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RESUMEN

RESUMEN

Diariamente, en coordinacion con los ciclos de luz-oscuridad del ambiente,
todos los organismos sufren cambios fisioldgicos y conductuales sincronizados,
los cuales se presentan con regularidad de manera circadiana; todos éstos
controlados por el reloj biolégico, el Nucleo Supraquiasmético. Esto se regula
en conjunto con la actividad del Sistema Nervioso Autdnomo, predominando la
actividad simpatica en periodos de actividad y parasimpatica en periodos de
descanso. Se ha demostrado que 6rganos de importancia metabdlica como el
tejido y el higado poseen inervacion simpéatica, sin embargo, de la inervacion
parasimpética se duda de su existencia en estos Organos ya que diversos

grupos no han encontrado evidencia de inervacion de este tipo.

En este trabajo se estudio la hipotesis de que la presencia del trazador del
tejido adiposo-DMV, pancreas-DMV e higado-DMV depende de la hora del dia
en gue éste sea inyectado en el respectivo tejido. El objetivo fue demostrar que
existe inervacion parasimpatica del tejido adiposo retroperitoneal, pancreas y
del higado y analizar como se ve afectado el trazado de estos 6rganos a

distintas horas del dia.

En 28 animales se trazaron directamente los tejidos con CTB acoplado a un
fluoréforo CY2 para higado o CY3 para tejido adiposo a 4 tiempos distintos.
Posteriormente se obtuvieron cortes de DMV para observar las neuronas
parasimpéaticas trazadas procedentes de estos tejidos. Se realiz6 un estudio
cualitativo del trazado obtenido en cada tejido en cada tiempo. Al final, si se
observa trazado en DMV en distintas horas, en ambos tejidos y en diferente
proporcién. No se observaron diferencias significativas en el trazado entre los
distintos tiempos estudiados, de igual forma, tampoco depende de la hora de
dia en que éste se realice. Con lo observado en este trabajo, las neuronas del
DMV tienen una organizacion especifica inervando de forma parasimpatica en
mayor o menor proporcion determinados 6rganos, asi como en algunos casos
comparten determinadas neuronas. El trazado es una técnica sencilla y rapida
gue se puede ver afectada por diversos factores influyendo en los resultados

obtenidos por lo que se debe ser muy cuidadoso al realizarla.
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1. INTRODUCCION

En todos los organismos, el Sistema Nervioso (SN) regula todas las funciones
fisiolégicas y conductuales y permite que éstos interactien con su ambiente y
se adapten a éste de diversas formas. Todas estas funciones se encuentran
sincronizadas de manera ritmica de acuerdo con los ciclos luz-oscuridad

principalmente, los que conocemos como ritmos circadianos.

1.1El Hipotalamo: Una estructura que controla las funciones basicas
de nuestra fisiologia

Los nacleos mas antiguos y que se encargan de las funciones mas primitivas
dentro del SN son la médula espinal, el tronco encefélico y el cerebro medio,
los cuales se encuentran conectados con el hipotalamo. En el hipotadlamo,
estas funciones, como el hambre, el comportamiento, los impulsos sexuales, la
presion sanguinea, la temperatura, el suefio, entre otras, estan organizadas y
reguladas entre si. Este trabajo enfatizara, principalmente, la informacion que el
hipotalamo recibe del organismo y como la utiliza para la regulacion de
diversos procesos fisiold6gicos como los mencionados previamente. Esto se
lleva a cabo, en gran parte, gracias a la regulacion de la secrecién de
hormonas a través de su conexion con la hipéfisis o glandula pituitaria y de las

conexiones con el Sistema Nervioso Autonomo (SNA).

La informacion que recibe el hipotdlamo llega desde centros sensoriales
especializados localizados en la médula espinal y en el tallo cerebral, asi como
de los 6rganos circunventriculares (CVOSs) los cuales reciben informacién de la
circulacién; en conjunto, estos centros y los CVOs proveen informacién sobre el
estado fisiologico del organismo, por ejemplo, temperatura, dolor, hambre,

entre otras, para mantener la homeostasis corporal?.

Al recibir esta informacion, el hipotdlamo es capaz de sincronizar toda la
fisiologia. Por ejemplo, uno de los nudcleos hipotalamicos, el Nucleo
Paraventricular (PVN), es importante para la regulacion enddcrina como en la

secrecion de arginina vasopresina en la neurohipdfisis, la oxitocina y de las
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hormonas liberadoras en la eminencia media que llegan hasta la pituitaria como
la hormona liberadora de tirotropina. Ademas, el PVN prepara a los érganos
diariamente para ser mas susceptibles a estas hormonas mediante sus
proyecciones autondémicas al Nucleo Motor Dorsal del Vago (DMV) y a la
columna intermediolateral de la médula espinal (IML), las cuales dan origen a

una inervacion parasimpatica o simpatica respectivamente.

Todas las funciones del organismo cambian diariamente dependiendo de la
hora del dia. El hipotdlamo es el principal regulador de todos los ritmos del
organismo, los cuales surgen del reloj biolégico maestro (de igual forma
localizado en el hipotdlamo) llamado Nucleo Supraquiasméatico (NSQ). Esto lo
hace a través de los nucleos hipotalamicos y la retroalimentacion entre ellos y
el NSQ.

De esta manera, el hipotdlamo es importante para la regulacion y
sincronizacion enddcrina, fisiologica y del comportamiento, incluyendo los
ciclos de suefio-vigilia, de comida-ayuno, asi como el metabolismo de la
glucosa a lo largo del dia, regulado por hormonas como el cortisol, en

coordinacién con el SNA3 y los nucleos hipotalamicos.

1.1.2 Los nucleos hipotalamicos poseen funciones fisiolégicas
definidas y se comunican entre si para la regulacion del organismo
El hipotalamo consiste en distintos nicleos conectados entre si, los cuales
poseen funciones definidas. En la tabla 1 se mencionan distintos nucleos

hipotalamicos y su funcién.
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Tabla 1. Ejemplos de nudcleos hipotalamicos y su funcion principal

Nucleo Hipotalamico

Area Predptica Medial

Nucleo Paraventricular (PVN)

Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMH)

Nucleo dorsomedial del hipotalamo

Nucleo Arqueado (ARC)

Funcién
Se asocia principalmente a la
termorregulacion y a la reproduccion
Tiene funciones principalmente endécrinas y
autonomicas. Controlan la secrecion de
diversas hormonas.

Participa en la regulacion metabdlica al recibir
sefiales de saciedad del organismo para
regular la ingesta y la homeostasis
energética*.

Se encarga de la integracién hipotalamica.
Funciona como sensor metabdlico del
hipotalamo y participa en la regulacién de la

ingesta.

Todos estos nucleos se encuentran interconectados entre si y reciben
informacién del NSQ?®, de la periferia y de las aferencias de otros nucleos
hipotaldmicos y del tallo cerebral por medio del Nucleo del Tracto Solitario

(NTS)®. En la figura 1 se muestra la ubicacion del hipotalamo y sus subnlcleos.

Quias( Hipotalamo

VMH ARC
optico Lateral

Fig 1. Ubicacion del hipotdlamo y del PVN en cerebro de rata y sus subnuicleos. Modificado de
Rosenzweig, Breedlove & Watson (2010).
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1.1. 3 El Nucleo Paraventricular: Control hormonal autébnomo

El PVN es el centro hipotalamico para el control hormonal y autonémico.
Controla la secrecion de distintas hormonas segun el subndcleo que las libere.
Por ejemplo, contiene las neuronas magnocelulares que proyectan a la
pituitaria posterior, neuronas parvocelulares en la parte medial de este nucleo y
neuronas posteriores (ver Figura 2)"8,

n
[\ PVN
£l

OXT, AVP, CRH
Enk, Dyn, Angio Il
Glutamate?

\l

\

S

| RVLM Vagal
[ nuclei

\

|

v J
Corteza adrenal IML

' |
Glucocorticoides . L.
Proyecciones autonémicas

Fig. 2. Subdivisiones del PVN. Se observa que las neuronas parvocelulares de parte medial de este
nucleo liberan hormona liberadora de corticotropina (CRH) que estimula a la pituitaria anterior para liberar
la hormona adrenocorticotropa (ACTH). Las neuronas magnocelulares del PVN sintetizan Oxitocina (OXT)

y Arginina Vasopresina (AVP) que se liberan hacia la hipdfisis posterior. Ademés, una poblacién de
neuronas posteriores del PVN (neuronas preautondmicas) liberan AVP, OXT, CRH, angiotensina Il (Angio
II) y encefalina (Enk) proyectando a los ndcleos autonémicos como el vago, la médula rostral ventrolateral

(RVLM) y la IML.

El PVN recibe también un aporte intrahipotalamico por el NSQ, haciéndolo una
estructura clave en la regulacién de los ciclos circadianos y de las funciones
autonémicas’. EI PVN posee neuronas preautonémicas que se comunican a
los distintos nucleos hipotaldmicos para controlar la actividad simpatica y

parasimpatica en la periferia®.
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1.2 El Nucleo Supraquiasmatico o Reloj Bioldgico

El reloj biolégico principal o “maestro” es el NSQ. Después de que diversos
estudios mostraron que muchos animales mostraban distintos ritmos
sincronizados con la luz, en 1972 se realizaron lesiones en el NSQ, el cual es
blanco de las fibras retinianas. Esto dio como resultado una desaparicion total
de los ritmos circadianos!® y una desincronizacién conductual y fisiol6gical?.
Asi lo mostraron, Stephan y Zucker?!?, quienes vieron afectado el ciclo de
ingesta de agua y actividad locomotora, al igual que los trabajos realizados por
Moore y Eichler®? que vieron afectado el ritmo de la corticosterona, con lo que

se habia encontrado un regulador del tiempo.

Diariamente, en coordinacién con los ciclos de luz-oscuridad del ambiente,
todos los organismos sufren cambios fisiolégicos y conductuales sincronizados,
los cuales se presentan con regularidad y son conocidos como ritmos o ciclos
circadianos. Los ejemplos mas claros de estos ciclos, por mencionar algunos,
son el ciclo de suefio-vigilia, la conducta alimentaria o la liberacién de
determinadas hormonas a ciertas horas del dia. Todos estos ciclos son
regulados por el principal “reloj biolégico”, el NSQ, a través de sefiales internas

y estimulos del ambiente.

Como su nombre lo dice, el NSQ es un subnucleo bilateral del hipotalamo que
se encuentra justo encima del quiasma oéptico (figura 3) y que se compone de
aproximadamente 20,000 neuronas que presentan autonomia en su actividad
eléctrica. Consta de 2 subdivisiones: una parte ventrolateral, la cual se
encuentra en comunicacion con la retina y una parte dorsomedial, la cual posee
eferencias hacia otros ndcleos hipotalamicos. Ambas poseen diversos tipos de
neuronas capaces de liberar diversos neurotransmisores (glutamatérgicos,
GABAEérgicos, AVP, entre otros) y estan comunicadas entre si. El NSQ recibe 3
aferencias principales de estimulos fisiologicos y ambientales: de las células
fotorreceptoras de la retina que proyectan directamente al NSQ, del nucleo
intergeniculado que inerva el NSQ por la via geniculohipotalamica y de las

neuronas serotoninérgicas del tallo cerebral; éstas se ven disparadas durante
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la vigila, y van disminuyendo su actividad durante el suefio hasta estar silentes

en el suefio REM14 15,

Glandula Pineal

¢ Cerebelo

Hipocampo

Nucleo
Supraquiasmatico

f

Nervio
optico

Retina

Quiasma

Tracto
retinohipotalamico

Fig. 3. Ubicacion del “reloj biolégico principal” o NSQ.Modificado de: Konturek, S.J, 2006.

El NSQ regula la fisiologia del organismo al organizar los ritmos circadianos y
sincronizar las funciones fisiolégicas a través de diversas proyecciones
eferentes®y hacia otros nucleos hipotalamicos (de la Iglesia y Schwartz en
2002)Y.

Las neuronas del NSQ se sincronizan de manera circadiana al ciclo luz-
oscuridad a través de los fotorreceptores circadianos los cuales detectan la
cantidad de luz ambiental. Estos fotorreceptores circadianos son un tipo de
célula ganglionar que proyectan al NSQ y poseen melanopsina, un
fotopigmento capaz de detectar la cantidad de luz que se recibe!® a través del
tracto retinohipotalamico. Dependiendo la hora del dia, el NSQ puede modular
su actividad simpatica y parasimpatica hacia cada érgano, a través de las
proyecciones preautonémicas que posee en el hipotdlamo. Ademas, el NSQ es
capaz de reajustar este equilibrio autonémico dependiendo la condicién
fisiolégica a la que se exponga un organismo por medio de circuitos de
retroalimentacion. Como se muestra en la figura 4, el NSQ es capaz de regular
los ciclos circadianos endocrinos, fisiologicos y del comportamiento por medio

de aferencias hacia la glandula pituitaria y al SNA.
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>
Sistema Nervioso Osciladores
i Auténomo ;
t cerebrales i
o~

Glandulas, visceras, tracto .
Gl, sistemainmune, pineal, Comportamiento
vasculatura.

Fig. 4%°. Estimulos que entran al NSQ a través del tracto retino-hipotalamico y las vias en que este regula
los ciclos circadianos del comportamiento y los tejidos periféricos con la retroalimentacion entre estos

sistemas.

1.2.1 ElI Nucleo Supraquiasmatico recibe informacion de
retroalimentacion para sincronizar la fisiologia de manera

circadiana

El NSQ, a su vez, mantiene la sincronia y dirige los ritmos de los tejidos
periféricos a través de circuitos autonémicos, metabdlicos y endécrinos, como
es el caso de los glucocorticoides?. En el NSQ existen proyecciones hacia las
neuronas preautonémicas del PVN para regular de forma circadiana la
secrecion de la hormona liberadora de corticotropina que se encarga de la
liberacion circadiana de corticosterona, disminuyendo ésta su concentracion en
el periodo de descanso y siendo mayor en el periodo de actividad. De igual
forma, el PVN es sensible a sustancias que recibe de estas proyecciones,
como, por ejemplo, la melatonina. De manera circadiana, el NSQ transmite
seflales a los circuitos descendientes (PVN) que hacen sinapsis en las
neuronas simpaticas preganglionares de la IML, las cuales, entre otras
funciones autonomicas, regulan la secrecion de melatonina por medio de la
glandula pineal®l. Una caracteristica del NSQ es que es rico en receptores a
melatonina, lo que significa que ésta se une de manera especifica al NSQ??, de
modo que, al liberarse, puede funcionar como sefial de retroalimentacion en el
NSQ. Durante el dia, el NSQ inhibe la secrecion de melatonina enviando
mensajes inhibitorios a la glandula pineal. En la noche, el NSQ es menos
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activo, de tal forma que termina la inhibicion ejercida en el dia, se activa el

PVN, produciendo melatonina por la glandula pineal.

Los ciclos circadianos se pueden ver afectados por el estilo de vida porque
existen mecanismos de retroalimentacion. Si las sefiales que recibe el NSQ del
ambiente no estan en sincronia con las sefiales internas, se promueve una
desincronizacion interna y se genera un desbalance entre la actividad simpética
y parasimpatica. Este es el caso de los trabajadores nocturnos o de las
personas con jet-lag, ya que los estimulos externos que recibe el organismo
(como los producidos por la ingesta de comida en un horario inusual),
promueven la liberaciéon de distintas hormonas a “destiempo” y provocan mal
estar mental y fisico (ver figura 5)%3. Estas sefales contradictorias pueden
derivar en patologias como la diabetes tipo 2, la obesidad o el sindrome

metabdlico?* 25,

VY
] >
Sincronizacién £ Desincronizacion

externa \ externa
~
Reloj 4__/ -~ - _’ ®
P
7/

biolégico

Endocrino
Autonémico
Conductual
Metabélico

Osciladores l
periféricos
A B

Fig. 523. A) Individuo sano, sincronizado internamente y con su entorno. B) Individuo desincronizado con

Sincronizacién

- Desincronizacion
interna i

interna

|
\
\

su ambiente; no hay relacion entre los estimulos que recibe el NSQ ni de las sefiales que éste envia hacia

la periferia.

1.3 El Sistema Nervioso Autébnomo es una via mediante la cual el
Nucleo Supraguiasmatico regula la fisiologia
El NSQ puede modular la actividad simpatica y parasimpatica hacia cada
organo por medio de las proyecciones preautonOmicas que posee en el
hipotalamo. De este modo, provee de impulsos motores a todos los tejidos y

musculos, asi como a glandulas enddcrinas y exécrinas.
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Para regular las necesidades fisiologicas y homeostaticas del organismo, el
SNA funciona como un circuito de reflejos por medio de retroalimentacion
sensorial de 6érganos; estos reflejos son modulados por centros neurales

localizados en el tronco encefalico, hipotalamo y la corteza prefrontal?®.

El SNA comprende el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) y el Sistema Nervioso
Parasimpético (SNPS). Un estudio realizado por el Dr. Buijs muestra que existe
la separacion de los sistemas simpatico y parasimpatico en el tallo cerebral e
hipotalamo a nivel preautonémico, a pesar de que ambos son proyectados por
el NSQ?’. Ambos interactian con el SNC a través de diversos nulcleos como el
NTS o el PVN. Mediante estas estructuras se transmite informacion de manera
aferente y eferente, via vago-vagal (comprendido por NTS como via aferente y

al DMV como via eferente)?8.

El SNS, de manera general, esta encargado de responder a situaciones de
estrés y peligro®®; su principal neurotransmisor es la noradrenalina que estimula
a los tejidos y a los drganos y tiene como respuesta dilatar las vias
respiratorias, aumentar la presion arterial, aumentar la frecuencia cardiaca, la
relajacion de la vejiga, la contraccion de los vasos sanguineos, entre otras.
Como se observa en la figura 6, el SNS deriva de las partes toracica, cervical y

lumbar de la médula espinal.

La otra subdivisién, con actividad complementaria al SNS, encargada de la
relajacion y digestion, de disminuir la frecuencia cardiaca, de la dilatacion de
los vasos sanguineos, de la contraccion de pupilas, entre otras, es el SNPS, el
cual, dado el tipo de respuestas, es antagénico al SNS*. En la figura 6 se
observa que esta subdivisién nace del tronco cerebral y de la zona sacra de la
médula espinal. Sus dos nudcleos principales de salida se encuentran en el
tronco encefalico, el nicleo ambiguo y el DMV e inervan a los érganos,

liberando el neurotransmisor principal de este sistema, la acetilcolina.
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Figure 45-20 Biological Science, 2/e
© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

Fig. 6. Se muestran las respuestas antagénicas entre el SNPS (izquierda) y del SNS (derecho), asi
como las zonas de donde nacen estos sistemas. (Obtenido de Biological Science, 2005 Pearson
Prentice Hall, Inc).

1.3.1 EI

Sistema Nervioso Parasimpatico

Nucleo Motor Dorsal del Vago: Parte importante del

El DMV es un nucleo bilateral simétrico que posee neuronas motoras
preganglionares parasimpaticas, las cuales inervan las visceras del térax y del
abdomen a través del nervio vago®!, por lo que es considerado como la fuente
de
gastrointestinal incluyendo el estbmago, higado y el pancreas.

principal inervacion parasimpatica de varios Organos del tracto

Se localiza en la parte caudal dorsomedial de la medula oblongata cerca del
cuarto ventriculo. En la medula oblongata rostral, ambos lados del DMV se
NTS mientras se va abriendo el

encuentran ventromediales al cuarto

ventriculo32 33,

Asi

proyecciones del SNC, como el PVN, el NTS y el Ndcleo Hipotalamico

como el DMV posee diversas proyecciones, éste recibe distintas
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Dorsomedial. En el DMV existen neuronas capaces de sintetizar diversos
neurotransmisores de funcidon parasimpatica, acetilcolina principalmente, sin
embargo, diversos estudios han demostrado que el glutamato (excitador) y el
acido y-aminobutirico (GABA) (inhibitorio) tienen mayor impacto en la
inervacion proveniente del DMV en el caso del pancreas y del estdmago33; en
este Ultimo, por la rama gastrica y hepatica®*, asi como en las interneuronas. La
informacion de sensores vagales de la periferia llega al NTS y se distribuyen en
el SNC, principalmente en el hipotalamo. Esta puede integrarse con mas

informacién del organismo como lo son los ciclos circadianos®.

Por otro lado, el DMV tiene importancia en la regulacién de la glucosa, ya que
recibe informacion de las neuronas glucosensitivas del NTS, las cuales
detectan los cambios de ésta a través de las aferentes vagales, y en respuesta,
modula la inervacién vagal al pancreas®® para modificar la secrecién de insulina

y glucagon.

1.4 Control hormonal y variaciones metabdlicas

Las concentraciones de diversos nutrientes y metabolitos varian a lo largo del
dia. Un ejemplo, es el hecho que la concentracién de glucosa en plasma varia
a lo largo del dia: en el periodo de descanso nuestra demanda energética es
menor y las concentraciones de glucosa son bajas. La homeostasis de la
glucosa es regulada por la produccién hepatica de glucosa y su utilizaciéon de
los 6rganos periféricos incluyendo el higado, el tejido adiposo pardo (TAM) y el
tejido adiposo blanco (TAB).

Se ha observado que el NSQ regula los cambios diurnos en la produccion de
leptina por el tejido adiposo (TA)3®, las concentraciones de glucosa en el
plasma a lo largo del dia y las respuestas del pancreas y el higado ante
cambios bruscos de glucosa en sangre después de la ingesta de alimentos o

en hipoglicemia®,

De igual forma, los organos son afectados por el sistema endocrino. Por

mencionar un ejemplo, la leptina es una hormona que estimula la sensaciéon de
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saciedad e inhibe el hambre. Es liberada principalmente por el TA y su

concentracion es mayor al inicio del periodo de actividad (noche en ratas)®.

El SNA tiene influencia en el metabolismo. La actividad del SNPS esta
asociada a la captacion de glucosa por el higado y el tejido adiposo y con la
liberacion de insulina por el pancreas. Por otro lado, el SNS incrementa la
glucosa justo al inicio del periodo de actividad*°. El hipotdlamo sensa estas
variaciones por medio de circuitos de retroalimentacion con sus diversos
nacleos. EI ARC participa en la homeostasis de la glucosa enviando
proyecciones a diversos nucleos del hipotalamo como el VMH y el DMV para
supervisar las concentraciones de insulina, glucosa y leptina en el
organismo.En la figura 7 se ilustra la regulacion de la homeostasis de la

glucosa.

Ingesta de comida
SNS

Glucosa
FFAs T Captura de glucosa

/ o %
| Leptina 5
- / / T Secrecidn insulina

‘ / Insuli l Produccidén de lProduccién de
_— nsulina aliicagon glucosa

\

Disminucién de glucosa a la circulacion

Fig. 7. Se muestra la regulacion de la homeostasis de la glucosa. El SNC recibe sefiales metabdlicas en
los diversos nucleos hipotalamicos a través de hormonas como la leptina e insulina y de nutrientes como
acidos grasos y glucosa que son detectados por CVOs, ARC o aferentes vagales y espinales. Ademas,
modula al SNA, el cual inerva 6rganos periféricos para regular la liberacion de insulina y el glucagon a
través del pancreas, asi como la produccion de glucosa en el higado y la recaptura de glucosa por el
musculo. FFAs, Acidos grasos libres; PVN, Nucleo Paraventricular; DMN, Nicleo Dorsomedial; VMH,
Nucleo Ventromedial; LH, Hipotalamo Lateral; ARC, Nucleo Arqueado, NTS, Nucleo del Tracto Solitario;
AP, Area Postrema; DMNX, Ntcleo Motor Dorsal del Vago; SNS, Sistema Nervioso Simpatico; SNPS,

Sistema Nervioso Parasimpatico. Obtenido de**
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1.5 Higado, Tejido adiposo y Pancreas
El higado es principal almacén de glucosa, es capaz de capturarla glucosa
circulante, asi como de secretar glucosa a la circulacién. También responde a
la insulina por medio de sefiales metabdlicas, como lo son nutrientes y
hormonas liberadas, que ademas son sensadas por los diferentes nudcleos

hipotalamicos, principalmente el ARC y el tallo cerebral (AP, NTS y DMV) 4°.

El higado responde a la insulina secretada, absorbiendo la glucosa en sangre y
sintetizando glucdgeno; o cuando no se ingiere alimento y los niveles de
glucosa en sangre son bajos, el higado realiza la glucogendlisis y la

gluconeogénesis para proveer al organismo de glucosa.

El pancreas es otro 6rgano que regula los niveles de glucosa. Este lo hace a
partir de la secrecién de insulina a partir de las células B de los islotes de
Langerhans en respuesta a la elevacion de glucosa en sangre. La insulina
secretada estimula la captura de glucosa y de acidos grasos en el tejido
adiposo e inhibe la actividad de la lipasa sensible a hormonas, disminuyendo la
lipdlisis. Asimismo, promueve la captacion de glucosa en el masculo y estimula
la sintesis de glucdgeno y bloguea la glucdlisis y la gluconeogénesis en el
higado. Las células a del pancreas secretan glucagon el cual estimula la

produccion de glucosa por el higado (glucogendlisis y gluconeogénesis).

Tanto el higado como el pancreas son inervados de manera simpatica por los
nervios esplacnicos y de manera parasimpatica por los nervios vagales que
provienen del complejo dorsal vagal (conformado por el DMV, NTS, AP y

Nucleo Ambiguo)*2.

El TA tiene la capacidad de almacenar grandes cantidades de triglicéridos.
Dentro de las funciones principales de éste se encuentran la de reserva de

energia o de proteccion.

El TA se divide principalmente en 2 tipos:
1. Tejido adiposo pardo o multilocular: este tipo de grasa tiene una
coloracion parda a rosada debido a la elevada presencia de

mitocondrias y su contenido en ellas de citocromos. Recibe inervacion
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simpatica y sus adipocitos estan conformados por varias gotas de grasa.
Posee la proteina desacoplante UCP1 la cual desacopla la cadena de
transporte de electrones inhibiendo la sintesis de ATP, por lo que éste
tejido adiposo se utiliza para producir calor y contribuye a la
termorregulacion#:

2. Tejido adiposo blanco o unilocular: como su nombre lo indica, esta
grasa es de color blanco y llega a alcanzar hasta tonos amarillentos.
Esta formado por una sola gota grande de grasa que ocupa todo el
citoplasma del adipocito. Recibe innervacion simpatica y parasimpatica y
tiene funciones enddcrinas, ya que es capaz de secretar hormonas
como la leptina y adiponectina. Estas hormonas funcionan como sefiales
de retroalimentacién en el hipotdlamo para modular la ingesta de
alimentos y modular el tono autonébmico para mantener su balance con
funciones enddcrinas y exécrinas. También funciona como reservorio de

energia quimica, modela la superficie corporal y da proteccién+.

El tejido adiposo, desde el punto de vista anatomico, se distribuye en diversos
compartimientos, (figura 8). Para fines de este trabajo, se hara énfasis en el

tejido adiposo intrabdominal, especificamente en el retroperitoneal.

Pardo Subcutaneo

/" Mesenterico
.L y

Fig. 8. Ejemplos de distintos tipos de depoésitos de WAT en ratas. Modificado de #4.
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El TA extraperitoneal comprende el TA intrabdominal, el cual se encuentra
dentro de las paredes musculares del abdomen y el TA retroperitoneal, el cual
se utiliza en este trabajo. El TA retroperitoneal se encuentra entre el peritoneo y
la parte mas profunda de los musculos del abdomen e incluye la grasa

perirrenal*l: 43,

1.6 Desregulacion y Obesidad

En 1988, Peterson demostr6 que a mayor noradrenalina en sangre existe
menor indice de grasa corporal, y evidencié una relacion directa entre la
frecuencia cardiaca y la grasa corporal®, sugiriendo que esto depende de una
mayor o menor actividad simpética. Otro factor relacionado con la obesidad es
el balance entre la actividad del TAB y del TAM, ya que mientras el TAB esta
asociado a la ganancia de peso, el TAM contribuye al gasto energético (como
se observa en la figura 9). También el compartimiento de TA donde se
almacene la grasa parece tener importancia en algunas patologias, ya que, si
se almacena subcutaneamente en los pacientes, el riesgo de padecer diabetes
tipo 2 o sindrome metabdlico es menor que si se almacena de manera
visceral“®. La Organizacion Mundial de la Salud define el sobrepeso y la
obesidad como “una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud”, basado en el indice de masa corporal (IMC)
(sobrepeso IMC> 25; obesidad IMC>30)%’.

Peso constante

Ganancia de peso Pérdida de peso

TAB Exces? de Calor
%rgm /
P ¢
7N, @
£ \\ ( \ ~
(3 '

INGESTA GASTO

Fig. 9. Balance entre WAT y BAT. Mientras el WAT contribuye a la ganancia de peso al existir un exceso
en la ingesta cal6rica, mientras, el BAT se encarga del gasto energético disipandolo en forma de calor.
Obtenido de*s.
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Actualmente muchos factores son conocidos como desencadenantes de la
obesidad, como un desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto energético,
una vida sedentaria. Se ha demostrado, incluso que, entre ellos, estan
afectaciones en la actividad del SNA. Se cree, que al padecer esta enfermedad
existe un desequilibrio autonémico, disminuye la actividad simpatica hacia los
organos viscerales (catabdlica), provocando una disminucién en la lipolisis,
aumenta la actividad parasimpatica (anabdlica) aumentando la lipogénesis
provocando una ganancia de peso.

El higado tiene aferencias y eferencias, que regulan la sensacion de saciedad y
controlan el metabolismo de glucosa y acidos grasos por medio de la
inervacion vagal principalmente por la vena porta, a través de una
retroalimentacion negativa*®. Al existir una desregulacién metabdlica al padecer
obesidad, hay una inflamacion cronica asociada, resistencia a la insulina y a

diabetes mellitus tipo 2%°.

En diversos estudios se ha mostrado que el tamafio del compartimiento
adiposo intrabdominal se asocia con factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular y metabodlica como es el caso del sindrome metabdlico. Este
altimo se caracteriza por hipertension arterial, hiperinsulinemia (pudiendo
desarrollar diabetes tipo 2), aumento de lipoproteina de baja densidad (LDL) y
disminucién de lipoproteinas de alta densidad (HDL), las que conocemos como
dislipidemias, asi como un exceso en la grasa intrabdominal. Tanto las
aferencias como las eferencias del nervio vago se encargan de la homeostasis
metabdlica y de la regulacion del balance energético; las aferencias son las
encargadas de sensar los niveles de nutrientes y metabolitos como lo son los
lipidos, colecistoquinina, péptido Y, leptina, insulina y glucosa. Se cree que una
disfuncion autondmica y la disminucion de la actividad del nervio vago son
frecuentes en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y obesidad; esto se
observé en un estudio de seguimiento el cual reveld relacion entre la disfuncién
autonomica y una actividad insuficiente del nervio vago (estudio realizado en la
recuperacion de frecuencia cardiaca), la homeostasis de la glucosa alterada y

el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2°1. También se ha demostrado, que las
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ratas y humanos que padecen obesidad tienen mayor cantidad de leptina, sin

embargo, poseen resistencia a ésta en las aferencias vagales®?.

Por muchos arfios, se crey0 que el tejido adiposo Unicamente recibia
innervacion simpatica; sin embargo, debido a los alarmantes datos
epidemioldgicos de asociacion entre el almacenamiento de grasa intra-
abdominal y de morbilidad, ademas del hecho de que la distribucién adiposa no
es “uniforme” en todas las partes del cuerpo, llevaron a un estudio realizado por
Kreier en 2002, que demostrd que el tejido adiposo también recibe innervacion
vagal. En este estudio mostraron que la activacion del SNPS ejerce un efecto
anabdlico sobre el TA, en contraste con el efecto catabdlico previamente
demostrado del SNS. La denervacion parasimpatica del TA resulté en una
disminucién en la liberacion de la leptina y resistina, asi como en una
disminucién en la captura de glucosa y acidos grasos junto con un aumento de
la actividad de la enzima lipasa sensible a hormonas (HSL), en este tejido.
Estos datos muestran el impacto que el SNPS tiene en el crecimiento de la
grasa intrabdominal y de su importancia en la captura de glucosa y acidos
grasos, lo que sugiere una influencia de éste en la obesidad®®. En estudios de
trazado con el virus de la pseudorrabia (trazador retrogrado, multisinaptico
formado por un virus neurotrépico envuelto y capaz de infectar las células
nerviosas al llegar al soma y circuitos neuronales®?), se encontré la presencia
del virus en neuronas del DMV y del ndcleo ambiguo (ambos del SNPS)
después de realizar la infeccién de éste en el TAB, sugiriendo que el TA recibe

inervacion parasimpatica®®.

Otro estudio que cabe mencionar es el realizado por Kreier en 2006, donde
observaron que diversas neuronas del DMV se proyectan al higado, pancreas y
al TA, y algunas de ellas colocalizan®® por medio de técnicas de trazado. Este
estudio mencionado, utiliza la misma técnica que este trabajo, demostrando

gue existe innervacion vagal hacia el compartimiento abdominal.
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1.7 Trazado
El trazado es una técnica que puede utilizarse para estudiar la anatomia del
sistema nervioso. En ésta se inyecta una sustancia, llamada trazador, en la
region que se pretende estudiar, y dicha sustancia es incorporada a las
neuronas y transportada a lo largo de sus prolongaciones por transporte activo.
Se basa en la capacidad que tienen las neuronas para incluir sustancias y

transportarlas a otras partes de la neurona®’.

Existen tres tipos de trazado:

1. Anterogrado (que va del soma a las terminales axénicas).

2. Retrogrado (el cual va desde las terminales al soma) como se muestra en la
figura 10.

3. En ambos sentidos. Puede ser aplicado en un 6rgano periférico, en un

ganglio o en alguna zona cerebral.

AXON

RETROGRADO .. VESICULA

/ \
e I \
‘\ .:‘ <
\ AN DINEINA 5
§ l. '. 0.’.D'l. " '.‘."l. D'O. ‘.,D. ‘. D' ). ‘.D. I. l' D. ‘... l- .'ﬁ-’.l. I.O_I.l-l. '. D. F.J'.. l. D. '-l. 0. l. P.’.D' l. L E
) MICROTUBULO 2
2332223203222 22323 2222232223332 2 3222322223822 01 E
KINESINAS /% /)  ANTEROGRADO &
” ~
() | —’
-~ w

Fig. 10%8. llustracion de trazado retrogrado (aplicado en este trabajo) por medio del transporte vesicular a

través de dineinas y anterdgrado, a través del microtibulo por medio de kinesinas.

El uso de esta técnica ha permitido determinar las proyecciones de algunas
rutas y vias neuroanatomicas. El uso de trazadores retrogrados es mas comuin
debido a su facil manejo y baja toxicidad®®. Por ejemplo, gracias a esta técnica
se ha logrado demostrar que existe una separacion total en el cerebro de las

neuronas que proyectan hacia el SNS y el SNPS desde el NSQ%°.
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1.7.1 Subunidad B de la toxina del cdlera o CTB
como trazador

La subunidad B de la toxina del célera (CTB) es una toxina tipo lectina
secretada por la bacteria Vibrio Cholerae, la cual tiene la capacidad de unirse a
los receptores gangliésidos de la membrana glicolipida de la superficie celular®
y se utiliza en esta técnica como trazador ya sea anterégrado o retrégrado®?,
ademas de poseer ventajas como que no sufre dafios con el paraformaldehido
usado en la perfusion, resulta ser muy sensible al momento de observar, asi
como en estudios in vivo, es monosinaptico y se puede combinar con técnicas

de inmunohistoquimica e histoquimica®.

El CTB utilizado estaba acoplado a alguno de 2 fluoréforos, cianina (CY2) o
indocarbocianina(CY3). Esto presenta la ventaja que se puede hacer una
inyeccion en 2 tejidos diferentes y observar el trazador en el cerebro

diferenciando qué neuronas proyectan a cada tejido.
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1Planteamiento del problema

Todas las funciones del organismo, incluyendo las funciones metabdlicas, se
encuentran reguladas y sincronizadas por los ciclos de luz y oscuridad. Esto se
regula a través de la actividad del SNA, predominando la actividad simpatica en

periodos de actividad y parasimpatica en periodos de descanso.

Se puede considerar como los érganos mas representativos de las funciones
metabdlicas al TA y el higado. Se ha demostrado que ambos poseen
inervacidn simpatica, sin embargo, la inervacion parasimpética resulta aun muy
polémica. Diversos grupos de investigacion han realizado estudios al respecto
utilizando la técnica del trazado, sin haber encontrado evidencia de inervacion
parasimpatica, ya que, asi como unos han encontrado presencia del trazador
en el DMV>3%6  otros no han encontrado presencia del neurotransmisor clasico
parasimpatico, la acetilcolina, ni trazado significativo poniendo en duda la

inervacion parasimpatica que recibe tanto el TA como el higado®® ¢7,

Por lo anterior, es de interés estudiar la inervacién parasimpatica del TA y el
higado utilizando la técnica del trazado, asi como los factores que pueden
influir en el trazado de estos érganos, principalmente la hora del dia, ya que se

cree que la actividad de las neuronas del DMV podria depender de este factor.
2.2Hipotesis

El trazado del TA-DMV, pancreas-DMV e higado-DMV depende de la hora del

dia en que éste sea inyectado en el respectivo tejido.
2.30bjetivo

Analizar cdmo se ve afectado el trazado del TA retroperitoneal, pancreas e

higado a distintas horas del dia.
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3.EXPERIMENTAL

3.1Material y equipo

3.1.1 Uso y manejo de animales

Se utilizaron 28 ratas Wistar machos de 8 semanas 200-250g criadas en el
bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se guardaron a una
temperatura de 22°C y se colocaron 4 ratas por caja, con agua y alimento ad
libitum y se dej6 que se adaptaran una semana al ciclo de luz-oscuridad,
siendo 8:35 hora que se encendia la luz (Zt0) y 20:35pm hora de inicio de
oscuridad (Zt12).

Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones, técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

1. A4 ratas se les inyecto el trazador en TA y pancreas en Zt 0 (8:30am).

2. A 4 ratas se les inyectd el trazador en TA y pancreas en Zt 12
(20:30pm).

3. A6 ratas se les inyect6 el trazador en TA e higado en Zt 0.

4. 4 ratas a las que se les inyect6 el trazador en tejido adiposo e higado en
Zt12.

5. A5 ratas se les inyect6 el trazador en TA e higado en Zt 6 (13:00pm)

6. 5 ratas a las que se les inyect6 el trazador en TA e higado en Zt 9
(17:30pm).

Lo anterior se ilustra en la figura 11.
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Tejido adiposo
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Fig. 11. Esquema de los animales utilizados con sus respectivas cirugias

3.1.2 Reactivos e Instrumentacion

3.1.2.1 Reactivos

-Anestésicos: PROCIN® (Xilazina PiSA, solucion inyectable), ANESKET®
(Ketamina PiSA soluciéon inyectable 1000mg/10ml) y PISABENTAL®

(Pentobarbital s6dico solucion inyectable).

-Solucién de paraformaldehido al 4% en PBS. pH 7.4
-Solucién de PBS pH 7.4

-Solucién de sacarosa en agua al 30%.

Solucion salina (NaCl) al 0.9% en agua.

-Trazador CTB (invitrogen™) 0.25% en PBS. Fraccién B de la toxina del célera
conjugado con CY3 (570 nm) para el tejido adiposo (rojo) y CTB (invitrogen™)

acoplado a CY2 (510nm) para el pancreas e higado (verde).
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-Movwviol

3.1.2.2 Instrumentacion

-La obtencion de cortes del DMV para la inmunohistoquimica se realizd con
ayuda de un criostato (LUPETEC, CM 2850 Cryostat Microtome).

-Se observaron los tejidos trazados con el microscopio confocal Zeiss LSM 5
Pascal de la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM.

-Las graficas y el analisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad
Prism 6.

3.2 Procedimientos experimentales

3.2.1 Cirugias

-Inyeccién del trazador CTB

Esta cirugia tiene como objetivo principal introducir el trazador directamente al

pancreas, higado o tejido adiposo a cuatro tiempos determinados:

a) 8:35 am (Zt0) hora en que se enciende la luz del bioterio
b) 13:00pm (Zt 6).
c) 17:35pm (Zt 9).
d) 20:35pm (Zt 12) hora en que se apaga la luz del bioterio.

Se anestesio a la rata via i.p con xilacina (0.1mg/kg) y posteriormente ketamina
(80mg/kg). Se rasuré a la rata del abdomen, debajo de la costilla y de la linea
media hacia el costado izquierdo de la rata, aproximadamente 4cm hacia abajo.
Se hizo una incisién con el bisturi en direcciéon vertical justo debajo de las
costillas. Se cortaron ambas capas musculares y se desgarrd con las tijeras en
direccién a la incision. Se procedié a ubicar el tejido adiposo retroperitoneal o el

pancreas, segun sea el caso:
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e Pancreas: Expuesto el peritoneo, se ubicé el pancreas. Una vez
localizado se sacd una parte y se inyectaron directamente 3ul de CTB-
CY2 con una microjeringa (Hamilton).

e Higado: Expuesto el peritoneo, se localizé el higado. Una vez localizado
se sacl una parte y se inyectaron directamente en el higado, justo a un
costado de la vena porta, 3ul de CTB-CY2 con una microjeringa
(Hamilton).

e Tejido adiposo retroperitoneal: Se procedié a ubicar el tejido adiposo
retroperitoneal de acuerdo con la Fig.11. Una vez localizado, se
inyectaron directamente al tejido 3ulde CTB-CY3con una microjeringa

(Hamilton).

Tejido adiposo
retroperitoneal

Fig. 12. Ubicacion del tejido adiposo retroperitoneal en rata. (Obtenido de WikiPreMed MCAT Course).

Para finalizar, en ambos casos, se suturaron ambas capas musculares y
posteriormente se suturdé la piel de manera subcutdnea con un solo hilo en

zigzag.
3.2.2 Sacrificio, perfusion y obtencion de cerebro y tallo

Estos procesos estan basados en el método descrito por Gage, 2012%. Para
todos los animales utilizados, el sacrificio se realiz0 7 dias después de la

inyeccion del trazador.

Primeramente, cada rata se anestesié con una sobredosis de pentobarbital

sédico (aprox. 2.4ml/kg). Posteriormente se abrié la caja toracica a la altura de
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las costillas hasta que se localizo el esternén. Una vez localizado, se rompieron
las costillas para dejar al descubierto el corazén. Hecho esto, se sujetd y se
insertd la jeringa justo en la punta del ventriculo derecho del corazén hasta
llegar a la vena. Se fij0 la aguja en su lugar con una pinza hemostatica.
Inmediatamente que se inicio el flujo de solucion salina, se cortd la auricula
derecha. En primer lugar, se perfundieron 200ml de la solucién salina al 0.9%
para limpiar los tejidos. Esto hasta que se torne la sangre casi incolora y liquida
y las orejas y patas del animal quedaran incoloras. Luego se procedid a
perfundir con una solucion de paraformaldehido al 4% hasta que se fijaron y

endurecieron los tejidos.

Se decapito a la rata y se extrajo el cerebro, cerebelo y tallo cerebral retirando
meninges y cortando el quiasma Optico. Posteriormente se separaron el
cerebro y tallo cerebral y se dejaron incubar 24hrs en una solucion de
paraformaldehido 4%. Pasado esto se transfirieron a una solucion de sacarosa
al 30% por 24hrs.

Fig.13. Cerebro, cerebelo y tallo cerebral, obtenido de rata Wistar macho.
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3.2.3 Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes coronales de 30um del tallo cerebral a la altura del DMV
de la parte mas caudal a rostral (-14.64 a -13.44mm respecto a Bregma) de
todas las ratas utilizadas con ayuda de un criostato LUPETEC a -20°C.

Se seleccionaron de tres a cuatro cortes de cada parte del DMV (estas son
reconocidas por como lo ilustra Paxinos y Watson, 2009%4) por tallo obtenido y
se montaron en un portaobjetos. Se dejaron secar 24hrs y después se lavaron
con agua destilada para ser cubiertos en medio de montar con un cubreobjetos.
Se observaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 5 Pascal. Para observar

la presencia del trazador fluorescente.
3.3 Andélisis estadistico

Para analizar los datos obtenidos se realizé la prueba estadistica Kruskal-
Wallis con el software GraphPad Prism 6. Un valor de P<0.05 se consider6
significativo. Se presentan las graficas de los tejidos con sus respectivas

medianas.
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4. RESULTADOS

Los resultados se presentaran por la hora del dia en que fueron operadas las

ratas y en el hecho de que presentaron o no trazado y en qué tejido.

Se trazo el tejido adiposo con CTB acoplado a CY3 como fluréforo (rojo) y se
traz6 higado o pancreas con CTB acoplado a CY2 (verde) en 4 tiempos Zt 0, 6,
9y 12. De cada rata se obtuvieron partes representativas de cada seccion del
DMV, de la parte mas caudal a rostral. Posteriormente se observdé en un
microscopio confocal para fluorescencia, las imagenes se tomaron en el

objetivo de 20x y 40x del microscopio LSM Pascal 5.

En los cuadros 1 y 2 se presentan ejemplos de la escala cualitativa a
considerar para el andlisis las de la cantidad de trazado obtenido para cada

organo tomando en cuenta cantidad de neuronas trazadas e intensidad.

Tejido adiposo

1
Muy poco

3 4 5
Moderado Adecuado Muy adecuado

Cuadro 1. Se muestra la escala a considerar para clasificar el trazado de neuronas obtenido del tejido
adiposo considerando la cantidad de neuronas trazadas e intensidad. (20x)
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Higado

1 2
Muy poco Poco

3

4 5
Moderado Adecuado Muy Adecuado

Cuadro 2. Se muestra la escala a considerar para clasificar el trazado de neuronas obtenido del higado

considerando la cantidad de neuronas trazadas e intensidad. (40x)

En el pancreas no se encontré trazado en ningun corte ni en ninguno de los

tiempos en los que se estudio.

En la tabla 2 se presenta el experimento realizado para cada rata por hora,
organo trazado, y si alguno de estos presentaba trazado y de manera
cualitativa cuanto trazado mostraba de acuerdo con la escala previamente

mencionada.
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Tabla 2. Resultados de los experimentos realizados.

Rata | Zt Fecha de Duracién de | Trazado en | Trazado en Trazado en
cirugia cirugia higado pancreas tejido adiposo
1 0 2-Ago-17 34min 0 5
2 0 2-Ago-17 30min 0 1
6 0 18-Ago-17 70min 0 --- 0
13 0 6-Sep-17 90min 3 5
14 0 6-Sep-17 45min 0 --- 3
15 0 8-Sep-17 45min 5 3
16 0 8-Sep-17 25min 0 1
2-Ago-17
12 2-Ago-17 67min
| 9 [12] 16-Ago-17 34min
12|  16-Ago-17 34min
C 12 6-Sep-17 60min 1 4
D) 12 6-Se—17 45min 2 )
E 12 7-Se-17 55min 0] 4
F 7-Sep-17 60min 0] 0]
I 9 18-Ago-17 75min 3 4
Il 9 18-Ago-17 65min 2 5
X* 9 11-Oct-17 30min 1 5
XX* 9 11-Oct-17 48min 5 5
XXX* | 9 11-Oct-17 35min 5 5
K1* 6 25-Oct-17 40min 0 2
K2* 6 25-Oct-17 30min 0 2
K3* 6 25-Oct-17 40min 2 5
K4* 6 25-Oct-17 35min 1 4
K5* 6 25-Oct-17 35min 2 0

Se muestra el tiempo en el que se realizo la cirugia, el tejido trazado y cuanto trazado mostro en los
respectivos casos de acuerdo con la escala previamente establecida. *En estas ratas Zt 0 equivale a las
7:00am, por eso su Zt 6 y Zt 9 es una hora y media antes que las ratas | y Il, las cuales su ZT 0 era a las

8:30am. --- No se trazé.

De los 25 animales utilizados, se obtuvo para el TA un 88% de animales

trazados. Para el higado, un 72%. En el pancreas no se observo trazado.

4.1 Experimentos en Zt 0

De las 10 ratas operadas en ZT 0 (8:35am), 2 murieron, una en cirugia y otra,

dias después de ésta. Otra rata se descarto por errores metodoldgicos.

A 2 ratas se les inyect6 trazador en pancreas y en tejido adiposo. Ninguna de
ellas presentd trazado desde el pancreas, sin embargo, ambas mostraron
trazado desde el tejido adiposo, una muy poco y otra muy adecuado trazado;

ambos en el DMV como se muestra en la figura 14.
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Fig. 14. Trazado en Tejido adiposo CTB-CY3 en Zt 0. (20X). A) Muy poco trazado. B) Muy adecuado
trazado. 1.27uym

Cinco ratas fueron trazadas en higado y tejido adiposo. Una no mostré trazado
en ninguno de los dos tejidos. Para el higado dos de ellas no mostraron trazado
y una mostro un trazado moderado y la ultima muy adecuado. Para el T.A una
obtuvo trazado muy adecuado, dos de ellas moderado y otra muy poco. Los
trazados encontrados fueron en el DMV. Como se muestra en los ejemplos de

la figura 15.
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Fig. 15. Ejemplos de los resultados obtenidos en Zt 0. A) Neuronas trazadas desde TA. (CTB-CY3) (40x).
B) Neuronas trazadas muy adecuadas desde higado con CTB-CY2 (verde) y muy poco en TA con CTB-
CY3. (rojo). (40x). C) Neuronas con trazado muy adecuado desde TA. (rojo) y moderado en higado, las
cuales se ven amarillas debido a una colocalizacion de neuronas; la neurona proyecta a ambos tejidos.

(40x). 0.64pum

Fig 16. Ejemplo de un trazado moderado de TA con CTB-CY3 e higado con CTB-CY2 con neuronas
colocalizadas (amarillas/ naranjas); estas neuronas proyectan a los 2 tejidos trazados. (20x). 1.27um.
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En este tiempo, los tejidos que mostraron los 2 tipos de trazados presentaban
colocalizacién de neuronas, la cual se muestra en la figura 15C y 16 (amarillo/
naranja). Estas demuestran que hay neuronas que proyectan tanto a tejido

adiposo como al higado.

4.2 Experimentos en Zt 6

Cinco ratas fueron trazadas desde el higado y T.A en Zt 6. En este experimento
cinco de cinco ratas mostraron trazado, sin embargo, no todos los 6rganos
fueron trazados. Los resultados fueron los siguientes, para el higado dos no
mostraron trazado, dos mostraron poco trazado y una de ellas muy poco. En el
caso del T.A una de ellas no mostré trazado, dos mostraron poco trazado, una

mostré un trazado adecuado y la otra muy adecuado. En la figura 17 se puede

’\D’C’G/\
NTS®"
61N

7Q

observar ejemplos lo descrito en este parrafo.

912
ROSTRAL
B 2% TS G 2
Nucleo ,4?@@ e 0 NTS@
Ambiguo s [ 12 @6%

Fig. 17. Ejemplos de los resultados obtenidos en los experimentos en Zt 6. A) Poco trazado Gnicamente
en TA con CTB-CY3 (20x). B) Adecuado trazado en TA con CTB-CY3. (rojo) y muy poco trazado en
higado (amarillo) (20x). C) Poco trazado Unicamente en higado con CTB-CY2 (20x). 0.64um.
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4.3 Experimentos en Zt 9

Se trazaron 5 ratas en Zt 9 (17:35pm) desde el T.A e higado. Para este
experimento cinco de cinco ratas operadas mostraron trazado en ambos
organos, ademas en este tiempo se mostré una mayor concordancia de los
resultados obtenidos para el T.A ya que cuatro de ellas mostraron un muy
adecuado trazado y Uunicamente una de ellas un trazado adecuado desde este
tejido. Para el higado una mostré muy poco trazado, una mostré poco trazado,
otra un trazado moderado y las ultimas dos un trazado muy adecuado.
Ejemplos de los resultados obtenidos se muestran en las figuras 18 y 19. En la

figura 18C se observa colocalizacién entre neuronas, significando que esta

neurona inerva tanto al T.A como al higado.

Ncleo

Ambiguo

Fig. 18. Ejemplos de tejidos trazados en Zt 9. A) Neuronas que muestran muy adecuado trazado en TA
con CTB-CY3 (rojo) y poco trazado en higado con CTB-CY2 (verde) (20x). 1.27um B) Neuronas con
adecuado trazado en TA con CTB-CY3 (rojo) y moderado en higado CTB-CY2 (verde) (20x). 1.27um. Se

muestra colocalizacion de neuronas (amarillo) como se ve en la figura C) en 40x. 0.64pum
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Fig. 19. Ejemplo de neuronas con muy adecuado trazado tanto desde TA con CTB-CY3 (rojo) como de

higado CTB-CY2 (verde). Las neuronas amarillas/naranjas proyectan a ambos érganos. (40x). 0.64um

4.4 Experimentos en Zt 12

Cuatro ratas fueron trazadas desde el pancreas y tejido adiposo en Zt 12
(20:35pm). Ninguna de ellas presento trazado de pancreas. Sin embargo, las
cuatro presentaron poco trazado desde el tejido adiposo. En la figura 20 se

observan imagenes representativas de lo que se observo en estos tejidos.
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Fig. 20. Neuronas trazadas de los tejidos que mostraron poco trazado Unicamente desde el TA con CTB-
CY3 (20X). 1.27um A), B) y C) Poco trazado de TA en DMV.

Otras cuatro ratas fueron trazadas del higado y tejido adiposo. Una de ellas no
mostro trazado en ninguno de los 2 6rganos. Para el caso del higado, una no
mostré trazado, una muy poco Y la otra poco trazado. Para el tejido adiposo
dos mostraron un adecuado trazado y la otra un muy adecuado trazado. En la

figura 21 se pueden apreciar ejemplos de lo descrito en este parrafo.
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Fig. 21. Ejemplos de neuronas del DMV de ratas trazadas en Zt 12 (20x). 1.27um A) Se muestra un
adecuado trazado desde TA con CTB-CY3 (rojo) y muy poco trazado de higado CTB-CY2 (verde). B) Se
observa un muy adecuado trazado de TA con CTB-CY3.

4.5 El trazado aumenta de la parte mas caudal a rostral del Nucleo Dorso
Motor del Vago y un l6bulo proyecta en mayor proporcion al higado y

tejido adiposo

En ambos tejidos trazados se observaron dos cosas, independientemente de la
cantidad de trazado obtenido: 1. En todos los experimentos se muestra que si
se encontr6 trazado en DMV y el trazado aumenta de la parte mas caudal a
rostral como se muestran en las figuras 22 y 23.
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Caudal

Rostral

Fig. 22. Se muestra como aumenta el trazado de neuronas del TA con CTB-CY3 de un mismo animal, de

la parte méas caudal (A) a la parte mas rostral (C) (20x). 1.27um

Rostral

—

Fig. 23. Se muestra como aumenta el trazado de neuronas de un mismo animal de la parte mas caudal
(A) a la parte mas rostral (C) (20x), tanto de TA con CTB-CY3 (rojo) como de higado con CTB-CY2
(verde). 1.27um

Este patrén se observé en todos los animales y en ambos tejidos trazados

independientemente de la hora del dia en que se realizé la cirugia.
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2. Ambos lados del DMV presentaban trazado, sin embargo, un lado
siempre presentaba mayor cantidad de trazado, como se observa en
las figuras 24, 25y 26.

DMVizq.

DMV der.

Fig. 24. Neuronas trazadas en ambos lados del DMV, sin embargo, este es mayor en el lado izquierdo, a
comparacion del lado derecho en Zt 0. (20x). 1.27um.

Fig 25. Neuronas trazadas en ambos lados del DMV. 0.64um. A) Mas trazado desde el higado que el lado
(B) en Zt 0. (40x).
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Fig. 26. Neuronas trazadas en ambos lados del DMV, sin embargo, este es mayor en la figura (A), a
comparacion de la figura (B) en Zt 9. (40x). 0.64um.

4.6 Gréficas de trazado y analisis estadistico.
4.6.1 Tejido Adiposo

En el caso del TA, se muestra en la grafica 1 la cantidad de trazado
obtenido en cada rata vs. Zt respecto a la escala definida junto con las
medianas obtenidas del trazado en tejido adiposo en cada tiempo. Para
saber si existe una diferencia significativa entre los trazados obtenidos, se
realizd la prueba Kruskal-Wallis en GraphPad Prism 6. La diferencia es

significativa si P<0.05.
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Trazado en tejido adiposo vs. Zt
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Gréfica 1. Cantidad de trazado de TA en cada rata y medianas de trazados obtenidos en cada hora
del dia. No se observan diferencias en el trazado del tejido adiposo en los distintos tiempos
estudiados (P>0.05).

Después de realizar la prueba Kruskal-Wallis para los resultados obtenidos en
tejido adiposo, se obtuvo un valor de P= 0.0873 (P>0.05) por lo que no se
observan diferencias significativas entre los distintos tiempos estudiados.

4.6.2 Higado

En la grafica 2 se muestra la cantidad de trazado desde el higado vs. Zt
respecto a la escala establecida, asi como las medianas obtenidas del
trazado de higado en cada tiempo. Para saber si existe una diferencia
significativa entre los trazados obtenidos, se realizo la prueba Kruskal-Wallis
en GraphPad Prism 6. Un valor de P<0.05 quiere decir que la diferencia

entre los grupos es significativa.
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Trazado en higado vs. Zt
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Gréfica 2. Cantidad de trazado obtenido en higado respecto al tiempo y medianas de los trazados en
tejido adiposo obtenidos en cada hora del dia. No se observan diferencias en el trazado del higado en los
distintos tiempos estudiados (P>0.05).

Después de realizar la prueba Kruskal-Wallis para los resultados obtenidos en
higado, se obtuvo un valor de P=0.1662 (P>0.05) por lo que no se observan

diferencias significativas entre los distintos tiempos estudiados.

En ambos érganos el tiempo en el que hubo una mayor presencia de trazado
fue Zt 9.

4.6.3 Correlacion: Cantidad de trazado obtenido vs. Duracion de cirugia

En la grafica 3 se muestra que no hay correlacion entre la cantidad de trazado
obtenido en higado y tejido adiposo y la duracion de la respectiva cirugia con
coeficiente de correlacion r= 0.008. Por lo que no existe correlacion entre la

cantidad de trazado obtenido en cada tejido ni la duracién de su respectiva
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Gréfica 3. Correlacion entre la cantidad de trazado vs. La duracién de cirugia tanto de TA como de
higado. El valor de R?=0.008.
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5. Discusion

5.1 El trazado obtenido no depende del tiempo

Para poder analizar los resultados, es importante sefialar que en este trabajo
se utilizaron ratas, los cuales son animales nocturnos a diferencia de los
humanos. En estos animales, su periodo de descanso corresponde a cuando
hay luz ambiental. Es importante hacer esta aclaracion ya que, en este trabajo
se analiza la actividad de dos tejidos con actividad metabdlica y si partimos de
que ésta se ve afectada por la hora del dia en que se encuentre el animal, los
tiempos en los que se realizaron todos los experimentos, deberan analizarse

bajo esa perspectiva.

En el caso del TA, al comparar el trazado en los 4 tiempos estudiados, la mayor
cantidad de cortes donde se observa la presencia del trazador (muy adecuado)
se encuentra en Zt 9. Sin embargo, este factor no se ve dependiente del
tiempo, ya que se presentan trazados muy distintos en todos los tiempos como
se observa en la grafica 1. Se realizo la prueba de Kruskal-Wallis, en donde un
valor de P= 0.0873 (P>0.05) muestra que no hay una diferencia significativa
entre el trazado obtenido en Zt 0, Zt 6, Zt 9 y Zt 12. Los resultados obtenidos en
este trabajo para el TAB son similares a los obtenidos por Kreier en 20025y
2006°¢ aunque este Ultimo no realizé el estudio de forma circadiana, ni reporta
un porcentaje de trazado obtenido, sin embargo, si observé amplio trazado
desde el TAB hacia el DMV.

Para el higado no se observa una mayor prevalencia en el trazado obtenido en
cada muestra ya que en todos los tiempos, los resultados obtenidos son muy
dispersos y no se observa una constante en ninguno de ellos (grafica 2). No se
observan diferencias significativas entre el trazado obtenido en Zt 0, Zt 6, Zt 9 y
Zt 12 al haber realizado la prueba de Kruskal-Wallis obteniendo un valor de
P=0.1662 (P>0.05).

Se observa, sin embargo, que también en Zt 9 existe un trazado ligeramente
mayor desde el higado y el TA. Esto puede sugerir una mayor actividad

hepatica y del TA en este periodo, ya que el higado se encarga de la
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produccion de glucosa y ésta presenta su acrofase al final del periodo de luz,

preparandose al animal para su respectivo periodo de actividad®®.

Al existir elevada glucosa en sangre, ésta es convertida a piruvato por medio
de la glucdlisis y posteriormente a acetil-CoA que se condensa con el
oxaloacetato para formar citrato, se acumula en el interior de la mitocondria y
finalmente sale hacia el citoplasma por medio de su transportador. En el
citoplasma, se cataliza la formacion de oxalacetato y acetil-CoA, formando
malonil-CoA, e inhibiendo a la enzima reguladora de la oxidacién de acidos
grasos (acil-carnitina transferasa |), via que resulta inhibida.

La sintesis de triglicéridos, que se realiza en el citoplasma de los hepatocitos y
adipocitos es por medio de la reesterificacion de acidos grasos (recién

sintetizados o provenientes de la circulacién) y el glicerol.

En el higado, el glicerol proviene de la degradacion de triglicéridos del tejido
adiposo. En el tejido adiposo, el glicerol proviene de la reduccion de la
dihidroxiacetona (un producto de la glicélisis), por lo que la sintesis de
triglicéridos en los adipocitos depende de la glicdlisis.
En el higado estos triglicéridos son empaquetados como lipoproteinas de baja
densidad para ser enviados al TAB a través de la circulaciéon y ser

almacenados en gotitas de lipidos en el TAB.

En los adipocitos, la lipdlisis resulta inhibida por la desfosforilacion e
inactivacion de la lipasa sensible a hormonas, por lo que la insulina promueve
en este tejido la sintesis de triglicéridos, e inhibe su degradacion. Ademas, el
TAB libera la leptina, y como se mencioné previamente, en el caso de las ratas,
ésta es mayor iniciando su periodo de actividad. Esto ultimo puede explicar el
trazado obtenido para el tejido adiposo en este tiempo. De igual manera, un
estudio de lipidoma hepatico realizado por Adamovich en 2014, muestra que la
mayoria de los triglicéridos circulantes provenientes del higado tienen un pico
en Zt 8%, esto podria significar una mayor actividad anabdlica del higado en
ese tiempo, lo que podria explicar los resultados obtenidos en este trabajo en
Zt 6 y Zt 9, ya que los menciona con mayor elevacion en el periodo de luz

(entre Zt 1 y Zt 8), mientras que en Zt 0, donde se obtuvo muy poco trazado e
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incluso una mediana de 0 dentro del grupo trazado en este tiempo (Zt 0), es
posible que haya sido por el cambio de fase (de oscuridad a luz) del animal, es
decir, debido a la transicidon del animal entre su periodo de actividad (oscuridad)
al de descanso (luz), en el cual muchas funciones anabdlicas tienden a

disminuir.

Zt 9 es un tiempo cercano al inicio del periodo de actividad de las ratas (Zt 12).
En este tiempo se presenta la acrofase de la glucosa®3, y empiezan los
cambios fisiolégicos y metabdlicos como preparacion para el periodo de
actividad. El tiempo en el que se observa una “constante” en los resultados es
en Zt 9 sugiriendo que a ese tiempo existe una mayor actividad parasimpatica
en todos los individuos. Sin embargo, la presencia de trazado, asi como su
ausencia en el resto de los tiempos muestreados y la falta de un patrén claro
en relacion con el tiempo, puede deberse condiciones fisioldgicas del mismo
animal, es decir, la cantidad de TAB de éstos 0 su peso pudieron ser factores
gue afectaran el hecho que existiera un menor o mayor trazado parasimpatico,

ademas de otros factores en la metodologia, explicados mas adelante.

Para ambos tejidos, se observa que el trazado no depende de la hora del dia y
que no hay relacién entre el nimero de neuronas trazadas y la intensidad. La
inervacion parasimpética, asi como el trazado en el higado y TAB son temas de
muy amplia discusion y polémica porque diversos grupos de investigacion
dudan de su relevancia como el caso de Giordano, 2006, por ejemplo, donde
no observan trazado significativo o en el caso de Bartness, 2014%” en donde no
se encontrd evidencia de inervacién parasimpatica en el TAB al buscar las
fibras en el tejido. Contrario a esto, en este trabajo se observan resultados muy
similares a los presentados por Kreier en 200252 para el TAB y por Magni en
198368 para el caso del higado, sin embargo, aunque estos estudios no fueron
realizados a distintos tiempos como el presente trabajo, la obtencién de estos
resultados nos indica que es posible que el TAB y el higado posean inervacion
parasimpatica de forma eferente y aferente, respectivamente. Ademas, se ha
demostrado que la lipdlisis se ve aumentada al estimular las fibras simpaticas
del TAB y que al realizar una denervacion parasimpatica, disminuye la captura

de glucosa y acidos grasos libres por el TAB y se aumenta la actividad de la
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lipasa sensible a hormonas en un 51%, sugiriendo que, en el TAB la inervacion

parasimpatica es de funcion anabdlica®®.

El nervio vago es capaz de responder a estados de inflamacion®y sus
aferencias pueden ser activadas por citocinas proinflamatorias como la IL-6 y
prostaglandinas como la PGE2 y PGI2, las cuales se liberan en respuesta al
dafio e inflamaciéon’. Al existir esto, el vago se encarga de regular esta
inflamacion, disminuyendo la cantidad de citocinas liberadas por el tejido. Por lo
anterior, es posible que la actividad parasimpética se vea aumentada al existir
un estado de obesidad ya que al existir este padecimiento existe inflamacion
constante del TAB.

Por todo lo anterior, se sugiere que la actividad anabdlica presentada en ambos
tejidos, indica un aumento en la actividad parasimpatica hacia los tejidos
estudiados, la cual a su vez, puede generar un mayor transporte axonal y por lo

tanto, mayor cantidad de neuronas trazadas (0 mayor intensidad).

Se cree gue las ratas son animales no estacionales, sin embargo, diversos
estudios han observado comportamientos estacionales en ratas en su
liberacion de hormonas, respuesta a farmacos y comportamiento reproductivo
aun en condiciones de luz y temperatura constante. Al momento de analizar los
resultados de este trabajo y comparandolos con un experimento del mismo
grupo de investigacion en el cual también se realiz6 trazado retrégrado con
CTB en tejido adiposo, se observa que es posible que el trazado se vea
afectado por el mes del afio en que se realiza el trazado. En el trabajo
mencionado, se analiz6 el porcentaje de ratas trazadas vs. el mes del afio en
que se realiz6 cada cirugia, y se observd que conforme avanza el afio,
aumenta el porcentaje de ratas trazadas hasta llegar a los meses julio-agosto-
septiembre donde se observa un pico maximo. Posterior a estos meses hasta
diciembre, la tendencia de trazado poco a poco va disminuyendo; sugiriendo
que el trazado se ve afectado por las estaciones del afio o condiciones de
temperatura. Por lo anterior, surgid la interrogante de si el comportamiento
mencionado, también se presenta en este trabajo. Sin embargo, los resultados
no son comparables por el tiempo en que se realizé este trabajo (3 meses), ni

por el tipo de andlisis realizado. Al momento de realizar este trabajo, la
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hipotesis planteada en este parrafo no estaba contemplada, por lo que no se
realizaron los debidos experimentos y condiciones para poder observar el
fenémeno planteado. Estudios futuros a lo largo del afio son necesarios para

poder analizar la hipotesis planteada por éstas observaciones.

5.2 Siempre a considerar: la metodologia.

El trazado neuronal es una técnica que nos permite estudiar la anatomia del
sistema nervioso; desde simples proyecciones, con un trazador monosinaptico
(como el utilizado en este trabajo, CTB), hasta circuitos neuronales con
trazadores multisinapticos como el virus de la pseudorrabia (PRV). En conjunto
con otras técnicas, como de inmunohistoquimica o histoquimica se puede
obtener mucha informacién respecto a lo que deseemos estudiar. Aunque
existan muchos trazadores anterogrados, retrégrados, transinapticos, virus,
toxinas, etc, en ésta seccion se hara énfasis Unicamente en el trazador

retrogrado CTB utilizado en el presente trabajo.

El trazado retrogrado con CTB, como toda técnica, posee ventajas y
desventajas. Es una técnica relativamente rapida y sencilla, lo cual presenta
una gran ventaja. Al ser una técnica muy sensible representa una desventaja a
Su vez, ya que se puede ver afectada facilmente por el sitio de inyeccién. Como
se menciono previamente, al ser el higado un érgano con mucha inervacion y
muy perfundido por la circulacion, si no se tiene cuidado al inyectar de manera
directa el trazador, éste puede difundir a la circulacion o a algun otro sitio que
no sea el de estudio. De igual forma, esto pudo haber afectado el trazado, de

modo que se observara menos de lo que se podria haber obtenido.

En la técnica de trazado es posible que exista fuga del trazador a la circulacion
por medio de los vasos sanguineos, sin embargo, el haber realizado una doble
tincion en este trabajo, nos puede sugerir que no hubo fugas, ya que, en cada
corte se obtuvieron tanto neuronas doblemente trazadas, como neuronas
trazadas Unicamente para higado y/o neuronas trazadas Unicamente para TAB.
Si hubiera existido algun tipo de fuga, probablemente todas las neuronas

estarian doblemente trazadas.
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Se debe tener sumo cuidado en proteger los cortes de la luz ambiental cuando
se combina esta técnica con fluorescencia, ya que esta se ve afectada con la
exposicién a la luz y es posible observarla mas débil que la que se podria
observar realmente (fotoblanqueamiento)’t. De igual manera, es importante
considerar el tiempo de supervivencia, en este caso del animal una vez
trazado, ya que un tiempo muy corto puede resultar en marcaje incompleto y un
tiempo mayor de supervivencia podria representar un marcaje inespecifico. El
CTB es transportado desde el tejido al soma en 4 dias aproximadamente’? por

lo que el tiempo utilizado en este estudio (7 dias) es adecuado.

El CTB, para los objetivos de este trabajo, es adecuado, es sensible para los
estudios in vivo, muestra solo neuronas motoras y de primer orden (que
conducen su impulso somatico al tronco encefélico). Se pudo observar
exitosamente las neuronas del DMV, mostrando que hay algunas
especializadas para cada 6rgano, asi como neuronas que comparten ambos

tejidos (neuronas colocalizadas).

5.3 Las neuronas del Nucleo Motor Dorsal del Vago tienen una

organizacion especifica

En las figuras 24, 25 y 26 se observa que uno de los lados tiene mayor trazado
respecto al otro. Esto puede tener diversas explicaciones. Por un lado, el TAB
es un tejido bilateral, sin embargo, en este trabajo Unicamente se inyectd un
solo lado (izquierdo), por lo que podria ser la primera explicacién por lo que se

observa que un lado presente mas trazado que el otro.

Por otro lado, es sabido que los nervios tienen una determinada organizacion
de acuerdo con los 6rganos a los cuales proyectan. Por ejemplo, en el caso del
higado, en su mayoria las aferencias vagales se encuentran del lado izquierdo.
El lado derecho inerva en menor proporcion a la rama hepatica. Este lado va
principalmente al pancreas, al piloro, al duodeno y al antro gastrico®. Esto
puede ser otra posible explicacion de lo observado en las figuras 24, 25 y 26,
donde se observa que el trazado es bilateral, pero no en la misma proporcion ni

de manera uniforme. Ademéas, se ha demostrado que la inervacion
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parasimpatica es distinta segun sea la especie de estudio respecto a los

neurotransmisores, asi como su localizacién en las distintas zonas del tejido’3.

El que la cantidad de trazado desde el higado haya sido menor que desde el
tejido adiposo, asi como el hecho de que no se mostrara un significativo
trazado en el higado, concuerda con el articulo de Berthoud, 200474, En este
reporte se mencionan estudios de trazado retrogrado (como el realizado en
este trabajo), que muestran que el higado es inervado en menor proporcion por
la rama hepatica, mientras que los conductos biliares y el area portal de la vena
reciben la inervacion aferente vagal mas densa’. Con esta informacion, se
puede pensar que, ademas de que la organizacion de los nervios que recibe el
higado es muy especifica, el sitio de inyeccion del higado en este trabajo pudo
haber afectado los resultados, ya que, aunque se tratd de inyectar en al area
portal hepatica (cerca de la vena), si se inyecté mas hacia el area de la rama

hepatica, se podria explicar el poco trazado encontrado en este tejido.

Estas observaciones son interesantes, sin embargo, en los objetivos de este
trabajo no se contemplaba un estudio neuroanatémico, por lo que no se
tomaron las medidas y precauciones necesarias para un estudio de este tipo en

forma.

Para estudios a futuro, seria interesante afiadir alguna técnica para marcar el
cerebro para indicarnos qué lado corresponde a cada uno, ademas para poder
comparar la cantidad de trazado de cada lado de manera similar y bajo los
mismos criterios se pueden inyectar ambos lados del tejido, para asi, dar un

resultado concreto y confiable de ésta observacion.
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6. CONCLUSIONES

El trazado no depende de la hora del dia.

No hay correlacion entre la intensidad de marcaje y la cantidad de neuronas

trazadas.

No hay correlacion entre la cantidad de trazado ni el tiempo de cirugia del

animal.

Aunque no se hayan obtenido diferencias significativas entre los tiempos de
trazado, el haber obtenido resultados similares a estudios realizados
previamente nos indica que el WAT vy el higado si poseen neuronas
parasimpéticas que proyectan a ambos tejidos, y en el caso de este Ultimo es
mayor en el rea portal hepética.

El DMV es un nucleo bilobulado. Con lo observado en este trabajo, las
neuronas de cada lado del DMV tienen una organizacion especifica inervando
de forma parasimpética en mayor 0 menor proporcion tanto el higado como el

TA, asi como en algunos casos comparten determinadas neuronas.

El trazado es una técnica relativamente sencilla y rapida. Sin embargo, se
puede ver afectada por diversos factores como el sitio de inyeccién, afectando
los resultados obtenidos por lo que se debe ser muy cuidadoso al realizarla.
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