[image: image3.jpg]XII encuentro
Participacif)n dela

o AS ) M
(10 i (Clencla






SOMATOSTATINA Y BIM-23627 EN EL NÚCLEO DEL TRACTO SOLITARIO COMISURAL SOBRE LA RESPUESTA GLUCÉMICA POST-ESTIMULACIÓN ANÓXICA DE LOS QUIMIORRECEPTORES CAROTÍDEOS EN RATAS NORMO E HIPERGLUCÉMICAS

Cynthia Xitlali  Mojarro De Diosa, Sergio Adrián Montero Cruzab, Mónica Lemus Vidala, José Francisco Figueroa Andradeb, Elena Roces de Álvarez-Buyllaa.

aCentro Universitario de Investigaciones Biomédicas, Universidad de Colima, Colima, cynxi@live.com.mx, mlv@ucol.mx, rab@ucol.mx

bFacultad de Medicina, Universidad de Colima, Colima, checo@ucol.mx, jffa_16@hotmail.com.
RESUMEN. Los mecanismos que participan en la homeostasis de la glucosa son esenciales para la vida, y los trastornos en los mecanismos reguladores que controlan la glucemia constituyen un problema serio de salud. A medida que ampliemos nuestro conocimiento sobre los procesos que participan en la homeostasis de la glucosa en el medio interno, y en particular en el SNC, aumentarán nuestras posibilidades para analizar y corregir las desviaciones patológicas en la regulación de este energético fundamental en la bioquímica cerebral. El estado hiperglucémico representa un modelo experimental útil para conocer aspectos importantes de los cambios que ocurren a nivel central ante una falta de oxígeno en los quimioreceptores del cuerpo carotídeo (QRCC) in vivo post- administración, en el núcleo del tracto solitario comisural (NTSc) de diversos neurotransmisores, entre ellos la somatostatina (SS). Se piensa que la SS, objeto de este trabajo, inhibirá las señales procedentes de los QRCC para modular la regulación de los niveles de glucosa a nivel central. Con objeto de corroborar el efecto inhibitorio de la SS exógena, en este estudio se utilizó un antagonista específico de los receptores a SS (sst2) el BIM-23627. Los sst2 son los receptores más abundantes en el NTSc. Los experimentos se realizaron en ratas Wistar (280-300g) normoglucémicas y/o hiperglucémicas, anestesiadas con pentobarbital-sódico 3 mg/100g con respiración artificial y NTSc canulado (estereotáxico AP:-5.1, L:-0.1, V:8.3) con el protocolo: a) SS-14 (320 pmol/50nL de líquido cefalorraquídeo artificial-LCRa) en el NTSc 4 min antes del cianuro de sodio (NaCN) en el seno carotídeo aislado in vivo (SCA) (n=16); b) BIM-23627 (1.5 mM/ 50 nL de LCRa) en el NTSc 4 min antes del NaCN en el SCA (n=16); c) LCRa-50 nL en el NTSc 4 min antes del NaCN en el SCA (n=16); d) SS-14 en el NTSc 4 min antes de salina en el SCA (n=16); e) BIM-23627 en el NTSc 4 min antes de salina en el SCA (n=16); f) LCRa-50 nL en el NTSc 4 min antes de salina en el SCA (n=16). Todos los grupos se realizaron en ratas normoglucémicas y/o hiperglucémicas. En las ratas normoglucémicas, la SS-14 en el NTSc inhibió el  reflejo hiperglucémico con retención de glucosa cerebral (RHRGC) observado en el grupo "c"; por el contrario, el BIM-23627 en el NTSc antes del NaCN en el SCA, restableció el RHRGC. Los resultados obtenidos sobre el RHRGC en las ratas hiperglucémicas fueron semejantes a los observados en ratas normoglucémicas, aunque la retención de glucosa cerebral (RGC) no se alteró después de exponer los QRCC al NaCN. Es decir, la SS-14, a través de su receptor sst2 en el NTSc, modula el RHRGC en ratas normo e hiperglucémicas bajo anoxia histotóxica.
1. INTRODUCCIÓN. La somatostatina (SS), es un neuromodulador inhibitorio por excelencia, que participa en la homeostasis respiratoria y energética del organismo (Jacquin y cols., 1988), se localiza en el núcleo del tracto solitario comisural (NTSc) y el hipotálamo (HP), áreas fundamentales en los procesos neuroendocrinos (Patel, 1999). Su amplia distribución en el organismo sugiere que ejerce múltiples funciones (endocrinas y paracrinas) sobre los órganos blanco, como diferenciación y proliferación celular, inhibición en la secreción de la hormona del crecimiento (GH) y estimulante de la tiroides (TSH) (Lamberts, 1988; Mandarino y cols., 1981), inhibición de la secreción de insulina y glucagón en el páncreas y de gastrina en el estómago, e inhibición de la absorción de glucosa y triglicéridos a través de la mucosa intestinal (Hannon y cols., 2002; Patel, 1997; Hoyer y cols., 1994). La SS es, por tanto, un importante neurotransmisor inhibitorio sobre la secreción de hormonas y neurotransmisores para modular la actividad neuronal y modificar, de manera inhibitoria fundamentalmente, su excitabilidad (Tallent y Siggins, 1999).


Los estudios de Álvarez-Buylla y cols., (1988, 1975, 1954) demuestran que los quimioreceptores del cuerpo carotídeo (QRCC) participan en la homeostasis de la glucosa. El cuerpo carotídeo (CC), ubicado en la bifurcación de la arteria carótida común (acc), en vecindad con el seno carotídeo (SC), es una estructura profusamente vascularizada, con una maquinaria metabólica acelerada y exigente (Smith y cols., 1982; González y cols., 1994). El CC, inervado por el nervio del seno carotídeo (nsc) manda sus proyecciones aferentes hasta el núcleo del tracto solitario (NTS), y constituye un órgano quimiorreceptor muy sensible a los cambios químicos que ocurren en la sangre que irriga el cerebro (Mileil y cols., 2003; Eyzaguirre y Zapata, 1982), como la hipoxia, hipercapnia, acidosis o niveles de glucosa en la sangre (González y cols., 2003).


Las señales aferentes procedentes de los receptores del CC participan en las respuestas regulatorias ventilatorias, circulatorias y endocrinas, y permiten una adaptación del organismo en las desviaciones homeostáticas (González y cols., 1994; Smith y cols., 1982). Una vez detectados los cambios en la composición química de la sangre, se liberan neurotransmisores que comandan la frecuencia de las descargas de los potenciales de acción de las fibras del nsc (Lahiri y cols., 2002, 2001), y que, a su vez, participan en la homeostasis energética del SNC. Se desconocen los mecanismos centrales que median dichos efectos.


Estudios de este laboratorio sugieren la participación de diferentes neurotransmisores, sintetizados en el sistema nervioso central (SNC), como posibles efectores en las respuestas a la estimulación de los QRCC, con la participación de la neurohipófisis y las glándulas adrenales en la vía eferente del reflejo hiperglucémico iniciado con la estimulación anóxica con cianuro de sodio (NaCN) (Lemus y cols., 2011; Tejeda-Chávez y cols., 2010; Lemus y cols., 2008; Montero y cols., 2006; Álvarez-Buylla y cols., 2003; Montero y cols., 2003; Montero y cols., 2001; Álvarez-Buylla y cols., 1997, 1994).


En este proyecto se analizaron los efectos de la SS exógena, como probable modulador inhibitorio en el NTSc, sobre el reflejo hiperglucémico (RH) y la retención de glucosa cerebral (RGC), inducidos por la estimulación anóxica de los RCC con NaCN en el seno carotídeo izquierdo aislado de las circulaciones sistémica y cerebral in vivo (SCA) en ratas normoglucémicas e hiperglucémicas (Montero y cols., 2000; Álvarez-Buylla y Álvarez-Buylla, 1988).

Aunque se sabe que la SS es un potente inhibidor de la secreción de insulina y glucagón, no se conoce con precisión el control de su liberación y participación en la homeostasis energética a nivel central. 

2. TEORÍA. El núcleo del tracto solitario comisural (NTSc) es el centro de relevo de las fibras aferentes procedentes de los quimiorreceptores carotídeos (QRCC) y modula las respuestas efectoras, como presión arterial y glucemia, entre otras. La estimulación hipóxica de los QRCC con NaCN induce un RHRGC. Si en el hipotálamo la somatostatina (SS) participa como un neuromodulador inhibitorio del metabolismo energético, nos planteamos si este neuropéptido en el NTSc disminuye el reflejo hiperglucémico y la retención de glucosa cerebral, inducidos por la inyección de NaCN en el seno carotídeo izquierdo aislado (SCA) in vivo en ratas normoglucémicas e hiperglucémicas. Dado que en el hipotálamo la SS participa como un neuromodulador inhibitorio del metabolismo energético, nos planteamos si este neuropéptido en el NTSc disminuye el RHRGC, inducido por la inyección de NaCN en el SCA in vivo en ratas normoglucémicas e hiperglucémicas.

La inhibición de la señal glutamatérgica excitatoria a nivel de las neuronas de 2º orden del NTSc por la SS, modulará a la baja la señal quimiorreceptora procedente de los RCC ante la hipoxia; por lo tanto disminuirán el RHRGC. Como la hiperglucemia contrarresta a la hipoxia en los QRCC, planteamos que la SS tendrá un efecto modulador menor en las ratas hiperglucémicas. En el mismo sentido, al administrar un antagonista de la SS como es BIM-23627, se obtendrá un efecto inhibitorio sobre la SS endógena, y las variables estudiadas aumentarán por encima de los niveles control.
3. PARTE EXPERIMENTAL. Los experimentos se realizaron en 96 ratas Wistar macho, normoglucémicas (n = 48) e hiperglucémicas (n = 48) (280-310g,) anestesiadas (pentobarbital-sódico 3mg/100g) y con respiración artificial. La hiperglucemia se indujo con estreptozotocina (6mg/100 g, i.p./una dosis). Se preparó el SCA para estimular los QRCC con NaCN (5(g/100g/100 µL) o salina (0.1 mL al 9%) como control. Se introdujo una cánula en el NTSc (estereotáxico AP:-5.1, L: 0.1, V: 8.3) para inyectar SS-14 (320 pmol/50nL de LCRa) o BIM-23627 (1.5 mM/ 50 nL de LCRa) o LCRa (50 nL, como control), 4 min antes de las infusiones en el SCA. Las ratas se dividieron en 12 grupos (n = 8 c/u) con base en el siguiente protocolo: a) Experimental 1: infusión de LCRa en el NTSc, 4 min antes de la inyección de NaCN en el SCA (n = 16). b) Experimental 2: infusión de SS en el NTSc, 4 min antes de la inyección de NaCN en el SCA (n = 16). c) Experimental 3: infusión de BIM-23627 en el NTSc, 4 min antes de la inyección de NaCN en el SCA (n = 16). d) Control 1: infusión de LCRa en el NTSc, 4 min antes de la inyección de salina en el SCA (n = 16). e) Control 2: infusión de SS en el NTSc, 4 min antes de la inyección de salina en el SCA (n = 16). f) Control 3: infusión de BIM-23627 en el NTSc, 4 min antes de la inyección de salina en el SCA (n = 16). Todos los grupos se realizaron en ratas normoglucémicas y/o hiperglucémicas. La RGC se determinó por la diferencia entre la concentración de las glucosas arterial y venosa. Al término de cada experimento se inyectó azul de metileno por la cánula colocada en el NTSc,  se extrajo el cerebro que se cortó en criomicrotomo y se tiñó con violeta de cresilo para indentificar el lugar correcto de las inyecciones en el NTSc; la infusión de los fármacos en el NTSc fue correcta en el 100% de las ratas. 
4. RESULTADOS. Con objeto de observar el efecto del LCRa, la SS y el BIM-23627 sobre la RGC, se hizo la infusión de estos fármacos en el NTSc (t = 6 min) antes de la inyección de salina en el SCA o de la estimulación de los QRCC con NaCN (t = 10 min). 

Al valorar la RGC en las ratas normoglucémicas sólo se encontró un incremento significativo en los grupos con estimulación anóxica de los QRCC con NaCN precedido de la infusión de LCRa o del BIM-23627 en el NTSc (Figura 1A); la SS anuló el efecto sobre la RGC. En las ratas hiperglucémicas por SZT no se observaron cambios significativos en la RGC en ninguno de los grupos (Figura 1B), a pesar de la estimulación de los  QRCC con NaCN.
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5. CONCLUSIONES. 1) En las ratas normoglucémicas la SS inyectada en el NTSc eliminó la RGC post-estimulación anóxica de los QRCC. 2) En las ratas hiperglucémicas, la SS inyectada en el NTSc no alteró significatívamente la RGC post-estimulación anóxica a los QRCC. 3) La infusión de SS en el NTSc, sin estimulación anóxica, no disminuyó la RGC. 
BIBLIOGRAFÍA 
1. Álvarez-Buylla R, Álvarez-Buylla E, Mendoza H, Montero SA, Álvarez-Buylla A. Pituitary and adrenals are required for hyperglycemic reflex initiated by stimulation of CBR with cyanide. Am J Physiol. 1997;272(1 Pt 2):R392-9.

2. Álvarez-Buylla R, Álvarez-Buylla ER. Carotid sinus receptors participate in glucose homeostasis. Respir Physiol. 1988;72(3):347-59.

3. Álvarez-Buylla R, Álvarez-Buylla ER. Hipoglycemic conditioned reflex in rat: preliminary study of its mechanism. J Comp Physiol Phychol. 1975;88(1):155-60.

4. Álvarez-Buylla R, Huberman A, Montero S, Lemus M, Valles V, de Álvarez-Buylla ER. Induction of brain glucose uptake by a factor secreted into cerebrospinal fluid. Brain Res. 2003;994(1):124-33.

5. Álvarez-Buylla R, Roces de Álvarez-Buylla E. Changes in blood glucose concentration in the carotid body-sinus modify brain glucose retention. Brain Res. 1994;654(1):167-70.

6. Álvarez-Buylla R. Dissociation of chemo- and baroreceptor activities in cat: oscillographic study. Arch Inst Cardiol Mex. 1954;24(1):26-37.

7. Eyzaguirre C, Zapata P. Perspectives in carotid body research. J Apply Physiol. 1984;57(4):931-57.

8. González C, Almaraz L, Obeso A, Rigual R. Carotid body chemoreceptors: from natural stimuli to sensory discharges. Physiol Rev. 1994;74(4):829-98.

9. González C, Rocher A, Zapata P. Arterial chemorreceptors: cellular and molecular mechanisms in the adaptative and homeostatic function of the carotid body. Rev Neurol. 2003;36:239-54.

10. Hannon JP, Nunn C, Stolz B, Bruns C, Weckbecker G, Lewis I, y col. Drug design at peptide receptors: somatostatin receptor ligands. J Mol Neurosci. 2002;18(1-2):15-27.

11. Hoyer D, Lübbert H, Bruns C. Molecular pharmacology of somatostatin receptors. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 1994;350(5):441-53.

12. Jacquin T, Champagnat J, Madamba S, Denavit-Saubié M, Siggins GR. Somatostatin depresses excitability in neurons of the solitary tract complex through hyperpolarization and augmentation of IM, a non-inactivating voltage-dependent outward current blocked by muscarinic agonists. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988;85(3):948-52.

13. Lahiri S, Di Giulio C, Roy A. Lessons from chronic intermittent and sustained hypoxia at high altitudes. Respir Physiol Neurobiol. 2002;130(3):223-33.
14. Lahiri S, Rozanov C, Roy A, Storey B, Buerk DG. Regulation of oxygen sensing in peripheal arterial chemoreceptors. Int J Biochem Cell Biol. 2001;33(8):755-74.

15. Lamberts SW. The role somatostatin in the regulation of anterior pituitary hormone secretion and the use of its analogs in the treatment of human pituitary tumors. Endocr Rev. 1988;9(4):417-36.

16. Lemus M, Montero S, Cadenas JL, Lara JJ, Tejeda-Chávez H, Álvarez-Buylla R, y col. Gabaβ receptors activation in the NTS blocks the glycemic responses induced by carotid body receptor stimulation. Auton Neurosci. 2008;141(1-2):73-82.

17. Lemus M, Montero S, Leal C, Portilla de Buen E, Luquin S, García J, y col. Nitric oxide infused in the solitary tract nucleus blocks brain glucose retention induced by carotid chemoreceptor stimulation. Nitric Oxide. 2011;25(4):387-95.

18. Mandarino L, Stenner D, Blanchard W, Nissen S, Gerich J, Ling N, y col. Selective effects of somatostatin-14, -25 and -28 on in vitro insulin and glucagon secretion. Nature. 1981;291(5810):76-7.

19. Mileil J, Lavezzi A, Grana D, Silvestri F, Bussari R, Rossi L. Severe carotid barochemoreceptor involvement in stroke. Hypertension. 2003;21(4):(S198). 

20. Montero S, Mendoza H, Valles V, Lemus M, Álvarez-Buylla R, de Álvarez-Buylla E. Arginine-vasopressin mediates central and peripheal glucose regulation in response to carotid body receptor stimulation with Na-cyanide. J Apply Physiol. 2006;100:1902-9.

21. Montero S, Yarkov A, Álvarez-Buylla R. Carotid chemoreceptors participation in brain glucose regulation. Adv Exp Med Biol. 2000;475:749-60.

22. Montero S, Yarkov A, Lemus M, Mendoza H, Valles V, De Álvarez-Buylla E, y col. Enhancing effect of vasopressin on the hyperglycemic response to carotid body chemoreceptor stimulation. Role of metabolic variables. Adv Exp Med Biol. 2003;536:95-107.

23. Patel YC. Somatostatin and its receptor family. Front Neuroendocrinol. 1999;20(3):157-98.
24. Smith P, Jago R, Heath D. Anatomical variation and quantitative histology of the normal and enlarged carotid body. J Pathol. 1982;137(4):287-304.

25. Tallent MK, Siggins GR. Somatostatin acts in CA1 and CA3 to reduce hippocampal epileptiform activity. J Neurophysiol. 1999;81(4):1626-35.

26. Tejeda-Chávez HR, Montero SA, Lemus M, Leal CA, Portilla-de Buen E, Hernández AG, y col. Concomitant effects of nitric oxide and carotid chemoreceptor stimulation on brain glucose in normoglycemic and hyperglycemic rats. Arch Med Res. 2010; 41(7):487-96.
Figura 1. A. En las ratas normoglucémicas la SS en el NTSc (t = 6 min), inhibe el incremento en la RGC observado después del estímulo anóxico con NaCN (t = 10 min).  El BIM-23627 en el NTSc anula el efecto inhibidor de la SS antes de la estimulación de los QRCC con NaCN. B. En las ratas hiperglucémicas no se observan efectos significativos en los grupos estudiados. Medias ± error estándar, *p<0.05, t-pareada. ANOVA una vía +p < 0.05.
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