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RESUMEN 
La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo de 52 residuos de aminoácidos 

que cumple funciones importantes en la regulación de la función cardiovascular 

(CDV). La AM ejerce sus acciones a través de su unión con tres subtipos de 

receptores, el receptor del péptido relacionado al gen de la calcitonina tipo 1 

(CGRP1), el receptor de AM tipo 1 (AM1) y tipo 2 (AM2). El CGRP1 está 

formado por el receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR) y la proteína 

que modifica la actividad del receptor tipo 1 (RAMP1). El AM1 por el 

CRLR+RAMP2 y el AM2 por el CRLR+RAMP3. A nivel del sistema nervioso 

central, la AM y sus receptores se localizan en diversas regiones, incluyendo el 

cerebelo. Se ha demostrado marcados incrementos en la densidad de los sitios 

de unión para la AM en el cerebelo durante la hipertensión, lo que sugiere un 

papel del sistema adrenomedulinérgico cerebeloso en la regulación de la 

presión arterial (PA). En el presente estudio se evaluó la participación de la AM 

cerebelosa en la regulación de la PA. Nuestros hallazgos muestran la existencia 

de desregulación de los componentes del sistema AM cerebeloso durante la 

hipertensión, ya que se encontró una reducida expresión de CRLR, RAMP1 y 

RAMP3 y una incrementada expresión de la AM y RAMP2 en el vermis de 

cerebelo de ratas hipertensas (SHR), cuando se comparó con las ratas 

controles, Wistar Kyoto (WKY), de 8 y 16 semanas de edad. La reducción de la 

PA mediante el tratamiento crónico con valsartán (60mg/Kg/día,p.o.) revirtió las 

desregulación de la AM y los componentes de su receptor, observados en las 

ratas SHR. El papel de las especies reactivas de oxígeno (EROS) en la acción 

de la AM cerebelosa quedó evidenciado, ya que la AM fue capaz de reducir  la 

actividad de las tres enzimas antioxidantes, superóxiodo dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx), en las ratas WKY y Sprague - 

Dawley (SD). Aún mas, nuestros hallazgos mostraron claramente el efecto 

antagónico entre la AM y la ANG II sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes inducida por la ANG II. El efecto de la AM sobre las enzimas 

antioxidantes no se manifestó  en la ratas hipertensas, sin embargo el mismo 

fue restaurado mediante la disminución de la presión arterial con la 
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administración crónica de dos antihipertensivos de mecanismo de acción 

distintos como la amlodipina (5mg/Kg/día,p.o) o el valsartán (60mg/Kg/día,p.o), 

lo que sugiere una relación entre la hipertensión y ausencia del efecto de AM en 

la ratas SHR. Al evaluar la posible vía de señalización que media la acción de la 

AM y el antagonismo con la ANG II sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes, demostramos que no existe una vía final común para dicho 

antagonismo, siendo la proteína quinasa A (PKA) y los 3 subtipos de receptores  

CGRP1, AM1 y AM2 los que median la acción de la AM, mientras que la acción 

de la ANG II se encuentra mediada a través de una vía que involucra la 

PKC/NAD(P)H oxidasa. Los hallazgos demuestran el antagonismo entre la AM 

y la ANG II en la regulación del estrés oxidativo en el cerebelo y ratifican la 

desregulación de la señalización de la AM mediada por EROs durante la 

hipertensión. Al evaluar las vías de señalización intracelular que median la 

acción de la AM en el cerebelo, demostramos que la AM es capaz de activar a 

las ERK, la producción de GMPc y NO a través de la estimulación 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 diversas vías de 

señalización como lo son NO/GMPc, AC/AMPc/PKA y/o ERK. El  posible papel 

funcional de la AM in vivo fue inequívoco, ya que se demostró que la 

microinyección de AM en el vermis cerebeloso produjo una respuesta 

hipotensora profunda en las ratas SHR pero no en las normotensas. El hecho 

que  la microinyección de AM en el vermis cerebelar en las ratas SD, WKY y 

SHR disminuyó significativamente la respuesta presora frente al estrés 

simpatoadrenal inducido por el estímulo eléctrico plantar, sugiere que la acción 

hipotensora está mediada a través de la regulación del eflujo simpático e indica 

un posible papel de la AM en la regulación de la respuesta CDV frente al estrés. 

En conjunto, nuestros resultados demuestran la existencia de un sistema 

adrenomedulinérgico funcional  en el cerebelo, e indican por primera vez, que la 

AM cumple un papel  importante en la regulación de la PA durante la 

hipertensión y el estrés. 



viii 

 

TABLA DE CONTENIDO 

 

 Título i 

 Veredicto  ii 

 Dedicatoria iv 

 Agradecimientos v 

 Resumen vi 

 Tabla de Contenidos viii 

 Lista de Tablas xiv 

 Lista de Figuras xv 

 Lista de Abreviaturas xxv 

1. Introducción 1 

1.1. La Adrenomedulina 6 

1.2.  Los Receptores de la Adrenomedulina 14 

1.3. Vías de Señalización de la Adrenomedulina 26 

1.3.1 Principales Vías de Señalización de la Adrenomedulina 28 

1.3.1.1. Vía de la Adenosina Monofosfato Cíclico (AMPc) / 
Proteína Quinasa A (PKA) 

28 

1.3.1.2. Vía Proteína Tirosina Quinasa (PTK) / Quinasa regulada 
por señales Extracelulares (ERK) 

31 

1.3.1.3 Vía Óxido Nítrico (NO) / Guanosina Monofosfato Cíclico 
(GMPc) / Proteína Quinasa G (PKG) 

32 

1.3.1.4. Vía Fosfatidil inositol – 3 quinasa (PIK3) / Akt 33 

1.3.1.5. Señalización a través de Especies Reactivas de Oxígeno 
(EROs) 

34 



ix 

 

1.3.1.6. Otras Vías de Señalización 38 

1.4. Acciones de la Adrenomedulina 40 

1.4.1. Acciones Cardiovasculares 41 

1.4.2. Acciones en el Sistema Nervioso 43 

1.4.3. Acciones Renales 44 

1.4.4. Otras Acciones 45 

1.5. La Adrenomedulina en la Hipertensión 46 

1.6. La Adrenomedulina y el Sistema Nervioso Central 54 

1.7. La Adrenomedulina y el Cerebelo 75 

2. Objetivos 83 

2.1.  Objetivo General 83 

2.2.  Objetivos Específicos 84 

3. Materiales y Métodos 86 

3.1.  Animales de Experimentación 86 

3.2. Drogas 86 

3.3. Diseño Experimental 86 

3.3.1. Protocolo de Incubación In Vitro 88 

3.3.2. Ensayos para la Determinación de las Vías de 
Señalización 

89 

3.3.2.1.  Ensayo de la Guanilil Ciclasa 89 

3.3.2.1.1. Determinación del GMPc 89 

3.3.2.2. Ensayo de la Adenilil Ciclasa 90 

3.3.2.2.1. Determinación del AMPc 91 

3.3.2.3. Determinación del Recambio de Fosfoinosítidos  91 



x 

 

3.3.2.4. Ensayo para la determinación de la producción de NO 92 

3.3.2.5. Determinación de las ERK 92 

3.3.3. Preparación de la Muestra para la Determinación de la 

Actividad de las Enzimas Antioxidantes 

93 

3.3.3.1. Ensayo de la Actividad de la Catalasa (CAT) 94 

3.3.3.2. Ensayo de la Actividad de la Superóxido Dismutasa Total 
(SOD) 

94 

3.3.3.3. Ensayo de la Actividad de la Glutatión Peroxidasa (GPx) 96 

3.3.4. Ensayo de la concentración de productos de 
peroxidación lipídica que reaccionan con el ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) 

97 

3.3.5.  Determinación de las Proteínas Tisulares 98 

3.3.6. Protocolos In Vivo 98 

3.3.6.1. Administración In Situ en el Vermis Cerebeloso 98 

3.3.6.2. Administración in situ en el Vermis Cerebeloso  en 
animales sometidos a estímulo eléctrico plantar (EEP) 

99 

3.3.6.3. Administración del Bloqueante AT1 o del Antagonista de 

canales de calcio 

100 

3.3.7. Determinación de la Expresión de la AM y sus 
Receptores 

100 

3.3.8. Determinación de la Presión Arterial 101 

3.3.9. Preparación de los tejidos y examinación de los cortes 
histológicos de corazón 

102 

3.4. Análisis Estadístico  103 

4.  Resultados 104 

4.1. Características de las ratas SHR y WKY de 8 y 16 
semanas de edad 

104 



xi 

 

4.2. Expresión de la AM en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad 

105 

4.3. Expresión de los componentes del receptor de AM en el 
vermis del cerebelo de la rata 

107 

4.4. Efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes SOD, CAT y GPx en el vermis cerebelar de 
la rata SHR y controles normotensos, WKY adultos. 
Papel de la angiotensina II 

116 

4.5. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y 
amlodipina sobre la Presión Arterial Media (PAM) en 
ratas SHR y WKY adultas 

121 

4.6. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y 
amlodipina sobre la relación Peso Corazón / Peso 
Corporal en ratas SHR y WKY adultas 

122 

4.7. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y 
amlodipina sobre el tamaño de los miocitos cardíacos de 
ventrículo izquierdo en ratas SHR y WKY adultas 

124 

4.8. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y 
amlodipina sobre la acción de la AM sobre la actividad de 
las enzimas antioxidantes in vitro, en ratas SHR y WKY 
adultas 

128 

4.9. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán sobre la 
expresión de AM y los componentes de su receptor en el 
vermis de cerebelo de ratas SHR y WKY adultas 

132 

4.10. Efecto de la AM sobre  la actividad de las enzimas 
antioxidantes en el vermis cerebeloso en ratas Sprague - 
Dawley.  Papel de la angiotensina II 

138 

4.11. Papel de la NADP(H) oxidasa, la PKA y la PKC en la 
acción de la AM y la ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes en el vermis del cerebelo de la 
rata Sprague - Dawley 

140 

4.12. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en el 

144 



xii 

 

cerebelo de la rata 

4.13. Efecto de la AM sobre la producción de TBARS en el 
vermis cerebelar de la rata SHR y controles 
normotensos, WKY adultos 

146 

4.14. Efecto de la AM y ANG II sobre la producción de TBARS 
en el vermis cerebelar de la rata Sprague – Dawley 

147 

4.15. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la producción de TBARS en el cerebelo de la rata 

148 

4.16. Papel de la hipertensión sobre la activación basal de las 
ERK en el vermis del cerebelo de la rata 

149 

4.17. Efecto de la AM sobre  la activación de la vía de 
señalización ERK en el vermis cerebeloso en ratas SHR 
y WKY 

151 

4.18. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la activación de la ERK en el cerebelo de la rata 

153 

4.19. Efecto de la AM sobre la activación de la producción de  
fosfoinositol en el vermis cerebeloso en la rata 

155 

4.20. Efecto de la AM sobre  la producción de AMPc en el 
vermis cerebeloso de ratas WKY y SHR 

155 

4.21. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la producción de AMPc en el cerebelo de la rata 
Sprague - Dawley 

157 

4.22. Efecto de la AM sobre  la activación de la guanilil ciclasa 
en el vermis cerebeloso de ratas WKY y SHR 

158 

4.23. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la activación de la guanilil ciclasa en el cerebelo de 
la rata Sprague - Dawley 

160 

4.24. Efecto de la AM sobre la producción de NO en el vermis 
cerebeloso de ratas WKY y SHR 

161 

4.25. Subtipos de receptores que median la acción de la AM 
sobre la producción de NO en el cerebelo de la rata 

163 



xiii 

 

Sprague – Dawley 

4.26. Efecto de la administración intracerebelar de AM sobre la 
presión arterial en ratas Sprague - Dawley, WKY y SHR 
adultas 

164 

4.27. Efecto de la administración intracerebelar de ANG II 
sobre la presión arterial media en ratas Sprague-Dawley, 
WKY y SHR adultas 

173 

4.28. Efecto de la administración intracerebelar de AM sobre la 
presión arterial media en ratas Sprague-Dawley, WKY y 
SHR adultas sometidas a estrés por estímulo eléctrico 
plantar (EEP) 

176 

4.29. Efecto de la administración intracerebelar de ANG II 
sobre la presión arterial media en ratas SHR adultas 
sometidas a estrés por estímulo eléctrico plantar (EEP) 

182 

5. Discusión 184 

6. Conclusiones 236 

7. Referencias Bibliográficas 239 



xiv 

 

LISTA DE TABLAS 

 

Tabla I Definición y Clasificación de los Niveles de 
Presión Arterial 

2 

Tabla II Prevalencia de Hipertensión Arterial en Varios 
Países Latinoamericanos 

3 

Tabla III Características Farmacológicas de los 
heterodímeros CRLR/RAMP recombinates 

24 

Tabla IV Efectos Biológicos de la AM 41 

Tabla V Características de las ratas WKY y SHR de 8 y 
16 semanas de edad 

104 

Tabla VI Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in 
vivo, sobre la relación Peso Corazón / Peso 
Corporal  en ratas WKY y SHR 

123 

Tabla VII Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) 
in vivo, sobre la relación Peso Corazón / Peso 
Corporal  en ratas WKY y SHR 

124 



xv 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 Mecanismo Fisiopatológico de la Hipertensión 5 

Figura 2 Estructura de la AM humana 7 

Figura 3 Comparación de la secuencia de aminoácidos de la 
AM de diferentes especies animales 

8 

Figura 4 Péptidos derivados del gen de la AM 10 

Figura 5 AM inmunoreactiva en células de médula suprarrenal 
de bovino y en línea celular de oligodendrocitos 

13 

Figura 6 Diagrama esquemático del CRLR 16 

Figura 7 Unión de los péptidos de la familia de la calcitonina a 
CLR y CTR: Regulación por las RAMPs 

18 

Figura 8 El paradigma del RAMP/Receptor para la señalización 
de la AM y CGRP 

19 

Figura 9 Northern blots de ARN de tejido de ratas hibridado con 
CRLR, RAMP1, RAMP2 y RAMP3 

20 

Figura 10 Comparación estructural de las RAMPS 22 

Figura 11 Elevación del AMPc de plaquetas en respuesta a 
concentraciones crecientes de CGRP, AM y amilina 

27 

Figura 12 Vías de Señalización de la AM 28 

Figura 13 Curso temporal de acumulación de AMPc por AM, 
CGRP o amilina 

29 

Figura 14 Efecto de la AM (10-7M) sobre la producción de GMPc 
y la actividad de la sintasa de óxido nítrico 

33 

Figura 15 Formación de Radicales Libres 35 

Figura 16 Expresión de p22phox y la Actividad de la NAD(P)H 
oxidasa en ratas Wistar Kioto (WKY) y 

36 



xvi 

 

Espontáneamente Hipertensas (SHR) 

Figura 17 Incremento de la concentración de Ca+2 intracelular 
(Ca2+)i inducido por AM en células KG-1C 

38 

Figura 18 Cambio en la expresión de ARNm de adrenomedulina 
(ADM), CL, RAMPs en  el ventrículo de ratas controles 
e hipertensas  

47 

Figura 19 Expresión de la ADM (AM) y Neprisilina (NEP) en el 
ventrículo izquierdo, aorta, yeyuno y riñón en ratas 
SHR y WKY 

47 

Figura 20 Efecto de la administración crónica de L-NAME (20 y 
50 mg/Kg/día) durante 8 semanas en ratas sobre la 
expresión de la AM en cardiomiocitos del ventrículo 
izquierdo. 

49 

Figura 21 Efectos de la administración crónica de L-NAME (20 
mg/Kg/día) durante 8 semanas sobre la expresión de 
CRLR, RAMP1, RAMP2  y RAMP3  en cardiomiocitos 
del ventrículo izquierdo. 

50 

Figura 22 Efecto del estrés crónico sobre la expresión de AM, 
CRLR, RAMP2 y RAMP3  en el bulbo raquídeo, el 
mesencéfalo, el hipotálamo, la glándula pituitaria y 
suprarrenal 

53 

Figura 23 Concentración de AM inmunoreactiva (IR-ADM) en el 
cerebro humano 

55 

Figura 24 Sección de la pituitaria de una rata hibridada con pro-
AM 

56 

Figura 25 ARNm de la AM en cerebro humano 57 

Figura 26 Distribución autoradiográfica de los sitios de unión de 
la I125AM(13-53) humana en el cerebro de la rata 

58 

Figura 27 Sitios de unión para la AM-I125 en el cerebro humano 59 

Figura 28 Colocalización de CRLR y RAMP2 o CRLR y RAMP3 
en neuronas hipotalámicas. 

59 



xvii 

 

Figura 29 Expresión celular de CGRP y RAMPs en arterias 
meníngea media (MMA), cerebral pial (PA) y media 
(MCA) en humanos 

60 

Figura 30 Efecto de la administración central de la AM sobre la 
ingesta de sal inducida por hipovolemia isotónica 

62 

Figura 31 Efecto renal inducido por la administración icv de AM 
o CGRP en ratas hidratadas conscientes 

63 

Figura 32 Efecto de una simple inyección icv de AM sobre la 
excreción urinaria de agua, sodio y potasio en ratas 
conscientes hidratadas 

64 

Figura 33 Inhibición de la actividad de la Na+K+ ATPasa en el 
túbulo proximal renal tras la administración de AM en 
el órgano subfornical 

65 

Figura 34 Efecto de la administración icv de AM sobre los 
niveles plasmáticos de oxitocina en ratas. 

66 

Figura 35 Inmunoreactividad a c-fos y SON neuronal (SONn) en 
el PVN, NSO,  NTS y PGL. 

67 

Figura 36 Curso temporal de la presión arterial media y 
frecuencia cardíaca en ratas tras administración 
unilateral de salina o AM en el RVLM. 

68 

Figura 37 Efecto de ADM22-52 sobre el curso temporal de la 
presión arterial media y frecuencia cardíaca en ratas 
tras administración unilateral de salina o AM en el 
RVLM. 

69 

Figura 38 Efecto de 7-NiNa sobre el curso temporal de la 
presión arterial media y frecuencia cardíaca en ratas 
tras administración unilateral de salina, AM, NiNa, azul 
de metileno en el RVLM. 

70 

Figura 39 Porcentaje de cambio de la presión arterial media 
(MAP) y de la actividad simpática (SNA) y contenido 
de AM en cerebro de los cuatro grupos de ratones 

72 

Figura 40 Porcentaje de cambio de la presión arterial media 74 



xviii 

 

(MAP) y de la actividad simpática (SNA) en respuesta 
a la administración icv de solución salina hipertónica y 
pretratamiento con 3CP (3-carbamoil-2,2,5,5-
tetrametil-3-pirolina-N-oxil) o tempol en cerebro. 
Producción de anión superóxido en hipotálamo 
inmerso en salina hiperosmótica  de los cuatro grupos 
de ratones 

Figura 41 Respuesta dilatadora de las arteriolas cerebrales a 
dos aplicaciones tópicas de AM 

75 

Figura 42 RT-PCR de ARNm para CRLR, CTR y RAMPs en 
cerebelo humano. 

76 

Figura 43 Unión del 125I-hAM (13-52) al cerebelo de rata 77 

Figura 44 Módulos CDV en el cerebelo 79 

Figura 45 Diagrama esquemático del sistema de control CDV en 
el nódulo – úvula  

80 

Figura 46 Cambio en la expresión de la AM en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de 
edad 

105 

Figura 47 Efecto de la edad sobre la expresión de la AM en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

106 

Figura 48 Cambio en la expresión de la RAMP1 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de 
edad 

108 

Figura 49 Cambio en la expresión de la RAMP3 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de 
edad 

109 

Figura 50 Cambio en la expresión de la CRLR en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de 
edad 

110 

Figura 51 Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP1 en 
el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

111 



xix 

 

Figura 52 Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP3 en 
el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

112 

Figura 53 Efecto de la edad sobre la expresión de la CRLR en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

113 

Figura 54 Cambio en la expresión de la RAMP2 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de 
edad 

114 

Figura 55 Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP2 en 
el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

115 

Figura 56 Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes, SOD en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR 

118 

Figura 57 Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes, CAT en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR 

119 

Figura 58 Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes, GPx en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR 

120 

Figura 59 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la PAM en ratas WKY y SHR 

121 

Figura 60 Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, 
sobre la PAM en ratas WKY y SHR 

122 

Figura 61 Cortes histológicos de ventrículo izquierdo de ratas 
tratadas con valsartán (VAL) in vivo 

125 

Figura 62 Efecto del tratamiento oral con valsartán (VAL) sobre 
el tamaño de miocitos de ventrículo izquierdo de ratas 
WKY, WKY VAL, SHR y SHR VAL 

126 

Figura 63 Cortes histológicos de ventrículo izquierdo de ratas 
tratadas con amlodipina (AMLO) in vivo 

127 

Figura 64 Efecto del tratamiento oral con amlodipina (AMLO) 
sobre el tamaño de miocitos de ventrículo izquierdo de 

128 



xx 

 

ratas WKY, WKY AMLO, SHR y SHR AMLO 

Figura 65 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, 
CAT y GPx basal e inducida por la AM en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR 

130 

Figura 66 Efecto del tratamiento con  amlodipina (AMLO) in vivo, 
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, 
CAT y GPx basal e inducida por la AM en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR 

131 

Figura 67 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la expresión de la AM en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR 

132 

Figura 68 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la expresión de la RAMP1 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR 

134 

Figura 69 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la expresión de RAMP3 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR 

135 

Figura 70 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la expresión de CRLR en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR 

136 

Figura 71 Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, 
sobre la expresión de RAMP2 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR 

137 

Figura 72 Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

139 

Figura 73 Efecto de la apocinina sobre el efecto inducido por la 
AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis de 
cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

141 

Figura 74 Efecto de la cheleritrina sobre el efecto inducido por la 
AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 

142 



xxi 

 

antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis de 
cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

Figura 75 Efecto del inhibidor de la PKA (iPKA) sobre el efecto 
inducido por la AM y ANG II sobre la actividad de las 
enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

143 

Figura 76 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
disminución de la actividad de las enzimas 
antioxidantes, SOD (Panel A), CAT (Panel B) y GPx 
(Panel C) inducida por la AM en el vermis de cerebelo 
de ratas Sprague – Dawley 

145 

Figura 77 Efecto de la AM sobre la producción de TBARS en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

147 

Figura 78 Efecto de la AM y ANG II sobre la producción de 
TBARS en el vermis de cerebelo de ratas Sprague-
Dawley 

148 

Figura 79 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
disminución de la  producción de TBARS inducida por 
la AM en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – 
Dawley 

149 

Figura 80 Efecto de la hipertensión sobre la expresión basal de 
las p-ERK en el vermis de cerebelo de ratas WKY y 
SHR 

150 

Figura 81 Efecto de la AM sobre la activación (fosforilación) de 
las ERK en el vermis de cerebelo de ratas WKY y 
SHR 

152 

Figura 82 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
activación (fosforilación) de las ERK en el vermis de 
cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

154 

Figura 83 Efecto de la AM sobre la activación de la producción 
de monofosfato de inositol en el vermis de cerebelo de 
ratas Sprague – Dawley 

155 



xxii 

 

Figura 84 Efecto de la AM sobre la producción de AMPc en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

156 

Figura 85 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
producción de AMPc en el vermis de cerebelo de ratas 
Sprague – Dawley 

158 

Figura 86 Efecto de la AM sobre la activación de la guanilil 
ciclasa en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

159 

Figura 87 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
activación de la guanilil ciclasa en el vermis de 
cerebelo de ratas Sprague – Dawley 

161 

Figura 88 Efecto de la AM sobre la producción de nitratos en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR 

162 

Figura 89 Subtipos de receptores de AM involucrados en la 
producción de NO en el vermis de cerebelo de ratas 
Sprague – Dawley 

163 

Figura 90 Coordenadas Estereotáxicas empleadas para la 
canulación de los animales 

164 

Figura 91 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague - Dawley sobre la 
presión arterial media 

165 

Figura 92 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas WKY sobre la presión arterial 
media 

166 

Figura 93 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas SHR sobre la presión arterial 
media 

167 

Figura 94 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas SHR sobre la presión arterial 
media en el tiempo 

168 

Figura 95 Efecto de la administración in situ de varias dosis de 
AM en el vermis de cerebelo de ratas SHR sobre la 
presión arterial media 

169 



xxiii 

 

Figura 96 Efecto de la administración in situ de varias dosis de 
AM en el vermis de cerebelo de ratas SHR sobre la 
AUC del cambio de presión arterial media 

170 

Figura 97 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas Sprague - Dawley sobre 
la presión arterial media 

171 

Figura 98 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas WKY sobre la presión 
arterial media 

172 

Figura 99 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas SHR sobre la presión 
arterial media 

173 

Figura 100 Efecto de la administración in situ de ANGII en el 
vermis de cerebelo de ratas Sprague-Dawley sobre la 
presión arterial media 

174 

Figura 101 Efecto de la administración in situ de ANG II en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY sobre la presión 
arterial media 

175 

Figura 102 Efecto de la administración in situ de ANG II en el 
vermis de cerebelo de ratas SHR sobre la presión 
arterial media 

176 

Figura 103 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague-Dawley sometidas a 
estrés por EEP sobre la presión arterial media 

177 

Figura 104 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas WKY sometidas a estrés por 
EEP sobre la presión arterial media 

178 

Figura 105 Efecto de la administración in situ de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas SHR sometidas a estrés por EEP 
sobre la presión arterial media 

179 

Figura 106 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas Sprague-Dawley  
sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial 

180 



xxiv 

 

media 

Figura 107 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas WKY sometidas a estrés 
por EEP sobre la presión arterial media 

181 

Figura 108 Efecto de la administración in situ de AM fuera del 
vermis de cerebelo de ratas SHR sometidas a estrés 
por EEP sobre la presión arterial media 

182 

Figura 109 Efecto de la administración in situ de ANG II en el 
vermis de cerebelo de ratas SHR sometidas a estrés 
por EEP sobre la presión arterial 

183 

Figura 110 Efecto de la hipertensión y de la disminución de la 
presión arterial sobre la expresión de AM y los 
componentes de su receptor en el vermis de cerebelo 

195 

Figura 111 Propuesta del mecanismo de la vía de acción de la 
AM en el vermis de cerebelo de la rata 

210 

Figura 112 Vías de señalización activadas por la AM en el vermis 
de cerebelo de la rata 

224 

Figura 113 Propuesta del mecanismo de la vía de acción de la 
AM en el vermis de cerebelo de la rata 

235 

 



xxv 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AC  Adenilil Ciclasa 

ACTH  Hormona Adrenocorticotropina 

ADN  Ácido Desoxirribonucleico 

AM  Adrenomedulina 

AMi  Adrenomedulina inmadura 

AMPc  Adenosina Monofosfato Cíclico  

ANG II  Angiotensina II  

AP  Área Postrema 

AP-1  Proteína Adaptadora – 1  

ARE  Elementos de Respuesta Antioxidantes 

ARNm  Ácido Ribonucleico mensajero 

AT1  Antagonista del Receptor tipo 1 de Angiotensina II 

bCRLR Receptor similar al receptor de calcitonina bovino 

Ca+2
i  Calcio Intracelular 

CAT  Catalasa 

CDV   Cardiovasculares  

cGK  Proteínas quinasas dependientes de GMPc 

CGRP  Péptido relacionado con el gen de la Calcitonina 

CGRPα Péptido relacionado con el gen de la Calcitonina α 



xxvi 

 

CGRPβ Péptido relacionado con el gen de la Calcitonina β 

CRH  Hormona liberadora de Corticotropina  

CRLR  Receptor similar al receptor de calcitonina 

CRLR 1 Receptor similar al receptor de calcitonina tipo 1 

CRLR 2 Receptor similar al receptor de calcitonina tipo 2 

Csk  Quinasa Src COOH- terminal  

CT  Calcitonina 

CTr  Receptor de Calcitonina 

CTX  Proteína G sensible a la toxina del cólera 

EDHF  Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio 

EEP  Estímulo eléctrico plantar 

ERK  Quinasa regulada por señales extracelulares 

EROs  Especies Reactivas de Oxígeno 

FNT-α  Factor de Necrosis tumoral - α 

GABA  Ácido Gamma Aminobutírico  

GAPDH Gliceraldehído – 3 fosfato Deshidrogenasa 

GC  Guanilil ciclasa 

GMPc  Guanosina Monofostato cíclico 

GPx  Glutatión Peroxidasa 

Gs  Proteína G estimulatoria  

H2O2  Peróxido de hidrógeno 



xxvii 

 

hCRLR Receptor similar al receptor de calcitonina humano 

hRAMP Proteínas que modifican la actividad del receptor humano 

ICAM-1 Molécula de adhesión intercelular -1 

icv Intracerebroventricular  

IFN-γ Interferón gamma 

IL-1  Interleuquina-1 

IL-1β Interleuquina 1β  

InsP1 Monofosfato de inositol  

IP3 Inositol 1,4,5 – Trifosfato 

JNC VI  Sexto Reporte del Comité Nacional para la Prevención, Detección, 

Evaluación y Tratamiento de la Presión Arterial Alta 

JNK Proteína Quinasa c-Jun NH2 terminal 

KBR Buffer Krebs Ringer  

Kd Constante de disociación 

Ki Constante de inhibición  

LCR Líquido Cefalorraquídeo  

MAP Presión Arterial Media 

MAPK  Proteína Quinasa activada por Mitógenos  

MCP-1 Proteína-1 Quimiotáctica de Monocitos 

NADH  Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

NAD(P)H Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 



xxviii 

 

NEP  Neprisilina 

NF  Núcleo Fastigio 

NF-κB  Factor Nuclear kappa B  

NHERF Factor Regulador del Intercambiador Na+/K+   

NO  Óxido Nítrico  

NO-  Anión Nitroxilo  

NO2  Dióxido de Nitrógeno  

Nrf2  Factor 2 relacionado NF-E2  

NSF  Factor sensible a N-etilmaleimida  

NSO  Núcleo Supraóptico  

NTS  Núcleo del Tracto Solitario 

O2
-  Anión Superóxido  

OH.  Radical Hidroxilo 

OMS   Organización Mundial de la Salud  

ONOO- Anión peroxinitrito 

PA  Presión arterial 

PAM  Presión arterial media 

PAMP  Proadrenomedulina N-terminal 20 péptido 

pCRLR Receptor similar al receptor de calcitonina porcino 

PDFG  Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 

PGL   Núcleo Paragigantocelularis Lateral 



xxix 

 

PIK3  Fosfatidilinositol – 3 Quinasa 

PKA  Proteína Quinasa A 

PKC  Proteína Quinasa C 

PKG  Proteína Quinasa G 

PLC  Fosfolipasa C 

PTK  Proteína Tirosina Quinasa 

PVN  Núcleo Paraventricular 

RAMP  Proteínas que modifican la actividad del receptor 

RCP  Proteína del componente del receptor 

RVLM  Región Ventrolateral Rostral del Bulbo Raquídeo 

SHR  Rata Espontáneamente Hipertensa 

SNC  Sistema Nervioso Central 

SOD  Superóxido Dismutasa 

SON  Sintasa del Óxido Nítrico 

SONe  Sintasa del Óxido Nítrico Endotelial 

SONn  Sintasa del Óxido Nítrico Neuronal 

TBARS Productos de Peroxidación Lipídica que reaccionan con el Ácido 

Tiobarbitúrico  

TGF-β  Factor de Crecimiento Transformante beta 

VCAM-1 Molécula de adhesión celular vascular-1 

WKY  Rata Wistar Kyoto 



1 

 

1. INTRODUCCIÓN 

La hipertensión arterial es una enfermedad de etiología multifactorial que se 

caracteriza por la elevación mantenida de los niveles de la presión arterial por 

encima de los límites normales, que es capaz de ocasionar daños a varios y 

diferentes órganos, tales como el corazón, cerebro, vasos sanguíneos, riñón y 

retina (Zago y col., 2006); por lo tanto, la hipertensión arterial implica un elevado 

riesgo para el padecimiento de eventos cardiovasculares (CDV) y del deterioro 

del funcionamiento de diferentes órganos en el cual la presión arterial se 

encuentra crónicamente elevada por encima de los valores considerados 

normales (Sánchez y col., 2009).  

 

La hipertensión arterial frecuentemente está asociada a otras enfermedades 

tales como diabetes mellitus, enfermedad coronaria, infarto, insuficiencia 

cardíaca, ataques isquémicos, enfermedad vascular periférica, insuficiencia 

renal crónica. Asimismo, la hipertensión persistente es considerada como uno 

de los factores de riesgo para infartos, aneurismas y es una de las causas que 

conlleva a la insuficiencia renal crónica. Incluso, la elevación moderada de la 

presión arterial trae consigo una disminución en la expectativa de vida; por su 

parte, cuando la presión arterial es marcadamente elevada (50% por encima del 

rango normal), la expectativa de vida se reduce en un 30 a 40%, a menos que 

la hipertensión sea tratada apropiadamente (Sánchez y col., 2009). 

 

De acuerdo al Sexto Reporte del Comité Nacional para la Prevención, 

Detección, Evaluación y Tratamiento de la Presión Arterial Alta (JNC VI), la 

hipertensión en adultos se define y clasifica como se muestra en la Tabla I; 

donde se indica que el diagnóstico de hipertensión se establece cuando el 

promedio de dos o más mediciones de la presión arterial diastólica es igual o 

superior que 90 mm Hg o cuando el promedio de dos o más mediciones de la 
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presión arterial sistólica es igual o superior que 140 mm Hg (JNC, 1997). 

Tomando en cuenta esta definición, para el año 2000, se estimaba que 

alrededor de 43 millones de personas en los Estados Unidos eran hipertensos, 

lo cual representaba aproximadamente el 23% de la población del país 

(Carretero y col., 2000). 

 

Tabla I. Definición y Clasificación de los Niveles de Presión Arterial (JNC, 
1997). 

Categoría Sistólica (mm Hg) Diastólica (mm Hg)

Óptimo < 120 y < 80

Normal < 130 y < 85

Normal alta 130 – 139 o 85 – 89

Hipertensión

Estadio 1 (Leve) 140 – 159 o 90 – 99 

Subgrupo: Límite 140 – 149 o 90 – 94 

Estadio 2 (Moderado) 160 – 179 o 100 – 109 

Estadio 3 (Severo) > 180 o > 110

Hipertensión Sistólica Aislada > 140 y < 90

Subgrupo: Límite 140 - 149 y < 90

 

 

La prevalencia de la hipertensión arterial ha aumentado progresivamente, 

especialmente entre descendientes africanos y en personas mayores de edad. 

Se estima que más del 50% de los sujetos entre 60 – 69 años de edad y 

aproximadamente ¾ de la población mayor de 70 años están afectados con 

esta enfermedad (Zago y col., 2006). 
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Esta enfermedad conocida como el enemigo silente constituye el principal factor 

de riesgo modificable para las enfermedades CDV (Carretero y col., 2000; 

Ignaro y col., 2007; Figueira y col., 2008; González y col., 2008), las cuales 

representan actualmente la principal causa de muerte en los países 

occidentales de acuerdo al reporte de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS). Asimismo, Venezuela no escapa de esta realidad, pues las 

enfermedades CDV representan la principal causa de muerte en el país, ya que 

para el año 2006 estas enfermedades representaron el 34,2% de las muertes 

reportadas en enfermedades (Hernández, 2009). 

 

En Latinoamérica, el 13% de las muertes registradas son atribuidas a la 

hipertensión arterial; siendo la prevalencia de esta enfermedad en la población 

adulta ajustada a la edad en estos países entre 26 a 42%. En la Tabla II se 

muestra la prevalencia y el porcentaje de mortalidad CDV en varios países de 

Latinoamérica (Sánchez y col., 2009). 

 

Tabla II. Prevalencia de Hipertensión Arterial en Varios Países 
Latinoamericanos (Sánchez y col., 2009). 

Países Prevalencia de 
Hipertensión (%)

Hipertensión 
Tratada (%*)

Hipertensión 
Controlada (%*)

Mortalidad
Cardiovascular (%)

Argentina 28,1 42 18 23,5

Brazil 25 – 35 40,5 10,2 27,5

Chile 33,7 36,3 11,8 28,4

Colombia 23 46 15 28

Ecuador 28,7 23 6,7 28

México 30,5 23 19,2 -

Paraguay 35 27 7 28

Perú 24 14,7 14 -

Uruguay 33 48 11 29,5

Venezuela 33 30 12 20,6

 
 * % referidos con respecto a la población hipertensa (Prevalencia de Hipertensión). 
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La hipertensión impone un enorme gasto económico y una importante carga 

social, debido a las morbilidades asociadas y a las complicaciones crónicas que 

deterioran la supervivencia y calidad de vida de la población; ya que diferentes 

estudios han mostrado que una muy importante proporción de las 

enfermedades CDV son debido a la elevación de la presión arterial; siendo el 

gasto global por tratamiento antihipertensivo cercano a 50 billones de dólares 

anuales (Sánchez y col., 2009). 

 

Es conocido que en el control de la presión arterial participan tanto mecanismos 

neurales como humorales. La regulación neural involucra el sistema nervioso 

autónomo (asociado con los baroreceptores y quimioreceptores). Por su parte, 

la regulación humoral implica un gran repertorio de sustancias liberadas por 

diferentes tipos celulares; por lo que, alteraciones en uno o ambos mecanismos 

de control, pueden resultar en la elevación de los niveles de presión arterial 

conllevando la hipertensión arterial (Zago y col., 2006).  

 

Muchos factores fisiopatológicos han sido implicados en la génesis de la 

hipertensión arterial esencial, como el incremento en la actividad del sistema 

nervioso simpático relacionado con la respuesta y exposición al estrés, 

sobreproducción de hormonas que retienen sodio y vasoconstrictoras, alta 

ingesta de sodio por prolongado período de tiempo, ingesta inadecuada de 

potasio y calcio en la dieta, incrementada e inadecuada secreción de renina con 

el consecuente incremento en la producción de angiotensina II (ANG II) y 

aldosterona, deficiencia de vasodilatadores como prostaciclina, óxido nítrico 

(NO) y péptido natriurético, alteraciones en la expresión del sistema kalicreína – 

cinina que afecta el tono vascular y el manejo renal de la sal, anormalidades en 

los vasos de resistencia, diabetes mellitus, resistencia a la insulina, obesidad, 

incrementada actividad de factores de crecimiento vascular, alteraciones en los 
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receptores adrenérgicos y alterado transporte iónico celular (Fig. 1) (Oparil y 

col., 2003).   

 

Fig. 1. Mecanismo Fisiopatológico de la Hipertensión. AME: Exceso aparente 
de mineralocorticoides. CNS: Sistema nervioso central. GRA: Aldosteronismo 
remediable con glucocorticoides (Oparil y col., 2003).   

 

Sin embargo, la hipertensión es debida principalmente a un control humoral 

inapropiado precipitado por un incremento en el estrés oxidativo, incrementada 

producción de endotelina-1, disminución de la producción o biodisponibilidad del 

NO y debido a una sobre-estimulación del sistema renina – angiotensina (Zago 

y col., 2006). Estos cambios han sido asociados con las enfermedades CDV, 

demostrándose correlación directa y positiva entre la hipertensión y el riesgo 

para arritmias, hipertrofia cardíaca, infarto de miocardio e insuficiencia cardíaca 

(Zago y col., 2006; Larson y col., 2010). 

 

Es conocido que los tejidos CDV sintetizan y secretan una gran cantidad de 

sustancias bioactivas que regulan la homeostasis circulatoria mediante 

mecanismos paracrinos, endocrinos y autocrinos. Un conjunto de evidencias 
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indican que estas sustancias bioactivas juegan un papel importante en la 

patogénesis de la hipertensión, por lo que los sistemas autocrinos – paracrinos 

constituyen un poderoso y potencial blanco terapeútico en la hipertensión, la 

adrenomedulina (AM) constituye uno de estos péptidos (Jiang y col., 2004). 

 

1.1. La Adrenomedulina  

 

La AM es un péptido perteneciente a la familia de los péptidos de la calcitonina, 

el cual está formado por seis miembros que incluyen, la calcitonina (CT), 

amilina, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina α (CGRPα), el 

péptido relacionado con el gen de la calcitonina β (CGRPβ), la intermedina y la 

AM (Chakravarty y col., 2000; Poyner y col 2002; Roh y col., 2004; Takei y col., 

2004), los mismos se caracterizan por presentar baja homología en su 

secuencia primaria de aminoácidos; sin embargo, muestran alta relación entre 

sus estructuras secundarias, puesto que poseen una estructura cíclica de seis 

residuos de aminoácidos cercano al extremo N- terminal (siete en el caso de la 

CT) formada por un puente disulfuro intramolecular; seguido por una región de 

hélice α anfipática y un extremo C -terminal amidado (Cases y col., 2001; 

Poyner y col., 2002).   

 

La AM fue aislada por primera vez en el feocromocitoma humano por Kitamura 

y col., en el año 1993. Este término fue acuñado debido a su elevada presencia 

tanto en la médula suprarrenal de sujetos normales como de pacientes con 

feocromocitoma. En su estudio, los investigadores no sólo purificaron el péptido 

y lo encontraron en concentraciones elevada en la circulación, sino que además 

encontraron que la AM tenía efecto sobre la presión sanguínea y causaba 

elevación de los niveles de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) plaquetario 

(Kitamura y  col., 1993A). Tres meses después de la purificación de la AM, el 
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mismo grupo de investigadores japoneses secuenciaron el gen que codifica al 

péptido humano (Kitamura y col., 1993B) y posteriormente, secuenciaron el gen 

que codifica la AM en ratas (Sakata y col., 1993). 

 

La AM humana es un péptido de 52 residuos de aminoácidos de bajo peso 

molecular (alrededor de 6 KDa), que se caracteriza por tener una estructura de 

anillo cíclico formado por un puente disulfuro intramolecular entre la Cys 16 y 

21, el cual forma un anillo de 6 residuos de aminoácidos. Además posee una 

Tyr amidada en su extremo carboxilo terminal, siendo estas características 

esenciales para su actividad biológica y unión a su receptor (Kitamura y col., 

1993A; Díaz y col., 2006) (Fig. 2).  
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PheThrAspLysAspAsp LysAsnVal

Ala

Pro

Arg Ser Lys Ile Ser Pro Gln Gly Tyr CONH2

NH2

16

21

 

Fig. 2. Estructura de la AM humana. Nótese la estructura cíclica de seis 
residuos de aminoácidos, formada por un puente disulfuro intracadena cerca de 
la región N-terminal, y el extremo C-terminal amidado.  

 

La estructura de la AM se encuentra altamente conservada entre las especies. 

En la rata, este péptido tiene 50 residuos de aminoácidos, evidenciándose 2 
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deleciones y 6 sustituciones cuando se compara con la AM humana. Por su 

parte, la AM porcina es muy parecida a la humana, difiere únicamente en un 

residuo de aminoácido, Gly por Asn en la posición 40 (Hinson y col., 2000) (Fig. 

3). 

 

 

Fig. 3. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la AM de diferentes 
especies animales. Los residuos de aminoácidos se comparan con la AM 
humana. –, Residuo eliminado (Hinson y col., 2000). 

 

El gen que codifica a la AM humana se localiza en el cromosoma 11. En el 

procesamiento de la AM, la pre-pro-AM de 185 aminoácidos, es clivada a pro-

AM de 164 aminoácidos, el cual es el precursor de dos péptidos vasoactivos, la 

AM y el péptido proadrenomedulina N- terminal 20 (PAMP) (Fig. 4) (Ishimitsu y 

col., 1994; Hinson y col., 2000).  

 

Recientemente se ha descrito que la AM es secretada en forma de un péptido 

inmaduro de 53 residuos de aminoácidos que tiene una Gly en el extremo 

carboxilo terminal, denominado AM inmadura (AMi) y a partir de la cual se 

forma la AM madura de 52 residuos de aminoácidos mediante un proceso de 

amidación enzimática, donde el residuo de Gly dona el grupo amida al grupo 

ácido carboxílico libre en una reacción catalizada por la enzima peptidil glicina 

α-mono-oxigenasa (EC 1.14.17.3); ésta es coexpresada con la AM en 
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diferentes tejidos (Kitamura y col., 1998C; Cases y col., 2001; Beltowski y col., 

2004). 

 

La AMi es la principal forma circulante del péptido, representando alrededor del 

85% de la AM total plasmática. A pesar de que la AMi es biológicamente activa 

in vivo, estos efectos dependen de la amidación del péptido a nivel tisular, ya 

que la co-administración de un inhibidor de la amidación elimina la actividad del 

péptido (Cao y col., 2003; Beltowski y col., 2004). 

 

Adicionalmente, se ha descrito una proteína que es capaz de unir a la AM en el 

plasma de diferentes especies. Después de su purificación y secuenciación, 

esta molécula fue caracterizada como el factor H. Éste, es el principal regulador 

de la cascada alternativa del complemento.  Además de sus funciones a nivel 

de la cascada del complemento y de unir a la AM, el factor H es capaz de 

regular las funciones de la AM, pues aumenta la actividad de la AM en los 

eventos mediados por sus receptores tales como la elevación del AMPc, 

crecimiento de células cancerígenas e inhibición de la liberación de insulina por 

los islotes pancreáticos; por otra parte, en la actividad antimicrobiana de la AM 

independiente del receptor, la presencia del factor H reduce el potencial 

antimicrobiano de la AM, posiblemente debido al secuestro del péptido del 

microambiente bacteriano (Pío y col., 2002; Serrano y col., 2003). 

 

Es conocido que la expresión del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de la 

AM, su síntesis y secreción se ve estimulada por muchos factores tales como la 

ANG II,  endotelina-1, norepinefrina, estímulos físicos (estrés de rozamiento), 

los cuales además participan en la patogénesis de la hipertensión arterial (Eto, 

2001). Asimismo,  el estrés oxidativo, la hipoxia, hiperglicemia, aldosterona, la 

infusión del péptido natriurético auricular y las citoquinas proinflamatorias como 
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el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-α) y la interleuquina-1 (IL-1) estimulan la 

producción de AM (Sugo y col., 1995; Vesely y col 1996; Uemura y col., 2002; 

Beltowski y col., 2004). 

 

 

Fig. 4. Péptidos derivados del gen de la AM. La AM y el PAMP son convertidos 
a su forma biológicamente activa mediante amidación. La AM es degradada por 
endopeptidasas neutras y aminopeptidasas (Hamid y col., 2005). 

 



11 

 

La concentración de AM plasmática en humanos en condiciones normales se 

encuentra entre un rango de 2 a 10 pM, y tiene un tiempo de vida media de 22 

+ 1,6 minutos (Meeran y col., 1997). Inicialmente, se pensaba que la fuente de 

esta AM plasmática era la médula suprarrenal; sin embargo diferentes 

evidencias rechazan esta aseveración. En primer lugar, en contraste con las 

catecolaminas, la concentración de AM en la vena suprarrenal no es superior a 

la encontrada en la vena cava inferior. En segundo lugar, estímulos fisiológicos 

como hipoglicemia e hipotensión, los cuales regulan la secreción de 

catecolaminas y AM suprarrenal, no tienen efecto sobre la concentración de AM 

plasmática. Por último, las concentraciones de AM plasmáticas no se ven 

incrementadas durante las crisis en los pacientes con feocromocitoma, cuando 

las catecolaminas son rápidamente liberadas. En la actualidad, se piensa que la 

AM plasmática es derivada principalmente de las células endoteliales en 

diferentes lechos vasculares (Beltowski y col., 2004); pues la expresión de la 

AM es 20 a 40 veces superior en las células endoteliales que en la médula 

suprarrenal (Kis y col., 2003); por lo que se considera que este péptido es un 

producto secretorio del endotelio (Hinson y col., 2000). 

 

El contenido de AM en plasma y tejidos es el resultado de un cuidadoso 

equilibrio entre producción / degradación. Se ha sugerido que los pulmones 

constituyen el órgano encargado de depurar la AM circulante y modular sus 

concentraciones plasmáticas; diferentes estudios lo han confirmado (Nishikimi y 

col., 1994; Hirayama y col., 1999; Nishikimi y col., 2004). En la rata, la AM tiene 

un tiempo de vida media de eliminación corto de 16 min, un volumen de 

distribución para el compartimiento central corto de 3,5 mL y una rápida e 

importante distribución al compartimiento periférico; siendo los pulmones el sitio 

primario de depuración del péptido, donde se evidencia una depuración de 

primer paso mediada por receptores específicos de AM (Dupuis y col., 2005). 

Por otra parte, adicionalmente a los receptores de depuración, existe otra vía de 

depuración de la AM circulante, la hidrólisis proteolítica (Eto, 2001). 
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La Neprisilina (NEP) es una endopeptidasa neutra que constituye la principal 

enzima que degrada a la AM (Lapointe y col., 2002). La NEP (E.C.3.4.24.11) es 

una metaloproteasa unida a la membrana de 87 – 96 KDa que tiene un pH 

óptimo de 7. El gen que codifica a la NEP humana se encuentra localizado en el 

cromosoma 3. La NEP tiene un centro activo que une zinc, que contribuye al 

clivaje de la AM en residuos hidrofóbicos. Asimismo, la AM puede ser 

hidrolizada por metaloproteasas in vitro para generar AM (8-52), AM (26-52), 

AM (33-52), y mediante la actividad de aminopeptidasas producir AM (2-52), AM 

(27-52), AM (28-52) (Fig. 4) (Hinson y col., 2000), los cuales, se creen poseen 

diferente actividad biológica (Lewis y col., 1997).  

 

Se ha demostrado que la NEP tiene una distribución difusa en plasma y tejidos 

de la rata; sin embargo se ha reportado que las ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR) tienen una menor expresión y actividad de la enzima en 

miocardio y aorta, y mayor actividad en riñón con respecto a ratas controles, 

Wistar Kyoto (WKY) (Jiang y col., 2004). Algunos estudios indican que las 

variaciones de la expresión de la NEP entre los tejidos puede ser debida a 

diferencias en las características fisiológicas y metabólicas de ellos; por otra 

parte, existen diversos factores que pueden afectar la expresión de la NEP; en 

este sentido, el forbol 12- miristato 13 acetato y el diacilglicerol inducen la 

internalización de NEP y por consiguiente su actividad (González y col., 1998), 

asimismo, el interferón gamma (IFN-γ) disminuye la expresión de NEP; por su 

parte, los glucocorticoides, la trombina, la calcitonina y las citoquinas como la 

Interleuquina1-β (IL-1β), el FNT-α y el factor estimulante de colonias macrófago 

– granulocito, pueden incrementar la expresión del ARNm de la NEP (Roques y 

col., 1993). 

 

En cuanto a la distribución de la AM, es sabido que a pesar de que ésta fue 

inicialmente descrita en la médula suprarrenal de pacientes con 
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feocromocitoma, la AM y su ARNm son ubicuos, pues han sido encontrados en 

varios tejidos a nivel periférico como, la aurícula y ventrículo cardíaco, aorta, 

pulmón, riñón, páncreas, intestino delgado, hígado, bazo, tiroides, testículo y 

músculo (Fig. 5) (Kitamura y col., 1993B; Sakata y col., 1993; Ichiki y col., 1994; 

Sakata y col., 1994); además se ha encontrado AM en la  circulación, orina, 

saliva, fluido cerebroespinal y amniótico (Kitamura y col., 1994; Macri y col., 

1996; Nagata y col., 1998).  

 

Fig. 5. AM inmunoreactiva en células de médula suprarrenal de bovino (Panel 
A) y en línea celular de oligodendrocitos (KG1C) (Panel B) (Uezono y col., 
2001).  

 

Por otra parte, el gen de la AM se encuentra ampliamente distribuido en 

muchos órganos tanto en el desarrollo embrionario como en la edad adulta, 

encontrándose mayor expresión en células endoteliales y en células de músculo 

liso vascular (Hinson y col., 2000; Garayoa y col., 2002). Asimismo, un gran 

número de células producen AM como células pulmonares humanas, células de 

islotes pancreáticos, miocitos cardíacos, células del endotelio vascular y 

músculo liso (Sugo y col., 1994; Martínez y col 1995). 
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1.2. Los Receptores de la Adrenomedulina 

 

La identificación y caracterización de los receptores específicos para la AM no 

ha sido una tarea sencilla. Desde el inicio, los estudios con la AM sugerían que 

sus efectos eran mediados a través de su unión a receptores acoplados a 

proteína G, y se creía que éstos eran receptores de péptidos pertenecientes a 

su misma familia, como el CGRP, CT y amilina (Wimalawansa, 1996), debido a 

que los miembros de esta familia comparten estructuras similares y algunas 

funciones biológicas (Poyner y col., 2002). 

Los receptores de la familia del péptido de la calcitonina han sido 

caracterizados tanto in vivo como in vitro en base a la respuesta farmacológica 

y a los estudios de unión de radioligandos. El fragmento C-terminal de la AM 

humana, el AM22-52 ha constituido un valioso recurso para la caracterización 

del receptor de AM humano; ya que se comporta como un antagonista 

competitivo de los receptores específicos de AM y bloquea una gran variedad 

de efectos inducidos por la AM. Por su parte, el fragmento CGRP8-37, es 

empleado como un antagonista del receptor de CGRP (Hinson y col., 2000). 

 

En el año 1991, un grupo de investigadores clonaron el receptor de CT (Lin y 

col., 1991); sin embargo este hallazgo no llevó a una rápida identificación de los 

receptores relacionados a esta familia de péptidos. Posteriormente, se 

descubrió un receptor relacionado, el receptor similar al receptor de CT (CRLR) 

(Chang y col., 1993), pero los reportes iniciales fallaron en identificar a un 

ligando para este receptor; sin embargo más tarde, se pudo evidenciar que éste 

podía servir como un receptor para el CGRP, ya que este péptido se unía y 

provocaba acumulación de AMPc en células HEK293 transfectadas con el 

CRLR (Aiyar y col., 1996). Asimismo, se evidenció que la AM también producía 

efectos por medio de su unión a este receptor (Brain y col., 1996), ya que 
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diversos estudios demostraban que los efectos vasodilatadores de la AM y 

CGRP eran bloqueados por el CGRP8-37 (Entzeroth y col., 1995; Hinson y col., 

2000).  

 

El CRLR (también llamado CALCRL, CL y CRL) es una proteína de siete 

dominios transmembrana perteneciente a la clase B de los receptores 

acoplados a proteínas G (Fig. 6). En el humano la CRLR tiene 461 residuos de 

aminoácidos y su gen se encuentra ubicado en el cromosoma 2q32.1; en la rata 

la proteína tiene 464 residuos de aminoácidos y su gen se localiza en el 

cromosoma 3q24. En cuanto a la distribución del ARNm para CRLR y el 

péptido, diferentes estudios han demostrado que éstos se encuentran 

ampliamente expresados, principalmente en pulmón, corazón y cerebro; 

asimismo se ha evidenciado CRLR en arterias cerebrales, corteza suprarrenal, 

cerebelo, bazo, útero, en línea celular de neuroblastoma SK-N-MC, 

oligodendroglias, KG1C y en células de músculo liso y endotelial (Muff y col., 

2001; Kuwasako y col., 2004). Históricamente, el CRLR ha sido dividido en dos 

clases, de acuerdo a su sensibilidad al antagonista CGRP8-37, en CRLR tipo 1 

(CRLR1) y en CRLR tipo 2 (CRLR2); siendo el CRLR1 más sensible al CGRP8-

37 (Dennis y col., 1989). Sin embargo, actualmente se discute la existencia del 

subtipo CRLR2, ya que no se han obtenido evidencias concluyentes.  
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Fig. 6. Diagrama esquemático del CRLR (Poyner y col., 2002). 

 

Estudios posteriores, demostraron que no todas las acciones biológicas de la 

AM eran ejercidas por medio de este receptor; ya que experimentos con AM 

marcada radiactivamente, mostraron que la 125I-AM se unía a células de 

músculo liso vascular y dicha unión podía ser desplazada por la AM de manera 

más efectiva (Constante de disociación, Kd=13 nM) que por el CGRP 

(Constante de inhibición, Ki= 300 nM). Asimismo, en otros estudios se 

observaba que la vasodilatación inducida por la AM en la arteria pulmonar de 

cobayos no era bloqueada por el antagonista de los receptores de CRLR, el 

CGRP8-37 (Pinto y col., 1996); lo cual sugería la existencia de receptores de 

AM específicos. Sin embargo, la identificación de estos receptores fue facilitada 

tras la identificación de las proteínas que modifican la actividad del receptor 

(RAMP); las mismas son proteínas accesorias requeridas por el CRLR para que 

este pueda funcionar como un receptor (McLatchie y col., 1998); y que además 

van a dictar la especificidad de la unión al ligando de los receptores (Gibbons y 

col., 2007). Por lo tanto, McLatchie y col., describieron que el CRLR funciona 
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como receptor del CGRP o de AM dependiendo de cambios moleculares 

accesorios debidos a las RAMPs (Cases y col., 2001). 

 

Existe tres tipos de RAMPs humano (hRAMP), la RAMP1, RAMP2 y RAMP3, 

los cuales son producto de tres genes distintos, los mismos tienen 148, 175 y 

148 residuos de aminoácidos, respectivamente (Fig. 7).  Cuando la RAMP1 se 

asocia con el CRLR se obtiene el receptor del CGRP; por su parte si se asocia 

la RAMP2 o la RAMP3, se tiene al receptor de AM. El complejo CRLR/RAMP2 y 

CRLR/RAMP3 constituyen los receptores de AM, denominados AM1 y AM2 

respectivamente (Fig. 8). Estos complejos CRLR/RAMP son heterodímeros, que 

tienen una estequeometría 1:1 (Hilariret y col., 2001A), donde la asociación 

CRLR/RAMP es de tipo no covalente. 

 

Las RAMPs son proteínas ubicuas, las cuales se expresan en concentraciones 

diferentes según el tipo tisular; por ejemplo se ha demostrado que el ARNm que 

codifica para RAMP2 y RAMP3 se expresa de manera abundante en órganos 

como corazón, pulmón, riñón, páncreas, músculo esquelético, hígado y cerebro. 

Asimismo, la expresión de las isoformas de la RAMPs, generalmente se 

correlaciona con la respuesta dada por el tipo celular a CGRP, a la AM, o a 

ambos; ya que se ha reportado la expresión de RAMP2, pero no de RAMP1 en 

células endoteliales de aorta que selectivamente responden a la AM 

(Parameswaran y col., 2006). El gen RAMP1 es expresado en muchos tejidos 

incluyendo útero, vejiga, páncreas, tracto gastrointestinal y cerebro (McLatchie y 

col., 1998). Asimismo, el RAMP2 y RAMP3, han sido evidenciados en las 

células endoteliales y de músculo liso vascular, el corazón, cerebelo, hígado, 

pulmón, bazo, útero, ovario, placenta, cerebro, entre otros (Fig. 9) (Chakravarty 

y col., 2000; Juaneda y col., 2000; Muff y col., 2001; Kuwasako y col., 2004; 

Gibbons y col., 2007). 
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Fig. 7. Unión de los péptidos de la familia de la calcitonina a CLR y CTR: 
Regulación por las RAMPs. A) La unión de la calcitonina a su receptor, CTR, no 
requiere RAMPs. B) Interacción de CTR con RAMP1 (i), RAMP2 (ii) y RAMP3 
(iii) produce los receptores  de amilina 1, 2 y 3, respectivamente (AMY1,2,3). C) 
Interacción de CLR con RAMP1 produce el receptor CGRP1 (i); por su parte, su 
interacción con RAMP2 (ii) y RAMP3 (iii), produce los receptores de AM1 y AM2 
respectivamente  (Parameswaran y col., 2006).  
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Fig. 8. El paradigma del RAMP/Receptor para la señalización de la AM y 
CGRP.  Las RAMPs determina la especificidad del receptor mediante la 
formación de un heterodímero con CLR (también llamado CRLR) en el retículo 
endoplásmico, seguido por su localización en la membrana plasmática. La 
asociación de CLR con RAMP determina la especificidad de unión del ligando. 
Por lo tanto, el heterodímero CLR/RAMP1 (verde) une preferencialmente 
CGRP, mientras que el heterodímero CLR/RAMP2 (rojo) o CLR/RAMP3 
(amarillo) une preferencialmente a la AM (Modificado de Gibbons y col., 2007). 

 

 

A pesar de que estas proteínas comparten una baja homología en su secuencia 

primaria (menor al 30%), las mismas poseen una estructura común que incluye 

un largo dominio N-terminal extracelular, un único dominio transmembrana y un 

dominio citoplasmático corto (Muff y col., 2001; Sexton y col., 2001; Kuwasako y 

col., 2004) (Fig.10). Asimismo, los tres receptores heterodiméricos 

CRLR/RAMP, median la producción intracelular de AMPc y la movilización de 

Ca++ intracelular (Kuwasako y col., 2000). 
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Fig. 9. Northern blots de ARN de tejido de ratas hibridado con CRLR (a), 
RAMP1 (b), RAMP2 (c) y RAMP3 (d). 1: aurícula. 2: ventrículo. 3: cerebelo. 4: 
médula espinal. 5: hígado. 6: bazo. 7: conducto deferente. 8: pulmón 
(Chakravarty y col., 2000). 

 

El dominio transmembrana de las RAMPs es la región más conservada de 

estas proteínas entre las especies animales y es requerida para la formación 

del heterodímero estable con CRLR dentro del retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi (Steiner y col., 2002). Por su parte, el dominio de unión a 

ligando se encuentra en el extremo N-terminal de las RAMPs y del CRLR. En el 

caso de la RAMP2 y RAMP3, se ha evidenciado que la eliminación de los 

residuos aminoácidos 86 – 92 de la RAMP2 y de los residuos 59 – 65 de la 

RAMP3 ocasiona la pérdida de la unión de la AM y de la respuesta (Kuwasako 

y col., 2001); sin embargo, debido al tamaño del RAMP se postula que estos 

dominios (RAMP y CRLR) no actúan de manera autónoma (Gibbons y col., 

2007). Por su parte, el dominio C-terminal intracelular de las RAMPs representa 

una potencial interfase para la interacción de moléculas intracelulares, las 

cuales pueden gobernar el tráfico del receptor, procesos de degradación o 
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reciclaje, que se creen son diferentes para cada una de las RAMPs (Kuwasako 

y col., 2006).   

 

El dominio C-terminal de la (h)RAMP3 tiene un motivo de reconocimiento PDZ 

(Asp-Thr-Leu-Leu) en los residuos 145-148, el cual se sugiere que interviene en 

la regulación del tráfico de receptores después de la estimulación con agonista 

(Hinson y col., 2000; Gibbons y col., 2007); ya que tanto en células HEK-293 

transfectadas con CRLR y RAMP3 humano, como en células del túbulo 

proximal renal que endógenamente expresan CRLR, se observa que el dominio 

PDZ de la (h)RAMP3 interactúa con el factor regulador del intercambiador 

Na+/H+ (NHERF), lo cual ocasiona inhibición de la internalización del receptor. 

Por su parte, la supresión de este dominio resulta en la disminución de la 

expresión del receptor en la superficie celular (Bomberger y col., 2005A,B). Es 

relevante acotar que en lugar de la secuencia Asp-Thr-Leu-Leu que se localiza 

en la cola citoplasmática de la (h)RAMP3, la correspondiente secuencia en la 

rata es Asp-Arg-Leu-Leu (Parameswaran y col., 2006). 

 

De igual manera, el dominio citoplasmático del (h)RAMP3 contiene residuos de 

Ser-Lys altamente conservados, que permiten la internalización menos eficiente 

del receptor. Además, la (h)RAMP3 contiene un motivo Leu-Leu conservado, el 

cual es importante para la internalización de otros receptores acoplados a 

proteína G, donde este media la interacción con componentes de la maquinaria 

de endocitosis, como la clatrina, adaptinas y arrestina. Por otra parte, a pesar 

de que la eliminación de la cola citoplasmática del RAMP3 no afecta el tráfico 

de la CRLR a la membrana plasmática, la supresión de la cola citoplasmática 

de la RAMP2 inhibe el transporte de CRLR a la superficie celular, lo cual resulta 

en una inhibición de la unión y señalización por parte de la AM (Parameswaran 

y col., 2006). 



22 

 

 

 

Fig. 10. Comparación estructural de las RAMPS. RAMP1, RAMP2 y RAMP3 
comparten alrededor de 30% de identidad. RAMP2 es la menos conservada, 
teniendo 26 residuos de aminoácidos más que las RAMP1 y RAMP3. Los 
residuos de Cys conservados, se encuentran en el fragmento extracelular de 
todas las RAMPs; además se muestran los sitios de N-glicosilación (N)  en el 
fragmento N- terminal. Las tres RAMPs contienen una secuencia conservada de 
Ser-Lys en el dominio intracelular. El motivo de unión PDZ (Asp-Thr-Leu-Leu) 
se muestra en el dominio intracelular de la RAMP3 (Tomado y Modificado de 
Parameswaran y col., 2006).   
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Es importante tener presente que las RAMPs no sólo son requeridas para 

determinar el fenotipo del receptor (McLatchie y col., 1998; Kuwasako y col., 

2000), también son necesarias para facilitar la translocación intracelular de la 

proteína CRLR madura y su inserción a la membrana plasmática, ya que se ha 

demostrado mediante una serie de evidencias bioquímicas y microscópicas que 

las RAMPs y el CRLR interactúan a nivel del retículo endoplásmico o en el 

aparato de Golgi y permanecen asociadas durante todo el ciclo de vida del 

receptor (Kuwasako y col., 2000) hasta el momento de ser transportado hasta la 

superficie de la membrana celular, donde la forma glicosilada (madura) es 

capaz de unir al ligando (Hilariret y col., 2001B). 

 

Por su parte, Hilariret y col., demostraron que la farmacología específica 

conferida por las RAMP, es independiente del estado de glicosilación de los 

receptores CRLR; en su lugar, se sugiere que las RAMPs determinan la 

especificidad del ligando contribuyendo directamente a la estructura de la 

hendidura de unión al ligando o mediante modulación alostérica de la 

conformación del receptor (Hilariret y col., 2001B). 

 

Asimismo, se ha demostrado que el CRLR interactúa además con otra proteína, 

la proteína del componente del receptor (RCP), identificada como una proteína 

que confiere la respuesta del AMPc mediada por el CGRP en oocitos de 

Xenopous laevis, de una manera similar a como lo hace la RAMP1. No existe 

similitud en la secuencia de aminoácidos entre estas dos proteínas. Sin 

embargo, la existencia del complejo RAMP/CRLR/RCP se ha demostrado en 

experimentos de inmunoprecipitación, en los que la RCP parece representar 

una clase de proteína requerida para acoplar el receptor de AM a la vía de 

señalización intracelular (Prado y col., 2001). 
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Tradicionalmente, los receptores de AM se definen de acuerdo a sus 

características farmacológicas; en este sentido, se conoce que el receptor de 

AM1, tiene mayor selectividad para la AM que para el CGRP (con una 

selectividad de dos o tres órdenes de magnitud), siendo antagonizado de 

manera más efectiva tanto por hAM22-52 o rAM20-50 que por el CGRP8-37. 

Por su parte, las características farmacológicas del receptor de AM2 difieren 

entre las especies; ya que los antagonistas de la AM son más potentes que el 

CGRP8-37 en inhibir a los receptores de AM2 humano, porcino y bovino, lo cual 

no resulta diferente de lo visto para el receptor de AM1. Sin embargo, el 

receptor de AM2 de rata y ratones reconoce con mayor especificidad a la AM 

que al CGRP  (en un orden de magnitud), y es antagonizado de manera más 

efectiva por el CGRP8-37 que por los antagonistas de la AM (Kuwasako y col., 

2004). (Tabla III). 

 

Subtipo del
 Receptor

AM CGRPα hAM-(22-52) CGRP-(8-37)
rAM-(20-50)

CRLR/RAMP1 (receptor CGRP1) < <<
CRLR/RAMP2 (receptor AM1) >> >>
CRLR/RAMP3 (receptor AM2)

     Humano, porcino, bovino >> >
     Rata, ratón > <<

Características Farmacológicas de los heterodímeros CRLR/RAMP recombinantes
Tabla III.

Modificado de Kuwasako y col., 2004

del Agonista  la respuesta evocada por la AM
Potencia del Antagonista paraEspecificidad 

 

 

 

Por otra parte, se ha demostrado que la AM se puede unir y activar otros 

receptores a parte de los receptores de AM. En células HEK-293 transfectadas 

con CRLR humana, porcina o bovina (h, p, bCRLR) y hRAMP1, se ha 
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evidenciado que el CGRP es capaz de aumentar la producción de AMPc; sin 

embargo la AM fue 2 a 8 veces menos potente que el CGRPα en producir dicha 

respuesta (Aiyar y col., 2001). Asimismo, la AM (en altas concentraciones) 

puede interactuar y activar al receptor CGRP1 (también llamado 

CRLR/RAMP1), siendo su respuesta inhibida por CGRP8-37, pero no por los 

antagonistas del receptor de AM; sin embargo no existe evidencias de que el 

CRLR/RAMP1 funcione como un receptor de AM sensible a CGRP8-37 in vivo 

(Kuwasako y col., 2004). 

 

La AM también ha demostrado tener poca afinidad por los receptores 

pertenecientes a otros miembros de su familia de péptidos, la CT y la amilina. 

Se ha demostrado que la AM interactúa con el receptor de calcitonina (CTr), 

éste es un miembro de la familia B de receptores acoplados a proteínas G de 

siete dominios transmembrana (McLatchie y col., 1998). El CTr y el CRLR 

comparten un 57% de homología en su secuencia primaria. El CTr no requiere 

de ninguna RAMP conocida para unir a la CT; sin embargo para unir a la CGRP 

es necesario que el CTr se asocie con RAMP1 (Leuthäuser y col., 2000) (Fig. 

7). 

 

Asimismo, se ha evidenciado que la AM puede provocar la producción de AMPc 

a través del complejo CTr con RAMP 1, 2 o 3, sobre-expresados  en células 

embrionarias de riñón humano (HEK)-239; sin embargo, dicha respuesta es 10 

a 100 veces más débil que la producida por la amilina o el CGRPα, y es inhibida 

por el antagonista del CTr, salmónCT-(8-32) ((s)CT-(8-32)), pero no por 

hCGRP8-37 o AM22-52, lo cual indica que la AM puede además activar al 

CTr/RAMP sensible a (s)CT-(8-32) (Kuwasako y col 2003; Kuwasako y col., 

2004); sin embargo no está claro si este receptor se comporta como un receptor 

funcional de la AM in vivo (Kuwasako y col., 2004).  
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Por lo tanto, la co-expresión de CRLR con RAMP2 o RAMP3, producen 

receptores de AM funcionales; donde el heterodímero CRLR/RAMP2 define el 

receptor AM1 que es particularmente sensible a AM22-52; y el heterodímero 

CRLR/RAMP3 define el receptor AM2, el cual es más sensible a CGRP8-37 que 

el receptor AM1. En el caso del receptor de AM2 de rata y ratón, la respuesta 

producida por la AM es bloqueada de manera más eficiente con CGRP8-37 que 

por AM22-52; sin embargo esto no ocurre para el receptor de AM humano, 

porcino y bovino. Por otra parte, la sobreexpresión del receptor de CGRP1 

(CRLR/RAMP1) puede responder a la AM en altas concentraciones, y la 

respuesta es bloqueada por CGRP8-37 pero no por la AM22-52 (Kuwasako y 

col., 2004). 

 

La mayor expresión de receptores para AM ha sido encontrada en corazón, 

pulmón, glándula suprarrenal, riñón y en el SNC. Asimismo, el endotelio 

vascular y las células inmunes gastrointestinales también poseen receptores 

específicos para la AM (Oliver y col., 2002). A nivel del sistema nervioso central 

(SNC), se ha descrito sitios de unión para la AM, en localizaciones como la 

corteza cerebral, cerebelo, tálamo, hipotálamo, bulbo raquídeo y en el puente 

de Varolio (Sone y col., 1997).  

 

1.3. Vías de Señalización de la Adrenomedulina 

 

Uno de los mecanismos de acción a través del cual actúa la AM y por el cual 

fue descubierto fue a través de su capacidad de elevar los niveles de AMPc 

(Kitamura  y col., 1993A). En diferentes tipos celulares como plaquetas, células 

de músculo liso vascular, endoteliales, tubulares renales, mesangiales, 

estelares hepáticas y líneas celulares como la oligodendroglial humana KG-1C, 

entre otras; la AM ha demostrado elevar los niveles de AMPc (Fig. 11) 
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(Shimekake y col., 1995; Uezono y col., 1998; Uezono y col., 2001; Beltowski y 

col., 2004).  

 

 

Fig. 11. Elevación del AMPc de plaquetas en respuesta a concentraciones 
crecientes de CGRP (círculos), AM (cuadrados) y amilina (triángulos) (Kitamura 
y col., 1993A).   

 

Adicionalmente, en varios tipos de células, la AM ha demostrado activar otras 

vías de señalización como la fosfolipasa C (PLC), guanilil ciclasa (GC), quinasa 

regulada por señales extracelulares (ERK) y otras proteínas de la familia de las 

proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) como MAPK p38 y la 

proteína quinasa c-Jun NH2 terminal (JNK) (Iwasaki y col., 2001). 

 

Por lo tanto, los mecanismos de señalización por los cuales la AM media sus 

funciones varían entre especies y lecho vascular, pero generalmente involucran 

al AMPc, NO y mecanismos dependientes de calcio. En la Fig. 12 se puede 

apreciar que la AM se une a su receptor y puede activar una proteína Gs con 
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incremento de los niveles de AMPc celular y activar una proteína quinasa 

dependiente de AMPc tanto en células de músculo liso como en células 

endoteliales. Por su parte, el efecto antiapoptótico de la AM en células de 

miocardio ha sido relacionado con la vía fosfatidil inositol 3 quinasa (PIK3) – 

Akt. Finalmente en células endoteliales, la cascada de las MAPK puede ser 

activada por la AM (Gibbons y col., 2007). 

 

Fig. 12. Vías de Señalización de la AM. AC: Adenilil ciclasa, PIK3: 
Fosfatidilinositol – 3 quinasa. PKA: Proteína quinasa A (Modificado de Gibbons 
y col., 2007). 

 

1.3.1. Principales Vías de Señalización de la Adrenomedulina  

1.3.1.1. 

 

Vía de la Adenosina Monofosfato Cíclico (AMPc) / Proteína 
Quinasa A (PKA) 

Desde el descubrimiento de la AM, el AMPc fue considerado inicialmente como 

la principal molécula de señalización intracelular de este péptido. La AM activa 

la adenilil ciclasa (AC) en células de músculo liso vascular produciendo un 
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incremento en los niveles de AMPc; sugiriéndose que el receptor de AM está 

acoplado a la AC a través de una proteína G estimulatoria (Gs) sensible a 

toxina de cólera, que activa la proteína AC con producción de AMPc y 

activación de la PKA (Hinson y col., 2000). 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, AM22-52 y CGRP8-37 

respectivamente, pero no por el antagonista del receptor de amilina, amilina-(8-

37) (Fig. 13) (Uezono y col., 2001).  

 

 

Fig. 13. Curso temporal de acumulación de AMPc por AM, CGRP o amilina. Las 
células KG1C fueron incubadas con 10-7 M de AM, CGRP o amilina para los 
tiempos indicados a 37ºC en 1mL de buffer KR-Tris (pH: 7,4) (Panel superior 
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izquierdo). Incremento del AMPc estimulado por concentraciones crecientes de 
AM, CGRP y amilina. Las células KG1C fueron incubados durante 10 min. 
Valores expresados como media + error estándar de la media (Panel superior 
derecho). Efecto de la AM22-52 (Panel inferior izquierdo) o CGRP8-37 (Panel 
inferior derecho) sobre la producción de AMPc inducida por AM, CGRP o 
amilina. Las células KG1C fueron incubadas con una concentración de 10-7M de 
los péptidos durante 10 min a 37ºC. *p<0,05 vs. valores obtenidos sin la 
presencia del antagonista (Uezono y col., 2001). 

 

La acción vasodilatadora de la AM es ejercida mediante esta vía de 

señalización; de hecho el AMPc es el principal segundo mensajero conocido 

para la vasodilatación. Por otra parte, la acción mitogénica de la AM también es 

ejercida mediante esta vía de señalización, ya que algunos estudios en células 

Swiss 3T3 y queratinocitos han demostrado que la AM incrementa la síntesis de 

ácido desoxirribonucleico (ADN) y la proliferación celular, siendo estos efectos 

bloqueados por un inhibidor de la PKA (H-89) (Withers y col., 1996; Kapas y 

col., 1997).  

 

Sin embargo, la vía AMPc/PKA es conocida como un regulador negativo del 

crecimiento celular; en este sentido la AM ha demostrado inhibir la síntesis de 

ADN en células de músculo liso vascular que crecen de manera asincrónica y 

suplementada con suero que contiene varios factores de crecimiento (Iwasaki y 

col., 1998; Shichiri y col., 2003). 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 acción mitótica mediante la vía Proteína Tirosina Quinasa (PTK)/ERK, 

mientras que la AM ejerce su acción anti-mitogénica mediante la vía AMPc/PKA 

en células que crecen asincrónicamente (Shichiri y col., 2003).  
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Por otra parte, a la AM se le ha atribuido acción antioxidante in vivo 

(Shimosawa y col., 2002), ya que la AM es capaz de inhibir de manera directa la 

generación intracelular de especies reactivas de oxígeno (EROs) mediante su 

unión a su receptor y activación de la vía AMPc/PKA en células de músculo liso 

vascular, ya que la AM inhibió la formación de radicales libres inducido por ANG 

II, dicho efecto fue imitado por el dibutil-AMPc e inhibido por el inhibidor de la 

PKA; estos datos sugieren que la AM tiene un papel protector como 

antioxidante endógeno en el daño vascular inducido por ANG II (Yoshimoto y 

col., 2004). 

 

La vía de señalización AMPc/PKA de la AM ha sido postulada como el principal 

mecanismo de transducción de la AM para sus efectos biológicos, sin embargo, 

no es la única vía de señalización. A pesar de que los efectos CDV de la AM 

tales como la vasodilatación y el inotropismo positivo generalmente se 

acompañan de elevación 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 pleiotrópicas de la AM 

(crecimiento celular, migración y apoptosis) son independientes de la vía 

AMPc/PKA. 

 

1.3.1.2. 

 

Vía Proteína Tirosina Quinasa (PTK) / Quinasa regulada por 
señales extracelulares (ERK) 

Los efectos mitogénicos de la AM han sido demostrado en una gran variedad 

de células como líneas celulares tumorales, fibroblastos, queratinocitos, células 

de músculo liso vascular; en éstas, los efectos mitogénicos de la AM son 

mediados a través de la vía PTK/ERK, ya que la AM es capaz de estimular la 

actividad de la ERK (Iwasaki y col., 2001), siendo esta activación y los efectos 
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mitogénicos inducidos por la AM bloqueados totalmente por un inhibidor de la 

MEK (PD98059) y un inhibidor de la PTK (genisteína); esta activación de la 

ERK dependiente de PTK por la AM fue independiente de calcio y PKC 

(Iwaasaki y col., 1998; Shichiri y col., 2003), lo cual sugiere que la AM activa la 

cascada PTK que podría llevar a vía MEKK-MEK-ERK dependiente de Ras 

(Iwasaki y col., 2001). 

 

1.3.1.3. 

 

Vía Óxido Nítrico (NO)/ Guanosina monofosfato cíclico (GMPc) 
/Proteína Quinasa G (PKG) 

Existe un gran cuerpo de evidencias que indican que las acciones 

vasodilatadoras de la AM son mediadas principalmente por el NO, ya que el 

efecto vasodilatador de este péptido es bloqueado por inhibidores de la sintasa 

de óxido nítrico (SON) (Hinson y col., 2000). En células endoteliales de bovino, 

la AM ha demostrado activar la PLC a través de la proteína Gq para 

incrementar los niveles de calcio intracelular, que posiblemente conlleva la 

activación de SON endotelial (SONe) dependiente de calcio (Shimekake y col., 

1995). En vista de que el NO activa a la GC soluble para incrementar los niveles 

de GMPc intracelulares en células de músculo liso vascular; la PKG 

dependiente de GMPc podría funcionar como la principal molécula señalizadora 

en la vasorelajación mediada por AM. Asimismo, en el SNC, específicamente 

en la eminencia media de la rata, se ha observado que la AM estimula la 

actividad de la SON, así como la formación de GMPc, siendo dicho efecto 

mediado a través de los receptores de AM (Fig. 14) (Mathison y col., 2006). 
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Fig. 14. Efecto de la AM (10-7M) sobre la producción de GMPc (Panel superior 
izquierdo) y la actividad de la sintasa de óxido nítrico (SON) expresada como 
producción de (3H)citrulina (Panel superior medio) en la eminencia media de la 
rata. Efecto del análogo de la L-Arg, el L-NAME, sobre la producción de GMPc 
inducida por AM (Panel superior derecho). Efecto del antagonista del receptor 
de AM, AM22-52 (10-5 M) sobre la actividad de la SON (Panel inferior izquierdo) 
y la producción de GMPc (Panel inferior derecho) estimulada por AM. *p<0,01 
vs. salina (Mathison y col., 2006). 

 

 

1.3.1.4. 

 

Vía Fosfatidilinositol-3 quinasa (PIK3)/ AKT 

En un estudio del año 2001, se demostró que la AM produce vasodilatación 

dependiente del NO a través de la vía PIK3/AKT (Nishimatsu y col., 2001), por 
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lo que diferentes estudios sugieren que la AM ejerce un papel protector en el 

daño al miocardio por isquemia – reperfusión a través de esta vía (Okumura y 

col., 2004). Por otra parte, se ha evidenciado que la respuesta mitogénica de la 

AM en células de músculo liso vascular es bloqueada tanto por inhibidor de la 

PIK3 (la wortmanina, el LY294002) como por el inhibidor de la MEK (Shichiri y 

col., 2003). 

 

1.3.1.5. 

 

Señalización a través de Especies Reactivas de Oxígeno (EROs) 

El estrés oxidativo se produce por un desbalance pro y antioxidante (redox), 

caracterizado por un aumento en la producción de radicales libres, los cuales 

son especies químicas altamente reactivas e inestables, que tienen la 

capacidad de generar a otros radicales libres mediante reacciones químicas en 

cadena (Halliwell, 1994; Ballester, 1996). Éstos, a concentraciones elevadas, 

son altamente peligrosos para el organismo; ya que son capaces de reaccionar 

con cualquier compuesto biológico, entre ellos, los lípidos (Cross y col., 1987; 

Siekmeier y col., 2007).  

 

 

Entre las EROs se encuentran el anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y anión hidroxilo (OH. ); donde la reducción de un electrón del oxígeno 

produce anión O2
-, la de dos electrones produce H2O2 , y un tercer electrón 

separa al oxígeno en un radical OH. y un ión hidróxido (Kojo, 2004; Vargas y 

col., 2007) (Fig. 15), Entre las especies reactivas del nitrógeno, la más 

importante es el NO, a partir del cual se forman otras especies como el anión 

peroxinitrito (ONOO-), anión nitroxilo (NO-) y el dióxido de nitrógeno (NO2) 

(Vargas y col., 2007).  
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Fig. 15.  Formación de Radicales Libres (Vargas y col., 2007). 

 

 

En las células vasculares, las fuentes potenciales de O2
- incluyen la cadena 

transportadora de electrones mitocondrial y las enzimas nicotinamida adenina 

dinucleótido (NADH) / nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NAD(P)H) 

oxidasa, xantina oxidasa y SON. El sistema de la NADH / NAD(P)H oxidasa es 

la fuente principal de O2
- vascular y está constituido por oxidasas unidas a 

membranas que emplean el NADH y NAD(P)H como sustratos. 

Estructuralmente, estas oxidasas constan de varias subunidades gp91phox, 

p22phox, p47phox, p67phox y rac; las dos primeras intervienen en la 

transferencia de un electrón del NAD(P)H al oxígeno por la oxidasa, originando 

O2
- y NAD(P)+, y las tres últimas subunidades actúan como reguladores de la 

actividad de la enzima. Este sistema enzimático está regulado por factores 

involucrados en la patogénesis de las enfermedades vasculares como 

citoquinas, hormonas vasoactivas y fuerza física (Zalba y col., 2002). 
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Por lo tanto, la importancia de las EROs en la función vascular y el desarrollo de 

hipertensión ha sido ampliamente descrita (Rodrigo y col., 2007); ya que la 

elevada producción de EROs ha sido demostrada en varios modelos de 

hipertensión animal (Zalba y col., 2002), demostrándose que la expresión de la 

subunidad p22phox y la actividad de la NAD(P)H oxidasa están aumentadas en 

la aorta de ratas SHR (Fig. 16) (Zalba y col., 2000), siendo dicho aumento 

revertido por el ibersartán, un antagonista de los receptores tipo 1 de ANG II 

(AT1); por su parte, el tratamiento oral o la inyección intravenosa de 4- hidroxi-

2,2,6,6- tetrametilpiperidina – N-oxil (tempol), un mimético de la superóxido 

dismutasa (SOD), ha demostrado disminuir la presión arterial y la actividad 

nerviosa simpática en ratas SHR (Fujita y col., 2005); de igual manera, en la 

región ventrolateral rostral del bulbo raquídeo (RVLM) de ratas SHR se ha 

reportado elevados niveles de EROs; sin embargo, la inyección de tempol en 

RVLM ha demostrado disminuir la presión arterial (Fujita y col., 2005). Por otra 

parte, el O2
- es el determinante principal de la biosíntesis y biodisponibilidad del 

NO, por lo que puede modificar la función endotelial, ya que es conocido que el 

O2
- inactiva rápidamente al NO derivado del endotelio (Ferroni y col., 2005; 

Rodrigo y col., 2007; Figueira, 2010).  

 

 

Fig. 16. Expresión de p22phox (Panel izquierdo) y la Actividad de la NAD(P)H 
oxidasa (Panel derecho) en ratas Wistar Kioto (WKY) y Espontáneamente 
Hipertensas (SHR) (Zalba y col., 2000). 
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Asimismo, actualmente se reconoce a las EROs como moduladores del estado 

redox intracelular, los cuales tienen una importante función como segundos 

mensajeros en regular las vías de señalización y la subsecuente expresión de 

genes (Kunsch y col., 1999).  En este sentido se ha evidenciado la modulación 

de la expresión de un conjunto selectivo de genes inflamatorios vasculares por 

señales oxidativas intracelulares; lo cual indica que los radicales libres y sus 

moléculas blancos modulan una amplia variedad de procesos biológicos 

mediante señales de acoplamiento en la superficie celular en cambios a largo 

plazo en la expresión de productos de genes inflamatorios vasculares. En este 

sentido los radicales libres se comportan como segundos mensajeros que 

regulan cascadas de señalización intracelulares, afectando la actividad 

transcripcional celular (Kunsch y col., 1999).   

 

La AM ha demostrado tener efecto sobre la producción de radicales libres, pues 

es capaz de disminuir la producción de EROs mediada por NAD(P)H oxidasa, a 

través de la inhibición de la actividad de la enzima (Rahman y col., 2006). De 

igual manera, se ha demostrado que la AM posee propiedades protectoras 

contra el daño a órganos producidos por condiciones fisiopatológicas, mediante 

la inhibición del estrés oxidativo. El mecanismo que subyace a esta actividad 

varía dependiendo de la célula. En células mesangiales, la AM suprime la 

producción de ROS a través de la vía AMPc/PKA, mientras que en el ventrículo 

de la rata, la AM inhibe la NAD(P)H oxidasa a través de la vía NO/GMPc. Por 

otra parte, se ha descrito que la AM inhibe la estimulación de la NAD(P)H 

oxidasa inducida por ANG II en células de músculo liso (Liu y col., 2006). 
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1.3.1.6. 

 

Otras Vías de Señalización 

 
Por otra parte, se ha demostrado en células KG-1C, que la AM es capaz de 

elevar los niveles de Ca+2 intracelular por la vía del inositol 1,3,4- trifosfato (Fig. 

17) (Uezono y col., 1998). 

 

 

Fig. 17. Incremento de la concentración de Ca+2 intracelular (Ca2+)i inducido por 
AM en células KG-1C (Panel superior izquierdo). Efecto de la remoción del Ca+2 
extracelular sobre el incremento del (Ca2+)i inducido por AM (Panel superior 
derecho) y efecto de la forskolina sobre los niveles de (Ca2+)i en células KG-1C. 
Las células fueron estimuladas con AM seguido por Forskolina durante 90 s 
(Panel Inferior izquierdo). Efecto de la AM sobre los niveles de Inositol 1,3,4 – 
trifosfato en células KG-1C. Las células fueron estimuladas durante 1 min a 
37ºC. *p<0,05 vs. valor basal (Panel inferior derecho) (Uezono y col., 1998).  
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Asimismo, la AM ha demostrado provocar relajación en tiras de arteria coronaria 

porcina, mediante la disminución de la concentración de calcio intracelular y de 

la sensibilidad al calcio del aparato contráctil por un mecanismo mediado 

posiblemente por AMPc (Kureishi y col., 1995), y a través de la activación de 

canales de potasio sensibles a ATP (Hinson y col., 2000; Beltowski y col., 

2004). 

 

En células endoteliales, la AM posee receptores funcionales cuya activación 

probablemente conlleva acumulación de AMPc y movilización de calcio 

mediada por inositol – 1,4,5- trifosfato (IP3), lo cual está asociado con un 

incremento de la concentración de GMPc intracelular que puede ser bloqueado 

por inhibidores de la SON, sugiriendo que el mecanismo final es la liberación de 

NO del endotelio (Shimekake y col., 1995). 

 

Por lo tanto, a pesar de que la AM provoca vaso-relajación por un mecanismo 

que involucra la estimulación de la AC en células de músculo liso vascular, lo 

cual generalmente ha sido relacionado como un mecanismo de vasodilatación 

independiente del endotelio. La vaso-relajación en respuesta a la AM ha 

demostrado incluir la liberación de NO, un potente vasodilatador derivado del 

endotelio vascular. De hecho, los efectos de la AM sobre la vía de señalización 

del calcio, también han sido estudiados, desde que el NO ha sido implicado en 

la vasodilatación mediada por la AM, la cual puede ser debida a un incremento 

en el calcio intracelular, que activa a la SON endotelial (Hinson y col., 2000). 

 

Se ha descrito que la AM actúa como un factor anti-apoptótico en células 

endoteliales de aorta de la rata, de manera dosis dependiente (Kato y col., 

1997), sin tener efecto mitogénico; ya que la neutralización de la AM produce un 

incremento en la apoptosis después de la eliminación de suero; estas acciones 
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anti-apoptóticas de la AM son independientes de la vía AMPc/PKA (Kato y col., 

1997).  

 

Por otra parte, la AM es capaz de influir sobre la migración celular, ya que este 

péptido inhibe la migración de células de músculo liso vascular estimulado por 

suero, ANG II y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG), este 

efecto parece ser mediado por la vía AMPc/PKA (Horio y col., 1995; Kohno y 

col., 1997; Kohno y col., 1999); sin embargo en un estudio realizado por Fukai y 

col., (2003), los investigadores encontraron que el mecanismo antimigratorio de 

la AM era por una vía independiente de la AMPc/PKA (Fukai y col., 2003). 

 

1.4. Acciones de la Adrenomedulina 

 

La AM inicialmente fue caracterizada como un péptido hipotensor (Kitamura y 

col, 1993 A); sin embargo, han sido muchas las acciones descritas para la AM 

(Tabla IV) (Cases y col., 2001). Existe un gran cuerpo de evidencias que indican 

que la AM ejerce acciones pleiotrópicas, entre las que se incluye proliferación 

celular, apoptosis, migración, inflamación, angiogénesis y secreción hormonal 

(Cases y col., 2001; Beltowski y col., 2004).  

 

Es importante destacar que debido a que los receptores de AM generalmente 

se expresan en los mismos tejidos que el péptido, se considera a la AM como 

un efector local autocrino / paracrino (Takahashi, 2001). 
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Tabla IV. Efectos Biológicos de la AM 

 

 

1.4.1. Acciones Cardiovasculares  

 

Desde el descubrimiento de la AM mediante un ensayo desarrollado para 

identificar nuevos péptidos relevantes en el control de la circulación, el principal 

énfasis de la mayoría de los investigadores ha estado orientado en las acciones 

CDV de este péptido. La administración aguda o crónica de la AM ocasiona 

disminución de la resistencia vascular periférica acompañada de una caída en 

la presión arterial, lo cual se acompaña de elevación en la frecuencia y del 

gasto cardíaco (Haynes y col., 1995; Hirata y col., 1995; Lainchbury y col., 

1997; Hinson y col., 2000; Nagaya y col., 2000; Beltowski y col., 2004; Martínez 

y col., 2004; Nicholls, 2004). Se ha descrito que la AM es vasodilatadora en 

diferentes lechos, como el mesentérico, renal, coronario, pulmonar, cerebral, en 
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extremidades inferiores e induce relajación en preparaciones de anillos de aorta 

o arterias cerebrales (Cases y col., 2001). 

 

El mecanismo del efecto vasodilatador de la AM ha sido estudiado por muchos 

investigadores, sin embargo, los resultados difieren dependiendo del modelo 

animal y de la preparación vascular empleada. En general, la mayoría de los 

estudios indican que la AM induce vasodilatación independiente del endotelio 

actuando a través de los receptores CGRP y elevando los niveles de AMPc en 

células de músculo liso vascular (Beltowski y col., 2004). Por otra parte, la AM 

puede activar canales de potasio en células de músculo liso e inducir 

hiperpolarización de las mismas (Sakai y col., 1998). Asimismo, la AM por 

medio de sus receptores específicos en las células endoteliales produce 

relajación dependiente del endotelio mediada por NO (Hayakawa y col., 1999), 

por el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) (Wangensteen y 

col., 2002), y/o prostanoides vasodilatadores (Yang y col., 1996). Asimismo, la 

AM es capaz de activar la SON en por lo menos dos vías distintas, mediante la 

elevación de los niveles de calcio intracelular que incrementan la actividad de la 

SON (Shimekake y col., 1995), y mediante la activación por parte de la AM de la 

PIK3 y la proteína quinasa B / Akt, el cual fosforila a la SONe e incrementa su 

actividad, aún a bajas concentraciones de calcio (Nishimatsu y col., 2001).  

 

En cuanto a la contractilidad del miocardio, se ha evidenciado que la AM reduce 

la contractilidad de los miocitos ventriculares aislados de conejos mediante 

estimulación de la producción de NO, el cual disminuye la concentración 

intracelular de calcio mediante un mecanismo dependiente de GMPc (Ikenouchi 

y col., 1997). Sin embargo, un estudio posterior indica que la perfusión de AM 

en miocitos auriculares  prolonga la duración del potencial de acción, indicando 

un efecto inotrópico positivo (Szokodi y col., 1998).  
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De igual manera, otros estudios indican que la AM inhibe la síntesis proteica y 

la hipertrofia de cardiomiocitos, así como la proliferación de fibroblastos 

cardíacos y la producción de matriz extracelular (Tsuruda y col., 1998; Cases y 

col., 2001). De igual manera, la AM regula la proliferación de células de 

músculo liso vascular, estimula la producción de células endoteliales e inhibe la 

apoptosis (Miyashita y col., 2003; Beltowski y col., 2004).  

 

1.4.2. Acciones en el Sistema Nervioso 

 

En cuanto a los efectos de la AM sobre la presión arterial, es importante resaltar 

que los efectos ejercidos por la AM a nivel periférico, muchas veces no se 

corresponden con los vistos a nivel central; ya que la AM es hipertensora 

cuando es microinyectada en el área postrema (AP) o en la RVLM, mientras 

que induce un efecto hipotensor cuando se administra en el núcleo 

paraventricular (PVN) del hipotálamo  (Allen y col., 1997; Ji y col., 2002; Xu y 

col 2004B). 

 

Por otra parte, la AM administrada intracerebroventricular (icv) en ratas 

conscientes produce un efecto hipertensor, debido posiblemente a la activación 

del sistema nervioso simpático (Samson y col., 1998).  

 

Asimismo, la AM cuando es administrada icv, ha demostrado provocar 

inhibición de la ingesta de agua inducida por ANG II o por hiperosmolaridad 

(Murphy y col., 1995) y del apetito por la sal inducido por hipovolemia (Samson 

y col., 1997) y de la ingesta de alimentos. Asimismo, el bloqueo de la AM 

produce incremento en la ingesta de agua y sal, sugiriendo que tónicamente la 

AM inhibe la sed y el apetito por la sal (Taylor y col., 2002). De igual manera, la 
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administración central de AM incrementa el volumen urinario y la excreción de 

sodio y potasio (Israel y col., 2000; Beltowski y col., 2004). 

 

Por otra parte, se ha observado que la AM administrada centralmente estimula 

la liberación de oxitocina e inhibe la secreción de vasopresina estimulada por 

hiperosmolaridad. Por otra parte, la AM in vitro inhibe la secreción de la 

hormona adrenocorticotropina (ACTH) basal, como la estimulada por hormona 

liberadora de corticotropina (CRH) por parte de las células de la pituitaria 

anterior. Asimismo, la AM administrada a nivel periférico, disminuye la ACTH; 

sin embargo la inyección icv de la AM produce activación del eje hipotálamo – 

pituitaria – suprarrenal mediante la activación de las neuronas que producen 

CRH (Beltowski y col., 2004).  

 

1.4.3. Acciones Renales  

 

La presencia de la AM y los componentes de su receptor en el riñón, han 

sugerido que este péptido participa en la regulación hemodinámica renal, 

filtración glomerular y la homeostasis del sodio tubular (Cases y col., 2001).  

Se ha demostrado que AM es un potente vasodilatador en la regulación del tono 

vascular. De hecho, en estudios de órgano aislado, la AM induce vasodilatación 

dependiente de la concentración en arterias renales canina (Jougasaki y col., 

2000). 

 

Asimismo, se ha encontrado que la AM por vía intravenosa o infusión intrarenal 

tiene efectos diuréticos y natriuréticos, los cuales se asocian a su poder 

vasodilatador, al incremento del flujo sanguíneo renal y de la tasa de filtración 
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glomerular, así como a la disminución de la reabsorción tubular de sodio a nivel 

distal (Cases y col., 2001; Beltowski y col., 2004). 

El efecto vasodilatador renal, diurético y natriurético inducido por la AM ha sido 

asociado en parte por la liberación de NO endógeno (Jougasaki y col., 2000). 

 

1.4.4. Otras Acciones 

 

Se ha demostrado que la AM inhibe la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias, reduce la permeabilidad endotelial incrementada por EROs, 

endotoxinas o citoquinas. Tiene efectos sobre la proliferación celular, 

dependiendo del tipo de célula, produciendo estimulación en fibroblastos, 

queratinocitos, células endoteliales, osteoblastos, entre otras. La AM tiene 

propiedades angiogénicas (Beltowski y col., 2004). Por otra parte, la AM 

estimula la secreción de renina (Jensen y col., 1997). 

 

La AM ha demostrado tener un papel protector ante el estrés oxidativo, 

actuando como antioxidante in vivo. Asimismo, in vitro, se ha demostrado que la 

AM tiene un papel protector como antioxidante en el daño vascular inducido por 

ANG II, demostrándose que la AM inhibe la generación intracelular de EROs 

inducida por ANG II  en células de músculo liso vascular, siendo dicho efecto 

mediado por el receptor de AM a través de la vía AMPc/PKA; asimismo, la AM 

es capaz de inhibir la expresión de varios genes sensibles al estado redox como 

la proteína -1 quimiotáctica de monocitos (MCP-1) y la NAD(P)H oxidasa, los 

cuales son inducidos por la ANG II; lo cual indica que la AM es un poderoso 

antioxidante que juega un papel vasculoprotector en el daño vascular inducido 

por la ANG II (Yoshimoto y col., 2004).  
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1.5. La Adrenomedulina en la Hipertensión 

 

Diferentes estudios experimentales y epidemiológicos han demostrado que la 

expresión de la AM y sus componentes se encuentran alterados en diferentes 

patologías CDV tales como la hipertensión arterial, infarto agudo de miocardio, 

insuficiencia cardíaca congestiva, insuficiencia renal y diabetes complicada 

(Cases y col., 2001). 

 

Durante la hipertensión se ha observado un aumento en la expresión de la AM y 

de los componentes de sus receptores, que se cree se debe a una respuesta de 

adaptación CDV compensatoria al proceso fisiopatológico. Dichos cambios se 

han evidenciado en tejidos periféricos como la aorta, el ventrículo cardíaco (Fig. 

18) (Pan y col., 2005; Gibbons y col., 2007), así como a nivel del SNC (Cases y 

col., 2001). De igual manera, la hipertensión se acompaña de cambios en la 

expresión y actividad de la NEP que han sido demostrados en el plasma y 

tejidos como yeyuno, aorta y ventrículo izquierdo, donde se evidencia 

disminución de su actividad y un consecuente incremento en la expresión de 

AM, lo cual podría potenciar los efectos de este péptido (Fig. 19) (Jiang y col., 

2004).   
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Fig. 18. Cambio en la expresión de ARNm de adrenomedulina (ADM), CL, 
RAMPs en  el ventrículo de ratas controles e hipertensas inducidas con L-NNA 
(n=6) (Pan y col., 2005). 

 

 

 

Fig. 19. Expresión de la ADM (AM) (Panel izquierdo) y Neprisilina (NEP) (Panel 
derecho) en el ventrículo izquierdo, aorta, yeyuno y riñón en ratas SHR (Barras 
llenas) y WKY (Barras vacías) (Jiang y col., 2004). 

 

 

 



48 

 

En enfermedades como la hipertensión simple o con complicaciones, la 

expresión de la AM en los tejidos CDV se ha encontrado incrementada en 

relación a la severidad de la enfermedad; puesto que en pacientes con 

hipertensión arterial esencial se han descrito niveles de AM elevados con 

respecto a los controles sanos, y el grado de elevación se corresponde con la 

gravedad de la hipertensión, así como el grado de hipertrofia ventricular 

izquierda y de la disminución de la distensibilidad carotídea. Asimismo, en 

formas secundarias de hipertensión, los niveles de AM se encuentran elevados 

(Cases y col., 2001). 

 

Sin embargo, los cambios más dramáticos en el sistema AM se observan en 

modelo de hipertensión maligna, como se aprecia en las ratas SHR tratadas 

con deoxicorticosterona acetato y dieta alta en sal (DOCA- sal SHR) (Nishikimi 

y col., 2001; Beltowski y col., 2004); sin embargo, la AM ha demostrado ejercer 

efectos favorables en este modelo, ya que la infusión crónica de AM a dosis 

donde no exista efecto sobre la presión arterial, ha demostrado mejorar la 

depuración de creatinina, disminuir la proteinuria y los cambios histológicos 

renales, reducir la expresión renal de la enzima convertidora de angiotensina y 

el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) y aumentar la supervivencia 

de las ratas hipertensas en este modelo de hipertensión maligna (Mori y col., 

2002; Beltowski y col., 2004). 

 

Se ha demostrado que la administración de AM provoca una marcada reducción 

de la presión arterial, atenúa la hipertrofia cardíaca, la fibrosis, el daño renal y 

mejora el funcionalismo renal en ratas SHR, lo cual sugiere que el aumento de 

la AM es un evento biológico relevante para compensar el daño cardíaco y 

renal, por lo que la AM podría constituir una estrategia promisoria para el 

tratamiento de pacientes con hipertensión arterial (Jiang y col., 2004). 
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A nivel cardíaco, ha sido ampliamente demostrado un aumento en la expresión 

de la AM en los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo durante la hipertensión 

inducida por L-NAME (20 o 50 mg/Kg/día) administrada a ratas durante 8 

semanas. Se ha postulado que dicho aumento en la expresión de la AM puede 

proveer de un mecanismo compensatorio local al incremento del estrés 

oxidativo y a la liberación de mediadores hipertróficos, ayudando a compensar 

la hipertrofia de los cardiomiocitos observada en este modelo después de la 

administración de L-NAME, ya que es conocido que la administración de AM 

reduce la masa ventricular izquierda, posiblemente mediante una atenuación 

del crecimiento de los cardiomiocitos (Fig. 20) (Bell y col., 2006).  

 

 

Fig. 20. Efecto de la administración crónica de L-NAME (20 y 50 mg/Kg/día) 
durante 8 semanas en ratas. Expresión de la AM en cardiomiocitos del 
ventrículo izquierdo. Los datos son expresados como la media + desviación 
estándar de la expresión del ARNm de la AM normalizada con Gliceraldehído – 
3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH). *** p<0,005 (Bell y col., 2006). 
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De igual manera, los componentes de los receptores de la AM también se ven 

alterados en este modelo de hipertensión, ya que la expresión de RAMP2 y 

RAMP3 en los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo incrementa 

considerablemente (Zhao y col., 2006), lo cual podría promover la interacción 

de la AM con los receptores AM1 y AM2 en lugar del receptor CGRP1, 

favoreciendo un efecto antihipertrófico local de la AM. Sin embargo, no se ha 

establecido el receptor responsable de este efecto de la AM, aunque la 

marcada elevación de la expresión del RAMP3 sugiere un papel más 

prominente del receptor AM2 en la contra-regulación en respuesta a los 

cambios fisiopatológicos que ocurren en el miocardio en la hipertensión arterial 

inducida por la deficiencia de NO (Fig. 21) (Bell y col., 2006). 

 

 

Fig. 21. Efectos de la administración crónica de L-NAME (20 mg/Kg/día) 
durante 8 semanas sobre la expresión de CRLR (Panel A), RAMP1 (Panel B), 
RAMP2 (Panel C) y RAMP3 (Panel D) en cardiomiocitos del ventrículo 
izquierdo. Los datos son expresados como la media + desviación estándar de la 
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expresión del ARNm de la AM normalizada con GAPDH.*p<0,05. *** p<0,005 
(Bell y col., 2006). 

 

Esto sugiere que la elevación de los componentes del sistema AM cardíaco en 

la hipertensión es un mecanismo protector que disminuye la sobrecarga 

cardíaca debido a las propiedades natriuréticas y vasodilatadoras de la AM, 

además de limitar la hipertrofia y el remodelaje cardíaco (Beltowski y col., 

2004). 

 

Es conocido que la expresión, síntesis y secreción de la AM es regulada por 

muchos factores tales como ANG II, endotelina-1, norepinefrina, y estímulos 

físicos como el estrés de rozamiento, los cuales participan en la fisiopatología 

de la hipertensión (Jiang y col., 2004). Por otra parte es relevante considerar 

que la ANG II induce aumento en la expresión de RAMP1 y RAMP3, y la 

endotelina-1 aumenta la expresión de CRLR, RAMP3 y disminuye la expresión 

de RAMP2, por lo que es posible que la activación de factores de crecimiento 

hipertróficos (incluyendo la ANG II y la endotelina-1) pueda explicar la 

modulación de los componentes de los receptores de la AM en el modelo de 

hipertensión con L-NAME (Bell y col., 2006). 

 

Asimismo, muchos han sido los efectos favorables que tiene la administración 

de AM durante la hipertensión, puesto que la administración subcutánea de AM 

ejerce un efecto antioxidante en ratas sensible a sal (Dahl), las cuales son un 

modelo de hipertensión genética que exhibe un aumento en el estrés oxidativo; 

por lo que estas ratas con una dieta rica en sal evidencian disminución en la 

transcripción de la citidina trifosfato ciclohidrolasa I y sobreexpresión de p22 

phox, lo cual contribuye al aumento de la actividad desacoplada de la SON con 

el consecuente incremento de la producción de anión superóxido. En este 
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sentido, la AM suprime la producción de anión superóxido e incrementa tanto la 

síntesis como la biodisponibilidad de NO mejorando la función endotelial (Cao y 

col., 2005). 

 

Se ha  demostrado que los daños vasculares inducidos por la ANG II son 

mediados por el estrés oxidativo. En este sentido, la AM ha mostrado inhibir el 

estrés oxidativo, ya que su deficiencia es capaz de agravar el daño CDV 

inducido por el estrés oxidativo, puesto que ratones deficientes en AM (AM+/-) 

con administración de ANG II y dieta alta en sal presentan niveles elevados de 

isoprostano urinario, marcador de estrés oxidativo,  en comparación a los 

ratones AM+/- a los que no se les administró ANG II y dieta alta en sal. Sin 

embargo, este marcador no se elevó en ratones AM+/+ con administración de 

ANG II y dieta alta en sal. Esto sugiere que la AM puede representar una 

sustancia endógena protectora de órganos que contrarresta el estrés oxidativo 

en el sistema CDV (Shimosawa y col., 2002). 

 

Por otra parte, a nivel del SNC diferentes estudios han demostrado la existencia 

de cambios en la expresión de la AM y sus componentes en la hipertensión. De 

hecho, se ha evidenciado cambios en la expresión del ARNm para los 

componentes de los receptores de la AM y para la AM en ratas hipertensas 

inducidas por estrés; donde aquellas ratas que recibieron estímulo eléctrico 

plantar (EEP) y estrés de sonido, presentaron un incremento en la expresión de 

pre-pro AM en hipotálamo, pituitaria y glándula suprarrenal, y disminución en el 

bulbo raquídeo y mesencéfalo, en comparación a las ratas controles; por su 

parte en las ratas sometidas a estrés la expresión de CRLR en el bulbo 

raquídeo fue mayor, estuvo disminuida en el mesencéfalo e hipotálamo y no 

experimentó cambios en la  pituitaria y en la glándula suprarrenal, con respecto 

a las controles. La expresión del ARNm para RAMP2 estuvo incrementada en 

ratas sometidas a estrés en el bulbo raquídeo e hipotálamo y disminuido en la 
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glándula suprarrenal. Por otra parte, la expresión del ARNm para RAMP3 

estuvo incrementada en el hipotálamo, pituitaria y disminuida en la glándula 

suprarrenal y en el mesencéfalo de las ratas sometidas a estrés en 

comparación con las controles (Fig. 22) (Li y col., 2004).  

 

 

 

 

 

Fig. 22. Efecto del estrés crónico sobre la expresión de AM (Panel Superior 
Izquierdo), CRLR (Panel Superior Derecho), RAMP2 (Panel Inferior Izquierdo) y 
RAMP3 (Panel Inferior Derecho) en el bulbo raquídeo, el mesencéfalo, el 
hipotálamo, la glándula pituitaria y suprarrenal. Valores expresados como la 
media + desviación estándar. *p<0,05, **p<0,01 versus el grupo control, 
respectivamente (Li y col., 2004). 

 

Esta sobre-expresión de la AM y de los componentes de sus receptores a nivel 

del hipotálamo, sugiere un efecto compensatorio protector para reajustar el 

incremento en la presión arterial; por otro lado, la disminución de la pre-pro AM 

en el bulbo raquídeo, también puede obedecer a un mecanismo compensatorio, 

pues en esta región la AM ejerce un efecto hipertensor (Li y col., 2004). 
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Por otra parte, se ha evidenciado que la AM endógena cerebral podría inhibir la 

elevación de la presión arterial y la activación simpática inducida por la 

administración icv de solución salina hiperosmótica en ratones (Fujita y col., 

2005); por lo que la AM tiene efectos beneficiosos en la hipertensión. 

 

1.6. La Adrenomedulina y el Sistema Nervioso Central 

 

Existe evidencia de la presencia de un sistema adrenomedulinérgico en el SNC; 

pues de acuerdo a Carey y col., (2003), para poder hablar de la existencia de 

un sistema peptídico local, es necesario que se cumplan varios requisitos los 

cuales incluye: la presencia de ARNm para todos los componentes del sistema, 

síntesis en el tejido del producto biológicamente activo, presencia de los 

receptores para el producto biológicamente activo, regulación dentro del tejido 

(independientemente de la regulación sistémica) del producto biológicamente 

activo, y la existencia de respuesta fisiológica tras la reducción o eliminación de 

las acciones del producto (Carey y col., 2003; Figueira y col., 2009). La AM es 

un péptido que parece cumplir con estos requisitos en el cerebro; ya que se ha 

evidenciado los elementos del sistema de la AM a nivel central y se ha 

demostrado que la AM cumple importantes acciones a este nivel; en este 

sentido, se podría hablar de la existencia de un sistema “adrenomedulinérgico” 

a nivel central. 

 

Los estudios iniciales de la AM parecían indicar que ésta estaba ausente en el 

cerebro de humanos y ratas; sin embargo estudios posteriores encontraron que 

la AM se encontraba presente en el cerebro humano a concentraciones que 

oscilan entre 0,26 – 1,4 pmol/g, reportándose los mayores niveles en el tálamo 

y el hipotálamo (Satoh y col., 1995). Posteriormente, se observó este péptido en 

la corteza cerebral, cerebelo, glándula pituitaria (Sakata y col., 1994), bulbo 
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raquídeo, hipotálamo y amígdala (Fig. 23) (Samson y col., 1997; Hinson y col., 

2000; Serrano y col., 2002; Juaneda y col., 2003; Macchi y col., 2006). 

 

 

Fig. 23. Concentración de AM inmunoreactiva (IR-ADM) en el cerebro humano 
(Takahashi, 2001). 

 

En el hipotálamo de la rata, se ha encontrado AM en los núcleos supraóptico 

(NSO), magnocelular paraventricular, periventricular anterior, circularis y 

magnocelular accesorio, coexistiendo con la oxitocina y con la arginina 

vasopresina en las neuronas magnocelulares (Ueta y col., 1995; Serrano y col., 

2000; Serrano y col., 2003; Macchi y col., 2006). En el hipotálamo humano, la 

AM ha sido localizada en el NSO, y tanto en la porción magnocelular y 

parvocelular del PVN, así como en el núcleo infundibular (Satoh y col., 1996). 

Asimismo, se ha evidenciado AM en el bulbo olfatorio accesorio y principal, en 

las áreas posterior, medial dorsal, lateral y ventral del núcleo olfatorio, núcleo 

accumbens y la estría terminal,  área septal,  caudado-putamen, tubérculo 

olfatorio,  pálido ventral, banda diagonal de Broca, globo pálido, sustancia 

innominata, hipocampo, amígdala, tálamo, mesencéfalo, bulbo raquídeo, 

órganos circunventriculares (en el órgano subfornical y  AP) y en el cerebelo 

(Fig. 24) (Serrano y col., 2000).  
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Fig. 24. Sección de la pituitaria de una rata hibridada con pro-AM (Cameron y 
col., 1998). 

 

En el cerebelo, la AM se localiza en las células de Purkinje. La capa granular, 

contiene dos tipos de estructuras neurales inmunoreactivas a la AM, las 

terminales de las fibras musgosas y las células de Golgi. Asimismo, los núcleos 

cerebelares lateral, interpósito y medial contienen neuronas inmunoreactivas a 

AM (Serrano y col., 2000).  

 

Como se puede apreciar, la AM es un péptido producido en múltiples tejidos, 

entre ellos el SNC donde se aprecia la existencia de ADN, ARNm y del péptido 

de la AM y sus receptores en diferentes regiones del SNC (Fig. 25) (Sone y col., 

1997; Yang y col., 2003). Asimismo, se ha observado que el gen de la AM es 

transcrito y expresado a nivel cerebral, en regiones como el PVN, NSO, locus 

coeruleus, RVLM, columna intermediolateral de la médula espinal; lo cual 

sugiere que este péptido cumple importantes funciones a nivel central (Shan y 

col., 2001). Por lo tanto, los hallazgos de la presencia de AM en algunas 

neuronas y los sitios de unión a la AM en el cerebro sugieren el papel de 

neurotransmisor / neuromodulador de la AM (Takahashi, 2001). 
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Fig. 25. ARNm de la AM en cerebro humano (Takahashi, 2001). 

 

Además de las células endoteliales cerebrales, otras células en el cerebro 

pueden producir la AM, como las células de músculo liso vascular, pericitos, 

astrocitos y neuronas; sin embargo, todas estas células están del lado del 

cerebro de la barrera hematoencefálica, por lo que su contribución a los niveles 

de AM en la circulación cerebral es cuestionable. Parece más probable que la 

producción de AM por estas células y por el plexo coroideo contribuya a los 

niveles de AM en el líquido cefalorraquídeo (LCR); siendo la concentración de 

AM en este compartimiento comparable o menor que la del plasma (Kis y col., 

2003). No es conocido si la AM circulante puede cruzar la barrera 

hematoencefálica; sin embargo, esta puede ganar acceso a través de los 

órganos circunventriculares tales como el órgano subfornical o la lámina 

vasculosa terminal, donde la barrera se encuentra ausente. Alternativamente, la 

AM puede actuar de manera autocrina como paracrina dentro del cerebro, pues 

cuando se administra la AM intravenosa, ésta actúa predominantemente en 

órganos donde los genes de AM se encuentran altamente expresados (Samson 

y col., 1997; Kis y col., 2003). 
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De igual manera, a nivel cerebral existe una muy discreta distribución de los 

sitios de unión a la AM (Fig. 26), los mismos se encuentran localizados en el 

plexo coroides y en el revestimiento del tercer, cuarto y ventrículo lateral, en el 

núcleo amigdaloide basolateral, lóbulo neural de la pituitaria, nervio trigémino y 

en la capa de células granulares del cerebelo (Fig. 27) (Juaneda y col., 2001). 

Asimismo, la AM y sus receptores se distribuyen ampliamente a nivel de la 

corteza cerebral, médula espinal, tálamo, tallo cerebral, RVLM, hipotálamo, en 

neuronas del PVN, NSO (Fig. 28) (Owji y col., 1996; Xu y col., 2004A). 

 

 
 

Fig. 26. Distribución autoradiográfica de los sitios de unión de la I125AM(13-53) 
humana en el cerebro de la rata. TOTAL representa la unión total, NSB 
representa la unión no específica. Abreviaciones: Cb: Cerebelo. 4V: Cuarto 
ventrículo (Juaneda y col., 2001). 

 

Asimismo, la AM además es detectada en el LCR. Adicionalmente, se ha 

demostrado que la producción de AM en las células endoteliales del cerebro es 

mayor en un orden de magnitud con respecto a otras células endoteliales; por lo 

que la concentración de AM en la circulación cerebral es mayor que en otros 

lechos vasculares; por lo que estas evidencias indican que la AM podría actuar 

en neuronas del SNC como neurotransmisor y/o neuromodulador, participando 

en la respuesta CDV y neuroendocrina (Ueta y col., 2001; Kis y col., 2003).  
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Fig. 27. Sitios de unión para la AM-I125 en el cerebro humano (Takahashi, 
2001). 

 

 

 

Fig. 28.  Colocalización de CRLR y RAMP2 (Panel A) o CRLR y RAMP3 (Panel 
B) en neuronas hipotalámicas. Las células positivas CRLR son identificadas por 
cy3 (rojo) en 1; RAMPs son identificados por la tinción fluorescente Alexa 488 
(verde) en 2; la presencia de células es indicado por la tinción nuclear 4-6-
diamidino – 2- fenilindol (azul) en 3; y la colocalización se observa en amarillo 
en 4 (Xu y col., 2007).   

 

 



60 

 

Existe evidencia que indica la presencia de CRLR y RAMPs en arterias 

cerebrales humanas (Fig. 29) (Oliver y col., 2002). Asimismo, se ha evidenciado 

el ARNm CRLR a nivel del caudado-putamen y en el núcleo amigdaloide central 

y basolateral y plexos coroideos. Por su parte, el ARNm para RAMP1 se 

encuentra ampliamente distribuido en todo el cerebro incluyendo la corteza 

cerebral, caudado – putamen, complejo amigdaloide, hipocampo, AP, cerebelo 

y epéndimo. La RAMP2 se encontró más abundantemente en el hipocampo, 

cerebelo, hipotálamo, piamadre y vasos sanguíneos. La RAMP3 ha sido 

detectada en el  AP, núcleos talámicos y en el cerebelo (Díaz y col., 2006). 

 

 

Fig. 29. Expresión celular de CGRP y RAMPs en arterias meníngea media 
(MMA), cerebral pial (PA) y media (MCA) en humanos (Oliver y col., 2002). 

 

La localización de receptores de AM en el SNC en áreas involucradas con el 

equilibrio hidromineral y liberación de vasopresina, sugiere el papel de este 
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péptido en la regulación de la homeostasis del fluido corporal; asimismo, de 

manera interesante, muchos de los sitios de unión específicos a AM además 

tienen una alta densidad de  receptores de ANG II, péptido natriurético atrial y 

endotelina, péptidos vasoactivos; lo cual sugiere que esta localización 

anatómica común podría significar un papel de la AM en el control de la 

secreción de vasopresina, ingesta de agua y sal y regulación de la presión 

arterial (Díaz y col., 2001).  

 

Asimismo, la AM parece tener un importante papel a nivel central, pues su 

presencia se acompaña de importantes efectos ya que  la AM  inhibe la ingesta 

de agua inducida por ANG II (Samson y col., 1997), y la ingesta de alimentos e 

inhibe la ingesta de sal (Fig. 30) (Samson y col., 1997); de igual manera la AM 

icv incrementa la liberación del péptido natriurético auricular, e inhibe la 

liberación de la ACTH. Asimismo, la administración icv de AM resulta en 

diversas respuestas neuroendocrinas tales como la inhibición de la secreción de 

arginina vasopresina inducida por estímulos hipovolémicos y osmóticos, y la 

excitación de neuronas que secretan oxitocina en el hipotálamo de la rata 

(Yokoy y col., 1996; Serino y col., 1999). 
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Fig. 30. Efecto de la administración central de la AM sobre la ingesta de sal 
inducida por hipovolemia isotónica. *p<0,05; **p<0,01 (vs. Control) (Samson y 
col., 1997). 

 

Asimismo, la administración central de AM es capaz de incrementar la 

excreción urinaria de agua, sodio y potasio de manera dependiente de la dosis 

en ratas hidratadas conscientes. Este efecto diurético y natriurético puede ser 

debido en parte a su capacidad de inhibir la actividad nerviosa simpática renal 

y/o a su capacidad de liberar polipéptidos natriuréticos. Se ha sugerido que el 

efecto diurético y natriurético observado después de la administración de AM en 

el órgano subfornical están asociados con la disminución de la actividad de la  

bomba Na+K+-ATPasa en el túbulo proximal renal (Gao y col., 2009). De 

cualquier modo estos efectos sugieren que el sistema adrenomedulinérgico 

cerebral puede actuar como un factor paracrino / autocrino con el fin de 

defender al organismo contra estados de hipervolemia e hipernatremia (Figs. 31 

al  33) (Israel y col., 2000; Díaz y col., 2001).  
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Fig. 31. Efecto renal inducido por la administración icv de AM o CGRP en ratas 
hidratadas conscientes. Los grupos de ratas fueron tratadas con AM o CGRP 
(100 pmol/ 5 μL) o salina como vehículo (5 μL) seguido por agua p.o (20 
mL/Kg). La orina fue recolectada a la 1, 3 y 6 h (n: 12 – 26/ grupo). Valores 
presentados como la media + error estándar de la media. *p<0,01; **p<0,001 
comparado con el grupo control (Díaz y col., 2001).  
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Fig. 32. Efecto de una simple inyección icv de AM sobre la excreción urinaria de 
agua, sodio y potasio en ratas conscientes hidratadas. Las ratas recibieron una 
inyección icv de salina o AM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado con el 
grupo control salina (Israel y col., 2000).  
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Fig. 33. Inhibición de la actividad de la Na+K+ ATPasa en el túbulo proximal 
renal tras la administración de AM en el órgano subfornical (n=6). aCSF: 
Líquido cefalorraquídeo. ADM: adrenomedulina (20 ng/µL; 0,1 µL). *p<0,01 vs. 
grupo aCSF (Gao y col., 2009). 

 

Por otra parte se ha demostrado que la administración icv de AM provoca una 

marcada inducción de la inmunoexpresión similar a Fos, (producto del gen c-fos 

usado para detectar actividad neuronal en el SNC) en regiones cerebrales de la 

rata que incluye el proencéfalo, hipotálamo (NSO, división magnocelular del 

PVN) y tallo cerebral (núcleo del tracto solitario (NTS), AP), lo cual podría estar 

relacionado con respuestas fisiológicas mediante la activación de la red neural 

en el hipotálamo y en el tallo cerebral; ya que células inmunoreactivas a Fos 

fueron detectadas en NSO y PVN después de la administración icv de AM; y la 

administración central de AM provoca secreción de oxitocina y activa a las 

células que secretan oxitocina (Fig. 34) (Serino y  col., 1999; Ueta y col., 2001). 
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Fig. 34. Efecto de la administración icv de AM sobre los niveles plasmáticos de 
oxitocina en ratas. Datos expresados como media + error estándar. *p<0,05 vs. 
grupo tratado con vehículo (Serino y col., 1999).  

 

Por otra parte, la administración central de AM incrementa la expresión de c-fos 

en pro-encéfalo, hipotálamo y en tallo cerebral y activa neuronas productora de 

NO en el PVN, NSO, NTS y en el núcleo paragigantocelularis lateral (PGL) (Fig. 

35). Los efectos de la AM sobre la producción de NO en el cerebro no son 

claros; sin embargo, existe evidencia que indica que el sistema NO en el 

cerebro puede activarse durante estados de desbalance homeostático como 

deshidratación, hipertensión y estrés; siendo una de las principales funciones 

del sistema NO central restablecer la homeostasis a través de la inhibición de la 

actividad simpática (Ji y col., 2004).  
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Fig. 35. Inmunoreactividad a c-fos y SON neuronal (SONn) en el PVN, NSO, 
NTS y PGL. A: Ratas controles (Vehículo icv). B: Ratas tratadas con AM (3 
nmol/Kg icv). Punta de las flechas: Neuronas inmunomarcadas c-fos. Flechas 
blancas: Neuronas inmunomarcadas a SONn. Flechas negras: Neuronas 
inmunomarcadas a c-fos y SONn (Ji y col., 2004). 
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La evidencia indica que la AM está involucrada en la regulación de la presión 

arterial, tanto por mecanismo periféricos como centrales, ya que la 

administración intravenosa de la misma provoca una rápida y sostenida 

disminución de la presión arterial debida a la relajación de las células de 

músculo liso vascular. Por su parte, los efectos de la AM a nivel central son 

área específicos, pues la administración de AM icv, en el RVLM y en el AP ha 

demostrado incrementar la presión arterial (Figs. 36 al 38); observándose que 

las acciones de la AM a nivel de la RVLM son mediadas a través de receptores 

de AM; induciendo efectos vasopresores potenciando tanto la transmisión 

glutamatérgica como nitrérgica  (Samson y col., 1998; Yang y col., 2003; Xu y 

col., 2004A). 

 

 
Fig. 36. Curso temporal de la presión arterial media (Panel A) y la frecuencia 
cardíaca (Panel B) en ratas tras administración unilateral de salina o AM en el 
RVLM. Tiempo 0 indica inicio de la administración. Valores presentados como la 
media + desviación estándar; n=6 para cada grupo. Bpm: latidos por minuto. 
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*p<0,05, con respecto a salina. #p<0,001 pmol ADM, o + 0,01 pmol de ADM (Xu 
y col., 2004A). 
 

 

 

 
 Fig. 37. Efecto de ADM22-52 sobre el curso temporal de la presión arterial media 
(Panel A) y frecuencia cardíaca (Panel B) en ratas tras administración unilateral 
de salina o AM en el RVLM. Tiempo 0 indica inicio de la administración. Valores 
presentados como la media + desviación estándar; n=6 para cada grupo. Bpm: 
latidos por minuto. *p<0,05, respecto a salina. # p<0,01 pmol ADM + 0,01 pmol 
ADM 22-52 (Xu y col., 2004A). 
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Fig. 38. Efecto de 7-NiNa sobre el curso temporal de la presión arterial media 
(Panel A) y frecuencia cardíaca (Panel B) en ratas tras administración unilateral 
de salina, AM, NiNa, azul de metileno en el RVLM. Tiempo 0 indica inicio de la 
administración. Valores presentados como la media + desviación estándar; n=6 
para cada grupo. Bpm: latidos por minuto. 7-NiNa: 7-sal sódica de nitroindazol. 
*p<0,05, respecto a salina. # p<0,01 pmol ADM + 0,05 pmol 7-NiNa, o + 0,01 
pmol de ADM + 100 pmol azul de metileno (Xu y col., 2004A). 
 

 

Es importante tener en cuenta que en un estudio realizado por Samson y col., 

(1998), se demostró que el efecto hipertensivo de la AM icv fue abolido con el 

bloqueo α-adrenérgico (Samson y col., 1998). 

 

Por su parte, la administración de AM en el PVN del hipotálamo causa 

disminución de la presión arterial, el cual es mediado por NO y ácido gamma 

aminobutírico (GABA) (Xu y col., 2004B). 



71 

 

Diversos estudios se han enfocado en evaluar la acción de la AM del SNC 

sobre el sistema CDV. La actividad barorefleja constituye un reflejo central vital 

en el mantenimiento normal de la presión arterial media, no sólo mediante el 

control momento a momento de la presión arterial; también mediante el control 

a largo plazo de la presión arterial, ya que el daño crónico de la actividad 

barorefleja resulta en hipertensión neurogénica (Thrasher, 2002; Malpas, 2004). 

En este sentido, la AM ha demostrado participar en la regulación CDV mediante 

la modulación del baroreflejo, observándose que la administración icv de AM 

aumenta el control baroreflejo de la actividad nerviosa simpática renal (Saita y 

col., 1998; Matsumura y col., 1999); por su parte, la AM en el RVLM inhibe el 

control baroreflejo de la frecuencia cardíaca, a través de su interacción con 

receptores AM y mediante una vía de señalización asociada a PKA (Xu y col., 

2006). Este efecto de la AM a este nivel, se cree es debido a la modulación 

ejercida por el péptido sobre el flujo simpático de este núcleo, pues la 

microinyección de altas concentraciones de AM en el RVLM induce incremento 

en la frecuencia cardíaca y presión arterial media, lo cual indica que la AM en el 

RVLM estimula neuronas que controlan la actividad simpática cardíaca (Xu y 

col., 2006).  

 

En este sentido, el hecho de que la AM en el RVLM inhiba el control baroreflejo 

de la frecuencia cardíaca y que induzca efectos vasopresores, sugiere que la 

AM en el RVLM potencia la neurotransmisión adrenomedulinérgica dentro del 

RVLM, bien elevando la liberación de AM o incrementando la expresión de sus 

receptores; lo cual podría contribuir al desarrollo de hipertensión (Xu y col., 

2006); ya que se ha demostrado en ratas hipertensas, que la expresión de 

receptores de AM en el tallo cerebral está incrementado con respecto a las 

normotensas (Li y col., 2004). 

 

La AM endógena ha demostrado que  juega un papel muy importante en el SNC 

para el control de la presión arterial, ya que en ratones homocigotos a la AM 
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(AM+/+) sometidos a una dieta alta en sal a las que se le administró una carga 

de solución salina hipertónica icv, se observó que la AM endógena cerebral 

inhibió la elevación de la presión arterial y la actividad simpática con respecto a 

su contraparte heterocigoto AM+/; lo cual pudo ser debido a una inducción en la 

producción de AM cerebral en los ratones homocigotos (Fig. 39) (Fujita y col., 

2005).    

 

 

Fig. 39. Porcentaje de cambio de la presión arterial media (MAP) (Panel 
superior izquierdo) y de la actividad simpática (SNA) (Panel superior derecho) y 
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contenido de AM en cerebro (Panel inferior) de los cuatro grupos de ratones. 
*p<0,05  (Fujita y col., 2005).  

 

Sin embargo, el pretratamiento con tempol, un mimético de la SOD permeable a 

la  membrana, logró revertir la elevación de la presión arterial y la activación 

simpática en el grupo de ratones AM+/- con dieta alta en sal, lo cual sugiere que 

los radicales libres podrían estar involucrados en el efecto presor de la solución 

salina hipertónica icv; y que la AM endógena cerebral modula la regulación 

simpática de la presión arterial por medio de su efecto antioxidante; ya que el 

estrés oxidativo podría incrementar la producción de AM cerebral en ratones 

homocigotos, y a su vez la AM generada en el cerebro podría contrarrestar la 

estimulación de la actividad simpática inducida por la solución salina 

hipertónica, posiblemente a través de la capacidad de inhibir la producción de 

EROs (Fig. 40) (Fujita y col., 2005).  

 

Por lo tanto, la AM también ha demostrado ser un poderoso antioxidante a nivel 

central, ya que este péptido se puede comportar como un regulador negativo 

para compensar la sobreproducción de EROs (Fujita y col., 2005). 

 

Finalmente, se ha demostrado que la AM provoca una importante dilatación de 

las arteriolas cerebrales in vivo; siendo dicha repuesta dependiente de la 

activación de canales de K+ (Fig. 41) (Lang y col., 1997). 
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Fig. 40. Porcentaje de cambio de la presión arterial media (MAP) (Panel 
superior izquierdo) y de la actividad simpática (SNA) (Panel superior derecho) 
en respuesta a la administración icv de solución salina hipertónica y 
pretratamiento con 3CP (3-carbamoil-2,2,5,5-tetrametil-3-pirolina-N-oxil) o 
tempol en cerebro. Producción de anión superóxido en hipotálamo inmerso en 
solución salina hiperosmótica (1,55 M NaCl) de los cuatro grupos de ratones. 
*p<0,05. **p<0,01  (Fujita y col., 2005).  
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Fig. 41. Respuesta dilatadora de las arteriolas cerebrales a dos aplicaciones 
tópicas de AM (Appl). El diámetro arteriolar basal fue de 46 + 1 µm. Valores 
presentados como la media + ESM. n= 5 ratas (Lang y col., 1997). 

 

En vista de la existencia de la evidencia presentada que indica la presencia de  

AM y sus receptores en el cerebro, y del papel que juega en el procesamiento 

de información asociada a la regulación de los fluidos corporales y en la 

regulación de la presión arterial; se sugiere la existencia de un sistema 

adrenomedulinérgico a nivel central de importancia fisiológica. 

 

1.7. La Adrenomedulina y el Cerebelo 

 

A nivel del cerebelo, pocos han sido los estudios que se han llevado a cabo con 

la AM. La gran mayoría de estos trabajos de investigación se centran en la 

localización de la AM y de los componentes de sus receptores a nivel del 

cerebelo. En este sentido, diferentes estudios en animales de experimentación 

han demostrado la presencia de sitios de unión a la AM e inmunoreactividad a 

la AM en cerebelo de ratas normotensas (Sakata y col., 1994; Owji y col., 1995; 

Sone y col., 1997; Serrano y col., 2000; Serrano y col., 2003), así como la 
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expresión del CRLR, RAMP2 y RAMP3 a este nivel (Fig. 42) (Chakravarty y 

col., 2000; Uezono y col., 2001). 

 

 

Fig. 42.  RT-PCR de ARNm para CRLR, CTR y RAMPs en cerebelo humano. El 
ARNm fue transcrito (+) o no (-) y luego amplificado por PCR. Los productos 
amplificados fueron corridos por electroforesis y visualizados. M: Marcador DNA 
(Uezono y col., 2001).  

 

En el cerebelo, la inmunoreactividad a la AM se ha apreciado en los núcleos 

lateral, interpósito y medial cerebelar; así como en las capas molecular, de las 

células de Purkinje y en la granular de la corteza cerebelar (Serrano y col., 

2000). Esta última contiene dos tipos de estructuras neuronales 

inmunoreactivas, las terminales de las fibras de musgosas y las células de 

Golgi. Por su parte, en las células de Purkinje se demuestra además 

colocalización de la AM con el Factor H  (Serrano y col., 2003). 

 

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 de ratas hipertensas. En un estudio realizado en el año 2007, 

Pastorello y col., demostraron, por primera vez, la existencia de diferencias en 

la expresión de los receptores de AM a nivel del cerebelo en ratas hipertensas y 
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normotensas; observándose un incremento en la concentración de los 

receptores para AM  en el cerebelo en un modelo de hipertensión arterial como 

lo son las ratas SHR, al compararlas con las ratas normotensas WKY (Fig. 43). 

Este incremento en la densidad de los receptores de AM en el cerebelo de las 

ratas SHR sugiere que la AM podría estar participando en el mantenimiento de 

la hipertensión genética. Estos hallazgos soportan la hipótesis de un papel 

funcional, no descrito hasta ahora, para los receptores de AM en el cerebelo, 

cuyo incremento en la hipertensión podría representar un mecanismo de 

regulación hacia arriba de los receptores para compensar el incremento de la 

presión arterial de las ratas SHR; o alternativamente constituir la modificación 

primaria cuya consecuencia secundaria resultaría en una alteración de los 

mecanismos de regulación autonómica que ocurren en el cerebelo y que traería 

como consecuencia un incremento de la presión arterial (Pastorello y col., 

2007).  

  

 Fig. 43. Unión del 125I-hAM13-52 al cerebelo de rata. Se muestran secciones 
coronales del cerebelo de ratas controles (WKY) y espontáneamente 
hipertensas (SHR). Unión: T: Total, NE: No específica (Pastorello y col., 2007).    
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Los mecanismos fisiológicos involucrados en las acciones de la AM en el 

cerebelo aún no han sido esclarecidos y podrían ser múltiples y complejos. Más 

aún, hay poca información acerca del papel del cerebelo en la regulación CDV. 

Sin embargo, existe alguna evidencia proveniente de modelos animales y 

humanos que demuestra que el sistema vestibular y sus conexiones 

cerebelosas contribuyen al control CDV durante el movimiento y la alteración de 

la postura (Cui y col., 1997). Varias regiones del cerebro que participan en el 

control CDV reciben señales nerviosas desde el cerebelo específicamente 

desde el núcleo fastigio (NF) y la corteza cerebelosa posterior (Dormer, 1984; 

Bradley y col., 1987A,B; Bradley y col., 1991). Aún más, evidencias anatómicas 

apoyan el papel del NF en la función CDV. En efecto, en el cerebelo se han 

identificado diversos módulos CDV, como el NF, vermis anterior, vermis 

posterior, úvula (lóbulo IX), nódulo (lóbulo X); pues la estimulación de estas 

estructuras conlleva cambios en la presión arterial, frecuencia respiratoria y 

resistencia vascular (Nisimaru, 2004).  

 

Por lo tanto, diferentes evidencias han señalado que el cerebelo cumple un 

papel muy importante en la regulación CDV, ya que la estimulación eléctrica de 

diversas zonas cerebelosas conlleva cambios en la presión arterial y frecuencia 

cardíaca (Nisimaru, 2004; Rector y col., 2006; Tandon y col., 2006). Pues, la 

estimulación eléctrica de la corteza cerebelar posterior a nivel del lóbulo IX del 

vermis cerebelar, en conejos anestesiados ha demostrado provocar bradicardia, 

caída de la presión arterial e inhibición transitoria de la actividad simpática renal 

(Bradley y col.,1987A); de igual manera, Rocha y col., (2008) encontraron que la 

estimulación del lóbulo IX del vermis cerebeloso de conejos provocó 

hipotensión y bradicardia. Por su parte, la estimulación eléctrica de la porción 

rostral del NF en conejos anestesiados provocó una respuesta presora (Bradley 

y col., 1987B). Estos hallazgos contituyen evidencias clara del papel del 

cerebelo, específicamente el vermis cerebelar en la regulación de la presión 

arterial.  
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Por otra parte, se ha descrito la existencia de cinco módulos CDV a nivel del 

cerebelo (Fig. 44) dedicados al control CDV. El primero está formado por el NF 

y el vermis anterior, específicamente los lóbulos I, II y III, este módulo controla 

el baroreflejo. El segundo, está constituído por el vermis anterior que forma un 

complejo con el núcleo parabraquial. El tercero, está formado por la porción 

caudal del NF y la porción posterior del vermis (lóbulos VII y VIII), el cual 

controla el reflejo vestíbulo simpático. El cuarto complejo, incluye la porción 

medial de la úvula con el NTS y el núcleo parabraquial. El quinto módulo está 

formado por el nódulo y la úvula con el núcleo parabraquial y el núcleo 

vestibular, el cual forma un microcomplejo CDV que controla la presión arterial y 

la actividad nerviosa simpática durante los cambios de la posición de la cabeza 

y los cambios de postura (Fig. 45) (Nisimaru, 2004). 

 

 

Vermis Anterior
I,II,III

Vermis Anterior
I,II,III

Vermis Posterior
VII,VIII

Fastigio

NPB

Fastigio

NPB

NPB

Frecuencia Cardíaca

Actividad Simpático Renal

NTS

NV

Úvula

Nódulo - Úvula

 

Fig. 44.  Módulos CDV en el cerebelo. NPB: Núcleo Parabraquial. NTS: Núcleo 
del tracto solitario. NV: Núcleo vestibular.  
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Fig. 45. Diagrama esquemático del sistema de control CDV en el nódulo – 
úvula. Se ilustra la relación entre el nódulo – úvula lateral y el reflejo 
vestibulosimpático y el baroreflejo. HP: posición de la cabeza. VL: Laberinto. 
BA: Baroreceptor. IS: Señal que ajusta los niveles de presión arterial. SN: 
Nervio simpático. AP: Presión arterial. Las líneas azules indican las 
proyecciones de las células de Purkinje (Nisimaru, 2004). 

 

 

Por otra parte, diversos estudios en diferentes especies animales han 

demostrado que la estimulación eléctrica del NF produce una pronunciada 

respuesta presora, la cual puede deberse a las conexiones de este núcleo con 

otros importantes y reconocidos módulos CDV; pues se ha establecido que 

neuronas en la porción rostral del NF proyectan al NTS, núcleo parabraquial, 

por lo que por medio de estas proyecciones la porción rostral del NF puede 

intervenir en el control CDV y en el reflejo baroreceptor (Bradley y col., 1987A,B; 

Nisimaru, 2004). Por su parte, los otros núcleos cerebelares, interpósito y 

lateral, fallan en inducir cambios evidentes en la presión arterial y frecuencia 

cardíaca (Nisimaru, 2004).  
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Por su parte, se ha establecido que la estimulación del vermis anterior (Lóbulos 

I, II y  III), vermis posterior (Lóbulos VII y VIII) y úvula (Lóbulo IX) provoca 

respuesta depresora e inhibición de la actividad nerviosa simpática (Nisimaru, 

2004; Rocha y col., 2008; Baumel y col., 2009).  

 

Aunque la distribución de los sitios de unión de la AM en el SNC ha sido bien 

documentada, su presencia en el cerebelo así como los mecanismos de 

señales de transducción de los receptores de este péptido en el mismo no han 

sido clarificados y se conoce todavía menos de los segundos mensajeros 

intracelulares relacionados con sus acciones biológicas. Al respecto, además de 

la localización cerebelar de la AM en ratas normotensas, recientemente se ha 

demostrado la activación de vías de señalización de la AM en el cerebelo. En 

este sentido, la presencia de actividad de la SON en el cerebelo, en elementos 

celulares que presentan receptores para la AM, indica un posible papel de la 

misma en la regulación de la función celular mediante la posible generación de 

NO/GMPc, como mediadores de los efectos de dicho péptido. Los resultados 

reportados por Pastorello y col., (2007) en los que demuestran un incremento 

de la actividad SON inducida por la AM en el cerebelo de rata apuntan a esta 

posibilidad. Aun más, el hecho que el antagonista selectivo de dicho receptor, el 

AM22-52, bloqueó la activación de la SON inducida por la AM,  permite inferir 

que la producción de NO inducida por la AM en el cerebelo ocurre mediante la 

estimulación de su receptor específico.  

 

Existe evidencia de la participación de las cascadas de las quinasas (ERK) en 

el cerebelo y su alteración durante la hipertensión, ya que se ha reportado  un 

incremento de la activación de las ERK en las ratas hipertensas SHR, al com-

pararlas con la normotensas WKY, indicando que en las ratas hipertensas hay 

mayor fosforilación de las ERK (Pastorello y col., 2007). Las ERK1/2 son 

miembros importantes de una cascada intracelular implicada en muchos 
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aspectos de la fisiología celular y en el desarrollo de neuronas y glías. Las 

ERK1/2 y su ARNm se expresan en numerosas regiones del SNC entre las 

cuales se incluye el cerebelo (Davis, 1993; Thomas y Hunt, 1993), sin embargo, 

su papel en la función CDV del cerebelo es totalmente desconocido. Se ha 

postulado que en el cerebelo adulto la señalización de ERK podría mediar el 

procesamiento de información postsináptica (Zsarnovzky y Belcher, 2004). 

Estudios inmuhohistoquimicos usando anticuerpos específicos contra la 

ERK1/2-activada (pERK) permitieron demostrar la pERK-IR se encuentra 

confinada a la capa de las células Purkinje (Zsarnovzky y Belcher, 2004) en 

donde también se ha demostrado la presencia de una alta actividad de PKG 

(Endo y Launey, 2003).  

 

En conclusión, la evidencia indica que los receptores de AM se encuentran 

ampliamente distribuidos en el cerebelo de la rata y su concentración se 

encuentra alterada en la rata hipertensa SHR. La estimulación del receptor de 

AM en el cerebelo de la rata desencadena una vía de señalización acoplada a 

la producción de NO. De igual forma, el cerebelo de la rata expresa ERKs y la 

forma fosforilada (activa), la cual está alterada en la hipertensión. Estos 

hallazgos permiten inferir un papel funcional de la AM cerebelosa en la 

regulación CDV que  no se ha descrito hasta el presente y cuya caracterización 

constituye el objetivo principal del presente trabajo, pudiendo constituir esta  la 

primera evidencia de un papel de algún péptido y del cerebelo en la regulación 

de la presión arterial.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo General 

Evaluar el posible papel de la adrenomedulina (AM) cerebelosa en la regulación 

de la presión arterial. 

  

2.2. Objetivos Específicos: 

Experimentos In Vitro 

 

2.2.1. Evaluar la expresión de  la  AM y de los componentes de sus receptores 

(las RAMPs y CRLR)  en el vermis del cerebelo de ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR) y controles normotensos Wistar 

Kyoto (WKY) jóvenes (8 semanas) y adultas (16 semanas). 

 

2.2.2. Caracterizar las posibles vías de señalización de la AM en el vermis 

cerebeloso: 

2.2.2.1. Evaluar el efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes, superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y 

glutatión peroxidasa (GPx) en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR. 

2.2.2.2. Evaluar el posible antagonismo entre la AM y  la ANG II sobre la 

actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en el vermis 

del cerebelo de ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR. 

2.2.2.3. Evaluar el posible papel de la NAD(P)H oxidasa, PKA y PKC en la 

acción de la AM y la ANG II sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis del cerebelo de ratas 

Sprague-Dawley.   
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2.2.2.4. Evaluar el efecto de la AM sobre la producción de fosfatidilinositol,  

AMPc, GMPc y la producción de NO y la activación mediante 

fosforilación  de la  ERK en el vermis del cerebelo de ratas WKY y 

SHR. 

2.2.2.5. Evaluar el efecto de la AM y ANG II sobre la peroxidación lipídica en 

ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR. 

2.2.2.6. Determinar los subtipos de receptores de la AM que median la acción 

de la AM sobre la peroxidación lipídica en el vermis del cerebelo de 

ratas Sprague-Dawley, empleando el antagonista del receptor de AM, 

la AM22-52 y del receptor CGRP, el CGRP8-37. 

2.2.2.7. Determinar los subtipos de receptores de la AM que median la acción 

de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT 

y GPx en el vermis del cerebelo de ratas Sprague-Dawley, 

empleando el antagonista del receptor de AM, la AM22-52 y del 

receptor CGRP, el CGRP8-37. 

2.2.2.8. Determinar los subtipos de receptores de la AM involucrados en la 

activación de  las vías de señalización fosfatidilinositol,  AMPc, GMPc 

y la producción de NO y ERK en el vermis del cerebelo de ratas 

Sprague-Dawley, empleando el antagonista del receptor de AM, la 

AM22-52 y del receptor CGRP, el CGRP8-37. 

 

2.2.3. Evaluar el efecto de la administración oral crónica (11 días) de un 

bloqueante del receptor AT1 sobre la expresión de CRLR, RAMPs y AM 

en el vermis cerebeloso en ratas WKY y SHR. 

2.2.4. Evaluar el efecto de la administración oral crónica (11 días) de un 

bloqueante del receptor AT1 sobre la acción de la AM y ANG II sobre la 
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actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en el vermis 

cerebeloso en ratas WKY y SHR. 

2.2.5. Evaluar el efecto de la administración oral crónica (11 días) de un 

bloqueante de los canales de calcio sobre la acción de la AM y ANG II 

sobre la actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en el 

vermis cerebeloso en ratas WKY y SHR 

 

Experimentos In Vivo 

 

2.2.6. Evaluar el efecto de la administración in situ de AM en el vermis del 

cerebelo sobre la presión arterial en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR 

in vivo.  

2.2.7. Evaluar el efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis del 

cerebelo sobre la presión arterial en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR 

in vivo.  

2.2.8. Evaluar el efecto de la administración in situ de AM o ANG II en un área 

localizada fuera del vermis cerebeloso sobre la presión arterial en ratas 

Sprague-Dawley, WKY y SHR in vivo.  

2.2.9. Evaluar el efecto de la administración in situ de AM en el vermis del 

cerebelo sobre la respuesta presora inducida por el estímulo eléctrico 

plantar (EEP)  en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR in vivo.  

2.2.10. Evaluar el efecto de la administración in situ de ANG II en el 

vermis del cerebelo sobre la respuesta presora inducida por el estímulo 

eléctrico plantar (EEP)  en ratas SHR in vivo.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Animales de Experimentación 

Se emplearon ratas macho SHR y sus controles normotensos WKY de 8 y 16 

semanas de edad, y ratas macho Sprague-Dawley de 250 g, provenientes de 

los Bioterios del Instituto Nacional de Higiene Dr. Rafael Rangel y del Instituto 

Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC). Los animales fueron 

mantenidos en jaulas a temperatura ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de 12 

horas luz / oscuridad. La dieta de los animales consistió en Ratarina® y agua ad 

libitum. Los experimentos fueron realizados siguiendo las buenas prácticas para 

el manejo de animales de laboratorio (NIH Guide, 1996) y la aprobación del 

Comité de Bioterio de la Facultad de Farmacia de la UCV. Las ratas se 

sacrificaron por decapitación, los cerebros fueron extraídos y el vermis del 

cerebelo se disecó mediante microdisección bajo control estereomicroscópico y 

mantenido en Buffer Krebs-Ringer (KBR). 

 

3.2. Drogas 

AM rata (American Peptide, Company Inc), AM22-52 y CGRP8-37 como 

antagonistas de los receptores de AM y CGRP respectivamente (American 

Peptide, Company Inc), apocinina, cheleritrina y PKI-(6-22)-amide como 

inhibidores de la NAD(P)H oxidasa, PKC y PKA, respectivamente (Sigma-

Aldrich, USA). ANG II (American Peptide, Company Inc), valsartán como 

antagonista AT1, amlodipina como antagonista de los canales de calcio. 

 

3.3. Diseño Experimental 

Ratas macho de la cepa SHR y WKY, jóvenes (8 semanas) y adultos (16 

semanas) fueron sacrificados. Su cerebro extraído y el vermis cerebeloso 

disecado para la determinación de la expresión de la AM, CRLR, RAMP1, 

RAMP2 y RAMP3 por Western Blot (Sección 3.3.7.). 
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De igual manera, el vermis cerebeloso de las ratas WKY y SHR de 16 semanas 

(adultos) fueron empleados para evaluar el posible efecto antagonista in vitro 

entre la AM y la ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxidantes (Sección 

3.3.3.). 

 

Por otra parte, el vermis cerebeloso de ratas WKY, SHR de 16 semanas 

(adultos) fueron empleados para evaluar el efecto de la AM sobre la producción 

de TBARS. De igual manera, el vermis cerebeloso de ratas Sprague-Dawley 

fueron empleados para evaluar el posible efecto de la AM y la ANG II sobre la 

producción de TBARS (Sección 3.3.4). 

 

Asimismo, el vermis cerebeloso de ratas Sprague-Dawley fueron empleados 

para los ensayos de incubación in vitro con AM y ANG II en presencia y/o 

ausencia de los inhibidores de la NAD(P)H oxidasa, PKC y PKA (Sección 3.3.1.) 

para la determinación de la actividad de las enzimas antioxidantes (Sección 

3.3.3.). 

 

De igual manera, el vermis cerebeloso de ratas Sprague-Dawley fueron 

empleados para los ensayos de incubación in vitro  con AM en presencia y/o 

ausencia de los de los antagonistas de sus receptores, AM22-52 y CGRP8-37, 

para la determinación de la actividad de las enzimas antioxidantes (Sección 

3.3.3.) y la producción de TBARS (Sección 3.3.4.). 

 

Por otro lado, el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR adultas se emplearon 

para evaluar el efecto de la administración in vivo de valsartán y amlodipina 

sobre la actividad de las enzimas antioxidantes (Sección 3.3.3) y sobre la 

expresión de AM, CRLR, RAMP1, RAMP2 y RAMP3 (sólo tras la administración 

de valsartán. Sección 3.3.7.). 
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El vermis cerebeloso de ratas Sprague-Dawley, SHR y WKY fueron empleados 

para los ensayos de incubación in vitro  con AM (Sección 3.3.1.) para la 

determinación de la activación de las vías de señalización (Sección 3.3.2.). 

Asimismo, el vermis cerebeloso de ratas Sprague-Dawley fueron empleados 

para los ensayos de incubación in vitro  con AM en presencia y/o ausencia de 

los antagonistas de sus receptores, AM22-52 y CGRP8-37 (Sección 3.3.1) para 

la determinación de la activación de las vías de señalización (Sección 3.3.2.). 

 

Por otra parte, se emplearon ratas Sprague-Dawley,  WKY y SHR adultas para 

evaluar el efecto de la administración in situ de AM y ANG II en el vermis 

cerebeloso (Sección 3.3.6.1). 

 

3.3.1.  Protocolo de Incubación In Vitro 

 

Los vermis de los cerebelos de las ratas fueron extraídos mediante 

microdisección bajo control estereomicroscópico y mantenidos en frío en KBR 

burbujeado con 95% O2 y 5% CO2. Posteriormente cada muestra fue 

preincubada a 37ºC en presencia o ausencia de los antagonistas o inhibidores y 

posterior estimulación con agonista. Seguidamente, las muestras fueron 

retiradas del baño a 37°C, se retiró el medio de incubación, y se lavó el tejido 

dos veces con buffer fosfato pH 7,0, y se colocó en hielo. Posteriormente, se 

añadieron 300 μL de buffer de lisis, se sonicó y centrifugó la preparación para 

obtener el homogeneizado del vermis del cerebelo.   

El protocolo de estimulación in vitro se llevó a cabo previamente para la 

determinación posterior de las vías de señalización y la actividad de las 

enzimas antioxidantes.  
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3.3.2. Ensayos para la Determinación de las Vías de Señalización 

3.3.2.1. Ensayo de la Guanilil Ciclasa 

El vermis del cerebelo fue extraído mediante microdisección bajo control  

estereomicroscópico y mantenido en KBR (conteniendo en mM: NaCl 125; KCl 3,5; 

KH2PO4 1,25; MgSO4 1,20; CaCl2 0,75; NaHCO3 25; glucosa 10 y teofilina 1,6) 

burbujeado con 95% O2 : 5% CO2.  

Para el ensayo de la activación de la GC cada vermis del cerebelo fue transferido 

individualmente a tubos Eppendorf de 1,5 mL conteniendo 180 µL de buffer KBR, 

sometiéndose a preincubación durante 10 minutos a 37ºC, en presencia o 

ausencia de los correspondientes antagonistas. La reacción se inició con el 

agregado de los agonistas (20 µL), o buffer para los controles, al medio de 

incubación seguidos de 10 minutos adicionales de incubación. La reacción se 

detuvo agregando 20 µL EDTA (166 mM, pH 7,5) y calentando a 90 ºC durante 3 

min. Las muestras fueron mantenidas en hielo y posteriormente homogeneizadas 

mediante sonicación. Las muestras fueron congeladas a –20ºC para la posterior 

determinación del GMPc. 

 

3.3.2.1.1. Determinación del GMPc. 

Se tomó una alícuota de 100 µL para la determinación del GMPc. El contenido de 

GMPc se cuantificó por radioinmunoensayo  (RIA) por el método descrito por 

Steiner y col., (1972), 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 unión a un anticuerpo 

que posee alta especificidad y afinidad por el GMPc. La cantidad de GMPc 

radioactivo unido al anticuerpo está relacionada inversamente con la concentración 

de GMPc  presente en la muestra. 
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Para el ensayo, las muestras a una dilución 1 :25 en solución buffer Tris/EDTA (50 

mM Tris/HCl, 4 mM EDTA, pH 7.5) fueron incubadas en hielo con 50 µL de 3H-

GMPc y 50 µL de anticuerpo específico para GMPc durante 90 minutos (volumen 

final : 200 µL). Se separó el GMPc unido al anticuerpo por precipitación con 

(NH4)2SO4 y posterior centrifugación (12000 r.p.m/5 min a 4°C). Se descartó el 

sobrenadante y los precipitados fueron  reconstituidos con agua destilada. La 

radioactividad se cuantificó mediante espectrometría de centelleo líquido 

(Packard Tricarb  2700TR). 

La cantidad de GMPc se calculó utilizando una curva estándar (rango de 0 a 4 

pmol/tubo). La actividad GC se reportó como pmoles de GMPc formados/10 

min/mg de proteínas. 

 

3.3.2.2. Ensayo de la Adenilil Ciclasa 

El vermis del cerebelo fue extraído mediante microdisección bajo control  

estereomicroscópico y mantenido en KBR (conteniendo en mM: NaCl 125; KCl 3,5; 

KH2PO4 1,25; MgSO4 1,20; CaCl2 0,75; NaHCO3 25; glucosa 10 y teofilina 1,6) 

burbujeado con 95% O2 : 5% CO2.  

Para el ensayo de la activación de la AC cada vermis del cerebelo fue transferido 

individualmente a tubos Eppendorf de 1,5 mL conteniendo 180 µL de buffer KBR, 

sometiéndose a preincubación durante 10 minutos a 37ºC, en presencia o 

ausencia de los correspondientes antagonistas. La reacción se inició con el 

agregado de los agonistas (20 µL), o buffer para los controles, al medio de 

incubación seguidos de 10 minutos adicionales de incubación. La reacción se 

detuvo agregando 20 µL EDTA (166 mM, pH 7,5) y calentando a 90 ºC durante 3 

min. Las muestras fueron mantenidas en hielo y posteriormente homogeneizadas 

mediante sonicación. Las muestras fueron congeladas a –20ºC para la posterior 

determinación del AMPc. 
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3.3.2.2.1. Determinación del AMPc. 

Se tomó una alícuota de 50 µL para la determinación del AMPc. El contenido de 

AMPc se cuantificó por ensayo inmunoenzimático (ELISA), utilizando un kit 

comercial (Arbor Assay, USA). Para ello, se incubó 50 µLde muestra en una placa 

de 96 pozos cubierta con un anticuerpo para captura. Posteriormente se agregó un 

conjugado AMPc – peroxidasa. La reacción de unión fue iniciada con la adición de 

anticuerpo al AMPc. Después de 2 horas de incubación, la placa fue lavada y el 

sustrato añadido, el cual reaccionó con el conjugado AMPc- peroxidasa unido a los 

complejos unidos a la placa. Posteriormente, la reacción fue detenida y la 

intensidad del color generada fue detectada en un lector de microplaca. La 

absorbancia fue leída a 450 nm. Asimismo, paralelamente se construyó una curva 

estándar. 

 

La cantidad de AMPc se calculó utilizando una curva estándar (rango de 0 a 150 

pmol/mL). La producción de AMPc se reportó como pmoles de AMPc formados/10 

min/mg de proteínas. 

 

3.3.2.3. Determinación del Recambio de Fosfoinosítidos  

La hidrólisis de los fosfoinosítidos fue determinada como la acumulación de 

monofosfato de inositol (InsP1) en presencia de LiCl 10 mM, de acuerdo a 

Latinen y col., (1989) e Israel y col., (1995). Para ello, los vermis de los 

cerebelos fueron marcados durante dos horas a 37°C, en 20 mL de KBR que 

contenía 0,5 mCi de myo-[2-3H]-inositol (Amersham, actividad específica 18,8 

Ci/mmol) gasificado continuamente con O2 (95%): CO2 (5%). 

Después del marcaje, los tejidos fueron lavados en KBR fresco gasificado y 

transferidos a KBR que contenía LiCl 10 mM. El tejido fue transferido a tubos 

Eppendorf de 1,5 mL que tenían 360 μL de buffer KBR - LiCl y se incubaron por 

10 minutos a 37°C con los agonistas en presencia o ausencia de los 
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antagonistas. La reacción fue detenida mediante la adición de 100 µL de ácido 

tricloroacético (concentración final 6%) en frío. Los tejidos fueron sometidos a 

ultrasonido en hielo y centrifugados a 10.000 g durante 15 min., a 4°C. El 

sobrenadante se utilizó para cuantificar la acumulación del InsP1 mediante 

cromatografía de intercambio aniónico. Las fracciones (5 mL) que contenía el 

InsP1 fueron recolectadas y la radioactividad cuantificada mediante 

espectrometría de centelleo líquido.  

 

3.3.2.4. Ensayo para la determinación de la Producción de NO   

La producción de NO fue determinado colorimétricamente como una medida de 

la producción de nitrato/nitrito formado. Este ensayo consiste en determinar la 

acumulación de nitrito (producto final estable de la síntesis de NO) en el 

sobrenadante mediante la reacción de Griess (Green y col., 1982). 

 

Para ello, 100μL de los sobrenadantes del homogeneizado del vermis de 

cerebelar de las ratas fueron colocados en placas de 96 pozos, mezclados con 

50μL  de sulfanilamida 1% m/v (en ácido fosfórico al 2,5% m/v) e incubados a 

4ºC por 10 minutos, seguidamente, fueron agregados 50μL de diclorhidrato de  

naftiletilendiamina 0,1% m/v, mezclados e incubados a 4ºC por 10 minutos 

adicionales para completar la reacción de diazotación. Paralelamente se 

construyó una curva patrón con nitrato de sodio. Se determinó la densidad 

óptica a 540 nm y la concentración de nitrato formado fue calculado y 

expresados como μmol/mg de proteínas del tejido. 
 

3.3.2.5. Determinación de las ERK 

La determinación de la ERK total y fosforilada se realizó por Western Blot. Para 

lo cual el tejido estimulado con agonista (AM) en presencia y ausencia de los 

antagonistas  fue homogeneizado en frío mediante sonicación, en Buffer de lisis 

para ERK (Tris Base 50 mM, 5mM EDTA, 1mM NaF, Na3VO4, Tritón X-100 1% 
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y mezcla de inhibidores de proteasas compuesto por Pepstatina A 5μM, 

aprotinina 10μg/ml, leupeptina 10μM, PMSF 2mM, pH 7,4). El homogeneizado 

fue centrifugado a 4oC, a 10.000 rpm durante 10 minutos, para obtener el 

sobrenadante, el cual fue congelado a -70ºC hasta el momento de su 

procesamiento. 

Para el análisis por Western Blot, alícuotas del homogeneizado (100μg 

proteínas) diluidas en Laemmli fueron separadas por electroforesis en gel SDS-

poliacrilamida al 10 % y  transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante 

1 hora. La transferencia fue verificada incubando las membranas con Rojo 

Ponceau. Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada  al 10%,  y 

posteriormente incubadas durante toda la noche a 4oC con el anticuerpo 

primario, anti-fosfo-ERK y anti-ERK de conejos (Cell Signaling) diluido en 

solución de albúmina sérica bovina al 3% en TBS-Tween al 0,1% (Dilución 

1:1000). Las membranas fueron lavadas con TBS- Tween al 0,1% e incubadas 

con anticuerpo secundario anti conejo conjugado con peroxidasa de rábano, 

diluido en solución de albúmina sérica bovina al 1,5% en TBS- Tween al 0,1 % 

(Dilución 1:1000) durante 1 hora en agitación lenta a temperatura ambiente. Las 

proteínas fueron visualizadas por quimioluminiscencia (SuperSignal® West Pico 

Chemiluminescent Substrate) a través de películas para rayos X y cuantificadas 

mediante análisis densitométrico (Quantity One 1-D ®- BioRad). La expresión 

de la ERK fosforilada fue normalizada con la ERK total. 

 

3.3.3. Preparación de la Muestra para la Determinación de la Actividad de 
las Enzimas Antioxidantes 

El vermis cerebeloso inmediatamente después de extraído o posterior al 

tratamiento in vitro fue homogenizado mediante sonicación en buffer Fosfato 10 

mM pH 7,0 -Tritón al 1%, centrifugado a 10.000 rpm durante 30 min y el 

sobrenadante recolectado fue utilizado como muestra. Se determinó las 
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actividades de  tres enzimas antioxidantes: superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx). 

 

3.3.3.1. Ensayo de la Actividad de la Catalasa (CAT) 
La CAT es una enzima que descompone el peróxido de oxígeno en agua y 

oxígeno 

 

H2O2 → H2O + O2 

 

 

La actividad de la CAT fue determinada empleando una modificación del 

método de Aebi (1984), el cual se basa en determinar la disminución de la 

absorbancia del H2O2 a 240 nm debido a su degradación por la CAT presente 

en la muestra. Para ello, se añadió 25 μL del homogenizado de cerebelo diluido 

1:10 en amortiguador de fosfatos 10 mM  pH 7,0 a 725 μL de la mezcla de 

incubación (10 mM H2O2 en buffer fosfato 10 mM a pH 7) y se monitoreó el 

cambio de absorbancia a 240 nm a los 0, 60, 120 y 180 segundos, utilizando la 

constante de reacción de primer orden (k) como la unidad de actividad de la 

CAT, la cual queda definida de acuerdo a la siguiente fórmula: k = (1/t) (2,3 x 

log A1 / A2), donde t es el intervalo de tiempo medido (seg), A1 y A2 son las 

absorbancias del H2O2 en los tiempos t1 y t2. Los resultados se expresaron en 

actividad específica. 

 

3.3.3.2. Ensayo de la Actividad de la Superóxido Dismutasa Total (SOD) 

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la conversión del anión superóxido 

para dar oxígeno molecular y H2O2:  

O2• - + O2• - + 2H+ → H2O2 + O2

 

 



95 

 

La actividad de la SOD se determinó por la capacidad de esta enzima de inhibir 

la reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT) por los aniones superóxido 

generados por el sistema de la xantina-xantina oxidasa (Oberley y col., 1984).  

 

 

 

Para ello, en una cubeta se añadió 166 μL de la mezcla de incubación (xantina 

0,3 mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150mM, albúmina 0,1% y NaHCO3 400 mM) y se 

agregó 33 μL del homogeneizado del vermis del cerebelo. La reacción se inició 

con la adición de 10 μL de la enzima xantina oxidasa. Se incluyó controles 

constituídos por tejido sin enzima, así como de enzima sin tejido (100% de 

reducción). Los tubos se incubaron durante 30 minutos, seguidos de la adición 

de 66 μL CuCl2 2H2O  0,8 mM que detuvo la reacción y se midió la absorbancia 

a 595 nm. Los resultados se expresaron como actividad específica. Una unidad 

de SOD se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50 % 

la formación de los cristales de formazán. 
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3.3.3.3. Ensayo de la Actividad de la Glutatión Peroxidasa (GPx)  

La GPx es una selenoproteína que cataliza la descomposición del H2O2 o de otros 

peróxidos orgánicos a H2O con la concomitante oxidación del glutatión reducido 

(GSH) que se transforma en glutatión oxidado (GSSG) (reacción 1). El GSSG es a 

su vez reducido a GSH por la glutatión reductasa (GSH-Rx) en presencia de 

NAD(P)H formando un ciclo redox, impidiendo que se agoten las reservas de GSH 

(reacción 2) (Harris, 1992). 

 

 

La actividad de la GPx de las muestras fue determinada de forma indirecta de 

acuerdo al método descrito por Flohé y col., (1984), mediante una reacción 

acoplada con la GSH-Rx. El método se basa en determinar la disminución de la 

absorbancia a 340 nm debido a la desaparición de NAD(P)H. La GPx al reducir los 

hidroperóxidos consume GSH, el cual es regenerado por la GSH-Rx a partir de 

GSSG, proceso que consume NAD(P)H. El producto de la GPx, el GSSG se 

acopla a la oxidación del NAD(P)H catalizado por la GSH-Rx; por lo que el 

consumo de NAD(P)H (la disminución de la absorbancia a 340 nm) es una medida 

indirecta de la actividad de la GPx.  

 

 



97 

 

Para ello se agregó en un pozo, respetando el orden, 25 μL de la muestra y 200 

μL de mezcla de reacción (Buffer fosfato 50 mM pH=7, GSH 10 mM, GSH-Rx 0,24 

U, NAD(P)H, Na2EDTA, azida de sodio), y se incubó durante 5 min a temperatura 

ambiente. Bajo estas condiciones ocurre la oxidación del NAD(P)H independiente 

de peróxido. Posteriormente se inició la oxidación del NAD(P)H dependiente de 

peróxido, mediante el agregado de 25 μL de peróxido de hidrógeno 0,7 mM. Se 

registró la disminución de la absorbancia a 340 nm. Paralelamente, se evaluó la 

tasa de oxidación no enzimática del NAD(P)H, para ello se agregó en otro pozo 

buffer fosfato 50 mM pH 7,0 en lugar de muestra. Los resultados fueron 

expresados como actividad específica de la enzima. Para ello se promedió los 

cambios de absorbancia por minuto y se multiplicó este promedio por 0,16 (factor 

que se obtiene tomando en cuenta el coeficiente de absorción milimolar del 

NAD(P)H a 340 nm, 6,22 L mmol-1 cm-1) posteriormente se dividió el resultado 

entre los mg de proteína adicionados en el ensayo. De esta manera se obtendrá la 

actividad específica expresada en U/mg de proteína, donde 1 U = µmol de 

NAD(P)H oxidado/min.   

 

3.3.4. Ensayo de la concentración de productos de peroxidación lipídica que 
reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

La concentración de los productos de peroxidación lipídica que reaccionan con el 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) fue evaluada por un método colorimétrico descrito 

por Ohkawa y col., (1979), el cual consiste en evaluar el efecto de las especies 

reactivas de oxígeno sobre los lípidos, que resulta en la producción de varias 

sustancias que reaccionan con el ácido tiobarbitúrico y que pueden ser medida por 

espectrofotometría.  

Para ello, muestras de homogeneizado de vermis de cerebelo fueron tratadas con 

ácido tricloroacético al 10% y centrifugadas a 1.600 g durante 15 min a 4ºC. 

Seguidamente, el sobrenadante fue incubado con ácido tiobarbitúrico 0,67% 

durante 10 min a 100ºC. Paralelamente se construyó una curva patrón con 
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malonildialdehído. Se determinó la densidad óptica a 532 nm y la concentración de 

los productos de peroxidación lipídica fueron calculados y expresados como 

malonildialdehído formado. Los resultados de los TBARS fueron expresados como 

nmol/mg de proteínas del tejido. 

 

3.3.5. Determinación de las Proteínas Tisulares 

Las proteínas tisulares totales fueron determinadas por el método de Lowry y col., 

(1951), utilizando albúmina sérica de bovino como patrón. Este es un método 

colorimétrico de valoración cuantitativa de las proteínas que se fundamenta en la 

medición espectrofotométrica a 655 nm del desarrollo de coloración azul por la 

reacción de óxido reducción  entre los residuos de aminoácidos aromáticos, 

triptófano y tirosina presentes en la muestra y el reactivo de Folin – Ciocalteau; 

siendo la intensidad de color proporcional a la concentración de proteínas.  

 

3.3.6. Protocolos In Vivo 

3.3.6.1. Administración in situ en el Vermis Cerebeloso  

Ratas Sprague-Dawley, SHR y WKY adultas fueron anestesiadas con 

pentobarbital sódico a la dosis de 40 mg/kg. Posteriormente, mediante el uso de 

un aparato estereotáxico (David Kopf Instruments) se procedió a su canulación en 

el vermis del cerebelo de acuerdo a las coordenadas estereotáxicas Antero-

posterior (AP): -10,3, Lateral (L):0 y Ventral (V): 2,4; de acuerdo a Pellegrino y col., 

(1979) y a Sacchetti y col., (2002). Se permitió la recuperación de los animales (3 

días) y los mismos fueron divididos en dos grupos cada uno. El día del ensayo se 

determinó la presión arterial basal de cada animal, y posteriormente se procedió a 

la administración de los tratamientos, un grupo recibió AM o ANG II (0,2 a 200 

pmol/5µL), y el otro grupo recibió vehículo (5µL) empleando una inyectadora 
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Hamilton. Inmediatamente se procedió a la determinación de la presión arterial 

mediante pletismografía digital no invasiva.  

 

Una vez finalizado el experimento se confirmó la inyección de la AM o vehículo 

post-mortem con la inyección, previo a la decapitación de una solución de 

colorante (fast green, 5 µL). Sólo se utilizó los datos experimentales de aquellos 

animales en los que el colorante se localizó en el vermis cerebeloso. 

 

Para evaluar si los cambios en la presión arterial media (PAM) inducidos tras la 

administración de AM o ANG II eran sitio específico, se evaluó  el efecto de la 

administración in situ de AM o ANG II fuera del vermis de cerebelo sobre la 

presión arterial en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR de 16 semanas de edad in 

vivo. En este caso, sólo se tomaron en cuenta los datos de aquellos animales en 

los que el colorante se localizó fuera del vermis cerebeloso. 

 

3.3.6.2. Administración in situ en el Vermis Cerebeloso de AM o ANG II en 
animales sometidos a estímulo eléctrico plantar (EEP) 

Asimismo, se determinó el efecto de la administración in situ de AM en el vermis 

de cerebelo sobre la respuesta presora inducida por el EEP in vivo en ratas 

Sprague- Dawley, WKY y SHR. Igualmente, se evaluó el efecto de la 

administración in situ de ANG II en el vermis de cerebelo sobre la respuesta 

presora inducida por el EEP in vivo en ratas SHR. Para ello, cada cepa de ratas 

previamente canuladas en el vermis, fueron divididas en dos grupos 

experimentales a los cuales se les determinó la presión arterial basal. 

Posteriormente, a un grupo se le administró AM o ANG II y al otro vehículo. 

Inmediatamente, las ratas fueron sometidas a estrés por EEP durante 4 min 

(100 V, 5 Hz, 10 mseg), después de lo cual se determinó la PAM. Los 
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resultados fueron expresados como la media + error estándar del cambio de la 

PAM (mmHg) con respecto a sus valores basales (antes de la administración de 

AM o vehículo). Únicamente se tomaron los datos de aquellos animales en los 

que el colorante se localizó en el vermis cerebeloso. Asimismo, se determinó el 

efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo sobre la 

respuesta presora inducida por el EEP in vivo en ratas Sprague- Dawley, WKY 

y SHR. En este caso se tomó en cuenta los datos de aquellos animales en los 

que el colorante se localizó fuera del vermis del cerebelo. 

 

3.3.6.3. Administración del Bloqueante AT1 o del Antagonista de los 
canales del calcio 

Ratas SHR y WKY fueron divididos en tres grupos cada uno, uno recibió el 

bloqueante AT1, valsartán a la dosis 60 mg/Kg, uno recibió el antagonista de los 

canales de calcio, amlodipina a la dosis de 5 mg/Kg/día por vía oral y el tercer 

grupo recibió vehículo. La administración de los fármacos se realizó durante 11 

días. Se determinó la presión arterial de las ratas antes y al final del experimento. 

Finalizado el período de tiempo experimental, los animales fueron sacrificados por 

decapitación y sus cerebelos removidos para la determinación de la expresión de 

CRLR, RAMPs y AM por Western Blot en el caso de valsartán y para la 

determinación de las enzimas antioxidantes en ambos tratamientos.  

 

3.3.7. Determinación de la Expresión de la AM y sus Receptores  

La determinación de CRLR, RAMP1, RAMP2, RAMP3 y AM se realizó por 

Western Blot. Para lo cual el vermis del cerebelo fue homogeneizado en frío 

mediante sonicación, en Buffer de lisis para receptores (Tris-HCl 200 mM, 

CHAPS 160 mM,  Na2EDTA 10 mM, PMSF 5mM y mezcla de inhibidores de 

proteasas compuesto por pepstatina A 5μM, aprotinina 10μg/mL, leupeptina 

10μM pH 7,5) o en Buffer de lisis para AM (NaCl 50mM, Tris-HCl 25 mM, Tritón 
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X-100 1%, PMSF 1mM y mezcla de inhibidores de proteasas compuesto por 

pepstatina A 5μM, aprotinina 10μg/mL, leupeptina 10μM pH 8,1). 

Posteriormente el homogeneizado fue centrifugado, se recolectó y reservó el 

sobrenadante. 

 

Para el análisis por Western Blot, alícuotas del homogeneizado (100 μg 

proteínas) diluidas en Laemmli fueron separadas por electroforesis en gel SDS-

poliacrilamida al 10 % y transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante 

1hora. La transferencia fue verificada incubando las membranas con Rojo 

Ponceau. Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada  al 10%,  y 

posteriormente se incubaron durante toda la noche a 4oC con el anticuerpo 

primario, anti-CRLR, anti-RAMP1, anti-RAMP2, anti-RAMP3 y/o anti-AM de 

conejos (Santa Cruz, Biotechnology, Inc) diluido en solución de albúmina sérica 

bovina al 3% en TBS-Tween al 0,1% (Dilución 1:1000). Las membranas fueron 

lavadas con TBS-Tween al 0,1% e incubados con anticuerpo secundario anti 

conejo conjugado con peroxidasa de rábano, diluido en solución de albúmina 

sérica bovina al 1,5% en TBS-Tween al 0,1 % (Dilución 1:1000) durante 1 hora 

en agitación lenta a temperatura ambiente. Las proteínas fueron visualizadas 

por quimioluminiscencia (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate) 

a través de películas para rayos X y cuantificadas mediante análisis 

densitométrico (Quantity One 1-D ®- BioRad). La expresión de la CRLR, 

RAMP1, RAMP2, RAMP3 y AM fueron normalizados con la expresión de β - 

actina. 

 

3.3.8. Determinación de la Presión Arterial 

El registro de los parámetros CDV, presión arterial y frecuencia cardíaca se realizó 

en ratas Sprague-Dawley, SHR y WKY conscientes por un método no invasivo 

mediante el uso de un plestimógrafo digital de cola (Digital Pressure Meter Le 
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5002 LETICA ®, Panlab, S.L. Barcelona - España). Dicho equipo emplea una 

aproximación de la medida de la presión arterial que es básicamente 

esfingomanométrica; ya que emplea sobre la arteria de la cola una presión externa 

controlada al mismo tiempo que es detectada la presión de pulso. 

 

Para determinar los parámetros CDV, las ratas se mantuvieron en una estufa a 

42°C  durante 15 min con la finalidad de producir vasodilatación de los vasos 

sanguíneos periféricos. Posteriormente, cada rata fue colocada en un cepo con el 

fin de inmovilizarlas, y mediante el uso de un transductor de presión arterial y 

frecuencia cardíaca se procedió a la cuantificación de  la presión arterial sistólica 

(PAS) y presión arterial diastólica (PAD) y la frecuencia cardíaca. Se calculó la 

PAM mediante la siguiente fórmula: 

PAM= PAD + 1/3 (PAS – PAD)
 

La semana previa al experimento, se determinó diariamente la presión arterial y 

frecuencia cardíaca, para minimizar el estrés asociado al manejo y al movimiento 

de la cola (período de adaptación a la toma de la presión arterial y de la frecuencia 

cardíaca).  

 

3.3.9. Preparación de los tejidos y examinación de los cortes histológicos de 
corazón 

Para la determinación del tamaño (diámetro) de los cardiomiocitos de ventrículo 

izquierdo se realizaron cortes histológicos de corazón de las ratas. Para ello, ratas 

WKY y SHR tratadas o no con valsartán (60 mg/Kg) o amlodipina (5 mg/Kg) 

durante 11 días fueron sacrificados, posteriormente se procedió a realizar la 

autopsia de dichos animales, extrayendo el corazón para ser examinado. Las 

muestras de tejido extraídas, fueron procesadas según la técnica de rutina, para 
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ello se fijaron en formaldehído al 10 % en PBS (pH= 7,6) durante 24 horas, a 

continuación se deshidrataron en etanol en grado creciente (70 y 100%), se 

incluyó en parafina, y se les hizo cortes transversales de 4 μm de espesor para 

posteriormente ser teñidos con hematoxilina-eosina (H-E) (Luna, 1968), para luego 

ser observadas por microscopía óptica. Las secciones fueron examinadas 

empleando un microscopio de luz (Zeiss, Oberkochen, Germany) acoplado a una 

cámara (Canon Power Shot G9) y analizándolas con el programa AxionVision 

Release, 4.7.1 Se midió el diámetro de 10 cardiomiocitos aleatoriamente 

seleccionados, observando secciones transversales de los miocitos cardíacos de 

ventrículo izquierdo para cada muestra. Los datos fueron reportados como la 

media + error estándar del diámetro de los miocitos cardíacos. 

 

 

3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados fueron expresados como la media + E.E.M. Se realizó la prueba de 

Shapiro-Will, para evaluar la distribución de las variables. La significancia de los 

resultados fue analizada mediante el análisis de varianza de una vía (ANOVA) y la 

prueba de Bonferroni. Un valor de p<0,05 fue considerado significativo. El análisis 

de los resultados y la elaboración de los gráficos se realizaron empleando el 

programa Graph Pad Prism versión 5.1.  
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Características de las ratas SHR y WKY de 8 y 16 semanas de edad 
 
En la Tabla V se presenta los valores medios y el error estándar 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 estadísticamente 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 

estadísticamente mayor que las SHR de 8 semanas de edad. 

 

 

Tabla V. Características de las ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 
Ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. Se determinó su peso corporal 
(g), PAS, PAD y PAM (mmHg). Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar. (N= 40). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas.  #p<0,0001 vs. 
WKY 16 semanas. ζp<0,0001 vs. SHR 8 semanas. 

GRUPO Peso (g) PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg)

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

WKY 16 SEMANAS 415 + 24 145 + 3 91+ 3 108+ 2

SHR 8 SEMANAS 221 + 4 167 + 1* 119 + 2* 135 + 1*

SHR 16 SEMANAS 366 + 11 174 + 3#ζ 126 + 3#ζ 142 + 3#ζ
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4.2. Expresión de la AM en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR de 
8 y 16 semanas de edad. 

En las Fig. 46 y 47 se muestran los resultados de los inmunoblots analizados en 

el vermis del cerebelo contra anticuerpos anti-AM en ratas SHR y WKY de 8 y 

16 semanas de edad. Los gráficos muestran los resultados del análisis 

densitométrico de los datos normalizados con la expresión de la β-actina. Como 

se observa en la figura 46, la expresión de la AM en el vermis del cerebelo fue 

significativamente menor en las ratas SHR tanto de 8 semanas (0,64 + 0,05) 

como de 16 semanas de edad (0,60 + 0,06), cuando se compara con las WKY 

(N=10; p<0,0001). Los resultados de los western blot fueron expresados como 

la media + error estándar, normalizados con el respectivo control. 
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Fig. 46. Cambio en la expresión de la AM en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 100 μg de proteínas provenientes del 
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vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media, de N=10 por grupo experimental. La 
expresión de la AM fue normalizada con la de la β-actina. (N=10), *p<0,0001 vs. 
WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. WKY 16 semanas. 

 

Adicionalmente, se observa que la expresión de la AM en el vermis cerebelar 

tanto de las ratas SHR como de las WKY no cambió con la edad de los mismos 

(1,07 + 0,05 vs. 1,09 + 0,02 WKY 8 sem vs. WKY 16 sem; p=0,487. N=10) (0,99 

+ 0,08 vs. 1,06 + 0,07 SHR 8 sem vs. SHR 16 sem; p=0,569. N=10) (Fig. 47). 
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Fig. 47. Efecto de la edad sobre la expresión de la AM en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis cerebelar de 
las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron empleados para el 
western blotting. Los resultados fueron expresados como la media + error 
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estándar de la media. La expresión de la AM fue normalizada con la de la β-
actina. (N=10). 

 

4.3. Expresión de los componentes del receptor de AM en el vermis del 
cerebelo de la rata  

 

Se cuantificó la expresión de los componentes del receptor para la AM: RAMP1, 

RAMP2, RAMP3 y CRLR. Como se puede apreciar, la RAMP1 (Fig. 48), 

RAMP3 (Fig. 49) y el CRLR (Fig. 50) muestran mayor expresión 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). Pues, la 

expresión de la RAMP1 en las ratas SHR de 8 semanas es 24% mayor que su 

control WKY de la misma edad (1,24 + 0,05 vs. 1,00 + 0,03; N=9; p<0,001) y la 

expresión de la RAMP1 en las ratas SHR de 16 semanas de edad es 30% 

mayor con respecto a las WKY de la misma edad (1,30 + 0,07 vs. 1,00 + 0,01; 

N=9; p<0,001) (Fig. 48). 
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Fig. 48. Cambio en la expresión de la RAMP1 en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 100 μg de proteínas provenientes del 
vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP1 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=9). *p<0,001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,001 vs. WKY 
16 semanas. 

 

Por su parte, la expresión de la RAMP3 en las ratas SHR de 8 semanas es 

142% mayor que su control WKY de la misma edad (2,40 + 0,21 vs. 0,99 + 

0,04; N=15; p<0,0001) y la expresión de la RAMP3 en las ratas SHR de 16 

semanas de edad es 68% mayor con respecto a las WKY de la misma edad 

(1,66 + 0,09 vs. 0,99 + 0,01; N=15; p<0,0001) (Fig. 49). 
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Fig. 49. Cambio en la expresión de la RAMP3 en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 100 μg de proteínas provenientes del 
vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP3 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=15). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
WKY 16 semanas. 

 

De igual manera, las ratas SHR de 8 semanas de edad muestran un 52% más 

de expresión de la CRLR con respecto a su control WKY (1,50 + 0,07 vs. 0,99 + 

0,10; N=10; p<0,0001) y la expresión de la CRLR en las ratas SHR de 16 

semanas de edad es un 46% mayor con respecto a las WKY de la misma edad 

(1,45 + 0,13 vs. 0,99 + 0,02; N=10; p<0,0001) (Fig. 50). 
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Fig. 50. Cambio en la expresión de la CRLR en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 100 μg de proteínas provenientes del 
vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la CRLR fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=10). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
WKY 16 semanas. 

 

Por su parte, en las Fig. 51, 52 y 53 se muestra que la edad de las ratas WKY y 

SHR afecta la expresión de RAMP1, RAMP3 y CRLR en el vermis del cerebelo; 

pues, la expresión del RAMP1 en el vermis cerebelar tanto en las ratas SHR 

como las WKY aumenta con la edad de los mismos, ya que la expresión de las 

RAMP1 en las ratas WKY de 16 semanas aumentó en un 311% con respecto a 
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su expresión a las 8 semanas (1,02 + 0,02 vs. 4,20 + 0,42 WKY 8 sem vs. WKY 

16 sem) y en un 389% en las ratas SHR (1,00 + 0,03 vs. 4,89 + 0,49 SHR 8 

sem vs. SHR 16 sem) N=9. p<0,0001 (Fig. 51). 
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Fig. 51. Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP1 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP1 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=9). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
SHR 8 semanas. 

 

Asimismo, la expresión de la RAMP3 en el vermis cerebelar tanto en las ratas 

SHR como las WKY aumenta con la edad de los mismos, ya que la expresión 
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de las RAMP3 en las ratas WKY de 16 semanas aumentó en un 68% con 

respecto a su expresión a las 8 semanas (0,99 + 0,02 vs. 1,66 + 0,17 WKY 8 

sem vs. WKY 16 sem) y en un 28% en las ratas SHR (1,06 + 0,04 vs. 1,36 + 

0,04 SHR 8 sem vs. SHR 16 sem) N=15. p<0,0001 (Fig. 52). 
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Fig. 52. Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP3 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP3 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=15). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
SHR 8 semanas. 
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De igual manera, la expresión del CRLR en el vermis cerebelar tanto de las 

ratas SHR como las WKY aumentó con la edad de los mismos, ya que su 

expresión en las ratas WKY de 16 semanas aumentó en un 72% con respecto a 

su expresión a las 8 semanas (1,00 + 0,04 vs. 1,72 + 0,06 WKY 8 sem vs. WKY 

16 sem) y en un 59% en las ratas SHR (0,99 + 0,05 vs. 1,57 + 0,05 SHR 8 sem 

vs. SHR 16 sem) N=10. p<0,0001 (Fig. 53). 
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Fig. 53. Efecto de la edad sobre la expresión de la CRLR en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la CRLR fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=10). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
SHR 8 semanas. 
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Ahora bien,  cuando se cuantifica la expresión de la RAMP2 en el vermis 

cerebelar de las ratas SHR de 8 y 16 semanas de edad, se observa una 

expresión significativamente menor cuando se compara con las WKY de su 

misma edad (N=11; p<0,0001) (Fig. 54), pues la expresión de la RAMP2 en las 

ratas SHR 8 semanas es 39% menor que su control WKY de la misma edad 

(0,61 + 0,04 vs. 1,00 + 0,01) y 19% menor en las ratas SHR de 16 semanas con 

respecto a las WKY de la misma edad (0,80 + 0,01 vs. 0,99 + 0,01). 
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Fig. 54. Cambio en la expresión de la RAMP2 en el vermis de cerebelo de ratas 
WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad. 100 μg de proteínas provenientes del 
vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP2 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=11). *p<0,0001 vs. WKY 8 semanas. #p<0,0001 vs. 
WKY 16 semanas. 
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Sin embargo, la edad no alteró la expresión de la RAMP2 en el vermis cerebelar 

de las ratas WKY y SHR (Fig. 55) (1,00 + 0,04 vs. 1,12 + 0,11 WKY 8 sem vs. 

WKY 16 sem; p=0,335. N=11) (1,00 + 0,03 vs. 0,92 + 0,06 SHR 8 sem vs. SHR 

16 sem; p=0,371. N=11). 
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Fig. 55. Efecto de la edad sobre la expresión de la RAMP2 en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y SHR de 8 y 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la RAMP2 fue normalizada 
con la de la β-actina. (N=11). 
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4.4. Efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes 
SOD, CAT y GPx en el vermis cerebelar de la rata SHR y controles 
normotensos, WKY adultos. Papel de la angiotensina II. 

 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes 

SOD, CAT y GPx en el vermis cerebelar de ratas SHR y WKY. Igualmente, se 

estudio el papel de la ANG II. Como se observa, la incubación del vermis 

cerebelar con AM (2X10-7M) durante 5 min, disminuyó significativamente la 

actividad de las enzimas antioxidantes SOD  (2,572 + 0,1620 vs. 1,838 + 0,212 

Basal 5min vs. AM 5min) (Fig. 56), CAT (0,0152 + 0,001937 vs. 0,0101 + 

0,000679 Basal 5min vs. AM 5min) (Fig. 57) y GPx (0,0110 + 0,00082 vs. 

0,0057 + 0,0006; Basal 5min vs. AM 5min) (Fig. 58) en las ratas WKY de 16 

semanas de edad con respecto a su basal (p<0,001. N=17).  

 

Contrariamente, en las ratas SHR la adición al baño de incubación de la AM no 

alteró la actividad de ninguna de las tres enzimas antioxidantes (2,1190 + 

0,1722 vs. 2,1818 + 0,149 Basal 5min vs. AM 5min; 0,0133 + 0,0005341 vs. 

0,0122 + 0,00079 Basal 5min vs. AM 5min; 0,0128 + 0,00184 vs. 0,0103 + 

0,00153 Basal 5min vs. AM 5min para SOD, CAT y GPx, respectivamente).  

 

Ahora bien, la incubación del vermis cerebelar con ANG II (2 X10-7 M), 

incrementó significativamente  la actividad de  las tres enzimas antioxidantes 

evaluadas, tanto en las ratas WKY como las SHR; pues la ANG II incrementó la 

actividad de la SOD (2,513 + 0,130 vs. 4,022 + 0,316; Basal 10min vs. ANG II 

10min) (Fig. 56), CAT (0,0183 + 0,0012 vs. 0,0303 + 0,00377; Basal 10min vs. 

AM 10min) (Fig. 57) y GPx (0,0113 + 0,00125 vs. 0,0200 + 0,00157; Basal 

10min vs. ANG II 10min) (Fig. 58) en las ratas WKY de 16 semanas de edad 

con respecto a su control WKY (p<0,001. N=17), observándose también dicho 
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efecto en el vermis del cerebelo de las ratas SHR incubadas con ANG II 10 min 

(2,358 + 0,157 vs. 3,41 + 0,2625 Basal 10 min vs. ANG II 10min; 0,016 + 

0,000816 vs. 0,025 + 0,000802 Basal 10min vs. ANG II 10min; 0,011 + 0,001 

vs. 0,020 + 0,001 Basal 10min vs. ANGII 10min, para SOD, CAT y GPx, 

respectivamente).  

 

Aun más, en ambas cepas la AM antagonizó la respuesta estimulatoria de la 

ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxidantes; pues la preincubación 

de ANGII (2X10-7M) en el vermis de cerebelo de las ratas SHR como WKY 

revirtió la disminución de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y 

GPx inducida por la AM, llevándolos a valores similares al control. (p<0,001. 

N=17). Los resultados de la actividad enzimática de las enzimas antioxidantes, 

SOD, CAT y GPx fueron normalizados con la concentración de proteínas y 

expresados como la media + error estándar de la misma, (N=17; p<0,0001). 
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Fig. 56. Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes, SOD en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis 
cerebelar fue incubado con ANG II (2X10-7M) durante 10 min en presencia o 
ausencia de AM (2X10-7M) durante 5 min. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar de la actividad específica de las enzimas. 
*p<0,05 vs. control (Basal 5 min). (N=17). **p<0,001 vs. control (Basal 10min). # 
p<0,001 vs. ANG II.  
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Fig. 57. Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes, CAT en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis 
cerebelar fue incubado con ANG II (2X10-7M) durante 10 min en presencia o 
ausencia de AM (2X10-7M) durante 5 min. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar de la actividad específica de las enzimas. 
*p<0,05 vs. control (Basal 5 min). (N=17). **p<0,001 vs. control (Basal 10min). # 
p<0,001 vs. ANG II.  
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Fig. 58. Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes, GPx en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis 
cerebelar fue incubado con ANG II (2X10-7M) durante 10 min en presencia o 
ausencia de AM (2X10-7M) durante 5 min. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar de la actividad específica de las enzimas. 
*p<0,05 vs. control (Basal 5 min). (N=17). **p<0,001 vs. control (Basal 10min). # 
p<0,001 vs. ANG II.  
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4.5. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y amlodipina sobre 
la Presión Arterial Media (PAM) en ratas SHR y WKY adultas. 

 

Se evaluó el efecto que ejerce la reducción de la presión arterial inducida por la 

administración in vivo de dos antihipertensivos con mecanismos de acción 

diferentes (valsartán y amlodipina) sobre los valores de PAM en las ratas WKY 

y SHR adultas. En las figuras 59 y 60 se muestran que las ratas SHR tienen 

valores significativamente superiores de PAM cuando se compara con la WKY 

(N=9. p<0,05). La administración in vivo de valsartán  (60 mg/Kg/día, p.o.) o 

amlodipina (5mg/Kg/día, p.o.) durante 11 días, redujo la PAM a valores basales 

y no alteró la presión en la WKY normotensas. 
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Fig. 59. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la PAM en 
ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas 
durante 11 días con VAL (60 mg/Kg/día), se determinó su PA. Los resultados 
fueron expresados como la media + error estándar de la PAM. (N=9) *p<0,0001 
vs. WKY. # p<0,0001 vs. SHR. 
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Fig. 60. Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la PAM en 
ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas 
durante 11 días con VAL (5 mg/Kg/día), se determinó su PA. Los resultados 
fueron expresados como la media + error estándar de la PAM. (N=8) *p<0,0001 
vs. WKY. # p<0,0001 vs.  SHR. 

 

 

4.6. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y amlodipina sobre 
la relación Peso Corazón / Peso Corporal en ratas SHR y WKY 
adultas. 

 

Se evaluó el efecto que ejerce la reducción de la presión arterial inducida por la 

administración in vivo de dos antihipertensivos con mecanismos de acción 

diferentes (valsartán y amlodipina) sobre los valores de peso corporal, peso del 

corazón y su relación en las ratas WKY y SHR adultas. En las Tablas VI y VII se 

muestra que las ratas SHR tienen valores significativamente superiores de peso 
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del corazón y relación peso del corazón/peso corporal cuando se compara con 

la WKY (N=9. p<0,05). Asimismo, la administración in vivo de valsartán  (60 

mg/Kg/día) o amlodipina (5mg/Kg/día) durante 11 días revirtió el incremento de 

dichos parámetros. 

 

 

Tabla VI. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la relación 
Peso Corazón / Peso Corporal  en ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 16 
semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 mg/Kg/día). Se 
determinó su peso corporal (Kg) y del peso del corazón (g). Los resultados 
fueron expresados como la media + error estándar. (N= 9). *p<0,05 vs. WKY.  # 
p<0,05 vs. SHR.  

GRUPO Peso Corporal
(Kg)

Peso Corazón
(g)

Peso Corazón /Peso 
Corporal

WKY 0,283 + 0,018 1,059 + 0,054 3,753 + 0,053

WKY VAL 0,316 + 0,001 1,175 + 0,011 3,715 + 0,038

SHR 0,305 + 0,003 1,200 + 0,020* 3,960 + 0,042*

SHR VAL 0,318 + 0,006 1,118 + 0,018# 3,567 + 0,074#
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Tabla VII. Efecto del tratamiento con amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la 
relación Peso Corazón / Peso Corporal  en ratas WKY y SHR. Ratas WKY y 
SHR de 16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL 
(5mg/Kg/día). Se determinó su peso corporal (Kg) y del peso del corazón (g). 
Los resultados fueron expresados como la media + error estándar. (N= 8). 
*p<0,05 vs. WKY.  #p<0,05 vs. SHR. 

GRUPO Peso Corporal
(Kg)

Peso Corazón
(g)

Peso Corazón /Peso 
Corporal

WKY 0,374 + 0,007 1,335 + 0,006 3,590 + 0,09

WKY AMLO 0,384 + 0,003 1,350 + 0,013 3,525 + 0,062

SHR 0,383 + 0,004 1,833 + 0,028* 4,812 + 0,091*

SHR AMLO 0,369 + 0,082 1,357 + 0,014# 3,696 + 0,081#

 

 

4.7. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y amlodipina sobre 
el tamaño de los miocitos cardíacos de ventrículo izquierdo en ratas 
SHR y WKY adultas. 

 

Se evaluó el efecto que ejerce la administración oral in vivo de dos 

antihipertensivos con mecanismos de acción diferentes (valsartán y amlodipina) 

sobre el tamaño de miocitos cardíacos del ventrículo izquierdo en las ratas 

WKY y SHR adultas. En las figuras 61 a 64 se muestra que las ratas SHR 

tienen valores significativamente superiores del tamaño de los miocitos cuando 

se compara con los WKY (N=6. p<0,05). Por su parte, la administración in vivo 

de valsartán (60 mg/Kg/día) o amlodipina (5mg/Kg/día) durante 11 días revirtió 

el incremento de dicho parámetro. 
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Fig.  61. Cortes histológicos de ventrículo izquierdo de ratas tratadas con 
valsartán (VAL) in vivo. Ventrículo izquierdo de ratas WKY (Panel A), WKY VAL 
(Panel B), SHR (Panel C) y SHR VAL (Panel D). Secciones transversales de 
miocitos de ventrículo izquierdo. Hematoxilina – Eosina (H-E), 40X. (N= 6). 
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Fig. 62. Efecto del tratamiento oral con valsartán (VAL) sobre el tamaño de 
miocitos de ventrículo izquierdo de ratas WKY, WKY VAL, SHR y SHR VAL. 
(N= 6).   *p<0,001 vs. WKY. 
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Fig.  63. Cortes histológicos de ventrículo izquierdo de ratas tratadas con 
amlodipina (AMLO) in vivo. Ventrículo izquierdo de ratas WKY (Panel A), WKY 
AMLO (Panel B), SHR (Panel C) y SHR AMLO (Panel D). Secciones 
transversales de miocitos de ventrículo izquierdo. Hematoxilina – Eosina (H-E), 
40X. (N= 6). 
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Fig. 64. Efecto del tratamiento oral con amlodipina (AMLO) sobre el tamaño de 
miocitos de ventrículo izquierdo de ratas WKY, WKY AMLO, SHR y SHR AMLO.  
*p<0,001 vs. WKY. (N= 6). 

 

 

4.8.  Efecto de la administración  in vivo  de valsartán y amlodipina 
sobre la acción de la AM sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes in vitro, en ratas SHR y WKY adultas. 

 

Se evaluó el efecto que ejerce la reducción de la presión arterial inducida por la 

administración in vivo de dos antihipertensivos con mecanismos de acción 

diferentes (valsartán y amlodipina) sobre la ausencia del efecto reductor de la 

AM sobre las enzimas antioxidantes en las ratas SHR.  Como se observa en las 
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figuras 65 y 66,  la administración in vivo de valsartán  (60 mg/Kg/día) durante 

11 días, revirtió la ausencia de respuesta de las enzimas antioxidantes inducida 

por la AM en ratas SHR, pues la incubación del vermis cerebelar de las ratas 

con AM (2X10-7M) provocó una disminución significativa en la actividad de las 

enzimas antioxidantes en las ratas SHR tratadas con valsartán a niveles 

similares a los obtenidos con las ratas WKY (p<0,001). Asimismo, este efecto 

fue observado tras la administración in vivo de amlodipina (5 mg/Kg/día) 

durante 11 días (p<0,0001). Ninguno de los tratamientos afectó la actividad de 

las enzimas antioxidantes, basal o la inducida por la AM, en las ratas WKY. 
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Fig. 65. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la actividad de 
las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx basal e inducida por la AM en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 16 semanas de 
edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 mg/Kg/día), posteriormente, 
se sacrificaron y el vermis cerebelar fue incubado con AM (2X10-7M) durante 5 
min. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la 
actividad específica de las enzimas. (N=9). *p<0,0001 vs. control (Basal WKY). 
**p<0,0001 vs. control VAL (Basal VAL WKY). # p<0,0001 vs. control VAL 
(Basal VAL SHR). 
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Fig. 66. Efecto del tratamiento con  amlodipina (AMLO) in vivo, sobre la 
actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx basal e inducida por la 
AM en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 16 
semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con AMLO (5mg/Kg/día), 
posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue incubado con AM 
2X10-7M durante 5 min. Los resultados fueron expresados como la media + 
error estándar de la actividad específica de las enzimas. (N=8). *p<0,0001 vs. 
control (Basal WKY). **p<0,0001 vs. control AMLO (Basal AMLO WKY). # 
p<0,0001 vs. control AMLO (Basal AMLO SHR).  
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4.9. Efecto de la administración  in vivo  de valsartán sobre la expresión 
de AM y los componentes de su receptor en el vermis de cerebelo 
de ratas SHR y WKY adultas. 

Se evaluó el efecto que ejerce la reducción de la presión arterial inducida por la 

administración in vivo de valsartán sobre los cambios en la expresión de la AM 

y los componentes de sus receptores en las ratas SHR.  Como se observa en la 

figura 67,  la administración in vivo de valsartán  (60 mg/Kg/día) durante 11 

días, revirtió los cambios en la expresión de AM observados en las ratas SHR 

(N= 10; p<0,001), pues la administración de valsartán durante 11 días provocó 

un aumento significativo de la expresión de AM (Fig. 67) en el vermis cerebelar 

de las ratas SHR tratadas con valsartán a niveles similares a los obtenidos con 

las ratas WKY. 
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Fig. 67. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la expresión 
de la AM en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 
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16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 mg/Kg/día), 
posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue destinado para 
determinación de AM. 100 μg de proteínas provenientes del vermis cerebelar de 
las ratas WKY y  SHR fueron empleados para el western blotting. Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la media. La 
expresión de la AM fue normalizada con la de la β -actina. (N=10). *p<0,001 vs. 
control WKY. #p<0,0001 vs. control  SHR. 

 

Adicionalmente, se observa que la administración de valsartán revirtió la 

expresión de los componentes de los receptores en ratas SHR cuando se 

compara con WKY, pues la administración de valsartán durante 11 días provocó 

una disminución significativa de la expresión de RAMP1 (Fig. 68), RAMP3 (Fig. 

69) y CRLR (Fig. 70) en el vermis cerebelar de las ratas SHR tratadas con 

valsartán a niveles similares a los obtenidos con las ratas WKY. 

 

En relación a la RAMP2, el valsartán revirtió la expresión reducida de las 

RAMP2 observada en las ratas SHR llevándola a niveles similares a los 

obtenidos con las ratas WKY (N= 10; p<0,01) (Fig. 71). 
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Fig. 68. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la expresión 
de la RAMP1 en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR 
de 16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 
mg/Kg/día), posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue destinado 
para determinación de RAMP1. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR fueron empleados para el western blotting. 
Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la media. 
La expresión de la RAMP1 fue normalizada con la de la β-actina. (N=10). 
*p<0,0001 vs. control WKY. #p<0,0001 vs. control  SHR.  
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Fig. 69. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la expresión 
de RAMP3 en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR 
de 16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 
mg/Kg/día), posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue destinado 
para determinación de RAMP3. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR fueron empleados para el western blotting. 
Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la media. 
La expresión de la RAMP3 fue normalizada con la de la β-actina. (N=10). 
*p<0,0001 vs. control WKY. #p<0,0001 vs. control  SHR. 



136 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

#

WKY SHR

CONTROL VAL CONTROL VAL

C
R

LR
/ β

-A
CT

IN
A

 

CRLR

β-Actina

Basal VAL
WKY SHR

Basal VAL

 

Fig. 70. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la expresión 
de CRLR en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR de 
16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 mg/Kg/día), 
posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue destinado para 
determinación de CRLR. 100 μg de proteínas provenientes del vermis cerebelar 
de las ratas WKY y  SHR fueron empleados para el western blotting. Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la media. La 
expresión de la CRLR fue normalizada con la de la β-actina. (N=10). *p<0,0001 
vs. control WKY. #p<0,0001 vs. control  SHR. 
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Fig. 71. Efecto del tratamiento con valsartán (VAL) in vivo, sobre la expresión 
de RAMP2 en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. Ratas WKY y SHR 
de 16 semanas de edad fueron tratadas durante 11 días con VAL (60 
mg/Kg/día), posteriormente, se sacrificaron y el vermis cerebelar fue destinado 
para determinación de RAMP2. 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR fueron empleados para el western blotting. 
Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la media. 
La expresión de la RAMP2 fue normalizada con la de la β-actina. (N=10). 
*p<0,01 vs. control WKY. #p<0,01 vs. control  SHR. 
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4.10. Efecto de la AM sobre  la actividad de las enzimas antioxidantes en 
el vermis cerebeloso en ratas Sprague - Dawley.  Papel de la 
angiotensina II. 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes 

SOD, CAT y GPx en el vermis cerebelar de la rata Sprague - Dawley. Como se 

observa en la figura 72, la preincubación del tejido con AM (2 X10-7 M), redujo 

significativamente la actividad de las tres enzimas antioxidantes evaluadas. Por 

su parte la ANGII (2 X10-7 M),  incrementó significativamente dichas actividades 

y a su vez revirtió la disminución de la actividad de las enzimas antioxidantes 

inducida por la AM. 
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Fig. 72. Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad de las enzimas 
antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis de cerebelo de ratas Sprague - 
Dawley. El vermis cerebelar fue incubado con AM (2 X10-7 M durante 5 min), 
ANGII (2 X10-7 M durante10 min) y AM+ANGII (2X10-7M). Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la actividad específica de las 
enzimas. *p<0,05 vs. control (Basal 5 min). # p<0,001 vs. control (Basal 10min). 
(N=11). **p<0,001 vs. ANGII.  
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4.11. Papel de la NADP(H) oxidasa, la PKA y la PKC en la acción de la AM 
y la ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en el 
vermis del cerebelo de la rata Sprague - Dawley. 

 

Se evaluó el papel de la NADP(H) oxidasa y la proteína kinasa C (PKC) en la 

acción de la AM y la ANGII sobre la actividad de las enzimas antioxidantes. Tal 

y como se muestra en las figuras 73 y 74, la AM (2X10-7M) redujo y la ANG II 

(2X10-7M) incrementó significativamente la actividad de las tres enzimas 

antioxidantes (p<0,0001). La preincubación del vermis cerebelar de ratas 

Sprague - Dawley con apocinina (1X10-4 M), un inhibidor de la NAD(P)H 

oxidasa, o con la cheleritrina (6,5 μM), un inhibidor de la PKC,  no alteró el 

efecto reductor de la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) 

inducida por la AM,  pero bloqueó completamente la acción estimulatoria de la 

ANG II sobre dichas actividades enzimáticas. 

 

Por otra parte, al evaluar el posible papel de la proteína quinasa dependiente de 

AMPc (PKA) sobre la acción de la AM y ANGII sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes, observamos que la preincubación con un inhibidor de la PKA 

(PKI-(6-22)-amide) (20 μM), bloqueó completamente el efecto inhibitorio de la 

AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y no alteró el efecto 

estimulatorio  de la ANGII (Fig. 75). 
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Fig. 73. Efecto de la apocinina sobre el efecto inducido por la AM y ANG II 
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague - Dawley. El vermis cerebelar fue incubado con 
apocinina  (1X10-4 M) durante 15 min en presencia o ausencia de AM (2X10-7M) 
durante 5 min o ANGII 2X10-7M durante 10 min. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la actividad específica de las 
enzimas. (N=9). *p<0,0001 vs. respectivo control.  
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Fig. 74. Efecto de la cheleritrina sobre el efecto inducido por la AM y ANG II 
sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague - Dawley. El vermis cerebelar fue incubado con 
cheleritrina  (6,5 μM) durante 15 min en presencia o ausencia de AM (2X10-7M) 
durante 5 min o ANGII (2X10-7M) durante 10 min. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la actividad específica de las 
enzimas. (N=8). *p<0,0001 vs. respectivo control.  
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Fig. 75. Efecto del inhibidor de la PKA (iPKA) sobre el efecto inducido por la AM 
y ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en 
el vermis de cerebelo de ratas Sprague - Dawley. El vermis cerebelar fue 
incubado con iPKA (20 μM) durante 15 min en presencia o ausencia de AM 
(2X10-7M) durante 5 min o ANGII (2X10-7M) durante 10 min. Los resultados 
fueron expresados como la media + error estándar de la actividad específica de 
las enzimas. (N=8). *p<0,0001 vs. respectivo control. #p<0,001 vs. respectivo 
control iPKA 
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4.12. Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
actividad de las enzimas antioxidantes en el cerebelo de la rata. 

 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en la 

acción  de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y 

GPx. Como se observa en la figura 76 el pretratamiento con la AM22-52 y CGRP8-

37, antagonista de los receptores de AM y CGRP, respectivamente revirtió el 

efecto reductor inducido por la AM sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes (N=31 *p<0,001). 
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Fig. 76. Subtipos de receptores de AM involucrados en la disminución de la 
actividad de las enzimas antioxidantes, SOD (Panel A), CAT (Panel B) y GPx 
(Panel C) inducida por la AM en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – 
Dawley. El vermis cerebelar fue preincubado con AM22-52 (1X10-6M)  o CGRP8-37 
(1X10-6M) durante 10 min en presencia y ausencia de AM (2X10-7M) durante 5 
min. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la 
actividad específica de las enzimas. (N=31). *p<0,0001 vs. control (Basal 5 
min). 

 



146 

 

4.13. Efecto de la AM sobre la producción de TBARS en el vermis 
cerebelar de la rata SHR y controles normotensos, WKY adultos.  

 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la producción de TBARS en el vermis 

cerebelar de ratas SHR y WKY. Como se observa, la incubación del vermis 

cerebelar con AM (2X10-7M) durante 10 min, disminuyó significativamente la 

producción de TBARS  (4,20 + 0,55 vs. 2,83 + 0,15 Basal 10min vs. AM 10min) 

(Fig. 77), en las ratas WKY de 16 semanas de edad con respecto a su basal 

(p<0,05. N=6).  

 

Contrariamente, en las ratas SHR la adición al baño de incubación de la AM no 

alteró la producción de TBARS (9,49 + 0,82 vs. 9,11 + 1,46 Basal 10min vs. AM 

10min). Asimismo, se puede observar que los niveles basales de TBARS en las 

ratas SHR son 2,25 veces mayores que los encontrados en las ratas WKY 

(p<0,05. N=6).  
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Fig. 77. Efecto de la AM sobre la producción de TBARS en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incubado con AM (2X10-

7M) durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la producción de TBARS (nmol/mg proteínas). *p<0,05 vs. control 
(Basal WKY 10 min). (N=6). # p<0,05 Basal WKY.  

 

 

4.14. Efecto de la AM y ANG II sobre la producción de TBARS en el vermis 
cerebelar de la rata Sprague – Dawley. 

 

Se evaluó el efecto de la AM y ANG II sobre la producción de TBARS en el 

vermis cerebelar de ratas Sprague - Dawley. Como se observa, la incubación 

del vermis cerebelar con AM (2X10-7M) durante 10 min, disminuyó 

significativamente la producción de TBARS  (5,48 + 0,44 vs. 4,07 + 0,30 Basal 

10min vs. AM 10min) (Fig. 78), en las ratas con respecto a su basal (p<0,05. 

N=6). Ahora bien, la incubación del vermis cerebelar con ANG II (2 X10-7 M), 
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incrementó significativamente la producción de TBARS (5,48 + 0,44 vs. 7,36 + 

0,77; Basal 10min vs. ANG II 10min). 
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Fig. 78. Efecto de la AM y ANG II sobre la producción de TBARS en el vermis 
de cerebelo de ratas Sprague-Dawley. El vermis cerebelar fue incubado con AM 
o ANG II (2X10-7M) durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la producción de TBARS (nmol/mg proteínas). 
*p<0,05 vs. control (Basal 10 min) (N=6).  

 

 

4.15.  Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
producción de TBARS en el cerebelo de la rata. 

 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en la 

acción  de la AM sobre la producción de TBARS. Como se observa en la figura 

79, el pretratamiento con la AM22-52 y CGRP8-37, antagonista de los receptores 
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de AM y CGRP, respectivamente revirtió el efecto reductor inducido por la AM 

sobre la producción de TBARS (N=6 *p<0,05). 
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Fig. 79. Subtipos de receptores de AM involucrados en la disminución de la  
producción de TBARS inducida por la AM en el vermis de cerebelo de ratas 
Sprague – Dawley. El vermis cerebelar fue preincubado con AM22-52 (1X10-6M)  
o CGRP8-37 (1X10-6M) durante 15 min en presencia y ausencia de AM (2X10-

7M) durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la producción de TBARS (nmol/mg proteínas). *p<0,05 vs. control 
(Basal 10 min) (N=6).  

 

4.16. Papel de la hipertensión sobre la activación basal de las ERK en el 
vermis del cerebelo de la rata. 

En la figura 80 se muestran los resultados de los inmunoblots analizados en el 

vermis del cerebelo contra anticuerpos anti-p-ERK en ratas SHR y WKY de 16 
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semanas de edad. Se muestran los resultados del análisis densitométrico de los 

datos normalizados con la expresión de la ERK-total. Como se observa, la 

expresión de la ERK en el vermis del cerebelo fue significativamente mayor en 

las ratas SHR (1,67 + 0,14 vs. 1,00 + 0,01), cuando se compara con las WKY 

(N=10; p<0,0001). Los resultados de los western blot fueron expresados como 

la media + error estándar de la misma y normalizados con el respectivo control. 
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Fig. 80. Efecto de la hipertensión sobre la expresión basal de las p-ERK en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. 100 μg de proteínas provenientes del 
vermis cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 16 semanas de edad fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la p-ERK fue normalizada 
con la de la ERK-total. (N=10). *p<0,0001 vs. WKY. 
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4.17. Efecto de la AM sobre  la activación de la vía de señalización ERK 
en el vermis cerebeloso en ratas SHR y WKY. 

 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la activación de las ERK en el vermis 

cerebelar de ratas SHR y WKY adultas. Como se puede apreciar, la incubación 

del vermis cerebelar con AM (2X10-7 M) durante 5 min, activó de manera 

significativa las ERK  (1,05 + 0,06 vs. 2,54 + 0,34 Basal vs. AM) (Fig. 81) en las 

ratas WKY de 16 semanas de edad con respecto a su control (p<0,001. N=17). 

De igual manera, en las ratas SHR la adición al baño de incubación de la AM 

incrementó la fosforilación de las ERK cuando se compara con su basal (1,52 + 

0,09 vs. 2,16 + 0,10 Basal vs. AM). Sin embargo, la magnitud de su activación 

resultó ser significativamente menor cuando se compara con la de las WKY. 
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Fig. 81. Efecto de la AM sobre la activación (fosforilación) de las ERK en el 
vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incubado con 
AM (2 X10-7 M durante 5 min). 100 μg de proteínas provenientes del vermis 
cerebelar de las ratas WKY y  SHR de 16 semanas de edad fueron empleados 
para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la media + 
error estándar de la media. La expresión de la p-ERK fue normalizada con la de 
la ERK-total. (N=17). *p<0,001 vs. WKY Basal. # p<0,001 vs. SHR Basal. 
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4.18.  Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
activación de la ERK en el cerebelo de la rata. 

 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en las 

acciones de la AM sobre la activación de las ERK. Como se observa en la figura 

82, el pretratamiento con la AM22-52, antagonista de los receptores de AM, 

durante 10 min, bloqueó completamente la activación de las ERK inducida por 

la AM en el vermis cerebelar de ratas Sprague - Dawley (1,3 + 0,2 vs. 0,98 + 

0,21 AM22-52 vs. AM22-52+AM). Por su parte, la adición de CGRP8-37, antagonista 

del receptor CGRP, no alteró la activación de las ERK inducida por la AM (0,91 

+ 0,02 vs. 1,22 + 0,09 CGRP8-37 vs. CGRP8-37 + AM) (N=12 *p<0,001). 
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Fig. 82. Subtipos de receptores de AM involucrados en la activación 
(fosforilación) de las ERK en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – Dawley. 
El vermis cerebelar fue incubado con AM22-52 (1X10-6M) o CGRP8-37 (1X10-6M) 
durante 10 min en presencia y ausencia de AM (2 X10-7 M) durante 5 min. 100 
μg de proteínas provenientes del vermis cerebelar de las ratas fueron 
empleados para el western blotting. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la media. La expresión de la p-ERK fue normalizada 
con la de la ERK-total. (N=12). *p<0,001 vs. Basal. # p<0,0001 vs. CGRP8-37. 
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4.19. Efecto de la AM sobre la activación de la producción de  
fosfoinositol en el vermis cerebeloso en la rata. 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la activación de la vía de señalización 

fosfatidilinositol en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – Dawley. Como se 

observa, en la figura 83 la incubación del vermis cerebelar con AM (2X10-7 M) 

durante 5 min, no alteró la acumulación de monofosfato de inositol cuando se 

compara con su basal (0,035 + 0,003 vs. 0,036 + 0,001 Basal vs. AM). (N=6). 
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Fig. 83. Efecto de la AM sobre la activación de la producción de monofosfato de 
inositol en el vermis de cerebelo de ratas Sprague - Dawley. El vermis cerebelar 
fue incubado con AM (2 X10-7 M durante 5 min) o vehículo (Basal). Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la 
acumulación de [H3] InsP1 (N=6).  

 

4.20. Efecto de la AM sobre  la producción de AMPc en el vermis 
cerebeloso de ratas WKY y SHR. 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la producción de AMPc en el vermis de 

cerebelo de ratas SHR y WKY de 16 semanas de edad. Como se observa, en la 
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figura 84 la incubación del vermis cerebelar con AM (2X10-7 M) durante 10 min, 

provocó un incremento significativo en la acumulación del AMPc cuando se 

compara con su basal en las ratas WKY (10,64 + 0,93 vs. 14,92 + 0,87 Basal 

vs. AM) (N=6). p<0,05. De igual modo, en las ratas SHR la adición al baño de 

incubación de la AM provocó un incremento en la acumulación del AMPc (9,57 

+ 1,03 vs. 18,96 +  3,40 Basal vs. AM).  
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Fig. 84. Efecto de la AM sobre la producción de AMPc en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incubado con AM (2X10-7M) o 
vehículo durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la media + 
error estándar de la acumulación de AMPc/mg proteína. (N=6). *p<0,05 vs. 
respectivo Basal.  
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4.21. Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
producción de AMPc en el cerebelo de la rata Sprague - Dawley. 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en los 

efectos de la AM sobre la acumulación del AMPc en el vermis de cerebelo de 

ratas Sprague - Dawley. Como se observa en la figura 85, el pretratamiento con 

la AM22-52, antagonista de los receptores de AM, durante 10 min, bloqueó la 

acumulación del AMPc inducida por la AM en el vermis cerebelar de ratas 

Sprague - Dawley a niveles comparables a sus valores basales (17,70 + 1,53 

vs. 21,60 + 1,84 AM22-52 vs. AM22-52+AM). De igual manera, la adición de 

CGRP8-37, antagonista del receptor CGRP, bloqueó la acumulación de AMPc 

inducido por la AM (15,22 + 3,74 vs. 22,45 + 4,71 CGRP8-37 vs. CGRP8-37 + AM) 

(N=7 *p<0,0001). 
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Fig. 85. Subtipos de receptores de AM involucrados en la producción de AMPc 
en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – Dawley. El vermis cerebelar fue 
incubado con AM22-52 (1X10-6M) o CGRP8-37 (1X10-6M) durante 10 min en 
presencia y ausencia de AM (2 X10-7 M). Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar de la acumulación de AMPc. (N=7). *p<0,0001 
vs. Basal. 

 

 

4.22.  Efecto de la AM sobre  la activación de la guanilil ciclasa en el 
vermis cerebeloso de ratas WKY y SHR. 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la activación de la guanilil ciclasa en el 

vermis de cerebelo de ratas SHR y WKY de 16 semanas de edad. Como se 

observa, en la figura 86 la incubación del vermis cerebelar con AM (2X10-7 M) 
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durante 10 min, provocó un incremento significativo de la acumulación del 

GMPc  cuando se compara con su basal en las ratas WKY (235,11 + 6,55 vs. 

335,00 + 12,81 Basal vs. AM), pues la acumulación de GMPc en las ratas WKY 

incubadas con AM es 43% mayor con respecto a su basal (N=11). p<0,001. 

Contrariamente, en las ratas SHR la adición al baño de incubación de la AM no 

alteró la acumulación del GMPc (258,14 + 11,14 vs. 249,91 +  13,91 Basal vs. 

AM).  
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Fig. 86. Efecto de la AM sobre la activación de la guanilil ciclasa en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incubado con AM (2X10-

7M) o vehículo durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la acumulación de GMPc. (N=11). *p<0,001 vs. Basal 
WKY.  
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4.23. Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
activación de la guanilil ciclasa en el cerebelo de la rata Sprague - 
Dawley. 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en los 

efectos de la AM sobre la acumulación del GMPc en el vermis de cerebelo de 

ratas Sprague - Dawley. Como se observa en la figura 87, el pretratamiento con 

la AM22-52, antagonista de los receptores de AM, durante 10 min, bloqueó la 

acumulación del GMPc inducida por la AM en el vermis cerebelar de ratas 

Sprague - Dawley a niveles comparables a sus valores basales (228,82 + 10,91 

vs. 214,00 + 8,37 AM22-52 vs. AM22-52+AM). Por su parte, la adición de CGRP8-37, 

antagonista del receptor CGRP, no alteró la acumulación de GMPc inducido por 

la AM (273,30 + 13,09 vs. 352,80 + 18,20 CGRP8-37 vs. CGRP8-37 + AM) (N=23 

*p<0,0001). 
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Fig. 87. Subtipos de receptores de AM involucrados en la activación de la 
guanilil ciclasa en el vermis de cerebelo de ratas Sprague – Dawley. El vermis 
cerebelar fue incubado con AM22-52 (1X10-6M) o CGRP8-37 (1X10-6M) durante 10 
min en presencia y ausencia de AM (2 X10-7 M). Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la acumulación de GMPc. 
(N=23). *p<0,0001 vs. Basal. # p<0,0001 vs. CGRP8-37. 

 

 

4.24. Efecto de la AM sobre la producción de NO en el vermis cerebeloso 
de ratas WKY y SHR. 

Se evaluó el efecto de la AM sobre la producción de NO en el vermis de 

cerebelo de ratas SHR y WKY de 16 semanas de edad. Como se observa, en la 

figura 88 la incubación del vermis cerebelar con AM (2X10-7 M) durante 10 min, 

provocó un incremento significativo de la acumulación de nitratos cuando se 

compara con su basal en las ratas WKY (2,49 + 0,59 vs. 4,24 + 0,38 Basal vs. 
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AM), pues la acumulación de nitratos en las ratas WKY incubadas con AM es 

70% mayor con respecto a su basal (N=5). p<0,05. 

Contrariamente, en las ratas SHR la adición al baño de incubación de la AM no 

alteró la acumulación de nitrato (2,87 + 0,72 vs. 2,00 +  0,32 Basal vs. AM).  
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Fig. 88. Efecto de la AM sobre la producción de nitratos en el vermis de 
cerebelo de ratas WKY y SHR. El vermis cerebelar fue incubado con AM (2X10-

7M) o vehículo durante 10 min. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar de la producción de nitratos. (N=5). *p<0,05 vs. Basal 
WKY. 
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4.25. Subtipos de receptores que median la acción de la AM sobre la 
producción de NO en el cerebelo de la rata Sprague - Dawley. 

Se evaluó la posible participación de los subtipos de receptores de AM en los 

efectos de la AM sobre la producción de NO en el vermis de cerebelo de ratas 

Sprague - Dawley. Como se observa en la figura 89, el pretratamiento con la 

AM22-52, antagonista de los receptores de AM, durante 10 min, bloqueó la 

acumulación del NO inducida por la AM en el vermis cerebelar de ratas Sprague 

- Dawley a niveles comparables a sus valores basales (2,01 + 0,16 vs. 2,03 + 

0,02 AM22-52 vs. AM22-52+AM). Por su parte, la adición de CGRP8-37, antagonista 

del receptor CGRP, no alteró la producción de NO inducido por la AM (2,61 + 

0,85 vs. 5,61 + 0,96 CGRP8-37 vs. CGRP8-37 + AM) (N=5 *p<0,05). 
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Fig. 89. Subtipos de receptores de AM involucrados en la producción de NO en 
el vermis de cerebelo de ratas Sprague – Dawley. El vermis cerebelar fue 
incubado con AM22-52 (1X10-6M) o CGRP8-37 (1X10-6M) durante 15 min en 
presencia y ausencia de AM (2 X10-7M). Los resultados fueron expresados 
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como la media + error estándar de la producción de nitratos. (N=5). *p<0,05 vs. 
Basal. # p<0,05 vs. CGRP8-37. 

 

 

4.26. Efecto de la administración intracerebelar de AM sobre la presión 
arterial en ratas Sprague - Dawley, WKY y SHR adultas. 

Se evaluó el efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo 

sobre la presión arterial en ratas Sprague - Dawley, WKY y SHR de 16 

semanas de edad in vivo. Los resultados fueron expresados como la media + 

error estándar del cambio de la PAM (mmHg) con respecto a sus valores 

basales (antes de la administración de AM o vehículo). Únicamente se tomaron 

los datos de aquellos animales en los que el colorante se localizó en el vermis 

cerebeloso (Fig. 90). 

 

A B

 

Fig. 90. Coordenadas Estereotáxicas empleadas para la canulación de los 
animales. Coordenadas estereotáxicas (Panel A) (Sacchetti y col., 2002). 
Confirmación del sitio de la canulación con la tinción green fast (5 μL). 

 

Como se observa, en las figuras 91 y 92 la administración intracerebelar de 

vehículo o AM (200 pmol/5μL), en ratas Sprague-Dawley (SD) y WKY, ocasionó 

incrementos de la PAM, expresada como delta de incremento sobre su propio 
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basal. Aún más, los incrementos ocasionados por el vehículo y la AM no fueron 

diferentes entre sí.  Esto se muestra en la figura  de la derecha donde se 

expresan los resultados como área bajo la curva (AUC)  (V=121 + 13; AM-SD= 

104 + 11 y V=134 + 13 y WKY-AM=157 + 15)  (N=10).  
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Fig. 91. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas Sprague - Dawley sobre la presión arterial media. Se administró AM (200 
pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó 
la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10).  
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Fig. 92. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas WKY sobre la presión arterial media. Se administró AM (200 pmol/5μL) o 
vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó la PAM 
antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, y se 
determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y antes 
de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el 
área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel 
B). Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la 
AUC. (N=10).  

 

Por su parte, en las ratas SHR la administración intracerebelar de AM (200 

pmol/5μL) ocasionó una disminución estadísticamente significativa en el cambio 

de PAM cuando se compara con el vehículo, siendo la caída en la PAM de 20 a 

40 mmHg (Fig. 93 y 94). Al expresar los resultados como AUC del delta de 

PAM, se evidencia una reducción significativa (V=264,50 + 26,0 vs. SHR-

AM=99,5 + 8). (N=17, p<0,05) (Fig. 93 y 94).  
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Fig. 93. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas SHR sobre la presión arterial media. Se administró AM (200 pmol/5μL) o 
vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó la PAM 
antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, y se 
determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y antes 
de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el 
área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel 
B). Los resultados fueron expresados como la media + error estándar de la 
AUC. (N=17). *p<0,05 vs. Vehículo. 
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Fig. 94. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas SHR sobre la presión arterial media en el tiempo. Se administró AM (200 
pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó 
la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM. (N=17). 
*p<0,05 vs. Vehículo. 

 

Se evaluó si la acción de la AM sobre la PAM es dependiente de la dosis, y 

efectivamente se puede observar en las figuras 95 y 96,  que  la  administración 

de AM en un rango de dosis comprendido entre  200 – 0,02 pmol/5µL, ocasionó 
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una caída significativa de la PAM con respecto al vehículo, la cual fue 

dependiente de la dosis. Esto se observa tanto en el curso temporal como 

expresado como AUC. 
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Fig. 95. Efecto de la administración in situ de varias dosis de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas SHR sobre la presión arterial media. Se administró AM 
(0,02 - 200 pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, 
se determinó la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de 
los fármacos, y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM 
después y antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM. (N=17). 
*p<0,05 vs. Vehículo. 
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Fig. 96. Efecto de la administración in situ de varias dosis de AM en el vermis 
de cerebelo de ratas SHR sobre la AUC del cambio de presión arterial media. 
Se administró AM (0,02 - 200 pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el 
vermis de cerebelo, se determinó la PAM antes y después (durante 10min) de la 
administración de los fármacos, y se determinó el cambio de la PAM como la 
diferencia de la PAM después y antes de la administración de los tratamientos. 
Se determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar 
de la AUC. (N=17). *p<0,05 vs. Vehículo. #p<0,05 vs. AM 0,02 y 0,2 pmol. ζ 
p<0,05 vs. AM 2 y 20 pmol. 

 

Para evaluar si los cambios en la PAM inducidos tras la administración de AM 

eran sitio específico, se evaluó  el efecto de la administración in situ de AM 

fuera del vermis de cerebelo sobre la presión arterial en ratas Sprague - 

Dawley, WKY y SHR de 16 semanas de edad in vivo. Como se observa en las 
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figuras 97, 98 y 99, la administración de AM (200 pmol) fuera del vermis 

cerebelar de ratas Sprague - Dawley, WKY y SHR, no ocasionó cambios en la 

PAM cuando se compara con el vehículo (N=10). Únicamente se tomó los datos 

de aquellos animales en los que el colorante se localizó fuera del vermis 

cerebeloso. 
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Fig. 97. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas Sprague - Dawley sobre la presión arterial media. Se administró AM 
(200 pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas fuera del vermis de cerebelo, se 
determinó la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los 
tratamientos, y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM 
después y antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10). 
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Fig. 98. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas WKY sobre la presión arterial media. Se administró AM (200 pmol/5μL) 
o vehículo en ratas canuladas fuera del vermis de cerebelo, se determinó la 
PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los tratamientos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10). 
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Fig. 99. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas SHR sobre la presión arterial media. Se administró AM (200 pmol/5μL) 
o vehículo en ratas canuladas fuera del vermis de cerebelo, se determinó la 
PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los tratamientos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10). 

 

4.27. Efecto de la administración intracerebelar de ANG II sobre la presión 
arterial media en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR adultas. 

 

Se evaluó el efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis de 

cerebelo sobre la presión arterial en ratas Sprague - Dawley, WKY y SHR de 16 

semanas de edad in vivo. Los resultados fueron expresados como la media + 

error estándar del cambio de la PAM (mmHg) con respecto a sus valores 

basales (antes de la administración de ANGII o vehículo). Únicamente se 



174 

 

tomaron los datos de aquellos animales en los que el colorante se localizó en el 

vermis cerebeloso (Fig. 90). 

 

Como se observa en la figuras 100, 101 y 102, la administración intracerebelar 

de  ANGII (200 pmol/5μL) en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR, provocó 

cambios en la PAM  de la misma magnitud al producido por  el vehículo (N=10). 

Estos hallazgos se observan tanto en el curso temporal del efecto de la ANGII 

como en la representación de AUC. 
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Fig. 100. Efecto de la administración in situ de ANGII en el vermis de cerebelo 
de ratas Sprague-Dawley sobre la presión arterial media. Se administró ANG II 
(200 pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se 
determinó la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los 
fármacos, y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM 
después y antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10).  
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Fig. 101. Efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis de cerebelo 
de ratas WKY sobre la presión arterial media. Se administró ANG II (200 
pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó 
la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10).  
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Fig. 102. Efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis de cerebelo 
de ratas SHR sobre la presión arterial media. Se administró ANG II (200 
pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se determinó 
la PAM antes y después (durante 10min) de la administración de los fármacos, 
y se determinó el cambio de la PAM como la diferencia de la PAM después y 
antes de la administración de los tratamientos. Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se 
determinó el área bajo la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada 
tratamiento (Panel B). Los resultados fueron expresados como la media + error 
estándar de la AUC. (N=10).  

 

4.28. Efecto de la administración intracerebelar de AM sobre la presión 
arterial media en ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR adultas 
sometidas a estrés por estímulo eléctrico plantar (EEP). 

Se evaluó el efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo 

sobre la respuesta presora inducida por el EEP in vivo en ratas Sprague- 

Dawley, WKY y SHR. Los resultados fueron expresados como la media + error 

estándar del cambio de la PAM (mmHg) con respecto a sus valores basales 

(antes de la administración de AM o vehículo). Únicamente se tomaron los 
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datos de aquellos animales en los que el colorante se localizó en el vermis 

cerebeloso (Fig. 90). 

 

Como se observa en las figuras 103, 104 y 105, el EEP produjo una respuesta 

presora significativa de unos 35 mmHg. La administración intracerebelar de AM 

a la dosis de  0,2 pmol/5μL bloqueó completamente la respuesta presora frente 

al EEP.  Aún más, la administración de AM a una dosis de 200 pmol/5μL no 

solo bloqueó la respuesta presora frente al estrés sino que produjo una 

respuesta hipotensora profunda y significativa.  Este efecto de la AM frente a la 

respuesta presora al EEP fue similar en las tres cepas evaluadas: ratas 

Sprague- Dawley, WKY y SHR.  La acción de la AM sobre la respuesta presora 

se indica en el gráfico  AUC que demuestra claramente el efecto dependiente 

de la dosis (N=10, p<0,05).  
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Fig. 103. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas Sprague-Dawley sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial 
media. Se determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL y 0,2  
pmol/5μL) o vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a 
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las ratas a EEP durante 4 min y se determinó la PAM (durante 10min). El 
cambio de la PAM se calculó como la diferencia de la PAM después y antes de 
la administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo 
la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la AUC. 
(N=10). *p<0,05 vs. Vehículo. #p<0,05 vs. AM 0,2 pmol. 
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Fig. 104. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas WKY sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial media. Se 
determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL y 0,2  pmol/5μL) o 
vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a 
EEP durante 4 min y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la 
PAM se calculó como la diferencia de la PAM después y antes de la 
administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo 
la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la AUC. 
(N=10). *p<0,05 vs. Vehículo. #p<0,05 vs. AM 0,2 pmol. 
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Fig. 105. Efecto de la administración in situ de AM en el vermis de cerebelo de 
ratas SHR sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial media. Se 
determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL y 0,2  pmol/5μL) o 
vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a 
EEP durante 4 min y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la 
PAM se calculó como la diferencia de la PAM después y antes de la 
administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo 
la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la AUC. 
(N=10). *p<0,05 vs. Vehículo. #p<0,05 vs. AM 0,2 pmol. 

 

 

Para evaluar si los cambios en la PAM inducidos tras la administración de AM 

eran sitio específico, se evaluó  el efecto de la administración in situ de AM 

fuera del vermis de cerebelo sobre la presión arterial media en ratas Sprague-

Dawley, WKY y SHR de 16 semanas de edad in vivo sometidas a estrés por 

EEP. Como se observa en las Fig. 106, 107 y 108, la administración de AM 

(200 pmol) fuera del vermis cerebelar de ratas Sprague-Dawley, WKY y SHR, 

no fue capaz de alterar la respuesta presora inducida por el EEP (N=10). 



180 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

20

40

60

80

AM 200 pmol
Vehículo

TIEMPO (MIN)

C
am

bi
o 

de
 la

 P
AM

(m
m

H
g)

A B

Vehículo AM 200 pmol
0

100

200

300

400
Vehículo
AM 200 pmol

AU
C

 (m
m

H
g/

 m
in

)

 

Fig. 106. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas Sprague-Dawley sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial 
media. Se determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL) o 
vehículo en ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a 
EEP durante 4 min y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la 
PAM se calculó como la diferencia de la PAM después y antes de la 
administración de los tratamientos. Los resultados fueron expresados como la 
media + error estándar del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo 
la curva (AUC) del cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los 
resultados fueron expresados como la media + error estándar de la AUC. 
(N=10). 
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Fig. 107. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas WKY sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial media. Se 
determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL) o vehículo en ratas 
canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a EEP durante 4 min 
y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la PAM se calculó como 
la diferencia de la PAM después y antes de la administración de los 
tratamientos. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar 
del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo la curva (AUC) del 
cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la AUC. (N=10). 
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Fig. 108. Efecto de la administración in situ de AM fuera del vermis de cerebelo 
de ratas SHR sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial media. Se 
determinó la PAM basal y se administró AM (200 pmol/5μL) o vehículo en ratas 
canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a EEP durante 4 min 
y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la PAM se calculó como 
la diferencia de la PAM después y antes de la administración de los 
tratamientos. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar 
del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo la curva (AUC) del 
cambio de la PAM para cada tratamiento (Panel B). Los resultados fueron 
expresados como la media + error estándar de la AUC. (N=10). 

 

 

4.29. Efecto de la administración intracerebelar de ANG II sobre la presión 
arterial media en ratas SHR adultas sometidas a estrés por estímulo 
eléctrico plantar (EEP). 

Se evaluó el efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis de 

cerebelo sobre el cambio de presión arterial en ratas SHR sometidas a estrés 

por EEP vivo. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar 

del cambio de la PAM (mmHg) con respecto a sus valores basales (antes de la 

administración de ANG II o vehículo). Únicamente se tomaron los datos de 
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aquellos animales en los que el colorante se localizó en el vermis cerebeloso 

(Fig. 90). 

 

Como se observa, en la figura 109  la administración intracerebelar de vehículo 

o ANGII (200 pmol/5μL), en las ratas SHR sometidas a EEP, no provocó 

cambios en la PAM cuando se compara con el vehículo (N=10).  
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Fig. 109. Efecto de la administración in situ de ANG II en el vermis de cerebelo 
de ratas SHR sometidas a estrés por EEP sobre la presión arterial. Se 
determinó la PAM basal y se administró ANG II (200 pmol/5μL) o vehículo en 
ratas canuladas en el vermis de cerebelo, se sometió a las ratas a EEP durante 
4 min y se determinó la PAM (durante 10min). El cambio de la PAM se calculó 
como la diferencia de la PAM después y antes de la administración de los 
tratamientos. Los resultados fueron expresados como la media + error estándar 
del cambio de PAM (Panel A). Se determinó el área bajo la curva (AUC) del 
cambio de la PAM para cada tratamiento. Los resultados fueron expresados 
como la media + error estándar de la AUC. (N=10).  
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5. DISCUSIÓN 
 

La  AM es un péptido ubicuo de 52 residuos de aminoácidos en el humano  y de 

50 residuos de aminoácidos en la rata al que se le han atribuido importantes 

funciones en la regulación de la función CDV a través de efectos tanto a nivel 

periférico como central. Diversos estudios han indicado que la AM cumple 

diversas acciones biológicas entre las que se incluyen hipotensión, 

vasodilatación, inhibición de la secreción de endotelina, diuresis, natriuresis, 

broncodilatación, regulación del crecimiento y proliferación celular (Cases y col., 

2001; Beltowski y col., 2004). 

 

Las funciones de la AM son mediadas a través de la unión del péptido a sus 

receptores, los cuales están constituidos por el CRLR y una RAMP. Los 

receptores específicos de la AM, AM1 y AM2, están formados por el CRLR con 

RAMP2 y CRLR con RAMP3, respectivamente. Asimismo, la AM ejerce 

diversas acciones a través de su unión con el receptor de CGRP, constituido 

por CRLR y RAMP1 (Zimmermann y col., 1996; Belloni y col., 1999). Todos 

estos receptores son proteínas de siete dominios transmembrana acoplados a 

proteína G, que fueron inicialmente caracterizados como receptores huérfanos 

(Ishizaka y col., 1994; Dang y col., 1999). 

 

Diversos estudios han indicado que la AM y los componentes de su receptores 

se encuentran expresados en diferentes órganos y tejidos como la glándula 

suprarrenal, corazón, riñón, pulmón, aorta, páncreas, intestino delgado, hígado, 

bazo, tiroides, testículo, vasos sanguíneos, células endoteliales y de músculo 

liso, entre otros (Kitamura y col., 1993B; Sakata y col., 1993; Eguchi y col., 

1994; Ichiki y col., 1994; Sakata y col., 1994). Asimismo, a nivel central, 

diversos estudios han demostrado la expresión de AM y sus receptores en 
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regiones como el tálamo, hipotálamo, adeno y neurohipófisis, plexo coroides, 

revestimiento del tercer, cuarto y ventrículo lateral y en la capa de células 

granulares del cerebelo (Sone y col., 1997; Juaneda y col., 2001; Uezono y col., 

2001; Beltowski y col., 2004). 

 

De hecho, estudios iniciales sobre la distribución de la AM en el cerebro 

indicaban que este péptido se encontraba ausente; sin embargo estudios 

posteriores demostraron que la AM se encontraba presente y ampliamente 

distribuida en el cerebro humano y de animales como ratas, ratones y sapo; 

evidenciándose en regiones como la corteza frontal, temporal, occipital, bulbo 

olfatorio accesorio y principal, en las áreas posterior, medial dorsal, lateral y 

ventral del núcleo olfatorio, núcleo accumbens y la estría terminal, área septal, 

caudado-putamen, tubérculo olfatorio, pálido ventral, banda diagonal de Broca, 

globo pálido, sustancia innominata, hipocampo, amígdala, tálamo, hipotálamo, 

mesencéfalo, bulbo raquídeo, órganos circunventriculares (en el órgano 

subfornical y el AP) y en el cerebelo (Ueta y col., 1995; Samson y col., 1997; 

Hinson y col., 2000; Serrano y col., 2000; Takahashi, 2001; Serrano y col., 

2002; Juaneda y col., 2003; Serrano y col., 2003; Macchi y col., 2006). 

 

Por otro lado, varios estudios han demostrado una amplia inmunoreactividad y 

expresión de los receptores de la AM a nivel central (Oliver y col., 2002; 

Juaneda y col., 2003). En este sentido, Sone y col., (1997), demostraron sitios 

de unión específicos a la AM en varias regiones del cerebro humano como 

corteza cerebral, tálamo, hipotálamo, tallo, bulbo raquídeo y cerebelo. De 

hecho, Ueda y col., (2001) encontraron que el ARNm de RAMP1 muestra una 

amplia distribución en el cerebro localizándose en hipocampo, núcleo 

accumbens, tubérculo olfatorio, caudado putamen, corteza cerebral, cerebelo y 

epéndimo ventricular. Por su parte, el ARNm de RAMP2 se encuentra en 

regiones como hipocampo, bulbo olfatorio, plexos coroides de los ventrículos 
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cerebrales, cerebelo y vasos sanguíneos. Por su parte, el ARNm del RAMP3 se 

demostró en la corteza cerebral, tálamo y cerebelo. Evidenciándose la 

colocalización del CRLR con RAMP1 en el caudado putamen y núcleo 

amigdaloide, y con el RAMP2 en los plexos coroides ventricular y en la pared de 

los vasos sanguíneos. 

 

Nuestros resultados demuestran por primera vez en las ratas WKY y SHR la 

presencia de AM y los componentes de su receptor en un área específica del 

cerebelo como lo es el vermis, lo cual confirma la presencia de receptores de 

CGRP, AM1 y AM2 en dicha región cerebelosa, tal y como ha sido  reportado 

previamente en ratas Sprague-Dawley  (Sakata y col., 1994; Juaneda y col., 

2001; Serrano y col., 2003; Edvinsson y col., 2010). De hecho, Serrano y col., 

(2000) encontraron inmunoreactividad a la AM en las células de Purkinje en el 

cerebelo de la rata,  en la capa granular (en las terminales de las fibras 

musgosas y en las células de Golgi) y en los núcleos cerebelares lateral, 

interpósito y medial del cerebelo (Serrano y col., 2000). Evidenciándose 

colocalización de la AM con el factor H en las células de Purkinje de cerebelo 

de la rata, siendo el factor H un importante regulador de las funciones de la AM, 

pues se ha demostrado que algunos eventos mediados por el receptor, tales 

como la elevación del AMPc, crecimiento de células cancerígenas o inhibición 

de la liberación de insulina desde los islotes pancreáticos, el factor H aumenta 

la actividad de la AM (Martínez y col., 2001; Serrano y col., 2003).   

 

Asimismo, la evidencia indica que los componentes de los receptores de CGRP, 

AM1 y AM2 se encuentran localizados a nivel del cerebelo, pues se ha 

demostrado el ARNm para RAMP1 y RAMP2 en la capa de las células de 

Purkinje del cerebelo; por su parte, el ARNm de RAMP3 se evidenció en la capa 

granular del cerebelo (Ueda y col., 2001). Por otra parte, Edvinsson y col., 

(2010) demostraron inmunoreactividad en las células de Purkinje de cerebelo 
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de rata para el CRLR y RAMP1, los cuales son los componentes del receptor de 

CGRP; demostrándose además su localización a nivel de la capa molecular de 

la corteza cerebelar de ratas, evidenciándose la expresión del receptor en las 

células de Purkinje, interneuronas y astrocitos (Morara y col., 1998).  

 

Por lo tanto, la presencia de AM así como los componentes de su receptores 

sugieren que la AM podría cumplir  un papel funcional a nivel de esta estructura 

y sugiere que este péptido puede influir en las funciones cerebelares como un 

factor autocrino / paracrino.  

 

Si ello es así, la expresión y la función de los componentes del sistema 

adrenomedulérgico podría estar alterada en situaciones patológicas y durante el 

crecimiento. Nuestros resultados apuntan a esta posibilidad ya que demuestran 

que la expresión 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 

edades de la rata, pues se ha demostrado que el receptor de CGRP 

(CRLR/RAMP1) expresado en las neuronas y glías de la capa cortical del 

cerebelo, sufre marcadas variaciones durante el desarrollo del cerebelo. De 

hecho, los estudios de inmunohistoquímica y autoradiografía demuestran que el 

número de receptores en la capa de células de Purkinje/capa molecular es bajo 

en las etapas iniciales del desarrollo e incrementa con la madurez, mientras que 

disminuye durante el mismo período en la sustancia blanca, lo cual sugiere que 

el CGRP liberado desde las fibras trepadoras puede cumplir un papel en el 

desarrollo cerebelar, pues el patrón de la conectividad adulta del cerebelo es 

alcanzado a través de una serie de procesos que tienen lugar en la última fase 

embrionaria y en el período postnatal (Morara y col., 2000). Por lo que la 

expresión del receptor CGRP en el cerebelo de ratas adultas puede estar 
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regulado por la activación de las neuronas provenientes de la oliva inferior, 

cuyos axones constituyen las fibras trepadoras que hacen sinapsis sobre las 

dendritas de las células de Purkinje (Morara y col., 1998).  

 

Resultados similares se han descrito en la periferia, así Hwang y col., (2007) 

encontraron que la expresión de AM en pulmón de ratas de 3, 12 y 20 meses 

aumenta con la edad, mientras que los componentes de su receptor 

disminuyeron con la edad de las mismas. Por su parte, en los testículos de la 

rata, la expresión de AM incrementó con la edad, observándose una 

disminución en las glándulas sexuales accesorias; igualmente, la expresión del 

receptor de CGRP incrementó en los testículos y disminuyó en la próstata, por 

su parte, la expresión del receptor de AM disminuyó en las vesículas seminales, 

de acuerdo a la edad (Li y col., 2007). De igual manera, Wong y col., (2012A) 

encontraron que la expresión de AM, incrementó con la edad en los pulmones 

de ratas con 1, 7 y 21 días, pero disminuyó con la edad en los riñones, 

glándulas suprarrenales y en el corazón; sin embargo, la expresión fue menor 

en las ratas adulta. Aún más, la expresión del CRLR y RAMP2 aumentó con la 

edad en los pulmones, riñones y corazón, pero disminuyó con la edad en las 

glándulas suprarrenales, indicando que la expresión de AM y los componentes 

de su receptor siguen diferentes patrones de cambios durante el desarrollo. Por 

lo tanto, la evidencia en la literatura y nuestros hallazgos sugieren que el patrón 

de cambios en la expresión de la AM y los componentes de sus receptores se 

ve afectado por la edad de la rata y además son órgano-específico, lo cual 

puede evidenciar cambios en los patrones de expresión propios de la edad a 

nivel del tejido que pueden tener relación con la función del péptido, condición 

del individuo  y con el desarrollo del tejido. 

 

La presencia de AM y los componentes de sus receptores en el cerebelo de 

ratas WKY y SHR sugiere que este péptido cumple un papel en las funciones 
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cerebelares. De hecho, algunos estudios indican que el cerebelo participa en el 

control CDV, pues la estimulación eléctrica de diversas zonas cerebelosas 

conlleva cambios en la presión arterial y frecuencia cardíaca (Nisimaru, 2004; 

Rector y col., 2006; Tandon y col., 2006). Así, la estimulación eléctrica de la 

corteza cerebelar posterior a nivel del lóbulo IX del vermis cerebelar, en conejos 

anestesiados provoca bradicardia, caída de la presión arterial e inhibición 

transitoria de la actividad simpática renal (Bradley y col.,1987A; Rocha y col., 

2008). Por su parte, la estimulación eléctrica de la porción rostral del NF en 

conejos anestesiados desencadena una respuesta presora (Bradley y col., 

1987B). Estos hallazgos constituyen evidencias claras del papel del cerebelo, 

específicamente el vermis cerebelar en la regulación de la presión arterial.  

 

Algunos estudios han indicado que la hipertensión puede influir en la expresión 

de la AM y los componentes de su receptor en diferentes órganos y en la 

periferia; en este sentido se ha indicado que la elevación de la AM plasmática 

constituye un marcador predictivo de diversas enfermedades y sus niveles se 

correlacionan con la severidad de la enfermedad (Gibbons y col., 2007). De 

hecho, se ha postulado que el incremento plasmáticos de la AM puede ayudar a 

regular los cambios en la presión arterial que acompañan las enfermedades 

CDV (Caron y col., 2007). 

 

Diversos estudios han indicado que la expresión de AM y sus receptores se 

encuentra alterada durante la hipertensión, pues se ha demostrado un 

incremento en la producción de AM y mayor expresión del péptido y los 

componentes de su receptores (CRLR, RAMP2 y RAMP3) en tejido aórtico y 

ventrículo cardíaco durante la hipertensión inducida con L-NAME (Pan y col., 

2005); sin embargo, la expresión de RAMP1 se ha encontrado incrementada en 

la aorta y no se vio alterada en el ventrículo de ratas hipertensas. Por su parte, 

Bell y col., (2006) demostraron que la expresión de RAMP2 y RAMP3 aumentó 
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en cardiomiocitos de ratas hipertensas, mientras que la expresión de RAMP1 y 

CRLR no se modificaron. Por su parte, Cueille y col., (2002) reportaron un 

incremento en la expresión de RAMP1 y RAMP3 pero no de RAMP2 y CRLR en 

aorta de ratas  con insuficiencia cardíaca congestiva.  

 

Asimismo, a nivel central, la evidencia muestra alteración en la expresión del 

sistema adrenomedulinérgico durante la hipertensión. De hecho, Shan y col., 

(2001) encontraron una menor expresión del ARNm que codifica a la AM en 

regiones centrales como el PVN, SFO, AP y NTS en ratas sometidas a 

estresores fisiológicos. Por su parte, de acuerdo a Stachniak y col., (2003) la 

expresión del ARNm de RAMP2 en el cerebro se ve alterada por los cambios en 

la presión arterial, pues el consecutivo incremento en la presión arterial durante 

6 días tras la infusión intravenosa de fenilefrina provocó una disminución en la 

expresión del RAMP2 en el PVN y NTS, sugiriendo que la alteración en la 

expresión del ARNm RAMP2 puede afectar la capacidad de la AM central en 

regular la actividad simpática. Asimismo, se ha observado que en la 

hipertensión inducida por estrés crónico existe un incremento en la expresión 

del ARNm de la pre-pro-AM en el hipotálamo, glándula pituitaria y glándula 

suprarrenal; mientras que se encuentra disminuída en bulbo raquídeo y 

mesencéfalo. Por su parte, la expresión del CRLR fue mayor en el bulbo y 

disminuyó en el hipotálamo y mesencéfalo, mientras que la expresión de 

RAMP2 y RAMP3 aumentó en el hipotálamo y disminuyó en la médula 

suprarrenal (Li y col., 2004).  

 

En el SNC, Pastorello y col., (2007) encontraron que la densidad de los sitios de 

unión a la AM en el cerebelo se encontraba alterada en la hipertensión, 

demostrando incrementos en los sitios de unión a la AM en el cerebelo de un 

modelo experimental de hipertensión genética, SHR, al compararlos con las 

ratas normotensas WKY. La alteración observada en la densidad de los 
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receptores de AM en el cerebelo de las ratas SHR parece indicar que la AM  

podría estar participando en el mantenimiento de la hipertensión genética. Estos 

hallazgos soportan la hipótesis de un papel funcional, no descrito hasta ahora, 

para los receptores de AM en el cerebelo, cuyo incremento en la hipertensión 

podría representar un mecanismo de regulación hacia arriba de los receptores 

para compensar el incremento de la presión arterial de las ratas SHR; o 

alternativamente constituir la alteración primaria cuya consecuencia secundaria 

resultaría en una alteración de los mecanismos de regulación autonómica que 

ocurren en el cerebelo y que traería como consecuencia un incremento de la 

presión arterial. 

 

En apoyo a esto, están nuestros resultados en los que se demuestra que la 

expresión de CRLR, RAMP1 y RAMP3 es mayor en las ratas hipertensas con 

respecto a las normotensas,  lo que sugiere una mayor expresión de receptores 

de CGRP (CRLR + RAMP1) y AM2 (CRLR + RAMP3) en el cerebelo. Por el 

contrario, la expresión de RAMP2 y AM resultó ser menor en las ratas SHR, 

sugiriendo una reducción de la expresión del receptor de AM1 (CRLR + 

RAMP2) a nivel  cerebeloso. La reducción en la expresión de AM  en el 

cerebelo de las ratas  hipertensas podría ser la responsable de la regulación 

“hacia arriba” de los receptores AM2 y de los sitios de unión observados por 

autoradiografía (Pastorello y col., 2007 y presente estudio). Igualmente estos 

hallazgos apoyan el papel importante en la regulación de la presión arterial del 

sistema adrenomedulinérgico, así como su posible desregulación en la 

hipertensión. 

 

Diversos investigadores han descrito que la AM endógena juega un papel 

importante en la protección del corazón y riñón del daño ocasionado por 

condiciones como la hipertensión; de hecho algunos estudios han indicado que  

ratones heterocigotos para el gen de la AM (AM+/-) son más susceptibles que 
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los homocigotos (AM+/+) a la hipertrofia cardíaca, fibrosis y el daño renal 

inducidos por la constricción aórtica o la infusión de ANG II (Kim y col., 2002; 

Caron y col., 2004). Asimismo, ratones heterocigotos para el gen de la AM 

transfectados con el gen de renina, presentan mayor grado de hipertrofia 

cardíaca comparado con ratones homocigotos para el gen de la AM 

transfectados con el gen de renina (Caron y col., 2007); por lo tanto la 

deficiencia de la AM se relaciona con mayor alteración en la función CDV. 

 

Por su parte, Li y col., (2004), encontraron que el aumento de la pre-pro-AM, 

RAMP2 y RAMP3 en el hipotálamo podría constituir un mecanismo de 

protección para reajustar el incremento en la presión arterial por el estrés 

crónico a través de un mecanismo de acción directo o indirecto sobre la función 

CDV. Por su parte, la disminución en la expresión de la pre-proAM en el bulbo, 

donde la administración de AM en AP y RVLM provoca un incremento en la 

presión arterial por incremento del eflujo simpático, podría reflejar un 

mecanismo protector de la AM en reajustar la presión arterial. Por lo tanto, los 

cambios en la expresión de la AM y los componentes de su receptor 

observados en el presente estudio demuestran que son sitio-específicos y 

sugieren que están relacionados con la posible función que desempeña la AM 

en a ese nivel, sugiriendo un posible papel de la AM cerebelar en el control de 

la presión arterial.  

 

Ahora bien, se conoce que los niveles de AM  pueden ser regulados de dos 

maneras, modificando su producción y/o su degradación. La hidrólisis por 

proteasas ha sido descrita como una importante vía de depuración de la AM 

tisular; de hecho, se han observado niveles plasmáticos de AM incrementados  

tras la inhibición de la NEP, lo cual confirma que la AM es un sustrato de esta 

enzima (Lisy y col., 1998). Jiang y col., (2004) encontraron que en ratas SHR la 

concentración de AM tisular puede ser diferencialmente regulada por la NEP,  
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pues encontraron menor expresión y actividad de esta enzima en aorta, yeyuno 

y ventrículo izquierdo, lo cual estaba acompañado de un aumento en la 

expresión del ARNm AM.  

 

Asimismo, factores como la enzima convertidora de ANG II, diacilglicerol, forbol 

- 12 miristato, son capaces de disminuir la actividad de la NEP. De igual 

manera, el IFN-γ reduce la expresión de ARNm para la NEP. Por su parte, los 

activadores de la AC o la PKA, glucocorticoides, trombina y citoquinas como la 

interleuquina 1β (IL-1β), factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y factor 

estimulante de colonias de macrófagos, pueden incrementar la expresión y 

actividad de la NEP (Bernard y col., 1993). Por lo tanto, en el presente estudio, 

es posible que los menores niveles de AM en el cerebelo de ratas hipertensas 

puedan ser producidos por un incremento en la expresión y/o actividad de la 

NEP a nivel local, por lo que sería interesante determinar su expresión y 

actividad en el cerebelo. 

 

Asimismo, diversos factores neuro-humorales pueden regular la expresión de la 

AM y los componentes de su receptor; pues se ha demostrado que la ANG II 

puede incrementar la expresión génica de RAMP1 y RAMP3,  a través del 

receptor AT1 en cultivos de cardiomiocitos de rata (Mishima y col., 2003). Por 

otro lado, se ha descrito que la endotelina-1 incrementa la expresión de CRLR y 

RAMP3 y disminuye la expresión de RAMP2 en cardiomiocitos de rata (Mishima 

y col., 2001); por lo que, el incremento en la expresión de CRLR, RAMP1y 

RAMP3 y la disminución de RAMP2 observados en el presente estudio, podrían 

igualmente estar regulados por factores neuro-humorales presentes durante la 

hipertensión. 
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Es conocido que la AM está involucrada en la regulación de la presión arterial, 

tanto por mecanismos periféricos como centrales, pues la infusión de AM 

provoca una poderosa y sostenida respuesta vasodilatadora e hipotensora 

(Haynes y col., 1995; Hirata y col., 1995; Lainchbury y col., 1997; Hinson y col., 

2000; Nagaya y col., 2000; Cases y col., 2001; Beltowski y col., 2004; Martínez 

y col., 2004; Nicholls, 2004). Por su parte, los efectos de la AM a nivel central 

no pueden ser predichos por sus efectos a nivel periférico, pues dependen del 

sitio de administración, ya que la AM es capaz de desencadenar una respuesta 

hipertensora tras su administración icv, en el RVLM o AP (Samson y col., 1998; 

Yang y col., 2003; Xu y col., 2004A); mientras que inducen un efecto hipotensor 

tras su administración a nivel del PVN (Xu y col., 2004B).  

 

Hasta el presente, no existe ningún estudio que describa el papel de la AM 

cerebelosa en la regulación de la presión arterial. Por lo tanto, la menor 

expresión de AM  y RAMP2 encontrados en este estudio, sugieren que estos 

cambios pueden constituir un mecanismo que contribuye con el desarrollo de la 

hipertensión genética, y apoya el concepto que este péptido participa en la 

regulación de la presión arterial a nivel cerebelar. Por otra parte, los 

incrementos en la expresión de la CRLR, RAMP1 y RAMP3 podrían representar 

un mecanismo compensatorio a la hipertensión con la finalidad de regular la 

elevación de la presión arterial. Asimismo, es importante señalar que estos 

cambios pueden constituir la alteración inicial que traería como consecuencia la 

desregulación de los mecanismos de control de la presión arterial con la 

consecuente hipertensión, ya que dichos cambios se encuentran presentes 

desde las etapas tempranas (8 semanas) de vida de las ratas hipertensas. 

Si eso es así,  el tratamiento con un agente  antihipertensivo  debería prevenir o 

revertir la desregulación del sistema adrenomedulérgico cerebeloso. De hecho, 

nuestros resultados  muestran que la administración oral de un antihipertensivo  

como lo es el valsartán, un bloqueante de los receptores de ANG II, revirtió los 
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cambios en la expresión de la AM y de los componentes de su receptor 

observados en las ratas hipertensas (Fig. 110); lo cual sugiere que la 

hipertensión induce cambios adaptativos para tratar de compensar la elevación 

de la presión arterial. En efecto, durante la hipertensión genética, el aumento en 

la expresión de CRLR/ RAMP1 y RAMP3 podría promover la interacción de la 

AM con los receptores de CGRP y AM2, en lugar con el receptor AM1, y 

favorecer las respuestas mediadas a través de estos receptores, posiblemente 

para contrarregular el incremento de la presión arterial. Por su parte, el 

tratamiento antihipertensivo,  al  restaurar la expresión de la AM y los 

componentes de sus receptores incrementando la expresión de RAMP2, 

promovería a la AM a interaccionar con el receptor de AM1 y favorecer  así  las 

respuestas mediadas a través de este receptor.  
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Fig. 110. Efecto de la hipertensión y de la disminución de la presión arterial 
sobre la expresión de la AM y los componentes de su receptor en el vermis de 
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cerebelo. La expresión de AM y los componentes de su receptor, CRLR, 
RAMP1, RAMP2 y RAMP3 se encuentran alterados en las ratas SHR con 
respecto a las normotensas. En las ratas hipertensas hay menor expresión de 
AM y RAMP2. Por su parte, el CRLR, RAMP1 y RAMP3 muestran mayor 
expresión durante la hipertensión. Sin embargo, la disminución de la presión 
arterial con valsartán, revierte la expresión de la AM y los componentes de 
receptor de AM a niveles similares encontrados en condiciones normales 
(WKY).  

 

La  evidencia indica que el complejo CRLR/RAMP2 representa el complejo de 

señalización más probable involucrado en la traducción de la actividad biológica 

de la AM, y se ha postulado que alteraciones en la expresión de las RAMPs 

están asociadas con alteraciones en la respuesta de la AM (Gibbons y col., 

2007). En este sentido, y tal como lo reportaron Gibbons y col., (2007) nuestros 

resultados pueden sugerir que para la adecuada señalización y respuesta de la 

AM cerebelar, la RAMP2 es expresada predominantemente en condiciones 

normales; sin embargo, bajo ciertas condiciones o enfermedades como la 

hipertensión, la expresión de RAMP3 se ve incrementada y la RAMP2 

disminuida; por lo que durante la hipertensión la célula cambia de un fenotipo 

de alta respuesta a la AM (expresión alta de RAMP2) a otro de baja respuesta 

(alta expresión de RAMP3). Existen mecanismos que regulan a los receptores 

de AM, así  se sabe que el RAMP3 se enlaza con el NHERF, una proteína 

adaptadora que contiene dos dominios en tándem PDZ, cuya interacción resulta 

en la inhibición de la internalización del receptor. Igualmente se ha demostrado 

que el RAMP3 puede interactuar con el factor sensible a N-etilmaleimida (NSF) 

de manera de promover un reciclaje lento del receptor.  Estos mecanismos 

podrían ser responsables de mantener el receptor AM2 desensibilizado en la 

membrana, y para el mantenimiento de un nivel de baja respuesta a la AM, o 

alternativamente para actuar como un mecanismo de reciclaje del receptor  

(Gibbons y col., 2007). 

 



197 

 

Aún más, diversos estudios a nivel periférico han demostrado que la 

normalización de la presión arterial desde la periferia puede restaurar el patrón 

de expresión de la AM y sus receptores a nivel periférico. De hecho, Zhao y 

col., (2006) reportaron un incremento en la expresión de RAMP2, RAMP3 y 

CRLR en el ventrículo izquierdo de ratas hipertensas inducidas con L-NAME, 

siendo dicho patrón de expresión normalizado tras la reducción farmacológica 

de la presión arterial. 

 

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que el control periférico de la 

presión arterial tras la administración oral de valsartán, fue capaz de revertir los 

cambios en la expresión de la AM y los componentes de su receptor en el 

cerebelo de las ratas hipertensas;  indicando que  la alteración en la expresión 

de la AM y los componentes de su receptor en el cerebelo constituyen la 

alteración primaria que lleva a la hipertensión; por lo tanto su reversión con la 

administración periférica de un antihipertensivo,   representaría  una estrategia  

para revertir la alteración primaria en el control de la presión arterial y abre la 

posibilidad de un mecanismo novedoso en la terapéutica  antihipertensiva. 

 

Diferentes estudios tanto a nivel central como periférico indican que la AM 

puede iniciar diversas vías de señalización como la activación de la vía del 

AMPc-PKA, el factor nuclear kappa B (NF-κB) (Pleguezuelos y col., 2004), PTK 

(Iwasaki y col., 2001), proteína fosfatasa 2A (Parameswaran y col., 2000) y 

PIK3/Akt (Okumura y col., 2004; Yin y col., 2004) dependiendo del tipo de 

células y las condiciones experimentales. Asimismo, la AM ha demostrado 

influir sobre la producción de EROs a nivel celular (Yoshimoto y col., 2004; Liu y 

col., 2007). 
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Es conocido que diversas formas de estrés celular constituyen las señales 

primarias que son traducidas en el citoplasma celular y alteran la expresión de 

genes específicos a nivel del núcleo. Una de esas formas de estrés celular es la 

producción de EROs (Kunsch y col., 1999). Se ha identificado que células como 

las endoteliales, fibroblastos y células de músculo liso producen EROs a niveles 

relativamente bajos en respuesta a señales de activación celular; por lo que 

estas moléculas actúan como segundos mensajeros para regular las vías de 

transducción que controlan en última instancia la expresión génica, estando 

además implicadas en una variedad de enfermedades entre las que se incluyen 

la hipertensión (Kunsch y col., 1999). 

 

Por lo tanto, un gran cuerpo de evidencias han reportado que las EROs pueden 

ser consideradas como moléculas de señalización que acoplan la información 

de señales extracelulares y celulares a señales nucleares con la finalidad de 

incrementar la producción y expresión de productos pro-inflamatorios (Kunsch y 

col., 1999). De hecho, se ha postulado que las EROs actúan como segundos 

mensajeros en la inducción de numerosos procesos celulares, pues podrían 

estar involucrados en la modulación de factores de transcripción redox 

sensibles como el NF-κB (Krawiec y col., 2000), la proteína adaptadora –1 (AP-

1) y transductores de señal y activadores de la transcripción (STATs), lo cual 

conlleva la transcripción de genes que codifican citoquinas, factores de 

crecimiento y moléculas de adhesión celular (Ferroni y col., 2006). 

 

Adicionalmente, las EROs pueden afectar múltiples vía de señalización aguas 

arribas de los factores de transcripción nuclear, incluyendo señales de 

modulación de calcio, proteína quinasas y fosfatasas (Kunsch y col., 1999). De 

hecho, la evidencia muestra que las EROs están involucradas en la 

señalización intracelular, mediante la activación de receptores de tirosina 

quinasas y no tirosina quinasas, inhibiendo fosfatasas de tirosina,  
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incrementando la actividad de quinasas regulatorias, incluyendo la PKC y PKA 

(Hongpaisan y col., 2004) y regulando la homeostasis del calcio intracelular 

(Gelband y col., 1997; Griendling y col., 2000A; Droge, 2002). Asimismo, las 

EROs están implicadas en  mecanismos de señalización que involucran la 

activación de las MAPK, incluyendo a las ERK1/2 o p42/p44, las JNK y la p38 

MAPK (Griendling y col., 2000A,B; Yoshizumi y col., 2001).  

 

Por lo tanto, las EROs pueden funcionar como un regulador fisiológico y 

patológico de la expresión mediante la modulación de vías de señalización 

redox sensible y eventos de regulación transcripcional (Kunsch y col., 1999). 

 

Es conocido que las células producen EROs, tales como el anión superóxido y 

peróxido de hidrógeno, en respuesta a factores de crecimiento y citoquinas 

(Mohazzab y col., 1994). Se han identificado diversas fuentes intracelulares 

productoras de EROs, como la NAD(P)H oxidasa, SON desacoplada, 

ciclooxigenasa, lipooxigenasa, xantina oxidasa, cadena de transporte de 

electrones mitocondrial, entre otros (Higashi y col., 2009).  

 

La NAD(P)H oxidasa ha sido reportada como la principal fuente de EROs en la 

vasculatura, esta enzima cataliza la reducción del oxígeno molecular a anión 

superóxido. Se han identificado expresión de isoformas de la NAD(P)H oxidasa 

en muchos órganos, incluyendo tejidos neuronales, CDV, riñón, entre otros. 

Estas enzimas están compuestas por dos proteínas catalíticas transmembrana, 

gp91 phox y p22 phox, y tres subunidades citosólicas asociadas, p47phox, 

p67phox y p40 phox. La activación de la NAD(P)H oxidasa típica es 

dependiente del ensamblaje de las subunidades, la cual requiere la fosforilación 

de la subunidad p47phox regulatoria. Además de la gp91 phox, (también 

llamada Nox 2), se han identificado otras proteínas homólogas como Nox1, 
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Nox4 y Nox 5 en las células endoteliales y de músculo liso vascular. Las Nox 

han sido identificadas como una de las enzimas más importantes en la 

producción de anión superóxido en la vasculatura bajo condiciones fisiológicas 

y patológicas para ejercer una acción regulatoria redox sobre la función 

vascular o en estado patológico (Mohazzab y  col., 1994; Droge, 2002; Zhang y 

col., 2008). 

 

Uno de los principales activadores de la NAD(P)H oxidasa es la ANG II en el 

cerebro y tejidos periféricos (Griendling y col., 2000A). Este péptido participa en 

diversas funciones cardiorenales, neurales y endocrinas para mantener la 

homeostasis del organismo. Un gran cuerpo de evidencias indican que las 

EROs y en particular el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno son 

segundos mensajeros intracelulares importantes que median muchas de las 

acciones de la ANG II (Griendling y col., 2000A,B; Zimmerman y col., 2002). 

 

De hecho, la ANG II  es un mediador importante de la función de las células de 

músculo liso vascular, siendo un gran número de efectos mediados a través de 

la generación de EROs (Ushio-Fukai y col., 1996; Frank y col., 2001), pues se 

ha demostrado que la respuesta del incremento del calcio intracelular mediado 

por la ANG II en arteriolas aferentes renales, está relacionada con la producción 

de anión superóxido, pues dicho efecto es inhibido con el pre-tratamiento con 

apocinina, un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa (Fellner y col., 2005). Asimismo, 

el efecto natriurético y kaliurético tras la administración icv de la ANG II es 

mediado a través de la estimulación de la NAD(P)H oxidasa y la producción de 

anión superóxido, pues este efecto es inhibido con el pretratamiento con 

apocinina o tempol, inhibidor de la NAD(P)H oxidasa y un mimético de la SOD, 

respectivamente (Israel y col., 2009). Por otra parte, se ha observado que la 

hipertrofia inducida por ANG II es inhibida por la sobreexpresión de la CAT, la 

cual hidroliza el peróxido de hidrógeno, o a través de la inhibición de la 
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NAD(P)H oxidasa, indicando el papel de las EROs como vías de señalización 

en los efectos inducidos por la ANG II (Ushio-Fukai y col., 1996; Liu y col., 

2007).  

 

Aún más, los hallazgos demuestran que el anión superóxido actúa como una 

molécula de señalización intracelular en el efecto que produce la ANG II sobre 

la presión arterial (Zimmerman y col., 2002; Erdös y col., 2006). Así, los 

cambios que induce la administración icv de ANG II sobre la presión arterial 

media y la frecuencia cardíaca pueden ser abolidos por la sobreexpresión 

mediada por un vector de la SOD (Zimmerman y col., 2002). Estos hallazgos 

permiten sugerir que en el cerebro, la ANG II media sus acciones a través de la 

estimulación de la NAD(P)H oxidasa.  

 

Por su parte, la AM es un péptido con efectos pleiotrópicos que incluyen 

crecimiento celular,  migración, apoptosis, inflamación, angiogénesis y 

secreción de hormonas. Se ha descrito, que ratones heterocigotos para la AM 

presentan inflamación perivascular en arterias coronarias y un incremento del 

estrés oxidativo sistémico y local, el cual es revertido con la suplementación de 

AM, lo cual sugiere que la AM puede jugar un papel protector contra el estrés 

oxidativo como un antioxidante endógeno in vivo (Shimosawa y col., 2002). De 

hecho, la AM ha sido descrita como una sustancia antioxidante endógena 

(Shimosawa y col., 2002; Kato y col., 2003), pues, Nishimatsu y col., (2002) 

demostraron que la AM endógena fue citoprotectora contra el daño a órganos, 

por lo que la AM podría constituir un candidato como agente terapéutico para el 

tratamiento de la enfermedad CDV. 

 

Si ello es así, entonces la estimulación aguda de la vía de la NAD(P)H oxidasa-

enzimas antioxidantes estimulada por la AM debería estar disminuida, mientras 
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que la estimulada por la ANG II debería estar estimulada. Nuestros resultados 

apoyan esta aseveración. En efecto, demostramos, por primera vez, que la AM 

disminuyó la actividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el 

vermis de cerebelo de ratas Sprague-Dawley, tal y como lo han reportado otros 

investigadores en otros órganos como riñón e hígado (Yurekli y col., 2009; 

Cikcikoglu y col., 2010). Esta disminución en la actividad de las enzimas sugiere 

que la AM es capaz de disminuir la producción de EROs,  pues la disminución 

de la actividad de las enzimas antioxidantes se acompañó de una disminución 

en la producción de productos de peroxidación lipídica. De hecho, se ha 

descrito que la AM tiene propiedades antioxidantes (Ando y col., 2004), pues la 

AM reduce la sobreproducción de EROs (Ando y col., 1998; Chun y col., 2000) 

y dichos efectos pueden proteger a diferentes órganos del daño inducido por 

estresores (Dogru y col., 2007), sugiriendo que la AM posee acciones 

protectoras contra la respuesta vascular al daño, posiblemente  a través de la 

inhibición de la producción del estrés oxidativo (Kawai y col., 2004). Aún más,  

esta disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes, sugiere una 

menor producción de EROs, y por lo tanto una disminución en la activación de 

cascadas de señalización activadas por estas moléculas.  

 

Por su parte, nuestros resultados demostraron que la estimulación aguda con  

ANG II  incrementó la actividad de las enzimas antioxidantes en el vermis de 

cerebelo de la rata; lo cual sugiere que la ANG II incrementa la producción de 

EROs en el vermis de cerebelo de la rata, ya que este efecto estuvo asociado 

además a un incremento en la producción de productos de peroxidación lipídica 

inducida por la ANG II, lo  cual sugiere que la ANG II es capaz de incrementar  

la producción de EROs, las cuales a su vez  pueden activar diversas vías de 

señalización a nivel del vermis cerebelar. De hecho, diversos estudios han 

indicado que la activación de las ERK1/2 y subsecuente expresión de genes en 

las células de músculo liso vascular inducida por la ANG II  es inhibida con el 
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pretratamiento con antioxidantes (Frank y col., 2001), sugiriendo su 

señalización redox sensible.  

 

Por su parte, se ha documentado que la exposición a las EROs incrementa la 

expresión de enzimas antioxidantes (Talalay y col., 2003; Bae y col., 2004), 

pues los genes que codifican estas enzimas son regulados por los elementos 

de respuesta antioxidantes (ARE) en sus regiones regulatorias (Lee y col., 

2004), un proceso que ocurre a través de la activación del factor de 

transcripción factor 2 relacionado NF-E2 (Nrf2). La unión de Nrf2 a estos sitios 

ARE conlleva un incremento en la expresión de las enzimas antioxidantes para 

compensar la toxicidad de las EROs (Lee y col., 2004). Por lo tanto, nuestros  

resultados pueden indicar que la ANG II induce un incremento en la actividad de 

las enzimas antioxidantes, como efecto contrarregulador al incremento en la 

producción de EROs, pues la SOD es capaz de convertir el anión superóxido a 

peróxido de hidrógeno, el cual es detoxificado a agua por acción de la CAT y 

GPx (Griendling y col., 1994; Babior, 1999). 

 

Es importante destacar que diferentes estudios han indicado que el cerebelo de 

rata contiene todos los componentes del sistema renina – angiotensina.  Es 

conocido que la ANG II ejerce sus funciones en diferentes tejidos a través de su 

unión con sus receptores de membrana, el receptor AT1 y AT2, los cuales son 

receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteína G (Arce y col., 

2001).   Efectivamente,  se ha demostrado la presencia de inmunoreactividad a 

la ANGII en neuronas cerebelares y mediante técnicas de autoradiografía e 

hibridación in situ  se ha descrito la presencia de ambos subtipos de receptores 

de ANG II en el cerebelo de ratas jóvenes (Erdmann y col., 1996; Johren y col., 

1996A,B; Arce y col., 2001; Arce y col., 2011), evidenciándose el receptor AT1 en 

la capa molecular y AT2 en la capa de las células de Purkinje del cerebelo. De 

hecho, estudios recientes han indicado que el receptor AT2 podría jugar un 
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papel importante en el establecimiento de conexiones, migración e 

interacciones neuronales (Arce y col., 2011), ya que ratones deficientes del 

receptor AT2 presentan anormalidades neurológicas, y que lesiones químicas 

en la oliva inferior reduce la unión de la ANG II a los receptores AT2 no sólo en 

la oliva inferior, sino en la corteza cerebelar de ratas jóvenes, lo que sugiere 

que los receptores AT2 presentes en la capa molecular del cerebelo son 

producidos por las neuronas de la oliva inferior y transportados a través de las 

fibras trepadoras (Arce y col., 2001). De igual manera, se ha evidenciado la 

presencia de ambos subtipos de receptores de ANGII en el cerebelo de ratas 

adultas (Arce y col., 2011). 

 

Por otra parte, diversos estudios han indicado que la AM tiene un efecto 

contrarregulador de las acciones inducidas por la ANG II a diversos niveles y 

localizaciones, pues se ha indicado que la AM es capaz de disminuir el 

incremento en la expresión de genes redox sensibles como la molécula de 

adhesión intercelular -1 (ICAM-1), molécula de adhesión celular vascular-1 

(VCAM-1) y la MCP-1, inducidos por  la ANG II en células endoteliales de aorta 

de rata (Yoshimoto y col., 2005). Por su parte, Rossi y col., (2006A,B) 

encontraron que la AM ejerce un potente efecto inhibitorio sobre la contracción 

y proliferación celular en células quiescientes de músculo liso de aorta inducida 

por la ANG II, a través de la vía AMPc/PKA. Igualmente, Tsuruda y col., (2005) 

encontraron que la AM disminuyó el depósito de colágeno en arterias 

coronarias inducida por la ANG II. 

 

La existencia en el SNC de efectos contraregulatorios entre la AM y la ANGII  

se ratifica en el presente estudio, ya que demostramos que la AM fue capaz de 

inhibir el efecto estimulatorio inducido por la ANGII en la actividad de las 

enzimas antioxidantes.  Esto sugiere que la AM es capaz de disminuir la 

producción de EROs estimulada por ANGII en el vermis de cerebelo de la rata, 
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tal y como lo han reportado otros investigadores en otros tejidos. Al respecto, 

Yoshimoto y col., (2005), encontraron que la AM fue capaz de disminuir el 

incremento en la producción de EROs, inducido por  la ANG II en células 

endoteliales de aorta de rata. Por su parte, Yoshimoto y col., (2004), 

encontraron que la AM inhibió directamente la generación intracelular de EROs 

inducida por ANG II, a través de un mecanismo dependiente del receptor de AM 

y la activación de la vía dependiente de AMPc- PKA en las células de músculo 

liso vascular, y que la AM con su potente acción antioxidante inhibe la 

activación JNK redox sensible y la expresión de genes como la MCP-1 y Nox1 

inducido por la ANG II, sugiriendo que la AM juega un papel protector como un 

antioxidante endógeno en el daño vascular inducido por la ANG II, por lo que la 

acción antioxidante de la AM es en parte responsable del bloqueo de las vías 

de señalización redox - sensible. Por lo tanto, el efecto contrarregulador de la 

AM sobre el incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes inducido 

por la ANG II en el vermis de cerebelo de la rata, sugiere que la AM juega un 

papel importante en contrarrestar el incremento en la producción de EROs 

inducido por la ANG II, modulando sus efectos. 

 

Diversas son la vías que podrían mediar la acción contrarregulatoria de la  AM 

sobre la acción estimulatoria de la  ANG II  sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes en el vermis de cerebelo de ratas. Nuestros resultados en los que 

se demuestra que  el pretratamiento con PKI-(6-22)-amida, un inhibidor de la 

PKA,  fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de la AM sobre la actividad de 

las enzimas antioxidantes sin afectar la acción de la ANG II, parecen indicar  

que el efecto de la AM es mediado a través de la vía de PKA,  tal y como lo han 

reportado otros estudios en otros tejidos (Chini y col., 1997; Shimosawa y col., 

2002; Yoshimoto y col., 2004), pues diversas evidencias señalan que la AM 

posee propiedades protectoras contra el daño a órganos producida por un gran 

número de condiciones fisiopatológicas, a través de la inhibición del estrés 

oxidativo (Shimosawa y col., 2002; Kawai y col., 2004; Matsui y col., 2004), ya 
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que en las células mesangiales, la AM suprime la producción de EROs a través 

de la vía AMPc-PKA (Chini y col., 1997). Sin embargo, en el ventrículo de la 

rata, el incrementado estrés oxidativo causado por el daño isquemia – 

reperfusión puede ser atenuado por la inhibición de la NAD(P)H oxidasa 

mediado por la AM a través de una vía NO-GMPc (Kato y col., 2003); por lo que 

los mecanismos que median esta actividad varían dependiendo de las 

condiciones experimentales y el tipo de célula (Liu y col., 2007). 

Si el iPKA no afectó la acción de la ANG II, su efecto sobre las enzimas 

antioxidantes podría estar mediado a través de la vía  de la NAD(P)H 

oxidasa/PKC, tal y como se ha descrito en otros tejidos. Efectivamente nuestros 

resultados demuestran que el pretratamiento con apocinina y cheleritrina, 

inhibidores de la NAD(P)H oxidasa y PKC, respectivamente, bloquearon 

completamente el efecto de la ANG II sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes en el vermis cerebelar  y no afectaron la acción inhibitoria de la 

AM (Fig. 105).   

 

Diversos estudios a nivel central y periférico han indicado que la generación 

intracelular de EROs estimulada por ANG II es mediada a través de la vía de la 

NAD(P)H oxidasa (Griendling y col., 1994; Ushio-Fukai y col., 1996; Ishida y 

col., 1998; Lassegue y col., 2003), tal y como lo reportamos en el presente 

estudio; pues, Chan y col., (2005) encontraron que la microinyección de 

difenileneiodonio (DPI) u oligonucleótidos antisentido a las subunidades 

p22phox o p47phox de la NAD(P)H oxidasa en el RVLM previno parcialmente el 

incremento en la producción local de anión superóxido inducido por la ANG II 

(Chan y col., 2005). Asimismo, la administración de DPI y apocinina, inhibidores 

de la NAD(P)H oxidasa en el RVLM o en los ventrículos cerebrales atenuó la 

respuesta presora a la ANG II en ratas (Chan y col., 2005; Erdös y col., 2006).  

De igual manera, Liu y col., (2007) encontraron que el pretratamiento con 

alopurinol o con rotenona, inhibidor de la xantina oxidasa y de las EROs 
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derivadas de la mitocondria, respectivamente, no tuvieron efecto sobre la 

producción de EROs estimuladas por la ANG II; en contraste el pre-tratamiento 

con apocinina, un inhibidor específico de la NAD(P)H oxidasa, redujo la 

producción de EROs estimuladas por la ANG II (Liu y col., 2007). 

Por lo tanto, desde que se conoce que la NAD(P)H oxidasa cataliza la 

reducción del oxígeno molecular a superóxido, el cual por acción de la SOD es 

convertido a peróxido de hidrógeno; y a su vez este último convertido en agua 

por acción de la enzima CAT o GPx (Fridovich, 1997; Babior, 1999), es 

plausible proponer que la cascada de la NAD(P)H oxidasa está involucrada en 

la señalización de la ANG II en las neuronas (Richards y col., 1999; Sumners y 

col., 2002), lo que explicaría el incremento de la actividad de las enzimas 

antioxidantes como la CAT, SOD y la GPX, tal y como lo observamos en 

nuestro estudio. De hecho, se ha demostrado que la preincubación del tejido 

hipotalámico con un desacoplante del ensamblaje de la NAD(P)H oxidasa, 

como la apocinina, inhibió completamente el efecto estimulatorio de la ANG II 

sobre la actividad de las enzimas antioxidantes: CAT, SOD y GPX (Silva y col., 

2009; Silva y col., 2010). 

 

Existe evidencia que sugiere que la NAD(P)H oxidasa periférica y central es 

regulada por la PKC, enzima que es activada por la ANG II (Griendling y col., 

2000A,B; Sumners y col., 2002; Lassegue y col., 2003; Silva y col., 2009; Silva y 

col., 2010). De hecho, diversos estudios han indicado que algunas acciones de 

la ANG II son mediadas a través de la activación de la PKC, pues el incremento 

en la tasa de disparo de neuronas en el hipotálamo y tallo cerebral de ratas 

inducido por la ANG II, es inhibido con el pre-tratamiento de un inhibidor de la 

PKC (Sumners y col., 1996; Wang y col., 1997A,B). Asimismo, el efecto 

natriurético, kaliurético  inducido por la administración central de la ANG II es 

mediado a través de la estimulación de los receptores AT1 en el cerebro, por 

una vía que involucra la activación de la PKC, pues el efecto es inhibido por la 
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cheleritrina, inhibidor de la PKC (Barbella y col., 1993; Israel y col., 2009). 

Igualmente, el efecto dipsogénico inducido tras la administración central de 

ANG II es mediado a través de la vía de la PKC (Fleegal y col., 2003). Todos 

estos hallazgos y los presentados en el presente estudio en el vermis de 

cerebelo de la rata, demuestran de forma inequívoca que el incremento en la 

actividad de las enzimas antioxidantes inducido por la ANG II es mediado a 

través de la vía PKC/NAD(P)H oxidasa. 

 

Se ha postulado que la NAD(P)H oxidasa es un posible blanco de los efectos 

antioxidantes de la AM. De hecho, se ha encontrado que la ANG II a través de 

un mecanismo redox sensible, aumenta la expresión de la Nox1, miembro de la 

familia gp91 phox de la NAD(P)H oxidasa, siendo dicho efecto bloqueado con el 

pretratamiento de AM (Yoshimoto y col., 2004). 

 

Asimismo, varias moléculas de señalización tales como la fosfolipasa D, PKC, 

fosfolipasa A2 y PIK3 están implicados en la activación de la NAD(P)H oxidasa 

evocada por la ANG II (Touyz y col., 1999; Griendling y col., 2000A; Touyz y 

col., 2001; Touyz y col., 2002 A,B); sin embargo, múltiples evidencias indican que 

el Src (el cual influye en todas estas moléculas  de señalización), es un 

mediador común aguas arribas (Seshiah y col., 2002).  

 

Las Src quinasas son una familia de no receptores tirosina quinasas, de los 

cuales el prototipo  c-Src, es la principal isoforma en la vaculatura (Oda y col., 

1999; Okumura y col., 2004). La Src puede cambiarse de un estado inactivo a 

uno activo a través del control de la fosforilación de  dos sitios principales, Tyr 

416 y Tyr 527. La fosforilación en el residuo de Tyr 416 activa la Src; por su 

parte, la fosforilación de Tyr 527  inactiva a esta tirosina quinasa. La quinasa 

Src COOH- terminal (Csk) es una enzima clave que fosforila a Src en el residuo 
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Tyr 527 (Martin, 2001). En las células de músculo liso vascular se ha descrito 

que la c-Src es activada rápidamente por la ANG II y juega un papel importante 

en la señalización del crecimiento (Ishida y col., 1998). Adicionalmente, se ha 

descrito que la PKA intercepta la señalización Src en células de mamíferos 

(Abrahamsen y col., 2003). 

 

En este sentido, se ha descrito en células de músculo liso vascular que la 

NAD(P)H oxidasa es la principal fuente del marcado incremento en las EROs 

inducido por el tratamiento con ANG II, siendo este efecto inhibido por la AM a 

través de la vía AMPc-PKA (Yoshimoto y col., 2004). Adicionalmente, el Src es 

la principal molécula de señalización aguas arribas que media la incrementada 

generación de EROs inducida por la ANG II a través de la NAD(P)H oxidasa 

(Seshiah y col., 2002); y la atenuación de la actividad de Src en células de 

músculo liso vascular tratadas con ANG II es regulada por la fosforilación y 

subsecuente activación de Csk, el cual es dependiente de la AM a través de la 

vía AMPc-PKA; por lo que jugaría un papel auto regulatorio mediante la 

iniciación de un asa de control negativa (Liu y col., 2007).   

 

Por lo tanto, el efecto antagónico entre la AM y ANG II sobre la actividad de las 

enzimas antioxidantes observados en el presente estudio, sugiere que debe 

existir una molécula que intercepta la vía de señalización de la AM sobre la vía 

activada por la ANG II;  es posible que esta molécula sea la Src, tal como lo 

encontró Liu y col., (2007) en células de músculo liso vascular, pues la vía 

AMPc-PKA es la principal vía de señalización que media la inhibición de la 

producción de EROs por parte de la AM, y la PKA regula la actividad de Csk a 

través de su fosforilación. Por lo que la inactivación de c-Src a través de la vía 

Csk a través de la PKA,  podría ser un candidato a través del cual la AM 

intercepta la señalización de EROs estimulada por ANG II (Liu y col., 2007). 

(Fig. 111). 
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Fig. 111. Propuesta del mecanismo de la vía de acción de la AM en el vermis 
de cerebelo de la rata. La ANG II es capaz de incrementar la actividad de la 
SOD, CAT y GPx a través de una vía dependiente de PKC y NAD(P)H oxidasa. 
Por su parte, la AM es capaz de inhibir la actividad de dichas enzimas mediante 
un mecanismo dependiente de la PKA, evidenciando un efecto antagónico de la 
ANGII sobre la AM.  

 

No se ha establecido hasta el presente los subtipos de  receptores que median 

la acción de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes. Al respecto, 

nuestros resultados demostraron que dicho efecto es mediado a través de los 

receptores de CGRP y AM, pues fue completamente inhibido tras el 

pretratamiento con CGRP8-37 y AM22-52, inhibidores de los receptores de 

CGRP y AM, respectivamente.  Esto indica claramente que la disminución de la 

actividad de las enzimas antioxidantes inducida por la  AM observadas en el 

vermis de cerebelo de ratas es mediado por ambos subtipos de receptores de la 

AM y por el receptor CGRP.  De hecho se ha reportado en células de músculo 

liso vascular de rata, que el efecto inhibitorio de la AM sobre la generación de 
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EROs estimulada por ANG II es mediado por los receptores de AM y el receptor 

de CGRP (Liu y col., 2007).  

 

Es importante considerar que durante la hipertensión, diferentes estudios han 

indicado que la AM protege del daño CDV mediante la disminución de la 

producción de EROs mediada por la NAD(P)H oxidasa (Shimosawa y col., 

2002; Kato y col., 2003; Kawai y col., 2004; Yoshimoto y col., 2004; Yoshimoto y 

col., 2005; Rahman y col., 2006). De hecho,  Cao y col., (2005) y Rahman y 

col., (2006) demostraron que la infusión de AM disminuyó los niveles de TBARS 

y atenuó la producción de EROs mediada por NAD(P)H oxidasa en ratas 

hipertensas, mediante la diminución de su actividad y la expresión de p22phox y 

gp91phox, componentes de la NAD(P)H oxidasa.  

 

Por otra parte, diversas líneas de evidencia demuestran que el estrés oxidativo 

y las EROs participan en la patogénesis de las enfermedades CDV, tales como 

la hipertensión (Griendling y col., 2000A,B; Rodrigo y col., 2007), pues es 

conocido que el anión superóxido inactiva el NO, por lo que el estrés oxidativo 

puede llevar a la disfunción endotelial (Zicha y col., 2001).  

 

Se ha propuesto que las EROs están involucradas en el desarrollo de la 

hipertensión, pues se ha demostrado una elevada producción de EROs en 

diversos modelos animales con hipertensión (Somers y col., 2000). De hecho, el 

estrés vascular oxidativo ha sido asociado con un gran número de modelo 

animales de hipertensión tales como las ratas SHR y las ratas hipertensas Dahl 

sal –sensibles (Schnackenberg y col., 2002). Y el tratamiento con tempol, un 

mimético de la SOD, es capaz de disminuir la presión arterial y la producción de 

EROs en las ratas SHR (Schnackenberg y col., 1999).  
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Así, se ha demostrado un incremento en la expresión de los componentes de la 

NAD(P)H oxidasa en aorta de ratas SHR, y se ha asociado la disfunción 

endotelial con un incremento en la producción de EROs en lugar de una 

disminución en la producción de NO (Zalba y col., 2000). Asimismo, se ha 

demostrado que las alteraciones estructurales en los vasos de resistencia 

(remodelado vascular) que ocurren durante la hipertensión, han sido asociados 

con el incremento de muchas de las vías de señalización de la ANG II; ya que 

ha sido demostrado la hiperactivación mediada por ANGII de la NADP(H) 

oxidasa vascular, la generación de EROs y subsecuente activación de MAPK, 

PTK, fosfatasas y factores de transcripción (Touyz y col., 2003). 

 

Aunado a los resultados descritos, nuestros resultados del presente estudio 

apoyan el concepto de un incremento del estrés oxidativo durante la 

hipertensión, no sólo en estructuras periféricas sino específicamente en el 

cerebelo de la rata. Efectivamente, nuestros hallazgos demuestran que las ratas 

hipertensas presentan mayor producción de marcadores de peroxidación 

lipídica en el vermis cerebelar con respecto a las controles normotensas, lo cual 

sugiere un incremento en la producción de EROs basal durante la hipertensión.  

Aún más, el efecto antioxidante basal de la AM  podría estar alterado durante la 

hipertensión.  Nuestros hallazgos parecen indicar esto, ya que se pudo observar 

que durante la hipertensión arterial, la AM no fue capaz de reducir la actividad 

basal de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx, y ni de disminuir la 

peroxidación lipídica; sin embargo, la AM fue capaz de disminuir la actividad de 

la enzimas antioxidantes estimulada  por la ANGII en el cerebelo de ratas 

hipertensas. Por lo tanto, en la hipertensión, parece ocurrir una desregulación 

de la capacidad antioxidante basal de la  AM  reflejada sobre el control y la 

regulación de la actividad de las enzimas antioxidantes; sin embargo, ante un 

sistema estimulado previamente con ANG II, el control ejercido por la AM está 

preservado. Estos resultados demuestran además que los receptores de AM en 

el vermis cerebelar son funcionales durante la hipertensión. 
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Es importante tener en cuenta que, Touyz y col., (2002B), encontraron que la 

ANG II es capaz de fosforilar a la Tyr416 de la Src, activándola, siendo este 

efecto mucho mayor en las ratas SHR en comparación a las WKY. Sin embargo 

la ANG II ha demostrado incrementar la fosforilación de la Csk dos o tres veces 

en las WKY, pero no en las SHR; por lo que el crecimiento celular dependiente 

de Src y la fosforilación de la c-Src seguido tras el tratamiento con ANG II está 

incrementado en ratas SHR y estos procesos están asociados con el bloqueo 

de la fosforilación de la Csk inducido por ANG II (Touyz y col., 2002B). Por lo 

tanto, es posible que exista otra vía que esté perturbada en la hipertensión y  

que explique la ausencia del efecto de la AM sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes basal durante la hipertensión. 

 

Alternativamente, la ausencia de respuesta a la AM sobre la actividad de las 

enzimas antioxidantes basal en el vermis cerebelar de las ratas SHR pudo ser 

debido al cambio en el patrón de expresión de los componentes de los 

receptores de AM observados en el vermis cerebelar durante la hipertensión, 

pues como hemos demostrado,  durante la hipertensión existe un incremento en 

la expresión de receptor de CGRP (CRLR+RAMP1) y AM2 (CRLR+RAMP3), y 

menor expresión del receptor AM1 (CRLR+RAMP2). Al respecto, el  hecho que 

la reducción de la presión arterial tras el tratamiento con dos antihipertensivos  

de diferente mecanismo de acción como lo son la amlodipina, un bloqueante de 

los canales de calcio o el  valsartán, un antagonista de los receptores AT1 de 

ANG II,  restituyó la respuesta de la AM (para ambos) y la expresión de los 

componentes del receptor (valsartán) (presente estudio),  sugiere que la 

expresión óptima del receptor de AM2 es necesaria para la adecuada 

señalización de la AM,  la cual no parece ser dependiente de la vía de la ANG 

II, sino de la disminución de la presión arterial. Diversas evidencias han 

demostrado que fármacos antihipertensivos como el valsartán, son capaces de 

disminuir el estrés oxidativo, por lo que se le ha atribuido propiedades 

antioxidantes (Dohi y col., 2003;  Rodrigo y col., 2007). 
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Se ha demostrado que la AM es capaz de activar  diversas vías de señalización  

intracelular.  Una de las principales vías a través de la cual la AM ejerce sus 

efectos es la activación de la vía AC/AMPc (Wong y col., 2012B). Sin embargo, 

se sabe que la  AM es capaz de activar otras vías de señalización en diversos 

órganos y tejidos, tales como la PLC (Shimekake y col., 1995), GC (Shimekake 

y col., 1995; Ikenouchi y col., 1997), ERK (Iwasaki y col., 1998) y las p38, JNK 

(Parameswaran y col., 1999). De igual manera, se ha demostrado que la AM es 

capaz de activar otros mecanismos de señalización intracelular, incluyendo los 

canales de potasio sensibles a ATP (Sakai y col., 1998). Sin embargo, se 

desconoce la vía  de señalización de la AM en el cerebelo. 

 

Las proteínas quinasas cumplen una función importante en el organismo y 

juegan un papel crucial en diferentes señales de transducción. Es conocido que 

las MAPK son componentes principales de las vías de control de 

embriogénesis, diferenciación, proliferación y muerte celular  (Pearson y col., 

2001).  Existen diferentes miembros de la familia de las MAPK entre las que 

destaca las ERK, JNK y p38 (Otani y col., 2002). Estas proteínas son activadas 

por fosforilación en respuesta a una variedad de estímulos mitogénicos. Una 

vez que son activadas, las ERK son translocadas al núcleo y pueden fosforilar 

una gran variedad de factores de transcripción, entre los que se incluyen Elk-1, 

proteínas de unión de elementos de respuesta al AMPc (CREB) y factores de 

transcripción activados (ATF) (Hill y col., 1993; Kyosseva y col., 2001). 

 

Las ERK1/2 son proteínas serina/treonina quinasas de 43 y 41KDa, que son 

activadas en respuesta a factores de crecimiento (Boulton y col., 1991), el 

estrés oxidativo (Aikawa y col., 1997) y por el incremento del calcio intracelular 

(Kurino y col., 1995). Estas proteínas de señalización juegan un papel 

importante en la supervivencia, proliferación y diferenciación de varios tipos 

celulares (Otani y col., 2002). 
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Diferentes estudios muestran que las ERK1/2 están ampliamente expresadas 

en tejidos periféricos y centrales. A nivel del cerebelo, existe una alta 

distribución celular e intracelular de las ERK tanto en ratas jóvenes como 

adultas. De hecho, estudios de inmunohistoquímica han demostrado que las 

células de Purkinje, granulosas y gliales del cerebelo de la rata son 

inmunoreactivas a las p-ERK1/2 (Zsarnovszky y col., 2004). Asimismo, algunos 

estudios han indicado que el inicio de la activación de las ERK coincide con los 

eventos de desarrollo cerebeloso, lo cual sugiere que las vías de las ERK juega 

un papel muy importante en la regulación de la migración y proliferación celular, 

y en la maduración sináptica en el desarrollo del cerebelo. Sin embargo, se ha 

postulado que en el cerebelo adulto la señalización de las ERK podría mediar el 

procesamiento de la información postsináptica (Zsarnovszky y col., 2004) 

 

Existe evidencia que indica que la activación de las ERK1/2 en tejidos 

periféricos está asociada a la hipertensión. En este sentido, Xu y col., (1996) 

encontraron que la activación de las ERK en la pared vascular durante la 

hipertensión fue seguida de la expresión de genes c-fos y c-jun, por lo que la 

activación de las ERK puede contribuir directamente a los cambios patológicos 

que ocurren durante la hipertensión, como la hipertrofia y proliferación de las 

células de músculo liso asociado con el remodelado de arterias mayores. Es 

conocido que las proteínas Fos y Jun se combinan para formar un heterodímero 

AP-1 estable, el cual se une a las secuencias consenso AP-1 presente en 

numerosos genes asociados con proliferación celular y respuesta hipertrófica 

(Bishopric y col., 1992). Por lo que la activación de la AP-1 podría conllevar una 

significante alteración en el programa genético de las células de músculo liso 

que resulta en cambios fenotípicos y proliferación celular. De hecho, Hamaguchi 

y col., (1998) reportaron que la activación de las ERK a través de la activación 

de la AP-1 en el riñón de ratas durante la hipertensión, puede ser responsable 

del daño glomerular. Asimismo, Jing y col., (2011) encontraron mayor activación 

de las ERK1/2 y mayor expresión de las ERK en las células de músculo liso 
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vascular y en células endoteliales de arterias renales en las ratas hipertensas 

con respecto a las normotensas. Aún más, el  hecho de que el tratamiento con 

un inhibidor de las ERK en las ratas hipertensas, redujo el engrosamiento de la 

pared vascular inducido por la hipertensión, lo cual fue asociado con supresión 

de la expresión de la ERK y la fosforilación de las ERK1/2 en las células de 

músculo liso vascular y endotelial de las arterias renales, sugiere que las 

ERK1/2 juegan un papel importante en el remodelado vascular de las arterias 

renales durante la hipertensión.  

 

En relación al SNC, algunos estudios han reportado que las MAPK a nivel 

central pueden cumplir un importante papel en la regulación de la presión 

arterial, pues Seyedabadi y col., (2001), demostraron que la inhibición de las 

MAPK en el RVLM es vital para el mantenimiento de los niveles tónicos de 

presión arterial en ratas SHR y WKY. Igualmente, se ha demostrado que las 

cascadas de las ERK1/2 tienen importancia en la modulación de la potenciación 

a largo plazo en el área CA1 del hipocampo y es requerida para varias formas 

de aprendizaje y memoria. Asimismo, se ha indicado que la cascada de las 

ERK participa en el daño neuronal inducido por isquemia y en la generación de 

actividad convulsivante en cultivos de neuronas de hipocampo (Vanhoose y 

col., 2002).  Ahora bien, el  posible papel de la activación de las ERK1/2 

cerebelosa durante la hipertensión no ha sido establecido hasta el presente. 

Nuestros hallazgos demuestran un incremento en la activación de las ERK1/2 

en el vermis de cerebelo tanto de las ratas SHR como las WKY, lo que apoya  

el  papel fundamental de esta señalización en la regulación de la presión arterial 

mediada por el cerebelo, de forma similar a lo reportado por otros 

investigadores en otros órganos (Xu y col., 1996; Hamaguchi y col., 1998; Yano 

y col., 1998; Parenti y col., 2000;  Ding y col., 2007; Fernández y col., 2009).   
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La señal precisa responsable de la activación de las quinasas durante la 

hipertensión aguda no es totalmente clara; sin embargo, se ha descrito un 

efecto directo de la presión arterial.  Igualmente, se conoce que el estrés 

oxidativo está involucrado en la señalización de las ERK1/2 (Zhang y col., 

1998A; Song y col., 2005), pues se ha demostrado que las ERK pueden ser 

activadas por las EROs (Sundaresan y col., 1995; Ushio-Fukai y col., 1998; 

Griendling y col., 2000A,B; Viedt y col., 2000; Frank y col., 2001; Song  y col., 

2005). Asimismo, se ha demostrado que las MAPK son activadas en la 

hipertensión experimental (Nishiyama y col., 2004).  Por ello podríamos inferir 

que la mayor fosforilación de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo de ratas 

hipertensas con respecto a las normotensas puede ser atribuida a la mayor 

producción de EROs en las ratas SHR, sugiriendo un posible papel de las 

EROs en esta activación. En este sentido, el peróxido de hidrógeno ha 

demostrado activar las ERK en diferentes tipos celulares como células de 

músculo liso de aorta (Guyton y col., 1996), pulmón (Zhang y col., 1998B), ileal 

(Song y col., 2005) y miocitos traqueales (Abe y col., 1998). 

 

Además del estrés oxidativo, existe evidencia que indica  que el estiramiento 

(estrés mecánico) de células en cultivo puede activar a las MAPK (Adam y col., 

1995; Yamazaki y col., 1996) e inducir la expresión de genes como c-fos y c-jun 

(Komuro y col., 1993). Asimismo, agentes como la ANG II han mostrado que 

son capaces de activar las ERK e inducir la expresión de genes en cultivo 

celular (Tsuda y col., 1992). De hecho, se ha sugerido que la activación de las 

MAPK en la pared arterial ocurre como una respuesta fisiológica a la 

hipertensión aguda. Por otra parte, la familia de las proteínas Ras puede activar 

diversas vías de señalización intracelulares como las ERK. Esta familia de 

proteínas está formada por un grupo de pequeñas GTPasas que funcionan 

como transductores de señales extracelulares que regulan eventos como 

supervivencia, crecimiento y diferenciación celular. Aún más, las Ras parecen 

estar involucradas en el desarrollo de la hipertensión, pues su activación 
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contribuye con el desarrollo de la hipertensión dependiente de ANGII y está 

asociada con patología vascular; por su parte, la inhibición de la señalización 

mediada por Ras-GTPasa puede atenuar el daño a órganos durante la 

hipertensión (Fernández y col., 2009). 

 

En relación al receptor que media el efecto  de la AM sobre las  ERK1/2  en el 

vermis de cerebelo de ratas, nuestros resultados demuestran que dicho efecto 

fue mediado principalmente por el receptor de AM1, ya que fue completamente 

bloqueado por el  AM22-52, un inhibidor de los receptores específicos de la AM 

y no por el pre-tratamiento con CGRP8-37, un bloqueante del receptor CGRP; 

pues en la rata el receptor CGRP es sensible al CGRP8-37, el receptor AM1 es 

sensible a AM22-52, mientras que el receptor AM2 es sensible a ambos 

antagonistas, en especial al CGRP8-37 (Kuwasako y col., 2004). Nuestros 

hallazgos, son los primeros que describen  el efecto de la AM en el SNC y están 

avalados por lo obtenido previamente en otros tejidos y órganos donde la AM 

activa a las ERK1/2. Así, Yoshimoto y col., (2004), encontraron que la AM activó 

las ERK1/2 en células de músculo liso. De igual manera, Iwasaki y col., (1998), 

encontraron que la AM estimuló la actividad de las MAPK, la expresión de c-fos 

y subsiguiente proliferación de células de músculo liso vascular a través de una 

vía dependiente de PTK, y no a través de la vía AMPc/PKA o a través de la vía 

calcio/PKC. 

 

Existe evidencia que indica que la AM es capaz de incrementar los niveles de 

calcio intracelular y activar la PKC (Shimekake y col., 1995).  De hecho, se ha 

demostrado  que la activación de los receptores de AM en células endoteliales 

de bovino, provoca un incremento en la concentración de calcio intracelular y la 

activación de la PKC a través de la vía IP3 y producción de diacilglicerol 

(Shimekake y col., 1995), lo que sugiere que la AM puede activar la PLC. En 

efecto,  Shimekake y col., (1995) encontraron en células endoteliales de aorta 
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de bovino que la AM ejerce un efecto bifásico sobre la elevación del calcio 

intracelular, pues la AM fue capaz de activar la PLC a través de su receptor 

específico acoplado a proteína G sensible a la toxina del cólera (CTX) y 

acelerar la formación de IP3 para estimular la liberación de calcio intracelular de 

sus depósitos intracelulares en el retículo endoplasmático, a través del receptor 

IP3 sensible a tapsigargina (fase de rápido incremento), y por otra parte, a 

través de un canal iónico sobre la membrana plasmática que promueve la 

entrada de calcio (segunda fase de incremento prolongado).  De igual manera, 

Uezono y col., (1998) encontraron que la AM fue capaz de incrementar la 

concentración intracelular de calcio y la producción de IP3 en la línea celular 

humana de oligodendrogial, KG-1C.  Aún más, Ji y col., (2005), demostraron en 

cultivo de neuronas de hipocampo, que la AM fue capaz de disminuir la 

concentración de calcio intracelular inducidas por alta concentración de potasio 

o por IP3 a través de los receptores de AM; lo que sugiere que la AM puede 

suprimir la liberación de calcio de los depósitos intracelulares, sensibles a IP3, y 

además la AM puede bloquear la entrada externa de calcio a la célula mediada 

por canales de calcio dependientes de voltaje.  Aún cuando la evidencia sugiere 

la relación de la AM con la estimulación de la vía del IP3,  bajo nuestras 

condiciones experimentales en el vermis cerebeloso, la AM no fue capaz de 

alterar  el metabolismo de los fosfoinosítidos, lo que sugiere que  la AM no 

afecta la actividad de la PLC en el vermis de cerebelo de la rata. En apoyo a 

nuestros resultados, Iwasaki y col., (1998) encontraron que la AM no provocó 

cambios en la producción de IP3 y de calcio intracelular en células de músculo 

liso vascular. 

 

Diversos estudios han indicado que la AM es capaz de activar la vía de la 

SON/GMPc y mediar diversos efectos de la AM (Shimekake y col., 1995; 

Hayakawa y col., 1999). En efecto,  Kato y col., (2003) demostraron que la AM 

fue capaz de incrementar  los niveles de GMPc en células cardíacas de ratas. 

Asimismo, Shimekake y col., (1995) encontraron en células endoteliales de 
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aorta de bovino, que la AM incrementó la generación de GMPc mediada por 

NO, pues la acumulación de GMPc inducida por AM fue inhibida con el 

pretratamiento con N-nitro-L-metil arginina, un inhibidor de la SON, sugiriendo 

que este incremento puede mediar la acción hipotensora de la AM. De hecho, 

los investigadores sugieren que la AM puede actuar sobre las células 

endoteliales y causar un incremento en las concentraciones intracelulares de 

calcio que conlleva la activación de la SON y la producción de NO. 

 

Los efectos de la AM sobre la producción de NO en el cerebro no son claros; 

sin embargo se ha demostrado un efecto estimulatorio directo de la AM sobre la 

producción de NO en células de neuroblastoma humano SK-N-SH in vitro (Xu y 

col., 2005). Igualmente, se sabe que la administración icv de AM  incrementa la 

expresión de c-fos en el hipotálamo y tallo cerebral y activa neuronas que 

producen NO en los PVN, NSO y NTS, siendo dicho efecto mediado por los 

receptores de CGRP (Ji y col., 2004). Por su parte, Serino y col., (1999), 

demostraron que la administración icv de AM causó una marcada inducción de 

inmunoreactividad c-fos en el PVN y en la porción dorsal de NSO, siendo este 

efecto dependiente de los receptores específicos de AM, lo cual sugiere que la 

AM central es responsable de la activación de células neurosecretoras en los 

PVN y NSO del hipotálamo, a través de receptores específicos de la AM.  Aún 

más, se ha demostrado que la AM activa neuronas que producen NO en el PVN 

y estimula la producción de NO en el hipotálamo (Shan y col., 2001).  

Adicionalmente, se ha descrito que los efectos hipotensores inducidos por la 

microinyección de AM en el PVN son atenuados por la inhibición de la síntesis 

del NO (Xu y col., 2004B), mientras que los efectos hipertensores de la AM en el 

RVLM  también fueron asociados a la cascada NO-GMPc  (Xu y col., 2004A).  

Aún más, Mathison y col., (2006), demostraron que la AM incrementó la 

actividad de la SON y la producción de GMPc en la eminencia media de la rata 

y Shan y col., (2001), encontraron que la administración icv de AM en ratas, 

incrementó la concentración de nitratos y nitritos en el hipotálamo, así como la 
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expresión inmunohistoquímica de la NAD(P)H diaforasa en las neuronas 

productoras de NO en el PVN. 

 

Por lo tanto, la  evidencia indica que el NO está involucrado en numerosas 

funciones fisiológicas en el SNC desempeñando un importante papel en la 

regulación de funciones autonómicas (Krukoff, 1999; Wehlage y col., 2011). 

Una de las funciones principales es activar la vía GC-GMPc-PKG; de hecho, 

Endo y col., (2003) encontraron que la vía NO-GMPc-PKG juega un papel 

importante en la activación de las ERK1/2 en las células de Purkinje del 

cerebelo de ratas.  

 

La  NO/GMPc podría actuar como un neurotransmisor  en el cerebelo (Moncada 

y col., 1993). En este sentido, se ha encontrado alta expresión del sistema de 

señalización relacionado con el NO en el cerebelo, pues existe altos niveles de 

la enzima GC (Nakane y col., 1983) y del GMPc (Ferrendelli, 1974) en las 

células de Purkinje. Por otra parte, estudios de inmunohistoquímica revelan alta 

expresión de la proteína quinasa dependiente de GMPc en las células de 

Purkinje del cerebelo (Lohmann y col., 1981). Adicionalmente la SON y GC 

soluble activada por NO muestran colocalización en diversas regiones del 

cerebelo (Rodrigo y col., 1994; de Vente y col., 1998).  En contraste con el 

AMPc, el cual se encuentra homogéneamente distribuido en diferentes áreas 

del cerebro, el GMPc se encuentra 10 a 50 veces más concentrado en el 

cerebelo que en otras áreas del cerebro. Se cree que el GMPc ejerce sus 

efectos a través de proteínas quinasas dependientes de GMPc (cGK), cuya 

actividad y expresión ha sido detectada en el cerebro, especialmente en el 

cerebelo, concentradas principalmente en las células de Purkinje (Lohmann y 

col., 1981).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Lohmann%2BSM%5bauth%5d�
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Ahora bien, la  coincidencia anatómica  entre la  SON  y elementos celulares 

que presentan receptores para la AM en el cerebelo, sugiere un posible papel 

de la misma en la regulación de la función celular mediante la posible 

generación de NO/GMPc (Pastorello y col., 2007).  Sin embargo, el efecto de la 

AM sobre la vía NO/GMPc en el cerebelo en la hipertensión  y su posible papel 

en la regulación de la presión arterial no han sido descritos hasta el presente. 

Nuestros resultados parecen apuntar a un papel importante, ya que la AM fue 

capaz de incrementar la producción de NO y GMPc  en el cerebelo de ratas 

normotensas pero dicha acción fue abolida completamente en las ratas 

hipertensas, sugiriendo una desregulación de esta vía de señalización en la 

hipertensión.  Alternativamente,  la falta de respuesta de la AM en el vermis de 

cerebelo de ratas hipertensas, puede ser debido al cambio en el patrón de 

expresión de los componentes de receptores de las AM durante la hipertensión 

como los reportados en el presente estudio. 

 

El efecto de la AM sobre la producción de NO y GMPc cerebeloso en las ratas 

normotensas  fue mediado por el receptor AM1, pues fue bloqueado con AM22-

52.  Similares hallazgos fueron reportados previamente por Pastorello y col., 

(2007), quienes encontraron que la AM estimula la actividad de la SON 

cerebelosa, a través de la  estimulación de su receptor específico. Por lo que se 

podría especular que la menor  activación en la producción de NO y GMPc por 

parte de la AM en el vermis de cerebelo de rata hipertensa, sea principalmente 

mediada por la AM a través del receptor AM1 (CRLR+RAMP2), cuya expresión 

es menor durante la hipertensión. 

 

El mecanismo íntimo mediante el cual el NO y su desregulación en el cerebelo 

participa en la regulación de la presión arterial aún no ha sido establecido, ni 

nuestros resultados permiten inferirlo. Sin embargo, en otras áreas del SNC  

parece estar relacionado con la regulación del eflujo simpático. En efecto, la 
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inhibición no específica de la SON, a través de la administración sistémica de 

análogos de la L-arginina, provoca una respuesta vasoconstrictora e incremento 

en la presión arterial tanto en humanos como en animales (Cunha y col., 1993; 

Castellano y col., 1995; Chowdhary y col., 1999), debido a la remoción de la 

vasodilatación tónica que resulta de la producción de NO endotelial aunado a la 

activación del sistema nervioso simpático. Efectivamente, el NO neuronal ejerce 

un efecto inhibitorio tónico sobre la actividad nerviosa simpática, pues el 

bloqueo ganglionar farmacológico agudo o el bloqueo beta adrenérgico causó 

una mayor caída de la presión arterial durante la inhibición de la SON con L-

NAME que en los animales controles (Cunha y col., 1993). Asimismo, la 

respuesta hipertensiva a la ingestión crónica de L-NAME fue mayormente 

atenuada en ratas previamente simpatectomizadas, mientras que la respuesta 

vascular al estímulo mediado por NO permaneció intacto (Sander y col., 1995; 

Zanzinge, 1999). 

 

Estudios empleando la microinyección de agentes que afecten la vía del NO en 

diversos sitios del SNC han permitido localizar posibles regiones de modulación 

nitrérgica de la actividad simpática. En este sentido, la administración de L-

NMMA en el NTS o en RVLM provocó un incremento en la presión arterial; por 

su parte, la estimulación de la actividad endógena de la SON por la inyección 

directa de L-arginina en el NTS o en RVLM causó una disminución de la presión 

arterial y de la actividad simpática (Tseng y col., 1996); sin embargo, la 

administración de donantes de NO en la porción caudal de la médula 

ventrolateral causó un incremento en la actividad renal simpática, sugiriendo 

que el NO atenúa la actividad en este sitio inhibitorio (Shapoval y col., 1991); 

por lo tanto, la administración central de moduladores de la vía del NO, tanto 

dentro de los ventrículos o en sitios específicos de procesamiento autonómico, 

soportan el concepto de la inhibición tónica del eflujo simpático central por parte 

del NO (Chowdhary y col., 1999). En relación al PVN, la perfusión del PVN con 

NO ha demostrado incrementar la concentración de algunos aminoácidos en el 
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perfusato, incluyendo el GABA (Horn y col., 1994). La evidencia indica que el 

sistema GABAérgico endógeno dentro del PVN ejerce un efecto inhibitorio 

tónico sobre el sistema nervioso simpático (Martin y col., 1991), por lo que se ha 

propuesto que el efecto del NO dentro del PVN puede ser mediado por la 

liberación de GABA (Horn y col., 1994; Zhang y col., 1998B).  

 

En resumen,  en el  presente estudio se demuestra que la AM es capaz de 

disminuir la actividad de las enzimas antioxidantes, activar las ERK1/2, 

incrementar la producción de NO y GMPc en el vermis de cerebelo de la rata 

normotensa y que  todos estos efectos de la AM se encuentran alterados en la 

hipertensión, lo que apoya un papel de la AM  cerebelosa en la regulación de la 

presión arterial  y su desregulación durante la hipertensión (Fig. 112). 

AM
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Vías activadas por AM

 

Fig. 112. Vías de señalización activadas por la AM en el vermis de cerebelo de 
la rata. La AM es capaz de inhibir la actividad de las enzimas, SOD, CAT y GPx. 
Asimismo, la AM es capaz de activar la vía de las ERK y la producción de 
AMPc, NO y GMPc. 
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La AM es un péptido que cumple funciones muy importantes en la regulación de 

la función CDV. A nivel periférico, la administración de AM disminuye la presión 

arterial debido a una disminución en la resistencia vascular periférica (Haynes y 

col., 1995; Hanna y col., 1996; Beltowski y col., 2004). Se ha demostrado que la 

AM ejerce su acción vasodilatadora a través de mecanismos dependientes e 

independientes del endotelio. En este sentido, la mayoría de los estudios han 

indicado que la AM induce vasodilatación independiente del endotelio mediante 

la activación de los receptores de CGRP con la consecuente activación del 

AMPc en las células de músculo liso vascular. Asimismo, la AM puede activar 

canales de potasio en células de músculo liso causando hiperpolarización 

(Sakai y col., 1998). Adicionalmente, la AM a través de sus receptores 

específicos en las células endoteliales induce la vasodilatación dependiente del 

endotelio (Hayakawa y col., 1999), pues la AM activa la SON endotelial (SONe) 

mediante al menos dos mecanismos. En primer lugar, la AM incrementa los 

niveles de calcio intracelular, lo cual estimula la actividad de la SONe 

(Shimekake y col., 1995), y en segundo lugar, la AM activa la PIK3 /Akt, la cual 

fosforila la SONe e incrementa la actividad de la enzima, aún a bajas 

concentraciones de calcio (Nishimatsu y col., 2001). De hecho, Hayakawa y 

col., (1999) encontraron que la AM relajó la aorta de ratas, pre-contraídas con 

fenilefrina de manera dependiente de la dosis, observando que la denudación 

del endotelio atenuó la respuesta vasodilatadora, lo cual sugiere que la vía NO-

GMPc está involucrada en el mecanismo de la vasorelajación inducida por AM 

en aorta. Por otro lado, la AM es capaz de inhibir la producción de 

vasoconstrictores como la endotelina-1 (Beltowski y col., 2004).  

 

Ahora bien,  los efectos de la AM a nivel central no se pueden predecir por los 

efectos inducidos por este péptido a nivel periférico (Hanna y col., 1996).  A 

nivel central diversos estudios han demostrado la existencia de sitios de unión 

específicos para la AM, y la expresión del ARNm para los componentes de los 

receptores de AM. Aunado a ello, se ha determinado la AM en el plasma y en el 
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LCR (Eguchi y col., 1994; Ichiki y col., 1994). Aún más diferentes estudios han 

demostrado que la AM cumple funciones a nivel central, pues la administración 

icv de este péptido provoca inhibición de la ingesta de agua (Murphy y col., 

1995) y del apetito por la sal (Samson y col., 1997), inhibición de la secreción 

de arginina-vasopresina inducida por estímulos hipovolémico y osmótico (Yokoi 

y col., 1996), provoca la excitación de neuronas que secretan oxitocina en el 

hipotálamo de la rata (Serino y col., 1999), natriuresis (Israel y col., 2000) y 

regulación de la presión arterial (Saita y col., 1998; Samson y col., 1998; Smith 

y col., 2001;  Xu y col., 2004B). Esta evidencia sugiere que la AM central puede 

actuar en las neuronas como un neurotransmisor y/o neuromodulador, que 

participa en la red neuronal para provocar diversas respuestas fisiológicas como 

CDV, de comportamiento y neuroendocrina (Taylor y col., 2001; Ueta y col., 

2001), sugiriendo la existencia de un sistema adrenomedulinérgico central.  Por 

lo tanto, la presencia de AM en el cerebro en regiones involucradas en el control 

de la función CDV, sugieren que este péptido cumple una función importante en 

la regulación de la presión arterial.  

 

Así, la administración de AM a nivel del AP (Allen y col., 1997; Yang y col., 

2003) o icv (Samson y col., 1998; Samson, 1999; Israel y col., 2000) causó un 

incremento en la presión arterial de manera dependiente de la dosis, un efecto 

mediado a través del receptor CGRP (Takahashi y col., 1994; Saita y col., 

1998). Contrariamente, Samson (1999) reportó que la administración de AM en 

el ventrículo lateral y en el cuarto ventrículo eleva la presión arterial en ratas 

conscientes, y este efecto no fue bloqueado por el antagonista del receptor 

CGRP, lo que sugiere que la acción hipertensora central es mediada a través 

de los receptores específicos de la AM. 

 

Por su parte, Xu y col., (2004A) demostraron que la administración de AM en el 

RVLM incrementó la presión arterial y la frecuencia cardíaca de manera 
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dependiente de la dosis a través de un mecanismo mediado por los receptores 

específicos de AM, interviniendo el glutamato a través de la vía que involucra 

los receptores de NMDA y no NMDA; adicionalmente el NO derivado de la 

SONn  contribuye con el efecto vasopresor inducido por la AM a través de una 

vía de señalización asociada con la GC soluble.  Esto indica que  la AM en el 

RVLM causa un efecto hipertensor debido a la potenciación de la 

neurotransmisión glutamatérgica y nitrérgica, pues tanto la inhibición 

glutamatérgica y nitrérgica bloqueó los efectos inducidos por la AM en el RVLM 

(Xu y col.,  2004A).  

 

Por su parte, la administración de AM en el PVN ha demostrado provocar una 

disminución de la presión arterial (Smith y col., 2001) que es mediada por el NO 

y GABA, pues el bloqueo de los receptores GABAA y la inhibición de la 

producción de NO atenuó la disminución de la presión arterial inducida por la 

AM, sugiriendo que la AM en el PVN activa células productoras de NO, las 

cuales producen y liberan NO, incrementando la neurotransmisión GABAérgica 

dentro del PVN y disminuyendo la presión arterial (Xu y col., 2004A).  Aún más, 

se ha demostrado que la administración icv de AM estimula la producción de 

NO en el hipotálamo y activa neuronas que producen NO en el PVN (Shan y 

col., 2001). Asimismo, la microinyección de nitroprusiato de sodio, un donador 

de NO en el PVN disminuye la presión arterial y frecuencia cardíaca (Zhang y 

col., 1997), lo cual sugiere que el NO en este núcleo es uno de los candidatos 

que media el efecto hipotensor de la AM. Aún más, el GABA ejerce un efecto 

inhibitorio  tónico sobre el sistema nervioso simpático a nivel del PVN (Martin y 

col., 1991; Chen y col., 2003), de hecho, el antagonista selectivo del receptor 

GABAA, la bicuculina, bloqueó la hiperpolarización de las neuronas 

magnocelulares en el PVN inducida por la AM, lo cual sugiere que el GABA 

puede contribuir al efecto hipotensor de la AM dentro del PVN (Follwell y col., 

2002).  
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Hasta la fecha no existen reportes sobre el posible efecto que ejerce la 

administración de la AM a nivel del cerebelo sobre la presión arterial, sin 

embargo la evidencia anatómica  y  los  resultados  in vitro  del presente estudio 

apunta a un papel funcional de la misma en la regulación de la presión arterial.  

 

En relación a las evidencias anatómicas de un posible papel del cerebelo en la 

función de la regulación CDV,  se ha demostrado que la  estimulación eléctrica 

de diversas zonas cerebelosas conlleva cambios en la presión arterial y 

frecuencia cardíaca (Nisimaru, 2004; Rector y col., 2006; Tandon y col., 2006). 

Aún más, evidencias anatómicas indica  la existencia de cinco módulos en el 

cerebelo dedicados al control CDV. En efecto, en el cerebelo se han identificado 

diversos módulos CDV, como el NF, vermis anterior, vermis posterior, úvula 

(lóbulo IX), nódulo (lóbulo X); pues la estimulación de estas estructuras conlleva 

cambios en la presión arterial, frecuencia respiratoria y resistencia vascular 

(Nisimaru, 2004).   Así, de los cinco módulos se sabe que el primero está 

formado por la porción rostral del NF y la porción medial del vermis anterior 

(lóbulo I, II y III) que en conjunto forman un módulo que controla el baroreflejo. 

El segundo está formado por el vermis anterior que forma un microcomplejo con 

el núcleo parabraquial. El tercero está formado por la porción caudal del NF y la 

porción medial del vermis posterior (lóbulo VII y VIII) que forma un módulo que 

controla los reflejos vestíbulo-simpáticos. El cuarto módulo, está formado por la 

porción medial de la úvula la cual forma un módulo con el NTS y el núcleo 

parabraquial. En el quinto módulo, el nódulo y la úvula junto con el núcleo 

parabraquial y vestibular forman un microcomplejo CDV que controla la 

actividad nerviosa simpática y la presión arterial ante los cambios de postura 

(Nisimaru, 2004). 

 

Adicionalmente, se ha demostrado que la corteza cerebelar puede influir en el 

sistema CDV, pues lesiones en diferentes regiones del cerebelo han 
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demostrado modificar la presión arterial. En este sentido, la estimulación 

eléctrica del vermis anterior en gatos ha demostrado provocar una respuesta 

depresora (Rasheed y col., 1970); en contraste, la estimulación del vermis 

anterior en conejos evoca una respuesta presora (Ramu y col., 1967). Por su 

parte, Nisimaru y col., (1984) demostró una caída en la presión arterial e 

inhibición de la actividad simpática renal tras la estimulación de los lóbulos I, II y 

III de la corteza del vermis anterior del cerebelo en conejos anestesiados.  

 

Aún más la evidencia muestra que el vermis posterior participa en el control 

CDV,  pues la estimulación de esta área del vermis en gatos anestesiados 

provoca una respuesta depresora (Bradley y col., 1987B); asimismo, Nisimaru y 

col., (1984) describieron una caída en la presión arterial e inhibición de la 

actividad simpática renal durante la estimulación de los lóbulos VII y VIII del 

vermis posterior en conejos, asimismo, resultados similares se han obtenido 

tras la estimulación del lóbulo X del vermis cerebelar (Nisimaru y col., 1985). 

Aún más Bradley y col., (1987A) demostraron que la estimulación eléctrica del 

lóbulo IX (úvula) en conejos ocasionó bradicardia, disminución en la presión 

arterial e inhibición de la actividad simpática. Asimismo, Rocha y col., (2008) 

encontraron que la estimulación del vermis posterior provocó una respuesta 

CDV caracterizada por hipotensión y bradicardia. 

 

Está bien establecido que el vermis posterior proyecta a la porción caudal del 

NF, y el vermis anterior proyecta hacia la porción rostral del NF (Bradley y col., 

1987A). En este sentido, la evidencia ha demostrado que la estimulación 

eléctrica de la porción rostral del NF en gatos y conejos (Bradley y col., 1987B) 

provocó una respuesta presora; sin embargo esta respuesta presora es abolida 

ante el bloqueo alfa adrenérgico o la simpatectomía, lo cual indica que esta 

acción está mediada por la actividad del sistema nervioso simpático (Nisimaru, 

2004). Por lo tanto, estos hallazgos constituyen evidencias claras del papel del 
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cerebelo, específicamente el vermis cerebelar en la regulación de la presión 

arterial.  

 

Ahora bien, si existe el sustrato anatómico y vías de señalizacion que 

responden a la AM en el cerebelo, es lógico pensar que la AM  administrada al 

cerebelo debería ejercer alguna función en la regulación CDV.  Al respecto,  en 

el presente estudio se demostró por primera vez que la microinyección de AM 

en el vermis del cerebelo de ratas hipertensas provocó una poderosa respuesta 

hipotensora, la cual fue específica y dependiente de la dosis. Por el contrario, la 

AM no fue capaz de reducir la presión arterial  en  las ratas normotensas tras la 

microinyeccion en el vermis cerebeloso. La especificidad de la acción 

hipotensora de la AM administrada en el vermis cerebeloso se apoya aún más 

por el hecho de que la administración del péptido fuera  del vermis no ocasionó 

el efecto hipotensor  en las ratas SHR y  la administración in vivo de un péptido 

presor como la  ANG II en el vermis de cerebelo tampoco ocasionó cambios en 

la presión arterial.  Estos resultados constituyen la primera evidencia funcional 

in vivo del papel de la AM en el vermis cerebeloso en el control de la presión 

arterial. 

 

La causa de la diferencia en la acción de la AM entre las ratas normotensas e 

hipertensas puede ser variable y ha sido  descrito  para otras estructuras 

cerebrales. Así, He y col., (1995) encontraron que la infusión de AM disminuyó 

la presión arterial tanto en ratas normotensas como en las hipertensas de 

manera dependiente de la dosis; sin embargo la caída en la presión arterial fue 

mayor en las ratas hipertensas con respecto a las normotensas. De igual 

manera, Chan y col., (1991) demostraron que las neuronas del RVLM de las 

ratas SHR son más sensibles y tienen mayor respuesta a la ANGII con respecto 

a las WKY. Asimismo, Seyedabadi y col., (2001), reportaron que la 

administración en el RVLM de wortmanina, inhibidor de la PIK3 produjo una 
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caída de la presión arterial en las ratas SHR, pero no en las WKY; lo cual 

sugiere que la PIK3  no es activa en el RVLM en ratas WKY. Por lo tanto, el 

efecto hipotensor inducido por la administración intracerebelar de la AM en las 

ratas SHR podría ser debido a un incremento en la sensibilidad y respuesta del 

cerebelo de las ratas SHR a la AM con repecto a las ratas WKY. 

Alternativamente, esta  respuesta diferencial podría ser la manifestación de la 

desregulación de las vías de señalización y de la expresión de AM y los 

receptores de AM1, cuya expresión está reducida en la hipertensión (resultados 

presentes).  

 

El mecanismo hipotensor de la AM en el vermis cerebeloso en ratas hipertensas 

no se ha podido establecer hasta el presente, pero podría estar asociado a la 

regulación de la actividad o eflujo simpático y parece requerir de un sistema 

estimulado. Si ello es así,  la administración de AM en el vermis cerebeloso 

debería contrarrestar la respuesta presora producida por  el estrés agudo 

inducido por el EEP en ratas, cuyo respuesta efectora neuroendocrino  es el 

sistema simpático – adrenal y que  se manifiesta con un incremento en la 

frecuencia cardíaca, presión arterial y respiración, alteraciones del flujo 

sanguíneo a los tejidos, aumento de la glicemia, disminución de la motilidad 

intestinal (McCarty y col., 1996). Nuestros resultados apuntan a esa posibilidad. 

En efecto, el estrés agudo producido por el EEP incrementó la presión arterial 

en las ratas Sprague Dawley, SHR y WKY  (McCarty y col., 1996; Verago y col., 

2001; Penna y col., 2010), posiblemente  debido a un incremento en la 

liberación de catecolaminas a la circulación (Kvetnansky y col., 1978; Lee y col., 

1989; Sabban, 2007). Lo más interesante de nuestros resultados consiste en el 

hecho de que  la microinyección de la AM  en el vermis cerebeloso  fue capaz 

de disminuir la respuesta presora frente al EEP,  tanto en las ratas normotensas 

como hipertensas, lo cual sugiere que la AM intracerebelar puede actuar 

inhibiendo el eflujo simpático. Nuevamente este efecto fue específico ya que la 

administración de ANG II en el vermis cerebeloso  no modificó la respuesta 
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presora  al estrés agudo inducido por EEP, aún cuando se sabe que existen 

receptores para la ANG II en el cerebelo. En este sentido, existen estudios que 

demuestran  que  la aplicación microiontoforética de ANG II en el cerebelo  

causa depresión de la tasa de disparo de las células de Purkinje (Ito, 2009). 

 

Contrario a nuestros hallazgos la literatura más bien indica que la AM en otras 

regiones del cerebro aumenta la actividad simpática y el eflujo simpático renal,  

Efectivamente,  se ha demostrado que  la administración de AM en el RVLM 

aumenta la presión arterial, lo que sugiere que la AM estimula neuronas del 

RVLM, las cuales controlan la actividad simpática cardíaca (Xu y col., 2004B; Ji 

y col., 2002). Asimismo, la administración de AM icv provocó una elevación en 

la presión arterial, lo cual parece ser mediado por el incremento de la actividad 

simpática (Takahashi y col., 1994; Saita y col., 1998; Shan y col., 2001) ya que 

fue bloqueado por la administración periférica de un bloqueante alfa 

adrenérgico como la fentolamina (Samson y col., 1998); sugiriendo que la AM 

está involucrada como un neuropéptido en la regulación central de la función 

CDV y simpática renal.  Asimismo, Taylor y col., (2004) encontraron que la 

administración icv de AM fue capaz de incrementar los niveles plasmáticos de 

corticoesterona, sugiriendo que la AM actúa dentro del hipotálamo estimulando 

la liberación de la CRH, y por lo tanto incrementando la actividad del eje 

hipotálamo – hipófisis – adrenal.  Aún más,  la administración icv de AM 

estimula el eflujo simpático y la descarga simpática renal y abdominal 

(Takahashi y col., 1994; Saita y col., 1998; Samson y col., 1998; Shan y col., 

2001) e incrementa la sensibilidad del baroreflejo (Matsumura y col., 1999). 

Adicionalmente, la administración icv de AM activa neuronas en el PVN, el cual 

está asociado con regulación CDV y simpática central (Shan y col., 2001).  

Asimismo, se ha demostrado que la microinyección de AM icv estimula la 

expresión del gen tirosina hidroxilasa, la ezima biosintética de la noradrenalina, 

a nivel del locus coeruleus (Shan y col., 2001). Como las neuronas 

noradrenérgicas del locus coeruleus participan en importantes procesos 
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regulando la función CDV, es posible que la AM puede mediar algunos de sus 

efectos a través de sus acciones en el sistema catecolaminérgico del locus 

coeruleus (Aston y col., 1991; Shan y col., 2003). 

 

Ahora bien, el efecto hipotensor e inhibidor de la respuesta simpatoadrenal 

observado en el presente trabajo  es difícil de explicar con la evidencia, pero  

podríamos especular  que  el cerebelo a través de sus conexiones 

neuroanatómicas desde el NF y mediado a través de la vía de señalizacion del 

NO/GMPc podría constituir un sistema potente contraregulador de los efectos 

excitatorios de los  núcleos  cerebrales que participan en la regulación de la 

presión arterial. Se  sabe que el NF cumple un importante papel en la 

regulación del sistema nervioso autónomo, pues este núcleo proyecta a 

estructuras del tallo cerebral como el RVLM, el  cual a su vez recibe inervación 

de los núcleos PVN y NSO hipotalámico (Nisimaru, 2004). Aunado a ello, las 

neuronas que producen NO se encuentran en centros autonómicos que 

incluyen el PVN, NSO, NTS, VLM y la columna intermediolateral de la médula 

espinal (Krukoff, 1999). En el PVN, el NO inhibe la actividad simpática a través 

de la estimulación de interneuronas GABAérgicas (Bains y col., 1997; Zhang y 

col., 1998B). Por su parte, en el NTS y VLM, el NO tiene efectos tanto simpato-

excitatorios como simpato-inhibitorios, sugiriendo que en el tallo cerebral, el NO 

regula el eflujo simpático, a través de un balance de las salidas de estos centros 

autonómicos (Krukoff, 1999). Aún más, la AM icv estimula la producción de NO 

en el hipotálamo y activa neuronas productoras de NO en el PVN (Shan y col., 

2001). La estimulación del eflujo simpático mediante la administración icv de 

AM junto con la inhibición del eflujo simpático por el NO en el PVN, sugiere que 

la estimulación inducida por la AM del sistema nitrérgico en el hipotálamo, 

puede ser parte de un mecanismo de retroalimentación, que actúa para 

restablecer el equilibrio homeostático (Shan y col., 2003).  En apoyo a ello, se 

ha reportado que la administración de icv de AM a bajas dosis causa inhibición 

de la actividad simpática renal (Mitsuhiko y col., 1998). Adicionalmente, Fujita y 
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col., (2005) encontraron que la AM endógena en el cerebro puede inhibir la 

activación simpática a través de su acción antioxidante. Por su parte, Xu y col., 

(2006) indicaron que la AM en el RVLM ejerce un efecto inhibitorio sobre la 

actividad del baroreflejo a través de un mecanismo mediado por los receptores 

específicos de AM, donde la activación de la PKA está involucrada. 

 

Basados en la evidencia del papel de la administración intracerebelar de AM 

como un poderoso hipotensor y atenuador del eflujo simpático, es razonable 

asumir que la disminución en la expresión de AM en el cerebelo durante la 

hipertensión, pueda constituir la alteración primaria que conlleva a un fallo en el 

control cerebelar de la presión arterial, y que su reversión  tras el tratamiento 

con valsartán podría constituir un mecanismo compensatorio para reajustar la 

respuesta de la AM a este nivel. 

 

Por otro lado, basados en el hecho de que la AM ejerce la mayoría de sus 

acciones a través de un mecanismo acoplado a la AMPc-PKA, y que éste se 

encuentre asociado como un mediador de la hipotensión inducida por la AM a 

nivel periférico y central, es posible que el efecto hipotensor de la AM en el 

vermis del cerebelo sea mediado a través de esta vía (Fig. 113); sin embargo, 

se requiere de otros estudios para confirmar esta hipótesis. 
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Fig. 113. Propuesta del mecanismo de la vía de acción de la AM en el vermis 
de cerebelo de la rata. La ANG II es capaz de incrementar la actividad de la 
SOD, CAT y GPx a través de una vía dependiente de PKC y NAD(P)H oxidasa. 
Por su parte, la AM es capaz de inhibir la actividad de dichas enzimas mediante 
un mecanismo dependiente de la PKA, evidenciando un efecto antagónico de la 
ANGII sobre la AM. Asimismo, la AM es capaz de activar a las ERK y activa la 
producción de NO, AMPc y GMPc, lo cual posiblemente puede regular la 
presión arterial. 
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6. CONCLUSIONES 

6.1. La AM y los componentes de sus receptores se expresan a nivel del 

vermis del cerebelo de la rata. 

6.2. Durante la hipertensión existe una alteración en la expresión de la AM y 

los componentes de sus receptores en el cerebelo: aumento en la 

expresión de CRLR/ RAMP1 y RAMP3 y reducción de la expresión de 

AM y de CRLR/ RAMP2. Estas alteraciones pueden constituir un efecto 

compensatorio a la hipertensión arterial, o alternativamente la alteración 

inicial que traería como consecuencia la desregulación de los 

mecanismos de control de la presión arterial con la consecuente 

hipertensión. 

6.3. La desregulación del sistema adrenomedulérgico cerebeloso se 

encuentra presente desde las etapas tempranas (8 semanas) de vida de 

las ratas hipertensas.  

6.4. Los cambios en la reducción de la expresión de la AM, y los 

componentes de sus receptores parecen ser producto del incremento de 

la presión arterial, pues fue revertido por el tratamiento con valsartán, 

sugiriendo  que la hipertensión induce cambios adaptativos para tratar de 

compensar la elevación de la presión arterial.  

6.5. La AM redujo la actividad de las enzimas antioxidantes y disminuyó la 

producción de EROs  en el vermis de cerebelo de ratas normotensas.  

6.6. La  AM produjo un efecto contrarregulador sobre el incremento de la 

actividad de las enzimas antioxidantes inducido por la ANG II en el 

vermis de cerebelo de la rata, lo que sugiere que la AM juega un papel 

importante en contrarrestar el incremento en la producción de EROs 

inducido por la ANG II. 
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6.7. La administración in vivo de un antagonista de los receptores de ANG II o 

de un bloqueante de los canales de calcio, redujo la presión arterial y 

revirtió la ausencia de respuesta a la AM sobre la actividad de las 

enzimas antioxidantes basal en el vermis cerebelar de ratas hipertensas, 

sugiriendo que la disminución de la presión arterial restauró el patrón de 

expresión de la AM y sus componentes de receptores a los encontrados 

en condiciones controles, lo cual sugiere que la expresión óptima del 

receptor de AM1 es necesaria para la adecuada señalización de la AM. 

6.8. Se demostró que la disminución de la actividad de las enzimas 

antioxidantes inducido por AM es mediado por la PKA, mientras que el 

incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes inducido por la 

ANG II es mediado a través de la vía PKC/NAD(P)H oxidasa,  en el 

vermis de cerebelo de la rata. 

6.9. El pretratamiento con la AM22-52 y CGR8-37, revirtió el efecto reductor 

inducido por la AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y 

producción de TBARS, lo que apoya la mediación de todos los subtipos 

de receptores, CGRP, AM1 y AM2, en la señalización de la AM mediada 

por EROs en el cerebelo. 

6.10. Se demostró que los receptores de AM son funcionales, pues activan a 

las MAPK y aumenta la producción de GMPc y NO. El pretratamiento con 

la AM22-52, bloqueó el efecto de la AM sobre la producción de GMPc y 

NO y la activación de las MAPK, lo que apoya la mediación de los 

receptores AM1. 

6.11. La  hipertensión  inhibió  la capacidad  de la AM de estimular la actividad 

de las enzimas antioxidantes, la producción de EROs, NO y GMPc en el 

vermis cerebelar. 

6.12. Se sugiere que  la falta de respuesta a la AM sobre la producción de NO 

y GMPc en el vermis de cerebelo de ratas hipertensas, se  debe al 
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cambio en el patrón de expresión de los componentes de receptores de 

las AM durante la hipertensión, por lo que se podría especular que la 

activación en la producción de NO y GMPc por parte de la AM en el 

vermis de cerebelo de rata, sea principalmente mediada por la AM a 

través del receptor AM1 (CRLR+RAMP2), cuya expresión es menor 

durante la hipertensión. 

6.13. La administración in situ in vivo de AM en el cerebelo ocasionó un efecto 

hipotensor en ratas hipertensas y sometidas a estrés agudo que fue 

específico del vermis cerebelar y dependiente de la dosis. 

6.14. La administración in situ in vivo de AM en el cerebelo ocasionó un efecto 

hipotensor únicamente en ratas hipertensas, lo que sugiere un 

incremento en la sensibilidad y respuesta del cerebelo de las ratas SHR 

a la AM con respecto a las ratas WKY, y /o a que la AM ejerza un efecto 

hipotensor en el vermis de cerebelo únicamente ante un sistema 

previamente estimulado, pues la administración in situ in vivo de AM en 

el cerebelo de las ratas SHR y/o ratas normotensas sometidas a estrés 

agudo produjo un efecto hipotensor. 

6.15. Se sugiere que el efecto hipotensor inducido por la administración 

intracerebelar de AM puede estar mediado por la activación de la vía 

GMPc/NO en las ratas normotensas y durante el estrés agudo, y/o a 

través de otras vías de señalización como la activación de la AMPc/PKA, 

debido a la falta de activación de la vía GMPc/NO durante la 

hipertensión.  

6.16. Nuestros hallazgos sugieren que la AM cerebelosa cumple un papel 

importante en la regulación de la presión arterial y demuestra la 

existencia de un sistema adrenomedulinérgico funcional a nivel del 

cerebelo, el cual está involucrado en la regulación de la presión arterial. 
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