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Resumen

La adrenomedulina (AM) es un péptido de 52 residuos de aminoácidos que participa en la regulación de la función
cardiovascular. En el cerebelo de la rata existen todos los componentes del sistema adrenomedulinérgico. El recep-
tor de la AM se expresa en regiones localizadas y está formado por el receptor-similar al receptor de calcitonina
(CRLR) y la proteína que modifica la actividad del receptor (RAMP) 2 ó 3, denominados receptor AM1 y AM2, respec-
tivamente. Adicionalmente, la AM presenta afinidad por el receptor del péptido relacionado con el gen de la calcito-
nina 1 (CGRP1), compuesto por CRLR + RAMP1. Se ha reportado que la AM ejerce efectos antioxidantes. Sin embar-
go, se conoce poco acerca del papel de la AM cerebelosa en la regulación del metabolismo de las especies reacti-
vas de oxígeno. Por ello, se evaluó el efecto de la AM sobre la producción de productos de peroxidación lipídica que
reaccionan con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) y sobre la actividad de las enzimas antioxidantes, catalasa (CAT), glu-
tatión peroxidasa (GPx) y superóxido dismutasa (SOD) en el vermis de cerebelo de ratas Sprague-Dawley, así como
los receptores que median dicha acción. Igualmente, se estudió la posible interacción entre la AM y la angiotensina
II (ANG II) en la regulación de la producción de los TBARS y la actividad de las enzimas antioxidantes cerebelosas, así
como la participación de la vía NAD(P)H oxidasa/PKC y de la PKA en la acción de la AM y ANG II. Nuestros hallazgos
muestran que la AM redujo y la ANG II incrementó la producción de TBARS y la actividad basal de la CAT, GPx y la
SOD en el vermis de la rata. De igual forma la AM antagonizó parcialmente el incremento de la actividad de las enzi-
mas antioxidantes inducidas por la ANG II. El efecto de la AM fue mediado por la PKA mientras que el efecto de la
ANG II por la vía PKC/NAD(P)H oxidasa, ya que el pretratamiento con PKI-(6-22)-amida 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; mientras que la
apocinina y la cheleritrina inhibieron exclusivamente la acción de la ANG II. El efecto de la AM fue mediado a través
de los receptores de CGRP1 y AM, pues fue completamente inhibido tras el pretratamiento con CGRP837 y AM2252.
Nuestros resultados apoyan el papel de la AM como regulador de la actividad de las enzimas antioxidantes en el cere-
belo de la rata, y sugieren un posible papel funcional de la AM cerebelosa.
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Abstract

Human adrenomedullin (AM) is a 52-amino acid peptide involved in cardiovascular control. AM has two specific recep-
tors formed by the calcitonin-receptor-like receptor (CLRL) and receptor activity-modifying protein (RAMP) 2 or 3. These
are known as AM1 and AM2 receptors, respectively. In addition, AM has appreciable affinity for the calcitonin gene-1
related peptide receptor (CGRP1), composed of CRLR and RAMP1. In brain, AM and their receptors are expressed in
several localized regions, including the cerebellum. AM has been reported as an antioxidant. Little is known about the
role of AM in the regulation of cerebellar metabolism of reactive oxygen species. Therefore, we assessed the effect of
AM on TBARS production and the activity of three antioxidant enzymes: catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx)
and superoxide dismutase (SOD), in the vermis of the cerebellum of male Sprague Dawley rats. In addition, we asses-
sed the role of ANG II, AM receptor subtypes receptor, PKA activity and the PKC/NADP(H) oxidase pathway in the AM
action. Our findings demonstrate that in cerebellum, AM decreased and ANG II increased TBARS production and CAT,
GPx and SOD basal activity. Likewise, AM antagonized ANG II-induced increased antioxidant enzyme activity. AM action
was mediate through PKA activity, while ANG II induced stimulation through PKC/NAD(P)H oxidase pathway, since iPKA
blunted AM action and apocynin and cheleritrine reverted ANG II action. In addition, AM22-50 and CGRP8-37 blunted AM-
induced decrease of antioxidant enzymes activity indicating that AM-induced decrease of antioxidant enzymes activity
is mediated through stimulation of both, AM and CGRP1, receptors. Our results support the role of AM in the regulation
of cerebellar antioxidant enzyme activity and suggest a physiological role for AM in cerebellum.
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Introducción

La adrenomedulina (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 cardiovascular a través de efectos tanto a
nivel periférico como central. Diversos estudios han
indicado que la AM cumple diversas acciones biológi-
cas entre las que se incluyen hipotensión, vasodilata-
ción, inhibición de la secreción de endotelina, diure-
sis, natriuresis, broncodilatación, regulación del cre-
cimiento 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 es -
tán constituidos por el receptor similar al receptor de
calcitonina (CRLR) y una de las proteínas accesorias,
las proteínas que modifica la actividad del receptor
(RAMP). Los receptores específicos de la AM, AM1 y
AM2, están formados por el CRLR con RAMP2 y CRLR
con RAMP3, respectivamente. Asi mis mo, la AM ejer-
ce diversas acciones a través de su unión con el re -
ceptor del péptido relacionado con el gen de la calci-
tonina (CGRP1), constituido por CRLR y RAMP1 (Zim -
mermann y col., 1996; Belloni y col., 1999).

La AM y los componentes de sus receptores se en -
cuentran expresados en diferentes órganos y tejidos
como la glándula suprarrenal, corazón, riñón, pul-
món, aorta, páncreas, intestino delgado, hígado, ba -
zo, tiroides, testículo, vasos sanguíneos, células en -
do teliales y de músculo liso, entre otros (Kitamura y
col., 1993; Eguchi y col., 1994; Sakata y col., 1994).
A nivel del sistema nervioso central, se ha demostra-
do que la AM se encuentra presente y ampliamente
distribuida en el cerebro humano y de animales co -
mo ratas, ratones y sapo; evidenciándose en regio-
nes 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, sus-
tancia innominata, hipocampo, amígdala, tá la mo,
hipotálamo, mesencéfalo, bulbo raquídeo, órganos
cir cunventriculares como en el órgano subfornical y
el área postrema y en el cerebelo (Serrano y col.,
2002; Juaneda y col., 2003; Serrano y col., 2003;
Macchi y col., 2006). En relación a los recepto res de
AM, Sone y col. (1997), demostraron sitios de unión
específicos a la AM en varias regiones del cerebro
humano como la corteza cerebral, tálamo, hipotála-
mo, tallo, bulbo raquídeo y cerebelo. De hecho, Ueda
y col. (2001), encontraron que el ARNm de RAMP1

muestra una amplia distribución en el cerebro loca -
lizándose en el hipocampo, núcleo accumbens, tu -
bérculo olfatorio, caudado putamen, corteza cere-
bral, ce rebelo y epéndimo ventricular. Por su parte, el
ARNm de RAMP2 se encuentra en regiones como hi -
po campo, bulbo olfatorio, plexos coroides de los
ven trículos 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
pu tamen y núcleo amigdaloide, y con el RAMP2 en
los plexos coroides ventricular y en la pared de los
va sos sanguíneos.

A nivel del cerebelo, pocos han sido los estudios
que se han llevado a cabo con la AM, los estudios en
animales de experimentación han demostrado la pre-
sencia de sitios de unión a la AM e inmunoreactividad
a la AM en cerebelo de ratas normotensas (Sakata y
col., 1994; Sone y col., 1997; Serrano y col., 2003),
así como la expresión del CRLR, RAMP2 y RAMP3 a
es  te nivel (Chakravarty y col., 2000; Uezono y col.,
2001). Igualmente, la inmunoreactividad a la AM se
ha evidenciado 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 cor -
te za cerebelar (Serrano y col., 2002).

Aunque la distribución de los sitios de unión de la
AM en el sistema nervioso central ha sido bien docu-
mentada, su presencia en el cerebelo así como los
me canismos de señales de transducción de los re -
ceptores de este péptido en el mismo no han sido
clarificados y se conoce todavía menos de los segun-
dos mensajeros intracelulares relacionados con sus
acciones biológicas. Al respecto, la AM ha demostra-
do tener efecto sobre la producción de radicales
libres, pues es capaz de disminuir la producción de
especies reactivas de oxígeno (EROs) mediada por
NAD(P)H oxidasa, a través de la inhibición de la acti-
vidad de la enzima (Rahman y col., 2006). De igual
manera, se ha demostrado que la AM posee propie-
dades protectoras contra el daño a órganos produci-
dos 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 pro-
ducción de EROs a través de la vía AMPc/PKA, mien-
tras 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., 2007).

Con el fin de aportar evidencias acerca del papel
de la AM cerebelosa, en el presente trabajo se evaluó
el po sible papel de las enzimas antioxidantes en la
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acción de la AM cerebelosa y los posibles mecanis-
mos involucrados en dicha acción.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley de
250 g, provenientes del Bioterio del Instituto Nacio -
nal de Higiene Dr. Rafael Rangel. Los animales fueron
mantenidos en jaulas a temperatura ambiente con
ciclos de 12 horas luz / oscuridad. La dieta de los ani-
males 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 Bio -
terio 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) 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 estimu  lación
con el agonista. El vermis cerebeloso fue ho mo   ge -
nizado mediante sonicación en buffer fosfato 10 mM
pH 7,0 –tritón al 1%, centrifugado a 10.000 rpm du -
rante 30 min y el sobrenadante recolectado fue utili-
zado como muestra. 

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA (CAT)

La actividad de la CAT fue determinada emplean-
do una modificación del método de Aebi (1984). Para
ello, se añadió 25 µL del homogenizado de cerebelo
a 725 µL de la mezcla de incubación (10 mM H2O2 en
buffer fosfato 10 mM a pH 7) y se monitoreó el cam-
bio de absorbancia a 240 nm a los 0, 60, 120 y 180
segundos, utilizando la constante de reacción de pri-
mer orden (k) como la unidad de actividad de la CAT
(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 ex -
presaron en actividad específica.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPERÓXIDO

DISMUTASA TOTAL (SOD)

La actividad de la SOD se determinó por la capa-
cidad de esta enzima de inhibir la reducción del azul
de nitrotetrazolio (NBT) a formazán a 595 nm, por los
aniones superóxido generados por el sistema de la
xantina-xantina oxidasa (Oberley y col., 1984). Para
ello, se mezclaron 166 µL de la mezcla de incuba-
ción (xantina 0,3 mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150mM,
albúmina 0,1% y NaHCO3 400 mM) con 33 µL del
homogeneizado del vermis del cerebelo. La reacción
se inició con la adición de 10 µL de la enzima xantina

oxidasa. 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 acti -
vidad 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.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATIÓN

PEROXIDASA (GPX) 

La actividad de la GPx de las muestras fue deter-
minada de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé y col. (1984), mediante una reac-
ción 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. Los resul  ta -
dos fueron expresados como la actividad específica
de la enzima en U/mg de proteína, donde 1 U=µmol
de NAD(P)H oxidado/min.

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PRODUCTOS

DE PEROXIDACIÓN LIPÍDICA QUE REACCIONAN CON EL

ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS)

La concentración de los productos de peroxida-
ción lipídica que reaccionan con el ácido tiobarbitúri-
co (TBARS) fue evaluada por un método colorimé -
trico descrito por Ohkawa y col. (1979), el cual con-
siste en evaluar el efecto de las especies reactivas de
oxígeno (EROs) sobre los lípidos, que resulta en la
pro ducción de varias sustancias que reaccionan con
el ácido tiobarbitúrico y que pueden ser medidas por
espectrofotometría. Para ello, muestras de homoge-
neizado del vermis de cerebelo fueron tratadas con
ácido tricloroacético al 10% y centrifugadas a 1.600 g
durante 15 min a 4 °C. Seguidamente, el sobrena-
dante fue incubado con ácido tiobarbitúrico 0,67%
durante 10 min a 100 °C. Paralelamente se construyó
una curva patrón con malonildialdehído. Se determi-
nó la densidad óptica a 532 nm y la concentración de
los productos de peroxidación lipídica fueron calcu -
lados y expresados como malonildialdehído forma-
do. Los resultados de los TBARS fueron expresados
como nmol/mg de proteínas del tejido.

DETERMINACIÓN DE LAS PROTEÍNAS TISULARES

Las proteínas tisulares totales fueron determina-
das por el método de Lowry y col. (1951), utilizando
albúmina sérica de bovino como patrón. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados fueron expresados como la media
+ E.E.M. La significancia de los resultados fue ana -
 lizada mediante el análisis de varianza de una vía
(ANOVA) y la prueba de Bonferroni. Un valor de p<0,05
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fue considerado significativo. El análisis de los resul-
tados y la elaboración de los gráficos se realizaron
empleando el programa Graph Pad Prism versión 5.1. 

Resultados

EFECTO DE LA AM SOBRE LA ACTIVIDAD

DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN EL VERMIS

CEREBELOSO DE LA RATA. 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
ver mis cerebelar de la rata. Como se observa en la
fi gu ra 1, la incubación del tejido con AM (2 X10-7

M), re dujo significativamente la actividad de las tres
en zimas antioxidantes evaluadas. Por su, parte la
ANG II (2 X10-7 M), incrementó significativamente
di  chas actividades y a su vez revirtió la disminución
de la actividad de las enzimas antioxidantes indu ci -
das por la AM.

Figura 1. Efecto de la AM y ANG II sobre la actividad 
de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y GPx en el vermis
de cerebelo de la rata. El vermis cerebelar fue incubado con

AM (2 X10–7 M durante 5 min), ANGII (2 X10–7 M durante
10 min) y AM+ANGII (2X10–7M). Los resultados fueron 
expresados como la media + EEM. *p<0,05 vs. control 
(Basal 5 min). # p<0,001 vs. control (Basal 10min). 

(N=11). **p<0,001 vs. ANGII. 

EFECTO DE LA AM Y ANG II SOBRE LA PRODUCCIÓN

DE TBARS EN EL VERMIS CEREBELAR DE LA RATA

Se evaluó el efecto de la AM y ANG II sobre la pro-
ducción de TBARS en el vermis cerebelar de la rata.
Co mo se observa en la figura 2, la incubación del ver-
mis cerebelar con AM (2X10-7M) durante 10 min, dis-
minuyó significativamente la producción de TBARS
(5,48 + 0,44 vs. 4,07 + 0,30 Basal 10min vs. AM

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

Se evaluó el papel de la NADP(H) oxidasa y la pro-
teína 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 3 y 4, la AM (2X10-7M)
redujo y la ANG II (2X10–7M) incrementó significativa-
mente la actividad de las tres enzimas antioxidantes
(p<0,0001). La preincubación del vermis cerebelar
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) in -
ducida por la AM, pero bloqueó completamente la
acción estimulatoria de la ANG II sobre dichas acti -
vidades 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
en zimas antioxidantes, observamos que la preincu-
bación con un inhibidor de la PKA (PKI-(6-22)-ami de)
(20 µM), bloqueó completamente el efecto inhibi -
torio de la AM sobre la actividad de las enzimas an -
tioxidantes y no alteró el efecto estimulatorio de la
ANG II (Fig. 5).

10min), 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), incrementó significativamen-
te la producción de TBARS (5,48 + 0,44 vs. 7,36 +
0,77; Basal 10min vs. ANG II 10min).

Figura 2. Efecto de la AM y ANG II sobre la producción 
de TBARS en el vermis de cerebelo de la rata. El vermis 

cerebelar fue incubado con AM o ANG II (2X10-7M) durante
10 min. Los resultados fueron expresados como la media 

+ EEM. *p<0,05 vs. control (Basal 10 min) (N=6). 
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SUBTIPOS DE RECEPTORES QUE MEDIAN LA ACCIÓN DE LA AM
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES Y LA PRO-
DUCCIÓN 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
ac tividad de las enzimas antioxidantes, SOD, CAT y
GPx y la producción de TBARS. Como se observa en
la figura 6 el pretratamiento con la AM22-52 y CGRP8-37,
an tagonista de los receptores de AM y CGRP1, respec-
tivamente previno el efecto reductor inducido por la
AM sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
(N=31, *p<0,001), así como el efecto reductor indu-
cido por la AM sobre la producción de TBARS (N=6
*p<0,05) (Fig. 7).

Discusión

Es conocido que diversas formas de estrés celu-
lar constituyen las señales primarias que son tra -
ducidas en el citoplasma celular y alteran la expre-
sión 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 múscu lo liso producen EROs a niveles relativa-
mente bajos en respuesta a señales de activación ce -
lular; por lo que estas moléculas actúan como segun-

Figura 3. 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 la rata. 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 + EEM.

(N=9). *p<0,0001 vs. respectivo control.

Figura 5. 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 la rata. 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 + EEM.
(N=8). *p<0,0001 vs. respectivo control. #p<0,001 

vs. respectivo control iPKA.

Figura 4. 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
las ratas. 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 + EEM.
(N=8). *p<0,0001 vs. respectivo control.
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dos mensajeros para regular las vías de transducción
que controlan en última instancia la expresión géni-
ca, estando además implicadas en una variedad de
en fermedades entre las que se incluyen la hiperten-

sión (Kunsch y col., 1999). Se ha 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 co -
mo segundos mensajeros en la inducción de nu me -
rosos procesos celulares, pues podrían estar invo -
lucrados en la modulación de factores de transcrip-
ción redox sensibles como el NF-kB (Krawiec y col.,
2000), la proteína adaptadora–1 (AP-1) y transducto-
res de señal y activadores de la transcripción (STATs),
lo cual conlleva la transcripción de genes que codifi-
can citoquinas, factores de crecimiento y moléculas
de adhesión celular (Ferroni y col., 2006).

Adicionalmente, las EROs pueden afectar múl -
tiples vía de señalización aguas arribas de los facto-
res de transcripción nuclear, incluyendo señales de
mo du lación de calcio, proteínas quinasas y fosfatasas
(Kunsch y col., 1999). De hecho, la evidencia mues-
tra que las EROs están involucradas en la señali -
zación intracelular, mediante la activación de recep-
tores de ti rosina quinasas y no tirosina quinasas, inhi-
biendo fosfatasas de tirosina, incrementando la ac -
tividad de quinasas regulatorias, incluyendo la PKC y
PKA (Hong paisan y col., 2004) y regulando la ho -
meos tasis del calcio intracelular (Griendling y col.,
2000A; Droge, 2002). Asimismo, las EROs están im -
pli  cadas en meca nismos de señalización que invo -
lucran la activación de las MAPK, incluyendo a las
ERK1/2 o p42/p44, las JNK y la p38 MAPK (Grien -
dling 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 re -
dox sensible y eventos de regulación transcripcional
(Kunsch y col., 1999).

Se han identificado diversas fuentes intracelula-
res productoras de EROs, como la NAD(P)H oxidasa,
SON desacoplada, ciclooxigenasa, lipooxigenasa,
xan tina oxidasa, cadena de transporte de electrones
mitocondrial, entre otros (Higashi y col., 2009). La
NAD(P)H oxidasa, la enzima que cataliza la reducción
del oxígeno molecular a anión superóxido, ha sido
reportada como la principal fuente de EROs en la vas-
culatura. La ANG II constituye uno de los principales
activadores de la NAD(P)H oxidasa en el cerebro y en
tejidos periféricos (Griendling y col., 2000A), siendo
el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno se -
gun dos mensajeros intracelulares importantes que
median muchas de las acciones de la ANG II (Grien -
dling y col., 2000A,B; Zimmerman y col., 2002). Así,
se ha reportado que numerosos efectos de la ANG II

Figura 6. 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 la rata. 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 + EEM. (N=31). *p<0,0001 vs. control (Basal 5 min).

Fig. 7. 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 ausen-

cia de AM (2X10–7M) durante 10 min. Los resultados fueron
expresados como la media + EEM. *p<0,05 vs. control 

(Basal 10 min) (N=6). 
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en el músculo liso vascular, son mediados a través de
la generación de EROs, ya que son inhibidos por la
apocinina, un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa (Fell -
ner y col., 2005) o por la sobreexpresión de la CAT
(Ushio-Fukai y col., 1996; Liu y col., 2007). 

Por otra parte, la AM es un péptido con efectos
pleiotrópicos que incluyen crecimiento celular, migra-
ción, apoptosis, inflamación, angiogénesis y secre-
ción de hormonas. Se ha descrito, que ratones he -
terocigotos para la AM presentan inflamación peri -
vascular en arterias coronarias y un incremento del
estrés oxidativo sistémico y local, el cual es revertido
con la suplementación de AM, lo que indica que la
AM juega un papel protector contra el estrés oxida -
tivo actuando como un antioxidante endógeno in
vivo. En efecto, la AM ha sido descrita como una sus-
tancia antioxidante endógena pues es citoprotectora
contra el daño a órganos (Shimosawa y col., 2002;
Nishimatsu y col., 2002).

De acuerdo a lo anterior, la estimulación aguda
con AM de la vía de la NAD(P)H oxidasa-enzimas an -
tioxidantes debería estar disminuida, mientras que la
estimulada por la ANG II debería estar incrementada.
Nuestros resultados apoyan esta aseveración. En
efecto, demostramos, por primera vez, que la AM dis-
minuyó la actividad de las enzimas antioxidantes,
SOD, CAT y GPx en el vermis de cerebelo de la rata,
tal y como lo han reportado otros investigadores en
otros órganos como riñón e hígado (Yurekli y col.,
2009; Cikcikoglu y col., 2010). La disminución en la
actividad de las enzimas sugiere que la AM es capaz
de disminuir la producción de EROs, pues la disminu-
ción 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
pues la AM reduce la sobreproducción de EROs (An -
do y col., 1998, 2004) y dichos efectos pueden prote -
ger a diferentes órganos del daño inducido por es tre -
sores (Dogru y col., 2007), sugiriendo que la AM po -
see acciones protectoras contra la respuesta vascular
al daño, posiblemente a través de la inhibición de la
producción del estrés oxidativo (Kawai y col., 2004). 

Por otra 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
in  crementa la producción de EROs en el vermis de
cerebelo de la rata, ya que este efecto estuvo asocia-
do además a un incremento en la producción de pro-
ductos de peroxidación lipídica inducida por la ANG II.
El incremento de las EROs inducida por la ANG II a su
vez puede activar diversas vías de señalización a ni -
vel del vermis cerebelar. De hecho, diversos estudios

han indicado que la activación de las ERK1/2 y sub -
secuente expresión de genes en las células de múscu-
lo liso vascular inducida por la ANG II es inhibida con
el pretratamiento con antioxidantes (Frank y col.,
2001), sugiriendo su señalización redox sensible.

Existe evidencia que indica que la AM ejerce efec-
tos contrareguladores de las acciones inducidas por
la ANG II a diversos niveles y localizaciones, ya que
es capaz de disminuir el incremento en la expresión
de genes redox sensibles como la molécula de adhe-
sión intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adhesión
ce lular vascular-1 (VCAM-1) y la expresión de genes
co mo la proteína quimiotáctica de monocitos-1
(MCP-1), inducidos por la ANG II en células endotelia-
les de aorta de rata siendo dicho efecto mediado por
la vía dependiente de receptor y de AMPc-PKA (Yoshi -
moto y col., 2005). Igualmente, se ha demostrado
este efecto inhibitorio de la AM sobre la contracción
y proliferación celular en células quiescientes de
músculo liso de aorta inducida por la ANG II, es
mediado a través de la vía AMPc/PKA (Rossi y col.,
2006A,B), así co mo el depósito de colágeno en las ar -
terias coronarias inducida por la ANG II (Tsuru da y
col., 2005).

Nuestros resultados en el vermis cerebeloso ratifi-
can este efecto inhibitorio de la AM, ya que ésta fue
capaz de inhibir el efecto estimulatorio inducido por
la ANG II en la actividad de las enzimas antioxidan-
tes. En forma similar, Yoshimoto y col., (2005), en -
con traron que la AM fue capaz de disminuir el incre-
mento en la producción de EROs, inducido por la
ANG II en células endoteliales de aorta de rata. Este
efecto parece estar mediado por la vía dependiente
de receptor y de AMPc-PKA (Yoshimoto y col., 2004).
Efectivamente, la AM con su potente acción antioxi-
dante inhibe la activación JNK redox sensible y la ex -
presión de genes como la MCP-1 y Nox1 inducido por
la ANG II, sugiriendo que la AM juega un papel protec-
tor como un antioxidante endógeno en el daño vas-
cular inducido por la ANG II. 

Diversas son la vías que podrían mediar la acción
inhibitoria de la AM sobre la acción estimulatoria de
la ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxi-
dantes en el vermis de cerebelo de ratas. Nuestros
resultados apuntan hacia la mediación de la PKA, ya
que el pretratamiento con PKI-(6-22)-amida, un inhibi-
dor de la PKA, fue capaz de revertir el efecto inhibito-
rio de la AM sobre la actividad de las enzimas antioxi-
dantes sin afectar la acción de la ANG II, tal y como lo
han reportado otros estudios en otros tejidos (Shimo -
sawa y col., 2002; Yoshimoto y col., 2004).

Desde que 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 oxida-
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sa/PKC. Efectivamente nuestros resultados apoyan
esta posibilidad ya que demuestran que el pretrata-
miento con apocinina y cheleritrina, inhibidores de la
NAD(P)H oxidasa y PKC, respectivamente, bloquea-
ron 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. En apoyo a nuestros hallazgos diversos estudios
a nivel central y periférico han indicado que la gene-
ración intracelular de EROs estimulada por ANG II es
mediada a través de la vía de la NAD(P)H oxidasa
(Griendling y col., 2000A,B; Ushio-Fukai y col., 1996;
Las segue y col., 2003). Efectivamente, la microinyec-
ción de difenileneiodonio (DPI) u oligonucleótidos
antisentido a las subunidades p22phox o p47phox
de la NAD(P)H oxidasa en la región rostro-ventrolate-
ral del bulbo (RVLM) previno parcialmente el incre-
mento en la producción local de anión superóxido
inducido por la ANG II (Chan y col., 2005). Asimismo,
la administración de DPI y apocinina, en el RVLM o en
los ventrículos cerebrales atenuó la respuesta preso-
ra a la ANG II en ratas (Chan y col., 2005). Aún más,
la preincubación del tejido hipotalámico con la apo-
cinina, inhibió completamente el efecto estimula -
torio de la ANG II sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes: CAT, SOD y GPX (Silva y col., 2010).
Por lo tanto, es plausible proponer que la cascada de
la NAD(P)H oxidasa está involucrada en la señaliza-
ción de la ANG II en las neuronas cerebelosas, lo que
explicaría el incremento de la actividad de las enzi-
mas antioxidantes como la CAT, SOD y la GPX. 

Existe evidencia que sugiere que la NAD(P)H oxi-
dasa periférica y central es regulada por la PKC, enzi-
ma que es activada por la ANG II (Griendling y col.,
2000A,B; Lassegue y col., 2003). Nuestros resultados
en el que se demuestra que la cheleritrina bloquea el
incremento de la actividad de las tres enzimas antio-
xidantes estimuladas por ANG II en el cerebelo apun-
tan a esta posibilidad. En apoyo a nuestros hallazgos
están los estudios que demuestran que el incremen-
to en la tasa de disparo de neuronas en el hipotálamo
y tallo cerebral de ratas inducido por la ANG II, o el
efecto natriurético y dipsogénico de la ANG II adminis-
trada por vía intracerebroventricular son inhibidos
mediante el pretratamiento con un inhibidor de la
PKC (Sumners y col., 1996; Israel y col., 2009). Estos
ha llazgos y los presentados en el presente estudio en
el vermis de cerebelo de la rata, demuestran de for ma
inequívoca que el incremento en la actividad de las
enzimas antioxidantes inducido por la ANG II es me -
diado a través de la vía PKC/NAD(P)H oxidasa. En la
figura 8 se propone el posible mecanismo de la vía de
acción de la AM en el vermis de cerebelo de la rata.

Por su parte, el efecto antagónico entre la AM y
ANG II sobre la actividad de las enzimas antioxidan-

tes sugiere la existencia de una molécula que podría
interceptar la vía de señalización de la AM sobre la
vía activada por la ANG II. Aun cuando en el presente
estudio no se evaluó esta vía de señalización, los
resultados de Liu y col. (2007) sugieren que esta
molécula podría ser la Src. Efectivamente, en células
de músculo liso vascular, la vía AMPc-PKA es la prin-
cipal 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 fosforila-
ción. Por lo que la inactivación de c-Src a través de la
vía Csk mediada por 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. 8. 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 sub -
tipos de receptores que median la acción de la AM
so bre la actividad de las enzimas antioxidantes en el
cerebelo y la producción de TBARS. Al respecto,
nuestros resultados demostraron que dicho efecto es
mediado a través de los receptores de CGRP1 y AM,
pues fue completamente inhibido tras el pretrata-
miento con CGRP8-37 y AM22-52, inhibidores de los
receptores de CGRP y AM, respectivamente. Esto in -
dica claramente que la disminución de la actividad
de las enzimas antioxidantes y de la producción de
TBARS inducida por la AM observadas en el vermis
de cerebelo de ratas es mediado por ambos subti-
pos de receptores de la AM y por el receptor CGRP1.
De he cho, se ha reportado en células de músculo liso
vascular de rata, que el efecto inhibitorio de la AM
sobre la generación de EROs estimulada por ANG II
es mediado por los receptores de AM y el receptor de
CGRP (Liu y col., 2007).
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En conclusión, la AM en el cerebelo participa en
la regulación del estrés oxidativo por lo que se puede
inferir que este péptido ejerce un papel funcional
importante en esta estructura del sistema nervioso. 
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