y SHR sobre el cambio de
la PAM, se observé que la adminis-
tracion intracerebelar de vehiculo o
AM (200 pmol/5pL), en ratas WKY, ocasion6 incrementos
de la PAM, expresada como delta de incremento sobre
su propio basal; los cuales no fueron diferentes entre si.

Efectivamente, el drea bajo la curva (AUC) del delta de
PAM confirma que no existen diferencias significativas
entre las accion de la AM y el vehiculo (V=134 + 13y
WKY-AM=157 + 15) (N=10). Contrariamente, la admi-
nistracion intracerebelar de AM (200 pmol/5pL) en ratas
SHR ocasiond una marcada y significativa accién hipoten-
sora cuando se compara con el vehiculo, siendo la caida
en la PAM de 20 a 40 mmHg. Al expresar los resultados
como area bajo la curva (AUC) del delta de PAM, se evi-
dencia una reduccion significativa (V=264,50 + 26,0 vs.
SHR-AM=99,5 + 8) (N=17, p<0,05) (Fig. 2), la cual fue
dependiente de la dosis en un rango de dosis compren-
dido entre 0,02 - 200 pmol/5uL (N=17; *p<0,05) (Fig.
3); y sitio especifico, pues la administracion de AM (200
pmol) fuera del vermis cerebelar de ratas WKY y SHR,
no ocasiond cambios significativos en la PAM cuando se
compara con el vehiculo (N=10) (Fig. 4). Asimismo, la ad-
ministracion intracerebelar de ANGII (200 pmol/5pL) en
ratas WKY y SHR, produjo una tendencia a la disminucién
de la PAM la cual no fue significativa y su magnitud fue
similar a la producida por el vehiculo (N=10) (Fig. 5).

Coordenadas estereotéxicas (Panel A) (Sacchettiy col., 2002).
Confirmacion del sitio de la canulacion con la tincion fast
green (5 pL) (Panel B).
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Curso temporal del efecto de la administracion in situ de AM
en el vermis de cerebelo de ratas WKY (Panel Ay B) y SHR
(Panel C y D) sobre el cambio de la PAM. Se administr6 AM
(200 pmol/5pL) o vehiculo en ratas canuladas en el vermis
de cerebelo, se determin6 la PAM antes y después (durante
10min) de la administracion de los farmacos. Los resultados
se expresan como la media + E.E.M. del cambio de la PAM
(N=10 Panel Ay B; N=17 Panel C y D). *p<0,05 vs. Vehiculo.
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Curso temporal del efecto de la administracién in situ de
dosis crecientes de AM en el vermis de cerebelo de ratas
SHR (Panel A) y sobre el AUC (Panel B). Se administr6 AM
(0,02 - 200 pmol/5pL) o vehiculo en el vermis de cerebelo, se
determind la PAM antes y después (durante 10min) de la ad-
ministracion de los farmacos (N=17). Los resultados se expre-
san como la media + E.E.M. del cambio de la PAM *p<0,05
vs. vehiculo. #p<0,05 vs. AM 0,02 y 0,2 pmol. ¢ p<0,05 vs.
AM 2y 20 pmol.

Efecto de la administracién in situ de AM fuera del vermis de
cerebelo de ratas WKY (Panel Ay B) y SHR (Panel C y D) sobre
la PAM. Se administré AM (200 pmol/5uL) o vehiculo fuera
del vermis del cerebelo, se determiné la PAM antes y después
(durante 10min). Los resultados fueron expresados como la
media + E.E.M. del cambio de PAM (Panel A y C) o area bajo
la curva (AUC) (Panel By D) (N=10).

Efecto de la administracion in situ de ANG Il en el vermis del
cerebelo de ratas WKY (Panel Ay B) y SHR (Panel C y D) sobre
la PAM. Se administr6 ANG Il (200 pmol/5uL) o vehiculo en
el vermis del cerebelo, se determino la PAM antes y después
(durante 10 min) de la administracién de los farmacos. Los
resultados fueron expresados como la media + E.E.M. del
cambio de PAM (Panel A, C) o del area bajo la curva (AUC)
(Panel By D) (N=10).



a AM es un péptido que cumple funciones

muy importantes en la regulacion de la fun-

cion cardiovascular. A nivel periférico, la AM
disminuye la presion arterial debido a la disminucion de la
resistencia vascular periférica'?. Por su parte, a nivel cen-
tral, los efectos de la AM sobre la regulacion de la presion
arterial son sitio — especifico; asf, la administracion de AM
a nivel del area postrema (AP)'3, intracerebroventricular
(icv)*™ o en la region ventrolateral rostral del bulbo raqui-
deo (RVLM) causa un incremento en la presion arterial de
manera dependiente de la dosis'>'®. Contrariamente, la
administraciéon de AM en el nucleo paraventricular (NPV)
provoca una disminuciéon de la presion arterial'” que es
mediada por el 6xido nitrico (NO) y el acido gamma ami-
nobutirico (GABA)'®.

Hasta la fecha no existen reportes sobre el posible efecto
gue ejerce la administracion de la AM a nivel del cerebelo
sobre la presion arterial; sin embargo, la evidencia ana-
témica y los resultados in vitro'® apuntan a un papel fun-
cional de la misma en la regulacion de la presion arterial.
En relacion a la evidencia anatéomica de un posible papel
del cerebelo en la funcién de la regulacion de la presion
arterial, se ha demostrado que la estimulacion eléctrica
de diversas zonas cerebelosas conlleva cambios en la pre-
sion arterial y frecuencia cardiaca®'*?°. Al respecto se ha
demostrado la existencia de cinco médulos en el cerebelo
dedicados al control cardiovascularé. Adicionalmente, la
corteza cerebelar puede influir en el sistema cardiovascu-
lar, pues lesiones en diferentes regiones del cerebelo son
capaces de modificar la presion arterial, ya que la esti-
mulacion eléctrica del vermis anterior en gatos, provoca
una respuesta depresora?'; en contraste, la estimulacion
del vermis anterior en conejos evoca una respuesta pre-
sora?2. Por su parte, la estimulacion de los I6bulos I, Il 'y Il
de la corteza del vermis anterior del cerebelo en conejos
anestesiados ocasiona una caida en la presion arterial e
inhibiciéon de la actividad simpatica renal®. Estos hallaz-
gos constituyen evidencias claras del papel del cerebelo,
especificamente el vermis cerebelar en la regulacion de la
presion arterial.

En relacion a la AM en el cerebelo, previamente hemos
demostrado mediante técnicas autoradiograficas, un au-
mento en la densidad de los sitios de unién a la AM en el
vermis cerebeloso de la rata hipertensa SHR’. Estos hallaz-
gos soportan la hipotesis de un papel funcional no descri-
to hasta ahora, para los receptores de AM en el cerebelo,
gue podria representar un mecanismo de regulacion “ha-
cia arriba” de los receptores para compensar el aumento
de la presion arterial de las ratas SHR; o alternativamente
constituir la modificacién primaria cuya consecuencia se-

cundaria resultaria en una alteracion de los mecanismos
de regulacion autondmica que ocurren en el cerebelo y
gue traerfa como consecuencia un incremento de la pre-
sién arterial’. En apoyo a esta hipétesis, demostramos una
disminucion en la expresion de la AM y RAMP2 en el ver-
mis de cerebelo de ratas hipertensas, la cual estuvo aso-
ciada a un incremento en la expresion de CRLR, RAMP1 y
RAMP3, al compararlas con las ratas normotensas'®. Estos
hallazgos demuestran que en el cerebelo la hipertensién
se asocia con un incremento en la expresion de los recep-
tores de CGRP (CRLR + RAMP1) y AM2 (CRLR + RAMP3)
y una menor expresion del receptor de AM1 (CRLR +
RAMP2), lo que parece indicar claramente la existencia
de una desregulacion del sistema adrenomedulinérgico
cerebelar durante la hipertension'®. Al respecto, estudios
experimentales y epidemiolégicos han demostrado alte-
racion en la expresion de la AM y sus componentes en
diferentes patologias cardiovasculares tales como la hiper-
tension arterial?4, pues se ha observado un aumento en la
expresion de la AM y de los componentes de sus recep-
tores, que se cree se debe a una respuesta de adaptacion
cardiovascular compensatoria al proceso fisiopatolégico.
Dichos cambios se han evidenciado en tejidos periféricos
como la aorta, el ventriculo cardiaco?, asi como a nivel
del SNC?. Sin embargo, la infusion intravenosa de AM en
ratas SHR provoca una marcada reduccion de la presion
arterial, atenua la hipertrofia cardiaca, la fibrosis, el dafo
renal y mejora el funcionalismo renal en ratas SHR, lo cual
sugiere que el aumento de la AM es un evento biolégico
relevante para compensar el dafo cardiaco y renal®®, por
lo que la AM podria constituir una estrategia promisoria
para el tratamiento de pacientes con hipertension arterial.

Ahora bien, si existe el sustrato neuroanatémico, el neu-
ropéptido y sus receptores en el cerebelo, es l6gico pen-
sar que la AM administrada al cerebelo deberia ejercer
alguna funcion en la regulacion cardiovascular. Nuestros
hallazgos apuntan a esa posibilidad ya que demuestran,
por primera vez, que la microinyeccion de AM en el vermis
del cerebelo de ratas hipertensas provoca una poderosa
y significativa respuesta hipotensora, la cual es especifi-
ca y dependiente de la dosis. Este efecto hipotensor se
manifiesta solo durante la hipertension ya que la AM no
fue capaz de reducir la presién arterial en las ratas normo-
tensas tras su microinyeccion en el vermis cerebeloso. La
especificidad de la accion hipotensora de la AM adminis-
trada en el vermis cerebeloso se apoya en el hecho que la
microinyeccion del péptido fuera del vermis no ocasion6
el efecto hipotensor en las ratas SHR, y la administracion
in vivo de un péptido presor como la ANG Il en el vermis
del cerebelo de la rata tampoco ocasion6é cambios en la
presion arterial. Estos resultados constituyen la primera
evidencia funcional in vivo del papel de la AM en el vermis
cerebeloso en el control de la presion arterial.

La causa de la diferencia en la accion de la AM entre las
ratas normotensas e hipertensas puede ser variable y ha
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sido descrito para otras estructuras cerebrales, ya que la
infusion de AM disminuye la presion arterial tanto en ra-
tas normotensas como en las hipertensas de manera de-
pendiente de la dosis; sin embargo la caida en la presion
arterial fue mayor en las ratas hipertensas con respecto
a las normotensas?’; de igual manera, se ha descrito que
las neuronas del RVLM de las ratas SHR son mas sensibles
y tienen mayor respuesta a la ANG Il con respecto a las
WKY?8. Por lo tanto, el efecto hipotensor inducido por la
administracion intracerebelar de la AM en las ratas SHR
podria ser debido a un incremento en la sensibilidad y res-
puesta del cerebelo de las ratas SHR a la AM con respecto
a las ratas WKY. Alternativamente, esta respuesta diferen-
cial podrfa ser la manifestacion de la desregulacion de las
vias de sefalizacion, de la expresién de AM vy receptores
AMT1, cuya expresion esta reducida en la hipertension®.

En conclusion, en el presente estudio se demostréd que la
microinyeccion de AM en el vermis de cerebelo fue capaz
de provocar un marcado efecto hipotensor Unicamente
durante la hipertensiéon, sugiriendo a la AM como un
novedoso blanco farmacolégico en el tratamiento de la
hipertensién e involucrado ademas en su fisiopatologia.
Aun mas, se refuerza el concepto novedoso de la exis-
tencia de un sistema adrenomedulinérgico cerebelar de
importancia fisiolégica, abriéndose nuevas vias para el es-
tudio de rutas neuroanatémicas y de neuropeptidérgicas
involucradas en la regulacion de la presion arterial aun no
descritas hasta el presente.
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