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La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo que se
encuentra en el cerebelo, y que ejerce sus acciones a
través de la activacion de diversas vias de sefalizacion;
sin embargo, en el vermis cerebeloso estas vias aln
son desconocidas. En el presente estudio se evaluaron
las posibles vias de sefializacion que median la accion
de la AM en el vermis cerebeloso, asi como los subti-
pos de receptores de AM involucrados. Para ello, ratas
macho Sprague Dawley fueron sacrificadas, se diseco
el vermis cerebeloso y estimuld el tejido in vitro con AM,
en presencia o ausencia de sus blogueantes especificos.
Posteriormente, se determiné la activacion de las ERK,
la acumulacion de monofosfato de inositol (InsP,) y pro-
duccién de AMPc, GMPc, NO y proteinas. Se demostr6
que la AM es capaz de activar a las ERK, la produc-
cion de GMPc y NO a través de la estimulacion del
receptor AM1, y del AMPc a través de los tres subtipos
de receptores de AM, lo que apoya que en el cerebelo
la AM ejerce acciones a través de la activacion de las
vias NO/GMPc, AC/AMPc y/o ERK, lo cual sugiere la
existencia de un sistema adrenomedulinérgico funcional
en el cerebelo de la rata.
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Adrenomedullin  (AM) is a ubiquitous peptide. In brain,
AM is expressed in several localized regions, including
the cerebellum. AM signals through several pathways.
Little is known about the signaling pathways associated
to AM receptor in cerebellum. Therefore, we assessed the
signaling pathways mediating AM action in rat cerebellum
vermis, as well the receptor involved. For this purpose,
male Sprague Dawley rats were sacrificed, the cerebellar
vermis was dissected under stereomicroscopic control and
the tissue was stimulated in vitro with AM, in the pres-
ence or absence of specific blockers of AM receptor sub-
types: AM,,,, or CGRP,,. ERK activation was assayed
by western blot. inositol monophosphate (Ins1), cGMP and
cAMP accumulation was determined by radioimmunoas-
say. NO was determined spectrophotometrically. Our find-
ings demonstrate that in cerebellum, AM increased cAMP
and cGMP production, NO accumulation and ERK activa-
tion. These effects are mediated through the activation of
AM, receptor, since AM,, ., blunted AM action, meanwhile
AM increase of cAMP production is also mediated through
stimulation of AM2 and CGRP receptors. These results
indicate that in cerebellum AM excets its effects through
several signaling pathways such NO/cGMP, AC/cAMP and/
or ERK suggesting the presence of a functional adreno-
medullinergic system in cerebellum.
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Introduccion

La adrenomedulina (AM) es un péptido de 52 residuos
de aminoacidos perteneciente a la familia de los pép-
tidos de la calcitonina que fue aislado por primera vez
en el feocromocitoma humano'. La AM es un péptido
ubicuo, pues tanto el péptido como su ARNm han sido
encontrados en varios tejidos como la auricula y ventri-
culo cardiaco, aorta, pulmén, rifibn, pancreas, intestino
delgado, higado, testiculo y musculo'2038; ademas se
ha evidenciado AM en la circulacidn, orina, saliva, fluido
cerebroespinal y amnio6tico®.

La AM ejerce sus acciones principalmente a través de su
unién con tres subtipos de receptores, el receptor del pép-
tido relacionado al gen de la calcitonina tipo 1 (CGRP),
el receptor de AM tipo 1 (AM,) y tipo 2 (AM,). EI CGRP1
esta formado por el receptor similar al receptor de calci-
tonina (CRLR) y la proteina que modifica la actividad del
receptor tipo 1 (RAMP1); por su parte, el complejo CRLR/
RAMP2 y CRLR/RAMP3 constituyen los receptores de
AM, denominados AM, y AM, respectivamente®?3,

La AM inicialmente fue caracterizada como un péptido
hipotensor'®; sin embargo, han sido muchas las acciones
descritas para la AM; pues promueve la proliferacion
celular, apoptosis, migracion, inflamacion, angiogénesis,
inhibicidbn de la secrecion de endotelina, inhibicion de la
ingesta de agua y sal'?2.

Uno de los mecanismos de accion a través del cual
actia la AM y por el cual fue descubierto fue a través
de su capacidad de elevar los niveles de adenosina mo-
nofosfato ciclico (AMPc)'®. En diferentes tipos celulares
como plaquetas, células de musculo liso vascular, endo-
teliales, tubulares renales, mesangiales, estelares hepati-
cas y lineas celulares como la oligodendroglial humana
KG-1C, entre ofras; la AM ha demostrado elevar los
niveles de AMPc 1444748,

Adicionalmente, en varios tipos de células, la AM ha
demostrado activar otras vias de sefializacibn como la
fosfolipasa C (PLC), guanilil ciclasa (GC), quinasa regu-
lada por sefiales extracelulares (ERK) y otras proteinas
de la familia de las proteinas quinasas activadas por mi-
togenos (MAPK) como MAPK p38 y la proteina quinasa
c-Jun NH2 terminal (JNK):22,

Por lo tanto, los mecanismos de senalizacion por los cua-
les la AM media sus funciones varian entre especies y
lecho vascular, pero generalmente involucran al AMPc, Oxi-
do nitrico (NO) y mecanismos dependientes de calcio. Por
su parte, el efecto antiapoptotico de la AM en células de
miocardio ha sido relacionado con la via fosfatidil inositol
3 quinasa (PIK3) — Akt. Finalmente en células endoteliales,
la cascada de las MAPK puede ser activada por la AME.

En el sistema nervioso central (SNC), se ha demostrado
la presencia de AM y sus sitios de unién en la corteza

cerebral, glandula pituitaria, bulbo raquideo, hipotalamo y
cerebelo'®?”2, En el cerebelo, la inmunoreactividad a la
AM se ha apreciado en los nucleos lateral, interpdsito
y medial cerebelar; asi como en las capas molecular,
de las células de Purkinje y en la granular de la corte-
za cerebelar®. La presencia del sistema AM cerebelar,
sugiere un posible papel de este péptido a este nivel.
Sin embargo, muy pocos han sido los estudios sobre la
AM en el cerebelo. Recientemente, se ha demostrado
la activacion de vias de sefalizacion de la AM a este
nivel. En este sentido, la presencia de la actividad de
la sintasa de 6xido nitrico (SON) en el cerebelo, en ele-
mentos celulares que presentan receptores para la AM,
indica un posible papel de la misma en la regulacién de
la funcion celular mediante la posible generacién de NO/
guanosina monofosfato ciclico (GMPc), como mediado-
res de los efectos de dicho péptido®™. Estos hallazgos
permiten inferir un papel funcional de la AM cerebelosa.

Actualmente, se conoce poco acerca de las vias de
sefializacion que median la accion de la AM cerebelar;
por lo que en el presente estudio se evaluaron las
posibles vias de sefalizacion de la AM en el vermis de
cerebelo de la rata, asi como los subtipos de receptores
que median dicha accion.

Materiales y métodos

Animales de Experimentacién

Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley de 250 g,
provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene
Dr. Rafael Rangel. Los animales fueron mantenidos en
jaulas a temperatura ambiente con ciclos de 12 horas
luz / oscuridad. La dieta de los animales consisti6 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 Comi-
té 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 disec6 me-
diante microdiseccion bajo control estereomicroscopico y
mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KBR) burbujeado con
95% O, y 5% CO,. Posteriormente cada muestra fue
preincubada a 37°C en presencia o ausencia de los an-
tagonistas o inhibidores y posterior estimulacion con ago-
nista. El vermis cerebeloso fue homogenizado mediante
sonicacion en el buffer de lisis respectivo para cada tipo
de ensayo, centrifugado a 10.000 rpm y el sobrenadante
recolectado fue utilizado como muestra.

Vias de Seializacién

Determinacion de las ERK

La determinacion de la ERK total y fosforilada se realizd
por Western Blot. Para lo cual el tejido estimulado con
agonista (AM) en presencia y ausencia de los antagonis-
tas fue homogeneizado en frio mediante sonicacion, en




Buffer de lisis para ERK (Tris Base 50 mM, 5mM EDTA,
imM NaF, Na,VO,, Triton X-100 1% y mezcla de inhi-
bidores de proteasas compuesto por Pepstatina A 5uM,
aprotinina  10upg/ml, leupeptina 10uM, PMSF 2mM, pH
7,4). El homogeneizado fue centrifugado a 4°C, a 10.000
rom durante 10 minutos, para obtener el sobrenadante,
el cual fue congelado a -70°C hasta el momento de su
procesamiento. Para el andlisis por Western Blot, ali-
cuotas del homogeneizado (100ug proteinas) diluidas en
Laemmli fueron separadas por electroforesis en gel SDS-
poliacrilamida al 10 % vy transferidas a una membrana
de nitrocelulosa durante 1 hora. Las membranas fueron
bloqueadas con leche descremada al 10%, vy posterior-
mente incubadas durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario, anti-fosfo-ERK y anti-ERK de conejos
(Cell Signaling) diluido en soluciébn de albumina sérica
bovina al 3% en TBS-Tween al 0,1% (Dilucién 1:1000).
Las membranas fueron lavadas con TBS- Tween al 0,1%
e incubadas con anticuerpo secundario anti conejo con-
jugado con peroxidasa de rabano, diluido en solucién de
albumina sérica bovina al 1,5% en TBS- Tween al 0,1
% (Diluciébn 1:1000) durante 1 hora en agitacién lenta
a temperatura ambiente. Las proteinas fueron visuali-
zadas por quimioluminiscencia (SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate) a través de peliculas para
rayos X y cuantificadas mediante andlisis densitométrico
(Quantity One 1-D ®- BioRad). La expresion de la ERK
fosforilada fue normalizada con la ERK total.

Determinacion del Recambio de Fosfoinositidos

La hidrolisis de los fosfoinositidos fue determinada como
la acumulacion de monofosfato de inositol (InsP,) en pre-
sencia de LiCl 10 Mm (11, 24). Para ello, los vermis de
los cerebelos fueron marcados durante dos horas a 37°C,
en 20 mL de KBR que contenia 0,5 mCi de myo-[2-
SHJ-inositol (Amersham, actividad especifica 18,8 Ci/mmol)
gasificado continuamente con O, (95%): CO, (5%).

Después del marcaje, los tejidos fueron lavados en KBR
fresco gasificado y transferidos a KBR que contenia LiCl
10 mM. El tejido fue transferido a tubos Eppendorf de
1,5 mL que tenian 360 pL de buffer KBR - LiCl y se
incubaron por 10 minutos a 37°C con los agonistas en
presencia 0 ausencia de los antagonistas. La reaccion
fue detenida mediante la adicibn de 100 mL de acido
tricloroacético (concentracion final 6%) en frio. Los tejidos
fueron sometidos a ultrasonido en hielo y centrifugados
a 10.000 g durante 15 min., a 4°C. El sobrenadante se
utiliz6 para cuantificar la acumulacion del InsP, mediante
cromatografia de intercambio ani6nico. Las fracciones
(5 mL) que contenia el InsP, fueron recolectadas y la
radioactividad cuantificada mediante espectrometria de
centelleo liquido.

Ensayo de la Guanilil Ciclasa
El vermis del cerebelo fue extraido mediante microdisec-
cibn bajo control estereomicroscOpico y mantenido en

KBR (conteniendo en mM: NaCl 125; KCI 3,5; KH,PO,
1,25; MgSO, 1,20; CaCl, 0,75; NaHCO, 25; glucosa 10
y teofilina 1,6) burbujeado con 95% O, : 5% CO,. Para
el ensayo de la activacion de la GC cada vermis del
cerebelo fue transferido individualmente a tubos Eppen-
dorf conteniendo 180 pL de buffer KBR, sometiéndose a
preincubacion durante 10 minutos a 37°C, en presencia
0 ausencia de los correspondientes antagonistas. La
reaccion se inicid6 con el agregado de los agonistas (20
uL), o buffer para los controles, al medio de incubacion
seguidos de 10 minutos adicionales de incubacién. La
reaccion se detuvo agregando 20 yL EDTA (166 mM, pH
7,5) y calentando a 90 °C durante 3 min. Las muestras
fueron mantenidas en hielo y posteriormente homogenei-
zadas mediante sonicacién. Las muestras fueron conge-
ladas a —20°C para la posterior determinaciéon del GMPc.

Determinacién del GMPc

Se tom6 una alicuota de 100 pL para la determinacion
del GMPc. El contenido de GMPc se cuantific6 por ra-
dioinmunoensayo (RIA) por el método descrito por,
utilizando un kit comercial (Amersham® International plc,
UK). El ensayo se fundamenta en la competencia entre
el GMPc no radioactivo (muestra) y una cantidad fija
del compuesto marcado, por la unibn a un anticuerpo
que posee alta especificidad y afinidad por el GMPc. La
cantidad de GMPc radioactivo unido al anticuerpo esta
relacionada inversamente con la concentracion de GMPc
presente en la muestra.

La cantidad de GMPc se calculd utilizando una curva
estandar (rango de 0 a 4 pmol/tubo). La actividad GC
se reportd como pmoles de GMPc formados/10 min/mg
de proteinas.

Determinacién de AMPc

El contenido de AMPc se cuantific6 por ensayo inmu-
noenzimatico (ELISA), utilizando un kit comercial (Arbor
Assay, USA). Para ello, se incub6 50 pyL de muestra en
una placa de 96 pozos cubierta con un anticuerpo para
captura. Posteriormente se agregd un conjugado AMPc
— peroxidasa. La reaccion de unién fue iniciada con la
adicion de anticuerpo al AMPc. Después de 2 horas de
incubacion, la placa fue lavada y el sustrato afiadido. La
absorbancia fue leida a 450 nm. La cantidad de AMPc
se calcul6 utilizando una curva estandar (rango de 0 a
150 pmol/mL). La produccion de AMPc se report6 como
pmoles de AMPc formados/10 min/mg de proteinas.

Ensayo para la determinacion de la produccion de NO
La produccion de NO fue determinado colorimétricamen-
te como una medida de la produccion de nitrato/nitrito
formado. Este ensayo consiste en determinar la acumu-
lacion de nitrito (producto final estable de la sintesis de
NO) en el sobrenadante mediante la reaccion de Griess’.

Determinacion de las Proteinas Tisulares
Las proteinas tisulares totales fueron determinadas utili-
zando albumina sérica de bovino como patrén?.



Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error
estandar de la media (E.E.M.). Se realiz6 la prueba de
Shapiro-Will, para evaluar la distribucién de las variables.
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 signi-
ficativo. El andlisis de los resultados y la elaboracion de
los gréaficos se realizaron empleando el programa Graph
Pad Prism version 5.1.

Resultados

Efecto de la AM sobre la activacion de las ERK en el
cerebelo de la rata. Subtipos de receptores que median
la accion de la AM

Se evalud el efecto de la AM sobre la activacion de las
ERK en el vermis cerebelar de la rata. Como se pue-
de apreciar, la incubacion del vermis cerebelar con AM
(2X107 M) durante 5 min, activd de manera significativa
las ERK (p<0,001; N=12). De igual manera, se evalud
la posible participacion de los subtipos de receptores de
AM en las acciones de la AM sobre la activacion de las
ERK. Como se observa en la figura 1, el pretratamien-
to con la AM,, , antagonista de los receptores de AM,
durante 10 min, bloquedé completamente la activacién de
las ERK inducida por la AM en el vermis cerebelar de
la rata (1,3 + 0,2 vs. 0,98 + 0,21 AM,, , vs. AM,, .. +AM).
Por su parte, la adicion de CGRP,_, antagonista del
receptor CGRP, no alteré la activacion de las ERK indu-
cida por la AM (0,91 + 0,02 vs. 1,22 + 0,09 CGRP__,

22-52

Efecto de la AM sobre la acumulacion de fosfoinositoles
en el vermis cerebeloso en la rata.

Se evalu6 la acumulacion de fosfatidilinositoles inducida
por la AM en el vermis de cerebelo de la rata. Como
se observa, en la figura 2 la incubacién del vermis
cerebelar con AM (2X107 M) durante 5 min, no alteré
la acumulacion de monofosfato de inositol cuando se
compara con su basal (0,035 + 0,003 vs. 0,036 + 0,001
Basal vs. AM). (N=6).

Efecto de la AM sobre la activacién de la adenilil ciclasa
(AC) en el cerebelo de la rata. Subtipos de receptores
que median la accion de la AM

Se evalud el efecto de la AM sobre la activacion de la
AC en el vermis de cerebelo de la rata. Como se ob-
serva, en la figura 3 la incubacion del vermis cerebelar
con AM (2X107 M) durante 10 min incrementé significa-
tivamente la producciéon de AMPc, el pretratamiento con
la AM,, ., antagonista de los receptores de AM, durante
10 min, bloqueé la acumulacién del AMPc inducida por
la AM en el vermis cerebelar de rata (17,70 + 1,53 vs.
21,60 + 1,84 AM,,, vs. AM,,+AM). De igual manera,
la adicion de CGRP, ., antagonista del receptor CGRP,
bloque6é la acumulacion de AMPc inducido por la AM
(15,22 + 3,74 vs. 22,45 + 4,71 CGRP,, vs. CGRP, +
AM) (N_7, *p<0,0001).

Efecto de la AM sobre la activaciéon de la GC en el
cerebelo de la rata. Subtipos de receptores que median
la accion de la AM

Se evalu6 el efecto de la AM sobre la activaciéon de la
GC en el vermis de cerebelo de la rata. Como se ob-

Efecto de la AM sobre la activacion de
las ERK y subtipos de receptores de
AM involucrados en la activacién (fos-
forilacién) de las ERK en el vermis de
cerebelo de rata. El vermis cerebelar fue
incubado con AM (2 X107 M) duran-
te 5 min en presencia y ausencia de
AM,,., (1X10°M) o CGRP.,, (1X10°M)
durante 10 min. Se emplearon 100 g
de proteinas provenientes del vermis
cerebelar de las ratas para el western
blotting. Los resultados fueron expresados
como la media + E.E.M. La expresion de
la p-ERK fue normalizada con la de la
ERK-total. (N=12). *p<0,001 vs. Basal.

vs. CGRP, . + AM) (N=12; *p<0,001).
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serva, en la figura 4 la incubacién del vermis cerebelar
con AM (2X107 M) durante 10 min, increment6 significa-
tivamente la acumulaciéon del GMPc cuando se compara
con su basal. De igual manera, se evalud los subtipos
de receptores de AM involucrados en los efectos de la

AM sobre la acumulacion del GMPc en el vermis de
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cerebelo de rata. Como se observa en la figura 4, el
pretratamiento con la AM,,, antagonista de los recepto-
res de AM, durante 10 min, bloque6 la acumulacion del
GMPc inducida por la AM en el vermis cerebelar (228,82
+ 10,91 vs. 214,00 + 8,37 AM vs. AM,, .,+AM). Por el
contrario, la adicion de CGRP antagonista del recep-
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Figura 3. Efecto de la AM sobre la activacién de la AC en el cerebelo de
la rata. Subtipos de receptores que median la accion de la AM. El vermis
cerebelar fue incubado con AM (2 X107 M) en presencia y ausencia de
AM,, ., (1X10°M) o CGRP,,, (1X10°M), durante 10 min. Los resultados fueron
expresados como la media + E.E.M. de la acumulacion de AMPc. (N=7).
*p<0,0001 vs. Basal.
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Efecto de la AM sobre la acumulacién de GMPc en el vermis de cerebelo
de rata. Subtipos de receptores de AM involucrados. El vermis cerebelar fue
incubado con AM (2 X107 M) en presencia y ausencia de AM,, ., (1X10°M) o
CGRP,,, (1X10°M) durante 10 min. Los resultados fueron expresados como
la media + E.E.M. de la acumulacion de GMPc. (N=23).*p<0,0001 vs. Basal.
# p<0,0001 vs. CGRP,_..

Efecto de la AM sobre la produccion de NO en el vermis cerebeloso de
la rata. Subtipos de receptores que median la accién de la AM. El vermis
cerebelar fue incubado con AM (2 X107M) en presencia y ausencia de AM,,
5 (1X10°M) o CGRP,,, (1X10°M), durante 15 min. Los resultados fueron
expresados como la media + E.E.M. de la produccion de nitratos. (N=5).
*p<0,05 vs. Basal. # p<0,05 vs. CGRP, ..



tor CGRP, no alter6 la acumulacion de GMPc inducido
por la AM (273,30 + 13,09 vs. 352,80 + 18,20 CGRP,,
vs. CGRP,_, + AM) (N=23; *p<0,0001).

7

Efecto de la AM sobre la produccion de NO en el ver-
mis cerebeloso de la rata. Subtipos de receptores que
median la accion de la AM.

Como se observa, en la figura 5 la incubacién del
vermis cerebelar con AM (2X107 M) durante 10 min,
incrementé de forma significativa la acumulaciéon de

GMPc GTP

nitratos cuando se compara con su basal. El pretrata-
miento con la AM,, ., antagonista de los receptores de
AM, durante 10 min, bloque6 la acumulacién de nitratos
inducida por la AM en el vermis cerebelar a niveles
comparables a sus valores basales (2,01 + 0,16 vs.
2,03 + 0,02 AM,, , vs. AM,, ,+AM). Por el contrario, la
adicion de CGRP, ., antagonista del receptor CGRP, no
alter6 la produccion de NO inducido por la AM (2,61
+ 0,85 vs. 561 + 0,96 CGRP,_, vs. CGRP,,, + AM)

(N=5; *p<0,05).

Figura 6. Propuesta de las vias de
sefializacion activadas por la AM en
el vermis de cerebelo de la rata. La
AM estimula un receptor especifico,
activa la adenilil ciclasa y aumenta la
produccion de AMPc, el cual activa
a la PKA que al fosforilar a la SON
estimulara la producciéon de NO vy
| GMPc. Ademas, la AM estimula la
via de las ERK.

E Receptor de AM

- Vias activadas por AM

Diferentes estudios tanto a nivel central como periférico
indican que una de las principales vias a través de la cual
la AM ejerce sus efectos es la activacion de la via de la
AC/AMPc®. Sin embargo, se sabe que la AM es capaz de
activar otras vias de sefalizacion en diversos érganos y
tejidos, tales como la PLC, la GC* y las ERK'™. De igual
manera, se ha demostrado que la AM es capaz de activar
otros mecanismos de sefalizacion intracelular, incluyendo
los canales de potasio sensibles a ATP¥.

Las ERK1/2 son proteinas serina/treonina quinasas que
juegan un papel importante en la supervivencia, pro-
liferacion y diferenciacion de varios tipos celulares®.
Diferentes estudios muestran que las ERK1/2 estan am-
pliamente expresadas en tejidos periféricos y centrales.
A nivel del cerebelo, existe una alta distribucién celular
e intracelular de las ERK tanto en ratas jéovenes como
adultas. De hecho, estudios de inmunohistoquimica han

demostrado que las células de Purkinje, granulosas y
gliales del cerebelo de la rata son inmunoreactivas a las
p-ERK1/2 %5

En el SNC, algunos estudios han reportado que las MAPK
a nivel central pueden cumplir un importante papel en la
regulacién de la presion arterial, pues Seyedabadi y col.*,
demostraron que la inhibicion de las MAPK en la region
ventrolateral rostral del bulbo raquideo (RVLM) es vital
para el mantenimiento de los niveles ténicos de presion
arterial en ratas hipertensas y normotensas. Igualmente,
se ha demostrado que las cascadas de las ERK1/2 tienen
importancia en la modulaciéon de la potenciacion a largo
plazo en el hipocampo y es requerida para varias formas
de aprendizaje y memoria. Asimismo, se ha indicado que
la cascada de las ERK participa en el dafo neuronal
inducido por isquemia y en la generacion de actividad
convulsivante en cultivos de neuronas de hipocampo®.
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Hasta el presente, se desconoce la via de sefalizacion de
la AM en el cerebelo. En el presente estudio se demostro
que la AM fue capaz de activar a las ERK1/2 en el ver-
mis de cerebelo de la rata, siendo dicho efecto mediado
principalmente por el receptor de AM,, ya que fue comple-
tamente bloqueado por el AM,,,, un inhibidor de los re-
ceptores especificos de la AM y no por el pre-tratamiento
con CGRP,,, un blogueante del receptor CGRP. Nuestros
hallazgos, son los primeros que describen el efecto de la
AM en el SNC y estan avalados por los obtenidos pre-
viamente en otros tejidos y érganos donde la AM activa
a las ERK1/2. Asi, Yoshimoto y col.%, encontraron que
la AM activd las ERK1/2 en células de musculo liso. De
igual manera, Iwasaki y col.’?, encontraron que la AM
estimulé la actividad de las MAPK, la expresion de c-fos
y subsiguiente proliferaciébn de células de mdasculo liso
vascular a través de una via dependiente de la proteina
tirosina quinasa (PTK), y no a través de la via AMPc/
PKA o a través de la via calcio/proteina quinasa C (PKC).

Existe evidencia que indica que la AM es capaz de in-
crementar los niveles de calcio intracelular y activar la
PKC#. De hecho, la activacién de los receptores de AM
en células endoteliales de bovino, provoca un incremento
en la concentracién de calcio intracelular y la activacion
de la PKC a través de la via inositol 1,4,5 - trifosfato
(IP3) y la produccion de diacilglicerol*, lo que sugiere
que la AM puede activar a la PLC. De igual manera,
se ha demostrado que la AM es capaz de incrementar
la concentracion intracelular de calcio y la produccion
de IP3 en la linea celular humana de oligodendrogial,
KG-1C*8; asi como en cultivo de neuronas de hipocampo
donde la AM fue capaz de disminuir la concentracion
de calcio intracelular inducidas por alta concentracién de
potasio o por IP3 a través de los receptores de AM™, lo
que sugiere que la AM puede suprimir la liberacién de
calcio de los depo6sitos intracelulares, sensibles a IP3,
y ademas la AM puede bloquear la entrada externa de
calcio a la célula mediada por canales de calcio depen-
dientes de voltaje. Aun cuando la evidencia sugiere la
relacion de la AM con la estimulacion de la via del IP3,
bajo nuestras condiciones experimentales en el vermis
cerebeloso, la AM no alter6 el metabolismo de los fosfoi-
nositidos, lo que indica que la AM no afecta la actividad
de la PLC en el vermis de cerebelo de la rata. En apoyo
a nuestros resultados, lwasaki y col.,'’> encontraron que
la AM no provocd cambios en la produccion de IP3 y
de calcio intracelular en células de musculo liso vascular.

Diversos estudios han indicado que la AM es capaz de
activar la via de la SON/ GMPc*. En efecto, se ha de-
mostrado que la AM incrementa los niveles de GMPc en
células cardiacas de ratas' y en células endoteliales de
aorta de bovino, donde el incremento del GMPc inducido
por la AM es dependiente del NO y es inhibido por el
L-NAME*, lo que sugiere que este incremento puede
mediar la accién hipotensora de la AM.

Los efectos de la AM sobre la produccion de NO en el
cerebro no son claros; sin embargo se ha demostrado
un efecto estimulatorio directo de la AM sobre la produc-
cion de NO en células de neuroblastoma humano SK-N-
SH in vitro®®. Igualmente, se sabe que la administracion
icv de AM incrementa la expresion de c-fos en el hipo-
talamo y tallo cerebral y activa neuronas que producen
NO en los nlcleos paraventricular (NPV), supradptico
(NSO) y del tracto solitario (NTS), siendo dicho efecto
mediado por los receptores de CGRP'. Igualmente, la
administracién icv de AM caus6 una marcada induccion
de inmunoreactividad c-fos en el NPV y en la porcion
dorsal de NSO, siendo este efecto dependiente de los
receptores especificos de AM*. Estos hallazgos sugieren
que la AM central es responsable de la activacion de cé-
lulas neurosecretoras en los NPV y NSO del hipotalamo,
a través de receptores especificos de la AM. Aln mas,
se sabe que la AM fue capaz de incrementar la actividad
de la SON vy la produccion de GMPc en la eminencia
media de la rata®, y la administracion icv de AM en ra-
tas, increment6 la concentracion de nitratos y nitritos en
el hipotalamo, asi como la expresién inmunohistoquimica
de la NAD(P)H diaforasa en las neuronas productoras de
NO en el NPV“. Por lo tanto, la evidencia indica que el
NO esta involucrado en numerosas funciones fisiolégicas
en el SNC desempefiando un importante papel en la
regulacion de funciones autondémicas?'*.

El NO/GMPc podria actuar como un neurotransmisor en
el cerebelo®. En este sentido, se ha encontrado alta
expresion del sistema de sefializacion relacionado con el
NO a este nivel, pues existe altos niveles de la enzima
GC® y del GMPc® en las células de Purkinje. Por otra
parte, estudios de inmunohistoquimica revelan alta expre-
sibn de la proteina quinasa dependiente de GMPc en las
células de Purkinje del cerebelo®. Adicionalmente la SON
y GC soluble activada por NO muestran colocalizacién
en diversas regiones del cerebelo*®®.

Ahora bien, la coincidencia anatomica entre la SON
y elementos celulares que presentan receptores para
la AM en el cerebelo, sugiere un posible papel de la
misma en la regulacién de la funcién celular mediante
la posible generacion de NO/GMPc®*. En apoyo a esto,
en el presente estudio se demostrd que el efecto de la
AM sobre la produccion de NO y GMPc cerebeloso en
las ratas fue mediado por el receptor AM,, pues fue blo-
queado con AM,, .. Similares hallazgos fueron reportados
previamente por Pastorello y col.,*, quienes encontraron
que la AM estimula la actividad de la SON cerebelosa,
a través de la estimulacion de su receptor especifico.

Desde el descubrimiento de la AM, el AMPc fue consi-
derado inicialmente como la principal molécula de sefa-
lizacion intracelular de este péptido. La AM activa la AC
en células de musculo liso vascular produciendo un in-
cremento en los niveles de AMPc; lo que sugiere que el



receptor de AM estd acoplado a la AC a través de una
proteina G estimulatoria (Gs) sensible a toxina de célera,
que activa la proteina AC con produccion de AMPc y
activacion de la PKA®. Adicionalmente, se ha demostrado
en células KG1C, que el incremento de los niveles de
AMPc inducidos por la AM es mediado por el receptor
de AM y el CGRP; ya que este efecto es inhibido por
antagonista de los receptores de AM y CGRP, AM,, .,y
CGRP, ,, respectivamente, pero no por el antagonista del
receptor de amilina, amilina-8-3747,

La acciéon vasodilatadora de la AM es ejercida mediante
esta via de sefalizacion; de hecho el AMPc es el prin-
cipal segundo mensajero conocido para la vasodilatacion.
Por otra parte, la acciébn mitogénica de la AM también
es ejercida mediante esta via de sefalizacion, ya que
algunos estudios en células Swiss 3T3 y queratinocitos
han demostrado que la AM incrementa la sintesis de
acido desoxirribonucleico (ADN) y la proliferacion celular,
siendo estos efectos bloqueados por un inhibidor de la
PKA (H-89)'7%'. Sin embargo, la via AMPc/PKA es cono-
cida como un regulador negativo del crecimiento celular;
en este sentido la AM ha demostrado inhibir la sintesis
de ADN en células de musculo liso vascular que crecen
de manera asincronica y suplementada con suero que
contiene varios factores de crecimiento. En vista de
ello, se ha sugerido que el papel bi-funcional de la AM
para el control del crecimiento celular depende del tipo
celular y del estado del ciclo celular; ya que en células
quiescientes la AM ejerce su accidn mitética mediante la
via PTK/ERK, mientras que la AM ejerce su accion anti-
mitogénica mediante la via AMPc/PKA en células que
crecen asincronicamente®.

La via de sefalizacion AMPc/PKA de la AM ha sido pos-
tulada como el principal mecanismo de transduccion de
la AM para sus efectos biolégicos, sin embargo, no es
la Unica via de sefalizacion. A pesar de que los efectos
cardiovasculares de la AM tales como la vasodilatacion
y el inotropismo positivo generalmente se acompanan
de elevacion del AMPc, hay pocos estudios que indican
que tales acciones son bloqueadas tanto por inhibidores
de la PKA o por antagonistas del AMPc. Por lo tanto,
se ha sugerido que las acciones pleiotropicas de la AM
(crecimiento celular, migracién y apoptosis) son indepen-
dientes de la via AMPc/PKA.

En relacion al vermis cerebeloso, nuestros resultados
demuestran la participaciéon de la via de la AC en la
accion de la AM, ya que ésta fue capaz de incremen-
tar la produccion tisular de AMPc, siendo dicho efecto
mediado por los tres subtipos de receptores de AM:
AM1, AM2 y CGRP ya que fue totalmente inhibida por
el pretratamiento in vitro con AM,,., y CGRP,.. Estos
resultados sugieren que en el vermis cerebeloso la AM
es capaz de activar la via AC/AMPc/PKA. Aun cuan-
do no se evalu6 en forma directa la participacion de

la PKA en dicha sefalizacion nuestros resultados aun
no publicados demuestran que en el vermis cerebeloso
el pretratamiento con PKI-®22 -amida, un inhibidor de la
PKA, fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de la AM
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes sin afec-
tar la accién de la ANG I, lo que apoya la posibilidad
de que el efecto de la AM es mediado a través de la
via de PKA, tal y como lo han reportado otros estudios
en otros tejidos®4554.

En resumen, los resultados presentados en este es-
tudio se demuestra que la AM es capaz de activar las
ERK1/2, incrementar la produccién de AMPc el cual pro-
bablemente a través de la PKA estimularia la via SON/
NO/GMPc en el vermis de cerebelo de la rata (Fig. 5).
Estos hallazgos apoyan la existencia de un sistema
adrenomedulinérgico cerebelar de importancia fisiologica.
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Lista de abreviaturas

Acido desoxirribonucleico (ADN)
Adenilil ciclasa (AC)

Adenosina monofosfato ciclico (AMPCc)
Adrenomedulina (AM)

Buffer Krebs-Ringer (KBR)

Error estandar de la media (E.E.M.)
Fosfatidil inositol 3 quinasa (PIK3)
Fosfolipasa C (PLC)

Guanilil ciclasa (GC)

Guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
Inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3)
Monofosfato de inositol (InsP,)
Nucleo del tracto solitario (NTS)
Nucleo paraventricular (NPV)

Nucleo supraoptico (NSO)

Oxido nitrico (NO)

Proteina G estimulatoria (Gs)

Proteina que modifica la actividad del receptor tipo 1
(RAMP1)

Proteina quinasa activada por mitbgenos (MAPK)
Proteina quinasa C (PKC)

Proteina quinasa c-Jun NH2 terminal (JNK)
Proteina tirosina quinasa (PTK)

Quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK)

~

Receptor de AM tipo 1 (AM,)
Receptor de AM tipo 2 (AM,).

Receptor del péptido relacionado al gen de la calcitonina
tipo 1 (CGRP,)

Receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR)
Regidn ventrolateral rostral del bulbo raquideo (RVLM)
Sintasa de Oxido nitrico (SON)

Sistema nervioso central (SNC)



