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RESUMEN

El nucleo del tracto solitario comisural (NTSc) es el centro de relevo de las fibras aferentes
procedentes de los baro y quimiorreceptores carotideos, por lo que modula la presién arterial y la
glucemia ante los estimulos en dichos receptores. La estimulacién andxica con cianuro de sodio
(NaCN) en los cuerpos carotideos produce una respuesta hiperglucemiante. La somatostatina (SS)
inhibe la secrecién de la hormona del crecimiento y del glucagdn lo que produce un efecto
hipoglucemiante. La SS y sus receptores en el NTS tienen un efecto inhibidor. Se postula que la
somatostatina modula la respuesta hiperglucemiante después de la estimulacién de los
guimiorreceptores carotideos (QRC) con NaCN. En este trabajo, la infunsion de SS en el NTSc 4 min
antes del estimulo anéxico de los QRC, disminuyé el reflejo hiperglucemiante y la retencién de glucosa
cerebral a los 10 min del estimulo andxico. Se concluye que la SS en el NTSc modula la respuesta
hiperglucemiante y la retencion de glucosa cerebral post-estimulacién andxica de los cuerpos
carotideos en ratas.

Palabras clave: somatostatina; quimiorreceptores carotideos; glucemia arterial; retencion de
glucosa cerebral.

ABSTRACT

The commissural nucleus of the solitary tract (NTSc) is the relay center of the afferents fibers from
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the carotid baro and chemoreceptors, so that modulates blood pressure and blood sugar to stimuli in
these receptors. Anoxic stimulation with sodium cyanide (NaCN) in the carotid bodies produces a
hyperglycemic response. Somatostatin (SS) inhibits secretion of growth hormone and glucagon
producing a hypoglycemic effect. The SS and its receptors in the NTS have an inhibitory effect. It is
postulated that somatostatin modulates the hyperglycaemic response after stimulation of carotid
chemoreceptors (QRC) with NaCN. In this work, the SS infusion into NTSc 4 min before the anoxic
stimulation of the QRC, decreased the hyperglycemic reflex and cerebral glucose retention after 10
min of anoxic stimulus. We conclude that SS modulates the NTSc hyperglycemic response and brain
glucose retention post-anoxic stimulation of the carotid bodies in rats.

Key words: somatostatin, carotid chemoreceptors, arterial glucose, brain glucose retention.

INTRODUCCION

Brazeau logrd aislar y secuenciar el péptido responsable de la inhibiciéon de la secrecién de la hormona
del crecimiento, denominandolo como hormona inhibitoria de la liberacién de la hormona del
crecimiento (GH-RIH) 6 somatostatina (SS), un péptido que se presenta bajo 2 formas moleculares
con actividad bioldgica similar, de 14 (SS-14) 6 28 (SS-28) aminoacidos con un peso molecular de
1637 y 3500 Daltones respectivamente. Ambas derivan del procesamiento postraduccional del ARNm
de un precursor comun, la pre-proSS que se transforma en proSS tras su paso en el sistema Golgi.

Posteriormente la prohormona sufre escision para generar como producto final SS-14 y Ss-28.1 La ss
se produce, ademas del hipotdlamo, en el sistema gastro-entero-pancreatico, en las células
parafoliculares de la glandula tiroides, en la médula adrenal y en las células endocrinas dispersas del

tracto respiratorio y urogenital. 2

La SS inhibe las secreciones neuroendocrinas, la neurotransmisién y regula las funciones
gastrointestinales e inmunes a través de la interaccidn con los 5 subtipos de receptores de
membrana especificos (SST1-SST5) acoplados a proteina Gi que inhiben al sistema adenilato-ciclasa,

lo que determina un descenso en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular.3# Los
receptores a la SS se han encontrado en el hipotalamo (nucleo supradptico, nucleo paraventricular y
nlcleo arcuato), ndcleo amigdaloide basolateral, hipocampo, locus coeruleus, nlcleo parabraquial del

tallo cerebral y de la médula espinal, y en el cerebelo.

Se describe a la SS-14 y SS-28 como potentes inhibidores en el nlcleo del tracto solitario NTS.6
Multiples subtipos de receptores a la SS, posiblemente combinados como heterodimeros, estan
involucrados en mediar los efectos modulatorios de la SS sobre la funcién autondémica, como la

actividad cardiovascular, respiratoria y gastrointestinal.’

El nicleo del tracto solitario comisural (NTSc) es el centro de relevo de las fibras aferentes
procedentes de los baro y quimiorreceptores carotideos,8 por lo que modula la presion arterial 2y la
glucemia ante los estimulos en dichos receptores.10 La estimulacién andxica con cianuro de sodio
(NaCN) en los cuerpos carotideos produce una respuesta hiperglucemiante con aumento en la
retencién de glucosa por el cerebro.10 En el hipotalamo la SS constituye una sefial del metabolismo
energético.1l La SS y sus receptores en el NTS tienen un efecto inhibidor.®:12 Se postula que la SS
modula la respuesta hiperglucemiante después de la estimulacién de los quimiorreceptores carotideos
(QRC) con NaCN. No se han descrito los efectos producidos por la SS en el NTS en relacién a la
homeostasis de la glucosa. Los resultados aqui presentados ayudaran a dilucidar los factores que
participan en la captacién de glucosa por el SNC.

METODOS
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Animales y técnicas quiriargicas

Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo a la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio en ratas Wistar machos de 250-300 gramos de peso corporal, con 3 meses de edad,
mantenidas en condiciones de luz-oscuridad 12:12 hrs, con ingesta de alimento y liquidos a libre
demanda. Los animales se anestesiaron con pentobarbital sdédico (3 mg/100 g) por via intraperitoneal
(i.p). El nivel de anestesia fue preservado durante todo el procedimiento, por goteo i.p continuo del
anestésico diluido con solucion salina (0.063 mg/min), de igual forma se controlé periédicamente la
profundidad de la anestesia mediante la evaluacion de los reflejos palpebral y flexor plantar ante un
estimulo doloroso, no observando reaccion alguna. Las ratas se mantuvieron bajo respiracién artificial
y la temperatura corporal se mantuvo a 37 °C.

Estimulacion de los QRC

La estimulacién de los QRC se llevd a cabo por la inyeccidn lenta de 5 ug/100 g de NaCN en 0.1 ml de
solucién salina a través de una aguja de calibre 27 y un catéter delgado (PE-10; Clay Adams) en el
seno carotideo para evitar la estimulacidon de los barorreceptores.10 Para asegurar que la respuesta
es debida al NaCN, los QRC se aislaron de la circulacién cefdlica. El aislamiento del seno carotideo se
describe brevemente: se ocluyeron temporalmente (15 - 20 s) la arteria cardtida externa (mas alld de
la rama lingual) y la cardtida interna (cerca del foramen yugular) mientras se inyect6 el NaCN en el
seno yugular a través de la arteria carétida comun izquierda para perfundir el cuerpo carotideo
izquierdo, simultaneamente se retird el NaCN por medio de un catéter introducido en la arteria lingual
y se restaurd la circulacion. (Fig. 1)

Muestras sanguineas y medicion de glucosa

Se cateterizaron la arteria femoral izquierda y el seno venoso yugular para la obtencién de sangre
arterial y venosa y la determinacién posterior de glucosa. Todas las cateterizaciones se realizaron
con canulas heparinizadas sin interrumpir la circulacién vascular normal. La posicién correcta de los
catéteres se confirmé al finalizar cada experimento. La coleccion sanguinea fue de 0.15 ml de sangre
arterial (arteria femoral) e igual cantidad de sangre venosa procedente del cerebro (seno yugular).
Esto se realizé en los siguientes tiempos: t=-10 y -5 min (antes de la aplicacién de las drogas en
NTSc y de estimular los QRC), y t=5, 10,20 y 30 min (después de la estimulacion de los QRC); la
inyeccion de somatostatina en NTS se hizo al t= -4 min. (4 min. previos a la estimulacion de los
QRC). En cada experimento la extraccién total de sangre fue de 2 mL (16 % del volumen total). Las
muestras de sangre se centrifugaron (centrifuga refrigerada, Beckman T J-6) a 3000 rpm durante 5
min para efectuar la determinacién de glucosa en plasma por el método de glucosa-oxidasa
(analizador Beckman).

Infusion de somatostatina en el NTSc

Posterior a la exposicién de la superficie dorsal del craneo de la rata, se fijo la cabeza en aparato
estereotdaxico (Stoelting) con el propdsito de realizar la craneotomia occipital e insertar en el NTS
una aguja de 200 pm de didmetro conectada mediante un tubo de silastic (Dow Corning 602-155) a
una microjeringa (Hamilton, de 0.1 a 0.5 ul). Las coordenadas establecidas para lograr el abordaje al
NTSc fueron: AP=25.1 mm, L=3.9 mmy V= 23.4 mm, tomando a Lambda como punto de de

referencia cero.!3

Para verificar el punto de inyeccién se procedid a realizar la tincidon de azul de metileno al 1 %, a la
par de la inyecciéon de los farmacos utilizados. Al finalizar los experimentos, la rata se sacrificé por
decapitacién con guillotina, retirando el cerebro para ser almacenados a -70 °C en ultracongelador
(Revco) para posteriormente realizar los cortes en un criostato (Leica) en secciones coronales de

40um, tenirlos con violeta de cresilo y comprobar histolégicamente el sitio de puncién (fig. 2).
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25.1 mm de lambda

Fig. 2. Representacidon esquematica de
una seccién del tallo cerebral de la rata en
donde recibid la inyeccion de los farmacos
en el ndcleo del tracto solitario comisural.
La fleche indica el sitio de inyeccidn (sobre
-dibujada de Paxinos y Watson, 2008).

Farmacos aplicados

Pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer), 3 mg/100 g; cianuro de sodio (NaCN) 5ug/100 g; liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa pH 7.3-7.4, composicion en mM: NaCl 145, KCl 2.7, NaHCO3 9.52,
NaH,PO4 2, CaCl, 1.2, MgCI2 1.0; somatostatina-14 (S-165) 1 ng diluido en 100 nL de LCRa.

Protocolo experimental

Los grupos de ratas se distribuyeron de la siguiente manera: Control 1: cuantificacién de los niveles
de glucosa en el plasma y retencion de glucosa cerebral en ratas normales anestesiadas después de
la estimulacion de los QRC con NaCN, precedida (4 min) de la inyeccion de LCRa en el NTS (grupo
LCRa + NaCN). Experimental 1: mismas cuantificacié en ratas después de la estimulacion de los RSCC
con NaCN, precedida (4 min) de la inyecciéon de SS en el NTS (grupo SS + NaCN). Experimental 2:
misma cuantificacion en ratas después de la inyeccién de solucién salina en el seno carotideo,
precedida (4 min) de la inyeccion de SS en el NTS (grupo SS + Sal) (fig 3).

Analisis estadistico

Los valores se representan como medida de la tendencia central de las medias aritméticas + errores
estandar. Con respecto a la estadistica inferencial se utilizaron las pruebas de ANOVA y Scheffé para
la comparacién intergrupal. El nivel de significancia se fijé en p < 0.05.

RESULTADOS

En las fig. 4 A y B se presentan, para su comparacién, los resultados obtenidos en relacién con la
glucemia arterial y la retencion de glucosa cerebral en las ratas normales anestesiadas, después de la
infusion de LCRa 6 SS con estimulacion de los QRC. La estimulacion de los QRC 4 min después de la
infusion de SS provocé un descenso significativo en la retencién de glucosa cerebral al t = 10 min;
cuando este resultado se compard con el resultado obtenido con la inyeccién de LCRa antes de la
estimulacion de los QRCs, la retencién de glucosa cerebral bajé de 31.2 £ 4.7 mg /dL hasta 15.21 +
2.1 mg/dL (P = 0.029, ANOVA de medidas repetidas, 2 grupos). Por otro lado, la infusién de SS en el
NTSc sin estimulacion de los QRC (inyeccion de solucién salina en el seno carotideo, grupo SS+Sal)
no produjo cambios significativos en la retencién de glucosa cerebral en ninguno de los tiempos
analiza dos (P = 0.94, ANOVA de medidas repetidas, 2 grupos).
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Cuando se compararon las glucemias arteriales del grupo experimental 2 (SS+NaCN) con el grupo de
ratas estimuladas con NaCN (LCRa+NaCN, control) se observaron cambios significativos en los
tiempos 10, 20 y 30 minutos. Respecto a la retencidon de glucosa cerebral los cambios fueron a los 10
y 30 minutos post-estimulacién. La comparacién de los grupos SS+Sal vs SS+NaCN mostraron
cambios significativos tanto en la glucemia arterial como en la retencion de glucosa cerebral al minuto

30 (fig 4).
DISCUSION

En este trabajo, la anoxia en los QRC produjo un reflejo hiperglucemiante con aumento en la

retencién de glucosa cerebral. Estos resultados corroboran el efecto descrito por Alvarez-Buylla, 10
gue demuestran la importancia de los cuerpos carotideos en la homeostasis de la glucosa.

La SS infundida en el NTSc 4 min antes del estimulo andxico de los QRC disminuyé el reflejo
hiperglucemiante y la retenciéon de glucosa cerebral a los 10 min del estimulo andxico. Este efecto se
explica por la accidén inhibitoria de la SS, en el que se describe que esta hormona secretada por el
hipotdlamo inhibe la secrecion de la hormona de crecimiento y en el pancreas la SS inhibe la

secrecién de insulina y de glucagdn, efectos que pueden llevar a la hipoglucemia.2

Se sabe que todos los subtipos de los receptores a la SS inhiben a la enzima adenilato-ciclasa, por lo

que disminuyen la produccién de AMPc v la liberacién de neurotransmisores.? También, se describe
que la SS activa al canal rectificador entrante de K (GIRK o Kir3), produciendo una hiperpolarizacion

de membrana celular con reduccion en la entrada de Ca2* y, por lo tanto, la concentracion
intracelular de este i6n se reduce dando como consecuencia un bloqueo en la liberacion de

neurotransmisores.14 También se indica que la SS al interactuar con su receptor inhibe los canales de
Ca2* tipo Ny P/Q en el NTSc, y por consiguiente, se bloquea la neurotransmision.1>

Otro mecanismo que pudiera explicar la disminucién de la respuesta hiperglucemiante y de la
retencién de glucosa cerebral es la depresidon de la corriente postsindptica excitatoria glutamatérgica
debida a la accidn inhibitorio de la SS en el NTS.16 se concluye en este trabajo que la somatostatina
inyectada en el nacleo del tracto solitario comisural produce una disminucién en la glucemia arterial y
en la retencion de glucosa cerebral después de la estimulacidn andxica de los quimiorreceptores
carotideos en ratas.
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