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ANOXIA EN LOS QUIMIORRECEPTORES CAROTÍDEOS Y REGULACIÓN GLUCÉMICA: PARTICIPACIÓN DEL BDNF Y AMPA EN EL NÚCLEO DEL TRACTO SOLITARIO COMISURAL (NTSc)
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ResumEn El sistema nervioso requiere un suministro constante de glucosa para sostener sus requerimientos energéticos y mantener la homeostasis metabólica. Las diferencias regionales en la utilización de glucosa se deben, principalmente, a cambios en el potencial de reposo neuronal y en la función cognitiva. Aunque los mecanismos que participan en la homeostasis glucémica residen, en parte, en la periferia (quimiorreceptores de los cuerpos carotídeos -QRCC), el SNC juega un papel importante en los efectos contrarregulatorios glucémicos. En las respuestas primarias a la hipoxia y el metabolismo energético participan: el NTSc, primer centro de relevo de la información procedente de los QRCC, las vías glutamatérgicas, y el BDNF, relacionado con el crecimiento, diferenciación y sobrevida neuronales. Este estudio analiza el papel del BDNF en el NTSc, sobre la actividad de los receptores glutamatérgicos AMPA en el reflejo hiperglucemiante con retención de glucosa cerebral (RHRGC), después de estimular los QRCC con cianuro de sodio (NaCN, 5 µg/100g)  en el seno carotídeo aislado de la circulación cefálica (SCA). El protocolo consistió en 40 ratas Wistar macho (280-300g), anestesiadas con pentobarbital sódico (3 mg/100 g, i.p.): a)control--líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa-100 nL) en el NTSc 4 min antes del NACN; b)BDNF (1 ng/100nL LCRa)+AMPA (2 µm/100nL LCRa) en el NTSc 4 min antes del NaCN; c)BDNF+NBQX-antagonista de receptores AMPA)(2 mM/100nL LCRa) en el NTSc; d)K252a-inhibidor de receptores TrkB (25 ng/100nL LCRa)+AMPA en el NTSc; y e)k252a+NBQX en el NTSc. En los grupos a, b, c, y e, no hubo cambios en la RHRGC; por el contrario, en el grupo d, el K252a+AMPA inhibió el RHRGC. Se sugiere que el efecto inhibitorio sobre el RHRGC producido por el AMPA está modulado por el BDNF. 
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1. INTRODUCCIÓN
El control preciso de la captación y gasto de energía es indispensable para mantener la concentración de glucosa sanguínea dentro de rangos fisiológicos. Las señales hormonales procedentes de la ingesta alimentaria convergen en centros nerviosos para iniciar la regulación del metabolismo energético. Estas señales se originan en los órganos periféricos y llegan al SNC para iniciar respuestas metabólicas que constituyen la clave de la homeostasis de nutrientes (glucosa), de forma autónoma. Una caída en los niveles de glucosa en la sangre periférica o central se detecta por sensores a la glucosa tanto centrales como periféricos, entre ellos los receptores del cuerpo carotídeo (CC) (López-Barneo, 2003; Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1975, 1988). Ante un descenso en las concentraciones de glucosa se activan los sensores mencionados para iniciar una cascada de respuestas contrarregulatorias y elevar la concentración de glucosa en la sangre (Koyama, Coker, Stone, Lacy, Jabbour y col., 2000; Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1988). 
El BDNF y su receptor TrkB, ampliamente expresados en el SNC y en el periférico (SNP), participa en el metabolismo energético regulación de la glucosa (Krabbe, Bruunsgaard, Erikstrup, Fischer, Krogh-Madsen y col., 2007;Burkhalter, Fiumelli, Allaman Chatton y Martin, 2003). Así mismo, el BDNF activa vías de señalización, semejantes a las utilizadas por la insulina. Es posible que algunas estructuras cerebrales como el hipotálamo y ciertos núcleos del tallo cerebral como el NTS, modulen el metabolismo de la glucosa en los mamíferos, a través del BDNF (Balkowiec, Kunze y Katz, 2000). Los QRCC, que juegan un papel importante en la regulación glucémica in vivo y participan en las respuestas contrarregulatorias a la hipoglucemia (Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1988; Koyama y cols., 2000), expresan también BDNF y otros factores de crecimiento (Erickson, Brosenitsch y Katz, 2001 (CGPN) y de ahí al NTS en el tallo cerebral, que constituye el portal principal para la entrada de la información aferente relacionada con los sistemas cardiorespiratorio y energético al SNC, y coordina respuestas complejas a través de sus proyecciones a múltiples regiones cerebrales, entre ellas, el hipotálamo, y el núcleo motor dorsal del vago (NMDV). Las neuronas glutamatérgicas del tallo cerebral, participan en diversas funciones homeostáticas que incluyen reflejos cardiovasculares y respiratorios, ingesta alimentaria y estrés. Múltiples neurotransmisores y sus receptores intervienen en la respuesta ventilatoria primaria a la hipoxia, y el  glutamato y sus receptores NMDA y no-NMDA intervienen en las sinapsis primarias de las vías de señalización sensorial-visceral en el NTS (Sved y Curtis, 1993).La activación de los QRCC durante la hipoxia aguda desencadena respuestas simpáticas y respiratorias coordinadas, con la participación de AMPA y del BDNF en el NTSc.  (Housley y Sinclair, 1988).
2. TEORÍA

La glucosa, fuente principal de energía para el SNC (Sokoloff, 1960), tiene sensores fisiológicos importantes en sitios extra-craneales, entre éllos,  los quimiorreceptores del cuerpo carotídeo (QRCC), que participan de manera importante en la respuesta contrarregulatoria a una hipoglucemia (Koyama y cols., 2000) e hipoxia agudas (Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1994). Por otro lado, el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), a través de su receptor TrkB, se expresa en los QRCC y funciona como una sustancia metabotrópica y participa en el mantenimiento del balance energético (Krabbe y cols., 2007). La activación de los receptores AMPA en el NTSc  tiene una función preponderante, en la transmisión sináptica excitatoria en los reflejos cardio-respiratorios para llevar a cabo una simpato-excitación refleja (Lin, 2009). Los  estudios de Ohtake, y col. (1998) demuestran que los receptores NMDA no intervienen en la respuesta ventilatoria a la hipoxia en ratas neonatas, y sugieren que los receptores ionotrópicos AMPA son los moduladores principales en la respuesta ventilatoria. En experimentos in vitro, se describe que el  BDNF en sitios post-sinápticos inhibe la transmisión glutamatérgica (corrientes AMPA) de las aferencias quimiorreceptoras periféricas (Balkowiec y cols., 2000). ). Este trabajo analiza la participación del glutamato  y el BDNF en el NTSc sobre la regulación el RHRGC producido por la estimulación anóxica de los QRCC con NaCN aplicado en el seno carotídeo circulatoriamente aislado in vivo (SCA). La participación de estos neurotransmisores en el NTSc sobre la captación de glucosa por el cerebro, contribuirá al conocimiento de los procesos que regulan las fuentes de energía en el SNC. En este trabajo analizamos si el BDNF infundido antes de un agonista o antagonista de los receptores AMPA en el NTSc modifica el reflejo hiperglucémico con retención de glucosa por el cerebro (RHRGC) después de un estímulo anóxico con NaCN.
3. PARTE EXPERIMENTAL

Animales y procedimientos  quirúrgicos. Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho (280-300 g), anestesiadas con pentobarbital sódico (Anestesal, México) (3 mg/100 g i.p.) y tramadol  (Temgesic, México) (1 mg/kg i.p.) como analgésico. Los animales se mantuvieron a 37°C, ventilados  artificialmente a través de una cánula traqueal. Se colocaron catéteres, en la aorta abdominal (desde la arteria femoral) y en el seno yugular (desde la vena yugular externa derecha) sin interrumpir la circulación en estos vasos (Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1988).

Estimulación de los cuerpos carotídeos. El seno carotídeo izquierdo se aisló temporalmente de la circulación cefálica (SCA), y el nervio del seno carotídeo derecho se seccionó. El SCA se expuso al NaCN (5µg/100 g/100 µL sol sal) durante 15-16 s, hasta su lavado por la arteria lingual (Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1988). El NaCN es un estímulo que induce anoxia anoxémica en  los QRCC.
Microinyecciones de fármacos en el NTS. La cabeza de la rata se fijó en el estereotáxico (Stoelting), se expuso la superficie del cerebro para introducir una micropipeta de vidrio, previamente cargada con el fármaco a infundir en el NTSc. Las coordenadas utilizadas a partir de lambda (Paxinos y Watson, 1986) fueron: AP = -5.1 mm, L = -0.1 mm, V = 8.3 mm. Al final de cada experimento se identificó el sitio de inyección con  azul de metileno, momento en que las ratas se sacrificaron por decapitación. Se sacaron los cerebros y se congelaron para su sección posterior en un criostato (CM-1800, Leica), a 40 µm.

Fármacos. AMPA (α-amino-3-hidroxy-5-metilisoxazol-4-ácido propiónico (2 µM/100 nL de sol. sal); BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro (1ng/100 nL de LCRa); K252a (25 ng/100 nL de DMSO 25%); Líquido cefalorraquídeo artificial [LCRa (NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, NaH2PO4), 100 nL] y NBQX (6-nitro-7-sulfamobenzo[f]quinoxalina-2,3-diona), 2 mM/100 nL de LCRa.  
Muestras sanguíneas y mediciones. Las muestras de sangre se tomaron de los catéteres en la aorta abdominal (arterial) y del seno yugular (venosa). La concentración de glucosa se midió en un glucómetro Accu-check.  La retención de glucosa cerebral (RGC) se determinó por la diferencia entre glucosa en la aorta abdominal y en el seno yugular (Álvarez-Buylla y de Álvarez-Buylla, 1988; Eidelberg y cols., 1967). 

Análisis estadístico. Se utilizó la prueba de ANOVA de una vía y la prueba de Scheffé para comparar los datos entre grupos.  La significancia se fijó en p < 0.05. 

Protocolo experimental
a) Control (n = 8). Cuantificación de la concentración de glucosa en el plasma de las sangres arterial y venosa, y de la retención de glucosa cerebral en ratas después de una inyección de LCRa (100 nL) en el NTSc  4 min antes de la estimulación de los QRCC con NaCN, inyectado en el seno carotídeo aislado de la circulación SCA; b) Experimental 1 (n = 8). Igual que en el control, pero en este grupo se inyectó BDNF (1 ng/100 nL de LCRa) + AMPA (2 µM/100 nL) en el NTSc A 4 y 2 min, respectivamente, antes de la estimulación de los QRCC con NaCN; c) Experimental 2 (n = 8). Igual que en el control, pero en este grupo se inyectó BDNF + NBQX (inhibidor de los receptores AMPA), 2 mM/100 nL) en el NTSc 4 y 2 min antes de la estimulación de los QRCCs con NaCN, respectivamente. d) Experimental 3 (n = 8). Igual que en el control, pero en este grupo se inyectó K252a (25 ng/100 nL de DMSO) + AMPA en el NTSc 4 y 2 min antes de la estimulación de los QRCCs con NaCN, respectivamente. e) Experimental 4 (n = 8). Igual que en el control, pero en este grupo se inyectó K252a + NBQX en el NTSc 4 y 2 min antes de la estimulación de los QRCCs con NaCN, respectivamente.

Aspectos éticos. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con los principios y procedimientos de la Comisión de Bioética del Centro Universitario de Investigaciones Biomédicas y Facultad de Medicina de la Universidad de Colima

Resultados. En las ratas control el LCRa en el NTSc 4 min antes del NaCN, incrementó la concentración de glucosa arterial y la RGC (Fig. 1A y B).  La microinyección subsecuente de BDNF seguida del agonista o antagonista de los receptores glutamatérgicos a los 4 min, y 2 min antes de la estimulación de los QRCC con NaCN, indujo el RHRGC en forma semejante al grupo control con LCRa. La inyección de K252a+AMPA en el NTSc antes del estímulo con NaCN no indujo RHRGC, mientras que la infusión de K252a+NBQX en el NTSc antes de la estimulación de los QRCC, indujo el RHRGC en forma semejante al grupo control (Fig. 1A y B).
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Figura 1. Glucosa arterial retención de glucosa cerebral en respuesta a BDNF. LCRa (100 nL); BDNF (1 ng/100nL) + AMPA (2 µM/100 nL de sol. sal.) ó BDNF + NBQX (2mM/100 nL de LCRa); ó K252a (25 ng/100 nL DMSO 5%) + AMPA; ó K252a + NBQX en el NTSc.  *p < 0.05 vs. su propia basal, +p < 0.05 vs. el grupo LCRa (ANOVA una vía), #p < 0.05 vs. el grupo BDNF+NBQX (ANOVA una vía)
4. CONCLUSIONES

El BDNF en el NTS eleva la actividad simpática, que se bloquea por el K252a, o por inmunoneutralización del BDNF endógeno (Clark y cols., 2011). En este estudio, el BDNF en el NTSc aumentó el RHRGC post-estimulación anóxica de los QRCC, por inhibición de los receptores AMPA, en neuronas GABA del NTSc (Lemus y cols., 2008). El bloqueo de la inhibición GABA en el MVLR, incrementa el flujo simpático adrenal (Braga y cols., 2007) e induce, el RHRGC (Fig. 2). 
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Figura 2. Modelo hipotético de la relación entre el NTSc y los neurotransmisores adyacentes para ajustar las respuestas contrarregulatorias
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