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I. INTRODUCCION

La ingesta de alimento es tan importante para el mantenimiento de la vida,
como es el oxigeno para la respiraciéon. Consecuentemente, no es de extranar
que los circuitos neurales que controlan esta funcion se ubiquen en la parte del
cerebro filogenéticamente mas antigua y funcionen de manera casi automatica,
desde el nacimiento. La region caudal del tallo cerebral de infantes humanos y
de ratas contiene varios circuitos neurales necesarios para la ingesta, esto es,
la masticacion y deglucion de alimentos benéficos, asi como para rechazar
materiales potencialmente peligrosos en el alimento. Esto va acomparnado de
respuestas autonomicas tales como la secrecion de saliva y moco (Conn vy
Freeman, 2000).

La masticacion y la deglucién son procesos complejos que dependen de una
variedad de estimulos sensoriales y de la cooperacion de varios musculos
(Ganong, 1998). La proteccion de las vias de respiracion es de mucha
importancia, por lo que se requiere que el patrén de movimiento de la quijada,
lengua y musculos faciales sea ritmico y secuencial.

La red neural para la regulacion de la ingesta y del balance energético
comprende a los llamados centros del hambre ubicados en el tallo cerebral, en
el hipotadlamo y en algunas estructuras corticolimbicas. Dentro de los circuitos
del tallo cerebral caudal se encuentran involucrados aquellos del aparato
locomotor y oromotor que son importantes en la ingestién del alimento, asi
como el sistema nervioso simpatico que controla los 6rganos involucrados en la
alimentacioén, por lo que el tallo cerebral es importante en el control de la
ingestion, digestion y absorcion del alimento, asi como en la utilizacion de
metabolitos y energetdgenos (Berthoud y Seeley, 2000).

El tallo cerebral comprende un circuito neural basico para la ingestion del
alimento y del liquido desde la cavidad oral, en el cual participa el sistema
nervioso parasimpatico ya que regula procesos de ingestion y digestion a
través del nervio vago. También, este circuito detiene la ingestién cuando el
alimento no es agradable, y funciona como un sistema de retroalimentacion
enviando sefales de saciedad o detectando estimulos téxicos mediados por los
receptores viscerales (Mihai y Robert, 2000). Ademas, este circuito neural es

auténomo y no requiere del cerebro anterior para estas funciones.



Como se menciond, el hipotdlamo, también participa en la regulacién de la
ingesta. Las sefales del estado interno o balance metabdlico llegan al
hipotalamo mediante vias multiples que incluyen receptores hormonales,
sensores metabdlicos y vias neurales aferentes. Esta informacion es
procesada en el hipotdlamo y dirigida hacia efectores endocrinos como la
pituitaria para la liberacion de hormonas y el sistema nervioso autonémico. El
neuropéptido Y (NPY), la proteina relacionada con agouti (AgRP) y la
proopiomelanocortina (POMC), son algunos de los péptidos involucrados en la
regulacion de la ingesta. Los dos primeros son sensibles a la leptina y envian
proyecciones al nucleo paraventricular, nucleo perifornical y lateral
hipotalamicos, teniendo asi un papel importante en la traduccion e integracion
de sefiales sensoriales metabdlicas que dan lugar a respuestas autonémicas,

endocrinas y conductuales (Berthoud, 2004).

En general, se sabe que la estimulacion de ciertas areas del hipotalamo
provoca que un animal experimente un hambre extrema, un apetito voraz y un
deseo intenso de buscar comida. El area mas estrechamente asociada al
hambre es el area hipotalamica lateral, ya que la lesién de ésta provoca en el
animal la pérdida del deseo de comer, a veces causando una desnutricion letal.
Sin embargo, existe un centro que se opone al deseo de comida, localizado en
el nucleo ventromedial, llamado centro de la saciedad. El centro del hambre,1 o
hipotalamo lateral, opera mediante la generacién de respuestas motoras del
animal, favoreciendo la actividad y especialmente el impulso emocional para
buscar alimento; mientras que el centro de la saciedad opera para dar al animal
una sensacion de saciedad nutricional, que inhibe de forma secundaria el
control del hambre (Guyton y Hall,1997).

También, se han implicado a otras areas del cerebro como sensores del estado
nutricional del organismo o como centros neurales que conducen a un animal a
buscar e ingerir alimento. Entre estas areas se encuentran los nucleos
paraventriculares, dorsomediales y arcuato del hipotalamo, asi como nucleos
del tronco encefalico inferior, como el area postrema, y el nacleo medial caudal
del fasciculo solitario o del nervio vago, que pueden afectar el grado de ingesta

de alimentos.



Si el cerebro se corta por debajo del hipotdlamo pero por arriba del
mesencéfalo, el animal conserva las caracteristicas basicas del proceso de
ingesta de alimentos, como salivar, lamer, masticar el alimento y tragarlo. Por
tanto, los mecanismos reales de la ingestion del alimento estan controlados por
centros del tronco encefalico. Asi, se ha concluido que la funciéon de los otros
centros en la ingestion de alimentos consiste en controlar la calidad del
alimento ingerido y excitar estos centros de la alimentacion mecanicos. Sin
embargo, aun existe controversia acerca de cuales areas cerebrales son las
mas importantes para el control de la ingesta (Berthoud y Seeley, 2000), por lo
que se ha sugerido que ciertas areas del tallo cerebral junto con otras del
encéfalo y el diencéfalo pueden ser consideradas como una unidad de
procesamiento central en dicho control.

Los centros superiores al hipotdlamo también desempefian papeles
importantes en el control de la ingestion de alimentos, en particular en el control
del apetito que es el deseo por un tipo especifico de alimento. Estos centros
incluyen especialmente a la amigdala y a la corteza prefrontal, que estan
estrechamente relacionados con el hipotalamo, ya que la estimulacién eléctrica
de algunas areas de la amigdala desencadena el acto mecanico de ingerir
alimento (Woods y Stricker, 1999).

En la rata recién nacida, la ingesta es estimulada por la deshidratacion e
inhibida por la distension gastrica. La respuesta a la ingesta ha sido analizada
en animales adultos, y se sabe poco acerca de la activacion de neuronas del
tallo cerebral durante la succién y la ingesta de leche en neonatos. Ya que en
ratas adultas se ha encontrado que la ingesta de comida y la distensién
gastrica activan neuronas del nucleo del tracto solitario (NTS) y el nivel de
expresion de Fos es afectado por la cantidad de comida ingerida (Rinaman y
col., 1999).

Por ello, la finalidad principal de esta tesis fue investigar las areas del tallo
cerebral, que se activan por la distension gastrica y las sefales quimicas
generadas por la ingesta forzada de alimento (leche), en neonatos. En este
trabajo se analizo la respuesta del nucleo del tracto solitario (NTS), y como
indice de activacion neuronal usamos la deteccidon inmunohistoquimica del

producto proteinico del gen de respuesta inmediata c-fos.



El modelo experimental empleado fue la rata Wistar recién nacida de 9 y 18
dias de edad (ambos sexos), las cuales, se separaron de la madre durante 6h
para inducirlas después a amamantar/succionar de manera activa al ser
regresadas a la caja materna. Se formaron 4 grupos experimentales de crias

diferentes para cada edad, las:

a) que succionaron de manera continua a la madre,

b) separadas de la madre por 6 horas,

C) que después de una separacion de 6 horas se regresaron a la caja
materna para una succion breve (5-10 minutos, sin obtencion de leche)

d) que después de una separacion de 6 horas fueron regresadas a la caja
materna para una succion de 90 minutos, con lo cual se indujo una

distension gastrica.

Esta comparacion nos fue util para identificar las neuronas del tallo cerebral
(NTS), que responden o se activan en estas cuatro condiciones mencionadas
previamente, asi como poder identificar las posibles diferencias que se
observen por la edad.



RESUMEN

En la rata recién nacida, la ingesta es estimulada por la deshidrataciéon e inhibida por la
distension gastrica. En ratas adultas se ha reportado que la ingesta induce
principalmente la activacién de neuronas en el nucleo del tracto solitario (NTS) y que el
nivel de expresion de Fos es afectado por la cantidad de comida ingerida. En este
estudio usamos la deteccion inmunohistoquimica de Fos para ampliar reportes previos
acerca de las areas de tallo cerebral que se activan especificamente en respuesta a la
distension gastrica. Ratas de 9 y 18 dias de edad fueron removidas de la caja materna
por 6 horas, después de las cuales fueron regresadas con su madre para un periodo de
succion de 5 6 90 min. En ambos casos, la perfusion fue realizada 90 minutos después
del inicio de la succién. Los grupos controles fueron sacrificados antes o después de las
6 horas de separacion y mostraron escasa expresion de Fos. En contraste, el episodio
de succion de 90 min, indujo una fuerte expresion de Fos en regiones caudales del NTS
y del nucleo espinal del trigémino (SPV). La region rostral del NTS y el nucleo de rafe
(obscurus) mostraron una expresion moderada de Fos. Las crias que succionaron
unicamente por 5 min, lo cual no causé distensidén estomacal, mostraron Fos-ir
principalmente en el SPV. Doble inmunotincién de Fos y tirosina hidroxilasa (TH) revelo
que solo el 1% de las neuronas catecolaminérgicas del NTS caudal respondieron a la
distension. El paradigma experimental empleado en este estudio nos permitié distinguir
entre areas del tallo cerebral que se activan por la distension gastrica y las que se
activan por la accion de succionar. A diferencia de las ratas adultas, las neuronas
catecolaminérgicas del tallo cerebral parecen contribuir poco en la regulacién neonatal
de la ingesta. El hallazgo mas importante de la presente tesis es la definicion de un
disefio experimental que puede ser utilizado en estudios subsecuentes. También, la
determinacion de que el fenotipo de las neuronas activadas por la ingesta no es de
naturaleza catecolaminérgica en las ratas neonatas. Esto resulta muy relevante ya que
genera una linea de estudio la cual permitira explorar la maduracion neuronal en
respuesta a la ingesta de comida, y asi ampliar el conocimiento fundamental de la

fisiologia digestiva.



SUMMARY

In the newborn rat, food ingestion is stimulated by dehydration and inhibited by gastric
distension. Fos expression and directly related to the amount of food ingested in
brainstems from adult animals has been found to be prominent in the nucleus of the
solitary tract (NTS). In this study we used a fos-guided immunohistochemical approach
to extend prior reports about brainstem areas activated specifically in response to
gastric distension in neonatal rats. Rats of 9 and 18 days old were isolated from the
mother for a 6h period, after which they were returned to the mother cage for a suckling
period of either 5 or 90 min. In both cases, perfusion was performed 90 minutes after the
beginning of suckling. Control groups were sacrificed either before or after the 6h-
deprivation period; they showed little or no Fos-ir. In contrast, a 90 min-suckling episode
after 6h of deprivation induced strong Fos-ir in the caudal regions of the NTS and in the
spinal nucleus of the trigeminal (SPV). Moderate expression was observed in rostral
NTS and in the nucleus raphe obscurus. In neonatal rats allowed to suckle for 5 min,
which did not cause gastric distension, the main area activated was the SPV in both
edge. Double immunostaining for Fos and tyrosine hydroxylase (TH) revealed that only
around 1% of the TH-ir in the NTS was responsive (Fos+) to gastric distension. The
paradigm employed in this study allowed us to distinguish brainstem areas activated by
gastric distension form those activated by suckling action in rat pups. Unlike adult rats,
catecholaminergic neurons from caudal NTS seem to contribute little to the regulation of
neonatal feeding.

The most important consequences from the present studies are the design of the
experimental approach that can be used in subsequent studies; and the determination of
the little participation, in ingestion response, of the catecholaminergic neurons in the
ages explored here. Relevancy of present results is the generation of a research project

on neuronal maturation related to ingestion regulation field.
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II. ANTECEDENTES

En esta seccion se presenta informacion general acerca de la regulacion de la
ingesta de alimento en adultos, posteriormente se presentan antecedentes

relevantes para los estudios experimentales que forman este trabajo de tesis.
A. Regulacioén de laingesta

En el control de la ingesta de alimento participan mecanismos internos que
principalmente regulan el hambre y la saciedad, y factores externos que
regulan la disponibilidad de comida, su palatabilidad y el apetito. Como se
esquematiza en la Figura 1, los factores internos incluyen sefiales periféricas
como la temperatura, la concentracion de glucosa, proteinas y grasas.
También incluyen las sefiales neurales generadas por la distension estomacal y
el volumen gastrico; asi como sefiales hormonales como son los péptidos
gastrointestinales. Todos ellos llevan la informacion del tracto gastrointestinal
al SNC (Conn y Freeman, 2000).

4l ractores externos
. Vista
Apetito Olfato
Gusto

4l ractores internos

Hambre y saciedad

| I/ |

Periféricas  Neurales Hormonales
Temperatura Distensién y Péptidos
Nutrimentos: volumen gastrointestinales:
Glucosa géstricos CCK, GLP-1
proteinas
grasas

Figura 1. Regulacién de la ingesta por factores internos y externos



Las sefiales externas que regulan la ingesta pueden jugar un papel muy
importante en la determinacion de la cantidad de comida ingerida y el tipo de
alimentacion. Asimismo, los sabores, la textura y la apariencia de los alimentos
a ingerir son importantes en la seleccién y la cantidad de la comida que se
consume debido a que las sefiales gustativas, visuales y olfatorias son
fundamentales en la selecciéon del alimento y percepcion de los sabores
(Berthoud, 2004; Conn y Freeman, 2000). Asi, los sentidos del gusto junto con
el olfato y la vista, nos informan si se debe ingerir el alimento, si la experiencia
es placentera y cuando estamos satisfechos.

La via visual informa indirectamente al cerebro acerca del valor nutricional de
un alimento particular, ya que involucra varias estructuras corticales antes de
generar la respuesta a la alimentacion. En el caso de la via olfatoria, los
receptores que son quimiorreceptores son activados por el olor de los
alimentos, quizas el olor de aminoacidos o proteinas, pero no hay mucha
evidencia experimental de que el sistema olfativo codifique directamente para
diferentes macro o micronutrimentos. Las vias y nucleos de relevo para la
percepcion olfatoria estan organizados de forma diferente que los otros
sistemas sensoriales. La informacion llega a varias areas corticales incluyendo
la corteza entorrinal, y la informacion desde la corteza olfatoria primaria, la
corteza piriforme, es entonces transmitida a areas de asociacion polimodal
tales como la corteza orbitofrontal e insular asi como también la amigdala,
donde ésta se integra junto con las vias gustatoria, visceral, y somatosensorial,
y desde la corteza entorrinal a la formacién hipocampica (Berthoud y Seeley,
2000).

La entrada gustativa via receptores de las células gustativas que estan sobre la
lengua y el paladar son considerados los mas importantes en la ingesta y la
seleccion del alimento. La textura y la temperatura de los alimentos son
detectadas por mecanorreceptores via el trigémino y termorreceptores
presentes en la lengua y en la cavidad oral. Las cuatro modalidades de sabores
han sido interpretadas como los detectores para alimentos aceptables, toxicos
y alimentos indispensables como agua y sal (Berthoud y Seeley, 2000). La
activacion de estos receptores llevan la informacién hacia la regién rostral del
NTS conocida como el nucleo gustativo, siendo posteriormente transmitida

ipsilateralmente al nucleo parabraquial y de aqui toma dos rutas, una que va



hacia el nucleo ventral posterior del talamo, donde terminan en la mitad medial
de la porcidbn parvocelular del ndcleo ventroposteromedial (VPMpc) vy
finalmente a la corteza gustativa; la otra ruta va hacia la amigdala, el
hipotdlamo y otras areas del cerebro anterior ventral (Figura 2). Es probable
que estas proyecciones influyan en la saciedad, sabor agradable y otros
estados afectivos asociados con el gusto, por lo tanto, el sabor se considera
una combinacién de informacidén gustativa y olfatoria a partir de un estimulo

particular (Paxinos, 1994).

LENGUA
2/3 ANTERIOR

NERVIO
PETROSO
/ SUPERIOR

1/3 POSTERIOR

GANGLIO- EPIGLOTIS
GENICULADO
NERVIO PALADAR

NTS
ROSTRAL

AREA POSTREMANSY N e
INTERMEDIO

NTS
CAUDAL

Figura 2. Distribucion de la via gustativa y sus sitios de terminacion en el NTS
(Modificado de Paxinos, 1994).



Por ejemplo, la ingesta de un alimento que provoca nauseas hara que se
detenga su consumo y ademas causara rechazo. Por el contrario, cuando se
ingiere un alimento placentero y se tiene una experiencia agradable entonces
aumentara la probabilidad de que este alimento se consuma otra vez. Sin
embargo, la demanda interna de la concentracion de nutrimentos particulares
puede también jugar un papel importante en el patron de la ingesta, con
mecanismos fisioldgicos establecidos para estimular el consumo de sal, fluidos,
minerales esenciales y nutrimentos especificos, en particular proteinas (Conn y
Freeman, 2000).

1. Sefiales periféricas que transmiten informacion metabdlica al cerebro

Como se mencion0, existen factores periféricos tales como la temperatura,
nutrimientos, sefales neurales y hormonales que regulan la ingesta,
proporcionando informacion acerca del status energético corporal al sistema

nervioso central (SNC).

a.- Temperatura

Se sabe que los cambios tanto en la temperatura externa como en la interna
modifican la ingesta. La temperatura del cuerpo esta regulada por mecanismos
neurales de retroalimentacion y casi todos ellos operan a través de los centros
reguladores de la temperatura localizados en el hipotdlamo, cuyos ndcleos
principales son el predptico y el hipotalamo anterior. En estas areas se ha visto
que el calor procedente de un térmodo (dispositivo similar a una aguja que se
calienta y que se coloca en un area especifica del cerebro) afecta al control de
la temperatura corporal en estos nucleos (ElImquist y col., 1999).

Para que estos mecanismos de retroaccion actuen, existen receptores
periféricos y profundos, llamados también termorreceptores. Los receptores
periféricos detectan la temperatura exterior fresca y fria; los receptores
profundos que estan por todo el cuerpo, principalmente en la médula espinal y
en las visceras abdominales como el estbmago, actiuan de forma diferente a los
cutaneos porque estan expuestos a la temperatura corporal central en lugar de

a la temperatura superficial y es posible que tengan que ver con la evitacion de



la hipotermia o temperaturas corporales bajas. Asi, el hipotdlamo anterior
responde con una inhibicion en la ingesta a un incremento en la circulacion

sanguinea (Guyton y Hall, 1997).

b.- Nutrimentos

De la misma manera, los nutrimentos y las hormonas estan involucrados en la
regulacion de la ingesta. Debido a que los nutrimentos viajan por el torrente
sanguineo pueden actuar directamente a nivel del SNC o también mediante
quimiorreceptores en el tracto gastrointestinal, vena portal e higado. Entre las
hormonas que modulan la ingesta se encuentran las que son producidas por
organos endocrinos, incluyendo glandula adrenal y pancreas, y las producidas
por células endocrinas dentro de otros tejidos corporales incluyendo el tracto
gastrointestinal y el tejido adiposo (Conn y Freeman, 2000).
Los nutrimentos involucrados son:

1.- Glucosa

2.- Proteinas

3.- Grasas

Glucosa.- Uno de los nutrimentos implicados en la regulacion de la ingesta.
Desde hace tiempo se sabe que una disminucion pequefia en la concentracion
sanguinea de glucosa promueve que se ingiera un alimento, lo que ha llevado
a la teoria glucostatica del hambre propuesta por Mayer en 1953 (Guyton y
Hall,1997) y de la regulacion de la ingesta del alimento (Tabla 1). Esta teoria
propone que si la disponibilidad de glucosa disminuye, el animal aumenta de
forma automatica la ingestion de alimento, que finalmente devolvera las
concentraciones sanguineas de los metabolitos a la normalidad.

Se ha visto que neuronas en el hipotdlamo ventromedial y lateral son activadas
en respuesta a la aplicacion de glucosa. La insulinay la leptina son reguladas
por el metabolismo de la glucosa, asi como otros mecanismos indirectos como
la estimulacion por glucosa de sefiales gastrointestinales involucradas en la
saciedad tales como, el polipéptido gastrico inhibitorio (GIP) y el péptido similar
al glucagon (GLP-1) (Vellay Rizza, 2004).



Proteinas.- Otro de los nutrimentos, como alimentos ricos en proteinas,
inducen un efecto de saciedad. Alimentos bajos en proteina pueden estimular
el apetito por alimentos ricos en proteinas (Tabla 1). Se ha observado que la
administracion de ciertos aminoacidos, como triptéfano, tirosina y fenilalanina,
que son precursores de la serotonina y de las catecolaminas suprimen la
ingesta. Los aminoacidos podrian influir en la ingesta actuando directamente
sobre el SNC o via de quimiorreceptores u otra via secundaria como es la
region hepatoportal. Por ejemplo, los aminoacidos absorbidos pueden actuar
indirectamente en la regulacion de la ingesta mediante la estimulacion del
péptido colecistoquinina (CCK) (Campfield, 1997), o en algunos casos
mediante la estimulacion de la secrecién de insulina, la cual puede, a su vez,

estimular la produccion de leptina (Conn y Freeman, 2000).

Grasas.- Las grasas ingeridas y/o niveles elevados de grasa en la circulacion
pueden inhibir la ingesta (Tabla 1). Sin embargo, dietas altas en grasas
dificultan la capacidad de las dietas altas en carbohidratos para inducir la
produccion de leptina, lo cual a la larga puede conducir a un incremento en la
ingesta y por lo tanto un aumento de peso como parte de la regulacion de la
ingesta a largo plazo (Conn y Freeman, 2000). Existen otros productos
metabdlicos que pueden también afectar la ingesta, como el lactato, piruvato y
cetonas como el beta-hydroxibutarato, que acttan inhibiendo la ingesta.

También se ha demostrado el mismo efecto de la glucosa para la
concentracién sanguinea de aminoacidos y de productos del metabolismo de
los lipidos como los cetoacidos y algunos &cidos grasos, lo que conduce a las
teorias aminostaticas y lipostatica de la regulacion.

Asi mismo, estudios neurofisioldgicos de la funcion de ciertas areas especificas

del cerebro han apoyado estas teorias por las siguientes observaciones:
1) un aumento de la glucosa sanguinea aumenta la velocidad de descarga

de las neuronas glucorreceptoras en el centro de la saciedad del nacleo

ventromedial del hipotalamo,
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2) el mismo aumento de la glucosa sanguinea reduce, de forma
simultdnea, la descarga de las neuronas Illamadas neuronas

glucosensitivas en el centro del hambre del hipotalamo lateral.

Ademas, algunos aminoacidos y sustancias lipidicas afectan a las velocidades

de descarga de estas mismas neuronas o de otras estrechamente asociadas

(Russek, 1981).

NUTRIMENTOS INGESTA
Disminucion de glucosa Aumenta
Disminucion de proteinas Aumenta
Aumento de grasas Inhibicion

Tabla 1. Efectos sobre la ingesta por distintos nutrimentos.

Hemos visto que los nutrimentos son importantes en la regulacion de la

ingesta, por lo que cabe mencionar que el contenido de éstos en la leche de

rata son los siguientes:

Proteinas : 7- 12 %
Azucares : 3-3.5%
Grasa : 10 -15 %
Agua: 70 -74 %

De esta forma, podemos decir que las proteinas y las grasas son los
principales nutrimentos que juegan un papel importante en la regulacion de la
ingesta de las crias, al igual que la distension gastrica inducida por el alimento.

Este Gltimo aspecto sera revisado mas adelante.
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2. Sefales neuronales involucradas en la ingesta

a. Sefales neurales

Otras sefiales involucradas en la ingesta son las sefales neurales, las cuales
se originan a partir de receptores localizados en el tracto gastrointestinal
disparando sefales aferentes que llegan al SNC y que regulan la ingesta
(Berthoud y Seeley, 2000; Conn y Freeman, 2000). Estas sefiales son las

provocadas por el volumen gastrico y los péptidos gastrointestinales.

Volumen.- La activacién de los mecanorreceptores gastricos por la distensiéon
géastrica en el tracto gastrointestinal envian la sefial mediante una via aferente
al SNC, lo que juega un papel importante en la ingesta, asi como también tiene
importancia en el consumo de la energia a corto plazo. Por lo tanto, si se
incrementan las calorias se consumiran pequefias porciones de alimento. En
este caso la deteccion del volumen no juega un papel primario importante en la
regulacion de la ingesta en un tiempo corto. De esta manera, se cree que el
volumen no participa en la regulacién a largo plazo del balance energético y del

tejido adiposo (Conn y Freeman, 2000).

Las sefiales que actuan inhibiendo o retrasando el vaciamiento géastrico (tal
como la presencia de grasas dentro del duodeno o la liberacion de un namero
de péptidos gastrointestinales como gastrina, CCK, GIP y GLP-1), conduciran
indirectamente a la saciedad y a una disminucion en la cantidad del alimento
mediante la activacion de sus receptores presentes en duodeno e higado
(Mihai y Robert, 2000). Los quimiorreceptores gastrointestinales, responden a
nutrimentos y pueden también regular la ingesta mediante la via vagal aferente,
mientras que los mecanorreceptores informan al sistema entérico y central del
grado de estiramiento de la pared del aparato gastrointestinal y del movimiento
del contenido luminar a medida que éste roza la superficie mucosa, por lo tanto
la sefial de la distension gastrica juega un papel importante en el proceso de
saciedad, pero por si solo, este estimulo no lleva informacion sobre la
composicién quimica de la ingesta. Por lo que se requiere de la combinacién

con las sefales de los quimiorreceptores para determinar la cantidad ingerida

12



de un macronutrimento especifico y por consiguiente el efecto sobre la

distension gastrica (Berthoud y Seeley, 2000).

b. Péptidos del tracto gastrointestinal

El péptido CCK es liberado por células endocrinas en el duodeno en respuesta
a la presencia de grasas y productos de la degradacién de proteinas en el
intestino proximal (Figura 3). La administracién periférica exdgena de CCK
disminuye la cantidad del alimento ingerido en ratas y en humanos (Conn y
Freeman, 2000). CCK actua periféricamente en receptores CCK-A presentes
en higado bloqueandolos para provocar la saciedad. También tiene un efecto
potente para inhibir el vaciamiento gastrico, el cual puede conducir a una
activacion de los receptores. Este péptido es liberado en el ndcleo
paraventricular (PVN) del hipotalamo por neuronas que proyectan desde el
nacleo del tracto solitario (NTS) en respuesta al alimento, y la administracion
intracerebroventricular de CCK inhibe la ingesta de manera mas eficiente que
la administracion periférica (Conn y Freeman, 2000).

En 1902, Bayliss y Starling demostraron por primera vez que el efecto
excitatorio de la estimulacién duodenal sobre la secrecion pancreatica se debia
a un factor transportado por la sangre. Sus investigaciones condujeron a la
identificacion de la secretina, ahora conocida como CCK, la cual aumenta la
contraccién del esfinter pilorico, evitando de esta manera el reflujo de contenido
duodenal al estbmago (Figura 3). Asi mismo, la CCK estimula la secrecién de
glucagon. Ellos también sugirieron que muchos agentes quimicos podrian ser
secretados por células en el cuerpo y pasar a la circulacion afectando 6rganos
situados a cierta distancia, por lo que introdujeron el nombre de hormona (Lee
y col., 1994).
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Figura 3. Sefiales que juegan un papel importante en la regulacion de la
ingesta.

Estos péptidos y nutrimentos actuan inhibiendo o retrasando el vaciamiento
gastrico (grasas, gastrina, CCK, GIP y GLP-1), lo cual conduce indirectamente
a la saciedad mediante la activacion de mecanorreceptores. Los
quimiorreceptores del tracto gastrointestinal responden a los nutrimentos y

pueden también regular la ingesta por la activacion de la via vagal aferente.

El péptido similar al glucagén (GLP-1) es liberado por células endocrinas en el
tracto gastrointestinal y tiene accion periférica para reducir la ingesta. Este

péptido es producido también por una poblacion de neuronas hipotalamicas,
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tiene un efecto similar de inhibicion en el SNC, y actla en neuronas presentes
en la region caudal del nucleo del tracto solitario (NTS), ya que esta region
recibe informacion vagal aferente desde el tracto gastrointestinal y desde el
NTS esta informacion pasa al PVN. Este nucleo hipotalamico estd densamente
inervado por fibras ascendentes GLP-1 (Sawchenko y col., 1996) y contiene
receptores a GLP-1, por lo que se ha propuesto que el PVN es el sitio primario
de accion del GLP-1 en la regulaciéon de la ingesta. Este péptido producido por
dos diferentes tipos de tejido puede tener un papel importante en la regulacién
de la ingesta, como un agente endocrino en la periferia y como un
neurotransmisor en el SNC ya que el GLP-1 es producido también por células L
endocrinas en el ileon y es secretado en respuesta a nutrimentos en el intestino
(Figura 3). La administracion intravenosa de GLP-1 produce sensacion de
saciedad en humanos. Es probable que este efecto sea mediado, en parte, por
la inhibicién del vaciamiento gastrico (Conn y Freeman, 2000).

Otro péptido de origen gastrico es el péptido liberador de gastrina (GRP) el cual
es producido por células endocrinas en la mucosa gastrica, induciendo la
sensacion de saciedad y disminuyendo la ingesta.

También son importantes en la regulacion de la ingesta la insulina y leptina, ya
que la insulina en colaboracién con GIP y GLP-1 disminuye la ingesta,
actuando en receptores localizados en varias areas del cerebro que regulan la
ingesta como son el hipotdlamo, la regién olfatoria y el hipocampo (Conn y
Freeman, 2000).

La leptina es producida por el tejido adiposo, actia sobre receptores en
diferentes areas del SNC principalmente en el hipotalamo, disminuyendo la
ingesta (Campfield, 1997). Se ha propuesto que la leptina modula las fibras
vagales aferentes que inervan al tracto gastrointestinal mediante la liberaciéon
de CCK (Berthoud y Seeley, 2000).

Las concentraciones circulantes de leptina no son constantes en el curso del
dia. En el humano, un patrén circadiano caracterizado por un pico nocturno,
gue generalmente ocurre en la medianoche, esta relacionado con la secrecién
de la insulina, ya que al ingerir alimentos altos en carbohidratos y bajos en
grasas, se produce insulina y se incrementa por lo tanto la produccion de

leptina 4 a 6h después de consumir alimento. Sin embargo, el pico nocturno se
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da igual cuando se ingiere alimento bajo en carbohidratos y alto en grasas. De
esta manera, esta regulada por los macronutrimentos contenidos en el
alimento. La disminucion de leptina puede contribuir a los efectos de dietas
altas en grasas y asi incrementar el peso corporal y provocar la obesidad
(Conny Freeman, 2000).

Acerca del glucégeno hepéatico, se ha postulado que genera una sefial al
cerebro, mediante la activacion del potencial de membrana del hepatocito y por
aferencias vagales. Esto alun no sea aceptado, pero se especula que esta

sefal del glucogeno hepatico es analoga a la leptina (Berthoud y Seeley, 2000

)

En la siguiente tabla se resume la regulacion de la ingesta por los péptidos

gastrointestinales.

PEPTIDOS GASTROINTESTINALES INGESTA
CCK inhibe
GLP-1 inhibe
GRP inhibe
GIP inhibe
LEPTNA inhibe
INSULINA inhibe

Tabla 2. Regulacion de la ingesta mediante los péptidos gastrointestinales

c. Otras hormonas

Otras sefales endocrinas que influyen en la regulaciéon de la ingesta son los
glucocorticoides, los cuales tienen accion catabdlica debido a que su
administracion en el SNC estimula la ingesta actuando de manera opuesta a la
insulina y leptina. Por lo tanto, la interaccion de glucocorticoides, insulina y
leptina son cruciales en la regulacion de la ingesta en un periodo largo (Conn y

Freeman, 2000). La secrecion de insulina por las células R de los islotes
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pancreaticos es influida por varios factores, principalmente por la glucosa
sanguinea. La secrecidn de insulina aumenta en relacion directa con la
concentracion de glucosa en el pancreas. Otros substratos como los
aminoacidos y cuerpos cetdnicos también estimulan la secrecion de insulina.
La actividad parasimpatica colinérgica estimula la secrecion de insulina y la
simpatica a-adrenérgica la inhibe (Zigmond y col., 1999).

Por otra parte, las hormonas tiroideas juegan también un papel importante en la
regulacion energética, el mecanismo por el cual influyen en la ingesta esta
poco comprendido, es probable que los efectos de la administracion de esta
hormona incremente la ingesta. El hipertiroidismo incrementa el metabolismo lo
cual produce reduccion del peso corporal, asi como la disminucion de leptina e
insulina, por lo tanto incrementa la ingesta y en el hipotiroidismo lo que ocurre

es un efecto opuesto (Conn y Freeman, 2000).

3. Via neural que participa en laregulacion de laingesta

Como se menciong, en la regulacion de la ingesta existe un control neural y
vias especificas por las que la informacion del tracto digestivo llega al cerebro.
El SNC ejerce un control sobre la ingesta a varios niveles: la médula espinal y
el tallo cerebral, los cuales influyen en todos los aspectos de homeostasis
calérica por medio del sistema nervioso autonémico. EIl hipotalamo y el
sistema limbico reciben sefales acerca de la comida ingerida y la grasa
corporal y la integran con la informacion acerca del sabor de los alimentos, la
memoria de la ingesta, la experiencia de comidas previas, la competencia con
otras necesidades y aspectos del medio ambiente. Asi, el control central de la
ingesta implica muchas &reas del SNC en el mantenimiento de la homeostasis

calorica (Berthoud y Seeley, 2000 ).

Para ejercer dicho control, el sistema nervioso recibe informacion del tipo de
nutrimentos o metabdlica. En la figura 4 se muestra un diagrama del flujo
general de la regulacion neural de la ingesta, donde el sistema nervioso es
esencial en la tarea de integrar la informacion e iniciar las respuestas

apropiadas de los sistemas autonémico y endocrino.
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Figura 4. Flujo general de la informacion requerido en la regulacion neural de
la ingesta. La tarea esencial para el sistema nervioso es reducir e integrar las
multiples fuentes de la informacion relevante e informar a los sistemas
endocrino, autondmico y conductual para iniciar las respuestas apropiadas.
Para explicar el control en términos neurolégicos, cada paso es representado
por circulos, los cuales indican que no han sido caracterizados e identificados
(modificado de Berthoud y Seeley, 2000).

Los estimulos externos son percibidos por la vista, el olfato y el gusto. Los
estimulos internos son generados por la comida después de su ingestion y se
pueden dividir segun el estimulo generado en cada segmento del canal
alimentario en pregastrico (principalmente el sabor), gastrico (distensién) y
postgastrico o estimulo preabsortivo.

El estimulo preabsortivo incluye aquellos generados por:
1) mecanismo de transporte de nutrimentos en la mucosa y la liberacién

asociada de hormonas locales (CCK, etc.) actuando en nervios

viscerales sensoriales,
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2) nutrimentos, metabolitos y hormonas actuando sobre receptores en el
sistema portal-hepatico (glucosa),

3) procesamiento de los metabolitos y sus mensajeros locales asociados y
hormonas en el higado ( ATP, glucagoén); y

4) metabolitos, hormonas y otros factores circulando en la sangre y
activando receptores directamente en el cerebro (glucosa, amino acidos,

insulina y leptina).

Asi, la informacion puede ser derivada directamente de la ingesta, de acciones
metabodlicas u hormonales, e indirectamente de representaciones en la
memoria asociadas con los alimentos (Berthoud y Seeley, 2000).

Se ha demostrado que cuando el alimento llega al estbmago, las paredes de
éste, que se encuentran cubiertas de mecano- y quimiorreceptores,
incrementan su actividad en proporcion al volumen del mismo y estas sefiales
son llevadas por medio del nervio vago al nucleo del tracto solitario, area
postrema y al nucleo parabraquial, en el tallo cerebral. Posteriormente dichas
sefiales viajan al hipotdlamo donde son integradas y finalmente llegan a la

corteza cerebral (Woods y Stricker, 1999).

La sefial sobre la distension gastrica juega un papel importante en los procesos
de saciedad, pero por si misma no da informacién sobre la composicién
quimica de la ingesta. Sin embargo, si la combinamos con las sefiales de los
quimiorreceptores, podemos inferir cuantitativamente la cantidad de
macronutrimento que fue ingerido. Esto es debido a que a lo largo del canal
alimentario hay varios mecano- y quimiorreceptores que transmiten las sefales
a través de la via aferente vagal por el nervio trigémino (V), facial (VII),
glosofaringeo (IX) y nervio vago hacia el tallo cerebral. En la figura 5 se
muestra el papel importante que juegan las aferencias vagales primarias en la
transmision de las sefiales involucradas en la regulacion de la ingesta al
cerebro.

Existen reportes también de la presencia de quimiorreceptores en el intestino,
asi como también en vena portal y en higado; estos receptores son sensibles
principalmente a glucosa y otras hexosas, varios aminoacidos y acidos grasos

(Appenzeller y Oribe, 1997). Estas aferencias vagales llevan informacion
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principalmente al ndcleo del tracto solitario del tallo cerebral (figura 5), las
seflales mecanicas y quimicas del tracto digestivo activan mecano- y
guimiorreceptores presentes en la pared del peritoneo y en la piel, los cuales,
contribuyen a la percepcién de llenado géastrico después de ingerir abundantes

alimentos (Berthoud y Seeley, 2000).
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Figura 5. Via neural visceral involucrada en la regulacion de la ingesta y la
integracion en el cerebro. V= trigemino, VII= facial, IX= glosofaringeo, X= nervio vago. La
modalidad sensorial transmitida por cada nervio esta indicada por las letras: M=
mecanorreceptores, (MI= mecanorreceptor de lenta adaptaciéon, Mr= mecanorreceptores de
rapida adaptacion), T= receptores gustativos, Temp= termorreceptores, Q= quimiorreceptores.
Abreviaciones: Et: nucleo de la estria terminalis, CA= ndcleo central de la amigdala, Hyp=
hipotdlamo, ILC= corteza insular; IML= columna intermediolateral de la médula espinal, Mot=
nacleo motor oral del tallo cerebral, NTS= nucleo del tracto solitario, PB= complejo nuclear
parabraquial, S5= nucleo sensorial primario del nervio trigémino, Ctx= corteza sensorial, Tal=
talamo y VLM= médula ventrolateral (modificado de Berthoud y Seeley, 2000).

En la figura 5, la primera columna representa al tracto digestivo, en sus
estructuras descendentes. La segunda columna enlista cada uno de los
receptores presentes en cada parte del tracto digestivo, posteriormente se
indican las ramas de los nervios V, VII, IX 'y X y como estos nervios llevan la
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informacion hacia el tallo cerebral, donde el nervio V llega al nucleo del
trigémino y los otros al nucleo del tracto solitario. La informacion a partir del
NTS puede llevarse al nucleo parabraquial o al hipotalamo y areas del sistema
limbico. El nucleo parabraquial es un relevo para enviar la informacion al
talamo y de aqui hacia la corteza cerebral. Existen también eferencias a partir
del NTS que llegan al nucleo motor del vago, médula ventrolateral y médula
intermediolateral. Como vimos anteriormente, la vision y el olfato juegan un
papel importante en la regulacién de la ingesta ya que estos estimulos llegan a
talamo y corteza respectivamente. La presencia de nutrimentos y otros factores
también son importantes en la regulacion de la ingesta llegando a corteza,

hipotalamo y algunas areas del sistema limbico.
a. Nucleo del tracto solitario
Es el relevo principal sensorial involucrado en la regulaciéon de la ingesta, este

nucleo se divide en tres regiones: rostral, intermedia y caudal en relacion con la

posicion del area postrema (Figura 6).
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Figura 6. Division del nucleo del tracto solitario.
La parte rostral del nucleo solitario recibe principalmente fibras aferentes

viscerales especiales (del gusto) que provienen de los nervios facial y

glosofaringeo, y se le denomina nucleo gustativo (Figura 6). Los nucleos
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solitarios caudal y medial reciben la mayor parte de las fibras aferentes
viscerales generales del nervio vago, estos nlcleos contienen neuronas

catecolaminérgicas y peptidérgicas (karimnamazi, 2002).

Este ndcleo presenta una forma ovoide y esta constituido por un numero
diferente de subndcleos, la entrada primaria aferente visceral que proyecta al
NTS esta organizada de dos maneras. La primera involucra proyeccién 6rgano
especifica a un subnucleo individual del NTS y la segunda es dada por una
serie de aferencias superpuestas que proyectan a una region comun del NTS.

Un area del NTS en particular, es Unica porque recibe entradas desde todos los
sistemas viscerales principales excepto aquellos relacionados con Grganos
pélvicos, esta region es el ndcleo comisural y su continuacion rostral es el NTS
medial. Sin embargo, no hay evidencia fisiol6gica para dar soporte a la idea de
que neuronas individuales en la comisura media del NTS recibe entradas
convergentes desde diferentes 6rganos, pero esta bien documentado que las
neuronas en esta region contribuyen a los axones que proyectan hacia areas

del cerebro anterior (Paxinos, 1994).

b. Laingestay zonas cerebrales relacionadas con la distension gastrica

Las aferencias de diferentes partes del ndcleo solitario se proyectan a los
nacleos parabraquiales medial y lateral. Berthoud y Seeley (2000), han
sugerido que ciertas areas del tallo cerebral junto con otras areas del cerebro
anterior podrian considerarse como la unidad central del circuito involucrado en
la ingesta, donde intervienen cuatro areas que estan interconectadas y que

muestran relevancia importante para el control de la ingesta (Figura 7).
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Figura 7. Circuito involucrado en el control de la ingesta propuesto por
Berthoud H.R. Ctx= corteza, LHA= hipotalamo antero lateral, PVN= nlcleo
paraventricular, ARC= nucleo arcuato, NTS= ndcleo del tracto solitario, PBN=
nucleo parabraquial, CeA= nucleo central de la amigdala. (tomado de Berthoud
y Seeley, 2000).

Corteza

Las areas corticales que parecen estar involucradas en el control de la ingesta
son aquellas que contienen alta informacion sensorial polimodal o supramodal,
asi las sefales individuales sensoriales (visual, gusto y tacto) tienen relevos en
el talamo y corteza sensorial, las sefales olfatorias llegan a través del bulbo
olfatorio y corteza piriforme. También, la corteza motora primaria esta
involucrada en los movimientos motores voluntarios necesarios para la
ingestiéon de alimentos. La zona lateral del hipotdlamo provee la entrada no
talamica a la corteza, sugiriendo que la integracion de la informacién requiere
de la modulacién por el hipotalamo para ser procesada en la corteza. En la rata
la corteza prefrontal es la parte rostral de la zona de transicidn iso y alocorteza,
incluyendo al cingulo anterior, corteza insular agranular y a las areas

orbitofrontales (Berthoud y Seeley, 2000)

Amigdala

Los nucleos central y medial de la amigdala son importantes en la regulacion
de la ingesta por sus acciones directas sobre la conducta de ingesta
determinada en estudios de ablacion o estimulacion, y ademas por su conexion

con otras areas cerebrales. Existen 4 categorias de aferencias a la amigdala.
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La primera es el sitio de terminacion de las proyecciones descendentes de la
corteza insular agranular y de otras areas corticales cuyos relevos estan en el
nacleo lateral y basal de la amigdala, y recibe informacién sensorial de la
corteza orbitofrontal. La segunda es que recibe informacién sensorial visceral
desde el nucleo del tracto solitario y del parabraquial del tallo cerebral. La
tercera son las aferencias desde el nucleo paraventricular y el hipotalamo
lateral. Finalmente, hay entradas desde el nucleo accumbens, el cual
posiblemente esta relacionado con el aspecto emocional sobre un estimulo
particular de algun alimento.

Proyecciones del nucleo amigdalino central y medial incluye al paraventricular,
dorsomedial, ventromedial arcuato, predptico, nucleo premamilar, e hipotalamo
lateral; varias partes de la via sensorial olfatoria, el hipocampo, nucleo
accumbens y tdlamo medial, al area tegmental ventral y sustancia negra; asi
como del ndcleo parabraquial y nacleo del tracto solitario, nicleo motor del
vago, medula ventrolateral, médula espinal. Sin embargo, muchas de estas
proyecciones son directas y usan al hipotalamo lateral, ventromedial y
dorsomedial como relevos. El nlcleo basomedial amigdalino proyecta a areas
corticales incluyendo corteza insular, piriforme y limbica. Por lo tanto, la
amigdala es considerada como parte integral del circuito del control de la

ingesta (Figura 7) (Berthoud y Seeley, 2000).

c. El hipotalamo

El hipotdlamo es un éarea cerebral que juega un papel importante en la
regulacion central de la ingesta. Tradicionalmente, el hipotalamo lateral era
considerado el sitio del sistema nervioso inhibitorio de la ingesta y el
hipotalamo ventromedial el sitio que podria estimular la ingesta. Sin embargo,
estudios recientes revelan que la regulacion del apetito y del peso corporal no
es tan sencilla como dos sitios cerebrales con acciones opuestas sobre la
ingesta. Otras areas hipotalamicas como el ndcleo paraventricular y el nucleo
arcuato también juegan un papel critico en la regulacion de la ingesta (Ganong,
1998; Berthoud y Seeley, 2000).

El hipotalamo esta dividido en 3 regiones lateral, medial y periventricular, y en

direccion rostro-caudal se divide en anterior, medio y posterior. Las neuronas
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relacionadas en la regulacion de la ingesta estan organizadas preferentemente
en nucleos dentro de la region medial, la cual puede dividirse en sentido
rostrocaudal en tres regiones diferentes:
1) una regién supradptica rostral, que se encuentra por encima del quiasma
optico,
2) una region tuberal mediay
3) una regién mamilar que continda en direccion caudal con la sustancia

gris periacueductal.

La regidén supradptica contiene a los nucleos paraventricular (PVN) y el nucleo
supradptico (NSO). ElI PVN esta situado dorsalmente y consta anatdmica y
funcionalmente de poblaciones celulares distintas, entre los cuales se halla un
grupo medial de predominio parvocelular y un prominente grupo magnocelular
lateral, identificadas facilmente por su citoarquitectura diferente, por el
contenido de neurotransmisores.

Los componentes magnocelulares de los ndcleos supradptico y paraventricular
proyectan fibras al l6bulo neural de la hip6fisis y envian vasopresina u oxitocina
por diferentes fibras. Una pequefia proyeccion de estos nucleos llega hasta la
zona externa de la eminencia media. Las regiones del PVN que contienen
elementos parvocelulares dan origen a axones descendentes que se proyectan
al tronco del encéfalo hacia el nucleo dorsal del vago y a médula espinal. Cada
una de las células que contienen oxitocina o vasopresina de estos nucleos esta
asociada con una neurofisina distintiva, las cuales forman parte de una
molécula precursora, asi la neurofisina | esta relacionada con la oxitocina y la

neurofisina Il con la vasopresina (Carpenter, 1994).

El nlcleo paraventricular recibe informacién sobre los niveles circulantes de
leptina, insulina, glucocorticoides, y glucosa sanguinea, la informacion sobre la
ingesta y absorcion de macronutrimentos es transportada desde el tracto
gastrointestinal pasando por el tallo cerebral, principalmente por el NTS y luego
de éste, la informacién es dirigida al hipotalamo para la liberacion de hormonas
(Sawchenko y col., 1996). Para responder a esta estimulacién, el PVN esta
organizado para actuar principalmente mediante tres tipos de eferencias:

Hipotalamo-neurohipofisiarias, hipofisiotropicas y neurales (Conn y col., 2000).
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Las fibras hipotalamo-neurohipofisiarias son neuroendocrinas y se originan
desde el cuerpo celular magnocelular y son proyectadas a la pituitaria posterior,
desde la cual son liberadas las hormonas oxitocina y vasopresina.

Las fibras hipofisiotropicas también son neuroendocrinas y se originan desde
células parvocelulares en la regidon periventricular, estas neuronas proyectan a
la zona externa de la eminencia media donde liberan sus contenidos de
factores hipofisiotropicos que son llevados por el sistema portal-hipofisiario
hacia la pituitaria anterior.

Las fibras neurales salen del PVN desde cuerpos celulares de tamafio
intermedio y son proyectadas hacia los cuerpos celulares preganglionares
autonémicos en la parte baja del tallo cerebral y médula espinal (Sawchenko y
col., 1996, Conny Freeman, 2000).

El nucleo arcuato (ARC) es altamente heterogéneo con diferentes patrones de
flujo desde subndcleos individuales, esta localizado en la parte mas ventral del
tercer ventriculo, cerca de la entrada al receso infundibular y se extiende a la
eminencia media, la cual es un é&rea circumventricular, libre de la barrera
hematoencéfalica en la que penetran venas del sistema portal hipotalamico-
pituitaria. Esta area parece tener dos funciones, ahi son liberados los factores
hipotalamicos que regulan la funcién de la pituitaria anterior y es probable que
funcione como una ventana hacia el sistema circulatorio, también se registran
los niveles de insulina, leptina y otras hormonas que influyen en la ingesta. Las
células de este nucleo contienen dopamina, que es liberada al sistema porta-
hipofisiario. En la porcion ventral del ARC existen neuronas que sintetizan una
variedad de neuropéptidos que afectan la ingesta, incluyendo estimulacion del
neuropéptido Y (NPY) y CART (regulacidon de transcritos de cocaina,
anfetaminas), como se mencionara mas adelante. Las neuronas de este nucleo
son inmunocitoquimicamente reactivas para la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH), hormona B-endorfina (B-END). Por lo tanto, las sustancias quimicas
del nucleo arcuato desempefian un papel importante en la regulacion de la
secrecion hormonal de la adenohipdfisis (Conn y Freeman, 2000; Lawrence,
1999).
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El nucleo ventromedial hipotalamico (VMH) también esta implicado en la
ingesta y sus neuronas estan situadas dorsomedialmente y esta regidon esta
reciprocamente conectada al nucleo dorsomedial hipotalamico (DMH), las
neuronas del VMH responden a la tasa de utilizacion de la glucosa, siendo el
centro de la saciedad. EI DMH esta intimamente conectado a numerosos
nacleos del tallo cerebral, incluyendo el NTS, el locus coeruleus, nucleo
parabraquial y la médula ventrolateral. En el hipotdlamo el DMH esta conectado
al PVN y al area del hipotalamo lateral (Carpenter, 1994).

El sistema de salida en el control de la ingesta incluye al sistema motor,
incluyendo vias finales comunes para el control motor orofaringeo y de
locomocion. El sistema nervioso entérico y el autbnomo junto con el eje
endocrino-pituitaria podrian ser considerados, ya que ellos modulan

significativamente la ingesta (Berthoud y Seeley, 2000).
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Diferentes regiones hipotalamicas participantes en el control de la ingesta.

FUNCION

AREAS INTEGRADAS

Regulacion de
la temperatura
Estimulacion
gastrointestinal,
control
neuroendocrino
Control del
hambre
Saciedad
Reflejos de
alimentacion
Control
endocrino,
prolactina
Conducta  del
apetito y sed
Liberacion  de
oxitocina
Liberacion  de
Vasopresina

Hipotalamo anterior

Nucleo dorsomedial
(Bernardis y Bellinger, 1987)

Nucleo peritrigonal

Nucleo ventromedial

Cuerpo mamilar

Ndcleo arcuato

Hipotalamo lateral
(Bernardis y Bellinger, 1996)

Nucleo paraventricular
(Swanson y Sawchenko, 1983)

Nucleo supradptico
(Swanson y Sawchenko, 1983)

Tabla 3. Regiones del hipotalamo implicadas en la regulacion de la ingesta de
alimento (Guyton y col., 1997).
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B. Succién y conducta anticipatoria en crias

Las ratas poco antes del parto, comienzan la construccién del nido. Barnett
(1963) afirma que la construccion del nido es una actividad homeostética ya
que contribuye a mantener constante la temperatura corporal de las crias.
Después del parto, la madre provee un intenso cuidado hacia las crias, les
lame el cuerpo, para mantenerlos limpios y activar sus movimientos, como la
region anogenital para estimularles la miccion y la defecacion, ingieren su orina
y heces fecales, los acarrea al nido si se alejan y los amamanta
frecuentemente (Rosenblatt y Siegel, 1981). Desde 1933 Wiesner y Sheard
sugirieron que el desarrollo de este comportamiento parecia estar sincronizado
con el nacimiento de las crias, puesto que poco tiempo después del parto las
hembras puerperales proporcionaban todo tipo de cuidados maternales a sus
crias. Por lo tanto, la madre construye un nido, alumbra, redne, limpia, y
atiende a sus crias bajo la influencia de los niveles cambiantes de las

hormonas (Fleming y col.,1999).

A pesar de que las crias nacen sin pelo, con los parpados y el conducto
auditivo externo cerrados, pueden detectar el pezén de la madre (Fleming y
col.,, 1999). Porque después de nacer, las crias desarrollan una atraccién
quimica hacia el vientre materno y se adhieren a los pezones como
consecuencia de la experiencia intrauterina con el liquido amni6tico. El
reconocimiento de la madre se da por el olor que ella emana (Fleming y col.,
1999). Esto es debido a que las hembras producen 2 feromonas para la
atraccion de la cria, la primera es producida en el ciego de la madre y sale por
las heces de la misma, la segunda se produce en la piel del abdomen y ésta
estimula a las crias para que succionen el pezén de la madre (Manual de
Practicas, 1980). La estimulacion causada por la lactancia provoca que la
leche sea expulsada directamente dentro de la boca de las crias. Existen dos
tipos de ultrasonidos producidos por las crias: el primero en respuesta al frio,
desencadena la actitud de busqueda por parte de la madre, el segundo en
respuesta a un trato brusco de la madre, causa que ésta deje de provocar el

estimulo que molesta a la cria.
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Asi, las crias mueven y levantan sus cabezas dirigiéndolas hacia el vientre de
ésta; realizando una busqueda rapida del pezén y sujetandolo para realizar la
succidn. El contacto fisico entre madre y crias, particularmente el que se da en
la lactancia, es el que sigue desencadenando el comportamiento materno
(citado por Zubritsky, 1997). La influencia hormonal y la exposicién a las crias,
hacen que la madre involucre respuestas motoras ante ellas, como el
levantarlas, movilizarlas hacia sitios seguros y colocarse sobre ellas (Fleming y
col., 1999); ademas de evitar el hacerles dafio (Peters y col., 1991). La
sensibilidad hacia las crias aun se mantiene alta, semanas después del
destete. La expresion de la conducta materna esta determinada por el balance
entre el sistema neural excitatorio y el inhibitorio, al final de la gestacién y al
parto, la balanza favorece al sistema excitatorio en el cual estan involucrados el
area predptica medial (APOm) el ndcleo de la base de la estria Terminal
(NBET) y sus proyecciones eferentes hacia la corteza motora y hacia areas del
tallo cerebral. El sistema inhibitorio, por otra parte, comprende al sistema
limbico; bulbos olfatorios, amigdala (parte medial y cortical), corteza cingulada,
hipocampo.

El APOm es la mas importante area neural involucrada en el inicio y
mantenimiento de la conducta materna y es considerada como la via comun

final de la expresion de dicha conducta.

En las crias durante la lactancia, la succion es controlada por la distension
gastrica, ya que las crias ingieren tanta leche como sus estdmagos se los
permiten (Hall, 1990). Esta succién por si sola involucra la intervencion de
nervios y musculatura asociada a ella, siendo el més importante el nervio
trigémino en la prension del pezon y succién de la leche en las crias. También
esta involucrado con la integracién de las sefales gustativas y gastricas, el
apetito y la aversion a los sabores, las cuales son afectadas por lesiones del
nucleo del trigémino (Karimnamazi, y col., 2002).

Una de las vias involucrada en la accién de succionar es la del nervio
trigéminoespinal.
El nervio trigémino lleva impulsos exteroceptivos (sensibilidad dolorosa, térmica

y tactil) que son transmitidos desde 1) la cara y la frente, 2) las mucosas de la
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nariz y la boca, 3) los dientes y 4) extensas regiones de la duramadre. Ademas,
se transmiten impulsos en direccion central desde los receptores de

estiramiento de los musculos de la masticacion.

Asi, a la parte caudal del nucleo trigéminoespinal llega la informacion referente
a la succién, ya que esta region posee grandes campos receptores de la frente,
mejillas y la mandibula, la cual podemos decir esté involucrada en la accion de

succionar (Carpenter, 1994).

C. Neurotransmisores liberados por la via neural

Como se mencion6 previamente, también estdn implicadas sefales
hormonales en la regulacion de la ingesta. Los neurotransmisores que realizan
esta funcion se dividen en dos clases quimicas, una consiste en aminas
clasicas y el otro son los neuropéptidos. Estudios recientes han revelado que
un namero grande de neuropéptidos tienen efectos sobre la alimentacion
mediante la interaccién con receptores especificos en el hipotalamo (Conn y
Freeman, 2000).

Dentro de las aminas clasicas estan las neuronas catecolaminérgicas, en las
que estan presentes los neurotransmisores noradrenalina y adrenalina que
estimulan la ingesta mediante receptores presentes en la regiéon medial
hipotalamica, donde el PVN y el VMH son componentes centrales del circuito
noradrenérgico del SNC implicados en la regulacion de la ingesta. El efecto
estimulatorio de la noradrenalina sobre el alimento estd mediada por receptores
o, situados en el PVN y VMH; donde la activacion de a,.adrenoceptores en el
PVN causa la inhibicion de la ingesta. La entrada catecolaminérgica al PVN
deriva del NTS y médula oblonga ventrolateral (VLM) de la region caudal del
tallo cerebral, y las neuronas del NTS y VLM son activadas por la via vagal
aferente y probablemente llevan la informacion sobre la digestion, asi como
también los niveles de glucosa en la circulacion y la insulina al PVN, VMH y
DMH (Conn y Freeman, 2000).
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Otro neurotransmisor es la serotonina que es analogo a las catecolaminas, éste
es activado en nucleos del hipotalamo, y tiene efecto inhibitorio sobre la
ingesta. Las neuronas serotoninérgicas van desde el NTS hacia el hipotdlamo
en la region lateral, en particular al PVN. Ahi, la serotonina actia como un
factor de saciedad, esta accion podria realizarse por sinergismo con un nimero

de neuropéptidos como el CCK.

En el SNC la histamina es sintetizada en un grupo distinto de neuronas
magnocelulares situadas en el nucleo tuberomamilar, este tiene efecto agonista
en receptores H1 o antagonista en receptores H3 en el VMH y PVN mediante

los cuales suprime la ingesta (Conn y Freeman, 2000).

Otro de los neurotransmisores es el acido gamma-aminobutirico (GABA) que
es uno de los mas abundantes en el SNC, varios tipos de receptores a GABA
presentes en el hipotalamo tienen efecto inhibitorio. También se ha visto que al
inyectar GABA en el VMH incrementa la ingesta. Debido a que GABA esta
presente en al menos la mitad de las neuronas hipotalamicas incluyendo las
qgue contienen NPY en el ARC, es dificil conocer cudl es el que interviene en la

regulacion de la ingesta (Conn y Freeman, 2000).

El neuropéptido Y (NPY) tiene el efecto de estimular la ingesta, y la principal
via responsable para inducir la liberacion de éste es la proyeccion ARC-PVN.
Las neuronas ARC responden a la reduccion de la ingesta aumentando su
sintesis de NPY, y también aumenta la liberacion de NPY en el PVN. Este
nucleo (PVN) recibe inervaciébn de neuronas positivas a NPY desde el tallo
cerebral originadas en el locus coeruleus y el NTS, pero este circuito
probablemente sirva para otros mecanismos porgue no se han encontrado
alteraciones en la sintesis de NPY en estas areas en respuesta al hambre
(Conn y Freeman, 2000).

El neuropéptido galanina es importante en la ingesta de grasas, ya que se ha
visto que su administracion produce una fuerte respuesta a ingerir dietas altas
en grasas, lo cual esta mediado por la proyeccion desde el PVN a la eminencia

media. Existen 3 tipos diferentes de receptores a galanina que estan presentes
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en nucleos del hipotalamo relacionados con la ingesta pero es incierto este

mecanismo.

También se encuentran péptidos opioides en los cuales la R-endorfina es
derivada desde la molécula comun proopiomelanocortina (POMC), el cual
interactia con receptores mu, estimulando la ingesta. Asi la expresion de
POMC en el SNC esta restringida al ARC y NTS de los cuales salen
proyecciones al PVN.

Las melanocortinas y péptido relacionado agouti (AGRP) influyen en la ingesta.
La hormona estimulante de melanocitos (a-MSH), la cual en su forma acetilada
inhibe la ingesta. Las melanocortinas derivan del procesamiento post-
translacional de POMC y éstas realizan este efecto de inhibicion mediante las
proyecciones del ARC-PVN, donde el sitio central responsable de la inhibicién
por las melanocortinas son los receptores hipotalamicos MC4. Las neuronas
hipotalamicas del ARC también producen un antagonismo endégeno en el
receptor MC4 que lo realiza el AGRP bloqueando la accion estimulatoria de las
melanocortinas en receptores MC3 y MC4 y provocando un incremento de la
ingesta. En suma, el AGRP provoca un incremento en la ingesta y por

consiguiente conduce a la obesidad (Conn y Freeman, 2000).

Otros péptidos que se involucran en la ingesta son las orexinas que estan
marcadamente elevadas durante el hambre, la hormona melanocortina (MCH)
que se encuentra muy elevada en los periodos de hambre y el transcrito
regulador de anfetaminas y cocaina (CART) que se descubrié recientemente
como un factor de la saciedad, y probablemente tenga un papel importante en
la limitacién de la duracion de la ingesta (Conn y Freeman, 2000).

En la siguiente tabla se muestra un resumen sobre la regulacién de la ingesta

por los neurotransmisores.
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NEUROTRANSMISORES INGESTA
Catecolaminas Aumenta
Serotonina Inhibe

Histamina Inhibe
GABA Aumenta
Neuropéptido Y Aumenta
Galanina Aumenta
POMC Aumenta

Melanocortinas Inhibe
AGRP Aumenta
Orexinas Aumenta
MCH Aumenta

CART Inhibe

Tabla 4. Control de la ingesta mediante diferentes neurotransmisores. Tomado

de Conn y Freeman, 2000.

D. C-fos como marcador de activacion neuronal en el SNC

La razén de incluir esta seccidn es que la deteccion inmunohistoquimica de la
proteina Fos como indicador de activacion neuronal es la principal herramienta
usada en este estudio.

La expresion de c-fos y otras proteinas es un signo frecuente de activacion
celular y su deteccion por inmunocitoquimica o la medida de sus mRNAs, se
utiliza para determinar qué células en el sistema nervioso son activadas por un
estimulo en particular (Ganong, 1998). Existen dos caracteristicas de la
expresion de c-fos que hacen a este gen de accién temprana una excelente

herramienta de mapeo:

1. Los bajos niveles de transcripcién de c-fos bajo condiciones basales y
2. Su inductibilidad ante un amplio rango de estimulacion transinaptica/

transcripcional.

En condiciones basales, el RNA mensajero (MRNA) de c-fos y la proteina Fos
se encuentran en niveles muy bajos (Hughes y col.,1992). En varias regiones
cerebrales el mMRNA es inducido en un par de minutos después del estimulo y

el pico se encuentra entre 30 y 60 minutos. EI nivel méximo de la proteina Fos
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ocurre entre una y tres horas y desaparece gradualmente del nucleo celular
entre 3 y 4 horas después del tratamiento (Chan y col., 1993; Cullinan y col.,
1995; Kovacs y Sawchenko, 1996).

El patron de expresion de Fos es especifico para el tipo de estimulo aplicado,
por lo que se han hecho investigaciones sobre tareas motoras o hipertermia en
ratas, que después del estimulo hay una gran cantidad de neuronas
inmunorreactivas a Fos en regiones cerebrales implicadas con esos estimulos
Yy No en otras areas. Lo anterior pone de manifiesto que las regiones donde la
actividad neuronal es detectada, por la expresion de la proteina Fos, dependen
del tipo de estimulo aplicado. Por lo tanto, la deteccién de las proteinas
producidas por genes tempranos como c-fos, refleja las regiones neuronales
involucradas en el procesamiento neuronal de un estimulo determinado
(Kovacs, 1998).

Existe un nimero de factores que inducen la expresiéon de c-fos:
1. Factores neurotréficos
2. Neurotransmisores, Neuropéptidos
3. Despolarizacion
4. Incremento del flujo de calcio y elevacion del calcio intracelular e

intranuclear.

El gen c-fos y otros genes incluyendo c-jun, junF y zif/268 (erg-1), son fuerte y
rapidamente inducidos en respuesta a una variedad de estimulos neurales. Por
esta caracteristica se les conoce como genes de respuesta temprana (IEGs,
por sus siglas en inglés) y se usaron ampliamente como marcadores en
neuroanatomia funcional. Por ejemplo, bajo condiciones sin estimulacién c-fos
MRNA y proteina Fos casi no son detectadas en algunas células tipo. Sin
embargo, estimulos neurales que inducen AMPc, Ca2+, proteina C cinasa,
Ras/AMP cinasa, producen una rapida y poderosa induccion de la expresion

del gen c-fos (Kovacs, 1998).

La falta de expresion y niveles altos de induccién contribuyen a una alta

sensibilidad de la inmunohistoquimica para la deteccibn de Fos y mas
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recientemente la hibridacion in situ para sus mRNA por lo que éstas son
herramientas de gran utilidad para mapear células y circuitos activados por los
neurotransmisores, drogas, factores de crecimiento, citoquinas y por dafos
celulares. El mayor problema con el uso de IEGs para mapear la activacion
celular son la falta de respuesta de éstos a neurotransmisores inhibidores, la
observacidon de que no todas las células tipo expresan c-fos y que dan
sensibilidad a la técnica (Zigmond y col., 1999).

En suma, la deteccion inmunohistoquimica del producto del oncogen c-fos, se
ha utilizado ampliamente como un marcador de actividad neuronal que ocurre
en respuesta a una gran variedad de estimulos homeostaticos o sensoriales,

por todas las caracteristica mencionadas anteriormente (Kovacs, 1998).

E. Regulacion neonatal de laingesta en ratas

En la rata recién nacida, la ingesta es estimulada por la deshidratacion e
inhibida por la distensién gastrica. En ratas adultas, la expresion de Fos en el
tallo cerebral en respuesta a la ingesta de comida o a la distension gastrica se
ha utilizado como un indicador de activacion neuronal y se ha encontrado que
principalmente se activan neuronas en el NTS y que el nivel de expresion es
afectado por la cantidad de comida ingerida o grado de distension (Fraser y
Davison, 1993; Fraser y col.,1995; Rinaman y col.,1998; Willing y Berthoud,
1997).

En ratas alimentadas con comida soélida y en cantidad diferente, asi como
alimentadas con dieta liquida en distintas concentraciones muestran una
activacion hasta en un 40% de la expresion de Fos en neuronas
catecolaminérgicas en el NTS. Con ésto, los autores concluyen que un
incremento en la cantidad de comida ingerida induciendo distension gastrica
provoca un aumento de la estimulacién vagal aferente y ello incrementa la
expresion de Fos en neuronas del NTS, por lo que esta activacién seria
proporcional al grado de distension gastrica (Fraser y Davison, 1993; Fraser y
col.,1995; Rinaman y col.,1998). Estudios de otro laboratorio han reportado un
aumento en la expresion de Fos en el NTS en proporcion a la distension
géastrica inducida por una pequefia pelota inflable, lo cual eliminaria sefales

quimicas ocasionadas por el alimento (Willing y Berthoud, 1997). Estos autores
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encontraron que neuronas catecolaminérgicas del NTS son activadas por la
distension gastrica s6lo cuando aplicaron distensiones repetidas y del gran
magnitud (Willing y Berthoud, 1997). Neuronas de la formacion reticular
también se activan por la ingesta y el nivel de expresibn aumenta por la

estimulacion del circuito oromotor (DiNardo y Travers, 1997).

Si bien la expresion de Fos en respuesta a la ingesta ha sido analizada en
animales adultos, poco se sabe acerca de la activacion de neuronas del tallo
cerebral durante la succion y la ingesta de leche en neonatos.

Reportes recientes han mostrado que la expresion de Fos en el NTS en ratas
recién nacidas es similar a la reportada en el adulto después de la ingesta de
comida (Hironaka y col., 2000). Esta expresion es mas alta en ratas en los dias
1 a 7 postparto en comparacion con las de 14 dias de edad. La induccion de
Fos por la distension gastrica también se manifiesta en la formacién reticular
medular. Esto es distinto de lo que se ha reportado en el adulto (Rinaman y
col, 1998), en el cual esta area esta aparentemente relacionada con el gusto
(DiNardo y Travers, 1997). Se sabe que ambas regiones cerebrales, el NTS y
la region caudal ventrolateral de la médula oblonga, envian proyecciones al
hipotalamo, en especial al nucleo paraventricular (Cunningham y Sawchenko,
1991).

Asi, otro aspecto relacionado con la regulaciéon de la distension gastrica incluye
a las hormonas neuroendocrinas hipotalamicas, principalmente la oxitocina.
Algunos reportes acerca de ésto, sefialan a la oxitocina como una hormona de
la saciedad. En ratas adultas, se ha mostrado que la oxitocina reduce la ingesta
de fluidos y alimento (Arletti y Benelli, 1990; Olson y col., 1991), y las neuronas
OT se activan por la distensién gastrica y la administracion del péptido
colecistoquinina (CCK-8) (Rinaman, 1995). En ratas de 10 dias de edad, la
distension géstrica dada por la leche de la madre o por solucion salina, induce
la liberacion de OT, sugiriendo con ello que el eje vagal-hipotalamico madura

entre los dias 2 a 10 de edad (Nelson y col., 1998).

37



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La via aferente del tracto digestivo al SNC se conoce y algunos de sus relevos
son el NTS, el nacleo parabraquial y algunas areas hipotalamicas.

La mayoria de los estudios sobre ingesta se han realizado en adultos. Existe
poca informacion acerca de los mecanismos cerebrales de regulacion de la
ingesta, principalmente en animales recién nacidos. Se desconoce también
cuales poblaciones neuronales estan respondiendo a estimulos gastricos y cual

es su maduracion durante el desarrollo.
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Ill. HIPOTESIS

La distension gastrica y las sefiales quimicas generadas por la ingesta forzada
de leche estimulan la via vagal aferente del tracto digestivo activando neuronas
del nucleo del tracto solitario del tallo cerebral en las ratas neonatas. Existe una
activacion diferencial de las neuronas de estas areas en respuesta a la

distensién o a la sola accién de succionar.
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V. OBJETIVOS

A - OBJETIVO GENERAL

Investigar areas de la regidén caudal del tallo cerebral activadas por la ingesta

de leche en neonatos de 9 y 18 dias.

B - OBJETIVOS PARTICULARES

1. Investigar los patrones de la expresion del gen de respuesta inmediata
c-fos en las areas del tallo cerebral inducidos por la distension gastrica.

Principalmente, determinar la activacién neuronal en el NTS caudal.

2. Iniciar la caracterizacion del fenotipo de neuronas activadas en NTS
mediante el uso de métodos de doble marcaje, analizando la

participacion de las neuronas adrenérgicas.

Ademas del NTS, se analizaron tras areas del tallo cerebral, como el nucleo
caudal del trigémino. También, para la determinacion del fenotipo neuronal de
las células que responden a la ingesta en el tallo cerebral se hizo el conteo del
NTS y de la region ventrolateral de la médula oblonga ya que estas regiones
albergan a dos importantes poblaciones adrenérgicas denominadas A2 y A1,
respectivamente.

Ademas, se realizd una exploraciéon visual de las areas del hipotalamo que se
activan por los distintos tratamientos y se incluyen una tabla al final de la

seccion de Resultados.
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VI. MATERIAL Y METODOS

A. Animales

Para el presente estudio se utilizaron 4 crias de ratas Wistar lactantes de sexo
indistinto, de 9 y 18 dias de edad para cada grupo experimental formado, nacidas en el
bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla. Desde el dia 1
posparto, cada madre fue mantenida con una camada de 8 a 10 crias, bajo condiciones
de 12 h de luz por 12 h de oscuridad con temperatura controlada a 23 + 2°C, humedad
del 40 — 50%, y con agua y comida ad libitum. Se usaron crias de etapa predestete ya
que estas edades se ubican antes y después del inicio de la ingesta de alimento sdlido,
y el destete se da a los 21 a 23 dias post parto. El protocolo experimental fue aprobado
por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, y los animales
fueron manejados de acuerdo con los lineamientos de las normas internacionales para

el manejo y uso de animales de laboratorio de la National Academy of Sciences 2003.

B. Grupos experimentales

En los experimentos se utilizaron 4 ratas de 9 y 18 dias de edad y sexo indiferente, para
cada grupo formado. La privacion de alimento se hizo por medio de la separacién de la

madre. Se compararon 4 grupos experimentales diferentes para cada edad (Figura 9):

a) Grupo control (Succién normal):
Se integraron camadas de 8 a 10 crias al dia siguiente del parto y permanecieron con la

madre sin perturbaciones hasta el dia del experimento.

b) Grupo con separaciéon de 6h:

Se separaron las crias 6h de la madre, fueron colocadas en cajas separadas y
controlando la temperatura, esto era realizado por la mafana (7:00 h), 6h antes del
experimento. Este grupo fue un segundo control para obtener un nivel bajo en la

expresion de Fos y para inducir una ingesta alta en las crias.
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c) Grupo con separacion de 6h y una succién de 5 minutos:

Las crias fueron separadas por 6 h y después se regresaban con la madre para obtener
una succion de 5 minutos, al cabo de los cuales eran separadas otra vez. Noventa
minutos después eran sacrificadas. Este grupo se realizé con la finalidad de investigar
posibles diferencias entre la accion de succionar y la distensién estomacal. En este

corto tiempo de succién no se llega a una obtencion de leche.

d) Grupo con separacion de 6h y una succion de 90 minutos:
Las crias fueron separadas 6h de la madre y colocadas en otra caja controlando la
temperatura, después se regresaron con la madre para una succion de 90 minutos y asi

provocar una distensién gastrica con la ingesta de leche.

En todos los grupos experimentales se diseco el estomago y se peso. El estbmago se
extrajo realizando un corte al final del eséfago y cercano al cardias, posteriormente se

hizo un corte entre el piloro y duodeno.

[ SUCCION CONTINUA ]

[ SEPARACION ]

[ SEPARACION -

0 oh , 90,—) PERFUSION
5

Figura 8. Esquema de los grupos experimentales formados a los diferentes tiempos.
Nota: Todas las crias se sacrificaron a los 90 minutos.
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C. Diagrama de flujo de la formacion de los grupos experimentales

Camada de 8 — 10 crias, junto con la madre

Aontmles v \

Succiéon normal Separadas 6h de la Separacion de 6h, seguido de
con la madre madre succion por diferentes tiempos:
Grupo 2
Succion de 5 Succion de 90
Grupo 1 : :
minutos minutos
Grupo 3 Grupo 4

D. Medicion cuantitativa estomacal

A los cuatro grupos de cada edad se les determiné el peso del estbmago, mediante su
diseccién en las crias de cada grupo y se registro el peso del mismo, asi como también

la edad, sexo y peso corporal de las crias.

E. Procesamiento de tejidos e histologia

Las crias fueron anestesiadas con hidrato de cloral (35mg/Kg ip), inmediatamente
después fueron perfundidas por medio de una canula intracardiaca con soluciéon salina
seguida de 100 ml de una solucién de paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos de
sodio 0.1M con acido picrico al 0.2%.

Los cerebros fueron postfijados durante 24h y crioprotegidos en solucion de sacarosa al
10% en buffer de fosfatos durante 24h a 4°C. El tallo cerebral y la region hipotalamica
fueron obtenidos y cortados en rebanadas coronales de 50 micras de espesor, estos
cortes se hicieron en base al atlas de Swanson (Swanson y col., 1992). Los tejidos
fueron preservados en solucion crioprotectora fria y almacenados a —20°C hasta el

procesamiento histoquimico.
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F. Inmunohistoquimica

La deteccidon inmunohistoquimica de la proteina Fos se realizé usando un antisuero
policlonal (Santa Cruz, California, EUA) purificado por afinidad, inducido en conejo
contra un péptido sintético correspondiente a los residuos 4-17 de la porcién N-terminal
de la proteina Fos humana, el cual no muestra actividad cruzada con cualquier antigeno
identificado que esté relacionado con dicha proteina (Sawchenko y col., 1996).

El revelado de la proteina Fos se realizd usando una técnica convencional de
peroxidasa asociada con avidina-biotina, ya que da una mayor sensibilidad en términos
de la cantidad de marca enlazada al sitio antigénico.

G. Doble inmunohistoquimica

El doble marcaje para Fos y tirosina hidroxilasa (TH) o para otro péptido se realizod
localizando primero la inmunorreactividad a Fos usando un protocolo estandar con
niquel (coloracidén negra). A continuacién se hizo la incubacién en antisuero para TH
generado en conejo, en dilucion 1:5000 (Pel-freez biologicals) y la identificacion de la

inmunorreactividad de TH se realizo sin la intensificacion con niquel (color café).

H. Tincion de Nissl

Una de las series de tejido colectadas se proceso con la tincidn de Nissl para referencia

anatémica.
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. Analisis

Se determinaron los niveles relativos de expresion de Fos con el uso de un microscopio
y se tomaron fotografias de secciones representativas de las areas cerebrales que
muestran activacion, con ayuda del atlas de Swanson (1992) para la localizacion
precisa de nuestras areas de interés. Se realizdé un conteo de células en el sistema
digital con el que se dispone en la Unidad de imagenes de esta dependencia

universitaria.

J. Andlisis Estadistico

Para analizar las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales, los datos
fueron procesados con el programa Prisma. Las comparaciones se realizaron con una
ANOVA de 1 via, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey, donde se
compara un grupo experimental con otro (grupo 1 vs grupo 2, grupo 3 vs grupo 4). El

nivel de significacion minimo fue del p<0.05.
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K. Ruta critica del procesamiento

Anestesiar con
hidrato de cloral
35 mg/Kg

7

Perfusi

\ 4

s
= >

9y 18 dias

on

\

Paraformaldehido
4% + Buffer boratos
0.1 M

Crioproteccién con
sacarosa 10%

por 24 h.

Posfijacion

/

Corte y coleccion
50 micras

Inmunohistoquimica:

Lavar cortes en

Almacenamiento a
-20 °C

Colocar en sol. ac. de

Paraformaldehido 4%
+ Buffer de Fosfatos
de Sodio 0.1 M +
acido picrico

Inmunohistoquimica

Enjuagar en KPBS

KPBS2X10min | — H20, 0.3% X 10 min - 2 X 10 min
v
/J_L\ Enjuagar en KPBS Colocar en sol. de
Poner tejido en | +— hasta desaparecer las < Borohidrato de Sodio
Ac primario por burijaS 1% de 6 a 8 min
48 h. 1:5000 : /J—E\
Enjuagar con —_
KPBS 2 X 10 min
Poner en anticuerpo
Colocar en <« | Enjuagaren <« | secundario biotinilado
ABC e incub. KPBS 2 X 10 min e incub. 60 min a
1h. 25°C
’
Enjuagar en KPBS, Enjuagar en KPBS, .
luego en buffer de —— | luego en buffer de — Reaccion
acetatos 2 X 10 min acetatos 2 X 10 min

45

e




Doble inmunohistoquimica

Fos: Tirosina-Hidroxilasa:
Colocar en diaminobenzidina 0.05% +
Glucosa oxidasa 0.0015% + D-Glucosa 0.1 M Igual que para Fos,
+ Cloruro de amonio 7.5 mM + Niquel 5% en solo sin Niquel.
buffer de acetatos.

Color purpura/café

Montar tejido y
secar

A 4

<4—

T |

v

Color café

Detener reaccién

Deshidrataciéon a concentraciones

crecientes de alcohol y eliminar grasa

— Analisis
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VII. RESULTADOS

A. Principales éareas del tallo cerebral activadas en respuesta a la distension

gastrica

La inmunohistoquimica para Fos de las secciones coronales del tallo cerebral de las
crias de 9 dias mostré una sefial positiva distinguible del fondo. En las figuras 9y 11
se presenta un esquema que muestra la localizacion de la regién rostral del NTS y la
region caudal respectivamente. La figura 10 muestra la region rostral del NTS en
tallo cerebral de los distintos grupos experimentales de las crias de 9 dias. En
general, la inmunorreactividad a Fos fue escasa en las crias del grupo control, y
menor aun en las crias que permanecieron separadas de su madre por 6h. En
contraste, en ratas separadas y reunidas para una succion de 90 minutos, se
observé un aumento de la expresién de Fos en la parte correspondiente a la region
rostral (gustatoria) del nucleo del tracto solitario (NTS). Las ratas de 18 dias de edad
no mostraron Fos en este nivel del NTS.

En la figura 12, se puede ver la parte caudal del tallo cerebral, correspondiente al
area caudal del NTS de los distintos grupos experimentales de las crias de 9 dias, la
expresion de Fos fue escasa en ratas control, y menor en las crias separadas de sus
madres por 6h. En contraste, en ratas separadas y reunidas para una succion de 90
minutos, se observé un intenso aumento de la expresion de Fos en la regién caudal
del NTS. Mientras que a las crias que soélo se les permiti6 succionar durante 5
minutos, mostraron una activacion menor en la regién caudal del NTS y de mayor

intensidad en la region caudal del nucleo espinal del trigémino (SPVI).
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Figura 9. Esquema de un corte de la region rostral del tallo cerebral y la localizacion
del NTS (color azul). En el recuadro superior izquierdo se muestra el sitio del corte.
AP=17.99, a nivel 61. Tomado del atlas de Swanson (1992).
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Figura 10. Expresion de Fos en la region rostral (gustatoria) inducida por la
distensién gastrica, en crias de 9 dias.

Micrografias de tallo cerebral (-12mm caudal a Bregma) en ratas Control (A),
Separadas por 6h (B) y reunidas con su madre para una succion de 5 min (C), 6 90
min (D). Amplificacion: 100X.

Abrev. rNTS: parte rostral del nacleo del tracto solitario; ts: tracto solitario.
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Figura 11. Corte del tallo cerebral en la regién caudal que presenta la localizacion
del NTS (color azul). En el recuadro superior izquierdo se muestra el sitio del corte.
AP=19.43, a nivel 69. Tomado del atlas de Swanson (1992).
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Figura 12. Expresion de Fos en la parte caudal del NTS inducida por la
distensién gastrica, en crias de 9 dias.

Micrografias de tallo cerebral (-16mm caudal a Bregma) en ratas Control (A),
Separadas por 6h (B) y reunidas con su madre para una succion de 5 min (C), 6 90
min (D). Amplificacion: 100X.

Abrev. AP: area postrema; cc: canal central; DMX: nucleo dorsal motor del vago;
LRN: ndcleo lateral reticular; NTS: nacleo del tracto solitario; SNV: nucleo espinal del
trigémino.

Con respecto a las crias de 18 dias, en el area caudal del NTS, la expresion de c-fos
fue escasa en ratas control, asi como en las crias separadas 6h de la madre. En las
crias que se separaron y reunieron para succionar 90 minutos se observé una
intensa activacion de la expresion de Fos en la region caudal del NTS, asi como en
el nucleo espinal del trigémino (SPVI). Finalmente en las crias que solo succionaron

5 minutos, presentaron activacion baja en NTS y mayor en el trigémino (Figura 13).
51



Figura 13. Expresién de Fos en la parte caudal del NTS en tallo cerebral de
crias de 18 dias.

Micrografias de tallo cerebral en ratas control (A), separadas por 6h (B) y reunidas
con su madre para una succion de 5 min (C), 6 90 min (D). Amplificacion: 100X.
Abrev. AP: area postrema; cc: canal central; NTS: nucleo del tracto solitario; LRN:
nucleo lateral reticular; SNV: nacleo espinal del trigémino.
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B. Determinacién cuantitativa de la expresién de fos en la regién caudal del
nucleo del tracto solitario en crias de 9y 18 dias

Se realiz6 el conteo de los nucleos positivos a Fos en todas las rebanadas de tejido
de una de las series colectadas, para cuantificar si habia una diferencia significativa
entre los grupos experimentales de cada edad. La figura 14 nos indica que el
periodo de separacion de la madre, antes de la succién, es importante tanto para el
nivel basal de Fos, como para la induccion del mismo. Asimismo, encontramos
diferencias significativas entre los grupos experimentales de las crias de 9 dias. El

analisis estadistico empleado fue el ANOVA de 1 via.

NTS CAUDAL
9 DIAS DE EDAD
L 1 Succion normal
gt [ Sep 4h
N Sep 4h - S 5min
é B Sep 4h - S 90min
-E 500 4
g
2
0 |
p=<0,001
NTS CAUDAL
9 DIAS DE EDAD
*Ekk
1 Succion normal
o [ Sep 6h
T Sep 6h - S 5min
S I Sep 6h - S 90min
-
-3 5004
g
=
0

Figura 14. Numero de células inmunorreactivas a Fos en la region caudal del NTS,
en respuesta a la ingesta de leche en crias de 9 dias. Las graficas muestran los
promedios y el E.E. de cada grupo, n= 4. No existen diferencias significativas entre
los grupos cuando se separa 4h de la madre, debido a que no hay induccién de fos.

53



En la figura 15 se muestra el nimero de células Fos-ir que respondieron a la ingesta
de leche, donde podemos observar que en las crias de 18 dias en la region caudal
del NTS hay diferencia significativa entre el grupo que succiond 90 min y los demas
grupos que sirvieron como controles. El analisis estadistico empleado fue el ANOVA

de 1 via.

REGION CAUDAL DEL NTS

1000
[ ] Succion normal
L.
o8 [0 Sep 6h
O
L Sep 6h - S 5min
o I Sep 6h - S 90min
S 500-
D
11
(o}
=
0

Figura 15. Numero de células inmunorreactivas a Fos en la region caudal del NTS,
en respuesta a la ingesta de leche en crias de 18 dias. La grafica muestra los
promedios y el E.E de cada grupo, n=4. No existen diferencias significativas.

C. Peso promedio de las crias y de los estémagos de cada grupo experimental

Las siguientes graficas muestran los pesos de las crias de 9 y 18 dias, en ambas
puede verse que el peso incrementa en las crias que succionaron 90 minutos, al
igual que los pesos de los estdbmagos (figuras 16 y 17). Se registro el sexo de las
crias para investigar si existia una diferencia en la respuesta y se observo que no
habia diferencias significativas en la expresién de Fos inducido por la ingesta de

leche.
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CRIAS DE 9 DIAS

== Succion normal
== Sep 6h
P 2. == Sep 6h - S 5min
g mm Sep 6h - S 90min
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04
CRIAS DE 18 DIAS
1 == Succion normal
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= [ Sep 6h - S 5min
o I Sep 6h - S90min
& 20
&
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04

Figura 16. Peso corporal promedio de las crias de 9 y 18 dias de edad. La grafica
muestra los promedios y el E.E de cada grupo, n=4. No hubo diferencias
significativas entre los grupos.
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Los pesos de los estdbmagos de las crias de 9 y 18 dias de edad se presentan en la

siguiente figura, donde se ve como aumenta el peso en las crias que succionaron 90

minutos.

1.84

1.0

PESCO [gn)

0.5+

CRIiAS DE 9 DIAS

%* ok k

0o

PESO {gr)

0.5

CRIAS DE 18 DiAS

0.0

Figura 17. Peso promedio del estbmago de las crias de 9 y 18 dias de edad.

gréfica muestra también el E.E, n=4.
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D. Identificacién del fenotipo de las neuronas del NTS activadas por la

distension gastrica

Como se menciono en la seccion de los Antecedentes, en la region caudal del NTS
existen varias poblaciones neuronales con fenotipo diferente. Por una parte, estan
las catecolaminérgicas, que se sabe que expresan norepinefrina y que se localizan
principalmente en la parte medial y comisural del NTS caudal. Por otro lado, las
neuronas peptidérgicas que se sabe que sintetizan somatostatina, péptido similar al
glucagon (GLP-1), inhibina-p y encefalina (Sawchenko y col., 1995) se localizan en
la parte lateral del NTS. Otra poblacion de neuronas peptidérgicas localizadas
principalmente en la parte medial y comisural del NTS caudal expresan
proopiomelanocortina (POMC), que recientemente se ha reportado como un posible
mediador y regulador de las sefales aferentes y eferentes de la ingesta (Zheng y
col., 2005). Como un primer intento de caracterizar el fenotipo de las neuronas que
mostraron activacion por la distension gastrica, se realiz6 una doble
inmnohistoquimica para Fos y tirosina hidroxilasa (TH) (Figura 18). Esta enzima
participa en la sintesis de las catecolaminas y se usa como un marcador comun para
la identificacion de neuronas catecolaminérgicas.

En la Figura 18 puede observarse la escasa activacion de las neuronas TH-ir en el
NTS de crias de 9 dias. Esto sugiere que la principal poblacién neuronal que se
activa por la distension gastrica en las ratas de esta edad no son de naturaleza
catecolaminérgica. Asimismo, en las crias de 18 dias la activacion de neuronas TH-ir
fue escasa en respuesta a la distension gastrica.

Aparte de estas neuronas, existen otras dos poblaciones principales formadas por
neuronas peptidérgicas. Una de ellas expresa somatostatina, péptido similar al
glucagon (GLP-1), inhibina-p y encefalina y otra POMC y sus péptidos derivados, y
existe la posibilidad de que éstas Ultimas sean las que se activan por este estimulo.

Un analisis mas detallado de este aspecto sera objeto de otro estudio.
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Figura 18. Doble inmunohistoquimica para Fos y tirosina hidroxilasa (TH).

Esta micrografia muestra una doble tincion para Fos y TH (arriba). Amplificacién:
100X. En la parte de abajo se muestra una mayor amplificacion (200X). Las flechas
vacias sefialan neuronas TH-ir, flechas negras indican inmunorreactividad a Fos y
flechas rojas sefalan la localizacion de ambas proteinas.
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E. Porcentaje de neuronas inmunorreactivas a Fos y TH.

Se hizo también la determinacién cuantitativa del porcentaje de células positivas a
tirosina hidroxilasa que son activas (Fos+), para determinar la proporcion de
neuronas catecolaminérgicas que son activadas en respuesta a la distension
gastrica por la ingesta de leche forzada. La figura 19 muestra los porcentajes
obtenidos de neuronas que presentaron el doble marcaje en crias de 9 dias y en la
figura 20 los porcentajes de las crias de 18 dias.

REGION CAUDAL DEL NTS

E 1 Succion normal
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REGI_ON VENTROLATERAL
MEDULA OBLONGA
6-
[ Succion normal
57 [ Sep 6h
4 Sep 6h - S 5min

[ Sep 6h - S 90min

PORCENTAJE DE NEURONAS TH
CON FOS-ir

Figura 19. Porcentaje de neuronas inmunorreactivas a Fos y Tirosina Hidroxilasa
(TH) en la region caudal del NTS y médula oblonga ventrolateral de crias de 9 dias
de edad. N= 4. No hubo diferencias significativas entre los grupos. Nota: en la
grafica de arriba el porcentaje de neuronas con doble marcaje es de cero.
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Figura 20. Porcentajes de neuronas inmunorreactivas a Fos y Tirosina Hidroxilasa
(TH) en la regidn caudal del NTS y médula oblonga ventrolateral de crias de 18 dias.
N= 4. No hubo diferencias significativas entre los grupos.
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F. Principales areas del hipotalamo activadas en respuesta a la distension
gastrica

Con respecto a la induccion de la expresion de fos en el hipotdlamo por la ingesta de
leche, no se ha observado una clara activacion en los diferentes nicleos analizados
(nucleo supraoptico, paraventricular y arcuato). Los resultados de las crias de 9
dias estan resumidos en la Tabla 5. Los hipotalamos de las crias de 18 dias no

presentaron activacion en los distintos nucleos.

NPV ARH SO
CONTROL - + +++
SEPARADAS POR 6H - - ++
SUCCION 5 + ++ +
SUCCION 90’ - ++ ++

Tabla 5. Expresion de Fos en areas hipotaldmicas inducida por la ingesta de leche.
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VIIl. DISCUSION

La deteccion del producto proteinico del gen c-Fos ha sido usada ampliamente
como herramienta de mapeo para identificar células y circuitos que son
activados en respuesta a varios estimulos. En las neuronas, este gen es
expresado alrededor de 30 minutos después del estimulo, teniendo un pico
maximo entre 1y 3 horas, por lo que ha sido muy util en estudios del campo del
estrés (Kovacs, 1998). También, en estudios sobre la regulacion de la ingesta
por el SNC se ha empleado ampliamente (Berthoud ,2004; Chan y col.,1993;
Cullinan y col., 1995; DiNardo y col., 1997; Fraser y Davison,1993; Hironaka y
col., 2000; Hughes y col.,1992; Willing y Berthoud 1997; Rinaman y col., 1998)
ya sea para determinar el grado de respuesta a la distensién estomacal, a la

aplicacién de CCK, o a la ingesta de alimento.

En la presente tesis se investigo la expresién de Fos en areas del tallo cerebral
caudal, principalmente en el nucleo del tracto solitario, provocada por la ingesta
de leche a mediados y finales de la lactancia. La estrategia experimental
usada para inducir deshidratacién y hambre en las crias fue la separacién
materna. Empleamos inicialmente 4 horas de separacion, pero no fueron
suficientes para tener un nivel basal de Fos que nos permitiera detectar
cambios por los tratamientos. La separacion por 6h de la madre y sus crias fue
el tiempo minimo adecuado que nos permitié tener un nivel basal bajo y una
clara induccion de Fos por la ingesta de leche durante 90 min.

Este protocolo experimental nos parecié mas adecuado para el objetivo de este
trabajo, ya que en un estudio de otro laboratorio donde se investigaron areas
del tallo cerebral que responden a la ingesta, utilizaron la separacion diaria de
la madre (tratamiento crénico) y sus crias durante 12 horas, y un periodo de
succion de 3 horas (Hironaka y col., 2000). A pesar de las diferencias de
tratamientos, estos autores encuentran que la succion subsecuente a un
periodo de separacion, induce la expresion de Fos en el NTS y en algunas
areas de la formacién reticular, de manera similar a lo que ocurre en ratas
adultas (Hironaka y col., 2000). Sin embargo, ellos observaron activacion en
algunas éareas, como el area postrema, que no se observd en nuestros

animales.
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Un aspecto interesante que encontraron Hironaka y col. (2000), fue la
disminucién de la respuesta dependiendo de la edad de los animales. Nuestros
resultados mostraron una tendencia a disminuir la expresion de Fos
dependiendo de la edad (este aspecto se discute mas adelante). De esta
manera, nuestro disefio experimental nos permitid determinar que esto es un
efecto de la edad y no del condicionamiento y de la atenuacion de la respuesta
que se da cuando un animal se expone repetidamente a un estimulo (Li y col.,
1996).

Otro de los factores importantes es la separacion maternal, la cual esta
caracterizada como un estrés en la vida temprana de la rata, indicando que
esta interferencia produce cambios en el desarrollo del SNC incluyendo a los
sistemas involucrados en la regulaciéon de la respuesta al estrés (Ladd y col.,
2000), los estimulos tactiles, olfatorios y auditivos que la madre provee a sus
crias durante las primeras dos semanas de vida (Caldji C y col.; 1998).
Separaciones de corto tiempo provocan una disminucién en la respuesta al
estrés (Kalinichev y col., 2001) y estas separaciones entre madre y cria estan
asociadas con desordenes neuroendocrinos y conductuales (Kuhn vy
Schanberg, 1998). Sin embargo, éstos son efectos a largo plazo y el efecto de
la separacion que se usd en nuestro experimento fue agudo y previo al
sacrificio.

Este estudio sugiere que el estrés provocado por la separacion materna no
afecto significativamente nuestros resultados ya que no hubo expresion de Fos
en las crias separadas 6 horas de la madre tanto en las crias de 9 dias como
en las de 18 dias. Por esto, podemos suponer que la expresion de Fos en el
NTS es provocada principalmente por la ingesta de leche, ya que no se
observo en animales que succionaron sélo 5 minutos y que no tuvieron ingesta,
aunque no se analizd la expresion de fos en los nucleos amigdalinos

relacionados con el circuito del estrés.

Las principales areas neuronales del tallo cerebral en las que detectamos una
diferencia significativa entre los animales que succionaron 90 minutos y el
grupo control, fueron la regién rostral y la caudal del NTS de las crias de
ambas edades. Se sabe que la region rostral del nucleo del tracto solitario

recibe la inervacién aferente de los botones gustativos, que provienen de los
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nervios facial y glosofaringeo (Figura 21, Carpenter, 1994; Paxinos 1994). La
activacion presente en la region rostral de las crias que succionaron 90 minutos
puede deberse a que en el NTS existen neuronas de segundo orden que
responden a estimulos de componentes de la dieta, es decir, son activadas por
la presencia de acidos grasos, carbohidratos, asi como por substancias de los
cuatro sabores basicos como dulce, salado, agrio y picoso (Berthoud, 2004),
por lo que podemos decir que hubo estimulacion probablemente por el
contenido lacteo.

A su vez, los estimulos internos generados por la comida después de su
ingestion se dividen segun los estimulos generados en cada uno de los
segmentos del tracto digestivo en pregastrico, gastrico, posgastrico o
preabsortivo. Esta expresion de Fos puede deberse a que cada neurona dentro
de la red neural es mas o0 menos sensible a las sefales quimicas que son

transportadas a través del tracto digestivo (Berthoud, 2000).

La expresion de Fos en la region caudal del NTS de crias que succionaron 90
minutos puede explicarse porque esta regidn recibe inervacién proveniente del
estbmago que es activada por la estimulacién de los mecanorreceptores a
través del nervio vago (Figura 22, Paxinos, 1994; Berthoud y Seely, 2000),
debido al llenado gastrico, ademas de las sefales quimicas que principalmente
es la CCK (Appleyard y col., 2005). Resultados experimentales de otros grupos
han concluido que la informacion proveniente de los nutrimentos y que activan
quimiorreceptores son producidos por el intestino y no por el estomago (Phillips
y Powley, 1996). También, se ha investigado el efecto de la distension per se 'y
se ha encontrado que provoca activaciéon de neuronas del NTS (Willing y
Berthoud, 1997). En nuestros estudios no es posible separar los efectos
quimicos de los mecanicos de la ingesta de leche.

Estos resultados sobre la expresion de Fos en el NTS pueden indicar que el
aumento en la cantidad de comida provocado por la ingesta forzada de leche
incrementa la estimulaciéon vagal aferente debido a la distension gastrica y asi
activar la expresion de c-Fos en neuronas postsinapticas del NTS. Estudios
electrofisiologicos muestran que neuronas del NTS reciben entradas sinapticas

desde mecanorreceptores gastricos y que son excitados por la distension
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gastrica (Cann y col., 1992), mostrando que los resultados obtenidos son

debido al llenado gastrico provocado la ingesta forzada de leche.

Uno de los aspectos mas interesantes y que puede relacionarse con el
desarrollo, es que las crias de 18 dias de edad, que succionaron 90 minutos
después de 6h de separacion, presentaron una clara expresion de Fos en el
NTS, aunque de menor magnitud en comparacion con las de 9 dias. La
obtencién de estos resultados concuerdan con los estudios hechos en crias de
1,3,5,7 y 14 dias, donde encuentran mayor expresion de Fos en el NTS en las
crias de 1,3,5 y 7 dias que succionaron por 3h después de la separacion de
12h, y en las crias de 14 dias no hubo diferencias con respecto a las controles
(Hironaka y col., 2000). Estos autores proponen que esta disminucion se debe
a un cambio durante el desarrollo de las sefnales inducidas por la ingesta de
leche. Sin embargo, por el protocolo de separacién y succion diaria empleada
por ellos no era posible definir si este era un fendmeno natural o efecto del
condicionamiento por la comida (Escobar y col., 2005) y atenuacién de Fos por
la exposicion repetida a un estimulo (Kovacs, 1998).

Esta modificacion en la intensidad de la respuesta puede también deberse a la
transicion del periodo de succidén a la ingesta de solido que ocurre entre los
dias 9y 15 de edad (Rinaman y col., 1998). Posiblemente, la menor activacion
de Fos en las crias de 18 dias se debe a que las crias ya ingieren comida
solida en combinacion con leche materna, y la leche acumulada durante 6h y la
ingerida en los 90 minutos empleados en nuestro experimento no son
suficientes para que se lleve a cabo el llenado gastrico y la distension. Por lo
que en este caso se requeriria de un tiempo mayor de separaciéon de la madre
para favorecer una mayor acumulacion de leche ya que los estbmagos de
estas crias (18 dias) son mas grandes, lo cual se refleja en el peso estomacal

registrado.

Otro posible factor en este fendmeno es la frecuencia de succién. Las crias de
9 dias presentan mayor frecuencia de succion y las de 18 dias es menor, ya
que empiezan a consumir solido (Knobil y Neill, 1994). Esto podria ser un
factor interesante de analizar, asi como la intensidad de la succién por las

crias.
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Los pesos corporales obtenidos de cada cria mostraron que no hubo
diferencias relacionadas con el sexo del animal. Tampoco observamos una
diferencia en la expresion de Fos dependiente del sexo, aun cuando hay
reportes de variaciones de este tipo en la rata. Como vimos, los pesos
corporales como los de los estbmagos se comportan igual ya que aumentan en
las crias que succionaron los 90 minutos para la obtencién del llenado gastrico,

tanto en las crias de 9 dias como en las de 18 dias.

La escasa expresion de Fos en el NTS en crias que succionaron 5 minutos
puede deberse a que no hay evacuacion de leche en ese lapso de tiempo. Sin
embargo, dado que las ratas tenian una separacion de 6h pudo existir una
minima expulsion de leche, por lo que en este lapso de tiempo se pudieron
activar algunos mecanorreceptores en el estbmago y por esto se observa una
expresion de Fos menor en esa zona.

Un aspecto interesante que encontramos fue la activacion del area del nucleo
del trigémino, ya que se observé en animales que succionaron 5 6 90 minutos.
Se sabe que esta area esta relacionada con la inervacion de los musculos de la
boca, especificamente de la mandibula y de la lengua (Purves y col., 1997). Es
posible que esto refleje la actividad de esos musculos en los animales que
succionaron solamente por 5 minutos.

También esta activacién en el nucleo del trigémino puede deberse a que este
nervio es considerado el tercer sistema quimiosensitivo, cuyas fibras son
activadas por sustancias quimicas clasificadas como irritantes. Los receptores
polimodales sensibles a las sustancias irritantes alertan al organismo de los
estimulos quimicos nocivos que han sido ingeridos, respirados o que han
entrado en contacto con el rostro y esta ligado intimamente al sistema
trigeminal (Cann y Rogers, 1992).

Asimismo, la informacién quimiosensitiva proveniente del rostro y de las
membranas mucosas de las cavidades oral y nasal es transmitida a través de
las tres ramas sensitivas mayores del nervio trigémino: oftalmica, maxilar y
mandibular, siendo el blanco central de estos componentes el nucleo trigémino
espinal, que transmite esta informacion hasta el nucleo ventroposteromedial del

talamo y desde alli hasta la corteza somatosensitiva (Carpenter, 1994; Paxinos,

66



1994). Por lo tanto, la expresidon observada en el nucleo del trigémino espinal
en las crias que succionaron 5 minutos y 90 minutos pudo ser por el olfato al
momento de localizar el pezdén de la madre, ya que muchos compuestos
clasificados como sustancias irritantes también pueden ser reconocidos como
olores o gustos, sin embargo, las concentraciones umbrales para la
quimiosensibilidad trigeminal suelen ser mucho mayores que aquéllas para el

olfato o el gusto.

Finalmente, otro aspecto interesante es la identificacion del fenotipo neuronal
del NTS que se activa por la distensién gastrica. Al respecto, existe un reporte
en ratas adultas donde se muestra que neuronas catecolaminérgicas del NTS
se activan en relacién directa con la cantidad de llenado gastrico (Rinaman y
col., 1998). El porcentaje de neuronas catecolaminérgicas que se activan por la
ingesta de alimento o por la distension gastrica en ratas adultas varia entre los
autores y va desde el 40 hasta el 10% (Rinaman y col., 1998; Willing y
Berthoud, 1997).

Las neuronas que se activan son las correspondientes al area A2 del grupo de
células catecolaminérgicas, siendo mayor la activacién cuando la dieta es
liquida (Rinaman y col., 1998). Estos autores proponen que estas neuronas
constituyen la principal via ascendente a través de la cual la informacién
sensorial vagal alcanza centros autondmicos, neuroendocrinos en el

hipotalamo.

En cambio, nuestros resultados muestran que en ratas neonatas, las neuronas
que se activan por la distension gastrica no son de naturaleza
catecolaminérgica. La evidencia obtenida por la doble inmunodeteccion de Fos
y TH mostré una ubicacion distinta de estos marcadores y también, solo el 1%
de las neuronas catecolaminérgicas se activd por el estimulo en ambas
edades. Este hallazgo sugiere que este fenotipo neuronal aun no ha madurado.
En apoyo a ésto, existe un reporte acerca de la maduracion de la inervacion
catecolaminérgica del hipotalamo durante el desarrollo de la rata y se ha
encontrado que estas neuronas tienen cambios significativos durante las
primeras tres semanas del desarrollo postnatal (Rinaman, 2001). Se sabe que

estas neuronas proyectan desde los grupos celulares A1, C1, A2/C2, C3 y C6
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en el tallo cerebral hacia el encéfalo, principalmente al PVN. En el citado
reporte encuentran que las fibras con inmunoreactividad positiva a dopamina 13-
hidroxylasa, localizadas en el PVN, son escasas en crias y que la inervacion
del PVN se incrementa gradualmente en adultos. También muestran que
neuronas positivas a phenylethanolamina-N-metyltransferasa (PNMT) en Cf1,
C2 y C3 proyectan al PVN tanto en crias como en adultos y el numero de estas
es similar en ambos casos. Ellos reportan que al final de la segunda semana
de vida, la densidad de fibras de norepinefrina y epinefrina en el PVN alcanzan
solamente el 64% y 67% de los niveles en adultos (Rinaman, 2001). Por otro
lado, existen reportes que muestran una correlacidn positiva ente el peso del
estdmago y el porcentaje de activacion catecolaminérgica en el NTS en adultos
(Rinaman y col., 1998); asi como también hay relacién entre distension gastrica
y activacion de Fos en neuronas catecolaminérgicas en el NTS. En contraste
con ésto, existen estudios donde se reporta una activacion menor de las
neuronas catecolaminérgicas del NTS, al introducir un globo para provocar la
distension gastrica (Willing y Berthoud, 1997) obteniendo asi la activacion de
un 10% de las neuronas. Por lo que podriamos decir que estas neuronas en las
crias no son las que se activan en respuesta a la ingesta forzada de leche a
pesar de que se sabe que la CCK, que es un inhibidor de la ingesta, activa a
las células catecolaminérgicas en las areas A1 y A2 (Ueta y col., 2000). Esto
nos dice que cuando hay llenado gastrico se lleva a cabo la liberacion de CCK
que provocara la inhibicidn de la ingesta y con ello la activacion de neuronas
catecolaminérgicas, pero en nuestros resultados no hubo esta activacion, es
por ello que decimos que estas neuronas no son activadas por la ingesta
forzada de leche, ya que vimos que existe llenado gastrico pero esta via aun no
es activada.

También cabe mencionar que la expresion de Fos y TH en las crias de 18 dias
utilizadas en nuestro trabajo, mostré un porcentaje mas elevado, pero sin
diferencias entre los grupos. Esto puede deberse a que a esta edad las crias
son mas inquietas por lo que su ritmo respiratorio esta elevado y las neuronas
catecolaminérgicas son activadas en respuesta a este estimulo.

Considerando estos datos podemos decir que las neuronas que podrian
estarse activando serian neuronas positivas al péptido POMC y neuropéptido

Y, los cuales son localizados en esta area del NTS estudiada en este trabajo de
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tesis. Este resultado, junto con la localizacién de las neuronas positivas a
POMC reportada por otros (Zheng y col., 2005), abre la posibilidad de que sea
este sistema el que se encuentra encargado de regular la ingesta en etapas
tempranas, ya que la ingesta, junto con el olfato es una de las funciones mas
desarrolladas en el animal recién nacido. Es posible especular que a medida
que se van desarrollando otras poblaciones neuronales se va haciendo mas
compleja la organizacion de los circuitos encargados de la ingesta de alimento

y liquidos.

Es importante mencionar que el hipotalamo juega un papel importante en la
regulacion de la ingesta, en el cual estan involucrados varios nucleos,
principalmente el PVN. Se ha propuesto que la ingesta induce la liberacién de
oxitocina (Guyton, 1997, Conn y Freeman, 2000). Esta hormona se le ha
determinado que es importante para la saciedad, sin embargo, otros autores
han reportado que no es liberada en estas condiciones. Un grupo que realizd
la estimulacién eléctrica del nervio vago a nivel gastrico observo que habia un
incremento en el plasma de los niveles de oxitocina y que era estimulada la
liberacion de noradrenalina en el PVN de la rata (Ueta y col., 2000).

Se han cuantificado los niveles de oxitocina en plasma de ratas de 10 dias en
respuesta a la distension gastrica y se encontré que los niveles aumentan en
respuesta a este estimulo (Nelson y col., 1998). También se han visto en otros
estudios que en ratas de 2 dias de edad las células oxitocinérgicas no son
activadas por la colecistoquinina-8 (CCK-8) (Nelson y col., 1998).

Observaciones hechas en el hipotalamo de los animales emplados en los
experimentos no mostraron diferencias en la expresion de Fos por la ingesta de
leche. Por esta razon decidimos enfocarnos a la parte caudal del NTS y ver las
diferencias que hay entre una edad y otra, y proponer que posiblemente en

esta etapa la via vagal aferente esta aun en fase de desarrollo.

En las figuras 21 y 22 se muestra de una manera general los resultados
obtenidos, donde los esquemas representan la region rostral y caudal del NTS
respectivamente, observandose que a la region rostral llega informacién

proveniente de las papilas gustativas y que a la regién caudal llega informacién
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del tracto digestivo. También se muestra que el nucleo trigémino espinal

(SPVC) recibe informacién de la inervacion de la lengua y boca.

Papilas
gustativas

Figura 21. Integracion de los resultados obtenidos en la region rostral del NTS.
En la parte superior se muestra la localizacion del corte coronal del tallo
cerebral. La figura muestra que la expresion de fos en las ratas separadas 6h y
reunidas con la madre para una succion de 90 minutos (lado izquierdo), esta
relacionada con la inervacion de las papilas gustativas (lado derecho) y que por

lo tanto, era debido al contenido lacteo. NTS: Nucleo del tracto solitario.
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Lengua
musculos
de la boca

Figura 22. Integracion de los resultados obtenidos en la region caudal del NTS.
En el lado izquierdo del esquema se observa la expresion de fos en el NTS
como en el nucleo del trigémino espinal (SPVC) del grupo separado 6h y
reunido con la madre para una succion de 90 minutos. En el lado derecho del
esquema se muestra que la expresion de fos en el NTS es debida a que este
nucleo recibe informacion proveniente del tracto digestivo y que por lo tanto es
por la distension gastrica provocada por la ingesta forzada de leche, y la
expresion de fos en el SPVC es debida a que este nucleo recibe informacién
proveniente de la inervacion de los musculos de la boca, asi como también de
la lengua.

La parte inferior izquierda muestra la parte marcada por el cuadro rojo, donde
se observa el fenotipo neuronal que existe en el NTS, como son las neuronas
catecolaminérgicas, POMC, GLP-1 y CART, lo que nos indica que
posiblemente las neuronas que responden a la distension gastrica provocada
por la ingesta de leche sean las positivas a POMC.
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IX. CONCLUSIONES

1. La expresion de Fos en el NTS de crias de 9 y 18 dias es similar a la
reportada en el adulto y a estudios previos de otro laboratorio.

2. Esta expresion de Fos es afectada por la cantidad de comida ingerida, y
por la edad de las crias.

3. La activacion del area del nucleo del trigémino, en animales que
succionaron solo 5 minutos puede estar relacionada con la inervacién de
los musculos de la boca, especificamente de la mandibula y de la
lengua.

4. El 1% de neuronas catecolaminérgicas expresaron Fos en respuesta a
la distension gastrica, se ha encontrado que neuronas
catecolaminérgicas del NTS son activadas por la distension gastrica solo
cuando se aplican distensiones repetidas y de gran magnitud.

5. Sin embargo, se ha observado en ratas adultas alimentadas con comida
sélida y en cantidad diferente, asi como alimentadas con dieta liquida en
distintas concentraciones muestran una activacion de la expresion de
Fos en neuronas catecolaminérgicas en el NTS hasta en un 40%.

6. Concluimos que esta poblacion neuronal podria estar madurando entre
las edades empleadas.

7. Aunque el hipotalamo es importante en la regulacion de la ingesta, en
los experimentos realizados no hubo expresion de Fos en el NPV y ARH
en respuesta a la distension gastrica.

8. La definicion de un disefio experimental asi como la determinacion de
que el fenotipo de las neuronas activadas por la ingesta no es de
naturaleza catecolaminérgica en las ratas neonatas, resulta muy
relevante ya que amplia el conocimiento fundamental de la fisiologia

digestiva.
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