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SINTESIS

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa liposoluble, que en el sistema
nervioso central (SNC) actuia como un neurotransmisor. El NO participa en la
homeostasis de la glucosa incrementando los niveles de glucosa en el plasma por
glucogenolisis hepatica secundaria a la secrecion de arginina-vasopresina (AVP). ElI NO
disminuye la funcién quimiosensora del cuerpo carotideo e influye sobre las vias de la
quimiotransduccion hipoxica. En el presente trabajo se explord el papel del NO en la
retencion de glucosa cerebral después de la estimulacion de los receptores carotideos
(RSCC) con cianuro de sodio (NaCN-5 ug/100g). Las ratas (250-300g) se anestesiaron
con pentobarbital y se mantuvieron con respiracion artificial a una temperatura de 25°C.
La cuantificacién de nitritos se utiliz6 como un indice de la concentracion de NO en la
sangre y en el tejido. Se utilizaron los siguientes protocolos: a) control 1, condiciones
experimentales; b) control 2, perfusion de liquido cefalorraquideo artificial (LCRa -5
uL/30 s) en la cisterna magna (CM); ¢) control 3, estimulacién RSCC simultaneamente
con la perfusiéon de LCRa; d) perfusion de un donador del NO (nitroprusiato de sodio)
(NPS - 300 pg/5 uL de LCRa) en la CM; e) estimulacion RSCC simultaneamente con
NPS en la CM; f) perfusion de un inhibidor del NO (L-NAME, 250 ug/5 uL de LCRa) en la
CM; g) estimulaciéon RSCC en forma simultdnea con L-NAME en la CM. Los resultados
obtenidos indican que la infusion de NPS simultdaneamente con la estimulaciéon RSCC no
alterd la retencion de glucosa cerebral, mientras que la perfusion de NPS solo, aumento
tanto la retencion de glucosa cerebral como los niveles de nitritos en el plasma y en el
tejido hipotalamo-hipofisiario. Por el contrario, el L-NAME simultaneamente con la
estimulacion RSCC aumentd la captacion de glucosa cerebral y bajé los niveles de
nitritos en el plasma y en el tejido hipotalamo-hipofisiario. Estos resultados sugieren que

el NO participa en los reflejos glucémicos evocados por el NaCN
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INTRODUCCION

La glucosa es el sustrato energético mas importante del sistema nervioso central (SNC)
(Sokolof, 1984), bajo condiciones normales, es responsable del 98% del metabolismo
oxidativo cerebral (Ruderman y Goodman, 1980). Aunque el cerebro humano representa
aproximadamente el 2% del peso corporal total, consume alrededor del 20% del gasto

basal energético del organismo, tanto de glucosa como de O, (por cada gramo de tejido
consume 0.3 a 0.8 ymol de glucosa y 1.6 a 5 ymol de O,). En realidad, el cerebro
consume mayor cantidad de glucosa que la que puede ser oxidada hasta CO, y agua,

indicando que el proceso glucolitico anaerdbico excede al proceso oxidativo en un 20%
aproximadamente (Sokoloff, 1984). En circunstancias especiales, como en la cetosis y
en el ayuno prolongado, el sistema nervioso utiliza otras fuentes de energia como los
cuerpos cetonicos, el L-lactato y el L-piruvato (Sokoloff, 1984). En ausencia de glucosa,
durante la hipoglucemia severa, como la hipoglucemia insulinica, la funcién cerebral se
deteriora llegando hasta la pérdida de la conciencia, con aumento del catabolismo de
aminoacidos y componentes estructurales neuronales, liberacion de neurotoxinas y
muerte (Kety, Polis, Nadler, y Schmidt, 1948). Aunque el aporte de O, es también
importante para mantener la homeostasis cerebral, durante la hipoxia severa tienen lugar
mecanismos compensadores como la glucdlisis anaerdbica. Es decir, la glucosa
constituye el verdadero factor limitante en la energética de la vida celular, y por lo tanto,
el higado en su funcion de almacenamiento de glucosa (Niijima, 1986), es un dérgano
“respiratorio” esencial para el suministro de este sustrato al SNC (Alvarez-Buylla, 1997).
Como los almacenes de glucdgeno en el cerebro son pequenos (3-4 mol/g) y sélo cubren
los requerimientos energéticos encefalicos durante pocos minutos (Siesjo, 1978;
Sokoloff, 1984), existe un estrecho acoplamiento entre el suministro sistémico de glucosa
y el metabolismo energético de las neuronas y glias (Sokoloff, 1991), por lo que los

cambios en la utilizacion de glucosa constituyen un indice de la actividad neuronal.



Como el metabolismo neuronal es glucosa-dependiente pero insulina-independiente
(Lautala y Martin, 1981; Porte, Baskin, Schwartz, 2005) es logico pensar que el cerebro
posee mecanismos intrinsecos para regular la disponibilidad de los sustratos energéticos
en forma paralela con las variaciones de su actividad funcional (Alvarez-Buylla y Roces
de Alvarez-Buylla, 1994; Magistretti y Pellerin, 1999).

La barrera hematoencefalica constituye un factor limitante en el transporte de la glucosa
hacia el cerebro, y condiciona el paso de los sustratos energéticos de forma selectiva
(Lund-Andersen, 1979), pero los mecanismos y los factores que regulan este transporte
no se conocen con precisidn (Fray, Forsyth, Boutelle y Fillenz, 1996). Alvarez-Buylla
postula la participacion del SNC en la homeostasis de la glucosa, e involucra a los
receptores del seno-cuerpo carotideo (RSCC) como sensores especializados no sélo a la
falta de O,, sino también a la falta de glucosa en la sangre que irriga al cerebro (Alvarez-
Buylla y Roces de Alvarez-Buylla, 1975; Alvarez-Buylla y Alvarez-Buylla, 1988; Alvarez-
Buylla y Roces de Alvarez-Buylla, 1994). Las sefiales procedentes de los receptores
carotideos llegan por el nervio glosofaringeo al nucleo del tracto solitario (NTS) (Finley y
Katz, 1992), y desde ahi, las vias noradrenérgicas constituyen las entradas al nucleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo, a la eminencia media y a la hipdfisis (Cunningham
y Sawchenko, 1988). EI NPV, estructura primordial en el control autobnomo del cerebro,
recibe multiples aferencias que proyectan a distintas areas dentro y fuera del hipotalamo,
incluyendo regiones cerebrales que participan en la regulacion simpatica y en la
regulacion glucémica (Kc, Haxhiu, Tolentino-Silva, Wu, Trouth y Mack, 2002). El
aumento resultante en las sefiales de los cuerpos carotideos hacia el NTS, en respuesta
a los cambios en las concentraciones de glucosa, promueve respuestas reflejas en los
sistemas respiratorio, circulatorio, renal y endocrino. Se ha postulado que dicho aumento
en las senales se debe a la liberacién de trasmisores de las células del glomus en los
cuerpos carotideos; como la acetilcolina (ACh), el adenosin trifosfato (ATP), la dopamina
(DA) y la noradrenalina (NA), que a su vez se encuentran bajo la accion de moduladores

como la adenosina y el 6xido nitrico (NO).



La identificacion del NO en el NTS (Atkinson, Batten, Corbett, Sinfield y Deuchars, 2003),
podria determinar los blancos precisos de las vias aferentes y su participacion en los
procesos homeostaticos de la glucosa (Tabata, Kurosawa, Kikuchi, Hida, Ogawa, Okabe,
Tun, Hattori y Shirato, 2001). Numerosos estudios /n vifro indican que el NO interviene
en los reflejos del cuerpo carotideo (CC) como un modulador en la neurotrasmisién y en
la descarga quimiosensora, (Wang, Stensaas, Dinger y Fidone, 1995; Buerk y Lahiri,
2000; lturriaga, Mosqueira y Villanueva, 2000), pero hasta la fecha no se ha descrito su
participacion en los cambios glucémicos que se observan después de la estimulacion
anoxica del CC (Bolanos y Almeida, 1999).

En esta tesis se analiza la participacion del NO en las vias del reflejo
quimiorreceptor con hiperglucemia y retencion de glucosa por el cerebro, después de la
estimulacion con cianuro de sodio (NaCN), es decir, después de inducir una anoxia-

histotoxica en el CC circulatoriamente aislado.



ANTECEDENTES

Desde los estudios clasicos de Claudio Bernard, se sabe que el cerebro interviene
en la homeostasis de la glucosa (Bernard, 1857). Los trabajos de Houssay y Magenta
(1924) y Houssay y Biasotti (1931) plantean que la hipdfisis es la glandula que interviene
en este proceso, demostrando la accion diabetogénica de los extractos pituitarios y la
hipersensibilidad a la insulina de los animales hipofisoprivos. La hipofisectomia motiva
una atrofia adrenocortical con reduccién significativa del contenido de adrenalina en la
sangre venosa adrenal (Wurtman, Casper, Pohorecky y Bartter, 1968), e hipoglucemia
(Houssay, 1951). La participacion del SNC en la homeostasis de la glucosa fue
establecida de manera inequivoca en los experimentos de Alvarez-Buylla y Carrasco-
Zanini (1960) y Alvarez-Buylla y Roces de Alvarez-Buylla (1975), en los que se inducen
reflejos condicionados hipoglucemiantes en perros y ratas. Se sugiere entonces, que el
sistema nervioso juega un papel esencial para dirigir la respuesta enddgena
compensadora (sistemas glucorregulatorios) provocada por la hipoglucemia insulinica o
hipoxemia que involucra al sistema simpatico-adrenal (Cryer, 1983). La hipoglucemia,
por tanto, inicia mecanismos nerviosos que aumentan la produccion de glucosa, y por el
contrario, la hiperglucemia, activa mecanismos que la inhiben (Rohner-Jeanrenaud,
Bobbioni, lonescu, Sauter y Jeanrenaud, 1983; Alvarez-Buylla, 1997). Como las
reservas de glucosa y glucégeno en el cerebro son bajas, la sangre debe suministrar en
forma continua las cantidades apropiadas de este sustrato al SNC de acuerdo a sus
demandas (Siesjo, 1978; Hertz y Paulson, 1983), pero los mecanismos homeostaticos
que aseguran un aporte adecuado de glucosa al cerebro no se conocen, aunque se sabe
que difieren de los utilizados por otros tejidos (Hasselbach, Knudsen, Videbaek, Pinborg,
Schmidt, Holm y Paulson, 1999). Es probable que existan sistemas reguladores
“exclusivos” que garanticen el suministro apropiado de la glucosa al SNC (Alvarez-Buylla

y Roces de Alvarez-Buylla, 1994).



Aunque los sistemas involucrados en la regulacion de la glucosa en el SNC son
hasta ahora especulativos (Obici, Zhang, Karkanias y Rossetti, 2002; Levin, Routh, Kang,
Sanders y Dunn-Meynell, 2004), se sabe que el sistema nervioso puede modificar la
concentraciéon de glucosa en la sangre por distintas vias. a) Las catecolaminas
secretadas por la médula adrenal participan de manera importante en la regulacién del
aporte de glucosa por el higado; en efecto, tanto la adrenalina como la noradrenalina
modulan el metabolismo hepatico de glucosa con la influencia de otras hormonas y de la
inervacion de la médula adrenal (Seydoux, Brunsmann, Jeanrenaud y Girardier, 1979;
Cryer, 1983). b) La existencia de neuronas glucosensibles en el hipotalamo y en el NTS
(Kadekaro, Timo-Laria, y Vincentini,1980; Levin, 2001; Levin y col., 2004) juega, también,
un papel en la glucogenolisis hepatica (Frohman, 1983), y en general, en la homeostasis
de la glucosa (Levin y col., 2004); aunque las consideraciones anatomicas de estos
nucleos cerebrales y sus complicadas conexiones, dentro y fuera del hipotalamo, no
explican facilmente su significado fisiolégico en la regulacién de la captacion de glucosa
por el cerebro. c) La presencia de la insulina y de receptores a la insulina en el cerebro
(Masters, Shemer, Judkins, Clarke, LeRoith y Raizada, 1987; Okamoto y Accili, 2003) ha
despertado muchas dudas acerca de su lugar de sintesis y de su significado fisiolégico
(OGomura, 1983; Obici y col, 2002). d) En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se ha
demostrado que la arginina-vasopresina (AVP) en el NTS modula la respuesta
hiperglucemiante por la estimulacion senocarotidea (Montero, 1998; Montero, Yarkov y
Alvarez —Buylla, 2000; Yarkov, Montero, Lemus, Roces de AIvarez-BuyIIa y Alvarez-
Buylla, 2001). De la misma manera, se registra un aumento en los niveles de AVP en el
plasma despues de perfundir el seno carotideo con sangre desprovista de O, (Share y
Levy, 1966), asi como después de la oclusion de ambas carétidas (Harris, 1979). La
AVP estimula, también, la glucogenolisis hepatica (Hems, Rodriguez y Whitton, 1978;
Keppens y De Wulf, 1979) incrementando el consumo de glucosa por el cerebro ante un

estimulo anoxico.



o
Participacién de los receptores seno-cuerpo carotideos (RSCC) en la homeostasis
de la glucosa.

Los CC localizados en la bifurcacién de la carétida primitiva, contienen los
quimiorreceptores arteriales mas importantes para detectar los cambios en los niveles de
0O,, CO,, pH, osmolaridad, temperatura y glucosa en la sangre que irriga el cerebro. Los
CC estan inervados por el nervio del seno carotideo (NSC), formado por fibras sensoras
aferentes del nervio glosofaringeo. Los CC reciben, también, inervaciéon simpatica
procedente del ganglio cervical superior (Kameda, 2006). Los CC estan formados por
dos tipos de células: las células tipo | o glébmicas, que son las propiamente
quimiorreceptoras, contienen vesiculas con neurotrasmisores (ACh, DA, etc) y
neuropéptidos (encefalina, neuropéptido Y, etc); y las células tipo Il o sustentaculares
cuya funcién es de soporte. De acuerdo con la hipotesis de la quimiorrecepcion, las
células del glomus del cuerpo carotideo son los sitios primarios donde se lleva a cabo la
transduccién del estimulo hipdxico. En respuesta a la hipoxia, las células del glomus
liberan uno o mas transmisores excitatorios como ACh y ATP que a su vez incrementan
la frecuencia de las descargas en las terminales nerviosas de las neuronas del ganglio
petroso (Gonzélez, Rocher y Zapata, 2003). En los ultimos afios, distintos investigadores
sugieren que los RSCC participan en la homeostasis de la glucosa (Alvarez-Buylla y
Alvarez-Buylla, 1988; Koyama, Coker, Stone, Brooks Lacy, Jabbour, Wiliams y
Wasserman, 2000; Lépez-Barneo, 2003). Como se ha mencionado, estos receptores,
localizados estratégicamente en la iniciacion del arbol arterial cerebral, informan al SNC
de las variables mas importantes para su metabolismo (Alvarez-Buylla, 1954; Alvarez-
Buylla y Roces de Alvarez-Buylla, 1975, 1988; Gallego, Eyzaguirre y Monti-Bloch., 1979;
Eyzaguirre y Zapata, 1984; Alcayaga, lturriaga y Zapata, 1988, Pardal y Lépez-Barneo,
2002; Lopez-Barneo, 2003). La disminucion en la descarga barorreceptora, por oclusion
carotidea (reflejo de Hering), o la estimulacién quimiorreceptora con pequefias dosis de
NaCN, (bloqueador del transporte de electrones en la cadena respiratoria), aumentan los
niveles de glucosa arterial incrementando paralelamente la captacion de glucosa por el
encéfalo (Alvarez-Buylla y Alvarez-Buylla, 1988). Alvarez-Buylla y Roces de Alvarez-

Buylla (1994) demuestran que los cambios en la concentracién de glucosa en la sangre



que irriga al seno carotideo aislado /n vivo influyen sobre la cantidad de glucosa que
retiene el cerebro. La estimulacion quimiorreceptora desencadena un reflejo
hiperglucémico de corta latencia por aumento de la glucogenolisis hepatica (Alvarez-
Buylla y Alvarez-Buylla, 1988; Alvarez-Buylla y col., 1997). El andlisis de las diferencias
arterio-venosas de glucosa hepatica indica que la estimulacion de los quimiorreceptores
senocarotideos con NaCN, produce un aumento inmediato de la salida de glucosa del
higado, que desaparece después de la hipofisectomia, adrenalectomia o

neurohipofisectomia (Alvarez-Buylla y col., 1997).

La estimulacién de los quimiorreceptores del cuerpo carotideo por el NaCN provoca
anoxia citotéxica en las células del glomus carotideo, es decir simula un efecto hipoxico
que conlleva a una disminucidon en la corriente saliente rectificadora de K,
despolarizandose la membrana de las células del CC. Esta despolarizacion activa los
canales de Ca®* dependientes de voltaje, incrementando el Ca®* intracelular, catién que
desencadena toda la cascada de eventos para liberar el transmisor como la ACh. A su
vez, la accion del transmisor produce una excitacion subsecuente de las fibras del nervio
del seno carotideo que envian la informacion aferente (Acker, 1994) a través del nervio
glosofaringeo al NTS (Finley y Katz, 1992) donde terminan los axones vasopresinérgicos
de las neuronas hipotalamicas (Swanson y Kuypers, 1980). Es decir la hipoéfisis participa
de manera importante en los efectos producidos por estos receptores periféricos
(asociados con el nervio glosofaringeo) y conectados al nervio vago (Ricardo y Koh,
1978). Se sabe que las terminales aferentes de los RSCC estan en la parte dorsal del
NTS (Chen, Weber y Yates, 1994), y por evidencias de microscopia electronica, se
demuestra la existencia de conexiones sinapticas desde los aferentes centrales de los
RSCC hasta las neuronas de segundo orden en el NTS, y desde alli a diversas regiones
del SNC (Ciriello, Hrycyshyn y Calaresu, 1981; Nosaka, Murase, Murata e Inui, 1995). La
identificacion de moduladores, como podria ser el NO, en estas neuronas de segundo
orden y en terminales del NTS (Atkinson y col., 2003) determinaria los blancos precisos
de las vias aferentes en este nucleo, asi como su participacion en los procesos

homeostaticos (Tabata y col., 2001).



En las vias efectoras de los reflejos anteriormente descritos, participan la
neurohipéfisis y la médula adrenal (Alvarez-Buylla y col., 1997), pero no se sabe aun cual
es el factor efector responsable del reflejo hiperglucémico después de la estimulacion de
los RSCC con NaCN. Experimentos con inyecciones de liquido cefalorraquideo (LCR),
obtenido de perros post-estimulacion RSCC, en ratas normales, sugieren que la
estimulacion de estos receptores induce la secrecion de una neurosecrecion o sustancia
importante para la regulacién de la glucosa cerebral (Alvarez-Buylla, Huberman, Montero,
Lemus, Valles y Roces de Alvarez-Buylla, 2003), que se piensa podria ser el NO, motivo
de estudio en esta tesis.

Oxido nitrico (NO)
Durante mucho tiempo se consideré al NO como un producto secundario a

reacciones quimicas no biolégicas, hasta que en los afios 80s se demostréo que el NO
también es producido por los seres vivos, e influye en gran numero de funciones
biolégicas. En 1998, R.F. Furchgott, L.J. Ignarro y F. Murad recibieron el premio Nobel
de medicina por sus investigaciones sobre la participacion del NO como molécula
senalizadora en el sistema cardiovascular (Bian y Murad, 2003). La noticia fue
sorprendente, pues nunca se pensé que una molécula gaseosa formada por tan sélo
dos atomos (nitrdgeno y oxigeno), con PM de 30 daltones y una vida media de 1 a 30
seg pudiera tener alguna funcién en el cuerpo humano. La mayoria de los compuestos
que resultan de los procesos bioquimicos, como hormonas, anticuerpos, etc., son
generalmente estructuras de cientos o miles de atomos, y con una vida media mas larga.
Por sus caracteristicas fisicas, el NO es un gas inestable, potencialmente téxico en
el medio externo. Sin embargo, en su funcién de molécula mensajera, esta sustancia
desempefia un papel regulador importante entre las distintas células y tejidos del
organismo. EI NO es un vasodilatador que incrementa el flujo sanguineo manteniendo la
presion arterial en funcion de las necesidades del organismo (Bian y Murad, 2003).
Desde el siglo XIX se reconocio el efecto benéfico de un donador de NO como es
la nitroglicerina (NG) cuando se presenta una disminucion del flujo coronario (angina de

pecho) por su efecto vasodilatador (Brunton, 1867; Murrel, 1879)



Transcurrid mas de un siglo para lograr evidencias experimentales que demostraran que
la vasodilatacion se debe a la generacién del NO. A partir del desdoblamiento de la
molécula de NG se promueve la sintesis de GMPc para desencadenar la relajacion
vascular por medio de eventos intracelulares interrelacionados (Furchgott, 1984). Este
mismo autor demostrd la existencia de un factor de naturaleza quimica desconocida de
origen endotelial, que produce la relajacion del musculo liso vascular ante la
administracién de acetilcolina (ACh). A esta sustancia se le denomind, en aquel
entonces, "factor endotelial de la relajacién vascular" (Endothelium-Derived Relaxing
Factor; EDRF). En experimentos con una preparacion de musculo liso aislado, el
burbujeo con NO provoca una marcada relajacion del musculo precontraido a través de
la enzima guanilatociclasa (Gruetter, Barry, McNamara, Gruetter, Kadowitz y Ignaro,
1979). Estudios posteriores demuestran que los donadores de NO (nitroglicerina,
nitroprusiato de sodio), y otros nitritos organicos ejercen su efecto vasodilatador
mediante la activacion de la guanilatociclasa y la produccion de GMPc (Arnold, Mittal,
Katsuki y Murad, 1977; Furchgott, 1984). Ignarro, Lippton, Edwards, Baricos, Hyman,
Kadowitz y Gruetter (1981) y Agvald, Adding, Artlich, Person, y Gustafsson (2002)
sugieren que el NO es en realidad el EDRF. Los efectos producidos por el EDRF vy el
NO sobre el musculo liso, son semejantes. Hechos que fueron confirmados afios mas
tarde (Ignarro, Byrns y Wood, 1988; Moncada, Palmer y Higgs 1991; Palmer, Ashton y
Moncada, 1988).
Biosintesis del 6xido nitrico

El NO se sintetiza al activarse la enzima 6xido nitrico sintetasa (en inglés "nitric
oxide sinthetase" 6 "NOS") que cataliza la conversién de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina
(L-Citr) y NO. Para la sintesis del NO se requieren dos pasos sucesivos: 1)
hidroxilacién del nitrogeno del grupo amidina de la L-Arg para producir N-hidroxil-L-
arginina con la participaciéon del dinucleétido de nicotin-adenin-fosfato reducido
(NADPH) y Og. este producto intermediario es oxidado en el segundo paso; 2) oxidaciéon
por la NOS para formar L-Citr y NO. La NOS requiere cofactores como NADPH, flavin-
adenin-dinucleétido (FAD), flavin-mononucleétido (FMN), tetrahidrobiopterina (BH4) y

calcio (Ca®).



En las células de los mamiferos se encuentran tres isoformas principales de la
NOS, NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal (hnNOS) que son constitutivas, y la NOS
inducible (iNOS), que estan codificadas por tres genes distintos. Tanto la nNOS como la
e NOS son dependientes de una Ca-calmodulina y se encuentran en el tejido nervioso y
en el endotelio vascular respectivamente. La iNOS no depende de Ca-calmodulina y se

encuentra en muchos tejidos del organismo.

En condiciones fisioldégicas /n vifro e in vivo, cuando el radical superoxido (O27) no
se encuentra en la sangre ni en el medio de cultivo, o estd en concentraciones bajas, el
NO reacciona con el Oz para formar nitritos (NO2") y nitratos (NO3), razén por la cual, la
relacion nitritos/nitratos (NO2/NO3) es un indice confiable de la produccion de NO. El
NO en concentraciones elevadas puede reaccionar espontdneamente con el radical
superoéxido (O7) para formar peroxinitritos (ONOQ"), altamente reactivos, que puede ser
protonados (H*) y convertirse en acido nitroso (ONOOH) en forma espontanea y
reversible. En estas condiciones, se inhiben los sistemas enzimaticos que participan en
la respiracion mitocondrial para producir una prolongada vasoconstriccion en el cerebro
(Shibata, Araki, Hamada, Sasaki, Shimazu y Fukuuchi, 1996) o en otros érganos, como
el higado y el corazén, sometidos a traumas de isquemia/reperfusion durante las
operaciones de transplantes (Zou y Bachschmid, 1999; Rodriguez-Reynoso, Leal,
Portilla, Olivares y Mufiz, 2001). Es posible que dichos compuestos tengan una accién
inhibidora sobre el efecto vasodilatador del NO, y participen durante la normoxia en el
efecto excitatorio del donador del NO sobre la quimiorrecepcion del CC. La unién de la
Ach a un receptor muscarinico en la membrana de la célula endotelial activa la NOS por
un mecanismo indirecto. Tanto el NO sintetizado en cualquier célula, como el que se
genera a partir de un donador, actiua sobre la célula blanco activando a la enzima
guanilatociclasa (GC) soluble; en el SNC, esta enzima presenta una distribuciéon
diferencial, siendo relativamente abundante en el NTS, nucleos estriado y accumbens,
sustancia negra, neocorteza y cerebelo, bulbo olfatorio y algunas zonas del tronco
encefalico. Por tanto los elementos neurales que producen el NO y la guanilatociclasa

soluble deben encontrarse en estrecha relacion.



La GC aumenta la concentracion intracelular de GMPc a partir de GTP, y a su vez, este
segundo mensajero intracelular, provoca la apertura de canales de K" hiperpolarizando
la fibra muscular lisa y estimulando una bomba de Ca?* en la membrana, que disminuye
el contenido intracelular de este i6n. Tanto el NO producido en las células, como el
administrado a partir de un donador, utilizan como mecanismo de acciéon en la célula
blanco, la activacion de la GC soluble. EI NO también puede ejercer efecto directo
sobre los canales de K* dependientes de Ca** (Kca) en la célula muscular (Butler, Flitney
y Williams, 1995) (Figura 1).

Hasta aqui hemos visto que el NO actua como un mensajero intercelular entre la
célula endotelial y el musculo liso vascular. Experimentos subsecuentes demuestran
que el aparato bioquimico para la sintesis del NO esta presente, también, en las
neuronas (Fernandez, Abudara y Morales, 1999), estableciendo que el NO se comporta
como un neurotransmisor o neuromodulador, tanto en el SNC, como en el periférico. En
el sistema nervioso periférico se demuestra por primera vez la participacion del NO en la
neurotransmision, estimulando las fibras nerviosas que inervan al musculo liso (Gillespie,
Liu y Martin, 1989) para producir la relajacion muscular, que no podia ser explicada por
efecto de la NA o ACh, es decir, neurotransmision "no-adrenérgica no-colinérgica"
(NANC). La confirmacion de la hipétesis de que el NO es un neurotransmisor NANC se
obtiene cuando, por medio de los inhibidores de la sintesis del NO, se logra bloquear la
relajacion del musculo ano-coccigeo inducida por la estimulacién eléctrica del plexo
mientérico, que constituye una accion NANC por excelencia (Li y Rand, 1989; Gibson,
Mirzazadeh, Hobbs y Moore, 1990).



[ )
El 6xido nitrico como neurotransmisor
Se considera a una sustancia como neurotransmisora cuando cumple con los

siguientes criterios:

a) La maquinaria biosintética de dicha sustancia debe estar presente en la

presinapsis, y debe liberarse ante la estimulacion nerviosa presinaptica.

b) La administracion exdégena de esta sustancia debe provocar una respuesta
semejante a la que causa la estimulacion nerviosa presinaptica, y puede modificarse por

farmacos agonistas o antagonistas.

c) En estas sinapsis, 0 en su cercania, deben encontrarse mecanismos que
determinen el cese de la accidbn de dicha sustancia neurotransmisora sobre la
postsinapsis (Vincent, 1995).

(1 i}

Aunque el NO solo cumple con los criterios “a” y “b”, se establece que es un
neurotransmisor atipico o neuromodulador que actua tanto en el SNC como en el
periférico. El NO puede ser sintetizado en elementos del sistema nervioso, y las
moléculas receptoras del NO, como la enzima guanilatociclasa soluble, se localizan en
neuronas y en efectores como son las células musculares o glandulares. En efecto,
desde que en 1977 se describié que el NO activaba una guanilatociclasa cerebral, se
tuvo la nocion de que la transmision nitrinérgica constituye una forma particular de
neurotransmision, donde no opera ni la metabolizacion ni la recaptacién, sino que el
neurotransmisor se agota a medida que difunde y se combina con distintos sustratos
(Arnold y col., 1977; Miki, Kawabe y Kuryama, 1977; Vincent, 1995). Posteriormente, en
cultivos de neuronas de cerebelo, se demostré que los aminoacidos excitatorios, como
el glutamato, son capaces de aumentar los niveles de GMPc a partir de un factor con
propiedades similares al EDRF (Garthwaite, Charles y Chess-Williams, 1988). La
NADPH y la propia NOS se encuentran también, en grupos neuronales del SNC,
sugiriendo que la sintesis del NO puede tener lugar en el sistema nervioso, aunque su

funcion no ha sido bien establecida.



A diferencia de un transmisor tipico, el NO por ser una molécula gaseosa
liposoluble, reactiva y difusible, no se almacena en las vesiculas sinapticas por lo que
tiene que ser producido de novo ante su requerimiento funcional. El NO tampoco se
libera por exocitosis, como ocurre con un transmisor tipico y su liberacién no tiene lugar
exclusivamente en las terminales sinapticas (Wiklund, Cellek, Leone, Iversen,
Gustafsson, Brundin, Furst, Flock y Moncada, 1997). La presencia de NOS en el
cuerpo neuronal y en las dendritas, hace que el NO pueda ser sintetizado en estos
elementos y pueda difundir libremente, actuando en cualquiera de las células cercanas
a las neuronas nitrinérgicas y con los receptores adecuados. Una vez sintetizado, el
NO difunde por gradiente de concentracion hacia las células blanco, para combinarse
con sus receptores biolégicos como es la enzima GC soluble. EI mecanismo de la
produccién del NO en el cerebro ocurre a través de la liberacién del glutamato de la
terminal presinaptica, el cual actua en el elemento postsinaptico produciendo la entrada
de Ca?. Elaumento de Ca®" intracelular activa la NOS por un mecanismo calmodulina-
dependiente de este cation, sintetizandose NO en el elemento postsinaptico. La NOS
puede difundir espacialmente para encontrar otros elementos neuronales (terminales
presinapticas y elementos postsinapticos). ElI NO producido por la liberacion del
glutamato, puede actuar sobre los elementos mencionados, siempre y cuando
contengan la enzima GC soluble (Koesling, Russwurm, Mergia, Mullershausen y Friebe,
2004). En principio, la difusibilidad del NO determinara que sus efectos no estén
restringidos al sitio de la sintesis, aunque debe ser capaz de actuar sobre todas las
estructuras existentes en la esfera hipotética que tenga como centro su sitio de sintesis
(Bolanos y Almeida, 1999) (Figura 1A). Para saber si en un determinado sistema la
transmision es nitrinérgica, se debera tener en cuenta las evidencias experimentales, en
lugar de insistir en el cumplimiento riguroso de un conjunto de criterios determinados a
priori 'y que excluyen nuevos mecanismos y/o sustancias del proceso de
neurotransmision (Vincent, 1995; Rand y Li, 1995). Por los experimentos descritos se

piensa que el NO puede actuar como neuromodulador y como neurotransmisor.



Durante los estados de hipoxia-isquemia cerebral, el NO tiene efectos
neuroprotector y neurotdxico. La activacion de la nNOS por isquemia lleva a la muerte
neuronal por la produccion del NO en la neurona; por el contrario, la activacién de la
eNOS es neuroprotectora ya que se produce NO en el endotelio vascular iniciando una
vasodilatacion con incremento del flujo cerebral en la regién isquémica. Ademas, la
activacion de la iINOS en los astrocitos, después de la hipoxia, produce un aumento en el
NO ocasionando tanto el efecto neurotoxico (Mishra, Mishra, Ashraf y Delivoria-
Papadoupoulos, 2006), como el neuroprotector (Cidad, Garcia-Nogales y Almeida, 2001;
Lin, Raab-Graham, Jan y Jan, 2004). Neurotoxico debido a que interfiere en el
metabolismo energético neuronal y neuroprotector porque actua a nivel vascular
(Figuras 1B y 1C).

La disminucion de oxigeno en las neuronas durante la hipoxia reduce la produccion
de ATP mitocondrial, e inhibe el bombeo de Ca®" al reticulo endoplasmico, aumentando
asi la concentraciéon de Ca?" intracelular, para activarse la nNOS y el NO en cantidades
minimas, aunque este procedimiento depende de O,. Durante la reoxigenacion (o
reperfusién) se incrementa el aporte de O, y la produccidon del NO, excediendo la
capacidad de la mitocondria de reducir el oxigeno hasta agua al inhibir los complejos 3 y
4. EINO con O, produce el anion superoxido (O’2) que reacciona con el propio NO para
formar peroxinitritos (ONOO-), inhibidores irreversibles de la funcion mitocondrial y
moduladores de la sefializacion en el receptor, activada por Ca?* (Elliot, 1996). Los
peroxinitritos son compuestos pro-oxidantes que dafan a las proteinas, a los lipidos y al

DNA, y provocan la muerte neuronal (Figura 1C) (Bolanos y Almeida, 1999).
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Fig. 1. A) Efectos neuroprotector y neurotéxico producidos por el NO durante la hipoxia-isquemia en el
endotelio vascular y en las neuronas. B) Mecanismo de la accion del NO en el sistema nervioso y en el
musculo liso vascular. C) Neurotoxicidad del NO durante la isquemia/reperfusion.

(Modificado de Bolanos y Almeida 1999).



Efectos del NO en el cuerpo carotideo y en la quimiorrecepcion.
Numerosos estudios indican que el NO participa en los reflejos del cuerpo

carotideo (Wang y col., 1995; Buerk y Lahiri, 2000; lturriaga y col., 2000) como un
regulador en la neurotrasmision y en la descarga quimiosensora, y algunos autores
plantean que el NO interviene en la homeostasis de la glucosa (Tong, Wang y Cheng,
1997). Se propone que el NO se produce dentro del CC como un modulador inhibitorio
de la quimiorrecepcion hipoxica (Prabhakar, Kumar, Chang, Agani y Haxhiu, 1993;
Chugh, Katayama, Mokashi, Debout, Ray y Lahiri, 1994; Wang, Stensaas, Bredt, Dinger
y Fidone, 1995; Trzebski, Sato, Susuki y Sato, 1995), y en estudios inmunocitoquimicos
se demuestra una extensa red de fibras NOS positivas en el CC con dos poblaciones
anatdémica y fisioldgicamente distintas: inervacion de la vasculatura y la del propio CC
(Grimes, Lahiri, Stone, Mokashi y Chug 1994; Wang y col., 1994) (Figuras 2y 3).

Fig. 2. Micrografia del CC que muestra fibras nerviosas positivas a NOS distribuidas en todo el 6rgano.
Algunos de los ganglios (flecha) también presentan positividad a la NOS. Amplificacién 50 ym.
(Modificado de Grimes y col., 1994).



Fig. 3. Inmunotincion para fibras positivas a la sintetasa de NO (NOS). A) Fibras NOS positivas que
penetran al parénquima celular del I6bulo (flecha); B) las fibras NOS positivas se encuentran también
rodeando los vasos sanguineos del CC (flecha); C) neuronas NOS positivas en la periferia del CC (punta
de flecha); D) neuronas NOS positivas a los largo del seno carotideo (puntas de flechas).

(Tomado de Wang y col., 1994).

El NO tiene la virtud de competir con el O, para enlazarse a grupos hemo
produciendo respuestas que semejan a los cambios en la pO2. EI CC, como estructura
quimiosensora de los niveles de oxigeno en la sangre que va a irrigar el SNC, es el
organo ideal para probar las vias NOS-NO tanto por su extensa vasculatura como por
su inervacion. Experimentos disefiados para mostrar el papel del NO en la inhibicién de
la respuesta quimiosensora demuestran que durante la estimulacion eléctrica del nervio
del seno carotideo (NSC) en un medio bajo en O, disminuye la respuesta hipdxica, sin
embargo, cuando se perfunde con un antagonista de NO, como es el N-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) se revierte la respuesta a la anoxia aun en presencia del estimulo
al NSC (Wang y col., 1994) (Figura 4)
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Fig. 4. Estimulacién eléctrica del nervio del seno carotideo (NSC) (5 V, 1 ms, 20 Hz) du rénte la hipoxia
(barra negra). A, control; B y C, inhibicion de la respuesta a la hipoxia por la estimulacion del NSC; D, se
revierte la inhibicidon en presencia de L-NAME (0.1 mM).

(Tomado de Wang y col., 1994).

De la misma forma, la perfusion con L-NAME en una preparacion del CC aislado
incrementa la actividad quimiosensora en el NSC (Katayama, Chug, Mokashi, Ray,
Bebout, y Lahiri, 1994) (Figura 5).
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Fig. 5. Efecto excitador del L-NAME (50 pM) sobre la actividad quimiosensora del cuerpo carotideo. Se
observa un incremento en la actividad del nervio durante la infusion del inhibidor de la NOS.
(Modificado de Katayama y col., 1994).



Los experimentos anteriores sugieren que la actividad quimiorreceptora basal se
modula tanto por la inervacién de la vasculatura del propio 6rgano como por la inervaciéon
de las células tipo | del CC. En el CC perfundido, tanto la administracién de L-Arg, como
de NO, o donadores de NO como la NG y el NPS, reducen la amplitud de las respuestas
quimiosensoras a la hipoxia (Wang y col., 1995). Por el contrario, un inhibidor de la
NOS, como es el L-NAME, aumenta la descarga quimiosensora basal del CC e
incrementa la respuesta hipoxica del CC /n s/fu (lturriaga, Alcayaga y Rey, 1998) e /in
vitro (Wang y col.,, 1994). Los estudios de lturriaga, Villanueva y Mosqueira (2000)
demuestran que los donadores del NO como el 6-(2-hidroxi-1-metil-nitrosohidrazino)-N-
metil-1-hexanamina (NOC-9) y S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) aumentan las
descargas basales del CC, y reducen la excitacion producida por el NaCN. En
preparaciones perfundidas de CC, los donadores del NO aumentan la frecuencia basal
de la descarga quimiosensora (Chugh y col., 1994; Wang y col., 1995) (Figura 6). EI NO

puede inhibir el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa en la mitocondria
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Fig. 6. Efectos excitatorios de 3 inyecciones (dosis crecientes) de donadores de NO (NOC- 9 y SNAP)
durante la normoxia. A) niveles de NO; B) frecuencia de descarga en el nervio del seno carotideo.

(Modificado de lturriaga y col., 2000).



(Cassina y Radi, 1996; Brown, 1999), condiciones que llevan a un aumento en la
descarga quimiosensora (Mulligan, Lahiri, y Storey, 1981; Buerk, lturriaga, y Labhiri,
1994).

El 6xido nitrico y la homeostasis de la glucosa

Estudios inmunocitoquimicos demuestran la presencia de la NOS en el musculo
esquelético y la liberacion de NO antes de la contraccidén muscular, inducida por la
estimulacion eléctrica, con la captaciéon de glucosa posterior a la contraccion (Kobzik,
Reid, Bredt, y Stamler, 1994; Kobzik, Stringer, Balligand, Reid y Stamler, 1995). Con
estos antecedentes se propone que el NO es el mediador del transporte de glucosa, en
el musculo esquelético estimulado por el ejercicio, por medio de un mecanismo
independiente de la insulina, (Roberts y col., 1997). La administracion exégena del NO a
partir de un donador, estimula el transporte de glucosa en el musculo esquelético aislado,
aumentando los transportadores de glucosa GLUT4 y GLUTS8 en la superficie celular
(Etgen y col., 1997; Young, Radda y Leighton, 1997). En estas condiciones, la inhibicién
de la NOS bloquea el transporte de glucosa durante el ejercicio/contraccion. Mas aun, la
incubacion del musculo esquelético con un inhibidor de la NOS disminuye el transporte
de la glucosa, efecto que se revierte con la insulina o el ejercicio. Sin embargo, el papel
potencial del NO para modular el transporte de glucosa en SNC se desconoce (Balon y
Nadler, 1994).

Si se asume que el NO participa en el transporte de glucosa en el musculo
esquelético (Balon y Nadler, 1997; Etgen, Fryburg y Gibbs 1997; Roberts, Barnard,
Scheck y Balon, 1997), se podria pensar que este neuromodulador también interviene
en la homeostasis de la glucosa a nivel del SNC y en particular del NTS. La presencia
del NO en el NTS y en distintas areas del SNC apoyaria esta idea, pero no se ha
descrito su participacion sobre estos efectos después de la estimulacion andxica del CC
(Bolanos y Almeida, 1999). Distintos autores postulan que en el SNC el NO juega un
papel importante como modulador del metabolismo energético controlando la secrecién
y accion de la insulina por vias nitrinérgicas dependientes de la NOS (Shankar, Zhu,
Ladd, Henry, Shen y Baron, 1998).



Se ha mostrado que la infusién intracerebroventricular (ICV) de un inhibidor de la
NOS (L-NAME) eleva significativamente los niveles de glucosa en el plasma en

comparacién con los grupos controles (Shankar y col., 1998) (Figura 7).
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Fig. 7. Hiperglucemia después de la inyeccion ICV de L-NAME (circulos blancos). Como control se

inyecté D-NAME (isomero inerte) (circulos negros).
(Modificado de Shankar y col., 1998).



En cultivos de tejido nervioso, los astrocitos activados por lipopolisacaridos
incrementan el consumo de glucosa de manera NO-dependiente. Esta sobrerregulacion
del consumo de glucosa podria estar relacionada con la proteccion celular en contra del
efecto toxico del NO, y estaria ligada tanto a la via glucolitica como a la de los
pentosafosfatos. La produccién de lactato, en la via glucolitica, desaparece por un
pretratamiento con L-NAME al inhibir la produccién del NO (Almeida, Cidad, Delgado-
Esteban, Fernandez, Garcia-Nogales y Bolanos, 2005); sin embargo, la glucogenolisis
no participa en el suministro de glucosa para ser utilizada en los efectos antes citados
(Almeida, Cidad y Bolanos, 2002). Es probable que el NO induzca la expresion del
transportador GLUT1 en los astrocitos, y aumente el numero de GLUT1, GLUT 3 y
GLUT4 (Duelli, Maurer, Staudt, Heiland, Duembgen y Kuschinsky, 2000; Cidad, Garcia-
Nogales y Almeida, 2001; Higaki, Hirshman, Fuijii y Goodyear, 2001; Cidad, Almeida y
Bolanos, 2004) en las neuronas. Es importante sefalar aqui que algunos autores no
encuentran un paralelismo entre el metabolismo energético del cerebro de la rata y los
niveles de NO (Takahashi, Cook, Jehle, Kennedy y Sokoloff, 1995).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Estudios recientes demuestran que los modelos convencionales para el manejo de
la glucosa por el cerebro no explican su retencion y transporte (Bingham, Hopkins,
Smith, Pernet, Hallett, Reed, Marsden y Amiel, 2002). Utilizando técnicas de
microdialisis, que permiten medir la concentracion de glucosa en el espacio extracelular
del cerebro, algunos autores consideran que los astrocitos (glias) podrian ser el lugar
inicial de la captacion de glucosa del plasma, antes de pasar a las neuronas, lo que

representaria un almacén de glucoégeno para el SNC (Forsyth, 1996).

La glucosa y el O; son las fuentes imprescindibles de energia para el SNC. EI
descenso en los niveles de glucosa plasmatica desencadena una respuesta
neuroendocrina compleja que previene o corrige la hipoglucemia para preservar la
funcion cerebral (Martin, Lloyd,y Cowan, 1994). Como la retencion de glucosa por el

cerebro es independiente de las acciones descritas para la insulina (Baskin, Figlewicz,



Woods, Porte y Dorsa, 1987; Duelli y cols., 2000), es importante conocer donde y como

se detectan los niveles de glucosa a nivel central.

Los estudios de Alvarez-Buylla y Alvarez-Buylla (1988) proponen un nuevo papel
de los RSCC como detectores multimodales de glucosa y pO2, que participan, por tanto
en la homeostasis cerebral. Los quimiorreceptores, tonicamente activos bajo
condiciones normales de glucosa, aumentan su actividad después de un estimulo
hipéxico en el seno carotideo, observandose una respuesta hiperglucemiante y un
incremento del consumo de glucosa por el cerebro en las especies estudiadas (ratas y
perros). En contraste, en los animales con cuerpos carotideos denervados, la anoxia no
produce cambios significativos en la captacién de la glucosa cerebral (Alvarez-Buylla y
Alvarez-Buylla, 1988; Montero, 1993). La estimulacion de los RSCC con NaCN produce
un aumento inmediato del aporte de glucosa por el higado, efecto que desaparece
después de la hipofisectomia o de la neurohipofisectomia en las ratas (Alvarez-Buylla y
col., 1997). Resultados posteriores indican que la estimulacion RSCC induce la
secrecion de un péptido en el liquido cefalorraquideo importante para la regulacion de la
glucosa cerebral (Alvarez-Buylla y col., 2003). En este estudio se analizara la
participacion del NO como un posible mediador-efector en el reflejo hiperglucémico con
aumento en la retencidon de glucosa por el cerebro después de la estimulacion anodxica
de los RSCC.

Los estudios de Tong y col. (1997); Li, Hu, Selvakumar, Russell Ill, Cushman,
Holman y Young, 2004, plantean que el NO participa en la homeostasis de la glucosa /in
vitro; los inhibidores de la NOS inducen una marcada resistencia a la insulina
disminuyendo la captacion de glucosa, pero no se han estudiado sus efectos /n vivo. En
el musculo esquelético el NO tiene un efecto similar al de la insulina estimulando el
transporte de glucosa y su oxidacion ulterior (Kahn, Acharya, Bhattachary, Acharya,
Mazumder, Bauman y Sinha, 2000; Kumura, Kosaka, Siga, Yoshimine, Hayakawa,
(1994). Hay evidencias que indican que el NO en el SNC estimula a las neuronas
vasopresinérgicas (Rivier, 2003); en efecto, la aplicacion de NPS en el area ventral del

tercer ventriculo, eleva los niveles de AVP plasmaticos por la excitacion de mecanismos



neurales involucrados en la liberacion de neurosecreciones y elevando la glucogenolisis

hepatica (Yamaguchi y Hama, 2003).

La NG reduce la respuesta quimiosensora durante la hipoxia (Wang y col., 1994), y
el NO aumenta la retencion de glucosa encefalica (Cadenas, Montero, Alvarez- Buylla y
Alvarez- Buylla, 2006; Montero, Cadenas, Lemus, Alvarez- Buylla y Alvarez- Buylla
2006).

El efecto observado con la NG se reviete cuando la estimulacion
quimiorreceptora se acompafia de un inhibidor de la NOS. Se sugiere, entonces, que la
inhibicion de la NOS con L-NAME aumenta el metabolismo de la glucosa, con la
consiguiente utilizacion de glucosa en estados de hipovolemia (Kadekaro, Terrell, Liu,
Gestl, Buiy Summy-Long, 1998). EI NO es capaz de estimular el transporte de glucosa
a través de la expresion y traslocacion de GLUT1, GLUT3 y GLUT4 por mecanismos
independientes de las vias insulinicas (Higaki y col., 2001; Almeida y col., 2002; Tanaka,
Nakatani, Morioka, Urakawa, Maruyama, Kitagawa, Katsuki, Araki.Sasaki, Hori,
Gabazza, Yano, Wada, Nobori, Sumida, Adachi, 2003), y en estados de glucopenia por
isquemia cerebral, el NO tiene un efecto neuroprotector (Cidad y col., 2001; Lin y col.,
2004).

El poder identificar la presencia del NO en las vias involucradas en el reflejo
hiperglucémico con retencion de glucosa por el cerebro, contribuird a incrementar
nuestro conocimiento de cémo el SNC regula sus almacenes energéticos, y podra tener
importantes aplicaciones en el tratamiento de algunas enfermedades que ocurren con
alteracion en la homeostasis de la glucosa y en algunos trastornos cardiovasculares.
También nos ayudara a esclarecer problemas de hipoxia cerebral. EI NO es una
sustancia bioldgica regulatoria que se comporta como un mensajero intracelular y actua
como un mediador especifico de varios trastornos neuroldgicos secundarios a la
isquemia/hipoxia (Rodrigo, Fernandez, Alonso, Serrano, Fernandez-Vizarra, Martinez-
Murillo, Bentura y Martinez, 2005).



HIPOTESIS DE TRABAJO

El o6xido nitrico (NO) participa como mediador efector en la respuesta
hiperglucemiante con retencion de glucosa por el cerebro, después de la estimulacién

de los quimiorreceptores del cuerpo carotideo con cianuro de sodio en ratas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar en ratas, la participacion del NO en las vias involucradas en el reflejo
hiperglucémico con retencién de glucosa por el cerebro en respuesta a la estimulacién
de los RSCC con NaCN, analizando los efectos del nitroprusiato de sodio (NPS)
(donador de NO), y del N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (inhibidor de la enzima

NO sintetasa).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la participacion del NO sobre las glucemias arterial y venosa, asi
como en la retencion de glucosa por el cerebro después de la estimulacion de los

quimiorreceptores del cuerpo carotideo con NaCN.

2) Evaluar la participacion del NO sobre las glucemias arterial y venosa, asi
como la retencion de glucosa por el cerebro después de la administracién de un
donador de NO (nitroprusiato de sodio), sin y con la estimulacion de los RSCC con
NaCN.

3) Evaluar el efecto de un inhibidor del NO (L-NAME), sobre las glucemias
arterial y venosa, asi como la retencién de glucosa por el cerebro, sin y con

estimulacion de los RSCC con NaCN.



METODOLOGIA

Animales y técnicas quirdrgicas.

Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho, de 250 a
300 g de peso corporal, en ayuno previo de 12 horas. Los animales se anestesiaron
con pentobarbital soédico (3 mg/100 g, Anestesal, Pfizer en sol, sal.), por via
intraperitoneal (i.p.). EIl nivel de anestesia se mantuvo constante durante todo el
experimento, por goteo i.p. continuo del anestésico diluido en sol.sal. (0.063 mg/min).
La profundidad de la anestesia se controlé periddicamente examinando los reflejos de
parpadeo y flexor plantar ante un estimulo doloroso. Las ratas se mantuvieron con
respiracion artificial utilizando un respirador Palmer conectado a wuna canula
endotraqueal (intubacién por via bucal), con frecuencia de 40 respiraciones/min y
presion positiva hasta evitar los movimientos respiratorios espontaneos de la rata. La
temperatura corporal se controlé a 37 °C por medio de una lampara.

La rata se colocd sobre la mesa de operaciones (Alvarez-Buylla, Quintanar-
Stephano, Quintanar-Stephano y Alvarez-Buylla, 1991) en decubito dorsal. Se realiz6
incisién por la linea media en la cara ventral del cuello, desde 2 mm de la base del
maxilar hasta el extremo cefalico del esternon. Se disecd la vena yugular externa
derecha en un tramo de 1 cm, y con ayuda de ganchillos de vidrio, se cateterizdé con un
tubo de silastic (Dow Corning 602-155) hasta el seno venoso yugular (Alvarez-Buylla y
Bencosme, 1981). Para cateterizar la arteria femoral, se incidié la region inguinal en
sentido transversal al pliegue, hasta el tercio superior, en la cara interna y media del
muslo derecho hasta visualizar el paquete vasculo-nervioso; la arteria femoral se diseco
y canulé hasta la aorta abdominal con un tubo de polietiieno (PE-10 Clay Adams)
(Alvarez-Buylla y Bencosme, 1981). Las cateterizaciones de los vasos se realizaron con
canulas previamente heparinizadas sin interrumpir su circulaciéon normal (Alvarez-Buylla
y Bencosme, 1981). Al final de cada experimento se verifico la posicion correcta de los

catéteres.



En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se demostré que tanto la anestesia
como la respiracion artificial y los procedimientos quirdrgicos generales, no motivan

cambios significativos en los niveles de PO,, PCO, y pH en la sangre arterial (Montero,

1998: Montero, Mendoza, Valles, Lemus, Alvarez-Buylla y Alvarez-Buylla, 2006).

Estimulacion de los RSCC y obtencién de sangre.

Para estimular los RSCC con NaCN, el seno carotideo izquierdo se aisld
temporalmente de la circulacién cefalica y general, utilizando la técnica de Alvarez-
Buylla y Alvarez-Buylla (1988) (Figura 8). Esta técnica consiste en lo siguiente:
diseccion roma en la parte ventral del cuello con separacion de los musculos
esternohioideo, homohioideo y esternomastoideo hasta llegar a la carétida primitiva
derecha, la cual se disec6 en un tramo de 2-3 cm partiendo de la bifurcacion carotidea
en direccidon caudal; diseccion de las arterias cardtida externa, interna y lingual
izquierdas sin interrumpir la circulacion en dichos vasos. La arteria cardtida externa
izquierda se cateterizd a través de la arteria lingual con un catéter de polietileno (Clay
Adams PE-50) por donde se succioné la sangre que bafa al SC durante el tiempo de la
inyeccion del NaCN. Tanto la carétida externa (por encima de la arteria lingual) como la
carétida interna izquierda (cerca del foramen yugular) se ocluyeron temporalmente (20
seg) durante las inyecciones de NaCN para evitar su paso a la circulaciéon cefalica y/o
circulacion general. Este tiempo de oclusion no produce isquemia cerebral, (Wu,
Fujihara, Yao, Qi, Li, Shimoji y Baba, 2003). Las arterias faringea y occipital izquierdas
se ligaron permanentemente. La arteria carétida primitiva izquierda se cateterizé con un
tubo de polietileno (Clay Adams PE-10). La estimulacién de los RSCC se realizé por
inyeccion lenta de 5 uyg/100 g de NaCN en 0.1 mL de sol.sal. a través de una aguja del

No 27 para evitar la estimulacion barorreceptora (Alvarez-Buylla, 1954).
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Fig. 8. A) esquema que muestra el procedimiento quirirgico para aislar circulatoriamente el seno
carotideo izquierdo y la canulacién de los vasos para la obtencion de sangre. B) procedimiento
quirargico para la infusién de los farmacos en la cisterna magna. aa, aorta abdominal; acc, arteria
caroétida comun; ace, arteria carétida externa; aci, arteria carétida interna; af, arteria femoral; al, arteria
lingual; nsc, nervio del seno carotideo; RCC, receptores del cuerpo carotideo; sc, seno carotideo; sy,
seno yugular; tc, tronco celiaco.

(Modificado de Montero y col., 2000)



En todas las ratas se midieron en cada tiempo, las concentraciones de glucosa
arterial y venosa, y los niveles de nitritos en la sangre y en el tejido (4 muestras). Las
muestras se colectaron de animales individuales, es decir, sacrificando la rata después
de la obtencién de cada grupo de muestras (t =0, t = 8 min y t = 16 min), considerando t
= 0 el momento del inicio de la inyeccién de los farmacos.

En el caso de las determinaciones de las concentraciones de glucosa en el
plasma, se tomaron 0.1 mL de sangre arterial y 0.1 mL de sangre yugular de los
catéteres citados. Para la determinacion de nitritos en el plasma se tomé 1 mL de la
sangre yugular succionando lentamente para evitar hemolisis, y poder separar el plasma
libre de hemoglobina, ya que los nitritos del plasma difunden rapidamente hacia los
eritrocitos, alterando su cuantificacion (Kelm, Preik-Steinhoff, Preik y Trauer, 1999).
Infusién de los farmacos en la cisterna magna (CM)

Las cisternas en el SNC son cavidades subaracnoideas formadas por la
separacion entre las membranas piamadre y las aracnoides; la mas importante es la CM
que esta situada entre la parte antero-inferior del cerebelo y la superficie dorsal del
bulbo. En la CM se encuentra la comunicacién del LCR con el cuarto ventriculo por el
agujero de Magendie, y desde el cuarto ventriculo a todas las cavidades intracerebrales.
Las inyecciones de los farmacos estudiados se realizaron en la CM con la técnica
descrita por Hudson, Hughes, Bold-Fletcher y Vaden (1994), que se describe a
continuacién. La rata se anestesid e intubd siguiendo las técnicas descritas en la
primera parte de la metodologia; se coloc6 en una plataforma que permitié flexionar su
cabeza entre 80° y 90°. Se realizé una incisién en la linea media de la piel, desde el
nivel caudal de las oérbitas hasta el nivel de las escapulas, separando los musculos
trapecio, romboides y caudal auricular en la parte dorsal media del cuello. Se liber6 la
insercién del musculo trapecio en su parte profunda con el hueso occipital para exponer
el area atlanto-occipital, atravesando la membrana atlanto-occipital con una aguja "de
mariposa" calibre 23, guiada por un micromanipulador hasta llegar a la CM. Las
inyecciones de las sustancias empleadas, L-NAME y NPS diluidos en LCRa, se hicieron
por medio de una bomba de infusién continua (Baby Bee, BAS), a una velocidad de 5
uL/30 seg (Figuras 9A y B).
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Fig. 9. Esquemas del dispositivo utilizado para realizar las inyecciones intracisternales. A) plataforma de
soporte. La flexion de la cabeza es critica para ampliar el angulo de la articulacién atlanto-occipital. B)
micromanipulador y bomba de inyeccion para la introduccién de la aguja e infusion de farmacos en la CM.
LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; L-NAME, L- nitro arginina metil éster; NPS, nitroprusiato de sodio.
(Modificado de Hudson y col., 1994).

Técnicas analiticas.
e Determinacién de glucosa.

La concentracién de glucosa en el plasma se midié por el método de la glucosa-
oxidasa en mg/dL (Autoanalizador Beckman), en muestras de 10 yL de plasma. Se
determiné la concentracion de glucosa a partir de la deplecion de O, en una solucion
de glucosa-oxidasa saturada con O,. El consumo de O, es directamente proporcional
a la concentraciéon de glucosa en la muestra (Kadish, Little y Sternberg, 1968). El nivel
de la retencién de glucosa por el cerebro se determiné por las diferencias arterio-
venosas de glucosa, comparando la concentracién de glucosa en la arteria femoral

con la concentracion de glucosa venosa en el seno venoso yugular.



Determinacion de nitritos.
Método de Griess.

Uno de los medios para investigar la formacion de NO en muestras bioldgicas es
la determinacion de nitritos (NO2’). En condiciones fisioldgicas in vitro e in vivo, cuando
el radical superoxido (Oz’) no existe o esta en concentraciones bajas, el NO reacciona
con el Oy para formar nitritos (NO,). Estos catabolitos (nitritos) de la degradacion del
NO, no sufren modificaciones posteriores, es decir, son estables y su determinacion por
espectrofotometria es un indice confiable de la produccion de NO en una gran variedad
de liquidos vy tejidos biolégicos (plasma, suero, orina, sistema nervioso, etc.) (Green,
Wagner, Glogowski, Skipper, Wishnok y Tannenbaum, 1982; Granger, Traintor,
Boockvar y Hibbs, 1995). En el humano y otros mamiferos, como la rata, los nitritos
circulantes representan fielmente los valores del NO endotelial (Kelm, 1999; Heinzen y
Pollack, 2002). EI principio de este método se muestra en las siguientes ecuaciones
(Hevel y Marletta, 1994).

2 .NO + 0, =——> 2 .NO; (1)
H.O
.NO + .N02|:>N203  — 2NOy (2)
H.0
2 .NO» — N->Og4 |::>N02_ + NOj3 (3)

La técnica de Griess se basa en la reaccion de diazotizacion entre el reactivo de
Griess [sulfanilamida y dicloruro de N-1- nafiletilenediamina (NED) en condiciones
acidas (acido fosforico)] y los nitritos previamente reducidos por una nitrato reductasa
(obtenida en la bacteria Pseudomonas oleovorans) (Rodriguez-Reynoso y col., 2001).
En esta reaccion se obtiene un compuesto de color magenta, cuya intensidad es
directamente proporcional a la concentracion de nitritos. La sensibilidad del método
varia y su limite de deteccion es de 2.5 uM (125 pM) de nitritoa (en agua desionizada
ultrapura). La sulfanilamida y el NED compiten por los nitritos en la reaccion de Griess,
de tal forma que la mayor sensibilidad se obtiene cuando estos dos reactivos se afnaden

de manera secuencial (Fiddler, 1977).



En el caso de la determinacién de nitritos, la sangre se centrifugd durante 10
minutos en una centrifuga refrigerada a 3000 rpm (Beckman T-J 6). Con objeto de
desnaturalizar las proteinas del plasma, a 400 uL de plasma se agregaron 400 uL de
acido percldrico al 20% frio. Se agité en vortex durante 30 seg y se centrifugd a 3000
rpom en centrifuga refrigerada durante 10 min. El sobrenadante se neutralizé con K,COs3
(3 M) y 5 uL de naranja de metilo al 0.05% como indicador; simultaneamente, se agitd
suavemente en el vortex hasta el cambio de color a amarillo claro (pH 7.4). La muestra

asi preparada se conservo en el ultracongelador a -70 °C.
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Fig. 10. Diagrama que representa la diseccion del fragmento que contiene la regién hipotalamo-hipofisis
(entre las lineas 1 y 2), utilizada para la determinacion de nitritos en el tejido cerebral
(Modificado de Glowinski e Iversen, 1966).

Para realizar las determinaciones de nitritos en el tejido, se extrajo el cerebro completo
en el menor tiempo posible, se montdé en una matriz especial para rata donde se
realizaron dos cortes coronales con objeto de obtener un bloque (similar en todos los
experimentos) que incluyera la region hipotalamo-hipofisis (Figura 10). Este fragmento
de tejido nervioso se lavo con PBS o sol.sal. 0.9% para eliminar los restos de sangre y
se seco el exceso de liquido con gasa estéril. A 200 mg del tejido asi preparado, se le

agrego 1 mL de PBS para proceder a su homogenizacion (Glas-Col).



La mezcla se centrifugé a 10,000 rpm (Sorvall Instr. RC5C) durante 15 minutos, el
sobrenadante se neutralizé con K,CO3 (3 M) y 5 uL de naranja de metilo al 0.05% como
indicador; agitando suavemente en el vortex hasta el cambio de color a amarillo claro
(pH 7.4). Se congeld a -70 °C hasta su analisis para cuantificar nitritos por el método de
Griess.

La técnica de Griess, propiamente dicha, se corri6 en las muestras
experimentales, en forma simultdnea con una curva estandar. Para preparar la curva
estandar se diluyé el NaNO; (100 yM) con agua bidestilada hasta completar 280 pl
(volumen de la muestra experimental) y el reactivo de Griess (280 pL); de tal manera
que todas las muestras experimentales pudieran ser leidas en el rango de la curva. Las
muestras se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente, y se midid la
absorbancia a 550 nm.

Las muestras experimentales se manejaron de acuerdo a lo descrito en la Tabla
No. 1. Para la determinacion de nitritos en cada muestra se realiz6é primero la reduccién
de nitratos, incubando la muestra con nitrato reductasa en presencia de una solucién b-
NADPH 25 uM, EDTA 10 mM durante 30 minutos. La reaccién se detuvo agregando
NH4Cl 30% y NaOH 5% (p/v) con objeto de precipitar la enzima.

El reactivo de Griess se preparé mezclando las siguientes soluciones:

Soluciéon A; dicloruro de N-1- nafiletiienediamina 0.1% (NED), disuelto en agua
bidestilada.

Solucion B; sulfanilamida al 1% disuelto en acido fosforico (HsPO4) 5 % en agua
bidestilada.

La mezcla permanece estable durante 12 horas a 4°C.

Una vez obtenida la curva de referencia con los estandares de nitritos, se grafico
el valor promedio de la absorbancia de cada concentracién del estandar contra la
concentracion de nitrito problema. La absorbancia de las muestras se leyé sobre la

curva estandar para dar la concentracion de nitritos.



[ )
Tabla 1. Protocolo para la determinacion de nitritos por la técnica de Griess.

BR S1 |S2 |S3.7 |P1 Pn
1) Muestra o estandar - 200ul
1’) Agua 280ul \
2) Nitrato Reductasa (5ul = 50mU) en PBS - 20ul
3) NADPH 25uM, EDTA 10mM - 20pul
4) Incubar a temperatura ambiente durante 30 min. - \
5) Glutamico Deshidrogenasa (5ul =100 mU) - 20ul
6) NH,CL 100mM - 20pul
7) a-cetoglutarico 4mM - 20ul
8) Incubar a temperatura ambiente durante 10 min. - \
9) Acido 5-sulfosalicilico al 6% - 60ul
10) Agitar cada 5 min. durante 30 min. - \
11) Centrifugar a 10,000 rpm/15 min. - \
12) Alicuota de sobrenadante - 200ul
13) NH,Cl al 30% - 50ul
14) NaOH al 5% - 30
15) Reactivo de Griess 280ul 280ul
16) Incubar a temperatura ambiente durante 20 min | v
protegido de luz.
17) Desarrollo del color magenta.
18) Leer D.O. a 550 nm en 40 min (Spectronic 21 v v
D, con filtro 520-550 mm)

BR, agua con reactivo de Griess; S, muestras estandar de la 1 a la 7: Pn, nimero de muestras experimentales;
D.0., densidad 6ptica en el espectrofotometro.
Sustancias utilizadas.
o Pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer), 3 mg/100 g.
e Liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) (NaCl 145 mM, KCL 2.7 mM, MgCl,
1.0 mM, CaCl, 1.2 mM, ascorbato 2mM, NaH,PO, 2mM, pH 7.3-7.4 (J.T. Baker
y Hycel). ElI LCRa se prepar6 cada 48 horas y se conservo en refrigeracion.

e Solucion salina al 0.9 % (sol.sal.) (Pisa), 0.1 mL..



Cianuro de sodio (NaCN, Sigma), 5 pug/100 g en 0.1 mL de sol.sal. (Alvarez-
Buylla y col., 1988).

N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, Sigma), 250 pg en 5uL de LCRa
(Kadekaro y col., 1998; Sugimoto, Yamada, Yoshikawa y Horisaka, 1997).
Nitroprusiato de Sodio (NPS, Sigma) 300 pg en 5 pL de LCRa (lturriaga y col.,
2000).

Las dosis utilizadas produjeron efectos 6ptimos en estudios previos por los autores

sefalados.

Reactivos de la técnica de Griess
Nitrito de Sodio (NaNO,, Sigma)
Cloruro de Amonio (NH4ClI, Sigma )
Hidréxido de Sodio (NaOH.,Sigma )
a-Cetoglutarato (Sigma)
Acido 5- sulfosalicilico (Sigma)
Nitrato reductasa (Sigma)
Glutamico deshidrogenasa (Sigma)
Acido fosférico (H3PO4 Sigma )
Dicloruro de N-1- Nafiletilenediamina (NED, Sigma),

Acido perclérico (HCIO4 Sigma)

Protocolo experimental

Se realizaron los siguientes experimentos:

a) Control 1; determinacion de nitritos en el plasma de la sangre venosa del seno
venoso yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipodfisis), y determinacion de
los niveles de glucosa en las sangres venosa y arterial en ratas normales,
bajo las condiciones experimentales de anestesia, respiracion artificial,
temperatura y cateterizacion inicialat =0 min, t =8 min (n = 3) y t =16 min (n
= 3).



b) Control 2; determinacion de la concentracién de nitritos en el plasma de la
sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipdfisis), y
determinacion de los niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas
normales después de la infusién continua de LCRa (5 uL/30 seg) en la CM,
simultdneamente con la inyecciéon de sol.sal. (0.1 mL) en el seno carotideo
circulatoriamente aisladoa (t=0) (n=3),t=8 min (n=3)y t= 16 min (n = 3).

¢) Control 3; determinacion de la concentracién de nitritos en el plasma de la
sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipdfisis), y
determinacion de los niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas
normales después de la infusién continua de LCRa (5 puL/30 seg) en la CM con
estimulacion simultdnea de los RSCC con NaCN (5u/100g en 0.1 mL sol.sal.) en
el seno carotideo circulatoriamente aisladoa (t=0)(n=3),t=8(n=3)yt=16
min (n = 3).

d) Experimental 1; determinacion de la concentracion de nitritos en el plasma de
la sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipdfisis), y
determinacion de los niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas
normales después de la infusidén continua de NPS (300 pg en 5uL de LCRa/30
seg) en la CM, simultaneamente con la inyeccion de sol.sal. (0.1 mL) en el seno
carotideo circulatoriamente aisladoa (t=0) (n=3),t=8 min (n = 3) y t = 16 min
(n =3).

e) Experimental 2; determinacion de la concentracion de nitritos en el plasma de
la sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipdfisis), y
determinacion de los niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas
normales después de la infusidon continua de NPS (300 pg en 5uL de LCRa/30
seg) en la CM, simultaneamente con la estimulacion de los RSCC con NaCN
(5u/100g en 0.1 mL sol.sal.) en el seno carotideo circulatoriamente aislado a (t =
0)(n=3),t=8min(n=3)yt=16 min (n = 3).



f) Experimental 3; determinacion de la concentracion de nitritos en el plasma de
la sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso y determinacion de los
niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas normales después de
la infusién L-NAME (250 pg en 5uL de LCRa/30 seg) en la CM, simultaneamente
con la inyecciéon de sol.sal. (0.1 mL) en el seno carotideo circulatoriamente
aisladoa (t=0)(n=3),t=8min (n=3)yt= 16 min (n = 3).

g) Experimental 4; determinacion de la concentracion de nitritos en el plasma de
la sangre venosa del seno yugular y del tejido nervioso (hipotalamo-hipdfisis), y
determinacion de los niveles de glucosa en la sangre venosa y arterial en ratas
normales después de la infusion L-NAME (250 pg en 5yl de LCRa/30 seg) en la
CM, simultaneamente con la estimulacion de los RSCC con NaCN (5 ug/100 g en
0.1 mL de sol.sal.) en el seno carotideo circulatoriamente aislado a (t = 0) (n = 3),
t=8min(n=3)yt=16 min (n = 3).

Analisis estadistico.

Las comparaciones estadisticas de los promedios entre los datos experimentales y
los basales se realizaron utilizando la prueba de #de Student en muestras no pareadas,
modificada por Cochran y Cox (1962). La comparacion entre grupos se realizd con
analisis de varianza, ANOVA. EIl nivel de la significancia se fij6 a *p<0.05 en ambas
pruebas como se indica en cada figura de resultados. Para facilitar la comparacién
directa entre los grupos experimentales 2 y 4, los datos se expresaron en porcentaje de
su propia basal. . En el resto de los experimentos, los valores de las graficas se
expresaron como valores absolutos de las medias aritméticas; las lineas verticales

representan los valores del error estandar.



RESULTADOS

Experimentos control:

1) Condiciones experimentales.

2) Infusién de LCRa en la CM con sol.sal. en el seno carotideo.
3) Infusién de LCRa en la CM con estimulacién de los RSCC.

En el grupo control 1, con ratas sometidas unicamente a las condiciones
experimentales de anestesia, temperatura, respiracion artificial, y cateterizaciones
iniciales, sin estimular los RSCC ni inyectar en la CM, no se encontraron cambios
significativos en las glucemias arteriales y venosas encefalicas, ni en la retencién de
glucosa cerebral (Figura 11, Tabla 2). Tampoco se produjeron cambios significativos en
las concentraciones de nitritos en el plasma ni en el tejido hipotalamo-hipofisiario cuando

se compararon el control 1y el control 3 (Figuras 14, Tablas 3 y 4).
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Fig. 11. Control 1. Concentracion de glucosa en las sangres arterial (Art) y venosa (Ven) (graf.
superior), y diferencias arterio venosas (a-v) de glucosa cerebral bajo condiciones experimentales (graf.

inferior). Los valores son medias aritméticas + E.S., (#de Student, p<0.05)



LCRa + LCRa + NPS + NPS + L-NAME + L-NAME +
sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN
mg/dL (n=6) mg/dL (n=6) mg/dL (n=6) mg/dL (n=6) mg/dL (n=6) mg/dL (n=6)
0 16.6+2.0 19.0+2.2 27.9+3.1 27.1+£2.0 23.2+2.0 17.7£2.0
8 14.5+2.4 37.4+3.3* 49.2+5.1* 36.7+2.3 23.4+3.0 43.2+2.0*
16 14.6+3.4 33.514.2 46.0£5.4 40.0+4.9 28.0+9.2 46.8+9.2*

TABLA 2.- Retencidn de glucosa por el cerebro en ratas normales anestesiadas segun los protocolos

experimentales.

LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; L-NAME, N-nitro-L-arginina metil éster; NaCN, cianuro de sodio;
NPS, nitroprusiato de sodio; sol.sal., solucién salina.

valores son medias aritméticas + error estandar, *p<0.05 (/de Student).

TABLA 3.- Concentracidn de nitritos en el plasma venoso en ratas normales anestesiadas segun los

protocolos experimentales.

Entre paréntesis, nUimero de animales por experimento.

LCRa + LCRa + NPS + NPS + L-NAME + L-NAME +
Tiempo sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN
min. nmol/mL nmol/mL nnmol/mL nmol/mL nmol/mL nmol/mL
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
4.2.+04 4.2+0.4 4.2+0.4 4.2+0.4 4.2+0.4 4.2+04
5.2+0.6 6.9+1.8* 4.0+0.6 14.3+1.9* 2.3+0.1* 2.3+0.3*
16 6.1+£1.1 3.7+£0.8 5.4+0.7 5.3+0.9 2.5+0.6 2.1+0.3*

LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; L-NAME, N-nitro-L-arginina metil éster; NaCN, cianuro de sodio; NPS,
nitroprusiato de sodio; sol.sal., solucion salina. Entre paréntesis, nimero de animales por experimento. Los valores son

medias aritméticas + error estandar,* p<0.05 (#de Student).



TABLA 4.- Concentracion de nitritos en el tejido hipotalamo-hipofisiario en ratas normales
anestesiadas segln los protocolos experimentales.

LCRa + LCRa + NPS + NPS + L-NAME + L-NAME +
Tiempo sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN sol.sal. NaCN
min nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g nmol/g
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

0 126.5.+3.1 126.5£3.1  126.5+3.1  126.5%£3.1 126.5£3.1  126.5+3.1
8 134.4+9.3 136.4+5.6 88.5+¢5.8  198.0+.22.8* 31.0+3.2* 39.0+3.7*
16 146.8+3.4 141.5£10.1 77.849.4  213.3%14.9* 33.7+2.1* 444157

LCRa, liquido cefalorraquideo artificial; L-NAME, N-nitro-L-arginina metil éster; NaCN, cianuro de sodio; NPS,
nitroprusiato de sodio; sol.sal., solucion salina. Entre paréntesis, nimero de animales por experimento. Los valores son
medias aritméticas + error estandar, *p<0.05 (#de Student).

En el grupo control 2, cuando se infundi6 LCRa (5 uL en 30 seg) en la CM,
simultdneamente con la inyeccién de sol.sal. (0.1 mL) en el SC circulatoriamente aislado,
no se encontraron cambios significativos en las concentraciones de glucosa arterial y
venosa encefalicas, ni en la retencion de glucosa cerebral (diferencias arterio-venosas).
La concentracién de glucosa en la sangre arterial fue de 133.1 + 4.5 mg/dL a t = 0 min
antes de la infusion de LCRa en la CM, y de 133.6 + 8.3 mg/dL a t = 16 min después de
la infusién del LCRa en la CM. La concentracion de glucosa en la sangre venosa fue de
116.5+ 53 mg/dLat=0 miny de 119.2 + 10.8 mg/dL a t = 16 min (Figura 12). La
captacion de glucosa por el cerebro fue de 16.6 + 2.0 mg/dL at =0 min, y 14.6 + 3.4
mg/dL at = 16 min (Figura 12y Tabla 2). En estas mismas ratas, la infusién de LCRa
en la CM sin estimulaciéon de los RSCC produjo un pequefio aumento (no significativo, p
=0.19, f de Studen?) en la concentracion de los nitritos en el plasma desde 4.2 + 0.4
nmol/mL en t = 0 min hasta 6.1 + 1.1 nmol/mL en t = 16 min (Figura 14). Con relacién a
la concentracion de nitritos en el tejido hipotalamo-hipofisiario también se observé un
aumento pequefio (no significativo, p = 0.27, fde Student) desde 126.5 + 3.0 nmol/g en t
= 0 min hasta 146.8 £ 3 4 nmol/g at = 6 min (Figura 14)
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Fig.12. Infusién de liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) en la cisterna magna (CM) en forma simultanea con
la inyeccién de solucion salina (sol.sal.) en el seno carotideo circulatoriamente aislado (SC); graf.superior,
glucemias arterial (Art) y venosa (Ven); graf. inferior, diferencias arterio-venosas (a-v) de glucosa cerebral. Los

valores son medias aritméticas + E.S., ( p < 0.05, fde Student).

En el grupo control 3, la estimulacién de los RSCC con NaCN (5 ug/100g en 0.1mL
de sol.sal.) inyectado en el SC circulatoriamente aislado en ratas normales anestesiadas,
produjo incrementos significativos en las glucemias arterial y venosa encefalicas asi
como en la captacion de glucosa por el cerebro (p = 0.0001 en t = 8 min) (Figura 13). El
aumento en la concentraciéon de glucosa fue mayor en la sangre arterial que en la venosa
(Figura 13 y Tabla 2). La concentracion de glucosa en la sangre arterial aumenté de
147.0 £ 3.6 mg/dL en t = 0 min a 261.7 £ 20.2 mg/dL en t =1 6 min después de la

inyeccion de NaCN (p = 0.01, ¢ de Student), mientras que en la sangre venosa el

aumento de la concentracién de glucosa fue de 126.0 + 3.5 mg/dL en t = 0 min y de
0.006, ¢de
Student) (Figura 14). La retencion de glucosa en estas ratas se elevo significativamente

desde 19.0 £ 2.2 mg/dL hasta 37.4 £ 3.3 ent= 8 min (p= 0.0009, fde Student).

202.5 £ 6.8 mg/dL en t = 16 min después de la inyecciéon de NaCN (p
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Fig. 13. Infusién de liquido cefalorraquideo artificial (LCRa) en la cisterna magna (CM) en forma simultanea con
la inyeccion de cianuro de sodio (NaCN) en el seno carotideo circulatoriamente aislado (SC). A, glucemias
arterial (Art) y venosa (Ven). B, diferencias arterio-venosas (a-v) de glucosa cerebral. Los valores son medias
aritméticas + E.S., (*p<0.05, fde Student).

En estas mismas ratas, la estimulacion de los RSCC produjo aumentos
significativos de los nitritos en el plasma, obteniéndose los siguientes valores: 4.2 + 0.4
nmol/mLat=0min, 6.9+ 1.8 nmol/mLat=8 min p=0.003y 3.7+ 0.8 nmol/mLat=16
min en el plasma venoso; en el tejido hipotalamo-hipofisiario los valores de nitritos
fueron: 126.5 + 3.1 nmol/g a t = 0 min, 136.4 £+ 5.6 nmol/g at =8 min y 141.5 + 10.1
nmol/g a t = 16 min (Figura 14).
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grupos controles: C1, condiciones experimentales sin infusién de drogas; C2, inyeccion de sol.sal. en el
seno carotideo circulatoriamente aislado (SC) y LCRa en la cisterna magna (CM); C3, estimulacion de
los RSCC con cianuro de sodio (NaCN) (5u/100 g en 0.1 mL de sol.sal.) en el SC, simultaneamente con

la infusion de LCRa en la CM. Los valores son medias aritméticas £ E.S., (p<0.05, fde Student).

Estimulacion de los RSCC simultaneamente con la inyeccién de nitroprusiato de
sodio (NPS) en la CM.

Cuando se infundi6 el donador de NO (NPS) (300 pg en 5 yL de LCRa) en la CM solo,
es decir, sin estimular los RSCC con NaCN, se observd que el donador por si solo
produjo un aumento significativo en la glucemia arterial a los t = 8 min (o = 0.00000003)
y a los t = 16 min postinfusion (p = 0.009, fde Student), mientras que en la glucemia
venosa se observé un aumento significativo en t = 8 min (p = 0.000003, #de Student) y
ent= 16 min (p = 0.0007, fde Student) después de la infusion (Figura 15). Del mismo
modo, la retencion de glucosa cerebral aumento significativamente desde t = 0 min, 27.9
+ 3.1 mg/dL hasta 49.2 + 5.1 mg/dL en t = 8 min postinfusion (0 =0.00001, #de Student)
(Figura 15y Tabla 2). En estas mismas ratas, el NPS no modificé la concentracion de
nitritos en el plasma, solo se presenté un pequefio aumento (no significativo, p = 0.36)
desde 4.10.4nmol/mL en = 0 min a 5.4.0.7nmol/mL en t =1 6 min después del NPS
(Figura 17, Tabla 3)



Con relacién a la concentracion de nitritos en el tejido hipotalamo-hipofisiario, tampoco
se obtuvieron cambios significativos (Figura 17, Tabla 4).

La estimulaciéon de los RSCC con NaCN, simultdneamente con la infusién de NPS (300
Mg en 5uL de LCRa) en la CM produjo un aumento significativo en las glucemias arterial
(o =0.0000003 at=8 minyde p=0.00001 at= 16 min) y venosa (p=0.001at=8
min y de p = 0.00002 a t = 16 min, fde Student). La concentracion de glucosa en la
sangre arterial aumenté de 139.0 £ 7.7 mg/dL ent=0 min a 199.5 £+ 5.8 mg/dL ent=8
min después de las inyecciones de NaCN en el SC circulatoriamente aislado mas la
administraciéon del NPS; en la sangre venosa el aumento de la concentracion de la
glucosa fue de 113.0 £ 94 mg/dL en t = 0 min a 158.25 £ 1.8 mg/dL en t = 8 min
después de las inyecciones (p<0.05,) (Figura 15A). Sin embargo, en la retencion de la
glucosa cerebral se observd un pequefio aumento no significativo (p=0.1 y p=10.07, at= 8 min
y t = 16 min respectivamente). Los valores en la retencion de glucosa por el cerebro se
incrementaron desde 26.0 = 1.7 mg/dL en t = 0 min hasta 38.5 + 8.1 mg/dL en t = 16 min +
(Figura 16 y Tabla 2). Estos resultados indican que el NPS bloquea el efecto de la estimulacion
de los RSCC sobre la retencion de glucosa por el cerebro en ratas. En estos experimentos la
estimulacion de los RSCC produjo también un aumento significativo, tanto en la concentracion de
nitritos en el plasma como en el tejido. En el plasma, los nitritos se elevaron desde 4.2 + 0.4
nmol/mL en t = 0 min hasta 14.3 £ 1.9 nmol/mL en t = 8 min. Para su comparacion, en la Figura
17 presentamos estos resultados con los obtenidos en el grupo control 3, cuando se estimularon
los RSCC, so6lo en presencia de LCRaen CM (p=0.03 at=8 miny p =09 at= 16 min,
ANOVA). Con relacion a la concentracion de nitritos en el tejido hipotdlamo-hipofisiario los
valores obtenidos fueron de 126.5 + 3.1 nmol/g en t = 0 min hasta 198.0 = 22.8 nmol/gen el t=8
min y 213.3 = 14.9 nmol/g en el t = 16 min, apreciandose cambios significativos con respecto al
comportamiento del grupo control 3 (p =0.03 at=8 miny p = 0.04 at= 16 min, ANOVA)
(Figura 17).
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Fig. 15. Nitroprusiato de sodio (NPS) en la cisterna magna (CM) simultaneamente con la inyeccién de solucion
salina (sol.sal) en el seno carotideo circulatoriamente aislado (SC). Graf. Superior, glucemias arterial (Art) y
venosa (Ven); graf. Inferior, diferencias arterio-venosas (a-v) de glucosa cerebral después de la inyeccion de
solucion salina (sol.sal) en el SC mas NPS en la CM. Los valores son medias aritméticas £ E.S (p < 0.05, tde

Student).. Los valores reales de p. se encuentran en la parte correspondiente del texto.
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Fig.16. Estimulacion de los RSCC con cianuro de sodio (NaCN) en el SC en forma simultanea con la infusion
de nitroprusiato de sodio (NPS) en la cisterna magna (CM). Graf superior, glucemias arterial (Art) y venosa
(Ven); graf inferior, diferencias arterio-venosa (a-v) de glucosa cerebral. Los valores son medias aritméticas +

E.S., (p <0.05, tde Student). Los valores reales de p. se encuentran en la parte correspondiente del texto.
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Fig. 17. A) Concentraciones de nitritos en el plasma venoso, y B) en el tejido hipotalamo-hip6fisis después de



la estimulaciéon de los RSCC con cianuro de sodio (NaCN) (5 ng/100g), simultaneamente con la infusién de
nitroprusiato de sodio (NPS) en la CM. Para su comparacién el grupo control 3. Los valores son medias

aritméticas + E.S., *p<0.05, ANOVA. Los valores reales de p. se encuentran en el texto.

La comparacion de los dos grupos con infusién de NPS en la CM, con y sin
estimulacion de los RSCC, nos permitié ver diferencias significativas s6lo en el grupo
que recibio la estimulacién de los RSCC, tanto en las concentraciones de los nitritos en
el plasma (p=0.02 a t = 8 min), como en el tejido hipotalamo-hipofisiario (» = 0.01 a t =
8 minyat=16 min) (Figura 18A y B).
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Fig. 18. Comparacion entre los resultados obtenidos con NPS + sol.sal y NPS + NaCN. (A) Concentraciones
de los nitritos en el plasma venoso y, B) en el tejido hipotalamo-hipofisiario después de estimular los RSCC con
cianuro de sodio (NaCN) (5 ug/100 g) en presencia de un donador de NO (NPS) en la cisterna magna (CM).
Para su comparacién se muestran los resultados obtenidos en las ratas sin estimulacion de los RSCC. Los
valores son medias aritméticas + E.S., *p<0.05, ANOVA. Los valores reales de p. se encuentran en la parte

correspondiente del texto.



Estimulacion de los RSCC simultaneamente con la inyeccidon de N-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) en la CM.

Cuando se infundié el inhibidor de NO (L-NAME) (250 pug/ en 5 uL de LCRa) en la
CM sin estimular los RSCC, no se observaron cambios significativos en las glucemias
arterial y venosa, ni en la retencion de glucosa cerebral (Figura 19, Tabla 2). En estas
mismas ratas, la concentracion de nitritos en el plasma mostrd una disminucién
significativa (p =0.02 at=8 miny p= 0.06 at =16 min, fde Student). Los niveles de
nitritos descendieron significativamente desde 4.2 £ 0.4 nmol/mL en t = 0 min hasta 2.3.+
0.1nmol/mL en t = 8 min (p = 0.02 #de Student) después de la infusion de L-NAME en
CM (Figura 21A, Tabla 3). Los niveles de nitritos en el tejido hipotalamo-hipofisiario
descendieron desde 126.5 £ 3.1 nmol/g en t = 0 min hasta 31.0 + 3.2 nmol/g en t=8 min
(p =0.0000007) y hasta 33.7 + 2.1 a t = 16 min (p = p=0.000001, # de Student) (Figura
21B, Tablas 4).
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Fig. 19. Infusiéon de L-NAME en la cisterna magna (CM) simultaneamente con la inyeccion de sol.sal. en el
seno carotideo circulatoriamente aislado (SC). Graf. superior, glucemias arterial (Art) y venosa (Ven); graf.
inferior, diferencias arterio-venosas (a-v) de glucosa cerebral. Los valores son medias aritmética + E.S.

(#de Student) Los valores reales de p aparecen en el lugar correspondiente del texto.



La estimulacién de los RSCC simultaneamente con la infusién de L-NAME (250 en 5uL
de LCRa) en la CM produjo un aumento significativo en la glucemia arterial at = 8 min (p
= 0.00004) y at= 16 min (p = 0.006 fde Student). La concentracion de glucosa en la
sangre arterial aument6 de 150.2 £+ 2.0 mg/dLent=0min a 181.9+ 3.6 mg/dLent =8
min después de la inyeccion de NaCN en el SC circulatoriamente aislado. En la sangre
venosa, el aumento en la concentracion de la glucosa fue de 132.8 6.1 mg/dL ent=10
min a 142.1 + 2.4 mg/dL en t = 8 min después de la inyeccion (p = 0.2) (Figura 20).
También se observd un aumento significativo en la retencion de glucosa cerebral desde
17.4 + 1.7 mg/dL en t = 0 min hasta 39.8 + 2.7 mg/dL en t = 8 min (p = 0.000003, /de
Student) y de 46.8 + 9.1 mg/dL en t = 16 min (0 = 0.0005, fde Student) (Figura 20).
Estos resultados indican que el L-NAME aumenta el efecto de la estimulacién de los
RSCC sobre la retencion de la glucosa por cerebro en ratas. En estos experimentos la
estimulacion de los RSCC produjo una disminucion significativa en la concentracién de
nitritos en el plasma cuando se compararon con el grupo control 3 (p= 0.003 a t = 8 min,
ANOVA). Los valores de nitritos descendieron desde 4.2 £ 0.4 nmol/mL en t = 0 min
hasta 2.3 £ 0.3 nmol/mL ent=8 miny 2.1 £ 0.3 nmol/mL ent =1 6 min (Figura 21A,
Tabla 3). La concentracién de nitritos en el tejido hipotalamo-hipofisiario disminuyo
significativamente cuando se compararon con el grupo control 3 (o = 0.000004, at =8
min y p = 0.00005, a t = 16 min, ANOVA). Los valores de nitritos descendieron desde
126.5 £ 3.7 nmol/gent=0 min hasta39.0+3.7ent=8 miny44.4 + 57 nmol/gen t =
16 min (Figura 21B, Tabla 4).
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Fig. 20. Estimulacion de los RSCC con cianuro de sodio (NaCN) en el seno carotideo circulatoriamente
aislado (SC) en forma simultanea con la infusion de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) en la cisterna
magna (CM). Graf. superior, glucemias arterial (Art) y venosa (Ven); graf. inferior, diferencias arterio-
venosas (a-v) de glucosa cerebral. Los valores son medias aritméticas + E.S., *p<0.05, fde Student. Los

valores reales de p. se encuentran en la parte correspondiente del texto.
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Fig. 21. A) Concentraciones de nitritos en el plasma, y B) en el tejido hipotdlamo-hipofisiario después de la

estimulaciéon de los RSCC con NaCN en el seno carotideo circulatoriamente aislado (SC), simultaneamente
con la infusiéon de un inhibidor del NO (L-NAME). Para su comparaciéon se presentan los valores del grupo
control 3. Los valores son medias aritméticas + E.S. *p < 0.05, ANOVA. Los valores reales de p aparecen en

el lugar correspondiente del texto.

Al comparar los dos grupos con infusion de L-NAME en la CM, con y sin
estimulacion de los RSCC, no se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de los nitritos, tanto en el plasma, como en el tejido hipotalamo-
hipofisiario (Figura 22A y B). En ambos grupos se observé una disminucion de la
concentracion de nitritos en los t = 8 min y t = 16 min con respecto a los correspondientes

valores basales.
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Fig. 22. Concentraciones de nitritos en el plasma venoso (A) y en el tejido hipotalamo-hipofisiario (B)
después de la infusiéon de L-NAME+NaCN en CM. Para su comparaciéon, se muestran los resultados
obtenidos después de la infusion de L-NAME en la CM sin la estimulacion con NaCN. CM, cisterna magna;
NaCN, cianuro de sodio; L-NAME, N-nitro-L-arginina metil éster. Los valores son medias aritméticas + E.S.

p£>0.05, ANOVA. Los valores reales de p aparecen en el lugar correspondiente del texto.



Al comparar las retenciones de glucosa cerebral (convirtiendo los datos en
porcentajes de sus respectivas basales), entre los grupos NPS + NaCN, L-NAME+NaCN
y LCRa+NaCN se observé un aumento significativo solo en el grupo de L-NAME + NaCN
at=8min (p=0.049, ANOVA)yat=16 min (p= 0.016, ANOVA) con respecto al grupo
control 3. EIl grupo que recibié el NPS disminuyd la retencion de glucosa por el cerebro
de manera significativa solo en el t = 8 min (p = 0.01 a t = 8 min, ANOVA) en

comparacién con el grupo control 3 (Figura 23).
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Fig. 23. Comparacién de las retenciones de glucosa cerebral entre el grupo LCRa+NaCN con los grupos L-
NAME+NaCN y NPS+NaCN. NaCN, cianuro de sodio; SC, seno carotideo circulatoriamente aislado. Para su
comparacion, los valores se expresaron en porcentajes con respecto a su basal (t = 0 min) £+ ES. La
comparacion entre los grupos se hizo por ANOVA, *p<0.05. Los valores reales de p aparecen en el lugar

correspondiente del texto.
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Fig. 24. Comparacion entre las concentraciones de nitritos en el plasma venoso (A), y en el tejido hipotalamo-
hipofisiario (B) entre los grupos LCRa + NaCN; NPS + NaCN y L-NAME + NaCN. CM, cisterna magna; NaCN,
cianuro de sodi; SC, seno carotideo circulatoriamente aislado. Los valores se presentan en promedios + E.S.,

*p<0.05, ANOVA. Los valores reales de p aparecen en el lugar correspondiente del texto.

Cuando se compararon los valores obtenidos en las concentraciones de nitritos
en el plasma venoso y en el tejido hipotalamo-hipofisiario ante la estimulacion de los
RSCC, entre los grupos que recibieron LCRa (control 3), un donador (NPS) o un
inhibidor del NO (L-NAME) en la CM, se encontré una disminucion significativa en las
concentraciones de nitritos tanto en el plasma (p= 0.03 a t = 8 min, ANOVA) como en el
tejido (p = 0.00004 at=8 miny p=0.0005at=16 min, ANOVA) en las ratas con L-
NAME con respecto al control 3. En cambio, en las ratas con NPS se encontré un
aumento significativo en las concentraciones de nitritos tanto en el plasma (p=0.02 at =
8 min, ANOVA) como en el tejido (p=0.03at=8miny p=0.04 at=16 min, ANOVA)
con respecto al control 3 (Figura 24A y B).



DISCUSION

En este trabajo se estudiaron los efectos de la estimulacién de los receptores seno-
cuerpo carotideo (RSCC) en la homeostasis de la glucosa en ratas anestesiadas,
analizando la participaciéon del NO, como posible neurotransmisor, en el reflejo de la
retencion de glucosa por el SNC en respuesta a la inyeccion de NaCN en el seno
carotideo temporalmente aislado de la circulacion general (SC). En forma paralela, se
determinaron: concentraciones de glucosa en la sangre, diferencias a-v de glucosa
cerebral (retencion de glucosa por el cerebro), niveles de nitritos en el plasma y en el
tejido hipotalamo-hipofisiario.

De acuerdo con los resultados del grupo control 1, en el que las ratas se
mantuvieron solo en las condiciones experimentales de anestesia, respiracion artificial,
temperatura y cateterizacion inicial, no se observaron cambios significativos en las
variables estudiadas; los niveles de glucosa y de nitritos permanecieron estables durante
el tiempo de medicién (t = 8 min y t = 16 min). En el grupo control 2, cuando las ratas
recibieron solo una infusion de LCRa en la CM sin estimular los RSCC, tampoco se
observaron cambios significativos en las variables antes citadas. Por el contrario, en las
ratas del grupo control 3, cuando se practicé la estimulacion de los RSCC con NaCN,
simultineamente con una infusibon de LCRa en la CM, se observé un aumento
significativo tanto en la concentracién de la glucosa arterial, como en la retencion de
glucosa por el cerebro. Los niveles de los nitritos en el plasma y en el tejido hipotalamo-
hipofisiario también mostraron un aumento significativo con respecto a su basal, aunque
en el tejido el incremento no fue significativo. Estos resultados confirmaron la
participacion de los RSCC en la homeostasis de la glucosa (Alvarez-Buylla y Alvarez-
Buylla, 1990; Montero, 1993; Montero y col., 2000; Cadenas, 2003).

Los efectos del NaCN en el SC se deben atribuir a la estimulacion de los
quimiorreceptores del CC (Eyzaguirre y Zapata, 1984) ya que la dosis utilizada de NaCN
no estimula a los barorreceptores (Alvarez-Buylla, 1954). El NaCN indujo una anoxia

histotoxica en las células tipo 1 o glémicas del CC, simulando un efecto hipdxico



De acuerdo a lo reportado en la literatura, este efecto conlleva a una disminucién en la
corriente saliente rectificadora de K*, despolarizando la membrana de las células del CC,
y esta despolarizaciéon consecuentemente activd los canales de ca* dependientes de
voltaje (Stea y Nurse, 1991), con aumento del Ca?* intracelular (Sato, Ikeda, Yoshizaki y
Koyano, 1991), induciendo la liberacibn de ACh por exocitosis y la consiguiente
excitacion de las fibras del nervio del seno carotideo (Acker, 1994). Se han identificado
varios neurotransmisores en las células del glomus que se liberan en respuesta a la
hipoxia, pero los principales son la ACh como trasmisor excitador y la DA como inhibidor
(Bairam y Lajeunesse, 2003); desconocemos el papel que juegan dichas sustancias en la
transmision sensorial (Prabhakar, 2000). La informacion aferente, procedente de los
receptores arteriales, viaja por el nervio del seno carotideo hasta el NTS (Chen y col.,
1994), que constituye el sitio del SNC encargado de recibir las aferencias

quimiorreceptoras arteriales, asi como otras aferencias viscerales (Suzuki, Nishina,

Nakamura, Maruyama., 2004). Las neuronas de este nucleo participan en la generacion

de sefiales para obtener reflejos glucémicos, cardiovasculares, respiratorios, etc., como
resultado de la activacion de los aferentes periféricos antes citados (Jordan y Spyer,
1986). Los CC son drganos sensores que detectan cambios, principalmente en los
niveles de oxigeno en la sangre arterial que los irriga, sin embargo, los trabajos de de
Alvarez-Buylla y col. (1975; 1988, 1997 y 1994) demostraron que los RSCC también son
sensibles a los cambios en la glucosa local, y responden al estimulo hipdxico o
hipoglucémico con un reflejo de hiperglucemia de corta latencia. Mas recientemente, los
trabajos de Pardal y Lopez-Barneo (2002) mostraron en preparaciones del CC in vitro,
que la disminucién en la concentracion de glucosa del bafo produce una activacion
simpatica, dependiente de la entrada de Ca®" extracelular y simultanea a la inhibicién de
los canales de K*.

La importancia de estudiar los cuerpos carotideos (considerados por Prabhakar y
col. en 1994 como un cerebro en miniatura) radica en su localizacion especifica a la
entrada de la circulacion cerebral; los convierte en sensores estratégicos a los cambios

energéticos esenciales para la respiracion cerebral (Alvarez-Buylla y col., 1997).
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Por este motivo, es importante mantener las concentraciones de los sustratos
energéticos dentro de limites adecuados y estrechos ya que constituyen la base de
funciones cerebrales fundamentales, como la memoria y el aprendizaje (Hoyer, 2003;
Salinas y Gold, 2005).

En los ultimos afios, se sugiere que el NO puede participar, también, como un
transmisor excitatorio o un modulador quimico en el CC. EI NO interviene en la
desregulaciéon del Ca* citosdlico en neuronas cerebelares durante una falta combinada
de glucosa/oxigeno (Mei, Chi, Trump y Eccles, 1996), y como era de esperar, la enzima
NOS se encuentra en forma abundante en el SNC. La nNOS, localizada en las fibras
sensoras del ganglio petroso, actua como un inhibidor ténico en la quimiorrecepcion
hipéxica (Prabhakar, Pieramici, PremKumar, Kumar y Kalaria, 1996). Sin embargo, a
pesar de la importancia de los mecanismos centrales (NTS) y periféricos (cuerpos
carotideos), responsables de la regulacién neuroendocrina, cardiovascular, respiratoria,
etc. (Yamaguchi y Hama 2003), éstos no estan bien estudiados. La relacion NO/O»
puede jugar un papel fisiolégico crucial en la sensibilidad al oxigeno, como lo han
sugerido trabajos anteriores, que demuestran un papel importante del NO en la
homeostasis de la glucosa en ratas (Tong y col.,, 1997). Particularmente, la nNOS es
muy abundante en las terminales del sistema hipotalamo-neurohipofisiario, en la
neurohipéfisis, en el NTS y en otras estructuras del SNC. Las concentraciones basales
del NO, y por lo tanto, sus efectos bioldégicos son dificiles de determinar con precision,
dada la alta velocidad de formacion, descomposicion y difusién. En efecto, en
condiciones de normoxia la vida media del NO es de 30 seg y su distancia de difusion
radial de 540 uym (Kelm y Schrader, 1988). Las concentraciones utilizadas en
experimentos /n vifro varian considerablemente de las que pueden encontrarse in vivo,
incluyendo los CC (Kelm, 1999; Schulz, Kelm y Heusch, 2004). En el plasma las
concentraciones encontradas por otros autores varian desde 7.0 hasta 19.0 nmol/mL,
mientras que en los tejidos periféricos las concentraciones varian desde 0.5 nmol/g hasta
50 nmol/g (Brown, 1999; Kelm, 1999; Portilla, 2005). En nuestros resultados los rangos
de la concentracién de nitritos en el plasma en condiciones basales variaron desde 3.1
hasta 5.5 nmol/mL, mientras que en el tejido nervioso variaron desde 119 hasta 133

nmol/g.



La especificidad del NO estaria dada, entonces, por los receptores localizados en
distintos elementos neurales incluidos en su espacio de difusién (Fernandez y cols.,
1999). Las comparaciones del NO tanto en el plasma como en el tejido hipotalamo-
hipofisiario, se hicieron en valores absolutos, observandose claras diferencias ante los
tratamiento aplicados (NPS y L-NAME). La estimulacion de los RSCC con NaCN (control
3), por si sola, elevo significativamente los niveles de nitritos en el plasma 8 min después
de la aplicacion del estimulo andxico, y la comparacion con los otros dos grupos
controles dio diferencias significativas. Aunque los niveles de nitritos en el tejido
hipotalamo-hipofisiario no se elevaron significativamente cuando se compararon con su
basal o con los otros grupos controles. Es probable que la duraciéon del estimulo
anoxico, y el corto tiempo de muestreo para detectar la expresiéon de las NOS (Kelm y
Schrader, 1988), sea la causa de que las concentraciones de nitritos en el tejido
hipotalamo-hipdfisis después de la inyeccion de LCRa en CM y de la estimulacion de los
RSCC con NaCN, no fueran significativas. Los resultados de este trabajo concuerdan
con los obtenidos por lturriaga y col. (2000) y otros (Tuzgen, Tanriover, Uzan, Tureci,
Tanriverdi, Gumustas, y Kuday, 2003), que observan un incremento de nitritos sélo en el
inicio de la hipoxia y que pueden caer durante los 5 min después de la hipoxia cerebral,
como se observo en este trabajo. Es posible que este aumento de los nitritos en el
plasma del grupo control 3, sea indicativo de la activaciéon de la iINOS en las ratas
anestesiadas después de la estimulacion de los RSCC. Se sabe que ante la hipoxia
central y/o periférica en las ratas, se estimula la expresion de genes de la nNOS,
incrementandose consecuentemente la produccion de NO en las neuronas periféricas y
centrales (Prabhakar y col., 1996; Shibata y col., 1996). Estudios mas recientes (Hai-lei y
Hai-feng, 2005) apoyan estos ultimos resultados, al encontrar que la activacién de la
INOS y nNOS contribuye a la hipoxia intermitente para prevenir el dafo por
isquemia/reperfusion, es decir se produce un aumento en los nitritos en el tejido cerebral

durante la isquemia.



Estimulacion de los RSCC con NaCN en el seno carotideo circulatoriamente
aislado, simultaneamente con la infusién de NPS en |la CM

Los niveles de glucosa en la sangre periférica y central, se controlan, en parte,
dentro del propio SNC, integrando la informacion que se inicia en los receptores
periféricos (Alvarez-Buylla 1988, Frohman, 1983; Niijima, 1986). No se conoce alin qué
mediador participa en la captacion de glucosa por el cerebro. En la bibliografia
consultada se encuentran divergencias en cuanto al papel que juega la insulina en la
captacion cerebral de glucosa, pero todos los autores coinciden en senalar que la
insulina no interviene en la captacion de glucosa por la astroglia (la fuente mas
importante de glucosa en el cerebro) (LeMay Gehua, Zelenok, y D'Alcey, 1998;
Hasselbalch y col., 1999; Seaquiest, Damberg, Tkac y Gruetter, 2001; Tanaka, Nakatani,
Morioka, Urakawa, Maruyama, Kitagawa, Katsuki, Araki,.Sasaki, Hori, Gabazza, Yano,
Wada, Nobori, Sumida, Adachi, 2003; Porte y col., 2005). Alvarez-Buylla y col. (2003)
encuentran un aumento en la captacién de glucosa por el cerebro en ratas y perros
después de perfundir la CM con el LCR proveniente de perros post-estimulacion del CC
con NaCN vy, proponen la existencia de una sustancia activa en el LCR, que participa en
el metabolismo cerebral. Con estos antecedentes nos planteamos la posibilidad de que
el NO pudiera estar involucrado en el aumento de la captacién de glucosa por el cerebro
después de la estimulacion RSCC con NaCN. Un donador de NO como es la
nitroglicerina (NG) infundido en la CM de ratas no estimuladas con NaCN, produce un
aumento significativo en la captacion de glucosa por cerebro, semejante al que se
presenta en las ratas con estimulacion de los RSCC con NaCN sin infusion de NG en la
CM (Cadenas y col., 2006, Montero y col, 2006). Los resultados anteriores fueron
confirmados en este trabajo cuando el NPS infundido en la CM de ratas anestesiadas sin
estimulacion de los RSCC, produjo un aumento en la captacién de glucosa cerebral sin
cambios significativos en los niveles de nitritos en el plasma ni en el tejido hipotalamo-
hipofisiario, probablemente debido a que los experimentos se realizaron durante la
normoxia, y a que el tiempo de muestreo fue corto para la expresion de la INOS,
fundamentalmente. Chapman y Wideman (2006) tampoco encuentran incrementos de

los nitritos después de la inyeccion intravenosa de NPS.



En otros trabajos se encuentra un incremento de vasopresina en plasma después de una
inyecciéon ICV de un donador de NO (Yamaguchi y Hama, 2003), que eleva los niveles
sistémicos de glucosa por glucogenolisis hepatica (Hems y col., 1978); estos hechos
podrian explicar, en parte, los resultados sobre el aumento de la glucemia y de la
captacion de glucosa por el cerebro obtenidos aqui. El incremento en la retencién de
glucosa por el cerebro por efecto del NPS en la CM se puede explicar, también, por el
incremento en la traslocacion e induccién de transportadores a la glucosa en el propio
cerebro producidos por el NO. Trabajos recientes indican que el NO interviene en las
vias metabdlicas, que participan en la captacién de glucosa y en la translocacion de los
GLUT, por medio de la proteincinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK) (Li y
col.,, 2004). Los derivados de la adenina como el adenosin monofosfato (AMP) son
compuestos clave en los procesos de captacion y traspaso de energia y por lo tanto en la
regulacion del metabolismo celular. En efecto, se sabe que en el musculo cardiaco, la
AMPK participa en el transporte de glucosa con la interaccién de las vias nitrinérgicas
activando la NOS (Rutter, Da Silva Xavier y Leclerc, 2003). Sin embargo, la forma en
que la NOS modula la captacién de glucosa y la translocacién de los GLUT es incierta.
El estudio del papel del AMPK en relacion con el SNC, y su capacidad para detectar
cambios en los niveles de glucosa, apenas esta en sus inicios; en algunos nucleos
hipotalamicos como el paraventricular y el arcuato, se ha visto cierta analogia con el
musculo cardiaco, pero la interaccion de las astroglias vecinas hace que el problema sea
mas complejo. Sera necesario estudiar los cambios en la actividad de la AMPK en
respuesta a la variacion en los niveles de glucosa en el SNC, y relacionarlos con sus
blancos moleculares. EL NO aumenta la glucdlisis en el SNC, y con ello la necesidad de
captar glucosa a través de los transportadores. Ademas, se sugiere que el NO tiene un
efecto semejante al de la insulina, porque aumenta el numero de transportadores a la
glucosa (GLUT3, que no se encuentran en condiciones normales y de GLUT1,
constitutivos en astrocitos), estimulando el transporte de glucosa tanto en el cerebro
(Cidad y col., 2001; Almeida y col., 2002) como en el musculo (Higaki y col., 2001; Balon
y Nadler, 1997; Young y col, 1997).



Se explicaria asi el incremento en la retencion de glucosa por cerebro observado
en nuestros experimentos después de la infusion del donador de NO, con el consiguiente
efecto neuroprotector en condiciones de hipoglucemia por isquemia cerebral (Bolanos y
Almeida, 1999; Cidad, Garcia-Nogales, Almeida y Bolanos, 2001; Almeida y col., 2002).
Como el NO induce la excitacidon quimiosensora durante la normoxia (lturriaga y col.,
2000), puede ser importante para la regulacion fisioldgica del metabolismo energético.
En la mitocondria se producen cantidades significativas de NO para regular su propia
respiracion (Giulivi, 1998), pero no hay evidencias definitivas que muestren que el NO
regule la respiracion mitocondrial (Brown, 1999; Ghafourifar y Cadenas, 2005). Otro
mecanismo posible para explicar el efecto del NO sobre el aumento en la retencion de
glucosa por el cerebro podria ser el EDRF, que causaria un aumento en el flujo
sanguineo cerebral y por consiguiente, retencion de glucosa (Bolanos y Almeida, 1999;
Mandala, Heppner, Bonev y Nelson, 2007). Sin embargo, este mecanismo no es tan
claro en el cerebro como en el musculo esquelético (Higakiy col., 2001). Es posible que
durante la normoxia, la infusion de NPS en CM, sin la estimulacion de los RSCC,
produzca hipoxia con retencibn compensadora de glucosa por el cerebro en forma
semejante a lo observado por lturriaga y cols. (2000), que encuentran una excitacion
quimiosensora durante la normoxia después de administrar NPS en el CC. En trabajos
anteriores se observa que el NPS ICV produce una rapida y marcada elevacion de AVP
en el plasma (Yamaguchi y Hama, 2003), hormona que puede operar como
neurotransmisor, o como liberador de neurotransmisores activando vias de sefales
intracelulares, que activarian las funciones neuronales y el consumo de glucosa
(Kuriyama y Ohkuma, 1995), es decir la retencién de glucosa por cerebro. Seria
interesante, en futuros experimentos, estudiar el paralelismo ente NPS, secrecion de
AVP y retencién de glucosa por el cerebro.

Los donadores de NO participan, también, en la formacion de peroxinitritos,
posibles mediadores en los efectos del NO sobre la retencion de glucosa en el cerebro.
Algunos autores muestran que los peroxinitritos participan en la vasoconstriccion cerebral
prolongada (Elliott, Lacey, Chilian y Brezezinska, 1998) y cardiaca (Zou y Bachschmid,

1999) en experimentos de reperfusion con hipoxia-reoxigenacion.



Durante la reperfusion se incrementa el aporte de O, y la produccién de NO,
excediendo la capacidad de la mitocondria para reducir el O, hasta agua, produciéndose
el anién superoxido (O2) que reacciona con el NO para formar peroxinitritos (ONOQO").
Estos radicales libres son pro-oxidantes, inhibidores irreversibles de la funcion
mitocondrial que danan a las proteinas, los lipidos y el DNA, y llevan a la muerte
neuronal (Bolanos y Almeida, 1999). Es posible que los ONOO", actuando como
vasoconstrictores, se opongan al efecto vasodilatador del NO y participen en el efecto
excitatorio del donador de NO sobre la quimiorrecepcion del CC en la normoxia. El
efecto vasoconstrictor sélo tiene lugar en altas concentraciones de ONOQO", mientras que
la vasodilatacion ocurre a bajas concentraciones. En el primer caso, los niveles altos de
ONOO" producen inhibicion de los complejos enzimaticos I, Il y IV de la mitocondria,
dafiando la membrana mitocondrial, con despolarizacion y liberacién de Ca®* (Cassina y
Radi, 1996; Brown, 1999; Ghafourifar y Cadenas, 2005). EIl NO inhibe la respiracion
mitocondrial a diferentes niveles reduciendo el consumo de O,. Otros mecanismos como
la nitrosilacion, la oxidacion de tioles de las proteinas, y la remocion de hierro de los
nucleos hierro-sulfuro pueden también explicar los efectos del NO sobre la cadena
respiratoria (Brown, 1999; Ghafourifar y Cadenas, 2005). Es posible que las
concentraciones de NO liberado por los donadores del NO en estos experimentos (NPS,
300 ug en 5 uL de LCRa) puedan alterar la cadena del transporte de electrones vy la
fosforilacion oxidativa de las mitocondrias de las células del cerebro en forma semejante
a lo descrito por lturriaga y col. (2000) en las células del glomus utilizando la misma dosis
de NPS. Todas estas observaciones hablan del papel crucial que tiene el NO sobre la
quimiorrecepcion hipdxica.

Por el contrario, las ratas con estimulacién de los RSCC acompafadas con la
infusién de NPS en la CM, no produjeron efectos significativos sobre los niveles de
glucemia arterial y venosa, ni en la retencion de glucosa cerebral. Sin embargo, como
era de esperarse, las concentraciones de nitritos en el plasma y en el tejido hipotalamo-
hipofisiario se elevaron significativamente (Figura 17, Tablas 3 y 4), lo que sugiere que
el efecto del NO antagonizé el efecto andxico sobre la captaciéon de glucosa por el

cerebro.



En efecto, en presencia de hipoxia, los donadores de NO hacen que no se detecte
la falta de O,, ya que el O, del NO se utiliza como energético en la cadena respiratoria
(Brown, 1999). La produccion del NO se eleva en respuesta a la administracion del
donador clasico del NO (L-arginina) y disminuye en presencia de un inhibidor de la NOS,
determinado mediante la técnica de Griess (Heinzen y Pollack, 2002). Los estudios
hechos en el CC proponen que el NO enddégeno es un inhibidor ténico de la
quimiorrecepcion a la hipoxia (Wang y col., 1995). La administracion de donadores de
NO como la NG y el NPS en el CC in vifro reduce la respuesta quimiosensora a la
hipoxia, corroborando que el NO actua como un inhibidor, primordialmente durante la
hipoxia. ElI NO induce un efecto diferenciado sobre la descarga quimiosensorial
carotidea, dependiendo de los niveles de oxigeno. Durante la hipoxia inhibe la descarga,
y durante la normoxia la aumenta (lturriaga y col., 2000). La hipoxia genera
concentraciones locales elevadas de NO, que sugieren, la existencia de un mecanismo
contrarregulador durante los estados de isquemia (Bolanos y Almeida 1999; Agvald y
col., 2002).

El efecto inhibidor del NO sobre la quimiorrecepcion del CC es secundario a un
cambio del tono vascular por incremento en la presién del oxigeno tisular que reduce la
descarga basal en los receptores carotideos (Lahiri y Buerk, 1998). Aunque no esta
claro cuales son los mecanismos que intervienen para que la vasodilatacion inhiba el
incremento de la frecuencia de las descargas durante la perfusion del CC con un medio
hipoxico, es posible que el efecto vasodilatador del NO entre en juego a través de la
activacion de la guanilato ciclasa, relajando el musculo liso vascular (Wang y Col., 1995;
Lahiri y Buerk., 1998). En los estados hipoxicos, en las fibras nitrinérgicas se
incrementan tanto la produccién de NO, como de GMPc (Hunter y col, 2003), con un
probable aumento de los requerimientos de glucosa (Onufriev, Gulyaeva, Terenina,
Tolstenkov y Gustafsson, 2005; Quian, Williams, Karounos y Ozcan, 2005; Jobgen, Fried,
Fu, Meininger, y Wu, 2006).



Estimulacion de los RSCC en el seno carotideo circulatoriamente aislado e
infusiéon de L-NAME en la CM

Con objeto de bloquear la actividad del NO, y su posible participacion en el reflejo
hiperglucemiante con retencion de glucosa por el cerebro, en las ultimas series
experimentales perfundimos en la CM un inhibidor de la enzima NO sintetasa (L-NAME)
antes y después de la estimulacién de los RSCC con NaCN. En las ratas, a las que se
perfundié con L-NAME sin estimular los RSCC, no se observaron cambios significativos
en los parametros estudiados en el metabolismo de la glucosa (Figura 19). El L-NAME,
al ser un bloqueador de la NOS, inhibi6 los efectos del NO sobre los niveles de glucosa
en SNC. Sin embargo, el L-NAME produjo una disminucion significativa de los niveles de
nitritos en el plasma venoso y en el tejido hipotalamo-hipofisiario, corroborando el efecto
inhibitorio del L-NAME, probablemente sobre las isoformas nNOS e iNOS (Figuras 21A
y B, Tablas 3y 4).

La infusidon de L-NAME en la CM acompafiada de una anoxia histotoxica en el SC
incremento significativamente la retencién de glucosa por el cerebro, asi como los niveles
de glucemia arterial y venosa (Figura 20). Los niveles de nitritos en el plasma venoso y
en el tejido hipotalamo-hipofisiario disminuyeron significativamente, corroborando el
efecto inhibitorio del L-NAME sobre la NOS (Figura 21A 'y B, Tablas 3y 4). Al inhibir la
produccién de NO con L-NAME se bloquea el efecto inhibitorio del NO sobre la actividad
neuronal, predominando el efecto excitatorio del NaCN. La actividad neuronal, por si
misma, con aumento del metabolismo, provocaria un aumento de la captacién de
glucosa por el cerebro. El incremento en los niveles de glucosa en el plasma observado
en nuestros experimentos, podria atribuirse a la accién glucogenolitica de la vasopresina
secundaria a la aplicacion del L-NAME (Kadekaro y col., 1998; Montero y col., 2000). La
inyeccion de L-NAME induce una inhibicion del 93% de la actividad de la NOS cerebral
con efectos vasculares que se presentan con una latencia de 18 horas, y la consecuente
reduccion del flujo sanguineo (O'Brian, Kelly y Ritchie, 1997). En nuestros experimentos,
el efecto del L-NAME sobre la glucemia fue con un tiempo de latencia de 8 min, debido a
que se utilizé la via cerebral a través de la cisterna magna, y a que el efecto transcurrio

por vias alternas a la vasodilatacion.



El L-NAME incrementa el metabolismo de la glucosa cerebral, y la utilizacién posterior de
este carbohidrato en estados de hipovolemia (Kadekaro y col., 1998). EI NO ejerce una
influencia ténica inhibitoria sobre la secrecion de vasopresina: a) a través de la formacién
de prostaglandinas que previenen la respuesta hormonal después de L-NAME (Kadekaro
y col., 1998); b) disminuyendo las acciones de la angiotensina I|lI). Todos los
componentes del sistema renina-angiotensina y prostanoides estan presentes en el
cerebro (Ferguson y Washburn, 1998), y el NO interactua con ellos para modificar la
accion de la angiotensina Il en el sistema neurohormonal (sistema nervioso auténomo y
vasopresina) (Kadekaro, 2004).

Se sugiere que el NO tiene un efecto semejante al de la insulina, porque aumenta
el numero de transportadores a la glucosa y estimula el transporte de glucosa tanto en el
cerebro (Cidad y col., 2001) como en el musculo (Balon y Nadler, 1997. Young y col,
1997). La infusion de L-NAME ICV bloquea el efecto estimulador de la insulina e inhibe
tanto la produccion del NO (segundo mensajero de la insulina) como el metabolismo de
la glucosa (Kahn y col., 2000). En las ratas tratadas con L-NAME por via i.p., bajan las
concentraciones de glucogeno en el cerebro tanto en estados normales del metabolismo
como cuando se produce algun tipo de lesidon o infeccion cerebrales. Durante los
procesos inflamatorios se sintetizan moléculas asociadas con la iINOS, como son las
citocinas que inducen la sintesis de altas concentraciones de NO (Cruz y Daniel, 2002).

En resumen, el NPS en la CM elevo los niveles de glucosa en la sangre arterial y
venosa aumentando la retencion de la glucosa encefalica. Estos resultados se
acompafaron por un aumento (no significativo) de nitritos en el plasma venoso. Sin
embargo, la administracién de NPS acompafiada de la estimulacion de los RSCC, no
produjo cambios significativos en la glucemia, pero si elevo significativamente los niveles
de nitritos tanto en el plasma venoso, como en el tejido hipotalamo-hipofisiario. Por otra
parte, el L-NAME en la CM, sin estimulacion de los RSCC no provocdé cambios
significativos en los niveles de glucosa en el plasma, ni en la retencion de glucosa
encefalica, aunque si disminuyé significativamente la concentracion de nitritos en el

plasma venoso y en el tejido hipotalamo-hipofisiario.



Sin embargo, el L-NAME acompafiado de la estimulacion de los RSCC con NaCN,
provoco hiperglucemia arterial con aumento en la retencion de glucosa por el cerebro, asi
como una disminucion significativa en la concentracién de nitritos en el plasma venoso y
en el tejido hipotalamo-hipofisiario.

Los resultados de este trabajo sugieren que el NO es un mediador importante en la
respuesta hiperglucemiante y en el aumento de la captacion de glucosa por el cerebro
después de la estimulacion de los RSCC durante la anoxia histotoxica. Pero es
necesario realizar una mayor investigacion en este campo que confirme estos resultados.
Es probable que la determinacion de los niveles de expresion de las distintas isoformas
de NOS, asi como sus posibles enlaces con la AMPK, contribuyan a dilucidar las vias
involucradas en esta regulacion.

Es cada vez mas evidente que el NO producido en el SNC juega papeles
fisiologicos importantes en la regulacién del balance hidrico, en la presién sanguinea y
en la homeostasis de la glucosa. Se considera que la relacién entre la concentracion de
los niveles de glucosa, la actividad quimiorreceptora y los niveles de NO, podria aclarar
el mecanismo por medio del cual el SNC es capaz de captar la glucosa para mantener su

metabolismo (Alvarez-Buylla y col., 2003; Montero y col., 2006; Cadenas y col., 2006).



CONCLUSIONES

1.-.Se confirmd que los RSCC intervienen en la homeostasis de la glucosa y
participan en la regulacion de la retencién de este sustrato por el SNC en la rata,

como estaba planteado desde el inicio de este trabajo

2.- La estimulacion andxica histotoxica de los RSCC con NaCN elevo los niveles de
glucosa en la sangre arterial incrementando la retencion de glucosa encefalica.
De la misma manera, la concentracion de nitritos, tanto en el plasma como en el

tejido hipotalamo—hipofisiario aumentd ante el estimulo andxico.

3.- Con respecto a la hipdtesis de este trabajo confirmamos, que el NO participa en la
homeostasis de la glucosa. En efecto, la infusién en la CM de un donador de NO
(NPS), elevo los niveles de glucosa en la sangre arterial y venosa, y en la
retencion de glucosa encefalica. Sin embargo, cuando la administracion de NPS
fue acompafiada de la estimulacién andxica de los RSCC, se atenud la respuesta
observada en la retencidon de glucosa, aunque las concentraciones de nitritos,
tanto en el plasma como en el tejido hipotalamo—hipofisiario, se elevaron

significativamente.

4.- La infusion de L-NAME en la CM acompafada de la estimulaciéon andxica de los
RSCC, increment6 tanto la hiperglucemia arterial y venosa como la retencion de
glucosa por el cerebro, prolongando el efecto observado en el grupo control,
hasta los 16 min post-inyeccion. Estos experimentos reforzaron la hipétesis de

la participacion del NO como modulador en la homeostasis de la glucemia.



PERSPECTIVAS

La identificacion indirecta del NO, a través de la determinacion de nitritos, en las
vias involucradas en el reflejo hiperglucémico con retencion de glucosa por el cerebro,
contribuira a nuestro conocimiento de cémo el cerebro regula sus almacenes
energéticos, y podra tener importantes aplicaciones en el tratamiento de enfermedades
que cursan con alteraciéon del metabolismo energético como en las distintas formas de
diabetes, asi como en los problemas de hipoxia cerebral. Con la finalidad de corroborar
el efecto del NO en los reflejos glucémicos ocasionados por la post-estimulacion de los
receptores del cuerpo carotideo, es necesario determinar las expresiones de las
isoformas de la NOS en el cerebro, en el NTS y /o en el cuerpo carotideo, prolongando el
tiempo de muestreo post-inyeccién. Se piensa que un futuro cercano, la disponibilidad
de herramientas bioquimicas especificas para determinar los niveles de NO y su
participacion en el metabolismo /in vivo, permitiran desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas.
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