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RESUMEN  

Se ha descrito que el núcleo del tracto solitario (NTS), estructura del tallo cerebral 
y vía de relevo de las aferencias del los quimiorreceptores del senocuerpo carotídeo 
(RSCC), participa en el aumento en la retención de glucosa por el cerebro (RGC) 
ante una hipoxia. Es probable que en esta respuesta participe el óxido nítrico (NO) 
y la proteína Fos. En este trabajo se analiza el papel del NO en el NTS sobre la 
modificación de la RGC y la expresión de la proteína inmunorreactiva Fos (Fos-ir) 
en ratas in vivo. La inyección de un donador del NO como es el nitroprusiato de 
sodio (NPS) en el NTS, 4 min antes de la estimulación de los RSCC, disminuyó la 
RGC, pero incrementó la expresión de Fos-ir en un mayor número de neuronas en 
el NTS con respecto a las ratas control, que sólo recibieron líquido cefalorraquídeo 
artificial (LCRa) antes de la estimulación RSCC. En contraste, un inhibidor selectivo 
del NO como el N?-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) en el NTS 4 min antes de 
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la estimulación RSCC con NaCN, aumentó la RGC, pero disminuyó el número de 
neuronas Fos-ir comparados con el control o con NPS. La detección 
inmunohistoquímica de la expresión de Fos-ir en las células del tallo cerebral indica 
que la estimulación RSCC activa vías dependientes de NO en el NTS, para regular la 
RGC. El estudio de esta población de células en el NTS, será importante para definir 
su caracterización.  

Palabras clave: óxido nítrico, tallo cerebral, glucosa encefálica, hipoxia, proteína 
Fos.  

 

ABSTRACT  

It has been said that the nucleus tractus solitarii (NTS), one structure of the brain 
stem and path of apherences of chemoreceptors of carotid sinus-body, is involved 
in the increased glucose retention by the brain in case of hypoxia. It is likely that 
nitric oxide and Fos protein also take part in this response. This paper analyzes the 
role of nitric oxide in the NTS on the change of glucose retention by the brain and 
the expression of inmunoreactive protein Fos (ir-Fos) in rats in vivo. The injection 
of a NO donor such as sodium nitroprusiate in the NTS four minutes before the 
stimulation of carotid sinus-body chemoreceptors decreased glucose retention by 
the brain but increased the expression of ir-Fos in a higher number of neurons in 
NTS with respect to control group rats which only received artif icial cerebrospinal 
fluid before the stimulation. In contrast, the use of a selective NO inhibitor such as 
NO-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) in the NTS four minutes before the 
stimulation of the chemoreceptors with NaCN, increased the glucose retention by 
the brain but reduced the number of neurons with ir-Fos expression when 
compared with the control group or the sodium nitroprusiate injection. The 
immunohistochemical detection of ir-Fos expression in the brain stem cells 
indicated that stimulation of carotid sinus-body chemoreceptors activated NO-
dependent paths in the NTS to regulate glucose retention by the brain. The study of 
this cell population in the NTS will be important to define its characterization.  

 
Key words: nitric oxide, brain ítem, brain glucosa, hypoxia, Fos protein.  

 

   

 

   

INTRODUCCIÓN  

Los estudios de Álvarez-Buylla y Roces de Álvarez-Bulla1, Montero y col.2 
demuestran que los receptores del senocuerpo carotídeo (RSCC) participan en la 
homeostasis de la glucosa. Dichos receptores son sensibles tanto a los cambios de 
la presión parcial de oxígeno (pO2) como a las variaciones en las concentraciones 
de glucosa en la sangre que los irriga, e inducen cambios reflejos en el sistema 
nervioso central (SNC) en respuesta a las concentraciones de oxígeno y/o glucosa.3-

5 Las vías aferentes de los quimiorreceptores carotídeos llegan al núcleo del tracto 
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solitario (NTS) a través del nervio del seno carotídeo (NSC).6 y participa en la 
regulación de las funciones respiratoria, cardiovascular y en la homeostasis 
energética del propio SNC. 7 Se desconocen los mecanismos centrales que median 
los efectos descritos sobre los niveles de glucosa central y periféricos. Se señala la 
participación del óxido nítrico (NO) que interviene en el aprendizaje y la regulación 
de la homeostasis autonómica a distintos niveles del neuroeje, incluyendo el NTS.8 
El NO incrementa los niveles de GMPc9 para regular el flujo sanguíneo cerebral10, 
funciones neuroendocrinas11, funciones cardiovasculares12, la memoria13 y las 
respuestas fisiológicas ante un estado de hipoxia-isquemia cerebral.14. El NO induce 
una depleción de ATP celular en el SNC modulando las vías metabólicas durante la 
glucólisis.15 En experimentos in vitro se demuestra que el NO producido por la NOS 
neuronal funciona como un neuromodulador inhibitorio en la quimiorrecepción 
hipóxica.16 Después de estimular los RSCC con NaCN se observa una elevación de 
la RGC, pero la administración central de NO inhibe este efecto.2 La activación de 
los barorreceptores carotídeos induce la formación de NO en el NTS, de la proteína 
Fos y la expresión del proto-oncogén c-fos, a través de la fosforilación de la 
proteína de unión al elemento de respuesta del AMPc (CREB, por sus siglas en 
inglés) con la participación de la guanilato ciclasa soluble/GMPc/proteincinasa 
G1.17,9 El motivo principal de este estudio fue analizar in vivo las vías centrales que 
participan en el reflejo hiperglucemiante con retención de glucosa por el cerebro 
inducido por la estimulación de los RSCC, determinando la transmisión 
nitroxidérgica en la expresión de la proteína Fos en el NTS. Analizar el papel del NO 
en el NTS sobre la modif icación de la RGC y la expresión de la proteína 
inmunorreactiva Fos (Fos-ir) post-estimulación quimiorreceptora con NaCN en ratas 
in vivo.  

   

MÉTODO  

Animales y procedimientos quirúrgicos: los experimentos se realizaron en ratas 
Wistar macho de 280-300 g de peso, con 4 meses de edad mantenidas en 
condiciones de luz-oscuridad 12h/12h, a temperatura ambiente y en ayuno de 12h 
antes del experimento, anestesiadas con pentobarbital sódico (Anestesal, Pfizer, 3 
mg/100 g por vía intraperitoneal-ip), manteniendo el nivel de anestesia constante 
durante todo el experimento por infusión ip de una solución de pentobarbital sódico 
(0.063 mg/min). Para la ventilación artificial se utilizó un respirador para pequeñas 
especies (Stoelting-Ugo Basile) conectado a una cánula endotraqueal (intubación 
por vía bucal), con frecuencia de 54 respiraciones/min y presión positiva hasta 
evitar los movimientos respiratorios espontáneos de la rata.4 Se realizó incisión por 
línea media en cara ventral del cuello. Se cateterizó la vena yugular externa 
derecha, con ayuda de ganchillos de vidrio, con un tubo de silastic (Dow Corning 
602-155) hasta el seno venoso yugular.18 La arteria femoral se disecó y cateterizó 
hasta la aorta abdominal con un tubo de polietileno (PE-10 Clay Adams). Todas las 
cateterizaciones se realizaron con tubos heparinizados sin interrumpir la circulación 
normal en los vasos.18 Al final de cada experimento se verificó la posición correcta 
de los catéteres. Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos: a) LCRa en NTS + 
NaCN en SC (n = 10); b) nitroprusiato de sodio (NPS) en NTS + NaCN en SC (n = 
10);c) N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) en NTS + NaCN en SC (n = 10);  

Estimulación de los RSCC: para estimular los RSCC con NaCN, el seno carotídeo 
izquierdo se aisló temporalmente de la circulación general (preparación de seno 
carotídeo aislado).1 Tanto la carótida externa (por encima de la arteria lingual) 
como la carótida interna izquierda (cerca del foramen yugular) se ocluyeron 
temporalmente (20 s) durante las inyecciones de NaCN para evitar su paso a la 
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circulación cefálica y/o circulación general. La estimulación quimiorreceptora se 
efectuó inyectando lentamente NaCN (5 µg/100 g en 0.25 ml de sol. sal.) a través 
de una aguja del No 27 en la arteria carótida común izquierda, con objeto de evitar 
la estimulación barorreceptora.19  

Obtención de muestras de sangre para análisis de glucosa: se obtuvieron 
0.12 ml de sangre arterial (arteria femoral) y 0.12 ml de sangre venosa procedente 
del cerebro (seno yugular). La colección de sangre se realizó a los tiempos 
siguientes: t=-10 y -5 min (antes de la aplicación de las drogas en NTS y de la 
estimulación de los RSCC), y t=5, 10, 20, 30, 40 y 50 min (después de la 
estimulación de los RSCC); la inyección de drogas en NTS se hizo al t=-4 min (4 
min antes de la estimulación de los RSCC).20,21 En cada experimento la extracción 
total de sangre fue de 3.84 mL (16% del volumen total). Para compensar la pérdida 
de sangre, las ratas recibieron después de cada muestra de sangre una inyección 
de 0.2 ml de NaCl al 0.9%. Las muestras de sangre se centrifugaron (centrífuga 
refrigerada, Beckman T J-6) a 3000 rpm durante 5 min para hacer la determinación 
de glucosa en plasma por el método de glucosa-oxidasa (analizador Beckman).  

Microinyecciones en NTS: después de exponer la superficie dorsal del cráneo de 
la rata, se fijó la cabeza en un esterotáxico (Stoelting) y se hizo una craneotomía 
occipital. En el NTS izquierdo, se insertó una aguja de 200 µm de diámetro 
conectada a una microjeringa (Hamilton, de 0.1 a 0.5 µl) para las inyecciones de 
las drogas en un volumen de 100 nl durante 20-30 s22. Las coordenadas para 
abordar el NTS (P=12.7 mm, L=1.45 mm, V=7.7 mm) fueron descritas por Paxinos 
y Watson.23 Para marcar el punto de inyección, al final de cada experimento, se 
inyectó azul de metileno (1%, mismo volumen) utilizando la misma microjeringa. 
La rata se sacrificó por decapitación con guillotina24, removiendo el cerebro que se 
congeló en ultracongelador (Revco) para después realizar los cortes en 
críomicrotomo (Leica), teñir con violeta de cresilo y verificar histológicamente el 
lugar de la inyección.25  

Inmunohistoquímica para la detección de la proteína Fos en el NTS: cinco 
min después de concluir cada experimento, los animales se perfundieron por vía 
intracardiaca con paraformaldehído al 4%, se extrajo el cerebro y se post-fijó por 
inmersión, en el mismo fijador durante toda la noche. Se hicieron cortes 
transversales seriados de 50 µm de espesor de la médula oblongata para identificar 
el NTS (vibratomo Leica VT 1000E), se procesaron para visualizar Fos-ir por 
inmunohistoquímica.26 Como control negativo, se incubó un corte histológico 
semejante a los anteriores en una solución que contenía únicamente anticuerpo 
secundario anticonejo biotinilado. Las secciones de tejido se montaron en un 
portaobjetos con gelatina y sulfato de potasio crómico (CKS) para secarse al aire o 
con glicerol. Los mismos cortes se utilizaron para localizar la punta de la 
micropipeta empleada en las microinyecciones, facilitada por la tinción con azul de 
Evans. Las células Fos-ir positivas se contaron manualmente unilateralmente en 
cada sección, por dos observadores, utilizando un objetivo de cámara lúcida en un 
microscopio Zeiss equipado con una cámara digital (VGA), y registrando el 
promedio de células Fos-positivas (Fos-ir) dentro de los confines del NTS27, la 
diferencia en el conteo realizado por los dos observadores no fue estadísticamente 
significativa (P>0.05, t de Student).  

Estadística: los resultados obtenidos son medias aritméticas ± error estándar. La 
comparación estadística entre grupos se realizó por la prueba de ANOVA, fijando la 
significancia a P<0.05.  
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RESULTADOS  

En la fig. 1 se presentan, para su comparación, los resultados obtenidos en relación 
con la glucemia arterial y la retención de glucosa cerebral en las ratas normales 
anestesiadas, después de la infusión de LCRa, NPS ó L-NAME con estimulación de 
los RSCC. La estimulación RSCC 4 min después de la infusión de NPS provocó un 
descenso signif icativo en la retención de glucosa cerebral al t = 20 min; cuando 
este resultado se comparó con el resultado obtenido con la inyección de LCRa antes 
de la estimulación RSCC, la RGC bajó de 28.6 ± 6.7 mg /dL hasta 13.28 ± 2.7 
mg/dL (P = 0.029, ANOVA de medidas repetidas, 2 grupos). Por otro lado, la 
infusión de L-NAME en el NTS antes de la estimulación de los RSCC no produjo 
cambios significativos en la RGC en ninguno de los tiempos analizados (P = 0.94, 
ANOVA de medidas repetidas, 2 grupos). Tampoco se observaron cambios 
significativos en la glucemia arterial al comparar las curvas obtenidas después de la 
estimulación de los RSCC precedida por las inyecciones de los distintos fármacos en 
el NTS.  

 

Cuantificación de la expresión de la proteína Fos-ir en el NTS  

La infusión de NPS en el NTS, antes de la estimulación anóxica de los RSCC, indujo 
un incremento significativo en la expresión de Fos-ir en las células del NTS, en 
comparación con las ratas del grupo control que sólo recibieron LCRa (P = 0.050, 
ANOVA de una vía para muestras independientes); a los 40 min (tiempo 
transcurrido entre la estimulación RSCC y el inicio de la perfusión con la solución de 
paraformaldehido) de la estimulación; por el contrario, en las mismas condiciones, 
la infusión de L-NAME, disminuyó de manera significativa la expresión de la 
proteína Fos-ir en comparación con la expresión obtenida en las ratas control (P = 
0.000001 ANOVA, de una vía para muestras independientes) y con la obtenida en 
las ratas que recibieron el NPS en el NTS (P =0.00000000003 ANOVA, de una vía 
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para muestras independientes) (Figs. 2 y 3). La presencia de Fos-ir en las neuronas 
del NTS constituye un correlato neuronal de la participación de este núcleo en los 
reflejos glucémicos iniciados por la estimulación anóxica de los quimiorreceptores 
carotídeos.  
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DISCUSIÓN  

Las inyecciones de LCRa en el NTS, 4 min antes de la estimulación de los RSCC con 
NaCN en el seno carotídeo, aumentaron significativamente la concentración de 
glucosa en la sangre arterial así como la retención de glucosa por el cerebro. 
Álvarez-Buylla y col.1,4 plantean la existencia de vías aferentes y efectoras 
conectadas a elementos centrales para regular los niveles de glucosa en el SNC y 
en la sangre. El NaCN en el SC produce una anoxia histotóxica que estimula la 
glucogenolisis hepática.28 El NPS en el NTS 4 min antes de la estimulación de los 
RSCC, produjo un aumento signif icativo en la expresión de las células Fos positivas, 
en la concentración de glucosa en la sangre arterial, pero la retención de la glucosa 
cerebral no mostró variaciones significativas. En las neuronas del NTS es posible 
detectar Fos-ir después de la activación baro o quimiorreceptora.29 La 
microinyección unilateral de L-arginina (donador de NO) en el NTS produce un 
efecto depresor sobre los reflejos cardiovasculares.30 La oclusión bilateral de la 
arteria carótida común induce la liberación de NO en el NTS con elevación de la 
presión arterial sistémica.31 El L-NAME en el NTS 4 min antes de la estimulación de 
los RSCC disminuyó signif icativamente la expresión de la proteína Fos-ir e inhibió el 
reflejo hiperglucemiante sin inhibir el aumento en la retención de glucosa encefálica 
observado en las ratas control. El L-NAME inyectado en el NTS atenúa 
significativamente los efectos cardiovasculares del glutamato32 y de la adenosina30; 
reduce la hiperglucemia inducida por 2-deoxiglucosa33; y también atenúa los 
reflejos baro y cardiopulmonares.34 La expresión de la proteína Fos-ir en el NTS 
después de la estimulación de los quimiorreceptores del CC con NaCN, constituye 
un indicador de la actividad de las neuronas nitroxidérgicas.35 Estos resultados 
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indican que el NO incrementa la actividad de las neuronas nitroxidérgicas en el 
NTS, centro de relevo de los estímulos aferentes de los RSCC, transmitidos a otros 
centros superiores del cerebro, ante una estimulación anóxica que modifica la 
retención de glucosa cerebral.  
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