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Resumen

La adrenomedulina (AM) es un péptido ubicuo que se encuentra en el cerebelo y que ejerce sus acciones a través de
la activacion de diversas vias de senalizaciéon, como las quinasas reguladas por sefnales extracelulares (ERK); sin
embargo, en el vermis cerebeloso de ratas hipertensas esta via ain es desconocida. En el cerebelo, la densidad de
los receptores de la AM se encuentra aumentada durante la hipertension, sugiriendo un posible papel del sistema
adrenomedulinérgico cerebelar en la regulacién de la presién arterial. En el presente estudio se evalué la via de sena-
lizaciéon de las ERK, basal y activada por la AM en el vermis del cerebelo de ratas hipertensas. Para ello, ratas macho
adultas espontaneamente hipertensas (SHR) y controles normotensos Wistar Kyoto (WKY) fueron sacrificados, se dise-
c6 el vermis cerebeloso y estimulé el tejido in vitro con AM. Posteriormente, se determiné la activacion de las ERK1/2
y proteinas tisulares. Se demostré mayor activacién basal de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo de la rata SHR con
respecto a las WKY (N=10; p<0,0001). Asimismo, se encontré que la AM activé a las ERK1/2 en el vermis de cerebelo
de las ratas SHR y WKY, siendo dicho efecto de menor magnitud en las ratas hipertensas con respecto a las normoten-
sas (p<0,001; N=17). Nuestros resultados indican una alteracion de la senalizacion de la via de las ERK, basal y activa-
da por la AM cerebelosa, durante la hipertension.
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Abstract

Adrenomedullin (AM) is a ubiquitous peptide. In brain, AM is expressedin several localized regions, including the cerebellum.
AM signals through several pathways, like extracellular signals regulated kinases (ERK) activation; however, in the
hypertensive rat cerebellar vermis this pathway is still unknown. AM binding sites are increased in cerebellum during
hypertension, suggesting a role for cerebellar adrenomedullinergic system in the blood pressure regulation. The aim of
the present study was to establish the effect of hypertension of the signaling pathway through ERK1/2, basal or AM
activated, in cerebellum vermis of the hypertensive rat. In the present experimental study, adult male spontaneously
hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY) were sacrificed, the cerebellar vermis was dissected under stereomicrosco-
pic control andthe tissue was stimulated in vitro with AM. ERK1/2 activation was assayedby western blot. Our findings demonstra-
te that increased basal activation ERK1/2 in the cerebellar vermis SHR rats compared to WKY (N=10; p<0,0001). We
also found that in cerebellum of the SHR and WKY, AM increased ERK1/2 activation. This effect is smaller in magnitude in
hypertensive rats (p<0,001. N=17). Our results indicate an alteration of cerebellum ERK signaling pathway, both basal
and AM activates, during hypertension.
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Introduccién

La adrenomedulina (AM) es un péptido multifun-
cional de 52 residuos de aminoacidos, que media sus
acciones a través de su union con tres subtipos de re-
ceptores: el receptor del péptido relacionado al gen

de la calcitonina tipo 1 (CGRP1), el receptor de AM
tipo 1 (AM1) y tipo 2 (AM2); éstos estan formados por
un heterodimero constituido por el receptor relacio-
nado al gen de la calcitonina (CRLR) y la proteina que
modifica la actividad del receptor (RAMP). El CGRP1
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esta formado por el complejo CRLR/RAMP1. La co-ex-
presion de CRLR con RAMP2 o RAMP3, produce los
receptores de AM1 o AM2, respectivamente (Ichiki y
col., 1994; McLatchie y col., 1998).

La AM y sus receptores son ubicuos, pues su ex-
presion se ha demostrado en una amplia variedad de
células y tejidos, como el endotelio, corazon, aorta,
pulmon, rindn, glandula suprarrenal (Kitamura y col.,
19937 B; Ichiki y col., 1994; Sakata y col., 1994); ade-
mas se ha encontrado AM en circulacion, orina, sali-
va, fluido cerebroespinal y amniético (Kitamura y
col., 1994; Nagata y col., 1998). A nivel del sistema
nervioso central (SNC), se han descrito sitios de
union para la AM, en localizaciones como la corteza
cerebral, talamo, hipotalamo, bulbo raquideo, puen-
te de Varolio, amigdala y cerebelo (Samson y Murphy,
1997; Serrano y col., 2002; Juaneda y col., 2003;
Macchiy col., 2006). En el cerebelo, la inmunoreacti-
vidad a la AM se ha apreciado en los nticleos lateral,
interposito y medial cerebelar; asi como en las capas
molecular, de las células de Purkinje y en la granular
de la corteza cerebelar (Serrano y col., 2000).

Uno de los mecanismos de accién a través del
cual actiia la AM y por el cual fue descubierto, fue a
través de su capacidad de elevar los niveles de ade-
nosina monofosfato ciclico (AMPc) (Kitamura y col.,
1993%) en diferentes tipos celulares como plaquetas,
células de musculo liso vascular, endoteliales, tubula-
res renales, mesangiales, estelares hepaticas y lineas
celulares como la oligodendroglial humana KG-1C,
entre otras (Uezono y col., 2001 ; Beltowski y Jamroz,
2004). La via de senalizacion AMPc/proteina quinasa
A (PKA) de la AM ha sido postulada como el principal
mecanismo de transduccion de la AM para sus efec-
tos biolégicos; de hecho, la accién vasodilatadora,
mitogénica, inotropica positiva y antioxidante de la
AM es ejercida mediante esta via de senalizaciéon
(Kapas y col., 1997; Shimosawa y col., 2002).

Adicionalmente, en varios tipos de células, la AM
ha demostrado activar otras vias de senalizaciéon co-
mo la fosfolipasa C (PLC), guanilil ciclasa (GC), quina-
sa regulada por senales extracelulares (ERK) y otras
proteinas de la familia de las proteinas quinasas ac-
tivadas por mitogenos (MAPK) como MAPK p38 y la
proteina quinasa c-Jun NH2 terminal (JNK) (Iwasaki y
col., 2001 ; Gibbons y col., 2007); de hecho, los efec-
tos mitogénicos de la AM en células de musculo liso
vascular son mediados a través de la via Proteina Ti-
rosina Quinasa (PTK)/Quinasa regulada por senales
extracelulares (ERK) (PTK/ERK) (Iwasaki y col., 2001).

Por otra parte, la AM ha demostrado tener efecto
sobre la produccion de radicales libres, pues ha sido
capaz de disminuir la produccion de especies reacti-
vas de oxigeno (EROs) mediada por la nicotinamida
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adenina dinucleétido fosfato reducido (NAD(P)H) oxi-
dasa, a través de la inhibiciéon de la actividad de la en-
zima (Rahman y col., 2006). El mecanismo que sub-
yace a esta actividad varia dependiendo de la célula.
En células mesangiales, la AM suprime la producciéon
de EROs a través de la via AMPc/PKA, mientras que
en el ventriculo de la rata, la AM inhibe la NAD(P)H
oxidasa a través de la via 6xido nitrico (NO)/ guano-
sina monofosfato ciclico (GMPc) (Liu y col., 20086).

En el cerebelo, se ha descrito que la AM es capaz
de incrementar la producciéon de AMPc, GMPc, NO y
disminuir la actividad de las enzimas antioxidantes,
lo cual sugiere la existencia de un sistema adrenome-
dulinérgico cerebelar de importancia biolégica (Fi-
gueira e Israel, 2013%B).Por otro lado, se ha descrito
que la activaciéon de las ERK1/2 en tejidos periféricos
esta asociada con la hipertension (Xu y col., 1996;
Jing y col., 2011); sin embargo, se desconoce cOmo
Sse encuentra su estatus basal en el cerebelo de ratas
hipertensas. Por otra parte, se ha descrito que la AM
incrementa la activaciéon mediante fosforilacion de
las ERK en el vermis de cerebelo, siendo dicho efecto
mediado por los receptores de AM1 (Figueira e Israel,
2013%); sin embargo, muy pocos han sido los estu-
dios sobre la AM en el cerebelo de ratas hipertensas,
e incluso se desconocen los mecanismos de senales
de transduccion de los receptores de este péptido y
los segqundos mensajeros intracelulares relacionados
con sus acciones biologicas. Al respecto en un estu-
dio previo, se demostré por primera vez una desregu-
lacién en la expresion de la AM y los componentes de
sus receptores en el vermis de cerebelo de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) con respecto a
sus controles normotensos, Wistar Kyoto (WKY), lo
cual sugiere un posible papel de la AM en la regula-
cion de la presion arterial (Figueira e Israel, 2013%).
Es por ello que en el presente estudio se evaluo6 el
efecto de la hipertension sobre la via de sefnalizacion
de las ERK, basales y activadas por la AM, en el ver-
mis del cerebelo de ratas SHR y sus controles normo-
tensos, WKY.

Materiales y métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho SHR y sus controles
normotensos WKY adultos de 16 semanas de edad,
provenientes del Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) (Caracas, Venezue-
la). Los animales fueron mantenidos en jaulas a tem-
peratura ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de 12 horas
luz / oscuridad. La dieta de los animales consisti6é en
Ratarina® y agua ad libitum. Los experimentos fue-
ron realizados siguiendo las buenas practicas para el
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manejo de animales de laboratorio (NIH Guide, 1996)
y la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad
de Farmacia de la UCV. Las ratas se sacrificaron por
decapitacion, los cerebros fueron extraidos y el ver-
mis del cerebelo se disecé mediante microdiseccion
bajo control estereomicroscopico y mantenido en
Buffer Krebs-Ringer (KBR) burbujeado con 95% O, y
5% CO,.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LA ERK1/2

La determinacién de la ERK1/2 total y fosforilada
se realizé por Western blot. Para ello el tejido estimu-
lado o no con AM fue homogeneizado en frio median-
te sonicacion, en buffer de lisis para ERK (Tris Base
50 mM, 5mM EDTA, 1mM NaF, NasVOy, Triton X-100
1% y mezcla de inhibidores de proteasas compuesto
por pepstatina A 5pM, aprotinina 10pg/ml, leupeptina
10pM, PMSF 2mM, pH 7.4). El homogeneizado fue
centrifugado a 4 °C, a 10.000 rpm durante 10 minu-
tos, para obtener el sobrenadante, el cual fue conge-
lado a -70°C hasta el momento de su procesamiento.
Para el analisis por Western blot, alicuotas del homo-
dgeneizado fueron separadas por electroforesis en gel
SDS-poliacrilamida al 10% y transferidas a una mem-
brana de nitrocelulosa. Las membranas fueron blo-
queadas con leche descremada al 10%, y posterior-
mente se incubaron durante toda la noche a 4°C con
el anticuerpo primario anti-fosfo-ERK1/2 y anti-
ERK1/2 de conejos (Cell Signaling) diluido en solu-
cion de albumina sérica bovina al 3% en TBS-Tween
al 0,1% (Dilucién 1:1000). Las membranas fueron
lavadas con TBS-Tween al 0,1% e incubadas con an-
ticuerpo secundario anti conejo conjugado con pe-
roxidasa de rabano, diluido en solucién de albtimina
sérica bovina al 1,5% en TBS-Tween al 0,1% (Dilu-
cion 1:1000) durante 1 hora en agitaciéon lenta a
temperatura ambiente. Las proteinas fueron visuali-
zadas por quimioluminiscencia (SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate) a través de peli-
culas para rayos X y cuantificadas mediante analisis
densitométrico (Quantity One 1-D ®- BioRad). La ex-
presion de la ERK1/2 fosforilada fue normalizada
con la ERK1/2 total.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TISULARES

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

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

El registro de los parametros cardiovasculares,
presion arterial y frecuencia cardiaca se realizb en las
ratas conscientes por un método no invasivo median-
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te el uso de un plestimografo digital de cola (Digital
Pressure Meter Le 5002 LETICA®, Panlab, S.L. Barce-
lona, Espana). Registrandose la presion arterial sist6-
lica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y la presion
arterial media (PAM). La semana previa al experimen-
to, se determin6 diariamente la presion arterial y fre-
cuencia cardiaca, para minimizar el estrés asociado
al manejo y al movimiento de la cola (periodo de
adaptacion a la toma de la presién arterial y de la fre-
cuencia cardiaca).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como la media
+ E.E.M. Se utiliz6 el analisis de Kruskall-Wallis con
andlisis post hocy el analisis de Wilcoxon Rank Sum
para comparar los valores de las variables sujetas a
estudio. Un valor de p<0,05 fue considerado signifi-
cativo. El analisis de los resultados y la elaboraciéon
de los graficos se realizaron empleando el programa
Graph Pad Prism versiéon 5.1.

Resultados
CARACTERISTICAS DE LAS RATAS SHR Y WKY

En la Tabla I se presenta los valores de la media y
el error estandar de la media de los valores de PAS,
PAD y PAM de las ratas WKY y SHR. Como se puede
observar, las ratas SHR presentan valores estadisti-
camente superiores de PAS, PAD y PAM cuando se
compar6 con las ratas WKY.

Tabla I
Caracteristicas de las ratas WKY y SHR
de 16 semanas de edad. Se determiné PAS,
PAD y PAM (mmHg). Los resultados fueron
expresados como la media + error estandar.
(N= 19). *p<0,0001 vs. WKY

"GRUPO_| PAD (o) | PAS (mmio) | PAM (ko)

WKY 91+3 145+ 3 108+ 2
SHR 126 + 3* 174 + 3* 142+ 3*

EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA ACTIVACION
BASAL DE LAS ERK1/2 EN EL VERMIS DEL CEREBELO
DE LA RATA

Se evalu6 el efecto de la hipertension sobre la
activacion basal de las ERK1/2 en el vermis cerebelar
de la rata. Como se observa en la figura 1, la expre-
sion de la p-ERK1/2 en el vermis del cerebelo fue sig-
nificativamente 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).
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Figura 1. Efecto de la hipertension sobre la expresion basal
de las p-ERK1/2 en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR.
100 pg de proteinas 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 + E.E.M. La expresion de la p-ERK1/2 fue
normalizada con la de la ERK1/2-total. (N=10). *p<0,0001
vs. WKY

EFECTO DE LA AM SOBRE LA ACTIVACION DE LA ViA
DE SENALIZACION ERK1/2 EN EL VERMIS
CEREBELOSO EN RATAS SHR Y WKY.

Se evaluo el efecto de la AM sobre la activacion
de las ERK1/2 en el vermis cerebelar de ratas SHR y
WKY adultas. Como se puede apreciar, la incubacién
del vermis cerebelar con AM (2x10°7 M) durante 5
min, activé de manera significativa las ERK1/2 (Basal:
1,05 + 0,06 vs. AM: 2,54 + 0,34) (Figura 2) en las ra-
tas WKY de 16 semanas de edad con respecto a su
control (p<0,001. N=17). De igual manera, en las ra-
tas SHR la adicién al bano de incubacién de la AM in-
cremento la fosforilacion de las ERK1/2 cuando se
compar6 con su basal (1,52 + 0,09 vs. 2,16 + 0,10
Basal vs. AM). Sin embargo, la magnitud de su activa-
Cion resulto ser significativamente menor cuando se
compard con la de las WKY.

Discusion
Las MAPK cumplen funciones importantes en el

organismo y juegan un papel crucial en diferentes se-
nales de transduccion, pues son componentes prin-
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Figura 2. Efecto de la AM sobre la activacién (fosforilacién) de
las ERK1/2 en el vermis de cerebelo de ratas WKY y SHR. El
vermis cerebelar fue incubado con AM (2x10°7 M durante 5
min). 100 pg de proteinas provenientes del vermis cerebelar
de las ratas WKY y SHR de 16 semanas de edad fueron emple-
ados para el western blotting. Los resultados fueron expre-
sados como la media + E.E.M. La expresion de la p-ERK1/2 fue
normalizada con la de la ERK1/2-total. (N=17). *p<0,001 vs.
WKY Basal. # p<0,001 vs. SHR Basal.

cipales de las vias de control de embriogénesis, dife-
renciacion, proliferacion y muerte celular (Pearson y
col., 2001). Las ERK1/2 son proteinas serina/treoni-
na quinasas, que son activadas en respuesta a facto-
res de crecimiento, estrés oxidativo e incremento del
calcio intracelular (Kurino y col., 1995). Estas protei-
nas de senalizacion juegan un papel importante en la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de va-
rios tipos celulares (Otani y col., 2002). Diferentes es-
tudios muestran que las ERK1/2 estan ampliamente
expresadas en tejidos periféricos y centrales. A nivel
del cerebelo, existe una alta distribucion celular e
intracelular de las ERK tanto en ratas jovenes como
adultas; de hecho, estudios de inmunohistoquimica
han demostrado que las células de Purkinje, granulo-
sas y gliales del cerebelo de la rata son inmunoreacti-
vas a las p-ERK1/2 (ZsarnovszKky y Belcher, 2004).
Asimismo, algunos estudios han indicado que el ini-
cio de la activacién de las ERK coincide con los even-
tos de desarrollo cerebeloso, lo cual sugiere que la
senalizaciéon de las ERK juega un papel muy impor-
tante en la regulacion de la migracion y proliferacion
celular, y en la maduracién sinaptica en el desarrollo
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del cerebelo. Sin embargo, se ha postulado que en el
cerebelo adulto la senalizacion de las ERK podria me-
diar el procesamiento de la informacion postsinapti-
ca (Zsarnovszky y Belcher, 2004).

Existe evidencia que indica que la activacion de
las ERK1/2 en tejidos periféricos esta asociada a la
hipertension. En este sentido, Xu y col. (1996) encon-
traron que la activacion de las ERK en la pared vascu-
lar durante la hipertensiéon fue seguida de la expre-
sién de genes c-fos y cjun; por lo que la activacion
de las ERK podria contribuir directamente con los
cambios patolégicos que ocurren durante la hiperten-
sidén, como la hipertrofia y proliferacion de las células
de musculo liso asociado con el remodelado de arte-
rias mayores. Es conocido que las proteinas Fos y
Jun se combinan para formar un heterodimero pro-
teina adaptadora - 1 (AP-1) estable, el cual se une a
las secuencias consenso AP-1 presente en numero-
sos genes asociados con la proliferacion celular y la
respuesta hipertréfica (Bishopric y col., 1992); por lo
que la activacion de la AP-1 podria conllevar una sig-
nificante alteraciéon en el programa genético de las
células del musculo liso, que resulta en cambios fe-
notipicos y proliferacion celular. De hecho, Hamagu-
chiy col. (1998) reportaron que la fosforilacion de las
ERK a través de la activacion de la AP-1 en el rindn de
ratas durante la hipertension, puede ser responsable
del dano glomerular. Asimismo, Jingy col. (2011) en-
contraron mayor activacion de las ERK1/2 y mayor
expresion de las ERK en las células de musculo liso
vascular y en células endoteliales de arterias renales
en las ratas hipertensas con respecto a las normoten-
sas. Aln mas, 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 hipertension, lo cual fue asociado con supresion
de la expresion de la ERK y la fosforilaciéon de las
ERK1/2 en las células de musculo liso vascular y
endotelial de las arterias renales; sugiere que las
ERK1/2 juegan un papel importante en el remodela-
do vascular de las arterias renales durante la hiper-
tensiéon (Jingy col., 2011).

En relacién al SNC, algunos estudios han reporta-
do que las MAPK a nivel central pueden cumplir un
papel importante en la regulacion de la presién ar-
terial, pues Seyedabadi y col., (2001), demostraron
que la inhibicion de las MAPK en la regiéon ventrolate-
ral rostral del bulbo raquideo (RVLM) es vital para el
mantenimiento de los niveles tonicos de presion arte-
rial en ratas SHR y WKY. Igualmente, se ha demostra-
do que las cascadas de las ERK1/2 tienen importan-
cia en la modulacion de la potenciacién a largo plazo
en el area CA1 del hipocampo y es requerida para va-
rias formas de aprendizaje y memoria. Asimismo, se
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ha indicado que la cascada de las ERK participa en el
dano neuronal inducido por isquemia y en la genera-
cion de actividad convulsivante en cultivos de neuro-
nas de hipocampo (Vanhoose y col., 2002).

Ahora bien, hasta los momentos, no se ha descri-
to el estatus basal de la activacion de las ERK1/2 en
el vermis de cerebelo durante la hipertension. Al res-
pecto, nuestros hallazgos demuestran, por primera
vez, un incremento en la activacion de las ERK1/2
basal en el vermis de cerebelo de ratas hipertensas
comparado con las WKY normotensas, lo cual sugie-
re un posible papel de esta via de senalizacién en la
regulacion de la presion arterial mediada por el cere-
belo, de forma similar a lo reportado por otros inves-
tigadores en otros 6rganos (Parenti y col., 2000; Ding
y col., 2007; Fernandez y col., 2009).

La senal precisa responsable de la activacion de
las quinasas durante la hipertensién aguda no es to-
talmente clara; sin embargo, se ha descrito un efecto
directo de la presion arterial sobre las ERK y las MAPK
(Nishiyama y col., 2004). Igualmente, se ha sugerido
la participacion del estrés oxidativo en la senaliza-
cion de las ERK1/2 (Song y col., 2005), pues se ha
demostrado que las ERK pueden ser activadas por las
EROs (Viedt y col., 2000; Frank y col., 2001; Song y
col., 2005). Por ello podriamos inferir que la mayor
fosforilacion de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo
de ratas hipertensas con respecto a las normotensas
podria ser atribuida a una mayor produccién de EROs
en las ratas hipertensas, sugiriendo un posible papel
del estrés oxidativo en esta activacion. En este senti-
do, el peroxido de hidrogeno ha demostrado activar
las ERK en diferentes tipos celulares como células de
musculo liso de aorta, pulmon, ileo y miocitos tra-
queales (Abe y col., 1998; Songy col., 2005).

Ademas del estrés oxidativo, existe evidencia
que indica que el estiramiento (estrés mecanico) de
células en cultivo podria activar a las MAPK (Yama-
zaki y col., 1996) e inducir la expresion de genes
como c-fos 'y c-jun (Komuro y Yazaki, 1993). Asimis-
mo, agentes como la angiotensina Il (ANG II) han
mostrado que son capaces de activar las ERK e indu-
cir la expresion de dichos genes en cultivo celular
(Tsuday col., 1992); de hecho, se ha sugerido que la
activacion de las MAPK en la pared arterial ocurre
como respuesta fisiolégica a la hipertensién aguda
(Tsuday col., 1992).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado
que la AM es capaz de activar diversas vias de senali-
zacion intracelular. Una de las principales vias a tra-
vés de la cual la AM ejerce sus efectos es la activa-
cion de la via AC/AMPc (Wong y col., 2012). Sin em-
bargo, se sabe que la AM es capaz de activar otras
vias de senalizacion en diversos o6rganos y tejidos,
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tales como la PLC, GC, ERK, las p38, JNK y los cana-
les de potasio sensibles a ATP (Shimekake y col.,
1995; Ikenouchi y col., 1997; Iwasaki y col., 1998).

En un estudio previo, se describié por primera
vez que la AM fue capaz de incrementar la activacion
de las ERK1/2 y la produccién de GMPc y NO en el
vermis cerebelar a través de la estimulacion del re-
ceptor AM1; e increment6 la produccion del AMPc a
través de los tres subtipos de receptores de AM, lo
cual sugiere que en el cerebelo, la AM ejerce accio-
nes a través de la activacion de las vias NO/GMPc,
AC/AMPc y ERK, sugiriendo la existencia de un siste-
ma adrenomedulinérgico cerebelar de importancia
fisiologica (Figueira e Israel, 2013%). Adicionalmente,
hemos descrito que la AM en el cerebelo participa en
la regulacion de la senalizacion de las EROs, pues
este péptido fue capaz de disminuir la actividad de
las enzimas antioxidantes y la produccion de produc-
tos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBARS) en el vermis de cerebelo
de rata; siendo dicho efecto mediado por ambos sub-
tipos de receptores de AM y por el receptor de CGRP
(Figueira e Israel, 2013P).

Ahora bien, el posible papel de la activacion de
las ERK1/2 cerebelosa inducido por la AM durante la
hipertensién no ha sido establecido hasta el presen-
te. Nuestros hallazgos demuestran, por primera vez,
que la AM fue capaz de incrementar la fosforilacion
de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo tanto de las
ratas hipertensas como en las normotensas; siendo
dicho efecto de menor magnitud en las ratas hiper-
tensas. Dicha activacion de las ERK por la AM ha sido
demostrada previamente en otros tejidos y modelos
experimentales (lwasaki y col., 1998; Figueira e Is-
rael, 2013%; Yoshimoto y col., 2004).

El incremento de menor magnitud en la activa-
cion de las ERK1/2 en el vermis de cerebelo de ratas
hipertensas comparado con las WKY normotensas
observado en el presente estudio, no solo sugiere
una posible desregulacion, sino que apoya el papel
fundamental de esta senalizacion en la regulacion de
la presion arterial mediada por el cerebelo. En este
sentido, es preciso senalar que Figueira e Israel
(2013%) demostraron la desregulacion del sistema
adrenomedulinérgico cerebelar durante la hiperten-
sion, pues encontraron una menor expresion de la
AM y RAMP2, y una mayor expresion de CRLR, RAMP1
y RAMP3 en el vermis de cerebelo de ratas SHR con
respecto a las WKY. La menor expresion de AM y
RAMP2 durante la hipertension sugiere que estos
cambios podrian constituir un mecanismo que contri-
buye con el desarrollo de la hipertension arterial y
apoya el concepto que este péptido participa en la
regulacion de la presién arterial a nivel cerebelar. Por
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otra parte, los incrementos en la expresion de la
CRLR, RAMP1 y RAMP3 durante la hipertension arterial
podrian promover la interaccién de la AM con los
receptores de CGRP y AM2 y constituir un mecanismo
compensatorio al incremento de la presion arterial.
Alternativamente, estos cambios podrian constituir la
alteracioén inicial que traeria como consecuencia la
desregulacién de los mecanismos de control de la
presion arterial, ya que dichos cambios se encuentran
presentes desde las etapas tempranas (8 semanas) de
vida de las ratas hipertensas (Figueira e Israel, 2013°).

Es conocido que el complejo CRLR/RAMP2 consti-
tuye la via de traduccion de la actividad biologica de
la AM, y se ha postulado que alteraciones en la expre-
sion de las RAMPs se asocia con alteraciones en la
respuesta de la AM (Gibbons y col., 2007). En este
sentido, nuestros resultados parecen indicar que
para la adecuada senalizacion y respuesta de la AM
cerebelar, la expresion de la RAMP2 ocurre en condi-
ciones normales; sin embargo, bajo ciertas condicio-
nes patologicas como la hipertension, la expresion
de RAMP3 incrementa y la RAMP2 disminuye. Esto
indica que durante la hipertension arterial, la célula
cerebelosa cambia de un fenotipo de alta respuesta
ala AM (expresion alta de RAMP2) a otro de baja res-
puesta (alta expresion de RAMP3) (Figueira e Israel,
2013%); de hecho, se ha descrito que la microinyec-
cion in situ de AM en el vermis de cerebelo fue capaz
de provocar un marcado efecto hipotensor tnica-
mente en las ratas hipertensas (SHR) y no en las nor-
motensas (WKY) (Figueira e Israel, 2014). Por lo tan-
to, nuestros resultados sugieren que la disminucion
de la activacion de las ERK1/2 en el vermis de cere-
belo de ratas hipertensas parece responder a la
desregulacion del sistema adrenomedulérgico previa-
mente descrito en el cerebelo de estas ratas (Figueira
e Israel, 20134BC, 2014).

En conclusion, nuestros resultados demuestran
que durante la hipertension existe un incremento en
la fosforilacion basal de las ERK1/2 en el vermis de
cerebelo, y que la activacion de las ERK1/2 inducida
por la AM en el vermis de cerebelo se encuentra alte-
rada en la hipertension. Estos hallazgos sugieren que
la via de senalizacion ERK activada por la AM cumple
un papel funcional en la regulacién de la presion arte-
rial mediada por el cerebelo.
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