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RESUMEN 

La regulación neuroendócrina de la lactancia comprende la activación, inducida 
por el estímulo de la succión, de mecanismos estimuladores e inhibidores que 
regulan la secreción y la evacuación láctea. Estudios previos muestran que la 
activación fisiológica del sistema simpático (SNS) puede inhibir la evacuación 
láctea en la rata. Así, se ha demostrado que las catecolaminas (CATs) 
suprarrenales deprimen la liberación de oxitocina (OT) por parte del lóbulo 
posterior de la hipófisis y antagonizan la acción de OT sobre las células 
mioepiteliales. Además de las CATs suprarrenales, existen mecanismos a y J3 
adrenérgicos capaces de facilitar o de inhibir, respectivamente, la evacuación 
láctea a través de la inervación directa de la glándula mamaria. Aunque estas 
influencias pueden regular la evacuac1on láctea, permanece incierta la 
participación del estímulo de la succión en la activación del SNS, así como los 
mc.canism.:is neurales que están involucrados e:-1 dicha regulación. 
Los objetivos de esta tesis fueron (1) determinar si la succión inhibe de manera 
refleja la evacuación láctea inducida por OT en ratas lactantes anestesiadas y 
analizar si esta inhibición se debe a las CATs suprarrenales y/o neurales; (2) 
determinar si el efecto inhibitorio de la succión sobre la evacuación láctea puede 
ser bloqueado mediante la activación previa de mecanorreceptores ductales 
mamarios, (3) determinar las poblaciones neuronales de la médula espinal de la 
rata lactante que integran las señales aferentes inducidas por la succión, que a 
su vez son propagadas hacia niveles cerebrales superiores o que dan lugar a la 
activación refleja de mecanismos simpáticos, inhibitorios de la evacuación 
láctea. 
Se utilizaron ratas anestesiadas con uretano, que fueron separadas de sus crías 
por 6h. La evacuación láctea fue determinada mediante el registro de la cantidad 
de leche obtenida por las crías y/o mediante el registro isométrico de la presión 
intramamaria (PIM) en respuesta a dosis conocidas de OT. En el primer caso, se 
administrr OT (0,8mU cada 2 min) a las madres por vía endovenosa durante un 
período de succión. Algunos grupos de ratas 1 .... eron implantadas crónicamente 
con cánulas intracerebroventriculares (ICV), adrenalectomizadas (ADX) o 
hipofisectomizadas (HX). Los resultados muestran que la evacuación láctea fue 
escasa en animales control, falsamente operados, ADX y HX, pero en ratas 
intactas o HX que recibieron una dosis de propranolol (PROP) por vía 
endovenosa o ICV, la cantidad de leche obtenida por las crías fue 
significativamente mayor. 
Por otro lado, se observó que la disminución en la evacuación láctea, así como 
la depresión en respuestas de PIM inducidas por la administración exógena de 
OT y el aumento en la resistencia ductal inducidas por el estímulo de la succión 
en ratas anestesiadas, fueron bloqueadas por la activación previa de 
mecanorreceptores ductales mamarios. Este efecto facilitador fue bloqueado a 
su vez, mediante la administración sistémica del bloqueador a. adrenérgico 
prazosín, lo cual sugiere que la activación de mecanorreceptores ductales 
provoca la 3ctivación de un mecanismo a adrenérgico, probablemente de origen 
central, que contrarresta los efectos inhibitprios de la succión sobre la 



evacuación láctea. 
Finalmente, se analizó la inducción de la expresión del gen e-fas para identificar 
las poblaciones neuronales de la médula espinal activadas por un período de 
5min de succión o por la estimulación eléctrica del cabo central del nervio 
correspondiente a la primera glándula abdominal (EENM), en ratas lactantes 
succionadas continuamente (SC) por sus crías, o separadas previamente de 
ellas (NSJ por 6 ó 1 Bh. Además, con el fin de investigar si se activan neuronas 
preganglionares simpáticas por estos dos estímulos, se realizó una doble 
inmunotinción contra Fas y contra transferasa de colina y acetilcolina (ChAT). La 
expresión de Fos fue baja en ratas SC y NS6h, pero en ratas NS1811 fue escasa 
y prácticamente nula. En cambio, en ratas NS6h ocurrió un aumento significativo 
en la expresión de Fes en varias regiones de la sustancia gris de la médula 
espinal en animales que recibieron un período de 5 min de succión o de EENM. 
El patron de expresión de Fas en cada lámina espinal fue diferente para cada 
estímulo, i.e., la succión provocó una mayor inducción de Fas en láminas 
profundas (laminas V-X de Rexed), mientras que con EENM se obtuvieron 
efectos más intensos en laminas superficiales (1-IV). La doble tinción reveló que 
la succión activa neuronas preganglionares simpáticas de la columna intermedio 
medial (IMM), mientras que EENM activa neuronas de la intermedio lateral (IML). 
Por otro lado, en ratas NS1 Bh no hubo inducción de Fes en respuesta a la 
succión y solo se obtuvo un efecto discreto por EENM. 
En conjurito, estos resultados confirman que el estímulo de la succión 
desencadena un arco reflejo a nivel segr'nentario, que activa neuronas 
preganglionares simpáticas de la columna IMM. Esto da lugar a un aumento en 
el tono simpático 13 adrenérgico que provoca un aumento en el .~ano de los 
conductos mamarios que está involucrado en la falta de evacuación láctea 
durante los primeros minutos de la succión. Asimismo, la activación de 
mecanorreceptores ductales desencadena un reflejo que probablemente 
involucra la activación de mecanismos centrales a. adrenérgicos, que bloquean 
el control inhibitorio de la evacuación láctea. 
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SUMMARY 

Neuroendocrina regulation of lactation involves suckling-induced activation of 
stimulatory and inhibitory mechanisms, which regulate both, milk secretion and 
ejection. Previous studies show that physiological activation of the sympathetic 
nervous system (SNS) may inhibit milk ejection in the rat. Thus, adrenal 
catecholamines (CATs) counteract the milk ejection action of oxytocin (OT) by 
decreasing its release by the posterior lobe of the hypophysis and through 
competitiva antagonism with OT at the myoepithelial cells. In addition to adrenal 
CATs, neural regulation of the mammary gland involves ex- and 13- adrenergic 
mechanisms capable of facilitating or inhibiting, respectively, milk ejection 
through the direct innervation of the mammary gland. These influences may 
participate in the overall regulation of milk ejection, but the role of suckling on its 
activation and the neural mechanisms involved remain unclear. 
The aim of the present study was threefold: (1) to determine whether suckling 
inhibits milk ejection induced by OT in anesthetized lactating rats and to what 
extent such action may result from adrenal CATs and/or through the sympathetic 
innervation of the mammary glands, (2) to determine whether the inhibitory effect 
of suckling on milk ejection could be blocked by prior activation of mammary 
ductal mechanoreceptors, and (3) to analyze the neuronal populations in the 
spinal cord of the lactating rat responsible far the integration of suckling-induced 
afferent signals, which in turn are propagated to higher brain levels or that result 
in the reflex activation of sympathetic, milk ejection-inhibitory mechanisms 
Rats were isolated (6h) from their pups and then anesthetized. Milk ejection was 
determinad by measuring the amount of milk received by the pups during 
suckling and/or by isometric recordings of intramammary pressure (IMP) in 
response to OT. The ductal tone was analyzed by the ductal ressistance index 
measurements. In the first case, OT (0.8 mU every two min) was administered 
intiavenously to the mothers during suckling. Rats were either chronically 
implanted with cannulae into the lateral cerebral ventricles (ICV), bilaterally 
adrenalectomized (ADX) or hypophysectomized (HX). The results show that milk 
yields were low in control, sham, ADX and HX rats, but not in rats given the 13-
adrenergic blocker propranolol (PROP; IV or ICV injected), nor PROP-HX rats. 
On the other hand, both, the reduced milk ejection and intramammary pressure 
responses to OT, and the increased ductal resistance induced by suckling, could 
be prevented by prior activation of ductal mechanoreceptors. This effect was 
blocked by prior administration of the cx-adrenergic blocker prazosin, suggesting 
that the activation of ductal mechanoreceptors prometes an cx-adrenergic 
mechanism that counteracts the inhibitory effects of suckling upan milk ejection. 
Finally, the induction of c-fos gene expression was used to identify neuronal 
populations in the spinal cord activated by acute 5 min suckling (S) or by 
electrical stimulation of the central stump of the first abdominal mammary nerve 
(EENM) in lactating rats previously separated from their litters far 6 or 18h. In 
ad-:Jition, J investigate whether spinal sympat.hetic preganglionic neurons are 
activated by suckling, dual immuno-staining (Fas and choline acetyltransferase, 
ChAT) was performed. Fas was expressed at low levels in continuously suckled 
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(SC) and 6h non-suckled (NS) mothers, but no expression was found after 18h of 
non-suckling. On the other hand, in 6h NS rats, significant increments in Fos 
expression occurred in several regions after acute suckling and after electrical 
stimulation. Also, the pattern of Fos expression in each spinal laminae was 
different fbr the two stimuli, i.e., more intense effects of suckling in deep laminae 
(Rexed·s laminae V-X) and more intense effects in laminae (laminae 1-IV) with 
EENM. Double labeling after suckling was found only in sympathetic 
preganglionic neurons from the intermedio-medial (IMM) cell column, whereas 
after EENM, double label was observed only in neurons from the intermedio
lateral (IML) cell column. On the other hand, no effect upon Fos protein 
expression was observed after suckling and only a minor effect after EENM in 
18hNS rats. 
Together, these results confirm that suckling triggers a segmenta! reflex, which 
activates sympathetic preganglionic neurons from the IMM cell column. This in 
turn increases ductal tone through central 13 adrenergic mechanisms, resulting in 
a lack of milk ejection during the first minutes of suckling. Also, the activation of 
ductal mechanoreceptors presumably triggers a reflex involving central a. 
adrenergic mechanisms that block the inhibitory control of milk ejection. 
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INTRODUCCIÓN 

La lactancia es la fase final del ciclo reproductivo de los mamíferos: permite la 

conservación de estas especies al proveer la alimentación necesaria para la 

supervivencia de la progenie después de su nacimiento. En sí, esta función es un 

fenómeno neuroendócrino complejo. Su inicio acontece depués del parto y su 

desarrollo depende de los estímulos continuados de la succión y de la 

estimulación exteroceptiva que recibe la madre proveniente de las crías. 

Entre los mecanismos neuroendócrinos específicos de la lactancia están los 

relacionados con la síntesis, procesamiento y liberación a la circulación de 

prolactina (PRL) y de oxitocina (OT) por parte de los lóbulos anterior y posterior 

de la hipófisis, respectivamente. La PRL forma parte esencial de un complejo de 

hormonas que incluyen a la hormona de crecimiento (GH), la tiroxina (T4), los 

corticoides suprarrenales y la paratohormona (PTH). Este complejo hormonal 

varía según las especies y, en general, es responsable de estimular la síntesis de 

la leche por los alvéolos mamarios, mientras que la OT determina la evacuación 

de la leche hacia el exterior durante la succión. 

Por otra parte, existen también mecanismos neurohumorales de naturaleza 

adrenérgica que influyen en el funcionamiento del tejido mamario y en su 

responsividad a las hormonas hipofisarias. Se considera que la activación de 

mecanorreceptores localizados en los conductos mamarios es capaz de regular 

estas acciones adrenérgicas para producir una facilitación en la evacuación de la 

leche. 
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En el presente proyecto se plantearon Jos siguientes objetivos: 1) determinar si el 

estímulo de Ja succión inhibe de manera refleja la evacuación láctea por la 

activación de la inervación simpática de la glándula; 2) determinar si el efecto 

inhibitorio de la succión sobre la evacuación láctea puede ser bloqueado 

mediante Ja activación previa de mecanorreceptores ductales mamarios; 3) 

determinar mediante técnicas inmunohistoquímicas, las poblaciones neuronales 

de la médula espinal de la rata lactante (interneurona / neurona preganglionar 

simpática) que se activan por la succión o la estimulación eléctrica de un nervio 

mamario. 

Para definir la importancia relativa de este trabajo, a continuación se revisan de 

manera general los aspectos relacionados con la regulación neuroendócrina de Ja 

evacuación láctea en la rata, y se hace particular énfasis en Ja participación que 

tiene el sistema nervioso autónomo (SNA) en dicha regulación. 
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ANTECEDENTES 

GLÁNDULA MAMARIA 

-Características morfológicas 

La glándula mamaria es una de las glándulas accesorias más importantes de la 

piel. Aunque su número, forma y distribución varía considerablemente entre las 

diferentes especies de mamíferos, se ha demostrado que su estructura interna es 

básicamente la misma en todas las especies (fig. 1 ). Así, el alvéolo es la unidad 

anatómica y funcional de la glándula mamaria. Los alvéolos son estructuras que 

en su cara interna están formados por una capa de células epiteliales donde se 

lleva a cabo la síntesis y secreción de la leche, la cual es vertida y almacenada en 

la cavidad alveolar. Los alvéolos son drenados por los conductos mamarios los 

cuales convergen entre sí dando lugar a los conductos galactóforos principales 

que desembocan en el pezón (Mayer y Klein, 1961 ). 

Células mioepiteliales 

capilares 

alvéolos 

} 

sección a través 
del alvéolo 

leche 

conducto galactóforo 

FIGURA 1. Rep.-esentación de la estructu.-a histológica de la glándula mama.-ia (Tomado de 
Mepham, 1987). 
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Por otra parte, Ja disposición de Jos conductos, así como Ja naturaleza de las 

cavidades donde se almacena la leche presentan grandes variaciones 

interespecie (fig. 2). En Ja rata, Jos conductos mamarios convergen en un sólo 

conducto principal (galactóforo}, mientras que en el hombre o en el conejo, sor;i 

varios Jos galactóforos que desembocan en el pezón. Finalmente, en Jos 

rumiantes, los galactóforos desembocan en una cisterna y la leche es evacuada a 

través de otra pequeña cisterna localizada en el pezón (Wakerley y col., 1994 ). 

conejo 

humano rumiante 

FIGURA 2. Morfología de la glándula mamaria en distintas especies de mamíferos. a) en la 
rata y en el ratón los conductos se unen para formar un solo galactóforo; b) en el conejo varios 
galactóforos tienen salida en el pezón; c) en el humano cada galactóforo está dilatado en la base 
del pezón para formar un seno; d) en los rumiantes los galactóforos desembocan en una cisterna o 
ubre, y la leche es evacuada a través del canal del pezón (Modificado de Wakerley y col., 1994). 
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-El aparato motor 

El aparato motor de la glándula mamaria está constituído por dos elementos: el 

mioepitelio y las fibras de músculo liso (fig. 3). 

arteria 

mamario 

ALVEOLO MAMARIO 

células 
mioepiteliales 

FIGURA 3. Representación esquemática del aparato motor de la glándula mamaria. (Tomado 
de Mayer y Klein, 1961). 

El mioepitelio está formado por células de naturaleza contráctil las cuales se 

disponen en forma de estrella sobre la superficie alveolar y de manera 

longitudinal y diagonal sobre el eje mayor de los conductos de menor calibre 

(Bisset, 1974). Cuando estas células se contraen por acción de la OT liberada por 

el lóbulo posterior de la hipófisis, provocan que la luz alveolar disminuya y que los 

conductos se acorten y se ensanchen con lo que se facilita la expulsión de la 

leche hacia los conductos de mayor calibre (Linzell, 1955). J TESIS co~ . 
Ft:. T T.~. ~w r . ·~T.1N 
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Las células mioepiteliales se pueden encontrar en la glándula mamaria de 

hembras vírgenes pero no es sino hasta el embarazo cuando se incrementa su 

número. - Esto se debe a que su desarrollo se estimula por las hormonas 

esteroideas, principalmente los estrógenos (Radnor, 1972; Sala y Freire, 1974). 

Los receptores a OT aparecen en las células mioepiteliales poco tiempo antes del 

parto y desaparecen algunos días después del destete (Sol off y col., 1979; Sol off 

y Wieder, 1983). 

Por otro lado, las fibras de músculo liso forman parte de la pared de los conductos 

mamarios y se disponen en forma longitudinal en los conductos de menor calibre 

y de manera longitudinal y circular en los conductos mayores. Asimismo, las 

paredes de la cisterna glandular y de los vasos sanguíneos se encuentran 

revestidos por fibras de músculo liso (Zaks, 1962). Aunque las fibras de músculo 

liso alrededor de los conductos mamarios juegan un papel muy importante en la 

regulación del_ flujo de salida de leche de la glándula mamaria, no existe evidencia 

de que contribuyan a la fuerza expulsiva de la evacuación láctea, la cual se debe 

en su máyor parte a las células mioepiteliales (Wakerley y col., 1994). 

-Inervación 

Los nervios mamarios constan de dos componentes: uno aferente y otro eferente 

representado por fibras motoras simpáticas (Cross, 1961; Findlay y Grosvenor, 

1969). 

La inervación aferente de la glándula mamaria está constituida por fibras 

provenientes de receptores ubicados en el pezón, la piel cercana al mismo y el 
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parénquima mamario (Cross, 1961 ). Estos receptores son sensibles a estímulos 

táctiles, dolorosos y mecánicos, tales como la presión y el estiramiento durante la 

succión (Cross, 1961 ). Las fibras aferentes de los pezones de la rata tienen un 

diámetro de 1 - 25 µm y una velocidad de conducción de 6 a 36 m/seg, pero la 

mayoría de las fibras son del tipo C no mielinizadas (Haller, 1985); la latencia de 

activación de las neuronas espinales después de la estimulación va desde los 5 

hasta los 180 milisegundos (Poulain y Wakerley 1986). 

Además de las aferentes de la zona del pezón al sistema nervioso central (SNC), 

Findlay propone la existencia de otras, provenientes de mecanorreceptores 

ductales que aparentemente se encuentran ubicados en los conductos de mayor 

calibre en la glándula mamaria. Dichos receptores se activan al dilatarse los 

conductos por el paso de la leche hacia el exterior (Findlay, 1966; Findlay y 

Grosvenor, 1969). No existe mucha información acerca de las características 

electrofisiológicas y morfológicas de estos receptores, pero sí acerca de los 

efectos que produce su activación sobre la evacuación láctea. Por un lado, al 

igual que la succión, la estimulación de estos receptores facilita la liberación de 

OT por la neurohipófisis (Lincoln y Wakerley, 1975), mientras que, por otro lado, 

su activación bloquea la activación del SNA inducida por la succión, vgr., inhiben 

la liberación fásica de catecolaminas suprarrenales (CATs) y bloquean el aumento 

en el tono neural de los conductos mamarios (Mena y col., 1979; Clapp y 

col., 1985; Mena y col., 1985). 

La inervación eferente de la glándula mamaria es de naturaleza simpática. 

Anteriormente se consideraba que dicha inervación estaba confinada únicamente 



al tejido conectivo y al músculo liso de los conductos mamarios y de los vasos 

sanguíneos (Cross, 1961; Findlay y Grosvenor, 1969). Sin embargo, Marchetti y 

col. (199or describieron la presencia de receptores 13 adrenérgicos acoplados 

funcionalmente a adenilato ciclasa en las células epiteliales, alvéolos, duetos y 

adipocitos de la glándula mamaria de la rata embarazada y lactante (Marchetti y 

col., 1990): La densidad de estos receptores en la glándula mamaria es regulada 

por las hormonas ováricas y por PRL (Marchetti y Labrie, 1990). 

Asimismo, existe evidencia neuroquímica de la presencia de terminales nerviosas 

simpáticas en la glándula mamaria de la rata (Donoso y col., 1992). Las CATs 

presentes en la glándula mamaria son de origen neural, ya que la denervación 

quirúrgica reduce significativamente el contenido de norepinefrina (NE) de la 

glándula. Además, se ha observado que la actividad neural simpática sufre 

cambios durante el ciclo reproductor, ya que el contenido de NE en la glándula 

mamaria se encuentra elevado durante la virginidad y durante la involución, 

mientras que durante la gestación y la lactancia disminuye, lo cual sugiere que la 

inervación simpática podría estar involucrada en algunas de las múltiples 

funciones de la glándula (Donoso y col., 1992). 

Por otro lado, también se ha mostrado una rica distribución de fibras nerviosas en 

la glándula mamaria de la rata y del humano que pueden estar involucradas en el 

control local de la evacuación láctea (Eriksson y col., 1996b). En la Tabla 1 se 

muestra de manera resumida la inmunoreactividad que presentan algunas 

estructuras mamarias a diversos transmisores químicos. 
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TABLA 1. lnmunoreactividad a transmisores qulmicos en el tejido mamario. TH= tirosina 
hidroxilasa, CGRP= péptido relacionado al gen de la calcitonina, SP= sustancia P, VIP= péptido 
intestinal vasoactivo, PHI= péptido histidina isoleucina, NPY= neuropéptido Y, G= galanina. 
{Modificado de Eriksson y col., 1996b). 

ESTRUCTURA 

1. Terminaciones nerviosas de la subdermis, 
fibras de músculo liso que rodean al pezón y 
tejido conectivo. 

2. Nervio mamario. 

3. Adventicia de la arteria mamaria. 

4. Tejido alrededor de la arteria mamaria. 

5. Pared de la vena mamaria. 

6. Alvéolos 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

TRANSMISOR 

TH, CGRP, SP, VIP, PHI, NPY, G. 

TH, CGRP, VIP, NPY, G. 

TH, NPY. 

CGRP, SP, VIP, PHI 

TH, CGRP, SP, NPY. 

TH, NPY. 
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-Desarrollo y crecimiento. 

El desarrollo de la glándula mamaria ocurre a través de diversas fases del ciclo 

reproductor. Se pueden distinguir cinco etapas en el desarrollo mamario: etapa 

embrionaria y fetal, etapa prepuberal, etapa puberal, gestación y finalmente, 

lactancia (Lyons y col., 1958). Después de la lactancia, la glándula mamaria sufre 

una involución muy rápida regresando a una etapa similar a la del crecimiento 

cíclico. En la figura 4 se esquematizan las diferentes etapas así como los factores 

que intervienen en el desarrollo y diferenciación de la glándula mamaria en el 

ratón y en la rata. 

NACIMIENTO 

Aumento de volumen 
de tejido (o leche) 

M F 

l 

HO+HP 

1 

c:J Tejido lóbulo-alveolar 

1º'. EMBARAZO PARTO 

HO+HP+FP 

~ Tejido ductal 

PRODUCCIÓN 
LÁCTEA 

2º. EMBARAZO 

HP+X 

HO+HP+FP 

Estroma 

FIGURA 4. Representación esquemática del desarrollo mamario en ratas y ratones. INV. 
Involución; M, factores del mesénquima; F. factores endócrinos fetales; HO, hormonas ováricas; 
HP, hormonas pituitarias; FP. hormonas fetoplacentarias; X, otros factores humorales (identidad 
·ncierta); L. factores locales (identidad desconocida). (Tomado de Mepham, 1987). 
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Etapa embrionaria y fetal 

La porción parenquimatosa de la glándula mamaria se deriva embriológicamente 

del ectodermo, mientras que el estroma que la rodea y el tejido adiposo provienen 

del· mesodermo (lmagawa y col., 1994). El patrón de desarrollo fetal mamario es 

muy similar en el ratón y en la rata (Anderson, 1974). Hacia el día 10 de gestación 

ocurre una migración de células a lo largo de la línea mamaria, dando como 

resultádo la aparición de cinco o seis pares de botones mamarios por acción de 

las hormonas tiroideas. Por debajo de los botones mamarios se localiza el 

mesénquima el cual forma dos compartimientos, el mesénquima denso compuesto 

por fibroblastos y el tejido precursor de adipocitos mamarios. El mesénquima 

juega un papel esencial en el desarrollo mamario, ya que ejerce una función 

inductiva en la epidermis, la cual es mediada a través de factores específicos 

(Cowie y Tindal, 1971; Cowie y col., 1980). Existe muy poco crecimiento mamario 

durante los días 11y16, pero a partir de los días 16 a 21 ocurre una proliferación 

muy rápida de las células del epitelio mamario en la hembra. En esta fase, se 

llevan a cabo una serie de movimientos morfogenéticos que dan lugar a una 

elongación del primordio mamario con lo que un cordón sólido de células 

epiteliales mamarias se extiende hasta el tejido precursor de adipocitos y penetra 

al mesénquima denso. Estos movimientos se llevan a cabo como consecuencia 

de un cambio conformacional de las células promovido por los microfilamentos y 

los microtúbulos (Cowie y Tindal, 1971 ). Posteriormente el cordón epitelial se 

canaliza y ramifica dando como resultado el patrón mamario típico. Al nacimiento, 

la glándula mamaria está formada por una porción epitelial, el parénquima, que 



consiste de un árbol ductal pequeño y un estroma en el cual se desarrolla el 

epitelio (lmagawa y col., 1994). En el macho no se desarrollan los pezones debido 

a que se forma una condensación del mesénquima alrededor de los botones 

mamarios, lo cual produce una ruptura del tallo epitelial que conecta el primordio 

mamario con la epidermis (Anderson, 1974). 

Durante la vida fetal de los roedores, el crecimiento mamario rápido ocurre 

solamente durante los primeros días de la gestación. Aunque no se conocen con 

exactitud los factores que intervienen en el crecimiento mamario durante los 

primeros días de la vida fetal, se ha observado que la aplicación de hormonas 

esteroideas masculinas a la madre o directamente al feto producen una 

masculinización del crecimiento mamario en la hembra, mientras que la aplicación 

de estrógenos produce una malformación y un retardo en el crecimiento mamario 

(Anderson, 197 4 ). 

Etapa prepuberal 

Aparentemente en la rata prepuberal el crecimiento ductal es independiente de 

las gónadas y es muy similar en machos y en hembras. En la rata hembra ocurre 

una proliferación y una ramificación del sistema ductal mamario muy 

considerables entre el nacimiento y la pubertad (Cole, 1933). Las glándulas 

mamarias de los recién nacidos contienen solamente duetos rudimentarios con 

pequeños botones terminales. Estos botones están formados por grupos de 

células especializadas que se localizan al final de los conductos donde se lleva a 

cabo la ramificación ductal de la glándula en crecimiento (Cowie y Tindal, 1971) y 
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su aparición es el resultado del efecto residual de las hormonas maternas y 

fetales (lmagawa y col., 1994). El epitelio de los duetos y de los botones secreta 

un liquido semejante al calostro humano llamado "leche de brujas". Esta actividad 

solo puede durar hasta tres semanas ya que posteriormente, la glándula mamaria 

retorna a un estado de reposo en el cual, los duetos y los botones terminales 

presentan una regresión y el epitelio da lugar a la formación de una bicapa de 

células (Cowie y Tindal, 1971 ). 

Pubertad 

Durante la pubertad (cuatro a seis semanas) la ramificación ductal en la rata 

hembra sexualmente madura continúa hasta que los duetos alcanzan los limites 

del tejido graso. El crecimiento ductal probablemente es inducido por el mismo 

complejo mamogénico de la fase prepuberal, pero además se ha visto que los 

estrógenos y la progesterona provenientes de los ciclos ováricos regulares son 

esenciales para el desarrollo túbulo-alveolar (Bresciani, 1971 ). 

Gestación 

El desarrollo de la glándula mamaria durante la gestación comprende dos fases : 

la mamogénesis y la galactogénesis. 

-Mamogénesis o período de desarrollo y diferenciación morfológica. Ocurre 

durante los dos primeros tercios de la gestación. En esta fase existe una 

estructuración y desarrollo del sistema de conductos, de los elementos vasculares 

y del tejido conectivo, así como una proliferación y diferenciación de las células 
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alveolares (Tucker, 1994). En la Tabla 2 se muestran los factores involucrados en 

estos cambios y sus principales funciones. 

TABLA 2. Regulación endócr-ina de la mamogénesis. 
(Tomado de Tucker, 1994). 

HORMONA 

Estrógenos 

Progesterona 

Lactógeno placentario 

Glucocorticoides 

Hormonas tiroideas 

ESPECIE 

Rata, ratón, hombre. rumiantes 
y conejo. 

EFECTO PRINCIPAL 

Crecimiento y diferenciación del 
árbol ductal. Permisivos con 
progesterona y con el lactógeno 
placentario en la diferenciación 
túbulo alveolar. 

Rata, ratón, hombre, rumiantes Crecimiento y diferenciación 
y conejo. lóbulo-alveolar. 

Hombre, rumiantes, conejo 
yegua. 

y Sinergiza con los estrógenos y 
con la progesterona en el 
crecimiento y en la diferenciación 
lóbulo-alveolar. 

Rata, ratón, hombre, rumiantes 
y conejo. 

Rata, ratón, hombre, rumiantes 
y conejo. 

Permisivo con los estrógenos 
sobre la diferenciación del árbol 
ductal. 
Sinergizan con la progesterona y 
con el lactógeno placentario en el 
desarrollo lóbulo-alveolar. 

Permisivo con los estrógenos 
sobre la diferenciación del árbol 
ductal. 
Sinergizan con progesterona, 
glucocorticoides y lactógeno 
placentario en el desarrollo lóbulo
alveolar. 

-Galactogénesis o período de diferenciación funcional. Ocurre al final del último 

tercio de la gestación. En esta fase se observa un desarrollo e hipertrofia del 

aparato secretor, el cual da lugar al inicio de la secreción láctea (Tucker, 1994). 

En la Tabla 3 se muestran los factores involucrados en estos cambios y sus 

principales funciones. 
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TABLA 3. Regulación endócrina de la galactogénesis. 
(Tomado de Tucker, 1994). 

HORMONA 

Estrógenos 

Prolactina 

Hormona de crecimiento 

Glucocorticoides 

Hormonas tiroideas 

Lactancia 

ESPECIE EFECTO PRINCIPAL 

Rata, ratón, hombre, rumiantes Sinergizan y facilitan a la 
y conejo. prolactina en la diferenciación 

citológica y enzimática. 

Rata, ratón, hombre, cabra y Establecimiento de la síntesis 
conejo. de la leche. Determina la 

composición iónica de la leche. 

Rata, ratón, 
rumiantes. 

Rata, hombre, 
conejo. 

Rata, hombre, 
conejo. 

hombre y Sinergiza la acción de la 
prolactina y de los 
glucocorticoides sobre la 
síntesis enzimática. 

rumiantes y Facilitan Ja síntesis enzimática 
alveolar provocada por la 
prolactina y por la hormona del 
crecimiento. 

rumiantes y Sinergizan la actividad y la 
síntesis enzimática provocada 
por la prolactina y por la 
hormona del crecimiento. 
Estimulan la síntesis de Ja a 
lactoalbúmina que es una 
subunidad de la lactosa 
sintetasa, constituyendo asi la 
enzima limitante para la 
síntesis de Ja principal azúcar 
láctea, la lactosa. 

Una vez que la glándula ha alcanzado la máxima fase de desarrollo, se establece 

la lactancia con un aumento repentino en la actividad secretora de las células 

epiteliales. Momentos antes del parto, la relación en la concentración plasmática 

de los estrógenos y la progesterona se invierte, con lo que se eleva bruscamente 

la concentración de estrógenos y disminuye la de progesterona. Al poco tiempo, 

como resultado de estos cambios, también aumentan las concentraciones de 
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PRL, prostaglandinas F 2 (PGF2 ), OT y corticoesteroides suprarrenales (Cowie y 

col., 1980). 

La lactancia incluye dos procesos estrechamente vinculados: a) la secreción 

láctea, que comprende a los mecanismos mediante los cuales se sintetizan los 

componentes de la leche en las células epiteliales y pasan del citoplasma al 

lúmen alveolar y b) la evacuación láctea que determina la expulsión de la leche de 

la glándula mamaria (Beyer y Mena, 1969). Asimismo, la lactancia transcurre por 

diversas fases que son el resultado de una regulación activa por parte de 

influencias facilitadoras e inhibidoras de dicha función (Clapp y col., 1987): 

-Galactotrofia. Es Ja fase temprana del ciclo, una vez que se inicia la succión y 

que ha ocurrido la lactogénesis. En esta fase, el incremento progresivo en la 

producción de leche está determinado por el predominio de las acciones 

estimuladoras de la succión. 

-Galactostasis. Es la fase intermedia en el mantenimiento de la producción láctea, 

donde se equilibran las influencias estimuladoras e inhibidoras de Ja succión. 

Para que esta fase ocurra es necesario que la glándula mamaria sea vaciada 

frecuentemente. Sin embargo, aunque se mantenga una aplicación intensa de 

succión para obtener una tasa adecuada de eyección de leche, la lactancia no 

podrá ser sostenida indefinidamente (Tucker, 1974). Por esto, la síntesis y la 

evacuación láctea son dos procesos íntimamente asociados. La OT se requiere 

para la expulsión de leche mientras que algunas otras hormonas son necesarias 

para mantener la secreción intensa de la leche. Los requerimientos hormonales 

específicos varían entre las especies, pero en general el complejo galactopoyético 
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está conformado por PRL, GH, T4, corticoides suprarrenales y PTH (Tucker, 

1974). 

-Ga/actolfsis. Es la fase de declinación de producción láctea y está determinada 

paré! predominio de los efectos inhibidores de la succión. En esta fase ocurre un 

decaimiento gradual en la actividad secretora de la glándula mamaria, que da 

como resultado final el cese de la lactancia. Es común que cuando se reduce la 

frecuencia o la calidad de la evacuación láctea, la secreción de leche disminuye o 

cesa. Aunque no se conocen con precisión los mecanismos que producen el cese 

gradual de la secreción láctea, se ha observado que si se altera la frecuencia de 

estimulación de la hipófisis o de la glándula mamaria se producen cambios en la 

función secretora de la leche. Se han demostrado los siguientes efectos al 

disminuir la frecuencia de estimulación de la hipófisis (aumentando la duración del 

intervalo de no succión): la PRL se tarda en reacumular en la hipófisis después de 

la succión; al principio aumenta la liberación de PRL, pero en tanto se alargue 

este intervalo (más allá de 12 horas) se bloquea la liberación de PRL en 

respuesta a la succión; se reduce la capacidad autónoma de la hipófisis para 

secretar PRL in vitro y finalmente, disminuye la respuesta secretora de leche de la 

glándula mamaria por la administración de PRL exógena (Grosvenor y Mena, 

1974). Asímismo, se ha observado que hacia el final de la lactancia, 

independientemente de que la frecuencia de estimulación de la hipófisis sea la 

misma, pueden comenzar a actuar sistemas inhibidores específicos, los cuales 

provocan una inhibición de los efectos galactopoyéticos normales 

ha sido liberada hacia la circulación (Grosvenor y Mena, 1974). 

de la PRL que 
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Finalmente, también se ha observado en el conejo que la succión de las crías de 

finales de la lactancia es cualitativamente diferente de la succión de crías de 

principios de ciclo. Así, mientras que las crías jóvenes son capaces de prolongar 

el ciclo dé la lactancia, la succión por crías viejas ejerce el efecto opuesto (Mena y 

col.,.1990a). 
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MECANISMOS NEUROENDOCRINOS DE LA LACTANCIA 

Durante la lactancia, el principal estímulo de las crías sobre la madre es la succión 

ejercida sobre los receptores localizados en la zona del pezón. Esto desencadena 

un reflejo, cuyos impulsos ascienden por el SNC hasta Jos núcleos supraóptico 

(SO) y paraventricular (PV) del hipotálamo (Ely y Petersen, 1941 ). Dicho estímulo 

provoca la liberación a la circulación de las hormonas del complejo 

galactopoyético: Así, la adenohipófisis libera PRL, hormona 

adrenocorticorticotrófica (ACTH), GH, hormona estimulante de tirotropinas (TSH) y 

hormona estimulante de los melanocitos (MSH); la neurohipófisis libera OT y 

hormona antidiurética (ADH) y la glándula suprarrenal secreta Epinefrina (E) y NE 

(i:3rosvenor y Mena, 1974). Todas estas hormonas están involucradas de manera 

interrelacionada en la síntesis y en la evacuación de la leche. 

Secreción láctea. 

Al comienzo de la lactancia, a los pocos días del parto, las células alveolares ya 

muestran todas las características morfológicas de una célula en fase activa de 

síntesis y secreción de proteínas, además de presentar otras características 

únicas para la secreción de grasa. Para esta última función, las células se 

encuentran polarizadas y contienen abundantes organelos de secreción como 

retículo endoplásmico rugoso (de predominio basal), aparato de Golgi y una gran 

cantidad de mitocondrias (Linzell y Parker, 1971 ). 

Las células del epitelio alveolar elaboran los componentes de la leche (lactosa, 

grasa y proteína) a partir de sus precursores en el plasma (glucosa, ácidos grasos 

y amino ácidos). Este proceso incluye la captación y concentración de los 
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elementos plasmáticos (H2 0, iones, colesterol, etc. ). así como la excreción de los 

productos elaborados hacia el lumen alveolar (Cowie y col., 1980). 

La principal hormona involucrada en la secreción láctea es la PRL, la cual influye 

directamente sobre la función secretora de la glándula mamaria al ejercer diversos 

efectos. Se ha observado que estimula la proliferación celular y que es 

determinante para la adquisición final de las características ultraestructurales y 

funcionales que diferencian al tejido epitelial alveolar en secretor. Además, la PRL 

estimula la función secretora glandular mediante una acción generalizada sobre el 

metabolismo del epitelio alveolar que involucra la estimulación de la síntesis de 

proteínas, tanto las que son secretadas en la leche (caseína, a. lactoalbúmina, J3 

lactoglobulina, etc.), como las que participan en la elaboración de sus 

componentes. Asimismo, la PRL estimula el metabolismo de los lípidos y regula el 

flujo iónico a través del epitelio secretor (Cowie y col., 1980). 

Evacuación láctea. 

El reflejo neurohumoral de la evacuación láctea. 

Durante la succión, la estimulación de receptores sensibles a la presión y al tacto, 

localizados en la zona del pezón, activa el reflejo de evacuación láctea. Los 

impulsos generados por esta estimulación se transmiten por los nervios 

segmentarios y por vías específicas dentro del SNC hasta los núcleos supraóptico 

y paraventricular del hipotálamo (Cross, 1961) provocando un aumento en la 

frecuencia de disparo de las neuronas oxitocinérgicas donde se lleva a cabo la 

síntesis, procesamiento y finalmente la liberación de OT a la circulación, a partir de 
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sus terminales axónicas (Lincoln y col., 1973). La OT liberada se acopla a sus 

receptores y estimula la contracción de las células mioepiteliales (Soloff, 1985), lo 

que provoca que la luz intra-alveolar disminuya y que los conductos de menor 

calibre se acorten y se dilaten (Linzell, 1955). De esta forma aumenta la presión 

intramamaria y la leche es expulsada desde los alvéolos hacia los conductos 

mayores o hacia la cisterna glandular mamaria en el caso de los rumiantes 

(Wakerley y col., 1994). 

Secreción de OT. 

La secreción de OT puede inferirse al registrar la presión intramamaria de la 

glándula o por la cantidad de leche evacuada después de un período de succión. 

Por otra parte, mediante el radioinmunoensayo, se han hecho mediciones directas 

de las concentraciones de OT en la circulación, las cuales son muy variables. En 

general, después de iniciarse la succión, la concentración aumenta rápidamente; 

este aumento es de corta duración y la cantidad de hormona disminuye, aún 

cuando continúe la estimulación de la glándula mamaria (Grosvenor y col., 1986). 

Aunque el circuito neuronal responsable de la transmisión del reflejo de la 

evacuación láctea es específico para las neuronas oxitocinérgicas, Lincoln y 

Rusell (1985) demostraron que diversos estímulos que provocan la liberación de 

ADH por parte de la neurohipófisis también provocan la liberación de OT. Estos 

pueden ser: la hemorragia, un aumento en la presión osmótica plasmática y la 

deshidratación (Lincoln y Russell, 1985). 

También se ha observado que la activación de mecanorreceptores ductales 

provoca un aumento en la actividad rítmica neurosecretora de las células 
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oxitocinérgicas de los núcleos supraóptico y paraventricular del hipotálamo 

facilitando la liberación de OT (Lincoln y Wakerley, 1975). 

Regulación autonómica de la evacuación láctea. 

Desde hace tiempo se han acumulado evidencias experimentales que apoyan la 

hipótesis de que la glándula mamaria es un efector autonómico y que la 

evacuación láctea está regulada fisiológicamente por la división simpática del SNA 

(Mena y col., 1995). 

El tono del músculo liso ductal y arteriolar de la glándula mamaria se encuentra 

regulado por fa inervación eferente de tipo simpático (Findlay y Grosvenor, 1969). 

La activación del SNS da lugar a un aumento en la resistencia ductal y/o de la 

vasoconstricción mamaria, provocando en última instancia una disminución en la 

tasa de expulsión de leche. Así mismo, se ha demostrado que al practicar una 

simpatectomía quirúrgica o farmacológica se produce un aumento en la velocidad 

del flujo de la leche hacia el exterior (Mena y col., 1979). 

El confrc:íl-simpático de la glándula mamaria de la rata parece estar sostenida de 

manera tónica, aunque en parte también muestra un componente de activación 

fásica (Grosvenor y col., 1972) que ocurre a través de un reflejo espinal 

secundario a la estimulación de receptores en la glándula mamaria (Mena y col., 

1978). 

En resumen, la regulación de la evacuación láctea es muy compleja y en ella 

participan diversos mecanismos neurales y humorales como son: 

• Hormonas hipofisiarias (OT) 
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El SNA a través de las CATs circulantes provenientes de la médula 

suprarrenal. 

Mecanismos centrales adrenérgicos que pueden regular el funcionamiento del 

aparato motor de la glándula mamaria por medio de su inervación (Mena y col., 

1995). 

Por todo esto, la lactancia es un excelente modelo para estudiar la interacción del 

SNA y el sistema endócrino. En lo antecedentes específicos se detalla la 

información acerca de la participación del SNA en la regulación de la evacuación 

láctea. 

TESIS CON 
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ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

La glándula mamaria es un órgano de secreción externa, cuyo producto es 

sintetizado y evacuado mediante una compleja regulación neuroendócrina que 

abarca la activación de mecanismos estimuladores e inhibidores inducidos por el 

estimulo de la succión. Así, la liberación de OT por el estimulo de la succión 

provoca la evacuación de la leche, pero a su vez también puede ser facilitada o 

contrarrestada por acción del SNS. 

En el caso de la facilitación se ha observado que los mecanismos a adrenérgicos 

en el SNC estimulan la liberación de OT (Crowley y Armstrong, 1992). Así mismo, 

el estímulo de succión provoca un aumento en la secreción de NE hacia las 

regiones magnocelulares del hipotálamo lo cual está correlacionado con un 

aumento en la liberación de OT (Crowley y col., 1987). Se ha demostrado a través 

de la determinación de los niveles sanguíneos de OT (Bridges y col., 1976) y 

mediante la detección de un aumento en la presión intramamaria (Clarke y col., 

1979), que la administración central de NE y de agonistas a adrenérgicos también 

estimulan la liberación de la OT. 

Estudios previos han mostrado que los inhibidores de la síntesis de NE y los 

antagonistas a adrenérgicos bloquean el reflejo de la evacuación láctea inducida 

por la succión (Clarke y col., 1979; Song y col., 1988). Asimismo, también existe 

evidencia de la inhibición de la evacuación láctea (Clarke y Lincoln, 1976; Moas y 

Richard., 1979) y de la liberación de OT (Song y col., 1988) a través de la 

estimulación de receptores f3 adrenérgicos. 
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Por otro lado, el Sistema Nervioso Simpático también es capaz de bloquear la 

evacuación láctea por efecto de las CATs que se liberan sistémicamente en 

respuesta al estímulo de la succión (Mena y col., 1979; Clapp y col., 1985; Song y 

col., 1988). También se ha visto que eventos tales como la estimulación eléctrica 

de un nervio mamario provocan la liberación hacia la sangre de E y NE 

(Kuanyshbekova, 1976; Barowicz, 1979; Ewy y Barowicz, 1981; Clapp y col., 

1985). 

Asimismo, se ha observado que la aplicación intracerebroventricular (ICV) de 

agonistas ex. y 13 adrenérgicos facilita o inhibe, respectivamente, las respuestas de 

presión intramamaria inducidas por la administración exógena de OT. Dichos 

efectos son mediados a través de la inervación eferente de la glándula mamaria ya 

que no ocurren cuando se seccionan las raíces ventrales correspondientes (Mena 

y col., 1995). 

El mecanismo mediante el cual las CATs circulantes dan lugar a la inhibición de la 

evacuación láctea se debe en parte a que provocan un aumento en el tono del 

músculo liso de la glándula mamaria lo que produce una constricción de las 

arteriolas y de los duetos de la glándula mamaria (Cross 1 955; Bisset y col., 1967; 

Vorherr, 1971 ). además de que ejercen un antagonismo competitivo con la OT en 

el mioepitelio efector (Chan, 1965). 

Sin embargo, existe un mecanismo reflejo que bloquea las acciones antagónicas 

del SNA sobre la evacuación láctea. Se piensa que existen mecanorreceptores 

localizados en los conductos principales que se activan cuando los conductos 

mamarios se dilatan por efecto de la leche que es movilizada hacia el exterior 

f TI:SlS C-6Ñ·--i 
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(Findlay, 1 966; Findlay y Grosvenor, 1969). Estudios previos han mostrado que la 

activación de mecanorreceptores ductales inducida por la administración de leche 

al interior de una glándula torácica, bloquea la liberación fásica de E (Clapp y col., 

1985) inducida por la estimulación eléctrica del cabo central de un nervio mamario 

(EENM). De igual forma, se ha observado que la activación de mecanorreceptores 

ductales bloquea la depresión de las respuestas de presión intramamaria 

inducidas por EENM (Mena y col., 1979) o por la administración central de 

agonistas J3 adrenérgicos (Mena y col., 1995). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Todo lo anterior muestra que durante la succión, la activación del SNA inhibe la 

evacuación láctea a través de las CATs sistémicas y neurales, y que dichos 

efectos pueden ser bloqueados mediante la activación de mecanorreceptores 

ductales. Sin embargo, hasta la fecha no se conocen los mecanismos que median 

la activación del SNA por la succión, así como los mecanismos neurales mediante 

los cuales se ejerce esta regulación. De igual forma, no se conocen las 

poblaciones neuronales de la médula espinal responsables de la integración de las 

señales aferentes generadas por la succión, y que son propagadas hacia niveles 

cerebrales superiores o que dan lugar a la generación de reflejos segmentales y a 

la activación de estructuras simpáticas. 

HIPÓTESIS 

En el presente trabajo se propone la hipótesis de que la regulación simpática de la 

evacuación láctea es activada de manera refleja por el estímulo de la succión y es 

a su vez regulada por la activación de mecanorreceptores ductales. 

TESIS 
FALLA DE 
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OBJETIVOS 

1. Determinar si el estímulo de la succión inhibe de manera refleja la evacuación 

láctea inducida por OT en ratas lactantes anestesiadas con uretano. Analizar si 

los efectos inhibitorios de la succión se deben a las CATs suprarrenales y/o a 

la inervación simpática de la glándula mamaria. 

2. Determinar si fa activación de mecanorreceptores ductales bloquea la 

inhibición de la evacuación láctea inducida por la succión. 

3. Determinar mediante técnicas inmunohistoquímicas, las poblaciones 

neuronales de la médula espinal de la rata lactante que se activan por la 

succión o la estimulación eléctrica de un nervio mamario. 

4. Determinar la posible existencia de reflejos autonómicos segmentarios sobre la 

regulación funcional de las glándulas mamarias. 

TES1S CON 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Se usaron ratas lactantes primíparas de la variedad Wistar, provenientes de una 

colonia desarrollada en el bioterio del Instituto de Neurobiología. Los animales se 

mantuvieron en cajas individuales en un cuarto con luz y temperatura controlados 

(23 - 25° C) con ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Fueron 

alimentados con alimento Purina y agua ad libiturn. Las camadas fueron ajustadas 

a 1 O crías en el día 2 - 4 post parto. Todos los animales fueron manipulados 

diariamente con el fin de minimizar los efectos no específicos durante la 

manipulación experimental. 

Registros de evacuación láctea (cantidad de leche obtenida por las crías). 

Una semana antes de los experimentos, algunos animales fueron implantados con 

una cánula guía de acero inoxidable en cada ventrículo cerebral 

(intracerebroventricular, ICV) bajo anestesia con éter. Las coordenadas 

estereotáxicas fueron usadas en relación a la línea interaural: A-P: +5mm, L: -

2,5mm, D-V +4,5mm (Paxinos y Watson, 1982). En el día 8-14 postparto, cada 

madre fue separada de sus crías y se anestesió con uretano (etil carbamato; 

Cedrosa, Cd. México, México) administrado por vía intraperitoneal a una dosis de 

115-130 mg/1 OOg de peso corporal para después ser colocada en decúbito dorsal 

sobre un colchón con un sistema de circulación de agua tibia que mantenía la 

temperatura a 32-35°C. Se insertó un catéter de polietileno en la vena yugular y 

una cánula de plástico en la tráquea. A un grupo de animales se les practicó una 

hipofisectomía (HX) a través de un abordaje parafaríngeo, mientras que a otro 



grupo se le practicó una adrenalectomía bilateral (ADX), a través de una incisión 

dorsal mediante la ligadura de las glándulas suprarrenales. Después de la cirugía, 

se permitió un período de recuperación de por lo menos 2h antes de cualquier 

manipulación experimental. Al final de cada experimento, se confirmó con un 

microscopio de disección que cada procedimiento quedara completo y que la 

posición de las cánulas ICV fuera la indicada. 

Las vejigas de todas las crías fueron vaciadas manualmente y posteriormente, la 

camada fue colocada en contacto con la superficie ventral de la madre permitiendo 

un período de succión de 15 minutos para establecer contacto con los pezones. 

Una vez que la succión se había establecido claramente, se administraron 

inyecciones intrayugulares de 0.8 mU de OT (Syntocinon; Sandez, Basel, Suiza) 

en 50 µI de solución salina cada 2 minutos durante 4 periodos de 1 O min cada uno. 

La evacuación láctea se determinó pesando a las crías al final de cada período 

consecutivo de succión y la diferencia de peso se expresó como gramos de leche. 

Las sustancias empleadas fueron administradas 5 min. antes del primer período 

de 1 O min. y se analizó su efecto sobre la evacuación láctea. Para determinar las 

diferencias estadísticas significativas entre grupos experimentales, se usó una 

ANOVA de una vía seguida de la comparación múltiple de Tukey. 

Inyección lntracerebroventricular (ICV) de propranolol (PROP) 

Diez minutos antes de cada experimento, se introdujo a la cánula ICV un catéter 

de polietileno de 0.011 pulgadas de diámetro conectado a una jeringa de Hamilton 

de 25 µl. El catéter se llenó con agua destilada hasta que se pudo distinguir bien 

un microlitro de a ua en el interior de la jeringa y pudiera ser confiablemente 
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expulsado. Después de esto, se introdujo 0.5 µI de aire en el catéter y se colocó 

en la solución de PROP (hidrocloruro de propranolol, Aldrich Chem. Ce., USA). 

Durante las inyecciones, el movimiento de la burbuja de aire fue el marcador que 

aseguraba que la sustancia había sido inyectada en el cerebro. 

Registros de Presión intramamaria (PIM) 

Las determinaciones de PIM fueron realizadas en la forma descrita previamente 

(Mena y col., 1979; Clapp y col., 1985). Se utilizaron ratas lactantes anestesiadas 

con uretano a las que se les introdujo en una glándula mamaria abdominal una 

cánula de acero inoxidable del número 26 sin bisel, sosteniéndola verticalmente 

con unos .seguros. Posteriormente la cánula fue conectada mediante un tubo en T 

de polietifeno de 6mm de diámetro a un transductor de presión Statham P23Db 

(Gould lnc.). A través de la otra rama del tubo en T se inyectó leche y la salida del 

transductor fue registrada en un polígrafo Grass modelo 79 (fig. 5). 
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FIGURA 5. Representación esquemática del montaje empleado para realizar registros de 
presión intramamaria y de la tasa de entrada de leche a la glándula mamaria. (Ver descripción 
en el texto). 

Posteriormente, se introdujo leche tibia de vaca en la glándula canulada desde 

una pipeta colocada a 50 cm. por encima de la rata. El volumen total de leche 

dentro de cada glándula fue pequeño (0.3 - 0.7 mi). La glándula mamaria se 

adaptaba al volumen añadido en pocos minutos, lográndose una estabilización de 

la PIM en pocos c etros de agua por encima de la presión atmosférica. Se 
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administró una inyección intrayugular de 1-2 mU de OT para provocar la 

distribución homogénea de la leche dentro de la glándula para posteriormente 

aplicar dosis de 0.1 - 1 mU de OT intrayugulares (cada dosis en un volumen de 50 

µI) para estabilizar las respuestas de presión normales en un rango de entre 5 y 

1 O centímetros de agua. Esto es necesario porque normalmente existe una 

variación considerable en la respuesta de la glándula mamaria a la OT. Una vez 

establecida una relación dosis - respuesta se aplicó en cada caso aquella dosis 

que produjo un poco menos del incremento máximo en la PIM. Dicha dosis se . 

administró varias veces durante un período control. Con el fin de lograr una 

atenuación completa de la PIM, el intervalo entre las inyecciones de OT nunca fue 

menor de 1-2 minutos. 

Registro de la tasa de entrada de leche a la glándula mamaria 

Algunos experimentos fueron diseñados para determinar si un aumento en la 

resistencia ductal está involucrado en los efectos inhibitorios de la succión sobre la 

evacuación láctea. El método empleado, con pequeñas modificaciones, fue 

descrito por Grosvenor y Findlay (1968); permite medir de manera indirecta la 

ductoconstricción de la glándula mamaria mediante la determinación de la tasa de 

entrada de incrementos sucesivos de leche a la glándula mamaria de la rata 

anestesiada con uretano (fig.5). 

En cada experimento, las glándulas mamarias de la rata fueron vaciadas 

inicialmente mediante la succión de una camada de crías previamente separadas 

por 6h de la madre. Asimismo, con el propósito de que las crías obtuvieran toda la 
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leche presente en las glándulas, se administró una dosis de 50mU de OT a la 

madre antes de la succión. Posteriormente, en una glándula abdominal se 

infro'dujo -una cánula de acero inoxidable conectada mediante un tubo en T de 

poliestireno a un transductor de presión Statham P23Db. A través de la otra rama 

del tubo" en T se inyectó la leche. La señal de salida del transductor fue registrada 

en un polígrafo Grass. Antes de canular la glándula se llenaba con leche todo el 

reservorio y se mantenía a una presión constante de 90 mm de Hg, de manera 

que el fluido entraba a la glándula mamaria siempre a la misma presión. El 

volumen de leche que fluye a la glándula mamaria se regula con una llave de paso 

entre la pipeta y el tubo en T. Por operación manual de la llave de paso se dejaba 

pasar 0.1 mi de leche hacia la. glándula cada 5 minutos. Se registró el tiempo en 

segundos que toma la entrada de cada dosis de leche a la glándula mamaria 

(tiempo de entrada}. El tiempo de entrada se comparó con el tiempo requerido 

para que el mismo volumen pase por el sistema antes de canular la glándula 

(tiempo de flujo por el sistema). 

La tasa de entrada (TaE) de leche fue calculada en cada experimento de la 

siguiente forma:· 

tiempo de flujo por el sistema 
TaE= X 100 

tiempo de entrada a la glándula mamaria 

Esta manera de calcular la tasa de entrada de leche anula las diferencias en la 

viscosidad de la leche que se use en cada experimento. En estos experimentos, 

los registros se realizaron antes, durante y después de la manipulación 

_e~xSQ!efilil. ~~!<ii±-;.t-~--:-.-1"5""1'1inutos de succión, que fue aplicada por las crías en las 
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glándulas restantes. Para las diferencias entre grupos experimentales se usó una 

ANOVA de dos vías seguida de la prueba múltiple de Tukey, comparando el efecto 

de las dosis subsecuentes de leche a la glándula mamaria y el efecto de la 

succión. 

Estimulación eléctrica del nervio mamario (EENM) 

Se seleccionó el nervio segmentaría correspondiente a la primera glándula 

abdominal, el cual fue disecado hasta un punto cercano a su emergencia de la 

columna vertebral, tomando como referencia el ángulo costovetrebral (fig. 6). Se 

ha demostrado que la estimulación eléctrica de este nervio intercostal 

desencadena la evacuación láctea y provoca la liberación de OT, PRL y otras 

hormonas. Por esta razón ha sido denominado "nervio mamario" por distintos 

autores (Mena y col., 1978; 1980; Clapp y col., 1985; Haller, 1985; Voloschin y 

col., 1988). 

El nervio fue seccionado en su porción distal a tres centímetros de distancia de la 

glándula mamaria y fue montado sobre un electrodo bipolar de plata para 

estimulación. Se mantuvo sumergido en una jareta de piel con petrolato líquido 

(Nujol; Plough de México, S.A. de C.V.) lo cual permite estimular el nervio por 

varias horas en condiciones óptimas de conducción del estímulo eléctrico. Se 

empleó un estimulador Grass modelo S44, conectado a una unidad de aislamiento 

Grass modelo SIU5 y se dieron pulsos de 1 mseg de duración por 5 minutos con 

una frecuencia de 1 0-20 /seg y una intensidad de 20 Amp. 
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FIGURA 6. Esquema de la disección del nervio mamario correspondiente a la primera 
glándula abdominal izquierda. A. El nervio mamario se localizó incidiendo Ja piel a Jo largo de 
una linea imaginaria desde el ángulo formado por Ja última costilla y Ja musculatura lumbar hasta el 
pezón de Ja glándula mamaria. B y C. El nervio antes de alcanzar Ja glándula se ramifica 
generalmente en dos ramas delgadas ubicadas entre Ja piel y la pared muscular abdominal y en 
dos ramas de mayor diámetro envueltas en Ja musculatura de Ja pared abdominal. (Tomado de 
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Histologia 

A. Perfusión. Las ratas fueron anestesiadas profundamente con uretano al 

termino del período de separación de las crías ó 60 min. después de las 

manipulaciones experimentales, y se perfundieron a través de la aorta ascendente 

con 150ml. de solución salina al 0.9°/o seguido de 350 mi de paraformaldehído al 

4% (pH 9.5 a 1 OºC). Se disecó la médula espinal a nivel de T13 y se postfijó en la 

misma solución durante tres horas a 4° C. Posteriormente se cambió a sacarosa 

al 10% por un período de 24 horas. 

La médula espinal fue marcada al nivel del segmento torácico 1 O y se guardó un 

fragmento caudal de 1 cm. Se colectaron secciones transversales de 40 µm de 

espesor con un microtomo de congelación LEICA modelo SM2000R a nivel de T1 3 

a L 1 y se guardaron en solución anticongelante (etilen-glicol al 30% y glicerol al 

20% en buffer de fosfato de sodio al 0.05M) a -20ºC hasta ser procesadas 

histoquímicamente. El segmento torácico 13 (T13) fue elegido porque varios 

estudios sobre la evacuación láctea se han enfocado en el registro o estimulación 

eléctrica de el nervio segmentario correspondiente a la primera glándula mamaria 

abdominal (Mena y col., 1980; Clapp y col., 1985; Voloschin y col., 1988) y las 

raíces correspondientes a este nervio mamario se localizan a este nivel espinal 

(Voloschin y col., 1988). 

En otro grupo de ratas se realizaron cortes longitudinales de 25µm de espesor a 

lo largo de los segmentos T1 O a L5, con el fin de visualizar las columnas de 

neuronas preganglionares de la médula espinal en dirección céfalo-caudal. Todas 

las secciones dorso-ventrales fueron colectadas y guardadas en anti-congelante. 

--; 
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B. lnmunohistoquimica. La inmunoreactividad a fes (Fos-ir) fue detectada 

mediante Ja técnica convencional de avidina-biotina-inmunoperoxidasa 

(Sawchenko y col., 1990): Se enjuagan las secciones de médula espinal con 

KPBS, para después incubar con peróxido de hidrógeno al 0.6°/o en agua 

desionizada para bloquear toda actividad endógena de peroxidación. Se incuban 

las secciones con un anticuerpo primario anti-Fos (rabbit polyclonal JgG, Santa 

Cruz Biotechnology) a una dilución de 1 :5000, por 48 horas a 4° C, en 20 mi de 

KPBS + triton X100 al 0.3% + 400 µI de Suero Normal de Cabra (NGS). Las 

secciones medulares fueron subsecuentemente enjuagadas en cuatro ocasiones 

en · KPBS y se incubaron por dos horas a temperatura ambiente con lgG 

.biotinilada de cabra anti-conejo (laboratorios Vector, Burlington CA; 1: 200 en 1 O 

mi de KPBS / triton X 100 0.3°/o). A continuación, las secciones se enjuagaron dos 

veces en KPBS y se incubaron en solución ABC (laboratorios Vector; Elite kit) por 

60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se enjuagaron 

cuatro veces en KPBS y dos veces en acetato de sodio 0.1 M y reaccionaron con 

3,3' diaminobenzidina al 0.025º/o con intensificación de níquel. Después de 

enjuagar las secciones con KPBS, fueron montadas en un portaobjetos 

previamente gelatinado, se deshidrataron en alcoholes graduales y se cubrieron 

con un cubreobjetos usando Entellán (Merck). Las células Fos-ir se identificaron 

como una reacción negra, localizada en el núcleo celular. Las regiones 

específicas de la médula espinal se determinaron de acuerdo al atlas de Paxinos 

y Watson ( 1982) bajo microscopía de campo claro. 
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C. Conteo de células 

La fuerza relativa de inducción de Fas como resultado del tratamiento fue contada 

en todos los miembros de cada grupo por un observador que desconocía el 

estado de los animales. Se seleccionaron cinco secciones de T13-L 1 de cada 

rata, las cuales mostraban el mayor número de células marcadas. Se contó y se 

promedió el número de células marcadas. Todas las células que mostraron Fas-ir 

fueron contadas sin importar la intensidad del marcaje. Para cada rata, incluyendo 

al grupo EENM, se contó el número subtotal de células en subdivisiones 

específicas en el lado izquierdo de la sustancia gris espinal (ipsilateral al nervio 

estimulado). Las subdivisiones usadas fueron definidas por otros autores (Presley 

y col., 1990; Tsou y col., 1996; Hagihira y col., 1997) de la siguiente manera: a) 

asta dorsal· superficial (ADS, laminas 1 y 11), b) nucleus propius (NP, laminas 111 y 

IV), c) cuello del asta dorsal (CAD, laminas V y VI) y d) sustancia gris ventral 

(SGV, laminas VII, VIII, IX y X). 

Las diferencias significantes entre los grupos que recibieron succión o EENM se 

determinaron mediante un análisis de varianza de una vía y la prueba de 

comparación múltiple Scheffe. Los valores de p menores a 0.05 fueron 

considerados estadísticamente significativos. 

D. Caracterización inmuno-histoquímica de neuronas preganglionares 

simpáticas. Doble tinción de inmunoperoxidasa. 

El doble marcaje para Fos-ir y transferasa de colina y acetilcolina (ChAT)-ir se 

realizó localizando en primer lugar la Fos-ir, utilizando un protocolo estándar de 

intensificación con níquel (e/ producto de la reacción es de color negro), como se 
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describió anteriormente. Posteriormente, el tejido se incubó en suero de conejo 

anti-ChAT (1 :5,000; Chemicon) y la identificación de las neuronas ChAT-ir se 

realizó:sin intensificación (café). Se identificaron las células que mostraron tinción 

nuclear .. para Fas e inmunorreactividad citoplásmica para ChAT. 
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RESULTADOS 

Objetivo 1. DISEÑO EXPERIMENTAL: 

1. 1. Determinar si la succión inhibe la evacuación láctea inducida por OT en ratas 

lactantes. Analizar el papel de las catecolaminas adrenales y/o neurales en 

dicha inhibición. 

1.1.1. Se utilizaron ratas lactantes anestesiadas con uretano en las que se analizó 

la evacuación láctea inducida por OT exógena mediante el registro de la 

cantidad de leche obtenida por las crías. Los grupos control incluyeron 

animales sin ningún tratamiento, animales que recibieron solución salina 

por vía ICV y animales falsamente operados. En el primer grupo 

experimental se bloqueó el Sistema Nervioso Simpático de manera 

farmacológica con la administración sistémica o central del bloqueador 13 

adrenérgico propranolol (PROP), mientras que en otro grupo, se realizó una 

extracción quirúrgica de las glándulas suprarrenales (ADX). Asimismo, para 

evaluar si el bloqueo en la evacuación láctea se debe a un bloqueo en la 

liberación de OT neurohipofisiaria secundaria a la activación simpática, se 

incluyeron dos grupos de animales hipofisectomizados (HX), que recibieron 

una dosis de solución salina o de PROP por vía ICV. 

GRUPO 1 

GRUP02 

EXPERIMENTAL 

PROP IP (250 µg) 
PROP ICV (5µg) 

ADX 
HX +Salina 

HX + PROP ICV (5µg) 

CONTROL 

Control 
Salina ICV 

ADXSHAM 
HXSHAM 
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Efecto del estímulo de la succión sobre la evacuación láctea en ratas 
anestesiadas. 

La figura 7 muestra que la evacuación láctea fue muy baja en los animales 

intactos (tanto control, como tratados con solución salina por vía ICV) después de 

un período de 40 minutos de succión por las crías. Así mismo, se observaron 

valores muy similares en ratas adrenalectomizadas (ADX) e hipofisectomizadas 

(HX). Sin embargo, la cantidad de leche obtenida por las crías fue 

significativamente mayor en las ratas que recibieron una dosis del bloqueador J3 

adrenérgico por vía sistémica o central. 
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FIGURA 7. CANTIDAD DE LECHE OBTENIDA POR LAS CRIAS EN 5 PERIODOS DE 
SUCCION. Los valores son expresados en gramos de leche (promedio ± ee). **= p< 0.001 en 
comparación a los grupos control (evaluado mediante una ANOVA de una vía y la prueba de 
comparación múltiple de Tukey). 
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Objetivo 2. DISEÑO EXPERIMENTAL: 

2. 1. Determinar si la estimulación de los mecanorreceptores ductales previa a la 

aplicación de la succión en la rata, es capaz de facilitar la evacuación láctea 

en respuesta a la OT y de disminuir el tono muscular de los conductos 

mamarios. 

2.1.1. Se utilizaron ratas anestesiadas en las que se provocó la dilatación del 

sistema ductal 40 minutos antes de cada experimento, ya sea en forma 

mecánica (administración de leche al interior de una glándula canulada en 

ratas anestesiadas) o en ratas despiertas, mediante la movilización 

intraglandular de leche inducida por la OT aplicada exógenamente (60 mU 

por vía intraperitoneal) o por la OT liberada en respuesta a un período 

breve de succión. Se ha demostrado que ambos procedimientos 

contrarrestan la depresión inicial de la evacuación láctea que ocurre 

normalmente durante un período de 30-40 minutos de succión (Grosvenor 

& Mena, 1982; Deis, 1968). Las crías no obtienen nada de leche durante un 

periodo de 5 minutos de succión (Grosvenor & Mena, 1982; Deis, 1968) a 

pesar de que se libera OT de la neurohipófisis (Mena y col., 1985; 

Goodman y Grosvenor, 1983). Así, la OT inyectada exógenamente o 

liberada endógenamente por la succión, supuestamente moviliza a la leche 

dentro del sistema ductal, dando lugar a la activación de 

mecanorreceptores. Posteriormente se aplicó un período de succión y se 

analizó su efecto sobre la evacuación láctea y sobre el tono ductal de la 

glándula mamaria. La evacuación láctea inducida por OT se midió mediante 
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el registro isométrico de las respuestas de presión intramamaria (RPIM) de 

una glándula abdominal inducidas por dosis repetidas de OT (OT) y 

mediante el registro de la cantidad de leche obtenida por las crías. El tono 

ductal se analizó mediante el registro de la tasa de entrada de incrementos 

sucesivos de leche al interior de una glándula canulada. 

2. 1 .2. Dado que la NE aplicada por vía lntracerebroventicular es capaz de facilitar 

las respuestas de PIM debidas a OT en la rata anestesiada, se analizó la 

posibilidad de que la NA central esté mediando los efectos de la activación 

de los mecanorreceptores ductales. Para tal fin se aplicó una dosis de 250 

µgr de un bloqueador a1 adrenérgico (prazosín) por vía intraperitoneal (IP) y 

se analizó el efecto de la dilatación ductal sobre la cantidad de leche 

obtenida por las crías tras un período de succión. 

GRUPO 1 

GRUPO 2 

GRUPO 3 
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LECHE INTRADUCTAL 
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SALINA IP 
MANIPULACIÓN 5· 

MANIPULACIÓN 5· 

REGISTRO 

RESPUESTAS DE PIM 
OCASIONADAS POR 
DOSIS REPETIDAS DE 
OT 

CANTIDAD DE LECHE 
OBTENIDA PORLAS 
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TASA DE ENTRADA 
DE INCREMENTOS 
SUCESIVOS DE 
LECHE AL INTERIOR 
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Efecto de la activación de mecanorreceptores ductales sobre las respuestas 
de presión intramamaria a la OT. 

La figura 8 muestra que el estímulo de la succión provoca una disminución en la 

pendiente de subida y en la amplitud de las respuestas de presión intramamaria 

(PIM) ocasionadas por la administración intravenosa de dosis repetidas de OT. Sin 

embargo, la activación de los mecanorreceptores ductales, secundaria a la 

aplicación de 0.1 - 0.2 mi. de leche intraductal (LID) cuarenta minutos antes de la 

succión, bloquea dicho efecto. 

40j 
20 

cmH,0

0 

_A_ j\_ 
O.SmU OT 

control 

_j\_ _/\_ . . 
_)\_ _)\_ 

i 

control 

LID 40 min. antes 
(activación de 

mecanorreceptores 
ductales) 

succión 
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FIGURA 8. Registro de presión intramamaria de una glándula mamaria abdominal en ratas 
lactantes anestesiadas. Se administraron dosis de 0.5 mU de OT (indicado por los puntos negros 
debajo de cada registro) antes y después de un período de succión indicado por la flecha. Efecto 
de la administración intraductal de 0.1-0.2 mi de leche (LID) en una glándula torácica sobre la 
depresión de las repuestas de PIM a la OT exógena de una glándula abdominal, inducida por un 
período de 15 minutos de succión. 
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Efecto de la activación de mecanorreceptores ductales sobre la evacuación 
láctea. 

La figura 9 muestra que la cantidad de leche obtenida por las crías durante 5 

períodos de succión es significativamente mayor en el grupo que había recibido 

previamente una dosis de OT por vía intraperitoneal, en comparación con el grupo 

control que recibió solución salina. 

Por otro lado, la figura 9 muestra que cuando los animales reciben un período 

corto de succión, 40 minutos antes de ser succionados nuevamente, la cantidad 

de leche obtenida por las crías es significativamente mayor que la del grupo que 

solamente había sido manipulado. Inclusive, el efecto fue considerablemente 

mayor que el observado en los animales tratados con OT. Así mismo, se observa 

que el efecto facilitador que provoca la aplicación del período corto de succión 

previo al experimento, es bloqueado por la administración sistémica del 

antagonista a.1 adrenérgico prazosín, lo cual sugiere que dicho efecto es mediado 

por la activación de mecanismos a adrenérgicos. 

8 

Q) 4 .s:::. 
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.!! 2 
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40 minutos antes: 

l=::::J Salina IP (6) 
c:::J OT IP (6) 
~ Manipulación (7) 
El33±I Succión 5 · (6) 

- Prazosín + succión s· (6) 

FIGURA 9. CANTIDAD DE LECHE OBTENIDA POR LAS CRIAS EN 5 PERIODOS DE 
SUCCION. Los valores son expresados en gramos de leche (promedio ± ee). •= P< O.OS o **= p< 
0.01 en comparación al grupo salina IP o manipulación, respectivamente (evaluado mediante una 

r-A;~~SISe c~rueba de comparación múltiple de Tukey). 
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Efecto de la activación de mecanorreceptores ductales sobre el tono de los 
conductos mamarios. 

La figura 1 O muestra la modificación de la tasa de entrada de leche a una glándula 

mamaria de una rata anestesiada con uretano por la aplicación del estímulo de la 

succión. 

La gráfica muestra que en el grupo control, el cual solamente fue manipulado 40 

minutos antes del experimento, el estímulo de la succión provoca una disminución 

significativa en la tasa de entrada de leche a la glándula mamaria. Por otro lado, 

en los animales que recibieron un período breve de succión 40 minutos antes del 

experimento no se observa dicho efecto. Esto sugiere que el estímulo de la 

succión provoca de manera reversible, un aumento en la resistencia al flujo de 

entrada de la leche debido a un aumento en el tono de los conductos mamarios y 

que dicho efecto es bloqueado por la dilatación ductal inducida por la OT liberada 

endógenamente durante la succión inicial. 

Estos resultados en conjunto apoyan la hipótesis que la activación simpática 

inducida por la succión provoca un aumento en el tono de los conductos mamarios 

que bloquea la salida de la leche y que dicho efecto es modulado por la activación 

de mecanismos intraglandulares sensibles a los cambios de presión. 
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FIGURA 10. EFECTO DE LA SUCCIÓN SOBRE LA TASA DE ENTRADA DE INCREMENTOS 
SUCESIVOS DE LECHE A LA GLÁNDULA MAMARIA DE RATAS ANESTESIADAS 
SUCCIONADAS O MANIPULADAS 40 MINUTOS ANTES DEL EXPERIMENTO. Cada punto 
representa la media ± ee. La significancia estadística fue evaluada mediante una ANOVA de dos 
vías(** p< 0.01). 
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Objetivo 3. DISEÑO EXPERIMENTAL: 

3.1. Determinar mediante técnicas inmunohistoquímicas, la expresión del 

marcador de ac;:tivación neuronal temprana c-fos en el segmento T-13 de la 

médula espinal por la succión o por la estimulación eléctrica de un nervio 

mamario. 

3. 1. 1. Se utilizaron ratas despiertas, separadas de sus crías por un período de 6 

ó 18 horas, a las que se aplicó un período de succión de 5 minutos. Se 

analizó la expresión del marcador de activación neuronal c-fos en el 

segmento t-13 de la médula espinal. Los grupos control incluyeron 

animales con succión continua (SC) y animales separados de sus crías 

por 6-18 horas (NS). 

3.1.2. Se utilizaron ratas anestesiadas, separadas de sus crías por un período 

de 6 ó 18 horas, que recibieron estimulación eléctrica del cabo central de 

un nervio mamario (EENM). El grupo control incluyó animales 

anestesiados con uretano y animales anestesiados falsamente 

estimulados. Se analizó la expresión del marcador de activación neuronal 

c-fos en el segmento t-13 de la médula espinal. 

3.2. Determinar mediante técnicas inmunohistoquímicas, que tipo de neurona 

espinal (interneurona vs. neurona preganglionar simpática) expresa el marcador 

l. T'rc:irs 
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c-fos en el segmento T-13 de la médula espinal. Las neuronas preganglionares 

simpáticas fueron identificadas usando un anticuerpo contra ChAT. 
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Distribución de neuronas Fos-ir en la médula espinal de ratas lactantes. 

En cada grupo experimental se observó de manera confiable la inducción de 

inmunorreactividad a Fos (Fos-ir) expresada en fas secciones coronales de la 

médula espinal correspondientes a los segmentos T13-L 1 , y se distribuyó de 

manera uniforme en los núcleos de las neuronas marcadas. La figura 11 resume 

la cuantificación de fa expresión de Fos en las diferentes regiones de la 

sustancia gris de la médula espinal como función del tratamiento. A pesar del 

hecho de que la Fes-ir se observó bilateralmente en la mayoría de las 

condiciones estudiadas, con el fin de establecer fas comparaciones adecuadas 

entre los resultados observados en los animales sometidos a EENM en los 

cuales la inducción de Fos-ir ocurrió exclusivamente en el lado ipsilateral a la 

estimulación del nervio mamario, el conteo de las neuronas positivas se realizó 

en forma unilateral en todos los grupos estudiados. 

Los animales control, vgr., madres despiertas succionadas crónicamente por sus 

crías, mostraron en general pocas neuronas Fos-ir. La figura 12 muestra la 

localización anatómica de las neuronas Fos positivas en una de las secciones 

del segmento espinal torácico 13 en ratas despiertas con succión continua (SC). 

En este grupo, las neuronas Fos-ir se localizaron principalmente en ADS (8±1.4) 

y en NP (6. 75±1.43), aunque también se observaron algunas neuronas Fos-ir en 

CAD (1.33±0.28) y en SGV (2±0.5), aunque en menor proporción (fig. 11 ). 

En ratas despiertas separadas de sus crías por 6 horas (NS6h), el número y 

distribución de neuronas Fos-ir fueron muy similares a los de ratas SC (fig. 13A) 
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y no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos: ADS 

(5.6±0.98); NP (7.33±1.36); CAD (3.33±0.98); SGV (1 ±0.5) (fig. 11 ). 

En cambio, en ratas despiertas NS6h que recibieron 5 minutos de succión (S) 

(fig. 138) se observó un aumento significativo en el número de células Fas-ir en 

todas las regiones analizadas: ADS (10.25±0.85), NP (24.5±3.6), CAD 

(11.25±3.4) y SGV (12.5±4.9). De esta forma, las neuronas Fas-ir en cada región 

espinal de ratas succionadas aumentaron 1.8, 3.3, 3.4 y 17.5 veces más, i.e., 

3.3X, etc., en comparación con el grupo de ratas NS (fig. 11 ). 

Los animales control para los experimentos EENM fueron ratas anestesiadas 

con uretano sin otro tratamiento y animales falsamente estimulados. Los 

resultados muestran que el número y localización de neuronas Fas-ir en el grupo 

control de ratas anestesiadas era muy similar al de el grupo de ratas NS6h (fig. 

11 ): ADS (5.36±0. 72), NP (7.12±1.67), CAD (3.1 ±0.42) y SGV (0.8±0.2). Sin 

embargo, en el grupo falsamente estimulado, se observó un aumento 

significativo en el número de células Fas-ir en el ADS ipsilateral (12.92±0.13), el 

cual pudo haber ocurrido en respuesta a la disección y a la manipulación del 

nervio (fig. 11 ). Los valores en el resto de las regiones no presentaron cambios 

significativos: NP (6. 9±1.89), CAD (2.5±0. 73) y SGV (1.2±0. 7). 

En ratas NS6h anestesiadas que recibieron EENM se observó una gran cantidad 

de neuronas Fas-ir en el ADS ipsilateral al nervio estimulado (69±8, i.e., 10X), y 

en menor proporción en NP (27.5±0.5, i.e., 3.7X) aunque en este último, los 

valores de expresión de Fas fueron muy similares a aquellos observados en esa 

misma región en ratas succionadas tras un período de 6 horas de separación 
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(fig. 11 ). También se observó un aumento muy pequeño, aunque significativo 

(p<0.01, i.e., 1.9X), en el número de neuronas Fos-ir en CAD (fig. 13C). No se 

encontraron cambios significativos en SGV (2±0.6) o en ninguna otra región del 

lado contralateral. 

En contraste con el grupo experimental de ratas NS6h, en los animales NS18h 

se observó una disminución significativa en el número de neuronas Fas-ir en 

todas las regiones analizadas (fig. 14A). El número de neuronas Fos-ir era muy 

bajo y significativamente menor que el de ratas se y NS6h (Fig. 11 ): ADS 

(0.8±0.6), NP (0.2±0.13), CAD (0.2±0.18) y SGV (0.5±0.4). Cuando se aplicó 

succión en animales NS1 Bh, no hubo inducción de Fas (fig.148) siendo muy 

similar a la cantidad observada en ratas 18hNS: ADS (0.9±0.5), NP (0.4±0.2), 

CAD· (0.3±0;27) y SGV (1±0.6). Finalmente, en ratas 18hNS que recibieron 

EENM se observó un pequeño aumento, aunque significativo, en el número de 

neuronas F_os-ir en ADS (9.3±3.7, i.e., 11.6X), NP (1.5±0.4, i.e., 7X) y CAD 

(1±0.2, i.e.; 5X) (fig. 14C). No se encontraron cambios en SGV ipsilateral 

(1.3±0.4) ni en el asta dorsal contralateral. 
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FIGURA 11. Histograma que muestra la distribución unilateral de neuronas Fas-ir en el 
segmento torácico 13 de la médula espinal. Las células positivas fueron contadas en cuatro 
regiones: ADS (Asta Dorsal Superficial), NP (Núcleos Propios), CAD (Cuello del Asta Dorsal) y 
SGV (Sustancia Gris Ventral). Cada grupo estuvo compuesto por 5 animales: SC= Succión 
continua; 6h/18h NS No Succionada por6 ó 18h; S= Succión; EENM SHAM= Falsa estimulación 
eléctrica del cabo central de un nervio mamario abdominal; EENM estimulación eléctrica del 
cabo central de un nervio mamario abdominal. En el recuadro se muestra un esquema de las 
regiones espinales analizadas. Los diferencias estadisticas entre grupos y por región espinal se 
muestran a un lado de la figura. 
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FIGURA 12. Fotomicrografía que muestra la expresión de Fos-ir en el segmento espinal 
torácico 13 de ratas con succión continua. La expresión de Fos es baja y se distribuye de 
manera bilateral en ADS y CAD (1 OOX). 
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FIGURA 13. Fotomicrografia que muestra la expresión de Fos-ir en el lado izquierdo de 
una sección coronal en el segmento espinal torácico 13 en ratas lactantes pertundidas 
después de un periodo de separación de &h (A), o en ratas NS&h que recibieron 5 min. de 
succión (B) o EENM (C). La expresión de Fos-ir es baja en el grupo NS6h y se localiza 
principalmente en el AOS y NP. La succión provocó un aumento significativo en el número de 
neuronas Fas-ir en ambos lados de la sustancia gris de la médula espinal. Las regiones que 
mostraron incremento en la expresión de Fas en respuesta a la succión incluyeron ADS, NP, 
CAD y SGV. La EENM indujo una expresión notable de Fos en el lado lpsilateral a la 
estimulación nerviosa en ADS y NP (100X). 

\-TESIS CON 
FALLA DE C!?~ r-:EN 

61 



" -....... , ·. 

' . . ... i;;t,~i'.:-·, 
iT{~iji~i:~::,~~; .. ;· · 

_, . ..,-r_~ ·--· 
'>··· 

·' 
~--::.-~~~? ., .. 

·_ .... _.; .. 

... ~- .•.. ,, 
- , .... 

B 

j, • 

,::: 
···~ . ·, ~· 

.. ·~r: 

.... ,•·.: 
·. •. 

:'.> .. 



FIGURA 14. Fotomicrografla que muestra la expntslón de Fos-ir en el lado izquierdo de 
una sección coronal en el segmento espinal torácico 13 en ratas lactantes perfundidas 
después de un periodo de separación de 18h (A), o en ratas NS18h que recibieron 5 min. 
de succión (B) o EENM (C). La expresión de Fos-ir fue escasa en el grupo 18hNS. La succión 
no provocó un efecto significativo en el número de neuronas Fos-ir en ambos lados de la 
sustancia gris de la médula espinal. En el grupo que recibió EENM solamente se observó una 
expresión moderada de Fos en el lado ipsilateral a la estimulación nerviosa en ADS y NP (1 OOX). 

Identificación de neuronas preganglionares slmpiiticas 

Dada la importancia de la activación fisiológica del SNS durante la lactancia 

(Mena y col., 1985), se realizó una doble inmunotinción para determinar que tipo 

de neurona (interneurona vs. neurona preganglionar simpática) responde al 

estimulo de la succión en las columnas intermedio-medial (IMM) e intermedio-

lateral (IML). Para esto, se inmunotiñeron secciones longitudinales del segmento 

torácico 13 de la médula espinal para ChAT (citoplasma café) y Fas (nucleos 

obscuros) en ratas NS6h, NS6h + S y NS6h + EENM. 

La inmunotinción de ChAT permitió una identificación clara de las columnas IMM 

e IML, las cuales se localizaron en vecindad al canal central y en los límites 

periféricos de la sustancia gris espin31, respectivamente (figs. 15 y 16). 

En las ratas NS6h se observaron neuronas ChAT-ir en las columnas IMM e IML, 

cuyos núcleos no estaban teñidos y por lo tanto, no expresaban Fas (Figs. 1 SA y 

16A). En cambio, en las ratas NS6h que recibieron un periodo de succión de 5 

minutos se observaron grupos de 3-5 neuronas ChAT-ir que ca-expresaban Fas 

de manera bilateral, en la columna IMM (Fig.158). Las células ChAT-ir de la 

columna IML no mostraron Fos-ir (Fig. 168). 

Finalmente, las ratas NS6h que recibieron EENM por 5 minutos, no mostraron 

Fas-ir en las células de la columna IMM. Sin embargo, se detectaron algunas 

neuronas Fos-ir alrededor del canal central que fueron negativas a ChAT (Fig. 
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15C). En cambio, en la columna IML ipsilateral al lado de estimulación, se 

observaron grupos de 2-3 neuronas Fes-positivas (Fig. 16C). No se detectó 

Fes-ir en las motoneuronas del asta ventral (datos no mostrados). 
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FIGURA 15. Doble inmunolocalización de Fas (núcleos obscuros) y ChAT (citoplasma 
café) en neuronas de la columna intermedio-medial (IMM) en ratas lactantes no 
succionadas por &h (A), o en ratas no succionas por &h que recibieron 5 min. de succión 
(B) o EENM (C). Las flechas abiertas indican ca-localización de ambos antígenos; Las flechas 
delgadas denotan núcleos Fos-ir y las flechas gruesas, citoplasma ChAT-ir. No se observó Fos-ir 
en las neuronas ChAT-positivas de los animales NS6h y EENM (200X). En cambio, en ratas que 
recibieron 5 rnin de succión después de 6h de separación de sus crias, se observaron grupos 
bilaterales de 3-5 células ChAT-ir ca-expresando Fos (amplificado a 400X en el recuadro). CC= 
Canal central. 
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FIGURA 16. Doble inmunolocalización de Fos (núcleos obscuros) y ChAT (citoplasma 
café) en neuronas de la columna intermedio-lateral (IML) en ratas lactantes no 
succionadas por 6h (A), o en ratas no succionas por 6h que recibieron 5 min. de succión 
(B) o EENM (C). Las flechas abiertas indican ca-localización de ambos antígenos; Las flechas 
gruesas denotan citoplasma ChAT-ir. No se observó Fos-ir en las neuronas ChAT-positivas de 
las ratas No Succionadas y Succionadas (200X). En cambio, en ratas que recibieron 5 min de 
EENM después de 6h de separación de sus crías, se observaron grupos de 2-3 células ChAT-ir 
ca-expresando Fos (amplificado a 400X en el recuadro). 
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DISCUSIÓN 

La regulación neuroendócrina de la evacuación láctea en ratas y en otras especies 

involucra Ja activación por la succión de mecanismos estimuladores e inhibidores 

que interaccionan en distintos niveles. Aunque se han estudiado ampliamente Jos 

mecanismos neuroendócrinos que controlan la liberación de OT, se ha 

considerado que Ja influencia del Sistema Nervioso Simpático en la evacuación 

láctea tenía poca importancia fisiológica (Lincoln y Paisley, 1982). 

En el presente trabajo, se observó que el estímulo de la succión bloquea la 

evacuación láctea inducida por la administración exógena de OT en madres 

anestesiadas, ya que la cantidad de leche obtenida por las crías es muy pequeña. 

Este efecto no involucra a las CATs de origen suprarrenal ni tampoco se debe a 

efectos inhibitorios sobre la liberación de OT, ya que la adrenalectomía o la 

hipofisectomía no afectaron la inhibición en la evacuación láctea inducida por Ja 

succión. En cambio, la administración central o sistémica del bloqueador 13 

adrenérgico propranolol facilitó la evauación láctea en forma significativa. Esto 

sugiere que Ja inhibición de la evacuación láctea, es el resultado de la activación 

refleja por la succión de mecanismos 13 adrenérgicos y que estos son mediados a 

través de la inervación simpática de la glándula mamaria. 

Por otro lado, se observó que la succión provoca una depresión considerable en 

las respuestas de PIM debidas a OT (fig. 8), así como una disminución reversible 

en la tasa de entrada de leche a la glándula mamaria, en los animales que 

solamente fueron manipulados (fig. 1 O). Estos resultados sugieren que la succión 

provoca de manera refleja un aumento en el tono del músculo liso mamario y por 
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ende, una constricción del sistema ductal. Así, los cambios de presión 

intramamaria no pueden ser detectados normalmente por el sistema de registro 

debido a la estrechez de los conductos, dando lugar de igual manera a un 

aumento en la resistencia al flujo de entrada de leche a la glándula. 

Se ha demostrado que los receptores mamarios pueden activar de manera refleja 

el sistema inhibidor motor de la glándula mamaria tanto en la vaca como en la 

cabra (Grachev, 1949; Cochrane, 1949). También se ha observado un aumento en 

la liberación de CATs por efecto de la estimulación eléctrica del pezón en las 

cabras (Kuanyshbekova, 1976) y del nervio mamario en las ratas (Mena y col., 

1979; Clapp y col., 1985), así como durante la ordeña en las ovejas y en la vaca 

(Barowicz 1979; Ewy y Barowicz, 1981) y la succión en las ratas (Clapp y col., 

1985). Por lo tanto, debido a que los sistemas adrenérgico y neurohipofisiario se 

activan fisiológicamente durante la lactancia, es probable que la regulación de la 

evacuación láctea resulte de la interacción fisiológica de ambos sistemas. 

Los efectos ya mencionados provocan una falta de obtención de leche por parte 

de las crías durante los primeros 10-15 minutos de haberse iniciado la succión, a 

pesar de que, al mismo tiempo, se observa una elevación en los niveles de OT en 

la circulación (Deis, 1968; Goodman y Grosvenor, 1983; Samson y col., 1983). Se 

ha demostrado que la liberación de CATs puede estar involucrada en la inhibición 

temprana de la evacuación láctea a través de una vaso-constricción, o de una 

dueto-constricción en la glándula mamaria y mediante un antagonismo competitivo 

con la OT a nivel del mioepitelio efector (Chan, 1965). Aunado a esto, nuestros 

reultados muestran que el bloqueo de la evacuación láctea, debido al estímulo de 

la succión, es consecuencia de la elevación en el tono de los conductos mamarios, 
,-~~:--::--.:---~~~~~~. 
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la cual da lugar a un aumento en la resistencia al flujo de salida de leche. 

Aunque las CATs adrenales liberadas por la succión participan en menor grado en 

el bloqueo de la evacuación láctea en la rata anestesiada, es posible que la 

inervación simpática y las CATs humorales jueguen papeles complementarios en 

la evacuación láctea. Así, quizás la principal influencia de las CATs liberadas por 

la succión (Clapp y col., 1985) es la inhibición de la liberación de OT por parte del 

lóbulo posterior de la hipófisis (Song y col., 1988). En paralelo, el mismo estímulo 

puede activar mecanismos 13 adrenérgicos que regulan el tono ductal a través de 

la inervación directa de la glándula. Se ha asociado la disminución en la tasa de 

evacuación láctea con un aumento en la actividad simpática, mientras que la 

simpatectomía quirúrgica o farmacológica resulta en un aumento en la tasa de 

evacuación láctea (Findlay y Grosvenor, 1969; Mena y col., 1979; 1995). Además, 

se ha demostrado recientemente que la regulación de la glándula mamaria 

involucra mecanismos a y 13 adrenérgicos, capaces de facilitar o inhibir, 

respectivamente, la evacuación láctea a través de la inervación simpática de la 

glándula mamaria (Mena y col., 1995). Así, por medio de estos mecanismos, la 

activación del sistema simpático durante los primeros minutos de succión en la 

rata lactante pueden inhibir la evacuación láctea al actuar en el lóbulo posterior de 

la hipófisis y en la glándula mamaria. 

Por otro lado, la disminución en la evacuación láctea, i.e., cerca del 40% del total 

de leche (fig. 9), así como la depresión en respuestas de PIM inducidas por la 

administración exógena de OT (fig. 8) y el aumento en la resistencia ductal (fig. 

1 O) inducidas estímulo de la succión en ratas anestesiadas fueron 
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bloqueadas en estos experimentos por la activación previa de mecanorreceptores 

ductales mamarios. 

El hecho de que dicho efecto es bloqueado mediante la administración sistémica 

de prazosin, sugiere que la activación de mecanorreceptores ductales provoca la 

activación de un mecanismo ex. adrenérgico, probablemente de origen central, que 

contrarresta los efectos inhibitorios de la succión sobre la evacuación láctea. En 

este sentido, se ha observado que la activación de receptores a. adrenérgicos en 

el SNC estimula la evacuación láctea en las ratas al provocar la liberación de OT 

(Crowley y Armstrong, 1992) y que el estímulo de succión provoca un aumento en 

la secreción de NE hacia las regiones magnocelulares del hipotálamo, lo cual está 

correlacionado con un aumento en la liberación de OT (Crowley y col., 1987). De 

esta forma, la activación de mecanorreceptores ductales, al activar receptores ex. 

adrenérgicos centrales, estaría contrarrestando los efectos inhibitorios de la 

succión al facilitar la liberación de OT por parte del lóbulo posterior de la hipófisis 

(Crowley y col.. 1987; Crowley y Armstrong, 1992) y al facilitar la evacuación 

láctea, a través de la inervación simpática de la glándula mamaria (Mena y col., 

1995). 

Estudios previos han mostrado que la activación de mecanorreceptores ductales 

juega un papel crucial en la regulación de la evacuación láctea. Se ha observado 

que la activación de mecanorreceptores ductales bloquea de manera refleja la 

liberación de CATS inducidas por la succión o por EENM (Mena y col., 1979; 

Clapp y col., .1985), facilita la liberación de OT (Lincoln y Wakerley, 1975) y 

previene la inhibición de la evacuación láctea mediada por mecanismos f3 
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adrenérgicos de orígen neural (Mena y col., 1995). De esta forma, existe un 

balance fisiológico entre la activación del SNA inducida por la succión y la 

regulación de este efecto por la activación de mecanorreceptores ductales. Ambos 

mecanismos además juegan un papel muy importante sobre la regulación del 

metabolismo de la rata durante la lactancia. Estudios previos han mostrado que 

las CATs de origen neural liberadas en respuesta a la succión, estimulan la 

actividad de la enzima desyodasa mamaria tipo 1 (01-M}, la cual convierte a la T4 

en triyodotironina (T3) en la glándula mamaria (Aceves y col., 1999a; b). Se ha 

observado que dicha estimulación de la actividad enzimática se bloquea en 

animales en los que se activan los mecanorreceptores ductales una hora antes de 

aplicar la succión (Aceves y col., 1999b). De esta forma, la activación simpática 

inducida por la succión bloquea inicialmente la evacuación láctea y detiene 

transitoriamente el funcionamiento de la glándula mamaria. Esto probablemente es 

necesario para permitir que se lleve a cabo la estimulación de la actividad de la 

01-M, la cual eventualmente proporcionará una mayor actividad biológica a la 

hormona tiroidea, tanto para su acción en la propia glándula mamaria como para 

su utilización subsecuente por parte de las crías, una vez que ha sido transferida a 

la leche. La activación de los mecanorreceptores ductales provoca de manera 

refleja el bloqueo de la actividad simpática con lo cual, la leche es finalmente 

expulsada hacia el exterior y la estimulación de la enzima se ve interrumpida hasta 

el siguiente período de succión. La existencia de este mecanismo regulador de la 

actividad simpática puede jugar un papel importante para la supervivencia de las 

especies al contrarrestar la activación simpática inducida por la succión o por 

condiciones estresantes, permitiendo la evacuación láctea durante la succión. 
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Poblaciones neuronales en la médula espinal activadas por la succión y por 
EENM. 

Los cambios neurales y neuroendócrinos que dan lugar a los mecanismos de 

adaptación durante la lactancia se deben principalmente a los estímulos que 

recibe la madre durante la succión. Esta estimulación activa receptores 

específicos de adaptación rápida localizados en el pezón, i.e., presión, 

estiramiento y temperatura (Findlay, 1966; Poulain y Wakerley, 1986) mientras que 

la estimulación exteroceptiva proveniente de las crías es percibida por el olfato, 

principalmente (Mena y Grosvenor, 1971; 1972). De esta forma se activa la 

liberación a la circulación de hormonas adeno- (Grosvenor, 1965; Moltz y col., 

1969; Grosvenor y col., 1970; Zarrow y col., 1972; Grosvenor y Mena, 1 973) y 

neurohipofisiarias (Deis, 1968). También el sistema simpático adrenal y la 

inervación simpática de la glándula mamaria liberan CATs en forma tónica 

(Grosvenor y Mena, 1974; Mena y col., 1985) y fásica (Mena y col., 1985; Clapp y 

col., 1985) que, como se explicó anteriormente, antagonizan los efectos de las 

hormonas sobre la secreción y evacuación láctea (Mena y col., 1974; Grosvenor y 

col., 1977; Mena y col., 1990a; b). 

Estudios previos han empleado lesiones (Eayrs y Baddeley, 1952; Beyer y Mena, 

1969; Fukuoka et al., 1984), estimulación eléctrica (Poulain y Wakerley, 1986; 

Fenelon y Poulain, 1992) o detección de 2-desoxiglucosa (Sutherland y Fink, 

1983) para identificar las vías y núcleos relacionados con el reflejo de evacuación 

láctea. Sin embargo, estas técnicas limitan la interpretación de los datos y la 

identidad de las vías sensibles a la succión ya que las lesiones espinales o de tallo 

cerebral pueden interrumpir una variedad de estímulos somatosensoriales, lo cual 
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complica la interpretación de los resultados. En segundo lugar, las estimulaciones 

o lesiones eléctricas dañan el área de estudio y no permiten un estudio más 

profundo de los substratos neuroquímicos que pueden estar involucrados en la 

vía. En contraste, la expresión del producto del gen de expresión inmediata c-fos 

ha probado ser un marcador útil de la activación neuronal. c-fos es activado rápida 

y transitoriamente en respuesta a una variedad de estímulos en el cerebro y sirve 

como un factor de transcripción que puede alterar la expresión de otros genes 

(Margan y Curran, 1991 ). Por lo anterior, en el presente estudio, se justificó el uso 

de la inducción de la expresión de c-fos por el estímulo de la succión y por EENM, 

con el fin de conocer las poblaciones neuronales de la médula espinal, que están 

involucradas en la transmisión de los impulsos nerviosos inducidos por la succión 

y que pueden influir en la inhibición refleja de la evacuación láctea. 

Nuestros resultados muestran que la expresión de Fes en el asta dorsal, i.e., 

láminas 1-IV, de madres con succión continua es baja y que los niveles son aún 

menores en láminas profundas (V-X). Así mismo, estudios previos en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo han mostrado que existe muy poca o ninguna 

actividad de Fas en las neuronas magnocelulares de ratas lactantes con succión 

continua (Fenelon y col., 1993; Eriksson y col., 1996a). El bajo nivel de expresión 

de Fas en rats SC se podría deber a que la rata amamanta a sus crías cada 1-2h 

(Lincoln y col., 1973; Wakerley y Drewett, 1975; Wakerley y col., 1994) y en estas 

condiciones de estimulación repetida, la transcripción de e-fas estaría reprimida 

por su propio producto (Sassone-Corsi y col., 1988) después de varias días de 

lactancia. De hecho, diversos reportes han mostrado que diferentes estructuras 

su activación de Fes en respuesta a una 
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estimulación crónica o de larga duración (Margan y col., 1987; Sharp y col., 1991; 

Chen y Herbert, 1995). 

En ,cambio, se ha demostrado que 24 horas después del parto, la expresión de 

Fas es elevada en diversas estructuras del cerebro involucradas en la expresión 

de la conducta materna y en el reflejo neuroendócrino de la evacuación láctea (Lin 

y col., 1998). De acuerdo a estos autores, la expresión de Fas en las madres 

lactantes es inducida por el estimulo de la succión, ya que es eliminada en 

animales a los que se les retiran las crías inmediatamente después del parto. Sin 

embargo, se desconoce el curso temporal durante el cual la expresión de Fas 

disminuye en la médula espinal y en el SNC como resultado de la succión 

continua. Además, los niveles tan bajos de Fas en ratas NS18h, indican que la 

ausencia de succión también puede dar lugar a una disminución en la expresión 

de Fas. Así, para determinar si un período agudo de succión aumenta el número 

de neuronas Fas-ir en la médula espinal, se utilizó un paradigma de separación-

resucción. En forma similar a la que Eriksson y col. (1996a) han utilizado, ésta 

consiste en permitir la succión después de un período de separación de 4 horas, 

ello induce la expresión de Fas en el núcleo paraventricular de ratas lactantes. 

Este modelo consistente en retirar a las crías de la madre por 4-12h y luego 

aplicar 5-30 min de succión aguda, ha sido ampliamente utilizado en diversos 

estudios en los que se documentan los efectos neuroendócrinos de la succión en 

la rata (Paape y Desjardins, 1971; Mena y col., 1978; Fuchs y col., 1984; Clapp y 

col., 1985; Grosvenor y col., 1986). Estas evidencias, en conjunto, sugieren que el 

estimulo de la succión promueve la actividad transcripcional de c-fos después de 

un período corto de estimulación. Sin embargo, dicha activación puede habituarse 



por la estimulación crónica proporcionada durante la lactancia. Así mismo, los 

resultados observados en las neuronas espinales activadas por la succión, son 

consistentes con estudios anatómicos (Tasker y col., 1986) y electrofisiológicos 

(Poulain y Wakerley, 1986) que muestran que las aferencias provenientes de las 

glándulas mamarias proyectan a regiones similares a las encontradas en el 

presente estudio y que pueden ser activadas por la succión o por la estimulación 

eléctrica de los pezones en ratas anestesiadas. Estos cambios en la actividad 

espinal se originan durante la succión, que es un estímulo muy complejo que 

involucra diversos tipos de receptores mamarios. Esta estimulación, ya sea táctil, 

apretando el pezón entre dos dedos, aplicando una tracción suave, estimulando 

eléctricamente el pezón o por succión de una cría en ratas (Poulain y Wakerley, 

1986; Voloschin y col., 1988) o en conejos (Findlay, 1966), provoca potenciales de 

acción de diferente tamaño y frecuencia en el nervio mamario (Findlay, 1966; 

Voloschin y col., 1988) y en la superficie y a diferentes profundidades de la médula 

espinal (Poulain y Waker!ey, 1986; Wakerley, 1994). 

En esta ocasión, la succión se aplicó por un período de 5min, a diferencia de las 

2h empleadas por Eriksson y col ( 1996a). Esto se debe a que el objetivo principal 

del estudio fue analizar cuáles poblaciones neuronales se activan por la succión, 

en especial, las relacionadas con las neuronas preganglionares simpáticas. Este 

diseño se justifica en hallazgos previos que muestran que la activación simpática 

inducida por la succión dura pocos minutos antes de ser bloqueada por la 

activación de presuntos mecanorreceptores ductales (Mena y col., 1979; Clapp y 

col., 1985). Sin embargo, dichos períodos cortos de succión son suficientes para 

activar también procesos neuroendócrinos centrales (Mena y col., 1978; Fuchs y 
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col., 1984; Clapp y col., 1985; Grosvenor y col., 1986). De igual forma, en este 

estudio analizamos la expresión de Fas en ratas NS6h que recibieron EENM, con 

el fin de determinar si se activan las mismas estructuras espinales por este tipo de 

estimulación que por la succión. Así, EENM provocó una gran activación de 

neuronas de ADS y en menor proporción de NP. Estos resultados confirman 

estudios previos en los que se usaron trazadores neuronales inyectados 

subdérmicamente, en un pezón abdominal y mostraron que las fibras sensoriales 

finas (C y Ao) del nervio mamario (Halfer, 1985; Voloschin y col., 1988) envían sus 

proyecciones hacia las láminas 1 y 11 y, ocasionalmente, hacia regiones más 

profundas del asta dorsal (Tasker y col., 1986; Rousselot y col., 1994). 

Por otro lado, en nuestro estudio se halló una clara discrepancia en el número y 

distribución de neuronas Fas-ir inducidas por EENM o por succión. En la primera, 

las neuronas activadas se localizan principalmente en el ADS y NP y disminuyen 

gradualmente hacia las regiones más profundas, i.e., láminas V-X. En cambio, se 

hallaron pocas células Fes-ir activadas por la succión en las láminas 1-11 y el 

número aumentó progresivamente en las regiones más profundas (láminas 111-IV) 

hasta encontrar la mayor expresión en las láminas VII-X. La diferencia en la 

calidad y la intensidad de estimulación provocadas por la EENM vs la succión de 

1 O crías, podrían explicar las diferencias en las respuestas observadas, ya que la 

EENM es un estímulo artificial, que origina impulsos en todas las fibras nerviosas. 

Sin embargo, cabe resaltar que ambos estímulos indujeron niveles similares de 

Fas en NP. Esto sugiere que dicha región juega un papel muy importante en la 

transmisión de señales aferentes provenientes de la glándula mamaria. Además, 
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la inducción de Fos-ir en neuronas localizadas en láminas más profundas de la 

médula espinal (SGV) por acción de la succión de varias glándulas, y la ausencia 

de· diCho efecto por EENM, sugiere que EENM no reproduce del todo el efecto de 

la succión más allá del nivel de NP y que además, la activación de esta región por 

la succión de diez crías puede deberse a la convergencia y a la sumación de los 

estímulos aferentes a nivel espinal. Recientemente se ha demostrado que, en 

paralelo al bloqueo de la evacuación láctea, la enzima 01-M, es estimulada a 

través de la activación refleja de la inervación simpática inducida por la succión, y 

que esta regulación involucra la participación de circuitos locales y segmentarías 

(Aceves y col., 1999a; b). Así, se encontró que la succión de seis glándulas es 

igualmente efectiva que la succión de todas las glándulas en la restitución del 

contenido de RNAm y la actividad de la enzima en animales separados de sus 

crías por 12h. Sin embargo, cuando se succionan tres glándulas, la enzima se 

restituye completamente en las glándulas succionadas y de manera parcial en el 

resto de ellas. Finalmente, cuando se aplica succión en una sola glándula, se 

observa únicamente la restitución enzimática en la glándula estimulada sin que 

haya efecto en las demás (Aceves y col., 1999b). Estos datos, aunados a diversas 

evidencias anatómicas (Tasker y col., 1986) y electrofisiológicas (Poulain 

Wakerley, 1986) apoyan la hipótesis de que, a nivel de la médula espinal, puede 

ocurrir en arreglos segmentales la integración de la información aferente 

proporcionada por la succión. Sin embargo, existe un umbral de entre tres y seis 

crías para que ocurra dicha activación segmentaría. De esta forma, las aferentes 

neurales mamarias ejercen un mecanismo regulador local capaz de regular la 01-

M en cada glándula succionada (Aceves y col., 1999b),--
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En conjunto, los datos de este estudio muestran que el uso de la expresión de Fos 

fue adecuado para identificar las poblaciones neuronales de la médula espinal 

activadas por la succión lo cual apoya su participación en el reflejo de evacuación 

láctea y en la activación simpática refleja de la glándula mamaria (Mena y col., 

1985). Nuestros resultados son consistentes con estudios previos que muestran 

que las primeras láminas del asta dorsal poseen neuronas de amplio rango 

dinámico activadas por estimulación de baja y de alta intensidad, como la succión, 

y células que responden a estímulos mecánicos muy específicos (Molander y 

Grant, 1995). Algunas de ellas, localizadas principalmente en la lámina 11, 

proyectan hacia el núcleo cervical lateral (ncl) (Giesler y col., 1978), que participa 

en la vía nerviosa relacionada con la evacuación láctea (Dubois-Dauphin y col., 

1985). De igual forma, en las láminas 111-IV se encuentran células que responden 

sólo a estímulos mecánicos ligeros y células de amplio rango dinámico que 

también proyectan hacia el núcleo cervical lateral (Molander y Grant, 1995). 

La sustancia gris central también mostró una expresión importante de Fas en 

respuesta a la succión. Esta región, en especial la lámina VII, es de particular 

importancia debido a la presencia de las neuronas preganglionares simpáticas, 

que podrían estar regulando el tono simpático de la glándula mamaria (Mena y 

col., 1995). Se ha reportado ampliamente que en la rata, la succión y la EENM 

desencadenan la activación refleja del SNS, provocando la liberación de CATs 

suprarrenales y posganglionares (Barowickz y col., 1 979; Clapp y col., 1985; Mena 

y col., 1995). De esta forma, con el fin de analizar la actividad simpática en la 

médula espinal, caracterizamos el fenotipo (interneurona vs. neurona 

preganglionar simpática) de las neuronas activadas por la succión o por EENM. 
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Encontramos que ambos estímulos activan diferentes poblaciones de neuronas 

preganglionares, ya que la succión activa bilateralmente neuronas de la columna 

JMM, mientras que Ja EENM estimula células de la columna IML en forma 

ipsilateral al lado de estimulación. Además de las diferencias cualitativas en los 

tipos de estimulación aplicada, una posible explicación para estos efectos podría 

ser que, por un lado, la succión desencadene un arco reflejo a nivel segmentario, 

que da lugar a la activación de neuronas de la columna IMM. En cambio, la 

activación ipsilateral de neuronas de IML en respuesta a EENM podría deberse a 

que la estimulación eléctrica (que es un estímulo artificial muy potente), active de 

manera ortodrómica a las neuronas de la columna IML. En apoyo a esta hipótesis, 

estudios previos han mostrado mediante la inyección de trazadores neuronales en 

el pezón de ratas con sección de las raíces ventrales, que numerosas fibras del 

nervio mamario proyectan directamente hacia la columna IMM ipsilateral al sitio 

de inyección (Haller, 1985). Por otro lado, Gerendai y col. (2001 ), mediante el 

trazado retrógrado de las eferencias mamarias, mostraron recienternente que las 

fibras simpáticas del nervio mamario provienen de las neuronas preganglionares 

simpáticas de la columna IML y del núcleo autonómico central (columna IMM). A 

su vez, dichas neuronas reciben aferencias provenientes de diversos núcleos 

simpáticos del tallo cerebral, hipotálamo y diencéfalo (tabla 4), los cuales podrían 

estar involucrados en el control central de la inervación simpática de la glándula 

mamaria (Gerendai y col., 2001 ). 
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TABLA 4. Núcleos simpáticos del tallo cerebral, diencéfalo y telencéfalo conectados con la 
glándula mamaria de la rata. (Modificado de Gerendai y col., 2001).· 

TALLO CEREBRAL grupos de células noradrenérgicas A5 
núcleos del rafé caudal 
grupos de células noradrenérgicas y adrenérgicas 
A1/C1 
núcleo del tracto solitario 
área postrema 
área reticular gigantocelular 
locus coeruleus 
sustancia gris periacueductal 
núcleo roio 

.. DIENCEFALO núcleo paraventricular hipotalámico 
hipotálamo lateral 
área retroquiasmática 
hipotálamo anterior 

TELENCEFALO área preóptica 
núcleo de la cama de la estría terminal - amíqdala central 

Similitud en la activación de neuronas espinales por la succión y por 
estímulos dolorosos. 

Por otro lado, vale la pena mencionar que en ratas que reciben estimulación 

vagina-cervical (EV) (Chinapen y col., 1992) o estimulación dolorosa (Hunt y col., 

1987), se ha reportado un patrón de expresión de Fas similar al que ocurre en 

respuesta a la succión en ratas NS6h. Además, la activación de Fas inducida por 

EV se correlaciona con un aumento en la liberación de OT (Sansone y col., 2002) 

que a su vez es mediador de la activación de neuronas preganglionares 

simpáticas de la médula espinal (Sansone y Komisaruk, 2001 ). 

Aunque el dolor es capaz de activar la expresión de Fas en todas las láminas 

espinales (Hunt y col., 1987; Abbadie y Besson, 1993), se ha observado que el 
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dolor, crónico producido por la artritis inducida por adyuvante (AIA) después de la 

2ª y hasta la 11 ª semana posterior al tratamiento se asocia con un aumento en la 

expresión -de 'Fas en ADS y SGV (Abbadie y Besson, 1993). Estas similitudes 

sugieren' que la naturaleza crónica del estímulo de la succión que es aplicada cada 

· 1-2h (Lincoln y col., 1973; Wakerley y Drewett, 1975; Wakerley y col., 1994) 

involucra estructuras espinales similares a las que se activan por !a aplicación 

crónica de estímulos dolorosos. En apoyo a la similitud de estas dos condiciones, 

se ha observado, en animales lactantes, que cuando se administran por vía ICV o 

intratecal agentes farmacológicos que pueden inducir analgesia como la NE 

(Yaksh, 1985; Chance, 1986; Kuraishi y col., 1987), el sulfato de morfina (Benyhe, 

1994) o la OT (Lundeberg y Uvnas-Moberg, 1994; Robinson y col., 2002), ocurre 

un aumento en el tono simpático de las glándulas mamarias resultando en una 

menor responsividad a la OT (Morales y col., 1994). Así mismo, se sabe que el 

aminoácido excitador glutamato y la sustancia P, juegan un papel muy importante 

en la transmisión de estimulas dolorosos (Yaksh y col., 1980; Duggan y col., 1988; 

Taiwo y col., 1989), particularmente, a nivel de las láminas 1 y 11 (Basbaum, 1999). 

En el caso del dolor de tipo crónico, se ha observado la presencia e internalización 

de receptores a sustancia P en las láminas 1-V (Duggan y col., 1990; Basbaum, 

1999). Así, es probable que estos receptores puedan estar involucrados en la 

transmisión de impulsos aferentes para la liberación de OT, en la vía del reflejo de 

evacuación láctea (Tasker y col., 1988; Traurig y col., 1984). 
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Modelo p..-opuesto pa..-a explica..- la ..-egulación de la evacuación láctea en la 
..-ata po..- influencias facilitado..-as e inhibido..-as. 

En la figura 17, están representados los principales elementos que regulan la 

evacuación láctea: glándula mamaria (pezón, sistema ductal y sistema alveolar), 

glándula suprarrenal, médula espinal, núcleos simpáticos centrales, hipotálamo y 

lóbulo posterior de la hipófisis. Así mismo, se describen las interacciones ejercidas 

entre las CATs centrales y circulantes sobre la liberación de OT y sobre el aparato 

motor de la glándula mamaria. 

Así, en ausencia de la succión predomina un tono f3 adrenérgico proveniente de 

los núcleos simpáticos del tallo cerebral, hipotálamo y telencéfalo (Gerendai y col., 

2001 ), que previenen la liberación de OT y mantienen el tono muscular de los 

conductos mamarios (Mena y col., 1979; Clapp y col., 1985) a través de las 

neuronas preganglionares simpáticas de la columna IML y de la inervación 

simpática de la glándula (Gerendai y col., 2001 ). Cuando se aplica la succión, se 

activan receptores específicos localizados en el pezón (Findlay, 1966; Poulain y 

Wal<erley, 1 986) y se desencadena un reflejo neuroendócrino que se transmite por 

los nervios raquídeos, pasando por el ganglio de la raíz dorsal, hasta proyectar en 

las interneuronas del asta dorsal superficial de la médula espinal. A partir de esta 

región los impulsos nerviosos ascienden en forma ipsilateraf a través del finículo 

dorsolateraf pasando por el ncf de fa médula oblonga hasta finalmente llegar a los 

núcleos SO y PV del hipotálamo. Por otro lado, a nivel segmentario dan fugar a un 

arco reflejo que aumenta la actividad de neuronas pregangfionares simpáticas de 

la columna IMM. Esta activación simpática a nivel segmentario r~sulta en fa 

liberación de EN posiblemente a partir de fas terminaciones eferentes del nervio 
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mamario (Mena y col., 1995) y activa receptores 13 adrenérgicos de la musculatura 

lisa y de las células epiteliales alveolares (Marchetti y col., 1990a). Esto, a su vez, 

da lugar a: 1) una constricción del sistema ductal que bloquea la salida de la leche 

durante los primeros minutos de iniciada la succión (Grosvenor y col., 1972; Mena 

y col., 1979; Mena y col., 1995) y 2) se estimula la transcripción de la enzima 

alveolar 01-M (Aceves y col., 1999a; b}, que remueve una molécula de yodo de la 

molécula de la T4 para formar T3. Además, la succión provoca la liberación de 

CATs suprarrenales (Kuanyshbekova, 1976; Clapp y col., 1985) las cuales, a nivel 

central, deprimen la liberación de OT por parte de la neurohipófisis (Song y col, 

1988). En la periferia, aumentan el tono del músculo liso, con lo que reducen el 

acceso de OT a las glándulas mamarias (secundario a una vasoconstricción}, 

provocan una constricción del sistema ductal (Cross, 1955; Bisset y col., 1967; 

Vorherr, 1 971) y antagonizan de manera competitiva la acción de la OT sobre las 

células mioepiteliales (Chan, 1965). Como resultado de estas acciones, la leche 

no es expulsada durante los primeros minutos (Deis y col., 1968; Lincoln y col., 

1973). Simultáneamente, se estimula la actividad de la 01-M, que se encarga de 

mantener el suministro de T3 para los elevados requerimientos metabólicos de las 

glándulas mamarias de la rata durante la lactancia y, además, confiere una tasa 

de yodo y de T3 a la leche para ser obtenida por las crías (Aceves y Valverde, 

1989). 

Además de estos efectos, la succión también activa mecanismos centrales ex 

adrenérgicos que contrarrestan los efectos inhibidores de la evacuación láctea 

antes descritos, ya que facilitan la liberación de OT, (Bridges y col., 1976; Clarke y 

... ..,..,.e- .. <:.' Cl~,"'."J i" ~: \ ... ~u .;J.. 
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col., 1979; Crowley y col., 1987) y disminuyen el tono neural de los conductos 

mamarios (Mena y col., 1995). También, los mecanismos ex adrenérgicos estarían 

reforzados por la PRL, la cual al ser liberada por el estímulo de la succión, 

favorecería la liberación de OT (Parker y col., 1991 ). Finalmente, como resultado 

de estos eventos, la OT estimula la contracción de las células mioepiteliales con lo 

que aumenta la presión intramamaria. La consecuente movilización intraglandular 

de leche dilata a los conductos mamarios, provocando así la activación de 

mecanorreceptores ductales. A su vez, la activación de los mecanorreceptores 

ductales: 1) deprime de manera refleja la liberación de CATs (Mena y col., 1979; 

Clapp y col., 1985); 2) bloquea el control central J3 adrenérgico del tono ductal 

(Mena y col., 1979; 1995) y 3) facilita la activación de mecanismos centrales ex 

adrenérgicos promoviendo aún más la liberación de OT (Lincoln y Wakerley, 

1975). 

De acuerdo con este modelo, la participación de los mecanorreceptores ductales, 

cambiaría el balance de las influencias antagónicas a favor de la salida de leche, 

con lo cual aumentaría la eficiencia de la succión para evacuarla. Este mecanismo 

facilitador de la evacuación láctea estaría reforzado por la acción central de OT, 

PRL y GH (Mena y col, 1995). 
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FIGURA 17. Mecanismos involucrados en la regulación de la evacuación láctea durante un 
periodo de succión en la rata lactante. (Ver descripción en el texto). 
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Finalmente, observamos que la expresión de Fas en la médula espinal inducida 

por .1.a succión o por la EENM después de una separación de las crías de 6 horas, 

es abolida cuando la estimulación es aplicada después de 18 horas de No

su'?cion. Esto sugiere que la privación de estimulación aferente por períodos tan 

larg_os afecta profundamente la transmisión y/o la responsividad central a estos 

impu_15_os nerviosos. Estos resultados son consistentes con estudios previos que 

muestran, que una disminución en la frecuencia de estimulación de la glándula 

mamaria y/o en la frecuencia de estimulación hormonal, provocan una 

modificación en las respuestas hipotalámicas inducidas por la succión (Mena y 

col., 1976; Hoffman y col., 1994; Wintrip y col., 1997; Woodside y Amir, 1996; 

Berghorn y col., 2001), hipofisiario (Grosvenor y col., 1974) y mamario (Grosvenor 

y col., 1970, Aceves y col., 1999a). Además, la importancia de mantener la 

succión en un limite de Bh ha sido apoyada por el hecho de que los efectos 

neuroendócrinos inducidos por la succión, que son irreversibles en ratas NS 16h, 

se pueden revertir aplicando un período de 5-30min de succión a la mitad del 

período de 16h de no succión (Mena y col.. 1976; 1987). Así, cuando analizamos 

el efecto de la succión o de EENM sobre la expresión de Fas en ratas NS18h fue 

con el propósito de explorar si la expresión de Fos, como marcador de actividad 

neuronal, seguía ocurriendo en estos animales. Nuestros resultados están en 

aparente desacuerdo con las observaciones de Li y col., (1999) quienes reportaron 

que la succión en ratas NS48h, induce un aumento en la expresión de Fas en 

diversas estructuras del tallo cerebral y en áreas neuroendócrinas hipotalámicas. 

Desgraciadamente, estos autores no incluyeron otros indicadores de lactancia 

aparte de la expresión de Fos, tales como liberación de hormonas adeno- y/o 
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neurohipofisiarias o evacuación láctea y por lo tanto, la comparación de sus 

resultados con los nuestros es muy difícil. Además, se ha mostrado ampliamente, 

que los ciclos astrales reaparecen en ratas lactantes, entre 02 a 4 días después de 

que la. succión ha sido terminada y que estos cambios pueden revertirse 

restituyendo la succión con crías suplentes, debido a la inhibición de la liberación 

de gonadotropinas inducida por la succión (McNeilly, 1994). Esto sugiere que a los 

dos días, el período de refractoriedad de 18h encontrada en nuestro estudio, ha 

desaparecido. 
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CONCLUSIONES 

A partir del presente estudio se puede concluir lo siguiente: 

1. El estímulo de la succión provoca una gran activación de las neuronas de todas 

las capas de la médula espinal, especialmente de las neuronas del ADS y NP, 

que forman un relevo sináptico en la vía de transmisión del reflejo de la 

evacuación láctea. 

2. El estímulo de la succión desencadena un arco reflejo a nivel segmentario, que 

activa a neuronas preganglionares simpáticas de la columna IMM, 

probablemente pertenecientes al circuito neuronal involucrado en el aumento 

del tono simpático 13 adrenérgico. Esto provoca, resultando en la falta de 

evacuación láctea durante los primeros minutos de la succión. 

3. La activación de mecanorreceptores ductales desencadena un reflejo que 

probablemente involucra la activación de mecanismos centrales et adrenérgicos, 

que bloquean el control inhibitorio de la evacuación láctea. 
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Man1n1ary Gland Syrnpathetic lnnervation Is a Major Component 
in Type 1 Deiodinase Regulation 

Carmen Acc'!ves, Rita Rojas-Huidobro, Nephtali i'vlarina, Maria Teresa Morales, and Ffavio tvlena 

/:Jepartt1111e1110 de ,\le11roe11docri110/ogía. Ct-'lllru ele 1\'t•urobio/ogía. Ca111p11s Juriquilla. U4\IA1\1. Qucrétaro, ,\léxico 

Rccenl observations have sho\.vn that in factaling rafs 
previously dcprived ofsuckling, cithcr suckling stirnu
lus or ip injcction of norepinephrine \\'as c;1pabfe of 
incrcasing 111anu11ary deiodinase typc 1 (,\:t-01) rnRNA 
content ¡ind cnzyn1e activity. In the prcscnt \.\'Ork, \VC 

sho\'\' that intact effcrcnl syn1pathetic n1ar11r11ary 
inncrvalion is rcquircd to rcstorc both n1an1n1ar)' Dl 
111RNA contcnt and cnzyrnc a.ctivity, \\'hcr~as suck
ling-indu<.:cd sccrction of calcchofan1incs frorn thc 
adrcnal glilnds cfocs not sccrn to participatc in "-1-01 
cnz.yrnc rcgul&l.tion. Thc data afso indicatc that thc 
S)'n1p;ithetic rcflcx activ;ition in response to suckling 
invulves hvo cornplernentélry autonon1ic cornponents: 
c·r) activat ion, prcsun1abl)• throrrgh n1ar11111ar}' segn1cn-
t af arr;ingcrncnt affccting neighboring n1;i111n1ary 
gf.,nds; illld (2) an individual rcflcx rcgulator)' rnccha
nisrn c;1pable ofn1aintaining ,\1-01 acf ivily \Vil hin ca ch 
n1;wnun;1ry gf;ind. In addilion to thcsc finclings, \ve sho\'V 
that thc suckfing-incluccd sy111pathctic activation of 
M-IJl activity coulcl he hlockccl by prior acliw1tion of 
duct;if nu'!chanorcccptors. This set of rcguliltory and 
countcrrcguJator)' n1cch;inisrns sccrns to cnsurc thc 
opli111,j"\I control of rna111n1ar)' cncrgctic expcnditurc 
according tu littcr size. 

Key \·Vorcfs: Thyroid horn1onc 111ct.1bolis111; deiodinases:; 
syn1p.,thetic innervation; nlilnHnary gfand; lactation. 

Jntrod1u.:tion 

. ;\Jcdiatcd through thc binding of triiodothyroninc (T3) 
to spccific lllH.:lt!o:ir rcccptnrs. thyroid honnoncs reguJ::uc 
i111portant processl!S in thc orgnnisrn .. c.g .. gru\\·th und 
dcvclop1ncnt. thcnnogcncsi~. anU cncrgy cxpcndit4rc 
( 1,2). lvlctabolic~lly acti\'t! ·r3 is 1nainly gcnl.!ratcc.I by thc 
c.,trathyruidal cnzynu1tic s· dciodination of thyroxinc. 
\\·hich is c:1t:dyzcU by dl.!iodinase typc J lD 1) and typc.! 2 

R1.·1.: .. ·i\'cd April 27. 1999: Rc\'i.,.cJ Junc 21. 1999: A'°·':cptcJ July 7. JV99. 
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(02). J:) J is cxtrc1ncJy scnsruve to inhibition by propyJ
thiouraciJ. has a ping-pung catalytic 111eL.:ltunis111. and is 
rcsponsiblc for gcncrating =80% ofcirc11l:11ing T 3. O:! hus a 
scqucntial cutalytic 1nl!chanis111. and its function scen1s ro 
bi.! tht! Jf..Jc;1J gencration of T 3 for tissuc-!-opccific autocon
sutnption (3) . ...-\ co11ccr1cU adnpth:e rcspon..;l! of organ
spccilic changcs in dciodinasc ncti\.·ity and syn1pathoadrl.!11al 
:1ctivity .. :.iin1e<.I :.tt prcscrving thc org.:111is1n·s n1ctabolic fit
ncss. has bccn suggl!stcU by pTcvious \Vork (./ ). \Ve and 
nthcrs havc shown that lactation rcsc1nblcs a scJcctivc 
pscudohypo1hyroidis111 !->tate in ,._ hich tlc.:iodinasc acth:ity 
is di.!crcasct.I in thc liv~r. kidncy. an<l bfl)\\"Jl .adiposc tissuc. 
,,·hcn:as at thc Jcvcl oflhc n1a111111:try gland. J) 1 i!-o cxprcssc<l 
de 1101·0 :.u1d its acth·ity is Llircc1Jy relutc.:d to thc intcnsity of 
lacta1ion (5-7) . .:\-lorcoYcr. 111a1111nary DI (.:\1-DJ) :.:icti\"ity 
1110:1y pn1,·iL1c thc lw:t&1ting _glanU \Vith a local largc quantity 
of T.~· \vhh.:h rcprcscnts 1non.! than sor::;.. of tht! nuclt!ar TJ 
contcnt (SJ. Rcccnt findings havc also ~hn\\.'11 1h:n ~1-[) 1 is 
1:H>Sitivcly n:gulalctl by suckJing through (3-aUrcncrgic 
rl!C'-"ptnr·s (9). ~íhcsi.: findings are cnnsnnant \\.'ith prcvious 
data sho,vin~ th:1t thc 111:un1nurv cland is an cffct.·tor nfthi.: 
autonun1h.: l~L"I"\ ous systc111. in. \~·hich both 111ilk cjl.!ction 
a11U sccrction 111ay be rcgulatcd physinlogh:ally by t.•at
cchol:1111incs (C.i\

0 rs) ( 10). In thc prcsl.!nt study. \\"t! soughr 
to dctcr111inl! thc rnlc playt:d by thl.! adrcnals ;ttH.J/or 
1110:11111nary 111.:n·L" c1HJi11gs on the such.Jing-induccd ;u.:tiva
tinn l1f·~·l-DJ. Jn addi1inn. \.VC analy/.c..J thc rclation 
betwccn thl! nu1nbcr of glands suckled :..ind thc dcgrcc of 
1\J-D J cn:l'-)'1111.! rcstilution. Fim.tlly. \\."C c..:ondtu.:1eü a series 
ofc.xpcri111t!nts to Uctc:nninc \\')h!thcr thl.! suckling-indtH.:cd 
.iVJ-D 1 activity could be inhibº ~ · L"tivatinn nf dt11.:
l:tl n1cch:111orct..'"l!ptors. 

Rcsults 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
.-\drena/ t~c10111y 

Bihucral :u.Ircnulcctornics or sha111 opc.:-rutinns (cxpn!->tirc 
of :1c.lrt!n:tl .ghmds v.:ithout Iigaturc) \\'ere pcrfonncU through 
a dorsal incision undcr cthcr ane~thcsia ..JS h bc:for(,,! thc 
cxpcrin1ental proccdurc. ·rhc 111othcrs \\'ere rc:turncd to 
thcir pups 2 h nftcr surgcry. and thcy "'ere givcn s:ilinc 
\Vatcr to drink ad Ji bitu1n. On thc day of thc cxpcri111cnt .. thc 
n1othcrs \vCrc ~l!paratcd fro1n lhcir pups for J 2 h. Onc group 
was s<Jcrificcu ( 12 h nonsuckleu group [ l 2hNS]) and thc 
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Control Experimental 

Fi~. l. EffL"c1 '·'f 15 111i11 ofrco,;uckling on J\.1-DI m:tivity in cnn
~ •• :i1H1-. i111.act. -.ha1n. ;111d hilutcrally adrcna!C'ctomizcd n1nthc.:rs. 
Pups \\en: 1·c11lll'• cd from 1hcir 111othcrs for 12 h. Ouc gn .. nip of 
n11..11hc.:r'> was ':JC:rifi1..·t:d (12 h nonsuckkd gruttp l12 h :...:s)). and 
thc othc.:'TS \\"ere rcsuckled hy lhdr pups for 15 1ni11 :md s~u.:riíiccd 
-t h Ja1c1· (rcsll\.:Jdcü gn.Jup 11-!S]). Contr1JI anirnals includcd intuct 
n1othcrs in \\·hich suckling. ,,·¡¡s cnntinuous (CS). D~ua :.tre 
c . ....:presscd as th~ n1cun ± SD (11 =-O . .!\lcuns wilh Uiffcrcnt lcttcrs 
¡1rc signifkantly diffcn!nt <p <: 0.05). 

othcr \vas rcsucklcc.J by thcir pups for 15 111inuh.."S and sac
rific:cd 4 h lat\!r (rcsucklctl group [RSJ) .. ,,\s shown in Fig. 1 .. 
rcslitulion of j\1-D J :-1c:tivity \Vas c:on1plch! :-iftcr 4 h in Ct."111-
scious control. sha111 .. ant.I aUn:nalccto111izcd n1ts prcviously 
nonsucklcd for J 2 h anU thc.:n ~ucklcd for J 5 min. 

Suc:kliu¡.: .~"'til1111/atiu11 in .tue.•alteti:;.cd Unt . .,,· 

Sevcri1l groups of intact n1othc1·s \\'Crc u~ed. Each 
n1othcr \Vas scparated fro111 her pups for 1 2 h. In onc Sc.!l of 
cxpcrirncnts. 1nothc.!1·s \\'l.!n.: ancstl1ctizcd ,,·ith urcthane and 
plw.:cd on lhcir backs on a \\·arn1 slidc (31-35cC). N~xt. the 
pups (onc. t\\'O. thrcc. or six pups) \vcn:: 1n~1111wlly pluccd in 
cnntacl \\'Íth thc \'Cntntl ~urfacc of thc 111othcr and a]Jowcd 
a 1- or 2-111in pcriod for cstabli~hing c.:untact :111d to artach 
to tht! nippJc::s. Once suckling \\·¡,1s cstablishcd. thc pups 
!'ucklcd for 15 rnin and thcn \\·crc:: n:n10\·L·d. ln a scc.:ond :-;et 
of cxpcri1ncn1~. conscious rnothcrs \\"Crc.: n:turncd \Vith thcir 
10 pups :lllo\\'ing r:.1ndo1n :-.uckling in aJI tht! g1anUs for 
J 5 1nin. 111 all cxpcrirncnts tht.! 111othL·rs \\'cr..:: killc<l-+ h la ter. 
Rcstitution of ~·1-[) 1 1nRN.·\. contcnt :11H.i cnzvn1c ¡,1ctivitv 
in 111:tn1111ary glands \'aricd ac.:L·on.li11g to ah~ nu1nbcr d"r 
,gl:111ds sucklcd by thc pups. Thus .. as sho\\º11 in Fig. 2~ 
\\'hcrcas con1plctc rc.!stnration ucc.:urrcd in all glanUs \\'hen 
JO or 6 pups wcrc allo\vcd tu sucklc. suckling of thrcc 
glands provokcd ni:1xi1nal rc~tonnion in thc corrcsponcling 
sucklcd glands. anU only a partial cffcct \V:ts observcd in 
thc rcst of thc glanUs. Fin:dly .. :-;.uckling of one or t\\'O glan<ls 
provokcd fu JI rc~ton1tio11 c.xclusi\'cly in tht.:gf¡,111ds in \vhich 
tht.: stin1ulus \\':ts applicd. 

/.Je11er1·atio11 

Thc ~cg111cntal ncrvc corrcsponding to thc fina lcft 
abL101ninal 1na1n1nary gl:ind (gland no. 7) \vw·:; cxposeJ nnd 
subscqucntly cut. Dcncrv:-itiun or sluun operations \Verc 
pi.!rfon11i:d unc.J~r cthcr ancsthcsia 12 h bcforc tht! cxpcri-
1ncntal ¡:u-ocedurc. On thc day of thc cxpcrhncnt, thc rats 

\\'ere nncsthctized \vith urethanc and suckling \Vas applicd 
far 15 111in by onc pup 011 cach pnir. thc dcncrv:llcd or sharn. 
nn<-1 thc contralatcral intact gland. Ncxl, thc 111othcrs \Vcrc 
killed 4 h latcr. \Vhcn suckling \V:lS applicd hy ont.: pup to 
n úcncrvatc<l gland. rcstnration of fvl-D 1 n1H.N.A. contcnt 
and c11zy1nl! activity did not occur (Fig. 3). 

Actb•t1tion o.f LJuctal 4\fc.•cha11orccl'plors 

Expcrirncnts \\'ere c.k:signcd to dctcnninc \vhcthcr thc 
stin1ulutory cJTcc.;l uf suckling on /\J-D 1 activity could be 
blockcd by prior HL"th·ntion of duc:tal 1ncL·h:1norcccp1ors 
( I 1. 12). To this cncl. óO 111U of oxytocin (CJT) \\"ere givcn to 
thc rats-10 n1in hcft11·c :1pplying tl1(: 15-·111i11 pcri1Jd ofsuc.:k
Jing with thc liucr ( 1 O pupsJ .. As co111parcd to control n11s. 
\Vhich \\'ere injcctL·d intraperitoncally \'l.'ith sulinc. UL.!tiva
tion uf 111c.:chanon:ccptors by 01~ cffc..:ctivcly bloL"J..:Cd thc 
suckling-induccd rcstorution of both ~,J-1.)I n1RN4'\. con
tent anc.I cnzy1nl.! ac.:tivity (Fig. 4). 

l)iscussion 

This study \Vas ba~ed on our rcccnt obst!rv:.ition thnt 
cithcr ~uckling or intn1pcritoncally inji:ctcd nor!.!pincphrine 
was able to inc.-re::1sc 111:11111nary J.) l 111RNA contcnt and its 
enzy1nc acti\'ity through :1ctiv:.11ion nf f3-ad11_·11c1·gic rcc.:cp
tors (9). AJso. a h1rgc hnJy of inforn1ation c.xis1s c.:nnccrn
ing thc rcgulatory influcncc cxcrtcd by the sy1npathctic 
systen1 on nHllnrn:try gland physh1llJgy ( 10). prhus. it \vas 
sh0\\'11 thal suckling provokt:d thc:: f\!Jca~c ofC.1Yf fro111 thc 
udrcn:ils into thc circ:ul:ttion unt.l that 111:1111111ary i1111l.!rva
tion rcgul:.itcU 111ilK cjcction (13./../) . .:\tanlnl:u·y inncrva
tion consists or thc so111a1ic ~cnsory (affen:ntJ nervcs. 
convcying in1puJscs fron1 t:Jctilc cutancous and parcn
chytna 111cchanorcc•·p1ors to thc central ncr,-,,us systc111 
(CNS). and thc sy1npathL·th: rnotor (cffcrcnl) nc..:r\·cs. '"'hich 
inncrvutc bh)o<.J vc:sscls :1nc.l cont.-rn:tile 1nusch.:s nfthc tL·~t 
:uuJ thc ducts ( I0.15). Pn.:vious \\"ork sug.gcsh:d that aJvco
lnr cclls ari.: not inncrvutcd. but rnorc n:c.:cnt c\'idcncc sug
gests th:ll thc: syn1pathctic ncrvc tcrrninals in thc 1n::un111ary 
gl:and panicipatc in thc ah·t!ol:tr CL·ll biosynthctic rnachin
ery. prtn1s. bcsicks thcir prcscncc in cpidL"nnis ;.111d dcrrnis. 
nround s111ooth 111usclc cclls anc.1 blot."lc.1 vcsscls in thc..: nipplc 
and in thc ducts, sytnpathctic ncr\-c c111.Jing.s ha\'c alsu bccn 
found surrounding the alvcoli ( 16). Thc nJ\'colar <.:L!JI pos
scsscs f3-adrt!ncr_gic rcccptors. functiunally couplcU to a<.Jc
nylute cyclasc. \vhosc nun1bcr and ;::1f1inity are 1110dificd 
during Jactation ( 17). The contcnt uf norcpincphrinc of 
nu11111nary gland c.xhibits ch;111g.cs during thc:: rcproductivc 
cyclc. nnU surgic:d dcncrvntion ofthc glan~ dccn.:a~cs hoth 
the contcnt of norcpincphrine nnU f3-recl!ptors ( 18.19). fn 
thc prcscnt \\'ork. \Ve obscrvt::d that effcrcnt n1a1nn1ary 
inncrvalion is rcsponsiblc for rcstoring thc J\·1-D J :1ctivity 
o:Jnd that adrcnal glands do not sccn1 to participah!. "lºhcse 
findings. togcthl!r \vith prcvious data in \Vhic:h \\'C sho\ved 
that l\.1-DJ uctivjty is confined to the alveolar cc:-11 (20), 
in~icatc thnt cfTcrcnt innc::rvation to the 111:1111111ary glancls is 
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Fi;.:. 2. Effc:ct ofdiffcn:nrint suckling stii11ulmio11 on ~1-DI '-"flzymc in anc:-;Ihctizcd or conscious r:u:-;. l:?h nonsuckh!d molhcrs werc 
:-.timulatcd by J. 2. 3. 6. or JO pups (:o.cc: dctails in Rcsults ~cction). (A) Com¡x1rison of 1'.1-DI activity bct\vccn manunary glan<ls that 
,,·c:n.! sucklcd (so lid bar) or nol Slh .. ·kkd (open rn1c.J dotrc.J ba1·s). ( 1-{ight) Positions of thc nipplcs thnt "·l.·rc sucklcd i11 ca.ch group. Duta 
are cxprcssi.::d ns thc n1can ± SD (11 =-J.). !\tc;111s .v.:ith diffcrcnt ktrcrs are significantly diffcr..:nt (p < 0.05). 

invoJvcd in reguJ:.ning cncq;ctic t!Xpcndilurc ofthc Jact.at
ing 111a111111ary glnnU through lhc gt!ncration of local T 3. 

Anothcr finding in this sludv \Vas thc obscrv·a1ion of a 
cJcar rcl:1tion~hip l,ct\\'Ccn thr..: ·nun1bcr of glands sucklcd 
and thc dcgrec of l\·1-D 1 enzyrnc rcstitution. Thus .. consis
tl.'.'nt \Vith previous rcports thar si.x pups suckling is suffi
cicrll for rnaintaining Jactation in all lhc glnnds (21 ) .. 
suckling of six glands \vas as cffcctivc as suckJing of aJl 
gJands on thc rcstitution of .l'vt-01 n1RNA content and 
cn..-:yn1c activily. On tht: olhcr hnnd. \Vhcn thrcc glands \vcre 
sucklt!d .. full re~toration of 1\.1-D 1 cnzyn1c \VUS observcd in 

.::- .. --.-·-· 

the gJands that \\'ere suckled .. and only purtial 1·estoration 
occu.rrcd in the rcst ofthc glands. Furrherrnorc .. \Vhcn only 
ont.: or t\vo glands \Vcre sucklcd .. cnzyrnc rcstoration \vas 
found in thc sa111c gland nnd no l.!ffcct \Vas obsl.!rveU in the 
rest ofthc glnnds. Bascd on thc retlexi\'c syn1pathetic acti
vation clicited by suckling .. the prescnt rcsults suggcst thnt 
the ncti\'ation of D-1 in thc diffcrcnt nu1111n1ary glands is 
cxcrted through scgn1cnt.aJ :.irrangcn1cnts; that a certain 
thrcshold. ho\\'evcr. exists for thcse effccts. bct\Vccn suck
ling by thrce und six pups; nnd that in addition to their 
involven1~.nt in the segn1ental cffects. ma1nn1nry-nCui':.tl 
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Fig. 2. Effci.:t nf Uiffcrcntial ~uc.:kling ~ti1nula1ion on 1\1-DJ c.:n/yn1t! in ane~thL'lil'l."d or consc:iou~ n.1ts. J 2h non:i-tu.:kktl 11inth..:r .. WL'n.! 

!'-timuh11.:d by l. 2. 3. 6. 11r JU ¡Hlfh <~c..: deot¡1ib in Rc:-.ults :-l.""-'tion). (B) Ethidium brnrnidc-~taincd ,gt!l ~h'-n.ving n!\'CTSC: tr:111scrip1ase
polynh.•r:1sc chain r..:a"-·ti11J1 cRT-PCR > pn"lducr ... for ~1-D 1 C25 I hp) :md Cy..:Jnphilin (Cyc) <5.:?l hp) afh:r :!S cyclcs of amp1ific:llion. L. 
laddL'r: CS. o.1ni111als ,..,·i1h conlinunu ... ~Ul.'J..:ling; 11hNS. 111nthcr!'> -..vhosc pups \Vt:n! r'-~111on:d fc:lr 12 h: J-12 .. 111;.1111111ary glund-.: RT-. RNA 
s;1111ph.: and th..: appn ... 'lpri;11i: nli;;o1arcli..:otid..: primL"rs. l'Hll without 1he H.T; J l~O. water ":i1h nll the PCR rcagcnts. CTop to hollon1) :\t-D 1 
mRN.-\ contc111 of.111i111:1ls tlwt \.\·en.: ~L11.:J...:lc.:U hy l. 2. 3. or6 pups. The c:xpc1·i1ncn1s \\'ere r..:pc3tL'J tv.:icc with in<.kpcndcnt RNA samplcs. 

-.tff'-'rcnts c.xcn :1 local n:gul.atory nH:L·h.anism cup.abh: of 
111aintaining ~-1-D I activity on cach suckkd g..I:.uh..J. ·rhe 
c.xistcncc of thcst: con1ph:n1cntary 111cch:111is111s 111.ay havc 
itnpnrtant survh·~l} v:duc for thc spccics. i.c .• allo\Ving a 
diffcrcnlial adjust111cnt of cncrgt.:th: cxpcnc.Jiturc glanU by 
gland. ch:pcnding on the sizc of the littcr. 

Finally .. our finding tlHH suckling: \v::is incffectivc in 
rc'.'.toring ~l-IJ J 111RN1\ a11J cnzy111c :ictivity in rats prcvi
nusly injt:ctcd \\'ith 60 rnU ofOT is consonant with prcvinus 
<.Jala ( 12.1../) showing that thc acth·~tion of tncdwnorcccp
tors intcrrupts syrnp:.llhctic 1n~11111nary outtlo\v. Thcse rt!sults 
~uggcst that undcr non11al c.:ondithJns .. syn1pathctic uctiva
tion \Vithin thc Jirst 1ninutcs of suckling si111ultancously 
inh:rrupts tnilk ejection and induces l'\-1-D J enzy1nc .. lc::1ding 
to nwintcnanc.:t! ofthc high n1t.:tab0Jic ratc that churactcrizes 
thc l:tctuting tna1nnuu-y gland. Follo\ving this pcriod .. ductal 
111t:chanorcccptors nn1y he activo.ttcd unc.J thc rnilk obtaincd 
by thc pups. In support of 1his intcrprctation is thc t-:.1ct that 

15 n1in or fc,,·cr of suckling are sufficiL'nt for full rcstonuion 
of J\·1-[) J activity in thc 111anlt11ury glands (9). 

In conclusion .. \Ve havc sho\vn hcrcin th:tt regul:nion of 
I\1-D 1 activity is cxertcd through rctlcx nctivation ofrnmn
nHu-y innc1·v:.ttion by suckling. This sy111pathctic rcguJation 
invoh;cs scgrncntal .::tnt.1 local ncrvous .::1rn1ngc111ents. as 
\vcll as thc activ;llion ofductaJ n1cchunorccc:ptors.1·his set 
of rcgul.::Hory :.11HJ countcrre.,gulatory 1ncchanis1ns !'cc1ns to 
cnsurc the optin1al control of thc 111:11l1111ury cncrgctic 
cxpcnditure :.1ccording to littcr sizc. Funher \\•ork is n:quircd 
to c.Jetcn11inc \Vhcther the sy1npathctic rcf1cx is proccsscd 
:.u the spinal cord or i1n·0Jvcs highcr lcvcls of thc CNS. 
and to dctennine thc nulurc of ductal 1ncchanorcccptors. 

l\Jalcrials and l\lcthods 
Rc<1gc11/_.,,.. 

Nonradio:1ctivc thyronines \\'ere obtaincc.J fro111 Hcnning 
- (Berlin. Germany). Rar.liolabeler.J rT3 (sa 1 174 ~tCi/µg) was 
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Fig. 3. Effcct of J5 n1i11 ofrcsucJ..;ling on .:\1-DJ .:.1ctivi1y and rnRN.·\. contcnt in int.:.u:t. shain. or h:ft abdo1ninul 111.:.unmm·y-dcncrvatcd 
mDthc.-s. Anc~thctizcl..I rats \VCrl! rcsu<..·klcd for 15 n1in by onc pup on bnth 1hc dcncrvatcd nr sha111 :md thc.: contr.:.tJ¡itcral intact gland 
(11u1nbcrs 1 and 6J. Thc moth..:rs wcrc J...illcd -t h lah:r. Conu-nl <.mirn;il~ inc.:ludcd n101hcrs in which sui.:klin:J ""':l"' continuous (CS)~ 
muthcfs in n 1hkh 1he pups "vcrl.! rcmln·cc.J for J 2 h ( t :!hN°S). and t 2hNS mothc1·s rt!~uck.JcU by 15 min and killcd 4 h latcr. (A) ~t-D t 
enzyn1c rn .. ·1h ity. O.ata nrc cxprcsscd us lhc mean± SD <11 = -t ). 1\1c;111s '-Vith üiffcn:nt kttcrs :1rc significantly diffi.:rent <p < 0.05). (H.iJ,!ht) 
Thc position ofthc nipplcs that wc1·i.: suckled. (B) Ethidiurn bro1nidc-~t;.tincd gel showing RT~PCR products for !\.1-D 1 (251 bp) ;.md Cyc 
(.521 bpJ aftcr .28 cyclcs of :unplilic:lliLln. Lanc a. Jac.Jder: Janes b-i. cxpcrimc.:nt::il animals di:scril.,i:d abun! in thc s¡1111c urdcr: hrnc j. 
RNA :-.an1plc and 1hc ¡1ppropri;.11c nlignnuckotidc pri111crs. but "'·ithnut thc RT: Jane k. watcr "vith all thc PCR rc:1gcnts. CCJ Quuntiration 
by dcn~i101111.:1ry of PoJ;arníd ncg:uivc of ethidium brorniJt!-~taincd ccJ. Thc c ..... pcrin1cnts wcrc n.:pcatcd tn·h:c "vith indcpc1i<Jcnt J~N...-'\. 
!":1111plcs and thc vnlucs wcn..:: nonn:1Ji/.c:d tu Cyc RN'"'- nmpJic,,n.;; (!\1-D J/Cyc). 

purchascd frorn Nc"v EnglanU Nuclear (Boston. f\·J.-.\). 
C>ithiothn~itol (D·1-r) \Vas obtaincd fru111 C:.ilbiochcrn (L:.t 
Jolla, CA) aml OT from Annour (La Jolla, CA). Urcthanc 
(clhyl cnrb:.unatc) '\vas pun:hascd frorn Ccdrosa (l\·tcxico 
City. ?..1cxico). OJigonuclcotidcs \Vcrc synthcsized by 
Gibco-BRL (Gui1hcrsburg .. f\1D). Ali other rc.::1gcnts \Vere 
of thc highest purity con1111crciaJJy avuilabJc. 

.-\ 11i111als 

Prirniparous r:.lls of thc \Vi-star strain \Vcrc housed in 
individua.Is cagcs in a roo1n \vith aJtcrnaling 14 h of light 

:.1n<l l O h of dark. On postpartun1 c.J J. thc size of thc littcr 
\Vns ndjusted to JO pups pcr 111othcr. and :111 thc cxpcrilncn
tal proccdures \Vcre conductcd on postp:irtun1 d 10 ± 1. T'he 
rats \Vere fcd Purina Lab Cho'-V and t.np "valer ad libilunl. 
Procedures regarding care. adn1inistration of trcat1nent. 
:ind euthanasin ofanin1als "''ere rcvic\ved and approved by 
thc supporting DGAPA/UNAM con1n1iucc. rvtothers \ven::. 
ancsthctizcd '\Vith urethane :ic.hnini.stcrcd intr:.iperitoneally 
ata dose of I 15- J 30 mg/J 00 g, ancl were killcd by dccapi
tntion. T'\VO gran1s of diffcrcnt 111an1111ary gl;.111ds of c;ich 
in di vidUal. ~\·ere disScctcd; J g of tissue '\vas frozcn i nunc-
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Fig. -'· Effc1..·t of J 5 min nf rc!'-U1..'kling in const.·ious :.1ni111als in 
\Vhich l1H11111nary 111cchanon:1..·1..·pto1·s \\'ere ac:1h·atcd -+O 111in 
bt:1or..; n:sut..·klint! (l)T + l~S). ,\nimaJ:.; rc1..·c:ivcd salinc or 60 111U 
of OT ..to 1nin h~forc rc!-ud,Jing .. ·\nirnals wcrc rcsucklcd for 
15 111inutC"s and !'-dCr·ificcd ..i h J:1tcr. (A) ·'1-D 1 c11.¡;y111c activity. 
D:.1ta ar<! c.\:pn:s.,...:d :is thi: nh..~;111 ± SD (11 = ..i). ~lean..; with diffc:r
c1H ku'°rs are :-.if!nifi(.·:uJtly diffcn:nt <p < 0.05). lB) E1hidiu111 
hn_.,n1idc-!'-t:.1i111..~d g..:I !'-hnwing. RT-PCR f'ITH.Jth:l~ frw ~ t-D 1 (25 l bp) 
and Cyc (52 J hp) ¡¡ftL"r 2S cydL"S nf an1plific:1tion. Lanc .:J.. lnd
d<.:r-: l~ncs b-e. cxp~ri1111:11rnl ;111irnalo; dcst..·ribcd ~1bovc in thc :-.nn1c 
on_h:r: lani.: f. RNA. !"~1111ph! an<l thc appn-ipriatc oligonut:kotidc 
pri111crs. but without thc RT: lnnc.! g. '\\'Olh.!'r with :.111 thi.: PCR 
rl.'.'agcnts. (C) Quantit:llion by dcn~ito111c.!try uf Poluroid negmivc 
nf cthidiu1n bro1ni¡Ji.:-!'1aiucd !_!el. Thc cxpcrimcnts wc1·c rcpcmed 
twicc with irHft:pcndcnt RNA samplcs nnd the vaiucs wcrc 
non11:1lizcd tn CyL H.Ni\ amplico11s (.\1-Dl/Cyi.:). ""\bbrcdutions 
as iu Fi~. J. 

diutcly on .acctnnc-dry ice nnd l g '\\l&iS ho111ogcnized in 
guanidinc thioc.:yan~1tc. 

.r"\.ll c~pcrin1crus nnd nll test periods hnd parallcJ con
trols th:n cunsistcd of rats 'vith continuous suckling and 
l 2hNS r:.1ts. \Vhcnc,·cr thc gl..inds '\Ven.:: riot rcsuckled by 
pups. :.1cr...·u111ulatct..I tnilk \vns rc1noved by ip adrninistrntion 
of OT (30 1nU) l rnin bcforc sacl'iflcc. This procedurc 
cnsurcs that aL·cu111ulatcd rnilk ·will not act as a <.Jilution 
factor '\vhcn tissue protcins :.ire quantificd. 

E'11zy11u11ic ..-\s.\"ay 

l\1an1nnu-y D 1 al.:tivity \Vas dcter111incd by a n1oditlca
tion of the radiolabclcd iodidc relcasc 1nethod as dcscribcd 
clsc,vhcrc (22) and stand.ardizcd for 11H1n1n1:.iry g1:.1n<.J (20). 
1\la1n1nnry glnnds '\\'ere hornogcnizcd in 10 rn,\-1 HEPES. 
pl-1 7.0. with 0.32 .H sucrosc. 1 .O m,1/ EDTA, and 1 O 111.\/ 
D·i-r. ri~hc glands '\\·ere ccntrifugcd at 2SOOg. 30 1nin at-i.ec. 
Assay conditions \vcrc as follo,vs: 200 µg ofprotcin. 2 111\I 
'"f-rT,_ 0.5 ~1AI nonradiolabclcd rT3 • anu 5 mi\-! DTT. 
Aftcr a .3-h incubation. rclcascd ucid-solublc raclioiodidc 
'"ª"' isolnted by chronu1togn1phy in Do\\'CX 50\\l-X2 col-
111nns. Pn .. 1tcins '\\'e1·c rncasurl!d by thc Bn:tdfor<l rnethod 
( Bio-Rau protein assay. 13 io-Rau. Richmond. CA). Rcsults 
:.trc cxprcsscd as prnol of radioiodidc rclcnsed/rng of 
protcin·h. 

Reiot.:r.\"e Tra11scnj1rase l,uly111crase Cllai11 Reactio11 

D 1 111RNA in lactating 111an1111ury glands '\\'as idcntified 
by using a previl>usly standarcJizcd scrniquantituth·c:: PCR 
proccdure in \Vhich an a1npJicon of thc structund protein 
Cyc was simultancously mnplifieu (9). Briclly. thc RT 
rc:.iction \vas prirncd \VÍth olig:o (dT) subscript .. anda spt:cific 
1\1-D 1 antisensc o ligo primer (660-J\TC CTG CCT TCC 
TGT A'fC-677) with 5 ~tg of totul n1a1n111ary RN.A that \vas 
isoln.h!d by a 1110Uificatinn of Chrig.\\'Ín·s 1ncthod ( 23.2-IJ. 
Thc.! PCR rcuctiun '\\'as L:arrit:d nut using 5 µL uf R~r 1nix
lUrc.! and thc follo,ving prin1i.:r!': fur D J _ 377-GCA CC'T 
GAC c·rr C AT TTC Tf-396 (sen se) :md 627-CTG GCT 
GCTCTG GTTCTG-610tantbensc¡:and forCvc. 7-.\GA 
CGC CGC TGT CTC TfT TCG-27 (scnscl and 527-CCA 
CAC AGT CGG .-\GA TGG TGA TC-507 (antiscnsc). Thc 
PCR 1ni:xll1rc.! containl.!d 25 pn1c1J of cac.:h oligonuc.:Jcotidc.! 
priTncr .. :200 J..tA1 dNTP.s. J _5 111.\I .:\,JgCl1 • :1nd 2.5U of Taq 
poly111crasc (Gibco-BRL) in a JOO-µLrcaction . ...-\111plifica
tion \\'as car-rieU out for 28 cycll.!s of n1t:lting. :n 9.+ºC for .+5 s. 
anne:lling at 54ºC for45 s. o.111d l!Xtcnsinn at 72ºC for l 111in. 
A"i a conti-ol. a rc:1ction n1ixture conto.tining an RNA sarnple 
LJnd thc uppropriate oJigonuclcotidc prhncrs. but '\Vithout 
thc RT" \\':ts incluc.lcd in e\'cry expcrirncnt. 'fhc rcsultant 
PCR frag111cnts \\'Crc 251 bp for !vl-D l nnd 521 bp far Cyc. 
:1nd \\'ere rcsol\'cd on a 3% a!!an_..,sc !!el and visuuliz~d using 
ethidiun1 brurnic.Jc. ~fhe sizc~ of the-- banUs '\\·ere contlnncd 
by a rcstrh:tion-digcstcd pUC pl~1sn1iU ( 1-kb DN...-\. laddcr. 
Gibco-BH .. L) .. ·\.ftcr a Pularoid photogr:iph '\V:.ts takcn .. tl1c.! 
photograph \Vas cJigitizt!d using a I-rc,vlctt P:ickard Scanner 
Jet l 1 ex. nncJ thc signals \\'ere analyzcd by using an edit
ing vcrsion of thc National lnstitutes of l-Jc.alth-in1age pro
gr:.1111. Valucs obt:.1incd \Vcre non11aJizcd ac:cording. to thc 
Cyc n1RNA levels dctcctcd in cach san1plc. 

Statistica/ .4.11alssis 

Data are cxprcssed as the mean ± SD. Diffcrcnccs 
bet\vccn expcrin1cntal groups '\\'ere analyzed using a one-\vay 
analysis of variancc :.1nd Tukcy"'s 1-JSD test. Diffcrenccs 
\.Vith a p ~ 0.05 \vcrc considercd statistically significant. 
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Sympathetic innervation of 1na1n1na1y g1ands niediates suckling-induced 
reflex inhibition of 111i1k yie1d in rats 
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Rccch·cd 30 Nuvcinbcr 2000; rcccivcd in rc,·ised fonn 22 !\1arch 2001; acccptC'J 24 April 1001 

..-'\.hs11·uc1 

P .. evinus ''"Ork has $hl.-.wn that physioh .... yic nctivatkm of thc syinpathetic systcm may in.hibit milk yield (!\.IE) in rats. TI1us. ndrenal 
catccholmnines CC.-\s) nre rcli::1sed by suckling. but it is not kno,,n 'vhether such inhibition rcsults .also from rct1ex activath."ln by the san1e 
stimulus oí neural sympathe1ics u pon the nu1mmary gJand. The prcsent cxperimenL-; wcre dc:sig.ncd to • .-fo:1ennine whethcr suckJing inhibits 
f\1E induc~d h:-· oxyt1._'"l._·i11 <OTl in thc urcthnnc-nncsthctized Jact.ating rat. and ,.,,·ht:thcr such in.hibition resuhs fron1 adrcnal rmd'or ncuraJJy 
rdc-aseJ CAs. Rats "ere is1._'"l);¡tcd (6 h l fr1._'"lOl thcir pups and tht!n ar.esthetizcd. OT (O.S mV cvcry 2 min) ,...-ai; administercd intrnvcnousJy to thc! 
n1oth\!~ during suckling. Rats werc- cithcr chronicnJJy impfantcd with cannufoe imo thc lateral cerebral vcntricles (i.ntrólccrcbrovcntrkularJ:··1. 
bilaterally adrenalcctontizcd (ADX). hypophysccton1ized (HX), spinaJ cord trnnscctcd (SCT: T3-T4). or had thc nipplc arca (?'A) locally 
ancsthctizcd betbre suckling. MEs wcre km.· in control. shain. ADX n..,d HX rats, bm not in rats givcn the .3-ndrl!'J1'-rgic blockcr propranoJoJ 
(PROP; intravcnously l"lr intrnccrebroventriculnrly injcctcd). nor in SCT, NA or PROP-H..'X rats. As n.~\.-.;:..'\Jcd by ductal rcsistance 
rneasuremcnts asan indici-1tor ofductal tone. suckling-induced inhibition of~tE \vas duc tv ductal constrictkm ,.,.ithin thc mammnry g.lands. 
Thc~c cnCcts of s:uckling. howc\"cr. couJd be prcvcntcd by prior .activatfon of duct...-tl mechanorcccptors. Togcther. these rcsuhs indicatc that 
sud.:Jing in..hibits !\IE 1hr.._"'lugh thc rctlcx activot1ion 1._'"llneuraJJy mcdiatcd central i3-aúrcncrgic 01cchm1isms. nnd that thcse cffccts, in twn. can 
be regulatcd by ductal n1echan1._"lrccep1or activ.a1ion . .C ~001 E.lscvicr Scicncc Inc. All rights rcscrved. 

1. 1 ntroductiun 

::''-\:urocndc1c1;nc reguJ:-.iion oí 1nilk yicld (ME) in rats: 
atH.I uthi:r specjcs jnvolvcs activation by suckling of ant
agonistic 1ncchanjsn1s, '\vhich intcr.1ct a.t difícrent Icvels. 
Thus, thc suckling-cvoked n:lcasc of" CAs [2,3,6,10,16] 
1nay inhibit thc rclcase of o.xyt<.'lcin (OT) [:?9]. Jn nun, 
cin.:uh1ting CAs may countcmct thc rnilk cjecting action of 
o·r by ductal conslriction within Lhc ma1nn1ary glands 
[ J J,. J 3J and tluuug.h co1npclitivc ant..""lgonism \Vith OT at 
thc 1nyocpithdial cclls [ 4~5,30]. !\1ilk is not inunediately 
obtaini:d dw·ing thc first 111inutcs of suckling [9 .. 15.17]. l.11is 
111ay rcsult from a do1ninancc of thc sympatlletic systetn 
[ 6.2 J]. Ho\vevcr,. as thc sy1npathctic acth·ity subsidcs due to 
activation of ductal rncchanorcceptors (6 .. J S,21 ], OT 

• Com:· .. ponJinc author. Td.: -t52~2-34·04·Sl: fax: +52~2-34-03-'4. 
E-mili/ 11ddrc.u: fin¡!no1@.!0cri.i<lor.unarn .. 1nx (F- Jo.tena)." 

bccomes more effectivc and thc litter can then obtain much 
largcr an1ounts of milk. 

Jn addition to adrcnal C./\.S9 the sympathetic inhibition of 
f\>tE can be cxcrtc:d through the innervation of"thc mammary 
gland. A rcduction in thc r.itc of mi1k 1·ernoval is associatcd 
\Vith in~":-.:ascd syn1pathctic activity, \\"hercas cithcr surgical 
or pharmacological sympathcctorny rcsults in a faster rate of 
n1ilk tlo\v [l J 9 2 J ,:?4]. f\1orcover, as sho\\'n rcccntly, neur •. d 
rcgutation of the manunaiy gland it1''olvcs o..- and :3-adre
nergic n1cchan.isms capablc of f.1ci1ita.ting or inhibiting ~1E 
tluuugh thc dircct inncrvation ofthe manimary g.land [24]. 
TI1csc central mcchanisms anay participatc in thc: overall 
rcgulation of f\1E 9 but Lhe role of suckJing on its activation 
rcmains unclcar. 

Thc aitn of the prescnt srudy '''as thrccfold: ( l) 10 

determine '\\"hcthcr suckling inhibits ~1E induccd by OT in 
urcthanc-ancsthetizcd lactating rats 9 (2) to \\"hat cxtcnt such 
uction n1ay rcsult from adrcnal CAs (6] and/or thruugh the 
sy1npathctic innc1·vation of lhe ma1nmaiy glands (24] and 

C103 l-93S4í0l/S - ioec front nmucr O 2001 Elioi::vicr Si:ic:ncc lnc. Ali rishts n:,_crvcJ. 
Pll: S0031-93S4(01)00SS9-S 110 
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(3) ,vhcthcr thc inhibito1y cflCct ofsuckling on rvtE cou?•tfbc 
blockcd by prior activation of ductal 1nechanoreccptors (21 ]. 

2~ .:\1:1tcrials and 1ncthods 

Prilniparous 14.lts of thc \\listar strain wcrc housed in 
individual cu.ges in a roorn n1aintaincd at 23-25c-C and \Vith 
14 h \.lf li,ght und JO h of darkncss (lights on 07:00-21 :00 h). 
Aniinals \vcrc givcn Purina Lab Cho'v and \Valer ad 
libitu1n. Thc litters \\'ere adjusted to 8-10 young on 
postparturn days 2 -4. Onc \vcck be.fo1·c thc cxperiments, 
st.."lnle anirnals \Verc irnplantcd ·with a 21 ·gaugc stainlcss 
stccl guide cannula \Vith inncr stylcc into each lateral 
vcntriclc (intracercbrovcntricularly). For surgc1y. animals 
":en: ancsthetizcd ·with ctht:r. 111c stcrcotaxic coordinatcs 
L.:!7] uscd \\.'1.!rc rclativc to interaural linc: A-P: + 5 n11n .. L: 
- 2.5 rnrn~ D- V: + 4.5 1111n. Ali protocols wcre approved 
bv the Jnstirutional A.nirnal Care at thc Centcr for ~euro
bÍoJogy .. U~i\J\1. 

2. 1. J:.--:\perin1ent 1: f;(fect of suckling sti111u/ation upon .\1E 
in tinestht:tti:ed ru/,\" 

On days 8 - 14 postpal1.urn. thc n1others wcre scparated 
fro111 lhcfr pups for 6 h and tht:n anesthctizcd \Vith urethanc 
(t:thyl carban1ate: Cl.!drosa. J\1C:xico Cily. I\1exico) udminis
ten:d inu·apcriton!i!ally uta dose of 115-130 111g/lOO g b\v 
and placed on thcir backs l."Hl a slide \varmcr maintaincd at 
32-35c-C .• ·'\ polycthylcne cannula \Vas inscncd to thc 
jugular vein and a plastic cannula ·was placed in the trachca. 

Tht! bbddcrs of the pups \\'ere 1nanually empticd and 
tht:n thcy \\'crl.! placed in contact \Vith thc ventral surface of 
th.: n1othcr and allo\\·ed JO- J 5 min to bccomc •Htachcd to 
the nipples and to initiatc suckling. Once suckling had 
becn ch:a.rly cstablishc<l~ inu-Jjugular injcctions of 0.8 n1U 
of OT in a 50-1ll saJinc \\'ere givcn to thc mothcr cYCl')' 
2-111in during, four p..:rinds of JO n1in. f\IE was dl.!tcrm.incd 
by "·dghing thc littt:r to ihc nean:~t O. J g at thc cnd oI 
..:ach of fi.Jw· con~~cutivi: perit.-ds of suckling. Test solutions 
(i . ..: .• !'>..:e ahl.!6.ld: Expc.:rin1c111 3) \\·ere ad1ninis1crt:d 5 min 
bcfon: lhl.! first J O-n1in pcriod of suckling and their cffccts 
assi.:sscd upon !\tE. At thc end of thc cxpcrimcnts, thc 
n1otht.:rs \Verc autopsicd and thc location of thc intr..tccre
bn.-,,·cntricular (lCV) cannulac \l."~ls confinncd. Any anhnal 
with 1nisplacc.:d c-annulac \Vas i:xcludcd fro1n thc study. 

2.1.J. J)c1ermi11urio11 ofducral resbt:tance 
To dctern1inc \\1 hCthcr cffccts of suckling upon OT

induccd f\'1E are tncdiatcd through increascd manunary 
ductal rcsistance, the 1ncthod cn1ployed \\!as that ol Grosvc
nor and Findlay [J3]. To this cnd. cach lactating rat 
cn1ploycd '\vas anesthetized. placed in a supine position 
and one of th~ anterior pair of abdotninal 1nam1nary g1ands 
'"'as cannulutcd \'\'ith a stainlcss stecl cannula, '\Vhich \Vas 

conncctcd by \\'Ídc-bore polyethylenc tubing to a Statham 

P23 Db prcssure transducer. The trans<luccr output v.tas 
rccordei:f on a GrJ.Ss polygraph and was calibn1tcd using a 
n1ercwy mano1ncter. The tnmsducer \Vas fillcd \VÍth 0.9o/u 
sa1inc and thc rcst of the systc1n \Vith citrated co\V~s n1ilk . ...-\. 
uT ... junction \Vas placed bct\\'CCO lhe transduccr <.1nc..J thc 
n1am1na1y gland to allo\V thc addition of 1nilk to thc systc-rn 
fro111 a pipcttc. ·111c.: lallcr was conncctcd tu a pn:ssurc 
rcse1voir9 "'·hich \Vas n1aintaincd at a constant prcssuri.: uf 
90 111111 Hg. so thal lhc fluid entcrcd thc 1nan1mal'y gland at 
this prcssurc. 111e volumc of 111ilk flu\ving inio thc ma1n
n1ary gland '\Vas 1·cgulatcd by mcans of a stopcock placeod 
bct\vccn thc pipcnc and thc T-junction. 

Jncrc1ncnts of O. J n1l '"'ere introduccd until the intra
n1amrnarY prcssurc. \vhich rose in response 11. .... thc prcced
ing incrcmt:nt, had fallen and stabilizcd. Thc ti1nc in 
scconds rcquircd for cach incrcrncnt to c.:ntcr thl.! n1a1nma1·y 
gland ("'entry tiine for thc gland u) could be mcas:urcd ti'ülll 

the prcssurc record of · thc u·ansducer. This displaycd a 
value of 90 111111 Hg: for as Jong as thc stc.."lpcock \Vas open 
("the cntry thneº') and fcll sharply ,..-ben the stopcock \\"as 
closed 1.:ter addition of O. J -1111 fluid. Thc cnu-y tin1c so 
mcasurcd ,,·as con1pared ,..-ith thc time requircd for the 
saine volun1e of fluid to flo\v out thc cannuJa whcn not in 
the 1nanu11ary gland l .. flo\v time for :he syste1n'"·). The rah: 
of entr)' of thc n1ilk \Vas thcn cxpresscd as follo,vs: (flO\\' 

time for systcrn/cnuy tin1e for gland) x 1 OO. i.c.. Juct.¡,J 
rcsistuncc indcx. Calculation of n::sistancc of thc ~JanJ \\'as 
not done bccausc of thc lack of a constan~-pressure 
diffcrential bct\\·c:en the prcs:su1·c rcscrvoir and the 1nam-
1nary gland as the gland fi11cd and becausc of thc difficulty 
at prcsent in cv~1luating thc dynainic rcsistancc componcnts 
of the n1an1n1my gJand. 

ln thc prescnt cxpcri1ncnts, thcse r~cordings ,,·ere 1nudc 
bcfore, during and atier thc cxpelimental manipulations. i.c ... 
J 5 min suckling, \\"hich \'\·as applicd by the pups in aJl thc 
remaining glunds, or d1ug injecúons bcing investigatcd. in 
\Vhich case they \\'ere adn1inistercd 5 ni.in bcfore introdudng 
rrülk into the 1nainmary gland. 

2.2. fü'f.J~rilne111 2: Effccl of local a11e.t:t'1e.'tia of rhe 111jJp/e 
a rea (NA). adrf:!11alecromJ~ hypophy.~ecto111y or spi11al 
cord 1ra11secrion 

Bccausc one objcctive of these experimcnts \Vas to 
dctcnninc thc effect of suckling upon ME~ aff'crcnt sti111u-
1ation fron1 thc n1a1runa1y glands ·was blocked. To this cnd, a 
local ancsthetic. i.e ... xilocaine 2% (Astra. Chemicals .. f\tCx
ico, México), \Vas injectcd intradenna1ly around the nipplcs 
(J20 ¡ti cach nipple) ofthe lactating rats, in1n1cdiatcly bcforc 
suckling. Conu-ol r.:1.ts for this cxpcrimcnt \\."ere injccted in 
the skin of thc lcgs '\'\•ith the same amount of ancsthctic as: 
the cxpcrin1ental rJlS. 

The cffect of suckling on f\tE and on ductal resistance 
\Vas tcstcd in bilaterally adrcnalecton1ized (ADX) and on 
l\.1.E in spinal cord tr.insccted r .• us. Hypophysectorny was: 
perfonncd through thc par-..1.pharyngeal approach. Adrcna-
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5 MIN SUCKLING IP OXYTOCIN 

~Control 

c:::J S..llne 

5uc:td"1g ar Oaytoc::ln· 

e::::J 20 min before 

c=i AO min befare 

Fig. J. Effcct oíupplyini; 5 tnin ,;m:kling (lc:fi pand). or 60 mU ip OTor r..;1Jine (right pomcJ), 20 or40 tnin befare IS min suckli.1g, to hu ... ~11ing rats upun tnilk 
:yidJ. V.1Jucs ttpn:sc::nt pcrccnt uftot;.1J 1nilk in n1arnm;u-y gtou1Js (11:... <i-S rat!io pcr grou1i). Statistical signific.1ncc '"'""''" c:\'uluated by onc-,11.·ay A!':O\.'i'\.. pc:ñormc:J 
10 origin.11 data. Astc:risks J..:lhlh! that P v;1Juc::s wcrc: signi1k .. mly lc!>s. i.c., P<. .OJ. tfom control or sucklini; :20 1nin bcf"orc (fofi panel) or \han s..illnc-injc:ctcd 
c1..mtrol (right rm-"lclJ. 

lccto1ny n-as accornplis:hed through a dor::al incision and 
the ~Jrenals '\verc ligatcd. Spina1 cord tn.1nsection \\.'as 
pcrfonncd by rc1nu,·ing the 1:.uninac using a dental drill 
and then rcmoving thc thin picccs of bone \\'Ílh small 
ti..lrccps. The meninges over thc cxposcd cord \Vc:re 
disscctcd and thc spinal cord \vas scctioncd at thc T3-
T4 lt.:n:J. Thc skin \Vas thcn sutured and co\fcn:d '""ith 
gauz.e soakcd in n1int!ral oil. Fotlo,,:ing surgcry. the rats 
\\"ere allo\\·ed at Jeast 2 h tOr rccovcry prior to thc 
c.xpc:1;1ncntal ma!Upuhllion . .-\.t thc end of the cxpc1iment, 
thc: con1plc:teness of cach procc.:dure \Vas confinned by 
cxanúnation '"·ith a dissccting microsct.lpc. Any anin1al 
showing: inco111plctc adrcnal liguture or inco111plete spinal 
cort.I transcction was cxcludcd fron1 thc srudy. Control 
rats for thesc ~xpcrin1cnL.,. \\"en: thosc in \vlúch cithcr 
bt.1th a<ln:naJs. thc pituitai:• gland or thc spinal cord \Verc 
cxpusc:d without n:111uving thc glands or sectioning the 
curd. E.xcept for this. control rats werc trcated thc samc 
as thc cxpcri1nent;1l rats. 

2.3. E.\·p~rilnenr 3: E_ffecr o_r cenrral(v adn1inis:reri11g 
adrc:ncrgic .:1gonürs und antagonists upon AIE und 
ducral re ... istance 

Sevc.:10J.l groups of ancsthctizcd r..1ts \vcre employcd to 
dt:tcnnine thc effcct of thc respective ¡3-adrcnergic agonist 
and nntagonist. isoprotcrcnol (5 pg) and propranolol (5 ~tg) 
(ISOP and PROP). upan thc cffcct of suckling on ME and 
un ductal tl.'lne. Thc procc<lure and d<..,ses for lCV injcctions 
wc:n: takcn fn .. -.n1 a prcvious study [:?4]. Jn blicf .. a 30-gauge 
innr.:r cannula \Vas cünncctcd to a 25-•tl syringc by a O.O 1 J -in. 
(ID:) polyl!thylenc tubc. Distiltcd '""~1tcr \Vas thcn dnnvn up 
thc tubc until J ¡ti of \\"ah:r could reliably be drawn and 
cxpcllcd. FoJlo,ving this~ 0.5 111 of uir \vas dr..t\\'n up into thc 
inncr cannula., \Vhcrcupon thc inncr cunnula "'as placed into 
thr.: test solution and J · ~ti \vas drmvn. During: injcctions, 
1nuvcment ofthe air bubble ensurcd th:1l thc test solution had 
Hctually becn injectcd into 1he brain. 

JSOP and PROP \\"ere dissolved in acidificd satine 
solution (900 111 saline+ JO 111 HCJ 0.1 N) and solutions 

\\'cl"c adjusted 'vith NaOH 0.1 ~ to pH 7.4. All soludons 
employed \Verc prcpared frcsh on the day ofthe cxperiment. 
stori:d in dark plastic rubes and kcpt cold {4°C) bcíorc and 
during the .:xpcrimcnts. 

·¡ . • * * 
.. . j''l1¡ . ol~mi 

t=:=JICVS..b• 
i:::l ICVPROP 

.=> AOX Sh.4M 
c::::JAOX 
C:CHXSHAM 
c=ir-oo:• S ... ino 
¡;;;;;;;;;;k}(.•ICVPROP 

c:::::JXlhx:aine(i.g-a) 

~Xlklc:lllii"• ("'PP'nl 
c:::::iSCT·SHA.M 
o:::JSCT 

Fig. 2. Etrect of" Jpplying four 10-min pc:riods of' suckling 10 urc:dMnc 
anc!.thc.."tizc:d r.11 ... upon 1nilk )>icld in<luccd by U1t.rJ"cnous Joi;cs oJOT (0.S 
mU c"'ciy 2 min during 10-min pcriods). Uppcr p.u1c:J: dTc:ct of JC\" t:i 11¡;) 
and intr..ipc=ritonc:al PROP ( 1 O 1•J;). Gn.lups (.fh e 10 sh. r.its c¡1ch) indudc:-J 
control int..u:t and intraccrcbru"·Cl111"icul.ir-ioaline inji:ctc:J r.its • .!\1iJJlc panel: 
cffc:ct of" ADX. H.X and HX plus ICV-PROP. Controls includcd ADX "hllm. 
HX !.h::un a:nd HX + saJinc. Lo,,,,.cr panel: cffcct of injections oC 100 1•1 '-'f 
xilocotinc in thc skin around thc nipplcs: a."ld of spiru1J-cord U'rul!lC~tio:\ 

(T2-T3 Jc,·cl). Controls includcd xilocainc injcctfons in thc Jcgs and SCT 
shoun. Aftcr surgcry. ul Jcasl 2 h wc~ allowcd Cor rccovcry. Stmistical 
SÍ&JlÍficuncc was C'\·~uatcd by onc .. way A."lOVA. Astcrlsks denote th<1I P 
valucs ·wcTC si¡;nificanlfy lcss. i.c .• P<.01 or P<.OOJ (doublc astcrisks) 
thnn corn:sponding controb. 
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Jnjcctions of test solutions or salinc in control -ritts 
wcre applicd in all instanccs 5 min bcforc the cxperi-
1ncntal 111anipulation. 

2.4. 1:.-.\7Jerlma111 4: S1im11/a1lo11 ofc/11cta/ mecluu1oreceprors 
in co11scious ra/.<; 

Expcrirncnts ""ere n1adc to dctcrn1inc ·whelher the 
inhibih.,ry cffect of suckling upon t\.1E iu am::sthctizcd rJts. 
cuuld be countcructcd by prior activadon of duct.al 1necha
nun:i.:cptors. \\'e ha<l obsl.!'rvcd in ancsthctizt..~d rats that the 
inhibiting cffects of ICV-isopn.1ten:nol upan the OT
indui.:cd 1ntran1a111111ary prcssurc responses. could be 
blockcd by prior adn1inistration of inu·aductal rnilk into a 
thuradc gland [24]. A proccdurc that ""ªS prcviously 
shown to block catccholan1incs (C.-\.s) rclcase by mam-
1nary nervc stiniulation thruugh activation of ductal 
n1cdmnon~ccptors and thar,. once Ci\. blockagc had bcen 
a..:complishcd, such inhibiting cffcct lasted for scver..il 

hours [6]. Thercforc, in an attcmpt to n1imic ductal 
n1cchanorcccptor activation in conscious nus. and ccmsid
cdng lhc long dwntion of such activation, dthcr a short 
period (5 n1in) of suck1ing by the littcr or 60 111U ip of OT 
\Vcrc givcn to the rats 20 or 40 min bc:frirc dctennination 
of ME (sce below). A ftcr lhc prcu·eatn1cnt. aninials "ven: 
anesthctizcd and thc cffcct of suckling upon l\1E and 
duct:.tl tone '''as deternúned. 

.i\s sho\vn prcviously [9.15], both proccdu1·cs countt:r
uct thc initial dcprcssion of ~1E lhat 1101111al1y uccurs 
during a 30-40 1nin suckJing period [9.15,17]. Thc pups 
do not \.,btain any 1ni1k during thc 5-rnin suckling pedud 
[9,J 5] c'\.:cn though OT is rdeascd fro1n thc pitui1ary 
gland [12.22]. Thus. OT eithcr cxogcnously injcctc<l ur 
cndogcnously rcl~ascd by suckling. \vould pn.:su111ubly 
1nobilizc the milk within the mammary ductal systcn1 
und thcreby activatc ductal mechanoreccptors. Jn thcse 
expedmcnts. control rats fbr thc pretreauncnt of thl! 5-min 
suckling cxpeiimenr or fur OT injcction were, rcspcct-
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f'ig. 3. Graph shon·ing thc r..stc ofc:ntry ot'succc5sivc iflcrcmc:nL-. ofO.l mi of" fluid into intaC1 (upper panel) or ADX (miJdle panel) ancsthctizcd lactating r-.u 
m.1.:runary glands, bc:forc and otflcr a 1 S-tnin pcriotl of l'iuckling and'or ICV udministration of lSOP (S 11.g) (/uwer pune/). Duc:tal .rcsil'itancc indcx rr:fi:NO to 
n:!.i!iotani.:c ot• thc manunary gland to nlilk tlow. Thi5 was cnlculutcd by dividin¡; thc Oow time f"or thc systcm bet,,·c..-cn thc c:ntry time for thc ¡;Jand •U:UJ 
multiplying this \.'otluc per l 00 (scc Scction 2 for fun11cr dc:Util5). Eac:h point n:pn:scnts mean:::!; S.E.!\1. Numbcrs within braclu:ts represen\ the nwnbcr of ~IJ.nds 
t~~ted. Statistical significancc was C\:uluateJ by t\O•°D•\\'oty A!'-10\':A.. ln uppcr panel. suckling control valucs wcn: significantly Jcss. i.c •• • P<.OS. •• P<.01 
tlmn ali othcr groups: in middle ancJ lowcr pancls, sut:kling in ADX r.tts and JCV ISOP vnl\J\:s werc si¡;nificantly Jc..-.5 th:an unsuckled ADX slmm and 1hou1 JCV 
s.ilinc, rt:!f>)'lccth·cly. 
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ivcly .. handlcd for a fcw n1inutcs or injcctcd intraps1'íto
ncully with suHnc 40 rnin beforc ancsthcsia and dcter
rnin:.ltion of ME und ductal rcsist:.1ncc. Furthcr, to 
detcrrnine whcthcr or not thc abovc proccdurcs ".VOUld 
c:ffcctivcly incrcasl! f\·1Es during suckling. a pilot cxpcri
rncnt was fir!'>l conductcd cmploying consciuus rats in 
which l\1 E was dctcnnincd uftcr 15 rnin of suckling und 
fulluwing a 6-h pc:·iud of isulatiun. Fl."lllowing this, thc 
rcst uf thc rnilk n.:rnaining in thc rnammmy g]ands \\"as 
dctcnnincJ. by applying a scccn1d J S-n1in pcriod of 
suckling. in '\vhich thc rnuthi.:r '\Vas injcctcd 'vith cxogcn
.._,us OT (300 rnU sc). This was .Jonc to cxdudc thc 
possibility thL:ll changcs ncct11Ting in thc ratc of 1\1E as a 
rcsuJt uf thc cxpcri1ncntal rnanipulations, "·ere due to ]o, .. • 
atnounts of n1ilk cxisting '\Vithin the 1nan1111m")' glands. 
f\1E in thcsc ~.xpciin1cnts v.-as cxpn:sscd as pc1·centage of 
1ho: lula! l\IE. 

.As shown in Fig. l. cornparcd to control rdts,. incrcascd 
!\tEs 'ver..: sccn ":hcn Juctal 1ncchanorcccpto1·s '\\"ere sti111u
latcd by 5 rnin suckling, 40 but not ~O 1nin beforc 
Slh.:kling; whcrcas highcr yiclds \vcrc observcd '\Vhcn 
sthnulution by OT , ... as rnadc at cither .20 or 40 min before 
suckJing. l"ht!rcfl."ll'e~ cach proccdure "·as applicd to the rats 
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·while conscious, 40 rnin beforc thcy '\Ven:: ancsthctizcd, 
and the cffcct of suckling upan ~1E and ductal n::sistancc 
'\Vas dctcrrnincd. 

2.S. Srari.,.tical a11aly1ds 

Statistical co1nparisons _'.Verc. madc by using a onc- or 
t".vo-,vay ANOVA follo'\vcd by Tukcy-Kramcr rTiultiple 
con1parisons test. 

3. R~suJts 

.1./. J;.ffeét ofsuckling 011 .\-:11=.-

OT-induced l\1Es 'vcre ]O'\\" aftcr 40 rnin l.,f suckling by 
the pups in both int:Jct, control and salinc IC\'-injcctcd rats. 
Silnilar values '\Vcrc obscrved in .·'\.DX .. HX and in conu·ol 
raL.,. injectcd 'vith thc k"lCal ancsthctic xilocaine into the skin 
of thc Icss (Fig. 2). ~l11csc effects, hO'\\'CVcr, '\Vcrc countcr
acted eithcr by local ancsthc.=sia of the N.A, by spinal-cord 
tr..inscction or by systemic or cenual ad111inistr..itio11 of thc 
¡3-adrcnergic blocker propranolol (PRO!'). 

c:::::J IP Saine 
G:zJ IP OT 
c::J Handing 
~ 5 rrin sucklng 

40 rrinutes befare: 

-o- Suctdlng (8) 
T 

(6) 
(6) 
(7) 
(6) 

-Handling_+ Suckling (7) 

10 

Fig. 4. Uppc:r panel: c:tTect of'"applying f'"or 5 Jnin. cit11cr sucklin¡; or handling. or 60 mU ip OT,, or saline to .ruts '''hile conscious. 40 n1ü1 befan: ane~1Ju.::!'l.io1, upon 
milk yidd induced by lntr.svcnous dO!iCS ofOT .. aflcr four 1 O·mln pe.riods of suckling. Nurnbc:rs within brockcts indicate nun1bcr of'"r.:.ts per group. Lm .. ·er p;Ulcl: 
etrc:ct of'"S nün suckling or handling. 40 nún bcforc anc:sthesia upon the r.:.tc of'c.mtry (ductal n:sistancc indcx) of'"succc.'iSh·c incrcmcnts of fluid ima m•urunary 
glands, befo.re. during and .after a JS-Jnin puiod of'"sucklin¡;. Valuc:s in upper panel rqircscnt means±S.E.!'1.1. and in Jowcr p•mc:J cach point repn:sc:nt.'i 
mCJJl ::!::: S.E..!'1.1. Nutnbcr5 within br.tckcts .repn:sent thc numbcr of' ¡;Jands tcstcd. Statistic.al s.igniflcancc was cvaluatcd by two-way ANO VA. • P< .05. 
•• P< .O 1. In uppc:r panel, intr.tperitonc.al OT and 5-min suckling '\·alues wcre significantJy different than intr.spcritoncal satine :ind than h;tndJing, rt:!ipccti .. ·cly. 
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3.2. Effect ofsucl.:li11g 011 ductal re.'10is1a11ce 

To analyzc thc n1cchanisn1s, by \Vhich suck1ing stirnu
lation inhibits 1\-JE, thc rcsistancc to fluid into :in abdominal 
man1111ary gland of ancsthctizcd ratS \Vas detcrmincd befare .. 
during .. und aftcr suckling in intact and ADX l"'ilto;. Also, thc 
invol\'cn1cnt of central 13-adrcnergic 111cchanisrns \Vas jnvcs
tigatc::d by dthcr applying suckJjng to PROP-Lrcatcd rats .. 
<.md by co1npaling the cffCcls of thís stilnulation upon ductal 
rcsist.ancc \vith that pro\'ukcd by JCV adrninistration of thc 
.3-agonisl isoprotcrcnul (ISOP). i\.lbcit indircct, thc 1nethod 
cmploycd is adc.:quutc to dctenninc changes in ductal tone 
within thl.! n1:.unn1ary gland of J"ats, in response to n1anip
ulation of thc sy1np•~thctic inncn:ation of thc n1a1nmary 
glam.1s [13]. As sho\\·n in Figs. 3 and 4, thc rcsistance of 
thc ma1n1nary glands to rnilk t1ow \vas significantly 
incn:uscd during suckling in intact rats. This cftC:ct of 
sth:kling \vas uf rapid onsct~ )asted nnly during the period 
t."lf stimulation, ,,·as not C\.1unh:ractcd by bilaterJI adrcn.alcc
torny and <lid not OCl:Ur in J>ROP-trc:.Hcd rats. Also, e\'cn 
with a rnuch Jongt.:r duration, a si1nilar cffcct ofsuckHng \\'a.5 

provoked by JCV uJrninistration of thc f::l-udrcncrgic agonist 
1501' (f"ig. 3 ). 

3.3. J:."(Jecr r-!_r uctiw11i11g ductal n1ec'1a11orecep1ors 11pn11 
sucl.:ling ~Uécts on .\!E and ductal resistunce 

Each of thc proccdurcs cn1ployed in conscious rats for 
actiYating ductal mcchanorcccptors~ i.c .• a 5-n"lin pcriod of 
suckling by her litter oran ip injection of 60 mU OT (see 
Section 2. Fig. J ), \\'ere applied to the rnothcrs '"•hile 
conscious and then~ 40 1nin Jatcr lhey \"\'ere: ancsthetizcd 
and the eft"'ect of suckling upon !\.lE and ductal resistance 
was dctcnnincd . ..-\.s comparcd to control r..its \Vhich \"\'Cre 
1..-i1hcr hand.Jc:d for 5 111i11 u1· injected ip \\•ith salinc 40 n1in 
bcforc. cithcr suckling \.lr OT injection :ipplicd 40 n1in 
bt:fore. cffcctivdy countcractcd both the suckling-induced 
inhibitic..ln of t\tE. and thc effccc of this stimulation upan 
ductal rcsistanl:c (Fig. 4). 

.:a. DiscuSsion 

Thc rcsults of this study indicate that suckling stimu
lation by thc littcr inhibits f\.1E induced by cxogenous OT in 
anesthctizcd Jactatíng ruts. Thís inhibition \Vas unuffectcd by 
ADX or HX 9 yct \Vas blocked in r.1ts in ·which afferent 
sti1nuJ i fron1 the nipplcs hud becn rcrnovcd by )ocal ancs
thesia or in spinal cord transcctcd anÍlnals. Tiüs finding 
suggcsts th•H thc inhibitory cffcct of suckling is mcdiated 
n1ainly through thc dircct innc1·vation of thc n1an1ma1y 
gJands. Jn •1ddition .. ductal constriction \\•ilhin the n1an1maiy 
glands occun·ed during suckling in intact and in ADX rats. 
Thcsc cffccts \\"ere dthcr n1ínticked by intraccrebro~·entric
ular :.tdrninisu-.ition of thc 13-adrcnergic agonist JSOP or 
blockcd by prior adrninistration to thc r.1ts of the ¡3-adrener-

gic bJocker PROP. ~lñis finding slrongly suggests that Lhe 
inhibition of" J\.1E resulted n1ainly frorn thc rctlt!X activation 
by suckling of" S-adrcnergic n1cchanisni.s rcgulating ductal 
cone \VÍlhin the ma1nn1aiy glands. Also, thcse rcsulls are 
consistcnt 'vith prcvious \Vork sho\\·ing: that autonomic 
ctTcrents influencc the motor .apparatus of thc n1an11nary 
gland to rcgulatc ME through thc dircct innervation of thc 
organ [8,13,14,19,20,21,24,28]. 

.i\.s sho\vn prcviously, J3-adrcnei·gic 111cchanisn1s n1ay 
inhibit l\1E in conscious [:?3,26] and ancsthctized rats 
(7,24,25]. "The 111cchanisn1s in\•olvcd in thcsc effects 
included both.. nn inhibition of OT rclcasc through dr
culatin.E; CAs [29] and a ncurally 111cdiated ductal con
striction· in the mmnn1a.ry glands (J 3,24). Although udrcnal 
C .. ..\.s apparentJy pati.icipatc lcss than rnanunmy ctTcrcnts in 
the suckling-induccd dccrcnscd f\1Es, it is possiblc that 
sympathctic jnncrvation and hu1nor.11 CAs upon f\1E play 
co111plemcntary roles. Hcncc, perhaps thc n1ain intlucncc 
of CAs release froni. thc adrcnals by sui:kJing [6] is to 
inhibit OT relcasc froni. the ncural lobc: of the pituh.ary 
gland [29]. In parallel .. the sanie stiruulus 1nay actívate 
!3-adrencrgic mcchanjs1ns regulating duc..:tul tone through. 
thc dircct inncn·ation of lhc 1nan11na1y glands. Thus, by 
these n1cchanis111s, the arousal of thc syn1pathctic .systcn1 
during thc first minutes of suckling in thc lactating rat 
may inhibit !\1E by ucting both at the posterior lobc of thc 
pituita•')' and, by activating prcgunglionic neurons at thc 
intcn11ediolateral rcg.ion of thc spina1 co1·d, and thc sub
sequent arousal of sympathetic post ganglionic fibers 
re.aching the 1na1nmary gland ductal systc1n. In tl"lis regard. 
rcccnt cvidcnce sho\\'ed that segrnental sympathctically 
regulatcd ma1n1naiy gland cnzy1natic acüvity ni.ay be 
induced by suckling [ J] and also, suckling-induced c-ftJs 
expression of spinal cord prcgangHonic ncurons [unpub-
lished obser'l.·ation]. -

1ñe rcduced f\.1Es. i.e .• about 40':»/u of total n1ilk in the 
prescnt study (Fig. 1 ), \Vhich are norn1a1ly obsL:rvcd aftcr 15 
min of" suckling in conscious rats .. as \vcll as dcpresscd 
yietds (and ductal constriction) re:;ulting frotn suckling in 
anesthetizcd r.Hs (Fig. 4 ), \\"ere countcrJcted in thc prcscnt 
cxperimcnts by prior activation o'f ductal rncchanorcceptors . 
Thus. increased 1\lEs rcsultcd in conscious rJts aftc1· J 5 inin 
of suckling \\'hen 40 ni.in bcforc. eithcr S-1nin suckling or 
OT (60 n1U íp) \.vcre giYen to thc: rats. Also, prcsu1nably due 
to the long durJ.tion of" thc inhibition of CAs n:lcase by 
ductal 1nechanoreccptor activatk"ln, \\'ben preceded by cach 
ofthese proccdures, significantly lcss ar no inhibition of !\1E 
(and ductal constriction) occurrcd aftcr suckling in anesthe
tized rats. lnterestingly. the finding that incrcascd yields 
occurred when 5-min-suckling, but not \Vhcn OT \\"as 
injected to conscious rats 40 but not 20 min befare suckling, 
suggcsts 

0

that a cany-over cffcct of suckling, and thus of 
endogenous OT 'vas not invol\'ed in these cffccts. These 
results confirm and extend previous obscrvations 
[6,9,JS .. 18,21 .. 24] on thc cffcct of" ductal" mcchanorcccptor 
activation upon ME. 
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Prcvious \\"ork has sho'\vn that aCtivation of- auctal 
mcchanorcccptors p1ays u pivota! role on 1'1E. This entails 
by blocking thc n1mnnnu')•-induced rcleasc of CAs [6,2 l ], 
focilitating the rele;tSc of OT Ll 8]9 ;md by prcventing thc 
ncuruJlv tncdiatcd 13-udrcncrgic inhibition of l\1E (24]. 
Thcrcf.;rc, according to thc results shown hc:rc, a physio
logicul balance appcars to cxist bct"'ccn thc suckJing
induccc.I ductal constriction and the n:gulation of this 
c-ffi.:ct by acth:ation of ductal n1cchanorcccptors. lt appears 
th•tl sut:h a balance is cstablishcc.I pri .. "'lr to thc .rnilk
i:j..:cting actiun of OT upon thc n1arnrnmy glands. PJ11u5 9 
as sh0'\'-"11 previously. thc syn1pathctically rncdiatcd suck
ling-induccc.I rapid activation of D-1 dciodinasc9 '"·hich is 
rcsponsiblc far· tntnsfonning T4 to T3 in thc ma111mary 
glands~ is also rcgulatcd by ductal mcchanoreceptor 
activaúon [ l ]. On Lhc othcr hand 9 the cxistcnce of this 
n:,gulatury mccha11is1n rnay a1so ha\•c important survh·a] 
\"alu~ for thc spt..:~ics. insofar that by countcracting sym
puthi:tic arousul, induccd by suckJing or in stressful 
situa1ions, its uctivation '\vould allo\\· 111ilk rc111oval during 
suckling by thc offspting. 
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.A.bstract 

Suckling stimulution is csscntial fbr neurocndocrine und sympathetic retfox activution during luctation. In the present study. the 
induction of' c-fOs gene exprcssion was uscd to idcntily neuronal populations in the spinal cord activnted by acule S min suckling or by 
dcctrical stimulation ot" the centrul sturnp of the tirst abdominal nuun1nary nerve in lactating raL<i previously scparutcd from lhcir litters !br 
6 or IS h. In addilion. to invcstigate whethcr spinnl syn1pathctic preganglionic ncurons are activated by suckling, dual inununostaining 
( Fos and cholinc ucctyltr..msfcrasc) was ¡1crformcd. F'os was cxprcsscd at Jow lcvcls in continuously suckled and 6 h nonsuckled mothers, 
hut no .:xprc:ssiun wa~ tOund alicr 18 h of nonsuckling. On thc uthcr hand, in 6 h nonsuckled rals, signilicunt incrcmenlS in Fos expression 
occurrcd in scvcrnl rcgi1._'lns nftcr acutc suckling and aflcr clcctrical stintulation. Also, thc pattcm oC Fos expression in each spinal laminne 
was diflCrcnt for tite twn stimuli, i.c. more intense cflCcts of suckling in dcep laminae V-X and more intense efTects in lamina.e 1-JV with 
clcctricnl stimulation. Doublc-lnbcJing aftcr suckling wns found only in sympathctic preganglionic neurons Crom the intcm1edio-mcdinl 
ccll colun1~ v.•hcrcas af\cr electrical stimulation, double Jabel '\Vas obseivcd only in neurons from the. intenncdio-Jateral cell column. On 
thc othcr hand. no cfl'"cct upon F'os protcin cxprcssion was obscrvcd aft.cr suckling and only n minor cffect aft.er clcctricnl stimulation of 
mammary ncrve in 18 h nonsuckled r-..aL-.. Thcsc resulL.,. ure consistent with previous findings on lhe sytnpathetic reflcx rc:gulation of the 
mammary gland. as well as on thc impm·tancc oC the nonsuckling intcival Cor optinial functioning of Jactation. 
'e~'-' 2002 Elscvicr Scicncc B. V. AJI righL<; rcscivcd. 

K~yworú.,: L:1ctmion~ Fus; Suckling; Spinal cord; Sympathelic 

l. lntroduction 

Ncurocndocrinc rcgulation of Jactation rcsults from 
afti.:rcnt infonnation providcd by thc Iitter through the 
suckling stimulus, ccntrnl proccssing of this information. 
and ncurocndocrinc responses. In addition to relcasing 
u.xytucin (Opr) and othcr pituitary hormones~ accwnulatcd 
t.!vidcncc ha$ .shown that .suckling 111ay aJso activate tite 
sympathctic ncrvous systen1 (SNS) and that this. in turn. 
111ay antagonizc thc action of oxytocin at thc leve] of thc 
1nm11mmy gland and rcgulatc milk removal. Thus, in 
addition to thc ccntr..11 syn1pathctically-mcdiatcd rcgulation 
of dueto.al tone of thc mrunnuuy glands (24,36]. wc und 
othcrs havc shov.m thnt suckling in rJts and othcr spccics 
rcflexly activatcs both thc systcrnic rclcasc of adrcnal 

*Curresponding ••ul.hor. Tel.: +52-55-5623-4070; füx.: +52-55-5623-
4005. 

E-muil uddre:cs: fmcna(t!J_scrvidor.unarn..nu CF. fl.1ena). 

catecholamincs (CAs) [5.13,64] and thc sympathctic in
nervation of the mammary glands (24,36. 70). Based upun 
thesc results it W'JS proposcd that miJk cjcction is prc
vented during the first rnin of suckling dut.! to ncural ly 
mediatcd constriction of thc mummary ductal systcm 
[64.66,70.74] and to inhibition of'OT rclcasc by circulating 
CAs acting at the neural lobe of the pituitary gland 
(4.14,15). We also reponed that following thc tirst minutes 
of suck.ling. activation of ductal mechrmoreccptors rctlcxly 
inhibits sympathctic activation [ J 3.64, 74]. OT rclcasc is 
rcstored (15]. and thus. rnilk cjcction is more cffcctivcly 
stimulatcd. ulthnatcly rcsulting in much highcr arnounts of 
milk for the littcr. 

Prcviously. using divcrsc tcchniqucs. many studics havc 
sought to idcntify thc somato-scnsory pathways controlling 
thc milk cjcction rcllcx [17.20.22.26.49,58.78,81.90). 
Howcvcr. cvcn though the cxistcncc of segmenta) inhib
itory mcchanisms that rnay rcgulatc affcrcnt infbnnation 
from thc mammary glands for oxytocin rclcasc has bccn 

000(~8993/02/S - see front matter <e> 2002 ElsevierScience B.V. Ali rights rcscrvcd. 
PJJ: S0006-8993(02 )03349-8 
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suggcstcd (78 .. 96)9 most of" thesc studics werc designed to the end of"the nonsuckling (NS) period and sucklcd S')Tor' 
define the ncuroendocrinc n1cchan.isms controlling oxy- 5 min. As control for this group. there was a group of NS 
tocu1 release; the influence of the syrnpathetic system on rdtS that werc killed without prcviou..; suckling. i.c. 6 h NS 
milk cjcction has bccn considcrcd of little physiological group. The next thrcc groups of 6 h NS rats werc uscd to 
ímportancc (52]. Among thc few prcvious anatomical detcnnine the cffcct of applying a 5-min pcriod of" c1cctri-
studies are those of Haller [42] showing that affcrcnt cal stimulation to the cut ccntral-cnd of thc scgrncntal 
inncrvation from thc marnmary glands may cstablish nerve innervating the first abdon1inal abdominal rriamma.ry 
contact synapsís with spinal sympathctic rcgions. and more gland .. i.c. marnmary ncrvc. Thcrc wcrc two control groups 
rcccntly. thc study madc by Gcrcndai et al. [29] focused on for this expcrimcnt: onc group '\Vas ancsthctized with 
thc 1norphological localization of central ncrvous systcm urcthanc (ethyl carbamatc. Sigma; 1 15-130 mg/ 100 g 
(CNS) strucrurcs conncctcd '\VÍth prcganglionic ncurons of BW) and the rnts composing this group '\Vcrc killed 1.5 h 
thc sympathctic n1otor systc111 innervating thc mamrnary after thc onsct of ancsthcsia; thc othcr group of' shain-
glands. At prcscnt. clcar cvidcncc cxists showing that stimulatcd nats were trcatcd similarly to thc ESMN group .. 
syrnpalhctic inllucnccs n:gulatc fWlctioning ofrnany endo- i.c. had the mammary ncrvc disscctcd and mowlled in the 
crine urgans. including thc n1U1nmary gland [24 .. 29.36.66] stimulating clcctrodc. but no currcnt \Vas applied. and these 
udrcnul gland [9.45,53,87,88,92], pancreas [46,54,55], rats wcrc killcd 1 h aftcr shwn stirnulation. 
ovary [27], tcstis [28] and thyroid gland [47]. Finally. thc last thrcc groups of rats wcrc scpar.ited from 

In thc prcscnt study. as a follo,v-up ofprcvious findings.. their pups for 18 h and consisted of a nonsuckled group. 
\\'C sought tu idcntify thc neuronal groups at the lowcr i.e. I 8 h NS; a group sucklcd by their pups for 5 min, i.e. 
thun1cic spinal cord lcvcl activated by cithcr acutc suckling 18 h NS+S, anda group subjected to ESMN for 5 min, i.c. 
in cunscious rJts. or by clcctrical stimulation of thc cut 18 h NS+ESMN. 
ccntr..11-cnd of a 1nun1n1ary nervc (ESMN) in WJesthctizcd The procedurc for dissccting and clcctrically-stimulating 
n•ts. For this purpose, the induction of Fos protein as an the mammary nervc has bccn dcscribed prcviously [63]. 
activational n1arkcr was uscd. as wcll as double inununo- Brictly. it was as follows: thc scgrncntal nervc of thc first 
stuining (Fos und cholinc acctyltransfcrasc) to determine left abdominal mwnmary gland was dissccted free near thc 
whcthcr sympathctic spinal neurons are activated by eithcr point '\Vhere it emerges from thc vcrtebrJI colwnn. cut ut its 
suckling or ESMN. pcripheral end near the latcrJ.I bordcr of thc ma.rnmary 

Additionally. \Ve unalyzcd thc cffcct that short or long parenchyma and placed upon bipolar silvcr hook electrodes 
intcrvals of nonsuckling. rnay havc upon suckling or coated with rncltcd paraffm. Thc sourcc of ncrvc stimula-
ESMN-induccd Fos activation. Previously [13]. ESMN had tion was u Gnass stimulator (rnodcl S 44 Grdss instruments .. 
bccn shown to cause similar neuroendocrinc cffects to Quincy. MA .. USA) which W"'dS conncctcd to W1 isolation 
thosc of suckling. unit (rnodcl SIU 5). In cach cxperiment. the stimulation 

2 .. Material and 1ncthods 

2.1. Animuls 

Prin1iparous r..ats of the Wistar strain were housed in 
individual cagcs in a room maintained at 23-25 ºC with 14 
h of light and 1 O h of darkness (lights on 07:00-21 :00 h). 
Anilnals \ve.re givcn Purina Lab Chow and water ad 
libitun1. Thc littcrs \Vcre adjustcd to 8- I O young on 
postparturn days 2-4. Cure was taken to minirnize thc 
nurnbcr of animals used and their suffering. All protocols 
wcrc approvcd by thc Institutional Animal Cure at the 
Institutc of Ncurobiolf..lgy. 

2.2. Experin1enta/ design 

Ali thc expcrirncnts ,vcre madc on postpartum days 
7- 14. Ninc g.roups of rJts. each composed of fiv&! anima.Is. 
wcre lL~ed in this study. The first group of control rJts werc 
unscp;;u-Jted from their pups,. i.e. the continuously suck1cd 
(CS) group. The next five groups were sepan1ted from 
thcir pups for G h.. one of which had her pups replaced at 

was composed of l ms biphasic pulses,. 10/s ut 20 V for 5 
min. Pulses of 20 V were uscd bccause many studíes havc 
shown that e tibers and AS fibt;!.rS both rcquire high 
intcnsity of stimulation [42 .. 94]. and thcy are among thc 
most irnportant fibf;!rs carrying affcrent signals to the spinal 
cord during suckling. The cffectiveness of thc marrunaty 
nervc stimulation was detcrmined in cach rat by the 
increascd rcspirJtion rute. '\Vhich occurs during stimulation 
[63]. 

The mothcrs werc pcrfused at the cnd of thc nonsuckling 
period or l h aftcr cithcr suckling or ESMN. During the 6 
h scparation from thcir mothcrs. thc pups wcrc kcpt warm 
in a diffcrcnt room. f-lowcvcr. the pups scparntcd for 18 h 
werc placed with fostcr mothcrs for thc Hrst 12 h of thc 
period. 

2.3. Tisstle prepararion 

At the end of thc experiments .. the rats were dceply 
anesthctized with 20o/u urctllane adrninistcred intraperitonc
ally and perfuscd via the asccnding aorta with saline 
followcd by 750 mi of 4% parafonnaldchydc (pH 9.5, 
10 ºC). 1ñcir spinal cords wcrc carcfully removed and 
wcrc thcn posttixcd tbr 3 h and cryoprotccted in 1 Oo/u 
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sucrosc in 0.1 M phosphate huffered salinc (PBS) ovcr
night at 4 ºC. The spinal cord was notchcd at thc lcvcl of 
thc l Oth thoracic segmcnt .. and a caudal 1 cm long picce 
'\Vas cxcised. Coronal scctions (40 µm thick) throughout 
thc T J 3 to L J leve 1 of thc cord wcrc collccted and storcd 
ln cryuprotcctunt (30u/o cthylcnc glycol and 20% glyccrol 
in 0.05 M PBS} at - 20 ºC until scctioning. The l 3th 
thontcic scgmcnt (Tl3) was sclcctcd becausc prcvious 
StudicS havc ShO'\Vll that thc Íl.rst abdominal lllanunary 
ncrvc cntcrs thc spinal cor.d at this level [90. 94). Furthcr-
111on:. clcctrical stirnulution of this mammary ncrvc has 
bccn sho'\vn to induce cffccts simiJar to thosc of suckling 
upon OT and prolactin (PRL) rclcasc,. as '\Vcll as on 
syn1puthctic activation [13. 63. 65]. 

In othcr experimental groups.. similar tnanipulations 
wcrc pcrf'onncd to study thc syrnpathetic preganglionar 
ccll columns of thc spinul cord. For this. a ponion of the 
spino:tl cord corrcsponding to TJO-L5 scgments '\Vas serial
ly sectioned in thc longitudinal plane. Twenty-five µ.m 
thick scctions wcre collccted and storcd in cryoprotcctant. 

2.4. Lvca/ization rif responsive i111111unoreactive neurons 

Thc dcgrcc of Fos cxprcssion '\V'JS visualizcd by using 
thc cunvcntional avidin-biotin-irnmunopcroxidasc tech
niqu!: [85]. All series of tissuc scctions from all animals in 
thc sume cxpcrhncnt.."ll condition (20-30 spinal scctions/ 
anin1al) '\ven! proccsst.!d togcther in thc sarnc assay to 
cnsurc unifom1ity of im1nunostaining. Thc primary anti
body was 0:1 polyclonal 4.mtiscrum raiscd in rabbits against a 
synthctic N-tcnninul fn1g111cnt of hutnan Fos protein (SWlta 
Cn1z l3iotcchnology). Free Jlouting scctiorL-; wcrc first 
prctrcatcd '\vith hy<lrogt:n pcroxidc tOr 1 O min to quench 
cndugcnous pcroxidasc activity. followcd by two rinses in 
PBS .. and thcn in l .Oo/o sodiurn borohydridc to reduce free 
aldchydes. Scctions wcrc incubatcd with the primary 
o.mtist:run1 at a dilution J :5000 at 4 ºC for 48 h. Thc 
prhnary o.1ntisc1urn '\vas detcctcd with thc avidin-DH
biotinylatcd hurscradish peroxidasc-H complcx ( Vectastain 
Elite ABC kit, Vector Labs .• Burlingarnc. CA ... USA),. and 
thc diasninobcnzidinc rcaction product \Vas devclopcd 
using H nickcl-cnhanccd glucosc oxidase mcthod. Control 
cxpcrimcnts. in \Vhich the primary antiscnun was ornittcd 
ur prcabsorbcd overnight. showed no spccific nuclear 
labcling in scctions from cithcr control or experimental 
aninials. 

2.5. Hi.,·tochemica/ churacterization of --~vmpathetic 
pregang/ionic /U!llrons 

2.5. J. Dual immunoperoxida...~e staining 
Dual labcling for Fos and choline acctyltr.msfcrasc was 

pcrfOrn1cd by first localizing Fos immunorcactivc cclls 
(Fos-ir) using u standard nickcl enhanccment protocol 
(black rcaction product). as dcscribcd abovc. This was 
follo'\vcd by incubation in rabbit anti-ChAT scrum 

(1:5000; Chcmicon) and idcntification of ChAT-imn1uno
rcactivc ce11s (ChAT-ir) without enhancement (brown). 
Specific staining with thc primary anti.sera wa.o; abolished 
by prcincubation (overnight at 4 ºC) wíth 50 µM of thc 
synthetic peptide. Cells displaying nuclear staining for Fos 
and cytop1asrnic immunorcactivity labcling for ChA T were 
identified. 

2.6. Ce// counts and statistica/ analysis 

The rclativc cxtcnt of Fos induction as a function of 
trcanncnt status was asscssed in ali mcmbcrs of each group 
(CS, NS, S and ESMN) by an observer who wus blind to 
the status of thc Wlimals. Five sections from Tl3-LJ 
dctcnnincd by qualitativc cxamination to contain thc 
grcatcst number of' labcled cells wcrc sclected frorn cach 
rut. The nwnber of labelcd cells was countcd and the 
avcrJgc number of labcled cells was rccordcd. Ali cclls 
cxhibiting Fos-like immunoreactivity were counted as 
labeled rcgardlcss of labcl intcnsity. Thc spinal cord 
subdivisions uscd were thosc dcfined by others r 4 ... 79} as 
follows: (a) the superficial dorsal horn (SDH; laminae I 
and 11). (b) the nucleus proprius (NP; laminae Ill and IV), 
(e) thc dorsal horn neck (DHN; laminae V and VI) and (d) 
the ventral horn (VH; laminae Vil, VIII. IX, X, dorsal 
nucleus (D) intermedio medial (IMM) and intermedio 
lateral (IML) eolumns]. 

Significant differcnces bctween thc sucklcd and the 
mammary ncrvc clectrically stimulated groups after 6 or 1 8 
h of nonsuckling vs. CS (control) or nonsucklcd animats; 
wcrc dctermincd by one-wuy analysis of variancc and 
SchcffC 9 s multiplc cornparison test. A P valuc of lcss than. 
0.05 was considered to be statistically significant. 

2. 7. Figure prepara/ion 

lmages oftissuc scctions werc capturcd by a Pentiwn-111 
Hcwlctt-Packard computcr with an Optronics digital analy
sis systcm using an Olympus microscopc at l OOX magnifi
cation. Digital imagcs wcrc minirnally adjustcd for bright
ness and contrast and appropriatcly croppcd in Adobe 
r110Tos1-1or 6.0 using a PowerMac G4. lmagcs wcrc im
ported into ADOBE ILLUSTRATok 8.0 .. whcrc g.roups of imagcs 
were assemblcd and labeled. Compo.sitc figures wcrc 
printcd on a Tcktronix phascr 750 printcr. 

3. Resulls 

Fos induction was: quantificd in thc diffcrent rcgions ot 
thc gn1y substancc of thc spinal cord as a function of 
treanncnt status and is swnmarizcd in Fig. 1. Fos-ir cclls 
were obscrvcd bilatcrally in most ofthe conditions studicd. 
Howcvcr. due to the fact that induction of Fas-ir cclls 
occurrcd cxclusivcly in thc ipsilatcnd side in ESMN 
cxperimcnts9 for purposcs of comparison with the othcr 
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Fig. l. Bar charts show thc distribution ofFos-Jabcled cclls in thc lcft sidc ofthc 13th thomcic spinal segrncnt. Positivc cclls wcrc countcd in four regions: 
rhi: supi:rticfal dorsul hon1 (SDll). thc nuclcus pr-opitL-. (NP). U1c dorsal hom ncck (DHN) ;u1d thc ventral horn (VH). E:ach group W.L-. composed of fivc 
rnL"'- CS. continuously sucklcd; 6 h NS. 6 h nonsucklcd; 6 h NS+S, suckled S mi.n aftcr 6 h ofnonsuckling; 6 h NS+urcthanc. urcthanc administr.t.tion aftc:r 
Ci h ofnonsuckling; 6 h NS+SI~ ESMN. sharn clcctric:tl stirnulation ofthc central stump ofim abdomin.;d rnanunary ncrvc for 5 min. aJler 6 h NS; 6 h 
NS....-E...c;;;l\tN. clcctricnl stirnulation ofthc central stump of¡m abdomimal n1anunary ncrvc fbr 5 min. after 6 h NS; 18 h NS. 18 h nonsucklcd; 18 h NS+S • 
.. ucklcd 5 tnin aflcr 18 h ofnonsuckling; 18 h NS+ESMN. clectrical stimulation ofthc ccntr.tl stump of¡Ul abdominal nuunrnary ncrvc for S tnin. aftcr 18 h 
:0-:S. IJL.¡ct: hcmi!k!'clion ofUtc 13th thorucic spinal cord M!gmcnt lkpicting U1c..·1h: four rcgion .. "l. L.=vels of.:cluh .. -.tical signific:mce bclwccn group.-. al cach spinal 
r cg1on are shu"'"Jl al 1hc sido: of lhc figure. 

groups. positivc ncurons in all othcr groups \vere counted 
unilutcntlly. 

3.1. Distribution of Fos-ir neurons in the -lpinal cord 

A lo\v numbcr of Fos-ir cclls \Vas observcd both in 
control. i.c. conscious mothcrs who rcmaincd with their 

littcrs (CS). as wcll as in mothers scparJtcd from their 
pups for 6 h (NS). Evcn lower numbers of Fos-ir cclls 
were found in 18 h NS rats. The anatomical localization of 
Fos-ir neurons in one of the scctions at thc J 3th thoracic 
spinal cord scgment of CS is shown in Fig. 2. Fos-ir 
neurons in thesc rats wcrc Jocalized mainly in the SDH 
(8±1.4) and thc NP (6.75±1.43). Howevcr. significantly 
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Fig. :?. Pholomicrograph showing Fu?>-ir ncurons on thc leíl side of a 
coronal scction in the l 3th thorucic ?>pinal segmcnl in CS laclating r.1ts. 
Fos exprcssion in these r.1ts is low. and it is hilatcralty dislributcd moslly 
in the 501-J and DllN ( ICK)X ). 

Jowcr amounts (P>0.05) of thcsc ncurons wcrc sccn in the 
DI-IN ( 1.33::!:0.28) and thc Vl-1 (2::!:0.5). 

The number and distribution of Fos-ir ncurons in 6 h NS 
rJts wcre not significantly diffcrent from those obscrved in 
es rats. i.e. SDH (5.6:!:0.98); NP (7.33::!: 1.36); DHN 
(3.33:!:0.98); VH ( 1 ::!:0.5) (Figs. 1 and 3A). 

On the other hand. as compared to the CS nnd 6 h NS 
groups. whcn suckling was applied for 5 min to 6 h NS 
rats (Figs. 1 and 38). a significant increase of Fas-ir cells 
occurred in the SDH (8.15::!:0.85). NP (24.5::!:3.6). DHN 
(11.25::!:3.4) and VH (17.5:!:4.9). Thus. Fos-ir neurons in 
each spinal rcgion of suckled rats wcre incrcased 1.8 .. 3.3. 
3.4 and 17.5 times more. i.c. 3.3X. etc_. than Fos-ir 
ncurons in thc respective spinul regions of 6 h NS rats. 

Control animals for thc ESMN experimcnts werc 
urcthane-aneslhctized without furthcr trentment and 
ESMN-Sham nnimals. Spinnl cords from thcse animals 
wcrc proccsscd as thosc of thc othcr groups. Thc rcsu1ts 
obtained showcd that the numbcr and location of Fos-ir 
ncurons in thc anesthctized control group did not differ 
from thosc of conscious 6 h NS rats: SDH (5.36::::!:0.72); 
NP (7.12:!:1.67). DHN (3.l::!:0.42) and VH (0.8:!:0.2). 
Howcver. in thc ESMN Shnm group. a small collection of 
Fos-ir neurons was observcd in the ipsiluteral SDH 
( 12.92::::!:0. l 3). that was significantly higher than control 6 
h NS Fos-ir cclls. and that mny have occurrcd in response 
to handling and dissection of thc ncrve. The valucs in thc 
rcst of the arcas wcrc not diffcrcnt from thosc of 6 hNS 
rats: NP (6.9::!: 1.89). DHN (2.5:!:0.73) and VH (l.2:!:0.7). 

In anesthctized. 6 h NS rats submitted 10 ESMN. a large 
number of Fos-ir neurons was found in the ipsilatcral 
dorsal root entry zonc in the SDH (69::::!:8. i.e. lOX). and to 
a lesser extent in the NP (27.5::!:0.5. i.c. 3.7X) (Figs. 1 and 
3C). In fact. similar valucs of Fos exprcssion to those of 
rats sucklcd by thcir pups nftcr 6 h NS were observcd in 
NP aftcr ESMN. A much Jower but. significnnt effect 
(P<0.01. i.e. l.9X) of ESMN was found in the ipsilateral 
DHN (6.5::::!:0.5) but no significant diffcrcnces were found 
in VH (2=.0.6). No Fas-ir neurons were found on the 
contralateral side. 

In sharp contn1sl to the experimental 6 h NS group. a 
dccreasc in Fos-ir neurons in all spinal regions analyzcd 
was observed in the 18 h NS rats (Figs. 1 and 4A). Thus. 
Fos-ir cclls were vcry scarce in this group and significantly 
fewer than in es and 6 h NS rats (Fig. 1): SDH (0.8:!:0.6). 
NP (0.2:!:0.13). DHN (0.2::!:0.18) and VH (0.5:!:0.4). 
Whcn suckling was applied 10 these animals. there was no 
induction of Fos-ir. (Fig. 48) nnd the number of positive 
neurons remained very lo""• almost identical to 18 h NS 
rats: SDH (0.9:!:0.5). NP (0.4::!:0.2). DHN (0.3:!:0.27) ::md 
VH ( 1 ::!:0.6) (Fig. 1 ). Finally. although thc number of 
Fos-ir ceils in 18 h NS rats after ESMN wns also low 
(Figs. 1 and 4e). it was significantly higher in SDH 
(9.3:!:3.7. i.e. l l.6X). NP (l.5:!:0.4, i.e. 7X) and DHN 
(l::!:0.2. i.e. 5X). but not in VH (l.3::!:0.4). than in 
corresponding sections of J 8 h NS rats. 

3.2. /dentification of sy1npatlletic preganglio11ic 11e11ro11s 

Longitudinal sections along the 13th lhoracic spinal 
segment of the spinal cord werc immunostained for choline 
ncctyltransfcrase (ChAT-ir. brown cytoplasm) nnd Fos 
(dark nuclci) in 6 h NS. 6 h NS+S and 6 h NS+ESMN 
rats to detennine which typc of neuron (intcmcuron or 
sympnthctic preganglionic ncuron) was activatcd in re
sponse to suckling in thc IMM or IML ccll columns. ChAT 
immunostaining allowcd a clear identification of IMM and 
IML cell columns. which werc Jocalized near the central 
canal or at the peripheral limits of thc gray substnnce. 
rcspectivcly. 

In the 6 h NS group. groups of ChAT-labeled neurons 
from thc IMM and IML cell columns were obscrvcd whosc 
nuclei were not Fos-ir (Figs. 5A and 6A). Howcver. 6 h 
NS rats that receivcd a 5 min suckling pcriod by thcir pups 
showcd bilateral clustcrs of thrce to fivc ChAT-ir ncurons 
CO·cxpressing Fos in the IMM (Fig. 58). whercas cells 
from thc IML were not Fos-ir (Fig. 68). 

lntcrestingly. in thc group of 6 h NS rats that rcccivcd 
ESMN for 5 min. clusters wcre observed of two to threc 
ChAT-ir ncurons CO·expressing Fos in thc IML ipsilateral 
to the side of stimulation (Fig. 6C). Howevcr. ChAT-ir 
cclls from thc lMM wcre not Fos-ir in thcse rats (Fig. 5C). 

In addition. in lhe 6 h NS-S and 6 h NS-ESMN. a few 
Fos-ir neurons wcrc dctecled around thc cenlrnl canal. 

1 9.-f ..... 
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Fig. 3. Photomicrogr.1ph showing Fos cxprcssion on thc lcfl sidc uf a cross section ut the l 3th thorncic spinul scgmcnt in luctuting ruts pcñuscd uftcr 6 h of 
nonsuckling (A). or uftcr rccciving cithcr 5 min suckling (B) or ESMN (C) uflcr thc nonsuckling pcriod. Fos cxprcssion in thc 6 h NS group is low und it 
wa~ Jocalizcd muinly in thc SDH und NP. Suckling provokcd a signilicant incrcasc in thc numbcr of Fos-ir ncurons in both sidcs of thc gray mattcr of thc 
~pinal conJ. Rcgions showing suckling-n:lated incrcmcnts in Fos cxprcssion inclmJe thc supcr1iciul dorsal hom (SDH). thc nuclcus propios (NP), thc dors.ul 
hurn ncck (DHN) und thc vcntr.il hom (VH). On thc othcr hand. ESMN induccd strong Fos cxprcssion in thc SDH und NP rcgions, lhut wus limilcd to thc 
~idc of stimulution (IOOX). 

which \vcrc ChAT ncgative. Fos-ir cclls wcre not found in 
thc ventral hom motoncurons. 

4. Discussion 

During Jactation .. homeostatic and behavioraJ adaptations 
in thc lactating mothcr resulting from neural and neurocn-

docrinc changes are due in most pan to stimuli that the 
mothcr rcceives during suckling. This stimulation activates 
spccific rapidly-adapting reccptors Jocatcd in and around 
the nipplc. i.e. touch. prcssurc. strctch. tcmperature (23.78) 
and cxteroccptive stimuli from the offspring which are 
pcrceived by her special organ scnses (59 .. 60.101). Such 
stimuli reflcxly actívate the releasc of adeno
[31.34.37.72.101 ]. and ncurohypophyseal [16] hormones 
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Fig. 4. PhotomicrogrJph showins Fos cxpression on thc lcfl sidc of a coronal scction at thc l 3th thomcic spinul scgment oí lactuting rats peñused aftcr 18 
h nonsuckling (A). or uftcr rccciving either 5 min suckling (0) or ESMN (C) at lhc cnd of thc nonsuckling pcriod. Fas-ir neurons in the 18 h NS group urc 
vcry scarcc. Suckling had no signilicunt cffect on thc numbcr of Fos-ir neurons on eithcr sidc of thc gray maucr of thc spinul cord. Howevcr. sorne Fas 
cxprcssion. ipsilaterJI to the sidc of stimululion in thc SDH und NP rcgions. was obscrved in thc ESMN group (IOOX). 

into thc circulation. Catecholamincs are also rcleased. both 
in tonic (38.66) and suckling-activatcd phasic fashion 
( 13,66] from the sympatho-adrenal and mammary gland 
sympathctic inncrvation. and in general the catccholamines 
antagonizc thc cffects of the hormones on milk sccrction 
and cjcction [39,61 ,68,69]. 

As indicatcd in thc lntroduction. the main objcctive of 
the prcscnt study was to determine which ncural structurcs 
at the spinal cord Ievel are activated by suckling or ESMN 

and may thus account for the influence of thc sympathetic 
systcm in the rcflcx inhibition of milk cjection. The 
expression of the early gene procluct c-fos is a useful 
rnarker for acute neuronal activity sincc this gene is rapidly 
and transicntly activmcd in response to a widc varicty of 
stimuli. acting as a tn1nscription factor that may influencc 
thc expression of othcr genes (76]. Thus. in order to 
determine which neural populations within the spinal cord 
rnay be activated by suckling or clectrical stimulation of a 
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F'ig. 5. Dual immunolocalizalion of Fos-ir (dark nuclci) and ChAT-ir (brown cyloplasm) ncurons in thc spinal IMM ccll column in r.us nonsucklcd for 6 h 
(A). and in 6 h nonsucklcd r-.1ts that reccivcd eithcr 5 min suckling (8) or ESMN (C). Open arrows indiculc co-.localization of both untigens: thin urrows 
denote Fos-ir nuclci. and thick arrows ChAT-ir cclls. No Fos was obscrvcd on ChAT-labclcd ncurons in 6 h NS und ESMN rats (200X). Howcvcr. thc r.its 
that rcccivcd S min suckling aftcr 6 h NS showcd bihucrul clus1crs of 3-5 ChAT-ir neurons co-cxprcssing Fos. Thc insct shows this imagc at higher 
amplification (400X). CC. ccntr.11 canal. 
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Fig. 6. Dual immunolocalizution of Fos-ir (dark nuclci) and ChAT-ir (brown cyloptasm) ncurons in 1hc spinal IML ccll column in r.its nonsucklcd for 6 h 
CA). and in 6 h nonsucklcd r.us 1hat rcccived cilhcr S min suckling (B) or ESMN (C). Open arrows indicutc colocalizalion of both antigcns und lhick arrows 
ChAT·ir cclls. No Fos wus obscrvcd on ChAT·lubclcd ncurons in 6 h NS und S r.us (200X). Howcvcr. thc r.its 1hat rcccivcd 5 min ESMN uftcr 6 h NS 
sho"·cd ipsilatcrul clustcrs of 2-3 ChAT-ir ncurons co-cxprcssing Fos. Thc insct shows this imugc ut highcr umplilicution (400X). CC. ccntr.il cunul. 
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rnamn1ary ncrvc in lactating mothcrs, we followed the 
induction of Fos exprcssion. 

Our rt.::sults showt.!d that tht.!rc wcre low levels of Fas 
c.:xprcssion in thc dorsal hom. i.e. laminac 1-lV. af thc 
spinal cord of control n1othcrs. and that the levcls af Fos 
\.ven: cvcn lo\vcr in dccper spinal laminae V-X and in rdts 
scparutcd frU1n thcir pups for 18 h. Prcvious srudies on thc 
purnvcntriculur nuclcus (PVN) of thc hypothalamus havc 
shuwn that vcry littlc ar no Fos activity in thc magnaccllu
lar ncurons is obscrvcd in continuously suckled, lactating 
ntts [2 J .22]. Sincc nursing occurs evcry 1 to 2 h in thc rltt 
[51~95.96]. one possiblc cxplanation far thc low lcvcl of 
Fos cxprcssiun in thc 6 h NS r-Jts in our study may be that 
c-tOs tntnscription wuuld be rcprcsscd by its o\vn product 
[84]. aftcr scvcrJI days of Juctation. In support of this are 
severa) rcpurts showing a striking rcduction in Fas activa
tion of scvcn1l strucrurcs of thc CNS in response to chronic 
or lung-lasting stinutlatiun [ 1 J. 75 9 86]. On thc othcr hand9 it 
has alsu bccn sho\\'ll that 24 h aJlcr parturition. a high leve) 
uf fus activity is obscrvcd in nurncrous structurcs of thc 
bndn involvcd in thc cxprcssion of 1natcrnal bchavior and 
thc ncurot.!nducrinc rctlcx of 1nilk cjcction (50). According 
to thcse authurs. Fos cxprcssion in Iacruting mothcrs 
upparcntly is induccd by suckling stimulation. bccausc it 
\Vas cli1ninatcd in aninutls ·whosc littcrs had bccn removed 
inuncdiutcly uftcr dclivcry. Rcmaining to be dctcnnincd. 
though. is thc tÍlnc cuursc during which Fos cxprcssion in 
thc CNS dccrcascs duc to continuous suckling. l-lo\vcvcr, 
thc facts that in our :audy the basal lcvels of Fos in the 
control rats dccrl.!ascd fron1 thc superficial to the dcepcr 
Jarninac of thc spinal cord. and that aftcr 18 h of 
nonsuckling, Fus lcvcls '\Vcrc drJstically rcduced, indicatc 
th-.1t thc abscncc of suckl ing indecd lcads to dccrcased 
Jcvcls uf Fos activity. Thcrcforc. to dctcrnünc \Vhcthcr an 
acutc pcriod of suckling \.Vould incrcasc thc number of 
Fos-ir ncuruns. a scpan1tion-rcsuckling experimental 
111udcl was uscd in thc prcscnt study. A similar par-Jdigm 
ot- applyi~g suckling aftcr a 4-h NS pcriod \V'dS uscd by 
Eriksson et al. [2 J] and showcd Fos induction in the PVN 
t..>f lacwting rats by rcsuckling. 

This rnudcl uf rcmoving thc pups for 4-12 h and thcn 
applying 5-30 rnin of acure suck.ling has bccn cmploycd 
cxtcnsivcly in prcviuus studics dcmonstr-Jting thc ncurocn
docrinc cffccts of suckling in r..its [13 9 25.40,.63.77]. Thus9 

our fim.ling that acutc 5 min suckling afler G h NS 
signilicantly incrcasctl Fos cxpression in the dorsal horn up 
to h1ycrs VJJ-X of thc spinal cord dcmonstratcs that in 6 
hNS n1ts. suckling cxcrtcd a clcar cffcct. Thcsc rcsults are 
consistcnt \.Vith prcvious anato1nical [90] and clcctrophy
siological [78] cxpcrilncnts sho\ving that affcrcnt con
ncctiuns fro1n thc glands may rcach similar spinal rcgions 
fountl in this study and that they may be activatcd 
following suckling or affcrcnt clcctrical stimulation from 
thc nipplcs in ancst:hctizcd rats. Thesc changcs in activity 
at thc spinal cord originare during suckling, '\Vhich. as 
shown prcviously. is a cun1plcx typc of stimulation. 

involving different types of rcceptors at the level of the 
marnmary gland. Thus. activation by either touching, 
grasping thc nípplc bctween two fingers~ applying a gcntle 
traction, elcctrically stimulating thc nipple and suckling by 
a pup in mts [78,94] or rnbbits [23], provoked action 
potentials of differcnt sizc Wld frcqucncy in the mamrnary 
ncrve [23,94] and both cord dorsum and evokcd potcntials 
in thc surfacc or ar differcnt dcpths of the spinal cord 
([78], see also [96] for Refs.). Whereas a 2-h period of 
suckling W"JS applicd in thc study of Eriksson et al. (21] we 
uscd only 5 min suckling bccausc tbc objcctivc of our 
study was mainly to investigare whcther stntcturcs in 
addition to Fos within thc spinal cord wcrc activatcd as 
'\Vell. particularly thosc relatcd with prcganglionic sympa
thctic ncurons; this dcsign was bascd u¡x>n prcvious 
findings showing that suckling-induced sympathetic arous
al lasts only a fcw minutes bcfore it is blocked by 
activation of ductal mcchanorrcccptors [139649 74]. Ho\v
ever, such short pcriods of suckling are sufficient to 
activatc central ncuroendocrinc processes as well 
[ 13,25,40,63]. 

In the prescnt study. we analy-LCd Fas expression in rats 
rccciving ESMN aftcr 6 h NS to determine whethcr the 
sa111c structurcs of thc spinal cord wcrc activatcd by this 
typc ofstimulation Wld by suckling. As a rcsult of"applying 
ESMN 9 a largc activation of ncurons locatcd in thc SDH 
und NP was f"ound. ~Iñcsc rcsults are consistcnt with 
prcvious studics in which traccrs \Vcrc injcctcd subdcnnal
ly in an abdominal nipple. showing that thc fine sensory 
libres (C and A8) from thc manunary nerve [42,94] send 
their projcctions towurds huninae 1 and U and occasionully 
to decper rcgions ofthc dorsal hom (81.90]. On thc other 
hand, a clcar quantitative discrcpancy \V'"dS found in our 
study in thc numbcr and distribution of Fos-ir ncurons 
induced by ESMN and suckling. In thc formcr. activatcd 
ncurons wcre locatcd mainly in thc SDH and NP and thcn 
gradually dccrcascd in dccpcr rcgions .. i.c. lanúnae ''-X. Jn 
contrast.. suckling-activatcd Fos-ir cclls wcrc found in 
small nurnbcrs in lwninac 1-11. highcr numbcrs in laminae 
111-JV. and thc highcsr lcvcls in laminac Vll-X, as 
comparcd to NS rats. lbc quality and intcnsity of stimula
tion. i.c. onc marnmary ncrvc clcctrically stimu1atcd vs. 
suckling by ten pups, are obviously diffcrcnr. Howcvcr. a 
similar lcvcl of Fos cxpression in thc ncurons locatcd in 
the NP was scen in both groups. suggesting that this is u 
very in1ponant rcgion in thc transrnission of aHCrcnt 
signals from thc manunary gland. Also. thc larger number 
of Fos-ir ncurons in thc VH induccd by suckling and thc 
abscncc of an cff"c •. -ct of ESMN in this rcgion may indicare 
that ESMN docs not fully mimic thc cffect of suckling 
stimulation bcyond thc levcl of NP or convergencc and 
sununation of affercnt stitnuli for oxytocin rclcasc at thc 
spinal lcvcl has bccn shown to occur both by anatomical 
[90] and clectrophysiological [78] studics. Also, we 
showcd rcccntly that in par-Jllcl with milk cjcction .. mam
mary dciodinasc typc 1 ( D 1 ). rcsponsible for dciodination 
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of T4 to T3. is activatcd through rctlex activation of' 
111mn111ary sy1npathctic inncrvation by suckling. and that 
this rcgulution involvcs thc cx.istcncc of both segmenta] 
and local ncrvous arrangcmcnts (3]. Thus. it was found 
thut suckling of' six glands \VUS as cffcctivc as suckling of" 
all glands to ·rcstorc n1m11mary DI mRNA contcnt and 
cnzyn1c activity. I-lo\vcvcr. whcn threc glands werc suc
k1cd. full rcston1tion of thc cnzymc was obscrvcd in thc 
glands that \Vcrc sucklcd. but only partiaJ rcstoration 
uccurrcd in thc rcst of thc glands. Furthermore. whcn only 
une or nvo glands wcrc sucklcd. cnzymc rcstoration was 
fuund in thc saine ghmd and no cffcct was obscrvcd in the 
rcst of thc glands. Thcsc data support the hypothcsis 
[ 78.90J that aftCrcnt infonnation from suckling at the 
spinal lcvcl is cxcncd through segmental arrangemcnts; 
that a ccrtain thrcshold. howcvcr. exists for these effects, 
bcn.vccn suckling by thrcc and six pups; and that in 
;:1ddition to thcir involvcn1cnt in thc scgmental effccts, 
111m11111my neural affcrcnts ex.en a local rcgulatory mecha
nis111 capablc of rcgulating n1a1nmruy DJ activity on cach 
sucklcd gland (3 ]. 

Takcn togcthcr. thc rcsults of this study suggcst that 
using Fos cx.prcssiun \Vas adcquatc to idcntify thc suckl
ing-~1ctivatcd neural populations in thc spinal cord involved 
in thc nlilk cjcction rcJlcx and in thc neurally-mcdiatcd 
syrnpathctic rcJlcx activation [70J of tite marnmary glands. 
Our rcsults un Fos cxprcssion in both sucklcd and ESMN 6 
h NS r..tts are consistcnt \VÍth prcvious rcsults dcmon
strating that thc flrst lavcrs of thc dorsal horn are charactcr
izcd by thc prcscncc uf \Vide dynatnic rangc ncurons \Vhich 
urc activatcd by lo\v and high intcnsity rncchanical stimu
lation (71 ]. such <.ts suckling. Sorne of thcsc ncurons are 
Iucatcd mainly in laminac JI and projcct towards thc lateral 
ccn.•icul nuclcus (30]. \Vhich is an i1nportant rclay in the 
n1ilk cjection path\vay [ 17]. Also. lwninac 111 WJd IV 
cuntain cclls sensitivc only to light rncchanical stimulation 
and widc dynmnic r..mgc cells. \.Vhich ulso projcct towards 
thc Jatcnil cervical nuclcus [30]. 

On th\.! othcr hand. o:t rc111arkably high Fos cxprcssion 
\\•as found in thc VJ-1 in response to suckling stirnulation. 
This rcgion. cspccially lan1inac Vil. is particularly im
purtant dui.: to thc prcscncc of sy1npathctic prcganglionic 
ncurons. \Vhich 1night be rcgulating thc syrnpathctic tone 
uf the 111a1n111ary ghmd. Sincc it is kno\vn that in rats, 
suckling and ESMN triggcr a Sytnpathetic rctlcx activation 
\Vhich pruvokcs thc rclcasc of udrenal and neurJl CAs 
(5, 13, 70], wc sought to determine the phenotype of 
ncurons activatcd by cithcr suckling or electrical stimula
tion i.c. intcrncuron vs. sy1npathctic prcganglionic. Thc 
rcsults obtaincd sho\vcd that suckling and ESMN activatcd 
differl!nt ChAT-ir populatiuns: \Vhcrcas suckling activatcd 
ncurons fron1 thc ll\1M ccll colurnn. ESMN stimulatcd 
cl.!lls from thc IML. In agrccn1cnt \vith these results. 
tracing tcchniqucs havc also shown that numerous fibers 
froan thc mammary ncrvc projcct dircctly to the JMM ccll 
colwnn (42]. \Vhcrcas Gcrcndai et ai. (29] havc rcccntly 

shown that severa! structures. which may integrJte thc 
neuronal circuitry involvcd in thc control of the sympa
thctic motor innervation of thc mammary glands. are 
connected with preganglionic ncurons from thc IML 
column. The anatomical link (42) of thc rnammary gland 
with the IMM ceU colwnn suggcsts that it is through such 
pathways that suckling rcnexly and scgmentally incrcases 
the activity of prcganglionic sympathetic ncurons. This 
activation could be involvcd in thc rcgulation of the 
sympathctic ductal tone of thc mamrnary glands during 
ucutc suck.Jing [64. 70] and thc suckling-dcpcndcnt actíva
tion o:ftype 1 dciodinasc in thc mamrnary glands (2. 3]. On 
thc othcr hand. thc conncction of ccntrul sympathetic 
influences with the IML cell colurnn (29] may constitute 
thc route through which centr'c1] sympathetic tone 
[24,36,38,66) is exertcd upon thc mammary glands. 

lt is worth mcntioning that a pattcm of Fos activation 
similar to thc onc prcscntcd herc f"ollowing acute suckling 
in 6 h NS rJts has bccn reported to occur in rats aftcr 
vaginal stimulation (VS) (12] and in rJts subjectcd to pain 
stimulation (44]. Thus. Fos activation :following VS has 
bccn shown to corrclatc with rcleasc of spinal oxytocin 
(83]. which in turn mcdiates activation of sympathetic 
prcganglionic ncurons in VH of thc spinal cord (82]. 
Although it is known that acutl! or chronic pain activate 
Fos at ali spinal laminae [ 1, 44), chronic pain produccd by 
adjuvant-induccd arthritis (AJA). aftcr thc 2nd and up to 
thc I J th \Vcck aftcr trcatmcnt. is associatcd with incrcascd 
Fos levels in DHN and VH [ I ]. Thcsc similaritics may 
suggest that thc chronic naturc of suckling9 which is 
applied throughout lactation by the pups cvcry 1-2 h 
[5 J ,95,96]. involvcs spinal structurcs similar to thosc 
activatcd during pain stimulation. Further supp:>rt for the 
similarity of" thesc two physiolog;ical conditions is thc fact 
that whcn phannacolog;ical agcnts that may induce analge
sia such as norudrcnalinc (10.48.100], morphinc sulfate [7] 
and oxytocin (56.80] are administcrcd i.c.v. or i.t. in 
lactating anirnals ((73]. and unpublishcd data). thc sympa
thctic tone of thc mammary glands incrcascs and rcsults in 
dccrcascd rcsponsivcncss of thc glands to oxytocin. Thc 
excitatory wnino acid glutamatc. along with substancc P. is 
un important ncurotransrnittcr of pain stimulation 
[18,89,99) particularly at spinal laycrs 1 and 11 [6]. In thc 
case o:f chronic pain. thc prcscncc wtd intcmalization of 
substancc P rcccptors in spinaJ laycrs up to Iaycr V has 
bcen demonstrJtcd (6.19]. lt is likcly that thcsc reccptors 
may be involvcd in trJ11smission of afferent impulses for 
oxytocin releasc within the milk-ejection pathway (91.93]. 

Finally. wc found that thc high Fos cxprcssion within 
thc spinal cord induccd by suckling or ESMN aftcr 6 h of 
scparJtion did not occur aftcr suckling. and only in low 
dcgrcc aftcr ESMN. whcn stimulation was givcn aftcr an 
18-h scpar-Jtion. This suggcsts that supprcssion of affcrent 
stimulation for such a long period somchow prcvcnted the 
trJnsmission of signals from thc mammary glands to thc 
spinal cord. Thcsc rcsults are consistcnt with prcvious 
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studies in which. within the physiological context of tite 
htctating animal. a decrcase in the frequency of stimulation 
uf the mammary gland i.c. cxtending thc nonsuckling 
pcriod fro1n 8 to 1 6 h or more. was associatcd with a lack 
uf suckling-induccd responses at thc hypothalwnic 
(8,43.62,97.98). piruit.ary (32.67) and mwnmary glW1d 
lc:vcls [:? .. 33]. Morcovcr .. thc Ílnportancc of maintaining 
suckling within thc Ihnit uf 8 h was further supported by 
tlu.: fi.&ct that suckling-induccd ncurocndocrine effccts that 
\\!ere irreversible in 1 6 h NS ruts could in fact be rcvcrsed 
hy applying a short 5-30 min pcriod of suckling midwuy 
in thc 16 h pcriod of nunsuckling (62 .. 67). Thcrcforc. whcn 
·wc o.malyzcd thc cff'ect of suckling and ESMN upon Fos in 
J 8 h NS ruts .. it wus '\Vith thc purposc of cxploring whcthcr 
Fus cxprcssiun .. as indicator of neuronal activation .. still 
occurrc<l in 18 h NS rats; and also bccausc, to our 
kno'\vlcdgc.. no prcvious clcctrophysiotogical,. or ncuro
unatomical studics havc bccn madc using 18 h NS rats. 
Our prcscnt rcsults are in apparcnt disugrccment with thosc 
fru1n Li et al. (49] who reponed that suckling-induccd Fos 
uctivution uf a nmnber of forcbrJin and brainstcn1 struc
turcs.. including hypothalamic-ncurocndocrinc arcas, 
uccurrc<l aftcr 90 min of suckling in rJts prcviously 
nunsucklcd for 48 h. Unfonunatcly. no indicators other 
than thosc of suckling-in<luccd Fus activation, such as 
adcno ¡m<l/or ncurohypophyscal honnonc rcleasc or milk 
cjcction. \Vcrc includcd by thc authors in thcir cxperimcnts 
and thcrctbrc,. comparison of thcir results '\Vith ours is vcry 
<liflicult. ·111us. although it has long bccn known that 
rccurrcncc of cstrous cyclcs in lactating rJts occurs 2 to 4 
duys uftcr rc111uval of suckling.. thcsc changcs can be 
n.:vcrsccJ by rcstoring suckling '\Vith fostcr litters duc to thc 
suckling-induccd inhibition of gunadotropins (scc (57] for 
Rcfs.); this n1ay suggcst tlmt by 2 days. thc 18-h pcriod of 
l'efractorincss to suckling that \Vas found in this and 
prcvious studics. has disuppcarcd. 

\Vithin thc contcxt: uf lactation.. thc occurrcnce of 
rcfrJctory pcriods '\Vhcn thc interval bctwccn suckling is 
extended beyond J 6 h (33.67] is important insofar as the 
cffcctivcm:ss of trJnsn1ission uf affercnt signals within thc 
spinnl cord is conccrncd. Such a mcchanism may opcrate 
lung-tcnn throug.huut t:hc pcriod of lactation in ·which, as 
prcviously shown [35] .. thc frcqucncy of suckling tends to 
dccrcasc from carly to late htctation. Both the precise time 
cuursc an<l thc fa<.:tors ilim 1nay account for the impainncnt 
of all thcsc 111cchanisn1s .. \Vhich ulthnately may lcad to 
ccssation uf lacto.1tion .. rcmain to be dctcnnincd. Howevcr. 
it is dcar that thc chain uf cvcnts activatcd by suckling .. i.e. 
ncur..il .. ncurocnducrinc an<l thc marnmary gland.. is highly 
dcpcndcnt u pon thc frcqucncy of affcrcnt stimulation from 
th\! 1nmnnuuy glands. · 

Jn conclusion .. thc ¡,·csults of thc prcscnt study providc 
thc! first cvidcncc sho'\ving Fos cxprcssion in spinal ncurons 
in response to suckling or ESMN aftcr 6 or J 8 h of 
nonsuckling. Thc activation or prcganglionic ncurons that 
prcsu1nably bclong to thc ncur..tl circuitry involvcd in thc 

acute. suckling-activatcd retlcx SYJ:Tlpathetic arousal, which 
may accowlt far the lack of milk remova1 during tht.! first 
minutes or suckling. 
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