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RESUMEN

La somatostatina es una molécula que presenta una amplia distribucion en los organismos.
Catalogada como hormona y neuromodulador, entre sus principales efectos encontramos
la inhibicién de la secrecion de las hormonas de crecimiento, estimulante de la tiroides,
adrenocorticotropica en la hipofisis, en el pancreas es inhibidora de la secrecion de
insulina, del glucagon y de enzimas digestivas, mientras que en tracto digestivo es
inhibidora de la secrecion de gastrina y motilina, siendo ello sdlo ejemplos de la
abundancia de los sistemas en que la somatostatina participa.

Los efectos de la somatostatina son mediados a través de receptores de membrana.

En mamiferos se ha determinado la existencia de cinco diferentes SubtlpOS de receptores a
somatostatina denominados sstri, sstr2, sste3, sstr4, y sstr3.

Diversos mecanismos de transduccién son utilizados por los receptores a somatostatina.
Asi encontramos receptores asociados a adenifil ciclasa, a canales de potasio, a canales de
calcio, acoplados a vesiculas de exocitosis y asociados, a tirosinfosfatasas.

En peces también se ha demostrado que la somatostatina es inhibidor de la secrecion de la
hormona de crecimiento por parte de Ja hipofisis, pero, hasta el presente reporte, no existe
ningin antecedente de receptores a somatostatina para alglin 6rgano en teledsteos.

En este trabajo se determinaron algunas de las caracteristicas cinéticas del receptor a
somatostatina del encéfalo de pez dorado, como son: afinidad, especificidad, saturabilidad,
efectos de pH sobre la afinidad del receptor, cinética de union de la somatostatina al
receptor a temperatura ambiente y a 4°C, asi como su distribucion en el encéfalo del pez
dorado (Carassius auratus).

Los resultados fueron la union de la somatostatina con su receptor en un rango de
concentracion nanomolar, una alta especificidad del receptor a su ligando cuando es
comparada su unidn con la de colecistocinina, sustancia P, metionina-encefalina, y péptido
vasoactivo intestinal. El sistema tienc una saturabiliad de 63 pM/L. Los receptores a
sornatostatina tuvieron una mejor union al ligando a pH de 7.2 que en otros pH probados.
La unién de los receptores a somatostatina y el ligando fue mayor a 22°C y con una
estabilidad de aproximadamente de 40 a 90 minutos.

Se encontrd que a lo largo de todo el encéfalo existe presencia de receptores a
somatostatina, y en especial una abundancia de receptores ligada a 4 grandes zonas: la
regién hipotalamica, el tectum 6ptico, el tracto mesencéfalo-cerebelar y el 16bulo vago, los
cuales guardan relacion con el sistema neuroenddcrino, integracion de estimulos externos,
transmision de informacion del techo optlco al cerebelo y sentido del gusto
respectivamente.



ABREVIATURAS

AA Acido araquidonico
3 aa Aminoacido(s)
BSA Albamina sérica de bovino
Catt Calcio intracelular
cAMP Adenenosin monofostato ciclico
CCK-8 Colecistocinina 8 sulfato
Ci Curies
cpm Cuentas por minuto
CRE Elemento de respuesta al cAMP
g Gravedad
G; Proteina G inhibidora
K Potasio
Ka Constante de afinidad
LH Hormona luteinizante
LR Complejo ligando-receptor
M Molar
mCi MiliCuries
met-enc Metionina- encefalina
mM Milimolar
N Solucion de concentracion expresada en normalidad
FSH Hormona foliculo estimulante
PKA Proteincinasa A
Sp Sustancia P
SS 6 SRIF  Somatostatina
UE Unidn especifica
UNE Unién no especifica
Ut Unién total
VIP Péptido vasoactivo intestinal
125 Yodo radioactivo (isotopo yodo 125)




DISTBIBUCI(')N DE RECEPTORES A SOMATOSTATINA EN EL
ENCEFALO DE PEZ DORADO.
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ASESOR : DR. CARLOS ARAMBURO DE LA HOZ

ANTECEDENTES
LA SOMATOSTATINA.

Generalidades.

La somatostatina es un péptido descubierto por Brazeau ef al. en 1973 en el hipotalamo
de mamiferos. Posteriormente se descubrié que poseia una distribucion mas amplia en el
organismo. Entre los drganos que de manera natural producen dicho péptido, ademas de la
zona hipotalamica anteriormente referida, se encuentran: el sistema nervioso central en el
telencéfalo, el diencéfalo, el mesencéfalo, el rombencéfato y la médula espinal; los islotes
de Langerhans en especial en las células § del pancreas endocrino, el tracto
gastrointestinal, y la retina, por mencionar algunos ejemplos de la amplia distribucion del
péptido (Patel, 1992). Inclusive; la somatostatina se ha encontrado en invertebrados como
en el caracol Helix aspersa (Monnier y Bride, 1995), sieﬁdo otra muestra de la muy amplia
distribucion zoolégica del péptido no solo entre los vertebrados, sino entre muchos de los

organismos a traveés de la escala evolutiva.
Caracteristicas estructurales de las somatostatinas.

La somatostatina en su forma basica es un tetradecapéptido (14 aminoacidos) con una
secuencia que incluye dos cisteinas unidas por un puente disulfuro (Figura 1a). Esta forma
molecular es conocida como somatostatina 14 (SRIF-14 6 SS-14), obviamente debido al
niimero de aminoéacidos que contiene. Sin embargo, existe otra forma que incluye la

secuencia de aminoacidos de la somatostatina 14, y presenta una extension en su extremo
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amino terminal con otros 14 aminoéacidos. Esta forma molecular es denominada
somatostatina 28 (SRIF-28 6 SS8-28), en analogia con la primera (Figura 1b).

Ademas de estos dos tipos moleculares descritos en mamiferos, en peces se han
encontrado otras dos variantes de somatostatina, la llamada somatostatina 22 (SRIF-22 6
S$S-22), la cual fue aislada a partir de una especie de bagre (género Ichtialurus), que
también contiene una secuencia de 14 aminoacido muy parecida a ta molécula base de
SRIF-14 en donde 7 de estos 14 aminoacidos son idénticos, y presenta una extension de
otros ocho aminoacidos hacia el extremo amino terminal (Figura 1c) (Andrew ez al,
1984), y la somatostatina 25 (SRIF-25 6 $S-25), forma molecular aislada a partir del
salmén (Oncorhynchus kisutch), que al igual que el resto de las somatostatinas presenta
incorporado en su porcidncarboxilo terminal, una secuencia de aminoacidos muy parecida
en relacion con las anteriores moléculas, y una extension amino terminal de otros 11
aminoacidos (Figura 1d).

Estas dos Oltimas fueron aisladas a partir del pe’mcréas endocrino de las especies
correspondientes y la SRIF-25 parece guardar una mayor relacion fisiologica con el
metabolismo de la glucosa, pues cuando se inyecto a salmones juveniles, los resultados
fueron la disminucién de los niveles de insulina en la sangre, la utilizacion del glucogeno

hepatico y la activacion de las vias lipoliticas (Plisetskaya ez al., 1986).
Efectos de la somatostatina en diversos sistemas.

La somatostatina desempefia fundamentalmente un papel inhibidor en todos los sisiemas
en los cuales se ha encontrado (Patel y Srikant, 1997). Asi, en la hipofisis es el principal
inhibidor de la secrecién de la hormona de crecimiento en todos los grupos de vertebrados
estudiados para tal efecto y en este mismo érgano de igual manera inhibe la secrecion de
las hormonas estimulante de la tiroides y estimulante de la glandulas suprarrenale‘s;
mientras que en el pancreas, es inhibidor de la secrecion de insulina y de glucagon, ademas
de inhibir la secrecion de enzimas y bicarbonato; en el tracto gastrointestinal inhibe la
secrecion de gastrina, motilina, secretina, colecistocinina, péptido vasoactivo intestinal,

neurotensina, 4cido gastrico, pepsina. Inhibe también procesos como el flujo sanguineo, la



Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys.

B

Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-Ala*-Gly*-
Cys*-Lys*-Asn*-Phe*-Phe*-Trp*-Lys*-Thr*-Phe*-Thr*-Ser*-Cys*

Cc

Asp-Asn-Thr-Val-Thr-Ser-Lys—Pro-Leu-Asn-Cyf*-Met-Asn*-Tyr-Phe*-Trp*-
Lys*-Ser—Arg—Thr*—Ala—Cys*

D

Ser-Val-Asp-Asn-Leu-Pro-Pro-Arg-Glu- Arg—Lys-Ala*—Gly*-st*-Lys*-Asn*-
Phe*-Tyr-Trp*-Lys*-Gly-Phe*-Thr*-Ser*-Cys*

Figura 1.- Estructura primaria de las diferentes formas de somatostatina.

A) Secuencia de la Somatostatina 14

B) Secuencia de la Somatostatina 28 (mamiferos)

C) Secuencia de la Somatostatina 22 (Icthialurus)

D) Secuencia de la Somatostatina 25 (Oncorhynchus kisutch)

Los asteriscos (*) indican los aminoacidos idénticos en relacion a la forma de
somatostatina 14 incluidos en las secuencias de las otras formas de somatostatina.




motilidad intestinal, y la absorcion de nutrientes y de iones; en el rifion también presenta
funcién inhibidora de 1a secrecion de la renina y la absorcion de agua, y en la tiroides
inhibe la secrecion de las hormonas tiroideas triyodotironina y tiroxina, mientras que, en
regiones especificas del encéfalo como el hipotalamo es capaz de inhibir la secrecion de la
hormona liberadora de la hormona estimulante de la tiroides, la hormona liberadora de la
hormona corticotropica, norepinefiina y de la misma somatostatina (Tabla I) (Patel, 1992),
y se propone que participa en la regulacion del la secrecion de la hormona de crecimiento
a este nivel del sistema nervioso, en especial en ¢l niicleo arcuatus, pues al menos en
aproximadamente el 35 % de las neuronas que contienen hormona liberadora de hormona
de crecimiento (GRF) en este nicleo, se detecto la union de somatostatina (McCarthy ef
al., 1992).

Todo ello demuestra que la somatostatina actia de manera endocrina y paracrina.

Ademas del papel hormonal que se le atribuyé primeramente, su amplia distribucion en ¢l -
sistema nervioso central y su participacién en la modulacion de algunos procesos, le ha

valido ser considerada como un neuromodulador.
Importancia clinica y terapéutica de la somatostatina y sus anilogos.

La importancia clinica de la molécula se pone de manifiesto no sélo por su actividad sobre
6rganos endocrinos, sino también sobre el sistema nervioso central propiamente dicho,
pues se halla ligada a algunos eventos como la actividad locomotora, procesos
cognoscitivos y de comportamiento (Bruns et al., 1995) ademas de algunas patologias del
humano detectadas para dicho sistema, éjemplo de ello son: el incremento de
somatostatina en el ganglio basal en la enfermedad de Huntington y sus bajas
concentraciones asociadas a la corteza en la enfermedad de Alzheimer (Patel, 1992), asi
como otras anomalias; si bien se considera que la variacion en las concentraciones del
péptido son mas una consecuencia que fa causa misma del trastorno. Es asi que, en
términos generales, las principales funciones que se le asignan a la somatostatina son la
inhibicion de la secrecién de hormonas y otros productos exécrinos, de la absorcton de

nutrientes y de la proliferacion celular.



TABLA I.- FUNCIONES ATRIBUIDAS A LA SOMATOSTATINAEN

3 DIFERENTES SISTEMAS.
SISTEMA FUNCION
NERVIOSO CENTRAL Hiperquinesia, rigidez, efectos autonomicos,
pProcesos cognocitivos, comportamiento.

HIPOTALAMO Inhibicion de la secrecion de CRH, TRH,
GHRH, NE.

HIPOFISIS Inhibicion de la secrecion de ACTH, TSH y
GH.

PANCREAS Inhibicion de la secrecion de insulina,
glicagon, somatostatina, enzimas y
bicarbonato.

TRACTO " Inhibicion de la secrecion de gastrina,

GASTROINTESINAL secretina, CCK, VIP, motilina, neurotensina,

4cido gastrico, pepsina, reduccidn del flujo
sanguineo, reduccion de la motilidad,
reduccion de la absorcion de iones y
nutrientes,  disminucién de la proliferacion
de las células de la mucosa.

RINON . Inhibicion de la secrecion de renina, y de la
absorcion de agua. -
SUPRARRENALES Inhibicion de la secrecion de aidosterona,
y de catecolaminas.
TIROIDES Inhibicion de la secrecion de Ty, T3, ¥
calcitontna.

ACTH, hormona adrenocorticotropica, CCK, colecistocinina; VIP, péptido vasoactivo
intestinal; CRH, hormona liberadora de 1a corticotropina; GH, hormona de crecimiento;
GHRH, hormona liberadora de la hormona de crecimiento, NE, norepinefrina, Tj,

 triyodotironina; Ty, tiroxina, TRH, hormona liberadora de la hormona estimulante dela
tiroides; TSH, hormona estimulante de la tiroides.




Otra posibilidad reciente para ¢sta molécula, ha sido su aplicacion con el objeto de
controlar la division celular desmedida de algunos tipos de canceres. Se han realizado
experimentos en los cuales se administra algiin tipo de analogo de la somatostatina
(fundamentalmente ei denominado con nombre comercial de octréotido), a pacientes con
acromegalia y ios resultados reportan una mejora sustantiva en la cantidad de hormona de
crecimiento en la sangre y una concentracion normat de factor de crecimiento insulinoide
de tipo I (IGF-I), en proporciones que soh del 90% y 70% respectivamente, y se ha
comprobado que en el 50% de los pacientes que sufren de esta enfermedad, el tumor se
reduce de tamafio, demostrandose con ello, la capacidad del analogo como inhibidor del
crecimiento celular, Desafortunadamente, el tratamiento es extremadamente costoso
(cercano a los $ 8,000 USD por afio) por lo cual no todos los pacientes pueden tener
acceso a dicha terapia (Lamberts et al., 1996).

Este tipo de tratamiento parece ser prometedor para algunos otros tipos de canceres
ademas del anteriormente sefialado, tales como tumores del tipo de los vipomas y
glucagonomas en los islotes pancféaticos. Este analogo presenta también ciertas
posibilidades terapéuticas (indicacion probable) en algunas enfermedades como son :
varices esofagicas, fistulas entéricas o pancreaticas, diarrea secretoria, y diarrea
relacionada con el SIDA, las cuales atn se encuentran bajo profocolos de investigacion
(Lamberts e al., 1996).

De manera lamentable, otros tipos de canceres o enfermedades que, en teoria, podrian
haber sido susceptibles de ser tratados con analogos de somatostatina, cuando el
tratamiento se ha aplicado a pacientes los resultados no fueron positivos y entre estas
enfermedades tenemos algunos tumores neuroendocrinos y adenocarcinomas, el sangrado

gastrointestinal, y la pancreatitis causada por endoscopia retrograda (Lamberts ef al,
1996).




Parte activa de Ia molécula.

Para la somatostatina 14 y la ﬁayoria de los analogos elaborados, todo parece indicar que
la parte activa de la molécula la constituyen los aminoacidos 7 (fenilalanina), 8
(triptofano), 9 (lisina), y 10 (treonina), en eSpecial la posicion nimero 9 (lisina) en
experimentos con receptores mutados parece ser la parte mas importante para la

interaccion (Epelbaum, 1992; Paiel y Srikant, 1997).
Estudios acerca de la somatostatina en peces.

Al igual que en el resto de los otros grupos de vertebrados, en peces se ha demostrado que

~ la somatostatina es el inhibidor natural de la secrecion de la hormona de crecimiento, ello
en especies como el pez dorado Carassius auratus (Marchant et al., 1987), y la trucha
arco iris Oncorhynchus keta (Luo y McKeown, 1990, 1991). También se han observado
fibras inmunorreactivas a somatostatina en algunas regiones del encéfalo, el encéfalo
completo y la hipofisis de varias especies de teledsteos como el pez dorado ( Oliverau ef
al, 1984; Pickavance_ ef al., 1992), Salmo irideus, Salmo fario, Salmo salar,
Oncorhynchus keta, Mugil ramada, Mioxocephalus octodecimspinosus, Anguilla
anguilla (Oliverau et al., 1984), y Apteronotus leptorhynchus (Sas, 1991). Cabe sefialar
que de entre estos estudios destaca el elaborado por Pickavance et al., (1992), en el que
se realiza una descripcién completa de elementos inmunorreactivos a la somatostatina en
el cerebro de pez dorado. En ese trabajo se establece la siguiente distribucién de la

somatostatina en el encéfalo de Carassius auratus :

-Cerebro anterior :

-Telencéfalo y Diencéfalo :

Area ventralis lateralis ')
Nucleo enteropeduncularis  (NE)
Organo vasculosum (oV)

Area dorsalis medialis (Dm) ’




Area dorsalis centralis (Do)

Area dorsalis lateralis (DI)

Nucleo predptico peniventricularis (INPP)
Area dorsalis dorsalis -~ (Dd)

Area ventralis posterioris Vp)
Nucteo predptico {(NPO)

Nucleo anterior periventriculatis (NAPv)

Niicleo anterior tuberis (NAT)

* Nicleo lateral tuberis pars lateralis (NLTI)
Nucleo lateral tuberis pars antertoris (NLTa)
Nicleo dorsolatralis talami (NDL)

Nucleo dorsolmedialis talami  (NDM)
Nucleo preglomerulosus pars lateralis (NPGI)
Nicleo diffusus toris lateralis (NDTL)
Nicleo marginal parvocelular (PM)
Nacleo habernularis (NH)

Nicleo posterior periventricularis  (NPPv)
Niucleo recussus lateralis ~ (NRL)
Nucleo difussus lobi inferioris  (NDLI)
Nucleo lateral tuberis posterioris (NLTp)
Nucelo ventromedialis talz;nﬁ (NVM)
Nucleo posteriors talami (NTP)

-Cerebro Medio :

Tectum 6ptic6 {OTec)
Toris semicircularis (TS)
Lemniscus lateralis (LL)

-Cerebro Posterior :
Cerebelo (C)



Nicleo gustatorio secundario (SGN)
Niicleo reticularis superioris (NRS)
Locus coerulus ' (LO)
Eminencia granularis (EG)

Tracto gustatorio secundario  {ST)

Tracto trigémino (DT)
Nucleo reticularis medialis (NRM)
Lobulo vago (VL)

Nucleo reticularis lateralis (NRD)
Loébulo facial - (FL)

Nervio vago (VN)

Complejo motor del vago lateral (DMI)

Un esquema general del encéfalo del pez dorado en diferentes orientaciones y cortes
transversales se muestra en las figuras 2A - 2G.

Las investigaciones anteriormente sefialadas fundamentalmente reportan resuitados
referentes a la somatostatina 14, mientras que otros tipos de somatostatinas solo se
utilizaron en el trabajo de Merchant ef al,, 1987, en el cual se demostro la ineficacia de la
somatostatina 22 para inhibir la secrecion de la hormona de crecimiento en sistemas de
perfusion en hipofisis del pez dorado, y los trabajos de aistamiento de la somatostatina 22
(Andrew ef al., 1984) y somatostatina 25 (Plisetskaya et al., 1986) mencionados

anteriormente.
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Figura 2.-

Representacitn del encéfalo de Pez

A) Vista dorsal, B) Vista lateral, C) Corte transversal a nivel 1
D) Corte transversal a nivel 2, E) Corte transversal a nivel 3,
F) Corte transyersal a nivel 4, G) Corte transversal a nivel 5.
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RECEPTORES A SOMATOSTATINA.

Generalidades.

El estudio de los receptores a somatostatina es importante en la comprension de los
mecanismos a través de los que actua el péptido.

La mayoria de los estudios de los receptores a diferentes sustancias involucran el uso de
moléculas (ligando) que al adherirse al receptor permitan la identificacion y/o
caracterizacion del complejo ligando-receptor. Tradicionalmente se han empleado como
ligandos neurotransmisores, hormonas nativas o analogos de éstas, a las cuales se les
puede incorporar una marca radioactiva, sea con emision de radiaciones 3 como en el caso
de moléculas marcadas con tritio, o, mas frecuentemente para el caso de hormonas, con
yodo radioactivo (yodo 125, '®I) que emite radiaciones y. Posteriormente la
radioactividad es medida de alguna manera, como nimero de cuentas por minuto que se
registra en algin contadorde centelleo de rayos gamma, o por la magnitud de velamiento
gue se tiene al exponer una pelicula fotografica especial a las preparaciones que contienen
la radioactividad, la que es posteriormente interpretada o cuantificadas a través de
métodos como la densitometria.

Entre los atributos que son imporiantes estudiar de un receptor se encuentran; sus
caracteristicas bioquimicas, la vias de transdﬁcci()n de sefiales que utiliza para llevar a cabo
su efecto en la célula blanco, la distribucion del receptor en el 6rgano en que se presente,
las caracteristicas intrinsecas de la molécula, por mencionar sélo algunas. |
Mencionaremos algunos de los aspectos relacionados con cada uno de los apartados
anteriores.

Entre los aspectos que se describen en la caracterizacioén bioquimica de un receptor estan
su sensibilidad a la temperatura, lo que permite distinguir bajo que temperatura se facilitan
los estudios subsiguientes, pues si bien en muchas ocasiones la temperatura a la cual

trabaja de manera natural el receptor, puede ser mas rapida, ello cuenta con la desventaja
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de no permitir al investigador el tiempo necesario para establecer procedimientos
experimentales qué le posibiliten la obtencion de datos.

Otros factores importantes a investigar son la accion del pH y los iones, ya que ambos son
capaces de alterar la afinidad del receptor por su ligando a través de varios mecanismos
como pueden ser fa modificacion de los grupos quimicos de los aminoacidos ¢
carbohidratos que participan directamente en el reconocimiento.

La concentracion dada de proteinas por unidad de volumen del tejido donador que
contiene al receptor es también extremadamente importante, pues a partir de ella se
establece la constante de afinidad en el equilibrio del mismo por su ligando (Ka), que se
desprende de la ley de accion de masas, y la cual se define en un estado de equilibrio
como la constante de formacion del complejo ligando-receptor (k1) dividida entre la

constante de disociacion del complejo receptor (k2)
Ka=k1/k2 & (LR)/ (L)’ R)

Donde ( LR) es la concentracion del complejo Vligando-receptor y (L) (R) representan
ia concentracion de ligando libre y receptor libre, respectivamente (Bennet y Yamamura,
1985).

La saturabilidad es también un criterio importante en la identificacion de receptores, pués
es frecuente que la radioactividad o cualquier sustancia se unan a cualquier tipo de
molécula, principio expresado por Bennet y Yamamura (1985) “Todo se une a todo”, pero
de existir una relacion ligando receptor, se debe tener un limite de ligando unido de
acuerdo a una proporcién de receptor/ proteina/ volumen del tejido donador. La cinética
de desplazamiento de acuerdo al aumento de concentraciones de hormona fiia, los
experimentos de especificidad del receptor respecto al ligando y la tasa de disociacion del
complejo ligando-receptor son algunos de los criterios importantes para establecer la '
presencia de receptores y sus caracteristicas.

Vias de transduccion de sefiales - Entre los mecanismos que mas interesa investigar se
encuentran la vias que el receptor una vez activado por el ligando utiliza para inducir la

respuesta de la células blanco, y en general, estas vias se encuentran asociadas a sistemas
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de los denominados segundos mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico (cAMP),
variaciones en la concentracion de calcio intracelular (Cai™"), metabolitos productos det
acido araguidonico (AA), por seitalar solo algunos ejemplos. El conocimiento de estos
mecanismos ayuda a comprender mejor el curso de accion que sigue el ligando con la
potencialidad de uso terapéutico a posteriori.

Distribucion.- Un importante factor es el conocer la distribucion de las células o regiones
de los organos en los cuales se localizan los receptores, pues con ello se posibilita la
integracion de la fisiologia de la zona o células en cuestion. Técnicas como la
autorradiografia, o en algunos casos como la inmunodeteccion por componentes
fluorescentes o por microesferas de oro auxilian en ello.

Tradicionalmente, una vez que se han llevado a cabo investigaciones del corte de las
anteriormente descritas, es usual abordar la descripcion misma de la molécula receptora, o
st las hubiere de los subtipos de receptores a una sustancia. Asi, secuencias de
aminodcidos, conformacion, dominios transmembranales, extremos amino y carboxilo
terminal de la molécula, la posible presencia de sustancias de otra naturaleza quimica (egj.
carbohidratos o lipidos) asociadas a la parte proteinica, sitio de reconocimiento, sitio
activo, etc., son algunas de las muchas caracteristicas que se pueden investigar del
receptor. Evidentemente, las técnicas de biologia molecular son las que se utilizan
fundamentalmente en esta parte del estudio de los receptores.

El receptor a somatostatina - Con base en estudios de unidn de radioligandos, analogos
que incluyen al aminoéacido tirosina en su estructura (Tyr’-SRIF-14, Tyr'-SRIF-14, Tyr''-
SRIF-14) ya que al carecer la somatostatina 14 de este aminoacido en su forma nativa, no
es posible la incorporacion de yodo radicactivo ('*°I), fue sugerida la existencia de un
receptor en las membranas de los grupos celularesafines a somatostatina. El receptor
exhibia caracteristicas como la alta afinidad, habiéndose demostrado que la inclusion de
tirosina o la sustitucion del primer o del decimoprimer aminoacido por la tirosina no afecta
de manera sustantiva las capacidades de la somatostatina (Patel y Reichlin, 1978;
Epelbaum et al., 1982). ,

Con el desarrollo de otro tipo de analogos (sustancias que simulan los efectos de un

compuesto), en especial con el SMS 201-995, elaborado por los laboratorios Sandoz, dos
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subtipos de receptores denominados sstrl y sstr2, fue demostrada en la corteza cerebral de
la rata, ello a través de desplazamiento bifasico de ('”E-Tyr'")-SRIF-14 por parte del SMS
201-995 en diferentes intervalos de concentracion. El receptor con afinidad nanomolar (1
x 10®) al SMS 201-995 fue denominado sstrl, mientras que el receptor con afinidad
micromolar (1 x 10) a esta misma sustancia se nombrd sstr2 (Reubi, 1984). Posteriores
observaciones con otros analogos de cadena corta, tales como el MK678 y el RC 160
confirmaron lo antes mencionado (Tran et al, 1985).

Hasta fecha reciente se ha logrado desarrollar alguna sustancia que rivaliza con la accidn

de la somatostatina, dichas sustancias son conocidas como antagonistas.
SUBTIPOS DE RECEPTORES A SOMATOSTATINA.

Durante los pasados ocho afios se han detectado cinco subtipos de receptores a
somatostatina en los mamiferos. Todos ellos presentan siete dominios transmembranales,
el extremo amino terminal en el espacio extracelular, mientras que su extremo carboxilo
terminal se presenta en el interior de la célula (Figura 3). Si bien todos los subtipos del
receptor pertenecen a la superfamilia de receptores aéoplados a proteinas G, los cinco
subtipos se han agrupado en dos subfamilias, una que asocia a los receptores sstrl y
sstr4, con 71% de similitud entre ellos, mientras que en la otra subfamilia se presentan los
recepiores sstr2, sstr3 y sstr5, con una similitud que va entre el 65% al 75_% (Figurady
Tabla II). Esta agrupacion se da con base en similitudes estructurales y propiedades de
union a los ligandos de los diferentes subtipos de receptores (Bruns ef al., 1995; Viollet
et al., 1995). Secuencias de aminoacidos son particularmente altas en los dominios 2, 3,5y
7, llegando hasta un porcentaje de similitud de 90% para los subtipos sstr2/sstr3/sstr5 y

- de alrededor de 80% par los subtipos sstri/sstrd (Hoyer et al., 1994).

El nimero de aminoacidos (aa) registrado para cada uno de los receptores es de 391 para
sstrl (Figura 3a), 369 para sstr2 (Figura 3b), 428 para sstr3 (Figura 3d), 384 para sstr4
(Figura 3¢) y 363 para sstr5 (Figura 3f), en organismos como la rata, presentandose
ligeras variaciones en el caso de los receptores para el humano. Se encuentra también en el

raton, un proceso de corte y empalme alternativo el cual, genera receptores sstr2A y
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Figura 3 -Representacion esquematica de los subtipos 1-5 del receptor a somatostatina en
humano. a) subtipo 1 (hsstr1); b) subtipo 2A (hsstr2A); c) subtipo 2B (hsstr2B); d)
subtipo 3 (hsstr3); €) subtipo 4 (hsstr4); f) subtipo 5 (hsstr5). CHO- representa los sitios
potenciales de unidn a carbohidratos (union tipo -N). PO,- son sitios de fosforilacion
potencial. La secuencia YANSCAN PI/VLY corresponde a una secuencia altamente

conservada en la region transmembranal 7, que esta presente en todos los miembros de
esta familia de receptores. '
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TABLA II.- SIMILITUD EN PORCENTAJE ENTRE SUBTIPOS DE
RECEPTORES A SOMATOSTATINA EN HUMANOS.

Receptor Receptor
sstrl sstr2 sstr3 sstr4 sstr
sstrl - 59% 62% 71% 55%
sstr2 -—- 65% 57% 65%
sstr3 .- -56% 75%
sstrd -— 56%
sstr3 —

(Tomado de Viollet ef al., 1995)

TABLA Iil.- UBICACION CROMOSOMICA DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA CADA
UNO DE LOS SUBTIPOS DE LOS RECEPTORES A SOMATOSTATINA.
SUBTIPO DE RECEPTOR UBICACION CROMOSOMICA

sstrl 14q13

sstr2 17924

-§str3 22q13.1

sstrd 20pli2

sstrs 16

(Tomado de Vicliet ef al., 1995)
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Subfamilia de receptores
1-4

RECEPTORES A
SOMATOSTATINA
EN MAMIFEROS

Subfamilia de receptores
2,3,y5

p— SSET ]

sstr 4

sstr 2ZA

[ gstr 2

Vs 55t12B

sstr 3

$str 5

Figura 4.- Subfamilias de receptores a somatostatina. (fuente Bruns ef al., 1995)
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sstr2B que representan a formas sin corie y con corte y empalme respectivamente del
receptor en cuestion, codificando para proteinas de 369 y 346 aa de longitud (Figura 3c),
representando los 23 aa adicionales, un agrandamiento de la proteina en su extremo
carboxilo térninal (Bell ef al., 1995).

En humanos la localizacion de los genes que codifican para cada uno de los subtipos es la
siguiente : sstr 1, 14q13; sstr 2, 17q24; sstr 3, 22q13.1; sstr 4, 20pl1.2 y sstr S enel
cromosoma 16 (Tabla II1). Todos los genes para los receptores a somatostatina carecen de
intrones en la region que codifica para la proteina (Viollet ez al., 1995).

Aminoacidos de naturaleza acida, en especial el acido aspartico, pero no el acido
glutamico, en posiciones como la 122 para el subtipo 2 y 124 para el subtipo 3 de
receptores, parecen jugar un papel determinante en el sitio activo,y al parecer intervienen
en ¢l reconocimiento o interaccion con la lisina de la somatostatina 14, pues mutaciones
puntuales de estos aminoacidos disminuyen la afinidad de estos subtipos de receptor por la
somatostatina 14 (Stmad y Hadcock, 1995; Nehring ef al., 1995). Una situacion similar

- se da en el caso del subtipo de receptor 5 el cual es el inico que tiene mayor afinidad por
la somatostatina 28 sobre la somatostatina 14. Cuando el receptor es clonado y expresado
en células ovaricas de hamster, un cambio del aminoacido 265, que es normalmente
fenilalanina por tirosina, aumenta la afinidad a la somatostatina 14 sobre la somatostatina

28 (Ozenberger y Hadcock, 1995).

SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE SENALES USADOS POR LA
SOMATOSTATINA.

Se han descrito también cinco mecanismos por los cuales estos receptores ejercen su
efecto en la célula a la cual se unen (Fig. 5). Estos mecanismos son : receptores que
acoplados a proteinas G inhibidoras (Gi) afectan el sistema de adenilil ciclasa
disminuyendo con ello la cantidad de cAMP en el medio intracelular, con lo cual, sistemas
como los elementos de respuesta a cAMP (CRE) o la fraccion reguladora de enzimas
como la proteincinasa A (PKA) resultan afectados. Otro mecanismo descrito es, gue

también a través de proteinas Gi, los receptores aumentan el ingreso de iones potasio
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(K*), y de una manera similar se postula la inhibicion de canales de calcio, con lo que
disminuyen los niveles de este ion en el interior de la célula. Un efecto directo de esta
disminucion en los niveles de calcio intracelular es la inhibicion de la secrecion de

hormonas (ejemplo de ello podrian ser la inhibicion de la secrecion de hormona de

crecimiento). Otros receptores se han descrito como acoplados a vesiculas para exocitosis

y receptores asociados a tirosin fosfatasa, si bien no estan aun especificados las rutas que

se siguen para tales efectos (Epelbaum, 1992).

EXPRESION DE LOS SUBTIPOS DE RECEPTOR.

La adenohiptfisis muestra la expresion de mRNA de los cinco subtipos de receptores en el
mismo linaje de células. Asi, células tirotropas, gonadotropas secretoras de FSH o de LH,
adenocorticotrépicas, lactotropas y somatotropas, expresan al mismo tiempo diferentes
proporciones de todos los subtipos de receptores (O’Carroll y Krempels, 1995). Queda
por investigar cual es el papel funcional de este tipo de expresion multipie, aunque s¢
sugiere que dicho patron de expresion puede ser utilizado por la célula para regular
distintos procesos a través de subtipos especificos de receptores (Bell e al., 1995; Bruns
et al., 1995; O’ Carroll y Krempels, 1995).

A nivel histérico, entre los principales trabajos sobre receptores a somatostatina estan : la
caracterizacion del receptor en membranas extraidas del encéfalo de la rata (Patel y
Reichling, 1978; Srikant y Patel, 1981; Epelbaum, ef al., 1982; Leroux, et al., 1985; Sato,
et al., 1989; Epelbaum ef al., 1989; Raynor y Reisent, 1989 ), distribucion de los
receptores a través del cerebro en distintas especies (Bennet-Clark et al., 1980, Leroux y
Pelletier, 1984; Tran et al., 1984; Reubi, 1984, Gulya et al,1985; Reubi y Maurer,
1985; Uhl ef al., 1985; Leroux ef al., 1985; Pelletier ef al., 1986; Epelbaum et al.,
1989), caracterizacion de subtipos de receptores a somatostatina (Bruns efal., 1995) y

biologia molecular de los receptores a somatostatina (Bell e al., 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Es conveniente hacer hincapié que sdlo recientemente se ha realizado un mapa de la
distribucién de la somatostatina en todo el encéfalo de algin pez, (Pickavance et al,
1992). Es importante determinar las caracteristicas y si la presencia del receptor es similar

a la reportada con respecto al péptido. Ello nos posibilitara a fiuturo, entender el complejo

. juego de interacciones que se dan en el encéfalo del pez para realizar algunas de sus

funciones.
Hasta el momento no existen reportes disponibles acerca de receptores a somatostatina-14

en peces.
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OBJETIVOS

-Caracterizar cinéticamente el receptor somatostatina del encéfalo de pez dorado

{Carassius auratus).

-Establecer la distribucion de receptores a somatostatina 14 en et encéfalo del pez dorado
(Carassius auratus).

23



METODOLOGIA

Los experimentos para el presente trabajo se realizaron en dos sitios.

a) Para la caracterizacién cinética de! receptor a somatostatina los experimentos se
llevaron a cabo en-cl Laboratorio del Dr. Richard E. Peter, en la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Alberta, Edmonton, Canada.

b) El estudio de la distribucion de receptores a somatostatina en el encéfalo del pez dorado
Carassius auratus se realizaron en los laboratorios de Histologia y Farmacologia de la
ENEP Iztacala UNAM y el laboratorio del Dr. Jesus Calderon Tinoco y de la Dra. Martha

Romano del Cinvestav Unidad Zacatenco
Animales usados para el experimento.

Para la caracterizacion del receptor, machos y hembras de pez dorado (Carassius auratus)
en sus variedades comin o cometa, fueron compradas a Grassyforks Fishieries
(Martinville, IN) u Ozark Fishieries Inc. (MO). Los peces fueron mantenidos en acuarios
de 1800 litros de capacidad a 17°C + 1°C con aereacién continua, bajo condiciones _
simuladas de fotoperiodo de Edmonton, Canada (rangos de 13-11 a 18-6 horas de luz-
oscuridad respectivamente, de acuerdo a los meses de primavera-verano).

Para los experimentos de distribucion del receptor en el encéfalo de peces dorado, los
especimenes fueron comprados a piscifactorias locales y fueron mantenidos en tanques de
aproximadamente 1200 litros de capacidad, a una temperatura constante de 20°C + 1°Cy
un fotoperiodo artificial (13-11, luz-oscuridad) correspondiente al fotoperiodo natural de
la ciudad de México. Ambos grupos de peces fueron alimentados diariamente con

alimento comercial balanceado. Los organismos fueron mantenidos asi por al menos 2

semanas previas al experimento.
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Procedimientos experimentales

Para los experimentos de caracterizacion cinética del receptor a somatostatina se utilizo el
analogo (**’I-Tyr'")-$$-14 comprado a Amersham INC. (Londres) con una actividad
especifica de 2000 Ci/ mM.

~ La metodologia aplicada se basé en la descrita por Habibi e al., {1987) con ligeras
modificaciones.

Se anestesiaron varios ejemplares de Carassius auratus por medio de inmersion en agua
con tricaina metanosuifonato (MS 222, Syndel Lab., Canada) a una concentracion de
0.05%. Cuando ces6 el movimiento opercular, los peces fueron sacrificados por medio de
un corte de la médula espinal. Se recolectaron los encéfalos de machos y hembras de pez
dorado y se lavaron en amortiguador Tris (50 mM) a un pH 7.2, con adicién de 10 mM
de cloruro de calcio, 0.5% (p:v) de albamina sérica de bovino (BSA) y bacitracina. Los
cerebros fueron homogeneizados con un vastago de teflon y posteriormente centrifugados
a 600 g por cinco minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y centrifugado
nuevamente a 16000 g por 35 minutos a 4°C. La pastilla resultante fue suavemente
resuspendida en el mismo amortiguador. Se tomaron alicuotas de la suspencion para la
cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se usaron

preparaciones frescas de membranas en todos los experimentos.

Caracterizacion cinética del receptor a somatostating.

Se colocaron 100 pl de suspension de membranas en tubos de microfuga a los cuales se les '
agregd 150 pl de rastreador (I-Tyr'')-SS-14. Después de transcurrido el tiempo de

- incubacion, la mezcla fue centrifugada a 16000g durante 5 minutos, seguidas de la
aspiracion del sobrenadante con el objeto de detener la reaccion. Las pastilias intactas

fueron lavadas en dos ocasiones con 500 pl del amortiguador, y las bases de los tubos que
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contenian la-pastilla, fueron cortadas y transferidas a tubos de borosilicato donde se midio
la radioactividad que contenian por medio de un contador de rayos gamma (ICN con 75%
de eficiencia).

Los primeros experimentos que s¢ realizaron fueron para determinar la influencia de la
temperatura sobre la union del ligando receptor, para lo cual se procedio a incubar la
mezcla a 22°C y 4°C con el proposito de determinar la temperatura Optima de
incubacidn, la cual seria utilizada en experimentos posteriores.

En experimentos de saturacion, se demuestra que dada una concentracion total de
proteinas en el medio de incubacion, solo una pequefia proporcion corresponde a los
receptores del ligando de interés, por lo que, se tiene que alcanzar una saturacion del
sistema y, no importando que la concentracion de ligando continie aumentandose, la
cantidad de ligando adherido al receptor debe permanecer constante. En esta clase de
experimentos, se incubaron membranas de encéfalo con concentraciones crecientes de
("®I-Tyr")-SRIF-14.

Para la definicion de la constante de afinidad, fue necesario incubar a las membranas con
diversas concentraciones crecientes de SRIF-14, a una concentracién fija de (‘Z’I-Tyr'!)-
SRIF-14, con la idea de que el desplazamiento de radioligando sea gradual por parte dela
somatostatina 14. Estos experimentos se realizaron incubando membranas con diferentes
concentraciones (1x10* M a 1x10° M) de SRIF-14.

Dado que ¢l complejo entre el receptor y su ligando tiene que poseer un cierto grado de
estabilidad, el cual aumenta en refacion con la afinidad, la disociacion del complejo
hormona-receptor no debe presentarse de inmediato, sino que el complejo tiene que
permanecer estable por algin tiempo. En los experimentos de disociacion, las membranas
fueron incubadas con aproximadamente 40,000 cpm de (**’I-Tyr"")-SRIF-14 por una hora,
después de lo cual se les agregd 1x10° M de SRIF-14 al amortiguador de incubacion y la
reaccion fue detenida a diferentes tiempos.

Debido a la existencia de otras formas de somatostatina se realizaron experimentos de
competencia entre ellas; asi, se incubaron membranas de encéfalo con radioligando (*’I-

Tyr'")-SRIF-14 en presencia de concentraciones crecientes (1x10™” M a 1x10° M) del
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analogo (Tyr'')-SRIF-14, SRIF-14, SRIF-25 y SRIF-28, con el objeto de conocer si €l
receptor tenia una mayor afinidad por alguna de las sustancias mencionadas.

~ Una de las mas importantes caracteristicas de un receptor es demostrar el poseer
especificidad a un ligando en particular. Es por ello que experimentos de especificidad
fueron realizados incubando membranas en presencia del radioligando ('*I-Tyr'')-SRIF-
14 y de 1x10” M 6 1x10° M de sustancias sin ningin tipo de relacion estructural con la
somatostatina 14. Estas moléculas fueron : Sustancia P (SP), Colecistocinina 8 sulfato
(CCK-8), péptido vasoactivo intestinal (VIP) y metionina-encefalina (met-enc), todas
ellas, presente en el encéfalo de pez dorado y en el resto de los vertebrados.

Se realizaron incubaciones paralelas en cada uno de los experimentos para la
determinacion de union no especifica.

En todos los experimentos, la uni6n especifica fue calculada como la diferencia de entre la
union total y la unién no especifica.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y en cada uno de los experimentos se
conto con tres réplicas, excepto en las curvas de desplazamiento de las cuales se realizaron
6 experimentos.

Los analisis de los datos fueron realizados por medio del programa LIGAND para analisis
Scatchard y del programa ALLFIT (regresion nolinear de minimos cuadrados) para el
analisis de curvas y la determinacién de EDs).(50% de dosis efectiva).

las graficas fueron realizadas con el programa Cricket graph (Comp. Ass 1991) y los datos
ajustados en forma polinomial por dicho programa.

Un diagrama que muestra lé metodologia general seguida en estos experitﬁentos se

muestra en la Figura 6.

Distribucidn del receptor en el encéfalo del pez dorado.

Para este objetivo la hormona fue marcada en el laboratorio.

La yodacion del analogo (Tyr'")-SS-14 se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
Merchant T. (1987).

A5 pg del analogo disuelto en 10 pl de cido clorhidrico 0.01N se le agregd 1 mCi de
yodo 125 disuelto en 50 pl de amortiguador de fosfatos 0.5 M (pH 7.4), y
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Figura 6.- Diagrama que ilustra la metodologia seguida en los experimentos para la

caracterizacion cinética del receptor de somatostatina.
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posteriormente 10 png de cloramina T diluida en 10 pl de agua bidestilada y desionizada.
La mezcla se incubd por 30 segundos con agitacion suave y la reaccién se detuvo por
dilucion al adicionar 500 pl de albiimina sérica de bovino (BSA) al 10 % disuelta en
amortiguador de fosfatos 0.05 M (pH 7.4). El conjunto de la solucién fue transferido a
una columna de 26 cm de longitud por 1 cm de diametro que contenia Sephadex G-25
fino, y la columna se eluy6 con acido acético 0.1N con 0.2% de BSA.

Tres picos radioactivos se observan durante el proceso cromatografico, de los cuales el
primero corresponde a BSA que incorpora marca, el segundo es yodo inorganico y en el
tercer pico se concentra la somatostatina marcada (Figura 7).

Para la determinacion de la distribucion de receptores a SS-14 se realizé la siguiente
metodologia: Ejemplares de Carassius auratus fueron anestesiados por inmersion en agua
que contenia MS 222 (Sigma Chem. MO) a una concentracion de 0.05%. Cuando cesé el
movimiento opercular, los peces fueron sacrificados por medio de un corte de la médula
espinal. Los encéfalos de pez dorado fueron disecados e incluidos en Tissue-tek (Miles
INC) a -20°C, permaneciendo a esta temperatura hasta el momento del corte. La
obtencion de los encéfalos no durd mas de dos minutos. Los cerebros se cortaron por
medio de un microtomb de congelacion IEC y se adhirieron a portaobjetos previamente

- vestidos con gelatina-cromo. Los cortes fueron seriados, de 16 um de grosor de acuerdo a
las metodologias reportadas por Peter RE. y su grapo (Himick y Peter, 1994) para el
estudio de otros neuropéptidos. Los cortes fueron mantenidos a 4°C por una noche y
posteriormente desecados durante 30 minutos. Los cortes fueron sometidos a una
preincubacion de 10 minutos en amortiguador Tris (10 mM) a pH 7.2 al que se adicioné
albumina sérica y bacitracina. La incubacion se llevé a cabo en el mismo amortiguador
suplementado con ['*I-Tyr"']-SS-14 (actividad especifica 1000 Ci/mM) alrededor de
15000 cpm. Cortes adyacenies fueron sometidos a la misma mezcla de incubacién mas una
concentracién 1 x10° M de $S-14. La incubacién fue de una hora a temperatura ambiente.
Después de ese tiempo se decant6 la solucion de incubacién y se practicaron tres lavados,
dos de ellos en el mismo amortiguador y el Gitimo en agua bidestilada y desionizada. Los
cortes se secaron toda la noche a 4°C y posteriormente se utilizaron para ser expuestos a

pelicula hyper B-max de Amersham por 8-10 dias. Las peliculas fueron reveladas por
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Yodacion de (Tyr11)-SRIF-14.
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Figura 7.- Perfil de yodacién de (11Tyr)-SRIF-14. EI primer
pico corresponde a BSA marcada. El segundo pico es yodo
. inorgénico. El dltimo pico es el andlogo marcado.
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medio de revelador D-19 0 GBX de Kodak y fijadas con fijador rapido. Los cortes se
tifieron con cresil violeta y las imagenes obtenidas en ia autorradiografia se compararon
con las correspondientes de los cortes,

Un diagrama acerca de estos experimentos se ilustra en la Figura 8.

31



i

Obtencion del
encéfalo

TInclusion del
encéfalo en
Tissue-tek

Congelacion a
- 20°C

|

Corte en criostato
a 15 0 16 micras

Almacenamiento del

cortea-20°Cda
4°C por una noche

Desecacion por
30 minutos

Preincubacion en
el amortiguador
por 10 minutos

|

Incubacion con
SRIF-14 marcado
por una hora

[ 3 lavados ]

Secado de los
cortes 4°C toda
ia noche

l

Exposicion del film
a los cortes durante
6-10 dias_

Tincién de los cortes
con cresil violeta

Figura 8.- Diagrama que ifustra la metodologia seguida para la determinar la distribucion
de los receptores a somatostatina 14 en el encéfalo del pez dorado.
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RESULTADOS.
Caracterizacion cinética del receptor

La dependencia del tiempo y la temperatura fue evidente en la unién de (‘’I-Tyr'')-SRIF-
14 durante la incubacidn en preparaciones de membranas de encéfalo a 4°C y 22°C, para
un periodo total de 120 y 100 minutos respectivamente (Figura 9). Estos experimentos
fueron realizados durante los meses de abril y mayo. El maximo de unidn especifica fue
alcanzado a los 60 minutos de incubacion (6.0 %) a 22°C (Figura 10), y tanto [a unién
total (UT) como la unién no especifica (UNE) fueron estables por los siguientes 60
minutos, resultado una estabilidad en la unién especifica (UE).

Todos los experimentos subsiguientes fueron realizados a temperatura ambiente (22°C) y
60 minutos de incubacién, ya que' el decremento de la temperatura a 4°C reduce
significativamente tanto la union total como la union no-especifica.

El receptor a somatostatina 14 es altamente susceptible a cambios de pH presentando una
union especifica mayor a pH fisiolégico (7.2) que incluso a rango de pH muy cercanosk
como el de 7.5 ¢ 7.0 (Figura 11).

En los experimentos en los cuales se incubaron membranas de encéfalo con
concentraciones crecientes de (‘251-’{'yr“)-SRIF-14 (de 1 a 160 pM) en presencia 0
ausencia de 1x10° M de SRIF-14, sg'enco.ntré un saturabilidad de la union a una
concentracion de 63 pM/l (Figura 12). La Ka fue determinada en 1.3 £0.12 x 10°° M.
Estos experimentos fueron realizados en los meses de junio y julio. Las curvas de -
saturacién fueron procésadas con el programa ALLFIT para minimos cuadrados y la EDso |
fue calculada en 142 +026x 107"° M.

La adicion de SRIF-14 a concentraciones tan grandes como 1 x 10°M 6 1 x10° M,
resultaron en un desplazamiento del 55% de la marca de (**’I-Tyr'')-SRIF-14. Dichas
curvas de desplazamiento se muestran en Ia Figura 13.

Por medio del programa LIGAND para analisis de Scatchard (Munson y Rodbard 1980)

cada uno de los seis experimentos realizados fue analizado con los modelos para un
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% de Union especifica

(n=3)
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Figura 9.- Efecto de Iz temperatura sobre la wnidn especifica. 100
microfitros de membranas fueron incubados paralelamente con el
rastreador durante diferentes tiempos a las temperaturas
sefaladas, la veaccidn fuaI dailenida y la unién espacifica
calculada.
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Figura 10.- Efecto del tiempo en la unién de '
(1251-Tyr-11)-SRIF-14 a los receptores (n=3). EI experimento
se realizé a temperatura ambiente
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Figura 11.- Efecto del pH sobre la unién especifica de
(1251-Tyr11)-SRIF-14 a los receptores. (n=3).
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% de Desplazamiento |
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Concentracion de SRIF-14

Figura 13.- Curva de desplazamiento de (1251-Tyr11)-SRiF-14 a

diferentes concentraciones de SRIF-14. E| desplazamiento estd

dado en porcentajes considerando el desplazamiento maximo a
concentraciones de 1 y 10 micromoles

y = 123.45017 + 71.76167x + 11.74352x72 +
0.49528x°3 r'2 = 0.98775
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receptor o dos receptores. Los resultados obtenidos de estos analisis sugieren que el
modelo de un solo receptor de alta afinidad es satisfactorio en cinco de las seis curvas
analizadas (p > 0.05) cuando fue comparado con el modelo de dos receptores.

Los experimentos en los cuales se registro la tasa de disociacion, mostraron una baja tasa
de disociacion para el receptor en cuestion (Figura 14). En dichos experimentos las
reacciones fueron detenidas a 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 minutos después de 1 x
10° M de SRIF-14. La curva consiste de un solo componente de disociacion lenta, por lo
que los datos sugieren nuevamente un sdlo sitio de unidn con caracteristicas de alta
afinidad.

Los experimentos en los cuales se aplicaron concentraciones crecientes (1 x 10°Ma 1 x
106° M) de diferentes somatostatinas (SRIF-25, SRIF-28) o del mismo anélogo sin marca
radioactiva, fueron similares a los desplazamientos de SRIF-14. Los ICs, fueron de 7.55 x
10° para SRIF-25 y 9.06 x 10 para SRIF-28 (Figura 15).

Los resuitados de especificidad para SP, VIP, CCK-8 y met-enc, mostraron una
reactividad crazada menor al 10% a concentraciones tan altas como 1x 10° M (Figura
16).

Todo lo anterior parece indicar que, al igual qﬁe en mamiferos, con este analogo se puede

identificar un sdlo tipo de receptor de alta afinidad.
Distribucion del receptor a somatostatina en el encéfalo del pez dorado.

Los resultados obtenidos con las incubaciones de cortes de encéfalos de hembras y machos
de pez dorado no parecen tener diferente patrén de distribucion de los receptores.

En general, en Ia mayoria de los cortes obtenidos desde las regiones anteriores del
encéfalo que comprenden la zona correspondiente a +3.0 del mapa del cerebro anterior
realizado por Peter y Gill (1975), hasta las zonas de cerebro posterior reportadas por
Prasada Rao, ef al., (1987) y Pickavance, ef al., (1992), presentan una mayor marca
radioactiva comparadas con los controles correspondientes, indicando con ello, la gran
cantidad de receptores a somatostatina 14 o un péptido similar 2 somatostatina 14.

. Dicha marca corresponde fundamentalmente a fibras (tanto axonicas como dendriticas).
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Figura 14.- Tasa de disociacién de los receptores a
somatostatina 14. (n=3)

y = 1.83955 - 0.34170 * log(x) ¢'2 = 0.94970
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Respecto 2 los niicleos que en el encéfalo de pez dorado presentan una mayor marca

radiografica con respecto a los cortes control se encuentran los siguientes:
/

Delazonade+30a+1.7:

Area dorsal del telencéfalo pars lateralis

Area dorsal del telencéfalo pars dorsalis

Area dorsal del telencéfalo pars medialis
Area.dorsal del telencéfalo pars centralis

Area ventral del telencéfalo pars dorsalis

Area ventral del telencéfalo pars lateralis

Area ventral del telencéfalo pars ventralis
Area ventral del telencéfalo pars postcommisuralis (Vp)
Nicleo preoptico periventricularis (NPP)
Nucleo predptico (NPO)

Nucleo anteiroris periventricularis (NAPv)
Tracto optico (OT)

Nucleo lateral tuberis pars posterioris (NLTp)
Nicleo preglomerulosus pars lateralis (NPGI)
Nicleo dorsomedialis del talamo | (NDM)

De la zona de +0.5 a +0.1

Nucleo dorsomedialis del tallamo (NDM)
Nicleo ventromedial del Talamo (NVM)
Tectum optico (OTec)

Tracto optico (OT)

Nicleo lateral tuberis pars inferioris (NLTI)
- Nucleo dorsalis del Talamo (NDL)

Nucelo lateral geniculatus (NLG)

Nucelo difussus tori lateralis (NDTI)
Nicleo difussus lobi inferioris (NDLI)

e . T T e N . . B
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Nicelo recessus lateralis (NRL)
En general l6bulo inferior del hipotalamo.

Delazona0.02-04

Tectum éptico (Otec)

Nicleo pretectalis (NP)

Niicleo glomeruloso (NG)

Nucleo difussus tori lateralis (NDTI)
Nucleo posterior del talamo (NTP)
Niucleo dorsomedial del talamo (NDM)
Nicleo ventromedial del talamo (NVM)
Cerebelo (C)

Niucleo glomeruloso (NG)

Nicleo cerebeloso del hipotalamo (NCH)

Cerebro medio y cerebro posterior.

Haz mesencéfaio cerebeloso

Una region de la Eminencia granular (EG)
Lébulo facial (FL)

Corteza del 16bulo vago

En las figuras 17, 18, 19, 20 y 21 se representan esquemas de las diferentes areas del
encéfalo que muestran las zonas donde se registré presencia de receptores a somatostatina
14, mientras que ¢n la figura 22 algunos cortes de diferentes regiones del encéfalo

muestran las diferencias entre la union especifica y otro donde se observa la union no

especifica.
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Area dorsal del telencéfalo pars centralis (Dc)
Area dorsal del telencéfalo pars dorsalis  (Dd)
Area dorsal de} telencéfato pars lateralis  (D1)
Area dorsal de! telencéfalo pars medialis (Dm)
Area ventral del telencéfalo pars dorsalis (Vd)
Area ventral del telencéfalo pars lateralis (V1)
Area ventral del telencéfalo pars ventralis (Vv)
Area ventral del telencéfalo pars posterioris(Vp)
Cerebelo (C)

Complejo motor del vago lateral (DM1)
Eminencia granularis (EG)
Fasciculo fongitudinal medial  (FLM)

Haz mesencéfato cerebeloso (HMC)

Lemniscus lateralis (LL)

Lébulo facial (FL)

Lébule vage (VL)

Locus coerulus (LC)
Nervio vago (VN)

Niicleo anterior periventricularis (NAPv)
Nicleo anterior tuberis (NAT)

Niicleo cerebeloso del hipotalamo (NCH)
Niicleo difussus lobi inferioris  (NDLI)
Niicleo difussus toris infesioris (NDT?1)
Nicleo diffusus toris lateralis (NDTL)
Nucleo dorsolateralis talami (NDL)
Nicleo dorsolmedialis talami  (NDM)
Nucleo enteropeduncularis  (NE)

Niicleo glomerufoso (NG)
Niicleo gustatorio secundario  (SGN)
Nicleo habernularis {NH)

Nicleo lateral suberis pass anterioris (NLTa)
Nucleo lateral tuberis pars inferioris (NLTi)
Niicleo lateral tuberis pars lateralis (NLT1)
Nicleo lateral tuberis posterioris (NLTp)

Nicleo marginal parvocelular (PM)
Nicleo motor del i6bulo vago (NMVL)
Nucleo posterior periventricularis  (NPPv)
Niicleo posterior talami (NTP)
Nicleo posterior tuberis (NPT)

Niicleo Preglomerulosus pars lateralis  (NPGl)
Nicleo preoptico (NPO)
Nicleo predptico periventricularis  (NPP)
Nicleo pretectalis (NP)

Niucleo recessus lateralis  (NRL)

Niicleo reticularis lateralis (NRI)
Niicleo reticularis medialis {NRM)
Nicleo reticularis superioris (NRS)
Nicleo ventromedialis talami  (NVM}

Organo vasculosum V)
Tectum Gptico (OTec)
Tegmento del cerebro medio (MT)
Toris semicircularis (TS)
Tracto gustatorio secundario  (ST)
Tracto éptico {OT)
Tracto trigémino ©T)
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Figura 17.- Corte transversal del encéfalo anterior del pez dorade. El esquerna dy l;aoderach:i indica las
zonas anatdmicas del cercbro y el esquema de la izquierda representa la distribucién de somatostatina
(segin Pickavance et al., 1992), en la patic izquierda del encéfalo v en ta derccha la distribucién del
receptor a somatostating. Distancia entre cortes : A-B ; 300 pm; B-C : 300 pm, C-D : 200 pm.
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NDM

NPGm

Figura 18.. Corte transversal del encéfalo anterior y medio del pez dorado. El esquema de Ia derecha
indica las zonas anatémicas def cercbro y el esquema de i3 izquierda representa la distribucion de
somatostatina (segin Pickavance ef o/, 1992), en la parie izquierda del encéfalo y en la derecha la
distribucién del receptor a somatostatina. Distancia entre cortes : A-B : 200 pm, B-C : 200 um,
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NVM

Figura 19.- Corte transversal de! encéfalo anterior, medio y posterior del pez dorado. El esquema de la
derecha indica las zonas anatémicas del cerebro y el esquema de la izquierda representa la distribucion de
somatostatina (segun Pickavance ef al., 1992), en la parte izquierda del encéfalo y en la derecha Ia
distribucion del receptor a somatostatina. Distancia entre cortes : A-B : 1000 pm, B-C : 350 pm. -
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Figura 20.- Corte transversal del encéfalo medio y posterior del pez dorado. El esquema de la derecha
_indica las zonas anatémicas de} cercbro y el esquema de la izquierda representa fa disttibucion de
somatostatina (segin- Pickavanee ef ol., 1992), en la parte izquicrda del encéfalo y en ja derecha la
distribucién del reccptor a somatestatina, Distancia entre cortes : A-B : 380 pm, B-C : 340 pm.
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Figuta 21.- Corte transversal del encélalo posterior del pez dorado. E) esquema de Ia derecha indica las
zonas anatbmicas del cercbro y el esquema de Ia izquierda representa la distribucién de somatostatina
{segun Pickavance ef al., 1992), en la parte izquierda del encéfalo y cn a derecha la distrbucion del
receptor 2 somatostatina. Distancia entre cortes : A-B : 700 um, B-C : 700 pm.
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Figura 22 .- Cortes testigo expuestos a andlogo radioactivo y a un micromol de somatosiatina sin marca
(columna de la izquierda) y cortes experimentales expuestos al andlogo radioactivo (Columna de la derecha).
Las zonas donde se aprecia mayor oscuridad en los cortes experimentales corresponden a los sitios donde se
ticne mayor presencia del receptor a somatostatina. Distancias aproximada entre cortes: A-B 1600
micrémetros; B-C 600 micrémetros; C-D 2000 micrémetros; D-E 1800 micrémetros.
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DISCUSION

La caracterizacion de receptores a neuropéptidos en cerebro de vertebrados no mamiferos
esti atin en fase incipiente. Los resultados de esta tesis brindan la primera caracterizacién
de receptores a somatostatina en el cerebro de algin tipo de pez.

En el cerebro de pez dorado demostramos la existencia de receptores a somatostatina por
medio del uso del analogo ["*I-Tyr'']-SRIF-14. Nuestros datos sugieren que, al igual que
en los otros veriebrados para los cuales se ha investigado la influencia de la temperatura
sobre la union de la somatostatina a sus receptores, existe una marcada susceptibilidad a
este factor (Laquerriere ef al., 1989; Sato ez al., 1989). Si bien la union especifica fue de
alrededor de solo 5% a temperatura ambiente, fue més del doble que ia obtenida a 4°C.
Es importante mencionar, que debido al alto contenido de grasas presentés en ef cerebro
del pez dorado, la union inespecifica es muy alta, razon por la cual, la unién especifica se
ve disminuida considerablemente en relacién con otros sistemas como son, por ejemplo,
mamiferos (Himick, 1995, comunicacion personal).

Otro factor que demostr6 tener una fuerte influencia sobre el grado de unidn especifica en
la interaccion rec'e.ptores-ligando fue el pH. De los 5 puntos de pH probados, el pH de 7.2
que es el de rango fisioldgico, fue el que presenté el mejor porcentaje de union especifica
(6.3%). Variaciones leves de pH de 0.2 (pH 7.0) 6 0.3 (pH 7.5) unidades disminuyen
sensiblemente el porcentaje de unién especifica (alrededor de 3.5%), y a valores de pH
mas basicos (pH 8.0) dicha unién no parece resultar con una mayor afectacion que la
observada para el pH de 7.0 y de 7.5. Sin embargo, a pH de caracter ligeramente acido
(pH 6.5), s6lo 0.7 unidades por debajo del pH 6ptimo, la unién especifica se ve
sumasmente afectada disminuyendo hasta el 1.5%.

En la literatura esta bien documentada la gran sensibilidad de los receptores a
somatostatina con respecto a los cambios de pH, cuando se emplea el mismo tipo de
analogo (Sato ef al., 1989), en el cual se demostro la dependencia de la union en relacion

con este factor. Para otro analogo ((’I-Tyr' )- SRIF-14) de la somatostatina qued
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también en claro que el pH juega un papel importante en la union a su receptor (Epelbaum
et. al., 1989).

Esta marcada susceptibilidad al pH podria tener una relacion importante con los residuos
de acido aspartico de la posicion 122 en el dominio transmembranal 3 para el subtipo 2 y
la posicién 124 del subtipo 3 (Strnad y Hadcock, 1995; Nehring et al., 1995), y lisina
(posicton 9) de la somatostatina, , pues los mencionados residuos en sistemas de
mamiferos parecen interaccionar como lo indican experimentos con mutaciones puntuales
en los que se sustituyéron los aminoicidos mencionados en los subtipos de receptor
(Strnad y Hadcock, 1995; Nehring ez al., 1995), y de estar presente un sistema muy
similar de receptores en el encéfalo del pez dorado, modificaciones en el pH podrian
afectar directamente el estado de disociacién de los aminoacidos participantes, explicando
el porque en ambos grupos de vertebrados la sensibilidad al pH es tan marcada.

La Ka es similar a la obtenida por otros autores para membranas de cerebro de rata (Sato
el. al., 1989; Srikant y Patel, 198 1) de humanos (Reubi er. al., 1985), y de rana
(Laquerriere et. al., 1989) para todas las cuales cuando se utiliza este analogo, se
encuentra una Ka de rango nanomolar.

Cuando se grafico la tasa de disociacién en forma logaritmica, se ratifico, la idea de un
receptor de alta afinidad al observarse una disociacion lenta, caracteristica de receptores
que poseen una afinidad de orden nanomolar por su ligando (Habibi ez al., 1987a).
Cuando se analizan todos estos resultados, se sugiere la presencia de un solo tipo de

~ receptor de afinidad nM. Se han descrito resultados similares para este analogo, en
especial en mamiferos (Srikant y Patel, 1981; Sato et al., 1989), si bien, el uso de otros
analogos a somatostatina 14 mostr6 posteriormente la existencia de mas de un subtipo de
receptor en mamiferos (Reubi 1984; Tran er. ol , 1985)

El receptor encontrado en el cerebro del pez dorado no mostré ninguna diferencia

, importante. entre el reconocimiento a diferentes tipos de somatostatinas, pues ni la
somatostatina 28, ni la somatostatina 25 presentaron diferentes curvas en el
desplazamiento cuando fueron comparadas con las curvas generadas por el analogo de
somatostatina 14. Ello estd nuevamente de acuerdo con los datos reportados por otros

autores para los receptores en mamiferos (Srikant y Patel, 1981; Letoux et al., 1985) en
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los que se sefiala que, sdlo los receptores a somatostatina en el pancreas presentan una
mayor afinidad a somatostatina 23 que a somatostatina 14, mientras que, en el resto de los
sistemas estudiados, para tal efecto, los receptores a somatostatina presentan una mayor
afinidad por el SRIF-14 (Ozenberger y Hadcock, 1995). Ello concuerda con los datos
obtenidos en nuestro trabajo, pues tanto la somatostatina 25, como la somatostatina 28
presentan una afinidad ligeramente inferior que la demostrada para el analogo utilizado.
Con relacion a los experimentos de especificidad, nuestros resultados nuevamente son
altamente concordantes con los reportados para otros autores en mamiferos (Ogama et
al., 1977, Srikant y Patel, 1981; Epeibaum et al., 1982; Raynor y Reisine, 1989 ),
quedando de manifiesto que el receptor analizado no presenta interaccion con otras
familias de péptidos.

En relacion a la distribucién de los receptores a somatostatina en el encéfalo de pez
dorado presenta algunas concordancias y algunas discordancias con respecto a la
distribucion reportada para et péptido por el tnico reporte disponible para todo el encéfalo
en esta especie (Pickavance ef al., 1992).

En general, una mayor marca radioactiva fue registrada a lo largo de todo el encéfalo
cuando los cortes experimentales fueron comparados contra los cortes control
correspondientes, ello parece sugerir la utilizacion de somatostatina como ‘
neuromoduladqr a lo largo de todo el encéfalo, para las diferentes funciones que este
organo controla.

La presencia de receptores a nivel de las diferentes areas telencefalicas como son ventralis
dorsalis, ventralis lateralis, dorsal dorsalis, dorsal ventralis, dorsal mediales y dorsal
lateralis es consistente con la distribucion que se ha reportado para el péptido Pickavance
efal. (1992). Sin embargo, no fue posible distinguir una mayor marca radioactiva en
neuronas ubicadas en el area ventralis lateralis que evidenciaran mayor actmulo de
receptores en esa zona, como lo reportd Pickavance et al., (1992), en la distribucion del
péptido.

Ello podria ser explicado por la diferente época en la cual se realizaron los trabajos, pues
si bien en nuestfo estudio se rastrearon tanto hembras como machos en diferentes

estaciones (las cuales no corresponden a etapas de recrudescencia, madurez y regresion
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sexual), en el trabajo reportado por Pickavance ef al., (1992) no se especifica si se
utilizaron uno o ambos sexos, ni fa época del afio en la cual se realizo et trabajo, por lo que
esta misma explicacion podria ser tomada en cuenta para entender la discrepancia entre [a
distribucion del péptido y su receptor a través de todo el cerebro, debido a que ambas
moléculas son sistemas dinamicos que pueden estar bajo condiciones especiales en algin
momento determinado del afio, asi como el ser influidos por muitiples factores como las
hormonas sexuales, por mencionar tan sdlo un .ejemplo.

Esta idea parece tomar fuerza ya que en la descripcion del encéfalo anterior para la
deteccion de la somatostatina en peces jovenes (3-4 g de peso corporal) de esta especie, se
reporta que, en general, en toda el area del telencéfalo inclusive en los bulbos olfatorios se
localizan fibras inmunorreactivas a somatostatina (Oliverau ez al., 1984) lo mismo que en
peces de mayor talla en fa misma especie (Kah et al., 1982), sin hacer énfasis en las
neuronas encontradas en el area ventral lateralis, lo que contrasta con los datos reportados
por Pickavance et al., (1992), quien s6lo localizé al péptido en el 4rea anteriormente
mencionada, presumiblemente en organismos adultos.

En fas zonas de sobreposicién en los cortes que abarcan el telencéfalo y diencéfalo son
notables la presencia de receptores en los nicleos como el nticleo enteropeduncilaris,
nicleo predptico, micleo predptico periventricularis, niicleo lateral tuberis pars inferioris,
nicleo dorsal del talamo, niicleo posterior periventricularis, nicleo posterior del talamo,
micleo dorsomedial del talamo, nicleo ventromedial del talamo, en los cuales existe una
colocalizacion de la somatostatina y su receptor. ’

Una de las estructuras mas desarrolladas en el encéfalo de peces es el techo 6ptico.
Cuando esta parte anatomica del encéfalo de peces es comparada con su homologa en
cualquier otro cerebro de vertebrado, el techo Optico de teledsteos muestra claramente la
importancia que ha cobrado en estos organismos. Ademas de la funcion general de
coordinacién visual, otras funciones han sido atribuidas a dicha estructura en peces. Entre
ellas encontramos la correlacion con otras vias exteroceptivas, donde después del analisis
de la informacion se emite una respuesta. Es por ello que no resulta sorprendente que en el
techo dptico se registre una abundancia de receptores a somafostatina, presentando una

estrecha correlacion con la presencia del péptido, aunque 1a inmunorreactividad a la
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somatostatina se presentd mas bien hacia las regiones internas del techo optico, la
presencia de los receptores fue localizada en toda esta zona, o que parece sugerir que las
neuronas que producen la somatostatina en las capas interiores la hiberan a todo lo ancho
del techo donde otro grupo de neuronas o fibras presentan los receptores a somatostatina.
Otra posible explicacion es la carencia de datos acerca de la época del afio en la cual se
determino la presencia de somatostatina, y que ello se este reflejando esta aparente
discrepancia en la ubicacion entre el péptido y su receptor.

Una zona en la cual no se reporto la presencia de somatostatina en los estudios realizados
por Pickavance ef al., (1992) y que en nuestro trabajo mostrd una importante presencia -
de receptores a SRIF, fue el haz mesencéfalocerebeloso. Dado que este haz es una via de
impulsos entre el techo Optico y el cerebelo {Sarnat y Netsky, 1976), es probable que se
utilice esta ruta como un auxiliar en el control de movimientos corporales, una vez que la
informacion procedente del exterior fue procesada en el techo 6ptico, se envie al cerebelo
encargado de coordinar los movimientos corporales que resulten mas adecuados para el
organismo de acuerdo a los factores externos, como pudieran ser: la presencia de
alimento, la presencia de predadores o alguna otra amenaza. Sin embargo, serd necesario
el realizar nuevos experimentos que demuestren una clara influencia en esta zona, para
establecer el papel que tiene la somatostatina a este nivel.

Tanto en los idbulos facial y vago la presencia de receptores quedo plenamente
identificada. En el 16bulo facial se presentd una distribucion homogénea a través del
lobulo, tanto en sentido dorsal-ventral como en el sentido céfalo-caudal.

En el caso de los 10bulos vages, las autorradiografias mostraron que en la parte sensitiva a
lo largo de todos los estratos (I-X11) y en la zona motora en los estratos (XII-XVI), se
tiene una marcada presencia de receptores. Dichos hallazgos concuerdan con la presencia
reportada para la somatostatina por Pickavance ef al., (1992), ¢ indiscutiblemente existe
una marcada influencia de esta neurohormona en el sentido del gusto, tanto a nivel
palatino como a niveles de branquias y papilas gustativas ubicadas en la piel, pues es bien
sabido que entre los vertebrados, es en los teledsteos donde se presenta la mayor

sensibilidad al sentido del gusto y es en dicha zona del encéfalo donde se controla esta

sensacion.
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La amplia distribucion de los receptores a somatostatina a través del encéfalo de pez
dorado parece sugerir que la somatostatina es un neuropéptido ampliamente utilizado en el
sistema nervioso central de esta especie y, posiblemente, de la mayoria de la especies de
teledsteos, lo que brinda la oportunidad de plantear una amplia gama de experimentos en
relacion con el papel especifico que tiene el péptido en la regulacion de las diferentes
funciones para las areas en las cuales se encuentra su receptor, ademas de la posibilidad de
investigar los mecanismos de los cuales se vale el receptor para ejercer su efecto en cada
uno de los sistemas neuronales en los que participa, tales como: los diferentes nicleos del
cerebro anterior, en el techo optico, el haz mesencéfalo-cerebeloso, el 16bulo facial y el
lobulo vago, por mencionar sélo algunos ejemplos.

Parece claro t_ambién, que al haber encontrado caracteristicas cinéticas del receptor
similares a las reportadas para el receptor a somatostatina de mamiferos a través del uso
del mismo analogo (‘**I-Tyr'")-SRIF-14, se presenta la oportunidad de investigar si, at
igual que en mamiferos, se encuentran mas subtipos de receptores a somatostatina, y, de
ser ast, determinar su distribucion por medio de hibridacion in situ en el encéfalo, ademas
de tratar de establecer los factores que regulan su apariciéon como podrian ser la presencia |

o ausencia de esteroides sexuales en el medio.
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CONCLUSIONES

-En el presente trabajo establecimos la existencia de un receptor a somatostatina 14 en el
encéfalo de pez dorado.

- La distribucion del receptor en el encéfato del pez dorado en relacién con la distribucion
reportada para la somatostatina en el mismo Organo de este pez es fundamentalmente

similar, si bien existen algunas regiones en donde no existe correlacion entra la distribucién

del péptido con su receptor.
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