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RESUMEN 

Diariamente, en coordinación con los ciclos de luz-oscuridad del ambiente, 

todos los organismos sufren cambios fisiológicos y conductuales sincronizados, 

los cuales se presentan con regularidad de manera circadiana; todos éstos 

controlados por el reloj biológico, el Núcleo Supraquiasmático. Esto se regula 

en conjunto con la actividad del Sistema Nervioso Autónomo, predominando la 

actividad simpática en periodos de actividad y parasimpática en periodos de 

descanso. Se ha demostrado que órganos de importancia metabólica como el 

tejido y el hígado poseen inervación simpática, sin embargo, de la inervación 

parasimpática se duda de su existencia en estos órganos ya que diversos 

grupos no han encontrado evidencia de inervación de este tipo.  

En este trabajo se estudió la hipótesis de que la presencia del trazador del 

tejido adiposo-DMV, páncreas-DMV e hígado-DMV depende de la hora del día 

en que éste sea inyectado en el respectivo tejido. El objetivo fue demostrar que 

existe inervación parasimpática del tejido adiposo retroperitoneal, páncreas y 

del hígado y analizar cómo se ve afectado el trazado de estos órganos a 

distintas horas del día. 

En 28 animales se trazaron directamente los tejidos con CTB acoplado a un 

fluoróforo CY2 para hígado o CY3 para tejido adiposo a 4 tiempos distintos. 

Posteriormente se obtuvieron cortes de DMV para observar las neuronas 

parasimpáticas trazadas procedentes de estos tejidos. Se realizó un estudio 

cualitativo del trazado obtenido en cada tejido en cada tiempo. Al final, sí se 

observa trazado en DMV en distintas horas, en ambos tejidos y en diferente 

proporción. No se observaron diferencias significativas en el trazado entre los 

distintos tiempos estudiados, de igual forma, tampoco depende de la hora de 

día en que éste se realice. Con lo observado en este trabajo, las neuronas del 

DMV tienen una organización específica inervando de forma parasimpática en 

mayor o menor proporción determinados órganos, así como en algunos casos 

comparten determinadas neuronas. El trazado es una técnica sencilla y rápida 

que 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. INTRODUCCIÓN 

En todos los organismos, el Sistema Nervioso (SN) regula todas las funciones 

fisiológicas y conductuales y permite que éstos interactúen con su ambiente y 

se adapten a éste de diversas formas. Todas estas funciones se encuentran 

sincronizadas de manera rítmica de acuerdo con los ciclos luz-oscuridad 

principalmente, los que conocemos como ritmos circadianos. 

 

1.1 El Hipotálamo: Una estructura que controla las funciones básicas 

de nuestra fisiología 

Los núcleos más antiguos y que se encargan de las funciones más primitivas 

dentro del SN son la médula espinal, el tronco encefálico y el cerebro medio, 

los cuales se encuentran conectados con el hipotálamo. En el hipotálamo, 

estas funciones, como el hambre, el comportamiento, los impulsos sexuales, la 

presión sanguínea, la temperatura, el sueño, entre otras, están organizadas y 

reguladas entre sí. Este trabajo enfatizará, principalmente, la información que el 

hipotálamo recibe del organismo y cómo la utiliza para la regulación de 

diversos procesos fisiológicos como los mencionados previamente. Esto se 

lleva a cabo, en gran parte, gracias a la regulación de la secreción de 

hormonas a través de su conexión con la hipófisis o glándula pituitaria1 y de las 

conexiones con el Sistema Nervioso Autónomo (SNA).  

 

La información que recibe el hipotálamo llega desde centros sensoriales 

especializados localizados en la médula espinal y en el tallo cerebral, así como 

de los órganos circunventriculares (CVOs) los cuales reciben información de la 

circulación; en conjunto, estos centros y los CVOs proveen información sobre el 

estado fisiológico del organismo, por ejemplo, temperatura, dolor, hambre, 

entre otras, para mantener la homeostasis corporal2.  

 

Al recibir esta información, el hipotálamo es capaz de sincronizar toda la 

fisiología. Por ejemplo, uno de los núcleos hipotalámicos, el Núcleo 

Paraventricular (PVN), es importante para la regulación endócrina como en la 

secreción de arginina vasopresina en la neurohipófisis, 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. Además, el PVN prepara a los órganos 

diariamente para ser más susceptibles a estas hormonas mediante sus 

proyecciones autonómicas al Núcleo Motor Dorsal del Vago (DMV) y a la 

columna intermediolateral de la médula espinal (IML), las cuales dan origen a 

una inervación parasimpática o simpática respectivamente.  

 

Todas las funciones del organismo cambian diariamente dependiendo de la 

hora del día. El hipotálamo es el principal regulador de todos los ritmos del 

organismo, los cuales surgen del reloj biológico maestro (de igual forma 

localizado en el hipotálamo) llamado Núcleo Supraquiasmático (NSQ). Esto lo 

hace a través de los núcleos hipotalámicos y la retroalimentación entre ellos y 

el NSQ. 

 

De esta manera, el hipotálamo es importante para la regulación y 

sincronización endócrina, fisiológica y del comportamiento, incluyendo los 

ciclos de sueño-vigilia, de comida-ayuno, así como el metabolismo de la 

glucosa a lo largo del día, regulado por hormonas como el cortisol, en 

coordinación con el SNA3 y los núcleos hipotalámicos.  

 

1.1.2 Los núcleos hipotalámicos poseen funciones fisiológicas 

definidas y se comunican entre sí para la regulación del organismo 

El hipotálamo consiste en distintos núcleos conectados entre sí, los cuales 

poseen funciones definidas. En la tabla 1 se mencionan distintos núcleos 

hipotalámicos y su función.  
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Tabla 1. Ejemplos de núcleos hipotalámicos y su función principal  

Núcleo Hipotalámico Función 

Área Preóptica Medial Se asocia principalmente a la 

termorregulación y a la reproducción 

Núcleo Paraventricular (PVN) Tiene funciones principalmente endócrinas y 

autonómicas. Controlan la secreción de 

diversas hormonas. 

Núcleo Ventromedial del Hipotálamo (VMH) Participa en la regulación metabólica al recibir 

señales de saciedad del organismo para 

regular la ingesta y la homeostasis 

energética4. 

Núcleo dorsomedial del hipotálamo Se encarga de la integración hipotalámica. 

Núcleo Arqueado (ARC) Funciona como sensor metabólico del 

hipotálamo y participa en la regulación de la 

ingesta. 

 

Todos estos núcleos se encuentran interconectados entre sí y reciben 

información del NSQ5, de la periferia y de las aferencias de otros núcleos 

hipotalámicos y del tallo cerebral por medio del Núcleo del Tracto Solitario 

(NTS)6. En la figura 1 se muestra la ubicación del hipotálamo y sus subnúcleos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Ubicación del hipotálamo y del PVN en cerebro de rata y sus subnúcleos.  Modificado de 

Rosenzweig, Breedlove & Watson (2010).  
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1.1. 3 El Núcleo Paraventricular: Control hormonal autónomo 

El PVN es el centro hipotalámico para el control hormonal y autonómico. 

Controla la secreción de distintas hormonas según el subnúcleo que las libere. 

Por ejemplo, contiene las neuronas magnocelulares que proyectan a la 

pituitaria posterior, neuronas parvocelulares en la parte medial de este núcleo y 

neuronas posteriores (ver Figura 2)7,8. 

 

 

Fig. 2. Subdivisiones del PVN. Se observa que las neuronas parvocelulares de parte medial de este 

núcleo liberan hormona liberadora de corticotropina (CRH) que estimula a la pituitaria anterior para liberar 

la hormona adrenocorticótropa (ACTH). Las neuronas magnocelulares del PVN sintetizan Oxitocina (OXT) 

y Arginina Vasopresina (AVP) que se liberan hacia la hipófisis posterior. Además, una población de 

neuronas posteriores del PVN (neuronas preautonómicas) liberan AVP, OXT, CRH, angiotensina II (Angio 

II) y encefalina (Enk) proyectando a los núcleos autonómicos como el vago, la médula rostral ventrolateral 

(RVLM) y la IML7. 

 

El PVN recibe también un aporte intrahipotalámico por el NSQ, haciéndolo una 

estructura clave en la regulación de los ciclos circadianos y de las funciones 

autonómicas7. El PVN posee neuronas preautonómicas que se comunican a 

los distintos núcleos hipotalámicos para controlar la actividad simpática y 

parasimpática en la periferia9. 
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1.2 El Núcleo Supraquiasmático o Reloj Biológico 

El reloj biológico 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 desaparición total 

de los ritmos circadianos10 y una desincronización conductual y fisiológica11. 

Así lo mostraron, Stephan y Zucker 12 , quienes vieron afectado el ciclo de 

ingesta de agua y actividad locomotora, al igual que los trabajos realizados por 

Moore y Eichler13 que vieron afectado el ritmo de la corticosterona, con lo que 

se había encontrado un regulador del tiempo. 

 

Diariamente, en coordinación con los ciclos de luz-oscuridad del ambiente, 

todos los organismos sufren cambios fisiológicos y conductuales sincronizados, 

los cuales se presentan con regularidad y son conocidos como ritmos o ciclos 

circadianos. Los ejemplos más claros de estos ciclos, por mencionar algunos, 

son el ciclo de sueño-vigilia, la conducta alimentaria o la liberación de 

determinadas hormonas a ciertas horas del día. Todos estos ciclos son 

regulados por el principal “reloj biológico”, el NSQ, a través de señales internas 

y estímulos del ambiente.  

 

Como su nombre lo dice, el NSQ es un subnúcleo bilateral del hipotálamo que 

se encuentra justo encima del quiasma óptico (figura 3) y que se compone de 

aproximadamente 20,000 neuronas que presentan autonomía en su actividad 

eléctrica. Consta de 2 subdivisiones: una parte ventrolateral, la cual se 

encuentra en comunicación con la retina y una parte dorsomedial, la cual posee 

eferencias hacia otros núcleos hipotalámicos. Ambas poseen diversos tipos de 

neuronas capaces de liberar diversos neurotransmisores (glutamatérgicos, 

GABAérgicos, AVP, entre otros) y están comunicadas entre sí. El NSQ recibe 3 

aferencias principales de estímulos fisiológicos y ambientales: de las células 

fotorreceptoras de la retina que proyectan directamente al NSQ, del núcleo 

intergeniculado que inerva el NSQ por la vía geniculohipotalámica y de las 

neuronas serotoninérgicas del tallo cerebral; éstas se ven disparadas durante 



INTRODUCCIÓN 

7 
 

la vigila, y van disminuyendo su actividad durante el sueño hasta estar silentes 

en el sueño REM14, 15.  

 

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

 

El NSQ regula la fisiología del organismo al organizar los ritmos circadianos y 

sincronizar las funciones fisiológicas a través de diversas proyecciones 

eferentes16y hacia otros núcleos hipotalámicos (de la Iglesia y Schwartz en 

2002)17.  

 

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 recibe18 a través del 

tracto retinohipotalámico. Dependiendo la hora del día, el NSQ puede modular 

su actividad simpática y parasimpática hacia cada órgano, a través de las 

proyecciones preautonómicas que posee en el hipotálamo. Además, el NSQ es 

capaz de reajustar este equilibrio autonómico dependiendo la condición 

fisiológica a la que se exponga un organismo por medio de circuitos de 

retroalimentación. Como se muestra en la figura 4, el NSQ es capaz de regular 

los ciclos circadianos endócrinos, fisiológicos y del comportamiento por medio 

de aferencias hacia la glándula pituitaria y al SNA. 
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Fig. 419. Estímulos que entran al NSQ a través del tracto retino-hipotalámico y las vías en que este regula 

los ciclos circadianos del comportamiento y los tejidos periféricos con la retroalimentación entre estos 

sistemas.  

 

 1.2.1 El Núcleo Supraquiasmático recibe información de 

retroalimentación para sincronizar la fisiología de manera 

circadiana 

 

El NSQ, a su vez, mantiene la sincronía y dirige los ritmos de los tejidos 

periféricos a través de circuitos autonómicos, metabólicos y endócrinos, como 

es el caso de los glucocorticoides20. En el NSQ existen proyecciones hacia las 

neuronas preautonómicas del PVN para regular de forma circadiana la 

secreción de la hormona liberadora de corticotropina que se encarga de la 

liberación circadiana de corticosterona, disminuyendo ésta su concentración 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 

señales a los circuitos descendientes (PVN) que hacen sinapsis en las 

neuronas simpáticas preganglionares de la IML, las cuales, entre otras 

funciones autonómicas, regulan la secreción de melatonina por medio de la 

glándula pineal21. Una característica del NSQ es que es rico en receptores a 

melatonina, lo que significa que ésta se une de manera específica al NSQ22, de 

modo que, al liberarse, puede funcionar como señal de retroalimentación en el 

NSQ. Durante el día, el NSQ inhibe la secreción de melatonina enviando 

mensajes inhibitorios a la glándula pineal. En la noche, el NSQ es menos 
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activo, de tal forma que termina la inhibición ejercida en el día, se activa el 

PVN, produciendo melatonina por la glándula pineal.  

 

Los ciclos circadianos se pueden ver afectados por el estilo de vida porque 

existen mecanismos de retroalimentación. Si las señales que recibe el NSQ del 

ambiente no están en sincronía con las señales internas, se promueve una 

desincronización interna y se genera un desbalance entre la actividad simpática 

y parasimpática. Este es el caso de los trabajadores nocturnos o de las 

personas con jet-lag, ya que los estímulos externos que recibe el organismo 

(como los producidos por la ingesta de comida en un horario inusual), 

promueven la liberación de distintas hormonas a “destiempo” y provocan mal 

estar mental y físico (ver figura 5)23 . Estas señales contradictorias pueden 

derivar en patologías como la diabetes tipo 2, la obesidad o el síndrome 

metabólico24, 25.  

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

su ambiente; no hay relación entre los estímulos que recibe el NSQ ni de las señales que éste envía hacia 

la periferia.   

 

 1.3 El Sistema Nervioso Autónomo es una vía mediante la cual el 

Núcleo Supraquiasmático regula la fisiología 

El NSQ puede modular la actividad simpática y parasimpática hacia cada 

órgano por medio de las proyecciones preautonómicas que posee en el 

hipotálamo. De este modo, provee de impulsos motores a todos los tejidos y 

músculos, así como a glándulas endócrinas y exócrinas. 
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Para regular las necesidades fisiológicas y homeostáticas del organismo, el 

SNA funciona como un circuito de reflejos por medio de retroalimentación 

sensorial de órganos; estos reflejos son modulados por centros neurales 

localizados en el tronco encefálico, hipotálamo y la corteza prefrontal26. 

 

El SNA comprende el Sistema Nervioso Simpático (SNS) y el Sistema Nervioso 

Parasimpático (SNPS). Un estudio realizado por el Dr. Buijs muestra que existe 

la separación de los sistemas simpático y parasimpático en el tallo cerebral e 

hipotálamo a nivel preautonómico, a pesar de que ambos son proyectados por 

el NSQ27. Ambos interactúan con el SNC a través de diversos núcleos como el 

NTS o el PVN. Mediante estas estructuras se transmite información de manera 

aferente y eferente, vía vago-vagal (comprendido por NTS como vía aferente y 

al DMV como vía eferente)28. 

 

El SNS, de manera general, está encargado de responder a situaciones de 

estrés y peligro29; su principal neurotransmisor es la noradrenalina que estimula 

a los tejidos y a los órganos y tiene como respuesta dilatar las vías 

respiratorias, aumentar la presión arterial, aumentar la frecuencia cardiaca, la 

relajación de la vejiga, la contracción de los vasos sanguíneos, entre otras. 

Como se observa en la figura 6, el SNS deriva de las partes torácica, cervical y 

lumbar de la médula espinal. 

 

La otra subdivisión, con actividad complementaria al SNS, encargada de la 

relajación y digestión, de disminuir la frecuencia cardiaca, de la dilatación de 

los vasos sanguíneos, de la contracción de pupilas, entre otras, es el SNPS, el 

cual, dado el tipo de respuestas, es antagónico al SNS30. En la figura 6 se 

observa que esta subdivisión nace del tronco cerebral y de la zona sacra de la 

médula espinal. Sus dos núcleos principales de salida se encuentran en el 

tronco encefálico, el núcleo ambiguo y el DMV e inervan a los órganos, 

liberando el neurotransmisor principal de este sistema, la acetilcolina.  
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Fig. 6. Se muestran las respuestas antagónicas entre el SNPS (izquierda) y del SNS (derecho), así 

como las zonas de donde nacen estos sistemas. (Obtenido de Biological Science, 2005 Pearson 

Prentice Hall, Inc).  

 

1.3.1 El Núcleo Motor Dorsal del Vago: Parte importante del 

Sistema Nervioso Parasimpático 

El DMV es un núcleo bilateral simétrico que posee neuronas motoras 

preganglionares parasimpáticas, las cuales inervan las vísceras del tórax y del 

abdomen a través del nervio vago31, por lo que es considerado como la fuente 

principal de inervación parasimpática de varios órganos del tracto 

gastrointestinal incluyendo el estómago, hígado y el páncreas. 

 

Se localiza en la parte caudal dorsomedial de la medula oblongata cerca del 

cuarto ventrículo. En la medula oblongata rostral, ambos lados del DMV se 

encuentran ventromediales al NTS mientras se va abriendo el cuarto 

ventrículo32, 33.  

 

Así como el DMV posee diversas proyecciones, éste recibe distintas 

proyecciones del SNC, como el PVN, el NTS y el Núcleo Hipotalámico 
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Dorsomedial. En el DMV existen neuronas capaces de sintetizar diversos 

neurotransmisores de función parasimpática, acetilcolina principalmente, sin 

embargo, diversos estudios han demostrado que el glutamato (excitador) y el 

ácido γ-aminobutírico (GABA) (inhibitorio) tienen mayor impacto en la 

inervación proveniente del DMV en el caso del páncreas y del estómago33; en 

este último, por la rama gástrica y hepática34, así como en las interneuronas. La 

información de sensores vagales de la periferia llega al NTS y se distribuyen en 

el SNC, principalmente en el hipotálamo. Ésta puede integrarse con más 

información del organismo como lo son los ciclos circadianos35.  

 

Por otro lado, el DMV tiene importancia en la regulación de la glucosa, ya que 

recibe información de las neuronas glucosensitivas del NTS, las cuales 

detectan los cambios de ésta a través de las aferentes vagales, y en respuesta, 

modula la inervación vagal al páncreas36 para modificar la secreción de insulina 

y glucagón.  

 

 1.4 Control hormonal y variaciones metabólicas 

Las concentraciones de diversos nutrientes y metabolitos varían a lo largo del 

día. Un ejemplo, es el hecho que la concentración de glucosa en plasma varía 

a lo largo del día: 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 producción hepática de glucosa y su utilización de 

los órganos periféricos incluyendo el hígado, el tejido adiposo pardo (TAM) y el 

tejido adiposo blanco (TAB).  

 

Se ha observado que el NSQ regula los cambios diurnos en la producción de 

leptina por el tejido adiposo (TA) 37 , las concentraciones de glucosa en el 

plasma a lo largo del día y las respuestas del páncreas y el hígado ante 

cambios bruscos de glucosa en sangre después de la ingesta de alimentos o 

en hipoglicemia38. 

 

De igual forma, los órganos son afectados por el sistema endócrino. Por 

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

concentración es mayor al inicio del periodo de actividad (noche en ratas)39.  

 

El SNA tiene influencia en el metabolismo. La actividad del SNPS está 

asociada a la captación de glucosa por el hígado y el tejido adiposo y con la 

liberación de insulina por el páncreas. Por otro lado, el SNS incrementa la 

glucosa justo al inicio del periodo de actividad40. El hipotálamo sensa estas 

variaciones por medio de circuitos de retroalimentación con sus diversos 

núcleos. El ARC participa en la homeostasis de la glucosa enviando 

proyecciones a diversos núcleos del hipotálamo como el VMH y el DMV para 

supervisar las concentraciones de insulina, glucosa y leptina en el 

organismo46.En la figura 7 se ilustra la regulación de la homeostasis de la 

glucosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Se muestra la regulación de la homeostasis de la glucosa. El SNC recibe señales metabólicas en 

los diversos núcleos hipotalámicos a través de hormonas como la leptina e insulina y de nutrientes como 

ácidos grasos y glucosa que son detectados por CVOs, ARC o aferentes vagales y espinales. Además, 

modula al SNA, el cual inerva órganos periféricos para regular la liberación de insulina y el glucagón a 

través del páncreas, así como la producción de glucosa en el hígado y la recaptura de glucosa por el 

músculo. FFAs, Ácidos grasos libres; PVN, Núcleo Paraventricular; DMN, Núcleo Dorsomedial; VMH, 

Núcleo Ventromedial; LH, Hipotálamo Lateral; ARC, Núcleo Arqueado, NTS, Núcleo del Tracto Solitario; 

AP, Área Postrema; DMNX, Núcleo Motor Dorsal del Vago; SNS, Sistema Nervioso Simpático; SNPS, 

Sistema Nervioso Parasimpático. Obtenido de41 
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 1.5 Hígado, Tejido adiposo y Páncreas 

El hígado es principal almacén de glucosa, es capaz de capturarla glucosa 

circulante, así como de secretar glucosa a la circulación. También responde a 

la insulina por medio de señales metabólicas, como lo son nutrientes y 

hormonas liberadas, que además son sensadas por los diferentes núcleos 

hipotalámicos, principalmente el ARC y el tallo cerebral (AP, NTS y DMV) 40. 

El hígado responde a la insulina secretada, absorbiendo la glucosa en sangre y 

sintetizando glucógeno; o cuando no se ingiere alimento y los niveles de 

glucosa en sangre son bajos, el hígado realiza la glucogenólisis y la 

gluconeogénesis para proveer al organismo de glucosa.  

El páncreas es otro órgano que regula los niveles de glucosa. Éste lo hace a 

partir de la secreción de insulina a partir de las células β de los islotes de 

Langerhans en respuesta a la elevación de glucosa en sangre. La insulina 

secretada estimula la captura de glucosa y de ácidos grasos en el tejido 

adiposo e inhibe la actividad de la lipasa sensible a hormonas, disminuyendo la 

lipólisis. Asimismo, promueve la captación de glucosa en el músculo y estimula 

la síntesis de glucógeno y bloquea la glucólisis y la gluconeogénesis en el 

hígado. Las células α del páncreas secretan glucagon el cual estimula la 

producción de glucosa por el hígado (glucogenólisis y gluconeogénesis). 

Tanto el hígado como el páncreas son inervados de manera simpática por los 

nervios esplácnicos y de manera parasimpática por los nervios vagales que 

provienen del complejo dorsal vagal (conformado por el DMV, NTS, AP y 

Núcleo Ambiguo)42.  

El TA tiene la capacidad de almacenar grandes cantidades de triglicéridos. 

Dentro de las funciones principales de éste se encuentran la de reserva de 

energía o de protección.  

 

El TA se divide principalmente en 2 tipos: 

1. Tejido adiposo pardo o multilocular: este tipo de grasa tiene una 

coloración parda a rosada debido a la elevada presencia de 

mitocondrias y su contenido en ellas de citocromos. Recibe inervación 
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simpática y sus adipocitos están conformados por varias gotas de grasa. 

Posee la proteína desacoplante UCP1 la cual desacopla la cadena de 

transporte de electrones inhibiendo la síntesis de ATP, por lo que éste 

tejido adiposo se utiliza para producir calor y contribuye a la 

termorregulación43, 

2. Tejido adiposo blanco o unilocular: como su nombre lo indica, esta 

grasa es de color blanco y llega a alcanzar hasta tonos amarillentos. 

Está formado por una sola gota grande de grasa que ocupa todo el 

citoplasma del adipocito. Recibe innervación simpática y parasimpática y 

tiene funciones endócrinas, ya que es capaz de secretar hormonas 

como la leptina y adiponectina. Estas hormonas funcionan como señales 

de retroalimentación en el hipotálamo para modular la ingesta de 

alimentos y modular el tono autonómico para mantener su balance con 

funciones endócrinas y exócrinas. También funciona como reservorio de 

energía química, modela la superficie corporal y da protección43. 

 

El tejido adiposo, desde el punto de vista anatómico, se distribuye en diversos 

compartimientos, (figura 8). Para fines de este trabajo, se hará énfasis en el 

tejido adiposo intrabdominal, específicamente en el retroperitoneal. 

 

Fig. 8. Ejemplos de distintos tipos de depósitos de WAT en ratas. Modificado de 44. 
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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 más profunda de los músculos del abdomen e incluye la grasa 

perirrenal41, 43. 

 

 1.6 Desregulación y Obesidad 

En 1988, Peterson demostró que a mayor noradrenalina en sangre existe 

menor índice de grasa corporal, y evidenció una relación directa entre la 

frecuencia cardiaca y la grasa corporal45, sugiriendo que esto depende de una 

mayor o menor actividad simpática. Otro factor relacionado con la obesidad es 

el balance entre la actividad del TAB y del TAM, ya que mientras el TAB está 

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 patologías, ya que, si 

se almacena subcutáneamente en los pacientes, el riesgo de padecer diabetes 

tipo 2 o síndrome metabólico es menor que si se almacena de manera 

visceral 46 . La Organización Mundial de la Salud define el sobrepeso y la 

obesidad como “una acumulación anormal o excesiva de grasa que puede ser 

perjudicial para la salud”, basado en el índice de masa corporal (IMC) 

(sobrepeso IMC> 25; obesidad IMC>30)47.  

 

Fig. 9. Balance entre WAT y BAT. Mientras el WAT contribuye a la ganancia de peso al existir un exceso 

en la ingesta calórica, mientras, el BAT se encarga del gasto energético disipándolo en forma de calor. 

Obtenido de48.  
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Actualmente muchos factores son conocidos como desencadenantes de la 

obesidad, como un desequilibrio entre la ingesta calórica y el gasto energético, 

una vida sedentaria. Se ha demostrado, incluso que, entre ellos, están 

afectaciones en la actividad del SNA. Se cree, que al padecer esta enfermedad 

existe un desequilibrio autonómico, disminuye la actividad simpática hacia los 

órganos viscerales (catabólica), provocando una disminución en la lipólisis, 

aumenta la actividad parasimpática (anabólica) aumentando la lipogénesis 

provocando una ganancia de peso.  

 

El hígado tiene aferencias y eferencias, que regulan la sensación de saciedad y 

controlan el metabolismo de glucosa y ácidos grasos por medio de la 

inervación vagal principalmente por la vena porta, a través de una 

retroalimentación negativa49. Al existir una desregulación metabólica al padecer 

obesidad, hay una inflamación crónica asociada, resistencia a la insulina y a 

diabetes mellitus tipo 250. 

 

En diversos estudios se ha mostrado que el tamaño del compartimiento 

adiposo intrabdominal se asocia con factores de riesgo de enfermedad 

cardiovascular y metabólica como es el caso del síndrome metabólico. Este 

último se caracteriza por hipertensión arterial, hiperinsulinemia (pudiendo 

desarrollar diabetes tipo 2), aumento de lipoproteína de baja densidad (LDL) y 

disminución de lipoproteínas de alta densidad (HDL), las que conocemos como 

dislipidemias, así como un exceso en la grasa intrabdominal. Tanto las 

aferencias como las eferencias del nervio vago se encargan de la homeostasis 

metabólica y de la regulación del balance energético; las aferencias son las 

encargadas de sensar los niveles de nutrientes y metabolitos como lo son los 

lípidos, colecistoquinina, péptido Y, leptina, insulina y glucosa. Se cree que una 

disfunción autonómica y la disminución de la actividad del nervio vago son 

frecuentes en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y obesidad; esto se 

observó en un estudio de seguimiento el cual reveló relación entre la disfunción 

autonómica y una actividad insuficiente del nervio vago (estudio realizado en la 

recuperación de frecuencia cardiaca), la homeostasis de la glucosa alterada y 

el desarrollo de diabetes mellitus tipo 251. 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 vagales52.  

 

Por muchos años, se creyó que el tejido adiposo únicamente recibía 

innervación simpática; sin embargo, debido a los alarmantes datos 

epidemiológicos de asociación entre el almacenamiento de grasa intra-

abdominal y de morbilidad, además del hecho de que la distribución adiposa no 

es “uniforme” en todas las partes del cuerpo, llevaron a un estudio realizado por 

Kreier en 2002, que demostró que el tejido adiposo también recibe innervación 

vagal. En este estudio mostraron que la activación del SNPS ejerce un efecto 

anabólico sobre el TA, en contraste con el efecto catabólico previamente 

demostrado del SNS. La denervación parasimpática del TA resultó en una 

disminución en la liberación de la leptina y resistina, así como en una 

disminución en la captura de glucosa y ácidos 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 ácidos 

grasos, lo que sugiere una influencia de éste en la obesidad53. En estudios de 

trazado con el virus de la pseudorrabia (trazador retrógrado, multisináptico 

formado por un virus neurotrópico envuelto y capaz de infectar las células 

nerviosas al llegar al soma y circuitos neuronales54), se encontró la presencia 

del virus en neuronas del DMV y del núcleo ambiguo (ambos del SNPS) 

después de realizar la infección de éste en el TAB, sugiriendo que el TA recibe 

inervación parasimpática55.  

 

Otro estudio que cabe mencionar es el realizado por Kreier en 2006, donde 

observaron que diversas neuronas del DMV se proyectan al hígado, páncreas y 

al TA, y algunas de ellas colocalizan56 por medio de técnicas de trazado.  Este 

estudio mencionado, utiliza la misma técnica que este trabajo, demostrando 

que existe innervación vagal hacia el compartimiento abdominal. 
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1.7 Trazado 

El trazado es una técnica que puede utilizarse para estudiar la anatomía del 

sistema nervioso. En ésta se inyecta una sustancia, llamada trazador, en la 

región 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 neurona57.  

 

Existen tres tipos de trazado:  

1. Anterógrado (que va del soma a las terminales axónicas).  

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

figura 10.  

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

ganglio o en alguna zona cerebral.  

 

 

Fig. 1058. Ilustración de trazado retrogrado (aplicado en este trabajo) por medio del transporte vesicular a 

través de dineínas y anterógrado, a través del microtúbulo por medio de kinesinas.  

 

El uso de esta técnica ha permitido determinar las proyecciones de algunas 

rutas y vías neuroanatómicas. El uso de trazadores retrógrados es más común 

debido a su fácil manejo y baja toxicidad59.  Por ejemplo, gracias a esta técnica 

se ha logrado demostrar que existe una separación total en el cerebro de las 

neuronas que proyectan hacia el SNS y el SNPS desde el NSQ29.  
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1.7.1 Subunidad B de la toxina del cólera o CTB 

como trazador 

La subunidad B de la toxina del cólera (CTB) es una toxina tipo lectina 

secretada por la bacteria Vibrio Cholerae, la cual tiene la capacidad de unirse a 

los receptores gangliósidos de la membrana glicolípida de la superficie celular60 

y se utiliza en esta técnica como trazador ya sea anterógrado o retrógrado61, 

además de poseer ventajas como que no sufre daños con el paraformaldehído 

usado en la perfusión, resulta ser muy sensible al momento de observar, así 

como en estudios in vivo, es monosináptico y se puede combinar con técnicas 

de inmunohistoquímica e histoquímica62. 

 

El CTB utilizado estaba acoplado a alguno de 2 fluoróforos, cianina (CY2) o 

indocarbocianina(CY3). Esto presenta la ventaja que se puede hacer una 

inyección en 2 tejidos diferentes y observar el trazador en el cerebro 

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

2.1 Planteamiento del problema 

Todas las funciones del organismo, incluyendo las funciones metabólicas, 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 simpática en 

periodos de actividad y parasimpática en periodos de descanso.  

Se puede considerar como los órganos más representativos de las funciones 

metabólicas al TA y el hígado. Se ha demostrado que ambos poseen 

inervación simpática, sin embargo, la inervación parasimpática resulta aún muy 

polémica. Diversos grupos de investigación han realizado estudios al respecto 

utilizando la técnica del trazado, sin haber encontrado evidencia de inervación 

parasimpática, ya que, así como unos han encontrado presencia del trazador 

en el DMV53, 56, otros no han encontrado presencia del neurotransmisor clásico 

parasimpático, la acetilcolina, ni trazado significativo poniendo en duda la 

inervación parasimpática que recibe tanto el TA como el hígado55, 67. 

Por lo anterior, es de interés estudiar la inervación parasimpática del TA y el 

hígado utilizando la técnica del trazado, así como los factores que pueden 

influir en el trazado de estos órganos, principalmente la hora del día, ya que se 

cree que la actividad de las neuronas del DMV podría depender de este factor.  

2.2 Hipótesis 

El trazado del TA-DMV, páncreas-DMV e hígado-DMV depende de la hora del 

día en que éste sea inyectado en el respectivo tejido. 

2.3 Objetivo 

Analizar cómo se ve afectado el trazado del TA retroperitoneal, páncreas e 

hígado a distintas horas del día. 
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3. EXPERIMENTAL 

3.1 Material 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 22oC y se colocaron 4 ratas por caja, con agua y alimento ad 

libitum y se dejó que se adaptaran una semana al ciclo de luz-oscuridad, 

siendo 8:35 hora que se encendía la luz (Zt0) y 20:35pm hora de inicio de 

oscuridad (Zt12). 

Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Ética del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999, Especificaciones, técnicas para la producción, 

cuidado y uso de los animales de laboratorio.  

1. A 4 ratas se les inyectó el trazador en TA y páncreas en Zt 0 (8:30am). 

2. A 4 ratas se les inyectó el trazador en TA y páncreas en Zt 12 

(20:30pm). 

3. A 6 ratas se les inyectó el trazador en TA e hígado en Zt 0. 

4. 4 ratas a las que se les inyectó el trazador en tejido adiposo e hígado en 

Zt12.  

5. A 5 ratas se les inyectó el trazador en TA e hígado en Zt 6 (13:00pm) 

6. 5 ratas a las que se les inyectó el trazador en TA e hígado en Zt 9 

(17:30pm).  

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

. 

3.1.2 Reactivos e Instrumentación 

3.1.2.1 Reactivos 

-Anestésicos: PROCIN® (Xilazina PiSA, solución inyectable), ANESKET® 

(Ketamina PiSA solución inyectable 1000mg/10ml) y PISABENTAL® 

(Pentobarbital sódico solución inyectable). 

-Solución de paraformaldehído al 4% en PBS. pH 7.4 

-Solución de PBS pH 7.4 

-Solución de sacarosa en agua al 30%.  

Solución salina (NaCl) al 0.9% en agua. 

-Trazador CTB (invitrogenTM) 0.25% en PBS. Fracción B de la toxina del cólera 

conjugado con CY3 (570 nm) para el tejido adiposo (rojo) y CTB (invitrogenTM) 

acoplado a CY2 (510nm) para el páncreas e hígado (verde). 
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-Movviol 

 

 3.1.2.2 Instrumentación 

-La obtención de cortes del DMV para la inmunohistoquímica se realizó 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 Microscopía del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

de la UNAM. 

-Las gráficas y el análisis estadístico se realizaron con el programa GraphPad 

Prism 6.  

3.2 Procedimientos experimentales 

 

3.2.1 Cirugías 

-Inyección del trazador CTB 

Esta cirugía tiene como objetivo principal introducir el trazador directamente al 

páncreas, hígado 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 anestesió a la rata vía i.p con xilacina (0.1mg/kg) y posteriormente ketamina 

(80mg/kg). Se rasuró a la rata del abdomen, debajo de la costilla y de la línea 

media hacia el costado izquierdo de la rata, aproximadamente 4cm hacia abajo. 

Se hizo una incisión con el bisturí en dirección vertical justo debajo de las 

costillas. Se cortaron ambas capas musculares y se desgarró con las tijeras en 

dirección a la incisión. Se procedió a ubicar el tejido adiposo retroperitoneal o el 

páncreas, según sea el caso: 
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• Páncreas: Expuesto el peritoneo, se ubicó el páncreas. Una vez 

localizado se sacó una parte y se inyectaron directamente 3µl de CTB-

CY2 con una microjeringa (Hamilton).  

• Hígado: Expuesto el peritoneo, se localizó el hígado. Una vez localizado 

se sacó una parte y se inyectaron directamente en el hígado, justo a un 

costado de la vena porta, 3µl de CTB-CY2 con una microjeringa 

(Hamilton).  

• Tejido adiposo retroperitoneal: Se procedió a ubicar el tejido adiposo 

retroperitoneal de acuerdo con la Fig.11. Una vez localizado, se 

inyectaron directamente al tejido 3µlde CTB-CY3con una microjeringa 

(Hamilton). 

•  

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

Para finalizar, en ambos casos, se suturaron ambas capas musculares y 

posteriormente se suturó la piel de manera subcutánea con un solo hilo en 

zigzag.  

3.2.2 Sacrificio, perfusión y obtención de cerebro y tallo 

Estos procesos están basados en el método descrito por Gage, 201263. Para 

todos los animales utilizados, el sacrificio se realizó 7 días después de la 

inyección del trazador. 

Primeramente, cada rata se anestesió con una sobredosis de pentobarbital 

sódico (aprox. 2.4ml/kg). Posteriormente se abrió la caja torácica a la altura de 
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las costillas hasta que se localizó el esternón. Una vez localizado, se rompieron 

las costillas para dejar al descubierto el corazón. Hecho esto, se sujetó y se 

insertó la jeringa justo en la punta del ventrículo derecho del corazón hasta 

llegar a la vena. Se fijó la aguja en su lugar con una pinza hemostática. 

Inmediatamente que se inició el flujo de solución salina, se cortó la aurícula 

derecha. En primer lugar, se perfundieron 200ml de la solución salina al 0.9% 

para limpiar los tejidos. Esto hasta que se torne la sangre casi incolora y líquida 

y las orejas y patas del animal quedaran incoloras. Luego se procedió a 

perfundir con una solución de paraformaldehído al 4% hasta que se fijaron y 

endurecieron los tejidos.  

Se decapitó a la rata y se extrajo el cerebro, cerebelo y tallo cerebral retirando 

meninges y cortando el quiasma óptico. Posteriormente se separaron el 

cerebro y tallo cerebral y se dejaron incubar 24hrs en una solución de 

paraformaldehído 4%. Pasado esto se transfirieron a una solución 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 Inmunohistoquímica 

Se obtuvieron cortes coronales de 30μm del tallo cerebral a la altura del DMV 

de la parte más caudal a rostral (-14.64 a -13.44mm respecto a Bregma) de 

todas las ratas utilizadas con ayuda de un criostato LUPETEC a -20ºC.  

Se seleccionaron de tres a cuatro cortes de cada parte del DMV (estas son 

reconocidas por como lo ilustra Paxinos y Watson, 200964) 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 Análisis estadístico 

Para analizar los datos obtenidos se realizó la prueba estadística Kruskal-

Wallis con el software GraphPad Prism 6. Un valor de P<0.05 se consideró 

significativo. Se presentan las gráficas de los tejidos con sus respectivas 

medianas.  
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4. RESULTADOS 

Los resultados se presentarán por la hora del día en que fueron operadas las 

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

Se trazó el tejido adiposo con CTB acoplado a CY3 como fluróforo (rojo) y se 

trazó hígado o páncreas con CTB acoplado a CY2 (verde) en 4 tiempos Zt 0, 6, 

9 y 12. De cada rata se obtuvieron partes representativas de cada sección del 

DMV, de la parte más caudal a rostral. Posteriormente se observó en un 

microscopio confocal para fluorescencia, las imágenes 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 análisis las de la cantidad de trazado obtenido para cada 

órgano tomando en cuenta cantidad de neuronas trazadas e intensidad.  

Tejido adiposo 

 

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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Hígado 

 

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

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

En el páncreas no se encontró trazado en ningún corte ni en ninguno de los 

tiempos en los que se estudió.  

En la tabla 2 se presenta el experimento realizado para cada rata por hora, 

órgano trazado, y si alguno de estos presentaba trazado y de manera 

cualitativa cuánto trazado mostraba de acuerdo con la escala previamente 

mencionada. 
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Tabla 2. Resultados de los experimentos realizados. 

Rata Zt Fecha de 
cirugía 

Duración de 
cirugía 

Trazado en 
hígado 

Trazado en 
páncreas 

Trazado en 
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 

11 12 2-Ago-17 67min --- 0 2 

12 12 2-Ago-17 67min --- 0 2 

9 12 16-Ago-17 34min --- 0 2 

10 12 16-Ago-17 34min --- 0 2 

C 12 6-Sep-17 60min 1 --- 4 

D 12 6-Sep-17 45min 2 --- 5 

E 12 7-Sep-17 55min 0 --- 4 

F 12 7-Sep-17 60min 0 --- 0 

I 9 18-Ago-17 75min 3 --- 4 

II 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 realizó la cirugía, el tejido trazado y cuánto trazado mostró 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 I y II, las cuales su ZT 0 era a las 

8:30am. --- No se trazó. 

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

trazados. Para el hígado, un 72%. En el páncreas no se observó trazado.  

 

4.1 Experimentos en Zt 0 

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

días después de ésta. Otra rata se descartó por errores metodológicos.  

A 2 ratas se les inyectó trazador en páncreas y en tejido adiposo. Ninguna de 

ellas presentó trazado desde el páncreas, 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. 1.27μm 

Cinco ratas fueron trazadas en hígado y tejido adiposo. Una no mostró trazado 

en ninguno de los dos tejidos. Para el hígado dos de ellas no mostraron trazado 

y una mostró un trazado moderado y la última 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 hígado 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 hígado, las 

cuales se ven amarillas debido a una colocalización de neuronas; la neurona proyecta a ambos tejidos. 

(40x). 0.64μm 

 

Fig 16. Ejemplo de un trazado moderado de TA con CTB-CY3 e hígado con CTB-CY2 con neuronas 

colocalizadas (amarillas/ naranjas); estas neuronas proyectan a los 2 tejidos trazados. (20x). 1.27μm. 
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En este tiempo, los tejidos que mostraron los 2 tipos de trazados presentaban 

colocalización 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 hígado.  

4.2 Experimentos en Zt 6 

Cinco ratas fueron trazadas desde el hígado y T.A en Zt 6. En este experimento 

cinco de cinco ratas mostraron trazado, sin embargo, no todos los órganos 

fueron trazados. Los resultados fueron los siguientes, para el hígado dos no 

mostraron trazado, dos mostraron poco trazado y una de ellas muy poco. En el 

caso del T.A una de ellas no mostró trazado, dos mostraron poco trazado, una 

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

observar ejemplos lo descrito en este párrafo.  

 

Fig. 17. Ejemplos de los resultados obtenidos en los experimentos en Zt 6. A) Poco trazado únicamente 

en TA con CTB-CY3 (20x). B) Adecuado trazado en TA con CTB-CY3. (rojo) y muy poco trazado en 

hígado (amarillo) (20x). C) Poco trazado únicamente en hígado con CTB-CY2 (20x). 0.64μm. 
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4.3  Experimentos en Zt 9 

Se trazaron 5 ratas en Zt 9 (17:35pm) desde el T.A e hígado. Para este 

experimento cinco de cinco ratas operadas mostraron trazado en ambos 

órganos, además en este tiempo se mostró una mayor concordancia de los 

resultados obtenidos para el T.A ya que cuatro de ellas mostraron un muy 

adecuado trazado y únicamente una de ellas un trazado adecuado desde este 

tejido. Para el hígado una mostró muy poco trazado, una mostró poco trazado, 

otra un trazado moderado y las últimas dos un trazado muy adecuado. 

Ejemplos de los resultados obtenidos se muestran en las figuras 18 y 19. En la 

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

neurona inerva tanto al T.A como al hígado.  

 

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 hígado con CTB-CY2 (verde) (20x). 1.27μm B) Neuronas con 

adecuado trazado en TA con CTB-CY3 (rojo) y moderado en hígado CTB-CY2 (verde) (20x). 1.27μm. Se 

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

hígado CTB-CY2 (verde). Las neuronas amarillas/naranjas proyectan a ambos órganos. (40x). 0.64μm 

4.4  Experimentos en Zt 12 

Cuatro ratas fueron trazadas desde el páncreas y tejido adiposo en Zt 12 

(20:35pm). Ninguna de ellas presentó trazado de páncreas. Sin embargo, las 

cuatro presentaron poco trazado desde el tejido adiposo. En la figura 20 se 

observan imágenes representativas de lo que se observó en estos tejidos.  
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Fig. 20. Neuronas trazadas de los tejidos que mostraron poco trazado únicamente desde el TA con CTB-

CY3 (20X). 1.27μm A), B) y C) Poco trazado de TA en DMV.  

Otras cuatro ratas fueron trazadas del hígado y tejido adiposo. Una de ellas no 

mostró trazado en ninguno de los 2 órganos. Para el caso del hígado, una no 

mostró 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 párrafo.  
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Fig. 21. Ejemplos de neuronas del DMV de ratas trazadas en Zt 12 (20x). 1.27μm  A) Se muestra un 

adecuado trazado desde TA con CTB-CY3 (rojo) y muy poco trazado de hígado CTB-CY2 (verde). B) Se 

observa un muy adecuado trazado de TA con CTB-CY3. 

 

4.5 El trazado aumenta de la parte más caudal a rostral del Núcleo Dorso 

Motor del Vago y un lóbulo proyecta en mayor proporción al hígado 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 sí 

se encontró trazado en DMV y el trazado aumenta de la parte más caudal a 

rostral como se muestran en las figuras 22 y 23.  
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Fig. 22. Se muestra cómo aumenta el trazado de neuronas del TA con CTB-CY3 de un mismo animal, de 

la parte más caudal (A) a la parte más rostral (C) (20x). 1.27μm 

 

Fig. 23. Se muestra cómo aumenta el trazado de neuronas de un mismo animal de la parte más caudal 

(A) a la parte más rostral (C) (20x), tanto de TA con CTB-CY3 (rojo) como de hígado con CTB-CY2 

(verde). 1.27μm 

Este patrón se observó en todos los animales y en ambos tejidos trazados 

independientemente de la hora del día en que se realizó la cirugía.  
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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, 25 y 26. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
 

 
Fig 25. Neuronas trazadas en ambos lados del DMV. 0.64μm. A) Más trazado desde el hígado 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 

comparación de la figura (B) en Zt 9. (40x). 0.64μm. 

 

4.6 Gráficas de trazado y análisis estadístico. 

4.6.1 Tejido Adiposo 

En el caso del TA, se muestra en la gráfica 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 

realizó la prueba Kruskal-Wallis en GraphPad Prism 6. La diferencia es 

significativa si P<0.05.  
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Gráfica 1. Cantidad de trazado de TA en cada rata y medianas de trazados obtenidos en cada hora 

del día.  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 Hígado 

En la gráfica 2 se muestra la cantidad de trazado desde el hígado vs. Zt 

respecto a la escala establecida, así como las medianas obtenidas del 

trazado de hígado en cada tiempo. Para saber si existe una diferencia 

significativa entre los trazados obtenidos, se realizó 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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Gráfica 2. Cantidad de trazado obtenido en hígado respecto al tiempo y medianas de los trazados en 

tejido adiposo obtenidos en cada hora del día.  No se observan diferencias en el trazado del hígado en los 

distintos tiempos estudiados (P>0.05). 

 

Después de realizar la prueba Kruskal-Wallis para los resultados obtenidos en 

hígado, 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 órganos el tiempo en el que hubo una mayor presencia de trazado 

fue Zt 9. 

 

4.6.3 Correlación: Cantidad de trazado obtenido vs. Duración de cirugía 

En la gráfica 3 se muestra que no hay correlación entre la cantidad de trazado 

obtenido en hígado y tejido adiposo y la duración de la respectiva cirugía con 

coeficiente de correlación r2= 0.008. Por lo que no existe correlación entre la 

cantidad de trazado obtenido en cada tejido ni la duración de su respectiva 
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cirugía. 

 

Gráfica 3. Correlación entre la cantidad de trazado vs. La duración de cirugía tanto de TA como de 

hígado. El valor de R2=0.008. 
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5. Discusión 

5.1 El trazado obtenido no depende del tiempo 

Para poder analizar los resultados, es importante señalar 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 aclaración ya que, en este trabajo 

se analiza la actividad de dos tejidos con actividad metabólica y si partimos de 

que ésta se ve afectada por la hora del día en que se encuentre el animal, los 

tiempos en los que se realizaron todos los experimentos, deberán 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 gráfica 1. Se realizó 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 200253 y 

200656 aunque este último no realizó el estudio de forma circadiana, ni reporta 

un porcentaje de trazado obtenido, sin embargo, sí observó amplio trazado 

desde el TAB hacia el DMV. 

Para el hígado 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 (gráfica 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 hígado y el TA. Esto puede sugerir una mayor actividad 

hepática y del TA en este periodo, ya que el hígado se encarga de la 
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producción de glucosa y ésta presenta su acrofase al final del periodo de luz, 

preparándose al animal para su respectivo periodo de actividad65. 

Al existir elevada glucosa en sangre, ésta es convertida a piruvato por medio 

de la glucólisis 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 formación de oxalacetato y acetil-CoA, formando 

malonil-CoA, e inhibiendo a la enzima reguladora de la oxidación de ácidos 

grasos (acil-carnitina transferasa I), vía que resulta inhibida. 

La síntesis de triglicéridos, que se realiza en el citoplasma de los hepatocitos y 

adipocitos es por medio de la reesterificación de ácidos grasos (recién 

sintetizados o provenientes de la circulación) y el glicerol.  

En el hígado, el glicerol proviene de la degradación de triglicéridos del tejido 

adiposo. En el tejido adiposo, el glicerol proviene de la reducción de la 

dihidroxiacetona (un producto de la glicólisis), por lo que la síntesis de 

triglicéridos en los adipocitos depende de la glicólisis.  

En el hígado estos triglicéridos son empaquetados como lipoproteínas de baja 

densidad para ser enviados al TAB a través de la circulación y ser 

almacenados en gotitas de lípidos en el TAB. 

En los adipocitos, la lipólisis resulta inhibida por la desfosforilación e 

inactivación de la lipasa sensible a hormonas, por lo que la insulina promueve 

en este tejido la síntesis de triglicéridos, e inhibe su degradación. Además, el 

TAB libera la leptina, y como se mencionó previamente, en el caso de las ratas, 

ésta es mayor iniciando su periodo de actividad. Esto último puede explicar el 

trazado obtenido para el tejido adiposo en este tiempo. De igual manera, un 

estudio de lipidoma hepático realizado por Adamovich en 2014, muestra que la 

mayoría de los triglicéridos circulantes provenientes del hígado tienen un pico 

en Zt 866, esto podría significar una mayor actividad anabólica del hígado en 

ese tiempo, lo que podría explicar los resultados obtenidos en este trabajo en 

Zt 6 y Zt 9, ya que los menciona con mayor elevación 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 transición del animal entre su periodo de actividad (oscuridad) 

al de descanso (luz), en el cual muchas funciones anabólicas 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 glucosa63, y empiezan los 

cambios fisiológicos y metabólicos como preparación 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 parasimpática 

en todos los individuos. Sin embargo, la presencia de trazado, así como su 

ausencia en el resto de los tiempos muestreados y la falta de un patrón claro 

en relación con el tiempo, puede deberse condiciones fisiológicas del mismo 

animal, es decir, la cantidad de TAB de éstos o su peso pudieron ser factores 

que afectaran el hecho que existiera un menor o mayor trazado parasimpático, 

además de otros factores en la metodología, explicados más adelante.  

Para ambos tejidos, se observa que el trazado no depende de la hora del día y 

que no hay relación entre el número de neuronas trazadas y la intensidad. La 

inervación parasimpática, así como el trazado en el hígado y TAB son temas de 

muy amplia discusión y polémica porque diversos grupos de investigación 

dudan de su relevancia como el caso de Giordano, 200655, por ejemplo, donde 

no observan trazado significativo o en el caso de Bartness, 201467 en donde no 

se encontró evidencia de inervación parasimpática 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 200253 para el TAB y por Magni en 

198368 para el caso del hígado, sin embargo, aunque estos estudios no fueron 

realizados a distintos tiempos como el presente trabajo, la obtención de estos 

resultados nos indica que es posible que el TAB y el hígado posean inervación 

parasimpática de forma eferente y aferente, respectivamente. Además, se ha 

demostrado que la lipólisis se ve aumentada al estimular las fibras simpáticas 

del TAB y que al realizar una denervación parasimpática, disminuye la captura 

de glucosa y ácidos 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 inervación 

parasimpática es de función anabólica69.  

El nervio vago es capaz de responder a estados de inflamación50y 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 

daño e inflamación 70 . Al existir esto, el vago se encarga de regular esta 

inflamación, disminuyendo la cantidad de citocinas liberadas por el tejido. Por lo 

anterior, es posible que la actividad parasimpática se vea aumentada al existir 

un estado de obesidad ya que al existir este padecimiento existe inflamación 

constante del TAB. 

Por todo lo anterior, se sugiere que la actividad anabólica presentada en ambos 

tejidos, indica un aumento en la actividad parasimpática hacia los tejidos 

estudiados, la cual a su vez, puede generar un mayor transporte axonal y por lo 

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

Se cree que las ratas son animales no estacionales, sin embargo, diversos 

estudios han observado comportamientos estacionales en ratas en su 

liberación de hormonas, respuesta a fármacos y comportamiento reproductivo 

aún en condiciones de luz y temperatura constante. Al momento de analizar los 

resultados de este trabajo y comparándolos con un experimento del mismo 

grupo de investigación en el cual también se realizó trazado retrógrado con 

CTB en tejido adiposo, se observa que es posible que el trazado se vea 

afectado por el mes del año en que se realiza el trazado. En el trabajo 

mencionado, se analizó el porcentaje de ratas trazadas vs. el mes del año en 

que se realizó cada cirugía, y se observó que conforme avanza el año, 

aumenta el porcentaje de ratas trazadas hasta llegar a los meses julio-agosto-

septiembre donde se observa un pico máximo. 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 año o condiciones de 

temperatura. Por lo anterior, surgió 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 realizó este trabajo (3 meses), ni 

por el tipo de análisis realizado. Al momento de realizar este trabajo, la 
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hipótesis planteada en este párrafo no estaba contemplada, por lo que no se 

realizaron los debidos experimentos y condiciones para poder observar el 

fenómeno planteado. Estudios futuros a lo largo del año son necesarios para 

poder analizar la hipótesis planteada por éstas observaciones.  

 

5.2 Siempre a considerar: la metodología. 

El trazado neuronal es una técnica que nos permite estudiar la anatomía del 

sistema nervioso; desde simples proyecciones, con un trazador monosináptico 

(como el utilizado en este trabajo, CTB), hasta circuitos neuronales con 

trazadores multisinápticos como el virus de la pseudorrabia (PRV). En conjunto 

con otras técnicas, como de inmunohistoquímica o histoquímica se puede 

obtener mucha información respecto a lo que deseemos estudiar. Aunque 

existan muchos trazadores anterógrados, retrógrados, transinápticos, virus, 

toxinas, etc, en ésta sección se hará énfasis únicamente en el trazador 

retrógrado CTB utilizado en el presente trabajo.  

El trazado retrógrado con CTB, como toda técnica, posee ventajas y 

desventajas. Es una técnica relativamente rápida 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 fácilmente por el sitio de inyección. Como 

se mencionó previamente, al ser el hígado un órgano con mucha inervación y 

muy perfundido por la circulación, si no se tiene cuidado al inyectar de manera 

directa el trazador, éste puede difundir a la circulación o a algún 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 podría haber obtenido. 

En la técnica de trazado es posible que exista fuga del trazador a la circulación 

por medio de los vasos sanguíneos, sin embargo, el haber realizado una doble 

tinción en este trabajo, nos puede sugerir que no hubo fugas, ya que, en cada 

corte se obtuvieron tanto neuronas doblemente trazadas, como neuronas 

trazadas únicamente para hígado y/o neuronas trazadas únicamente para TAB. 

Si hubiera existido algún tipo de fuga, probablemente todas las neuronas 

estarían 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 

exposición a la luz y es posible observarla más débil que la que se podría 

observar realmente (fotoblanqueamiento)71. 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 podría representar un marcaje inespecífico. El 

CTB es transportado desde el tejido al soma en 4 días aproximadamente72 por 

lo que el tiempo utilizado en este estudio (7 días) 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 somático al tronco encefálico). Se pudo observar 

exitosamente las neuronas del DMV, mostrando que hay algunas 

especializadas para cada órgano, así como neuronas que comparten ambos 

tejidos (neuronas colocalizadas).  

 

5.3 Las neuronas del Núcleo Motor Dorsal del Vago tienen una 

organización específica 

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 únicamente se inyectó un 

solo lado (izquierdo), por lo que podría ser la primera explicación por lo que se 

observa que un lado presente más trazado que el otro.  

Por otro lado, es sabido que los nervios tienen una determinada organización 

de acuerdo con los órganos a los cuales proyectan. Por ejemplo, en el caso del 

hígado, en su mayoría las aferencias vagales se encuentran del lado izquierdo. 

El lado derecho inerva en menor proporción a la rama hepática. Este lado va 

principalmente al páncreas, al píloro, al duodeno y al antro gástrico65. Esto 

puede ser otra posible explicación de lo observado en las figuras 24, 25 y 26, 

donde se observa que el trazado es bilateral, pero no en la misma proporción ni 

de manera uniforme. Además, se ha demostrado que la inervación 
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parasimpática es distinta según sea la especie de estudio respecto a los 

neurotransmisores, así como su localización en las distintas zonas del tejido73.  

El que la cantidad de trazado desde el hígado haya sido menor que desde el 

tejido adiposo, así como el hecho de que no se mostrara un significativo 

trazado en el hígado, concuerda con el artículo de Berthoud, 200474. En este 

reporte se mencionan estudios de trazado retrógrado (como el realizado en 

este trabajo), que muestran que el hígado es inervado en menor proporción por 

la rama hepática, mientras que los conductos biliares y el área portal de la vena 

reciben la inervación aferente vagal más densa75. Con esta información, se 

puede pensar que, además de que la organización de los nervios que recibe el 

hígado es muy específica, el sitio de inyección del hígado en este trabajo pudo 

haber afectado los resultados, ya que, aunque se trató de inyectar en al área 

portal hepática (cerca de la vena), si se inyectó más hacia el área de la rama 

hepática, se podría 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 neuroanatómico, por lo que no se 

tomaron las medidas y precauciones necesarias para un estudio de este tipo en 

forma.  

Para estudios a futuro, sería interesante añadir alguna técnica para marcar el 

cerebro para indicarnos qué lado corresponde a cada uno, además 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 así, dar un 

resultado concreto y confiable de ésta observación.  
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6. CONCLUSIONES 

El trazado no depende de la hora del día. 

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

trazadas. 

No hay correlación entre la cantidad de trazado ni el tiempo de cirugía 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 y el hígado sí poseen neuronas 

parasimpáticas que proyectan a ambos tejidos, y en el caso de este último es 

mayor en el área portal hepática. 

El DMV es un núcleo bilobulado. Con lo observado en este trabajo, las 

neuronas de cada lado del DMV tienen una organización específica inervando 

de forma parasimpática en mayor o menor proporción tanto el hígado como el 

TA, así como en algunos casos comparten determinadas neuronas.  

El trazado es una técnica relativamente sencilla y rápida. Sin embargo, se 

puede ver afectada por diversos factores como el sitio de inyección, afectando 

los resultados obtenidos por lo que se debe ser muy cuidadoso al realizarla.  
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