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Objetivos de la tesis doctor al

Estudiar en € tronco encefélico de la apaca la distribucion de las fibras y de los somas con
neurotensina, somatostatina-28 (1-12), ACTH, [-endorfina (1-27), metionina-encefaling,
sustancia P 0 con a-neo-endorfina, tras aplicar una técnica inmunocitoquimica. Actualmente,
desconocemos la distribucion de numerosos neuropéptidos en muchas especies de mamiferos,
una de esas especies es la alpaca (Lama pacos). Nuestro grupo ha publicado recientemente un
estudio sobre la distribucion de somas y fibras con € péptido relacionado con € gen de la
calcitonina (CGRP) y con leucina-encefalina en el tronco del encéfalo de la alpaca, tras aplicar
una técnica de inmunocitoquimica (de Souza et al 2007 a, b, 2008). Con este trabajo, ponemos
las “primeras piedras” para conocer la distribucion de los neuropéptidos en el tronco encefélico
de la alpaca, ya que es la primera vez que se e studian |os neuropéptidos mencionados al inicio
de este apartado. La obtencion de los encéfalos de dichos animales ha sido posible gracias ala
colaboracion cientifica existente entre el Instituto de Neurociencias de Castillay Ledn (INCY'L,
Salamanca) y la Universidad Peruana “Cayetano Heredia” (Lima, Per0).

La distribucion de neuropéptidos en e sistema nervioso central de mamiferos, mediante la
aplicaciéon de técnicas inmunocitoquimica, viene realizandola nuestro grupo de investigacion
desde la década de 80. Hasta hoy hemos descrito en el sistema nervioso central de mamiferos la
distribucion de fibras y somas que contienen neuropéptidos pertenecientes a numerosas familias
de neuropéptidos (péptido liberador de gastrina, colecistoquinina, péptido relacionado con el gen
de la calcitonina, neuropéptido Y, neurotensina, oxitocina, somatostating, taquiquininas
(neuroquinina A, neuroquinina B, sustancia P), opiaceos (metionina-encefalina, metionina-
encefalina-8, alfa-neo-endorfina, beta-endorfina, dinorfina A), hormona adrenocorticotropica,
hormona estimulante de los melanocitos, galanina, hormona liberadora de la hormona
luteinizante, angiotensina Il y factor liberador de corticotropina. Estos estudios fueron realizados

en rata, cobaya, gato, perro, mono y hombre. Estos trabajos han aportado, principalmente, datos
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pioneros sobre la presencia de fibras y somas con neuropéptidos en el sistema nervioso central de
mamiferos en general y/o en una determinada especie en particular (Conrath et al., 1986;
Covefias et al., 1986, 1988, 1989a,b, 19904, b, c, 1993, 1994, 19964, b, c, 1997, 1999, 2000,
2001, 2002, 20033, b, 2004, 2008; Burgos et al., 1988; Aguirre et al., 1989, b; Fuxe et al., 1990;
de Leon et al., 1991a, b, c; 1992a, b, 1994; Marcos et al., 19933, b, 19944, b, c; 1996, 1997,
1998; Velasco et ., 1993; Vazquez et a., 1998; Samsam et al., 1999, 2000, 2001; Belda et al.,
2000, 2003; Pego-Reigosa et a., 2000, 2001; Pesini et al., 2001, 2004; Martin et al., 2003;
Aguilar et a., 2004; Cuadrado et al., 2005; Sanchez et a., 2005, 2007; Diaz-Cabiale et a.,
2008). Entre otras aplicaciones, estos trabajos abren la puerta a los fisidlogos, para que estudien
en determinadas zonas del sistema nervioso central las acciones que puedan eercer los
neuropéptidos.

Queremos resefiar que el conocimiento de la distribucion de los somas y de las fibras
peptidérgicas en el sistema nervioso central de mamiferos en general y de la alpaca en particular

permitira

1 Comparar la distribucion del mismo neuropéptido en el sistema nervioso central de varias
especies (rata, gato, perro, mono, hombre). Este estudio comparativo nos permite conocer, en las
distintas especies estudiadas, si 1a distribucion de un neuropéptido es parecida 0 no. También,
nos permite afirmar, en €l caso que la distribucion sea diferente, si es debida a que:

 Hay diferencias entre las especies estudiadas (es decir que en una especie la distribucion de un
neuropéptido es mas amplia que en la otra especie) o

» Las diferencias podrian ser debidas a que la metodologia qu e se aplicoé en ambas especies no ha

sido lamisma (por ejemplo, en una especie se administr 6 colchicina, en la otra no).

2. Permite conocer s hay una relacion anatdmica entre dos o més neuropéptidos. Es decir,

conocer si en lamayoria de los nlcleos del sistema nervioso central en donde encontramos, por

11



gjemplo neurotensing, encontramos también somatostatina. Si existiera esta relacion anatomica,
se podria plantear |a hipétesis de una relacion funcional entre ambos neuropéptidos ( por € emplo,

que la neurotensina controlase la liberacion de la somatostatina o viceversa).

3. Las técnicas inmunocitoquimica permiten también proponer la coexistencia de neuropéptidos.
Ya que s las caracteristicas morfologicas (tamarfio, forma), asi como la distribucion dentro de |
nucleo de las neuronas peptidérgicas con metionina encefalina coinciden plenamente con las que
contienen otro neuropéptido, se puede afirmar que ambos neuropéptidos podrian coexistir en la

misma neurona.

4. También, permiten proponer vias peptidérgicas. Asi, si en un nucleo encontramos que hay
NUMErosos Somas inmunorreactivos y ninguna 0 muy escasas fibras inmunor reactivas, indica que
las neuronas peptidérgicas observadas son neuronas de proyeccion. Mientras, que s encontramos
en un nlcleo muchas fibras inmunorreactivas y ninglin soma, indicaria que dicho nucleo recibe

aferencias peptidérgicas.

5. Por ultimo, dependiendo en dénde se localiza el neuropéptido estudiado, se pueden proponer
las posibles acciones fisiologicas que podria realizar dicho neuropé ptido. Asi, si demostramos
tras aplicar una técnica inmunocitoquimica, la presencia de fibras inmunorreactivas conteniendo
un determinado neuropéptido en un nicleo que se sabe previamente que interviene en la
transmision del dolor, la presencia de dicho neuropéptido indica que podria intervenir en

transmitir y/o modular lainformacion nociceptiva.

6. En el caso de la alpaca, hemos de indicar que los resultados obtenidos en la tesis doctoral han
sido a partir de animales que vivieron siempre a nivel del mar . En un futuro, compararemos |os

resultados obtenidos en la tesis doctoral con aguellos que se obtengan a partir de animales que

12



vivieron siempre a més de 3.500 m de altitud, ya que en estos Ultimos tenemos pensado estudiar

ladistribucion (fibrasy somas) de |os mismos neuropéptidos estudiados en esta tesis doctoral.

7. En este trabajo recogemos los datos maés significativos publicados por otros estudios sobre la
distribucion de neuropéptidos en el tronco del encéfalo de la alpaca (ver de Souza et al 20074, b,
2008). Esos trabajos seran utilizados en la discusion y nos permitiran comparar la distribucion de

los neuropéptidos estudiados aqui con |os ya descritos en otras especies.

13



|.INTRODUCCION

14



1.1 GENERALIDADESDE LA ESPECIE Lama pacos

Es un camélido sudamericano que esta estrechamente emparentado con lallamay lavicufia. La
alpaca es més pequefia que lallama, su lana es mas largay suave, y no se suele usar como bestia
de carga. El habito de escupir (el animal muestra agresividad o lo utiliza como método de
defensa) es comun en la alpacay en lallama. La fibra de lana de la alpaca es eléstica, fuerte y
mas sedosa que la de la oveja. Aunque la carne de alpaca es comestible, el animal se utiliza sobre

todo por su lana, de la cual se fabri can prendas de vestir de gran calidad.

1.2 Habitat

La alpaca y otros camélidos sudamericanos se distribuye n desde el norte del Per( hasta el
norte de Argentina, incluyendo las respectivas areas alto andinas de Boliviay Chile. En general,
los camélidos pueden habitar desde el nivel del mar hasta las regiones ato andinas a més de
5.000 m de altitud. Lavicufia y la alpaca prefieren las zonas més altas, mientras que el guanaco y

lallama pueden habitar hasta el nivel del mar.
15



Area de distribucién de la alpaca

1.3 Reproduccién

El periodo de gestacion de una alpaca es aproximadamente de once meses y medi o, al cabo
de los cuales da a luz a una cria (en raras ocasiones a dos) de aproximadamente 7 Kg. Los
machos emiten un sonido denominado “orgling” durante el apareamiento que puede durar desde
15 minutos a una hora. Se sabe que 24-36 horas después del apareamiento, se produce la

ovulacion.

1.4 Anatomia

La alpaca presenta una silueta més curva 'y pequefia que la de lallamay en la frente presenta un
tipico mechén. No posee un color caracteristico, ya que presenta muchas tonalidades. Puede
alcanzar hasta una atura de 1,50 my un peso maximo de 70 a 80 Kg. En general, posee mésy
mejor lana que la llama. La longevidad de la alpaca es alta (14 afios de vida media), aunque

algunos animales han acanzado los 20 afios. Debido a la anatomia de sus miembros, son
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animales que no generan dafio mecanico a los suelos, aln en zonas &ridas, ya que estos animales
se han adaptado a medios &ridos y ecologicamente fragiles. Asi, por gemplo, presentan labio
leporino (labio hendido) que le confiere una gran ventaja, pues les permite comer hierba con

gran eficacia

Son animales que pueden criarse consumiendo forraje de baja calidad y digestibilidad, en donde
otros rumiantes tendrian serias dificultades para sobrevivir. Ademas, los requerimientos
nutricionales de la apaca son sensiblemente menores a los que presentan otros rumiantes de

similar tamafio.

Otra particularidad de la alpaca son los incisivos que se ubican oblicuamente y tienen un
crecimiento continuo, semejante a de los roedores. Por esta cualidad son muy longevos, pu esles
permite seguir cosechando forrgje eficientemente a pesar del paso de los afos. Finalmente,
indicar que la alpaca es un herbivoro muy eficaz en convertir €l forrgje que ingiere en carne.
Algunos trabajos de investigacion han demostrado, que es hasta un 58% més eficaz que los

ovinos, en transformar alimento (forraje) en peso vivo.

1.5 Conducta

Las alpacas son animales sociades que viven formando rebafios que generamente estén
compuestos por un macho dominante (alcanza la madurez sexual aproximadamen te a los 4-5
anos de edad) y varias hembras acompafiadas de sus crias; €l resto de los machos forman otro
rebafio. Las alpacas hembras presentan una jerarquia dentro del rebafio, ya que hay una hembra
dominante. El macho intenta mantener alejados a |os depredadores de su territorio y cuando un

joven macho del rebafio llega a tener arededor de ocho meses de edad, lo algara fuera del
17



rebafio (de esta forma se previene la endogamia). Es frecuente observar a los machos peleando
durante la época de celo, cuando alguno intenta ocupar € puesto dominante del otro. En general,

las alpacas son muy mansas, incluso los machos no son peligrosos.

Las alpacas tienen una memoria excelente. Pueden aprender una tarea en 2 -5 repeticiones y lo
recordaran para siempre, aln cuando no se las vuelva a reforzar. Las apacas se comunican a
través de la voz (pueden cloguear, bufar, gritar, o hacer un sonido especial de alarma) y la

posicion delacola, cuelloy orgas.

1.6 Fibrade Alpaca

El vellon de la apaca es uno de los productos del animal mas apreciado en el mercado. Esta
constituido por fibras finas y gruesas: las finas se encuentran en la parte del lomo y los flancos
del animal, mientras que las gruesas se concentran principalmente en la region pectoral,
extremidades y cara. El diametro de la fibra de alpaca oscila entre 18 y 33 micras, dependiendo
de la parte del cuerpo y de laedad del animal. Laresistencia de lafibra es muy importante en los
procedimientos textiles: la de la apaca es tres veces mayor que laresistencia g ue presenta lalana

de ovino.

La fibra de apaca es suave al tacto y tiene un alto poder de higroscopicidad, que le permite
absorber la humedad ambiental entre un 10%-15%, no afectando a su aspecto. Otra caracteristica
importante de la fibra de alpaca es | a capacidad de mantener la temperatura corporal. En cuanto
al color de lafibra, es posible encontrar mas de 16 colores diferentes que varian desde el blanco
hasta e negro, pasando por las tonalidades cremas y tonos marrones, plateados y

grises. Finalmente, indicar que en los procedimientos textiles, la fibra de alpaca tiende a

18



separarse y precisa que se combine con otras fibras naturales o sintéticas que gjercen el efecto

contrario.

1.7 Alimentacion

Las apacas son herbivoros rumiantes que se pueden alimentar de los pastos que crecen en las
zonas himedas (0 bojedal es) ubicados por encima de los 4.000 m de altitud. La dieta forrgjera es
poco selectivay pueden pastorear y ramonear todo tipo de vegetacién. Pueden consumir forragjes
de baja calidad y digestibilidad gracias a su eficiente aparato digestivo muy superior a que
presentan otros rumiantes, los cuales tendrian serias dificultades en digerir dichos pastos. El

consumo medio de un macho adulto es de aproximadamente 1,5 -2 Kg de materia seca; en €l caso
de alpacas hembras (durante el Ultimo tercio de la gestacion, durante el inicio de lactancia)

necesitan ingerir hasta 3 Kg de materia seca.

1.8 Razas de alpaca

La alpaca presenta dos razas. la huacaya y la suri que se diferencian por su fibra. Lafibra dela
huacaya es opaca, rizada y esponjosa, parecida a la lana de oveja, mientras que la fibra de la suri
es lacia, sedosa, lustrosay brillante, parecida a la suavidad del cashmerey al lustrey brillo de la

seda

Las alpacas blancas abundan en la regi 6n sur de los Andes. La industria textil prefiere la fibra
blanca (raza huacaya) como materia prima para ser procesada industrialmente (la fibra blanca es

teflida con tintes sintéticos). Desde la perspectiva de la conservacion de la diversidad bioldgica
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en los Andes, esta situacion esta ocasionando la pérdida de las alpacas de la raza suri, que se
encuentra en franco proceso de extincion, afectando al futuro de esta especie anima y a la

subsistencia de |os grupos humanos ligados a su crianza en los Andes.

2. Tronco del Encéfalo

Esta estructura, en la que hemos centrado nuestro estudio, se deriva embriol 6gicamente de la
vesicula mesencefdlica (Shepherd, 1988). Est4 dividida desde la region méas caudal a la més
rostral en tres regiones. el bulbo raguideo (médula oblonga o mielencéfalo), la protuberancia
(metencéfalo) y el mesencéfalo. El tronco del encéfalo se caracteriza por ser una extension

rostral de la médula espinal que recibe aferencias somaticas y visceraes, y emite eferencias
motoras. Ademés, contiene a la formacion reticular que presentan grupos de neuronas que
proyectan e influyen sobre muchas zonas del sistema nerviosos central. La formacion reticular y

los nucleos especificos (agrupamiento de somas neuronales) del tronco del encéfalo intervienen

en numerosas e importantes acciones como: suefio, vigilia, dolor, analgesia, procesos visuales y

auditivos, control motor, mecanismos cardiovasculares, respiracion, comportamiento sexual,

atencion, dilatacién de las pupilas, entre otras (Martin, 1998).

En el tronco del encéfao se originan gran parte de los doce pares craneales que inervan la
cabeza, € cuello y los drganos sensoriales, los cuales a su vez llevan informacion sensorial y

motora. Un gjemplo de ello es e nervio trigémino (V par) que lleva la in formacién sensitiva
(tacto-presion, dolor, frio, calor, propiocepcion) de la cara, de la mucosa de la cavidad oral, de
dos tercios de lalengua y de la pulpa dental. Ademas, el trigémino lleva la informacion motora,

pues por é transcurren los axones que i nervan a los musculos de la masticaciéon y a musculo

tensor del timpano (ver Covefias et al, 2007 a).
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3. Neuropéptidos

Son moléculas formadas por cadenas cortas de aminoéacidos (generalmente menos de 100 que se

sintetizan en e las células nerviosas (Covefias et al., 2007a, b). Ademas, son sustancias
neuroactivas que pueden actuar como neurotransmisores, neuromoduladores y neurohormonas

(Mangas et a., 2007). Asi, la liberacion de un determinado neuropéptido al espacio extracelular

a partir de una neurona peptidérgica, implica que el neuropéptido puede gjercer:

1. Una accion paracrina (neuromoduladora). El neuropéptido se une a sus receptores localizados

en el componente postsinaptico situado algo algado del lugar en donde se liberé (es la
transmision por vol umen).

2. Una accion autocrina (neuromoduladora). El neuropéptido se une a los autoreceptores

localizados en el componente presindptico. De esta forma, controla la liberacion del mismo

neuropéptido a partir del componente presinéptico.

3. Una accién neurotransmisora (se une a receptores localizados en el componente postsinéptico

proximo); es la denominada sinapsis quimica.

4. Una accién fisiologica muy algada del lugar en donde se liberé (sangre o liquido

cefalorraquideo) (neurohormona).

Los neuropéptidos estan ampliamente distribuidos por el sistema nervioso central de mamiferos
(Pego-Reigosa et al., 2000; Coveiias et d., 2001, 2002, 2003a,b, 2004, 2008; Pesini et al., 2004,

Mangas et al., 2007) y estén involucrados en numerosas acciones fisiol6gicas tale s como: ingesta
de aimentos y de liquidos, termorregulacion, analgesia, nocicepcién, ansiedad, control

neuroendocrino, regulacion gastrointestinal, regulacion del sistema inmune, inflamacion,

regulacion del pancreas y de los rifiones, controlan la liberaci 6n de los neurotransmisores
clasicos, asi como también intervienen en el comportamiento reproductor y mecanismos
cardiovasculares, respiratorios, auditivos y visuales, gercen una accion antimicrobiana, gercen

acciones neurotroficas, actan como neuroprot ectores, gercen una accion mitogénica sobre las
21



células tumorales e intervienen en la memoriay en el aprendizaje (Saito et al., 2001; Mufioz et

al., 2005; Covefias et a., 20073, b).

3.1 Filogenia

Exceptuando las esponjas, en toda la escala animal desde cnidarios (medusas, corales, anémonas
de mar, entre otros) hasta el hombre se han descrito neuropéptidos (metionina -encefalina,
sustancia P, FMRFamina, hormona adrenocorticotropica, B-endorfina, vasopresina, polipéptido
intestinal vasoactivo, entre otros). Esto indica que la secuencia de aminoéacidos de determinados
neuropéptidos se ha conservado alo largo de la escala animal. Sin embargo, en general, se puede

afirmar que hay pocos neuropéptidos relacionados (con secuencias de aminoécidos parecidas)

entre invertebrados y vertebrados. Es decir, hay neuropéptidos tipicos de vertebrados y otros

tipicos de invertebrados (Murphy y Turner, 1990). Hay que indicar que algunos de los péptidos

gue se han descrito en el sistema nervioso de vertebrados han sido también localizados en
protozoos (hormona adrenocorticotropa, beta-endorfina, colecistoquinina y somatostating),

bacteria (ACTH, beta-endorfina...) y plantas (TRH, beta-endorfina) (Covefias et al 20073, b).

A manera de g emplo podemos destacar €l neuropéptido Y del h ombre, cobaya, congjo, ratay de
reptiles; en todos los casos presenta la misma secuencia de aminoécidos. Sin embargo, la
secuencia del neuropéptido Y de aves y de anfibios difiere con respecto a los anteriores en un

solo aminoéacido (ver Covefias et a 2007 a, b). Se puede afirmar, segin estos resultados, que €l

neuropéptido Y se mantiene muy conservado a lo largo de la escala animal. En el caso de la

sustancia P, la secuencia de aminoacidos es idéntica en los mamiferos indicados anteriormente,

sin embargo la sustancia P en otros vertebrados no mamiferos presentan un bajo porcentagje de
homol ogia con respecto a la secuencia de aminoéacidos que presentan los mamiferos. Es decir, en

la escala animal, la conservacion de la secuencia de aminoécidos de la sustancia P es menor que

la observada para el neuropéptido Y (Covefias et a 20074, b).
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3.2 Ontogenia

Se ha demostrado que durante las fases tempranas del desarrollo aumentan las concentraciones
de diversos neuropéptidos, en comparacion con los niveles que presentan en fases mas tardias.
Se ha demostrado también que la administracion de un neuropéptido (gj., polipéptido intestinal
vasoactivo) durante un periodo concreto del desarrollo embrionario, facilita el correcto
desarrollo del embrién. Sin embargo, si durante ese mismo periodo se administran antagonistas
del polipéptido intestinal vasoactivo, se producen dafios graves en dicho desarrollo (ver Covefias

et a 20073, b).

3.3 Familia de neuropéptidos

Los neuropéptidos se clasifican de acuerdo a la homologia que prese nta sus secuencias de
aminoacidos. Teniendo en cuenta esas homologias, los neuropéptidos (cuyas secuencias de
aminoacidos son muy parecidas) se pueden agrupar en las siguientes familias. bombesina y
péptido liberador de gastrina, colecistoquinina, péptido relacionado con €l gen de la calcitocina
(CGRP), neuropéptido Y, neurotensina, oxiticina y vasopresing, taguiquininas (sustancia P,
neuroquinina A y B...), polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), péptidos opiaceos (metionina -
encefalina, beta-endorfina, alfa-neo-endorfina...) (ver Covefias et al 2007a,b).

Existen otros neuropéptidos no incluidos en las familias anteriores, como por g emplo: hormona
adrenocorticotropa, hormona estimulante de los melanocitos (MSH), galanina, hormona
liberadora de hormona luteinizante (LH-RH), factor liberador de corticiotropina (CRF), hormona

liberadora de tirotropina (Covefias et al 2007a,b).

3.4 Biosintesisy procesamiento de los neur opéptidos
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L os neuropéptidos se sintetizan de acuerdo al siguiente proceso:

1) Transcripcion: EI ARN-mensgjero del pre-pro-péptido se origina a partir del ADN;

2) Traduccién: EI ARN-mensgjero es leido por los ribosomasy se sintetiza el pre -propéptido;

3) Formacién del pro-péptido o precursor: el pre-pro-péptido localizado en € interior del las
cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, mediante la acciéon de una endopeptidasa que se
localizaen lamembrana del reticulo, es transformado en propéptido o precursor;

4) Procesado post-transduccional: ocurre en e reticulo endoplasmatico rugoso, complejo de
Golgi y/o en las vesiculas que se originan a partir de este. Consiste en escindir € precursor
mediante la accion de peptidasas y en modificar quimicamente (glicosilacién, fosforilacion y/o
sulfatacién) al precursor, originandose de esta f orma los neuropéptidos;

5) Liberacion de los neuropéptidos: son liberados al espacio extracelular mediante exocitosis

(proceso mediado por calcio) (ver Coverias et al 20073, b).

El proceso sefialado anteriormente indica que:

a. Varios neuropéptidos pueden originarse a partir del mismo precursor o propéptido.

b. Si hay una mutacion y como resultado se cambia un aminoacido por otro en la secuencia de

aminoéacidos de un precursor, se podrian originar neuropéptidos atipicos, ya que las enzimas

proteoliticas no romperian al precursor por € lugar en donde el aminoécido ha sido cambiado.

c. Los pro-péptidos o precursores pueden ser procesados de diferentes formas en las distintas

zonas del sistema nervioso (dependiendo del sitio de accién sobre € cua las enz imas
proteoliticas actien) (ver Covefias et al 2007a, b). En general, se puede decir que la distribucién

en el sistema nervioso central de los neuropéptidos que proceden del mismo precursor es muy

parecida. Sin embargo, hay neuropéptidos que proceden del mi smo precursor que tienen distinta
distribucion. Esta podria estar determinada por €l transporte interneuronal de |os neuropéptidos,

ya que se ha descrito que hay neuropéptidos que son transportados exclusivamente hacia el axén
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y las dendritas, y otros neuropéptidos (que pertenecen al mismo precursor) que permanecen
exclusivamente en el soma neuronal (ver Covefias et a 2007a, b).

Finamente, las modificaciones quimicas (glicosilacion, sulfatacion, fosforilacion, ciclacién,
acetilacion 'y amidacién) que sufren los neuropéptidos sirven entre otras cosas para:
potenciar/inhibir su actividad funcional y/o resistir méas tiempo la accién de las peptidasas que

degradan alos neuropéptidos (ver Covefias et a 20073, b).

3.5 Receptores de neur opéptidos

Los receptores de neuropéptidos estan asociados a una proteina G (ver Covefias, 20073, b). La
proteina G, a su vez, puede estar acoplada a:

a. Adenilato-Ciclasa. La proteina G estimula a la enzima adenilato-ciclasa, la cual estimula la
sintesis del segundo mensagjero (AMPc). En este caso la proteina G se denomina Gs.

b. Canal. La proteina G regula el flujo de iones a través del canal. Abre canales de potasio y

cierra canales de calcio. Ademas, la proteina G inhibe a la adenilato ciclasa. En este caso la

proteina G se denomina Gi/o.

c. Fosfolipasa C. La proteina G activa a la fosfolipasa C, que genera €l diacilglicerol e inositol

trifosfato (IP3). El IP3 favorece la liberacion de calcio (segundo mensgero) almacenado

intracelularmente y por lo tanto aumenta suconcentracion a nivel intracelular. En este caso la

proteina G se denomina Gg/11 (ver Coverias et al 200743, b).

3.6 Peptidasas

Una vez separados los neuropéptidos del receptor al que estaban unidos, son degradados por la
accion de las peptidasas (ver Covefias et a 2007a, b). Estas estan localizadas en las membranas

plasméticas de las neuronas o de la glia (su zona activa esta orientada hacia el espacio
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extracelular), asi como en el plasma sanguineo (ver Covefias et al 2007a, b). Las peptidasas se
pueden clasificar en (ver Covefias et a 20073, b):

a. Endopeptidasas: rompen las uniones de aminoacidos no terminales. Pertenecen a este grupo
entre otras, la endopeptidasa 24.11 (encefalinasa) y la endopeptidasa 24.15.

b. Exopeptidasa: rompen las uniones de aminoécidos terminales. Son exopeptidasas por
giemplo, laEC 3.4.15.1, la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la aminopeptidasa N, la

aminopeptidasa P, la aminopeptidasa B y |a carboxipeptidasa.

4. Neuropéptidos en € tronco del encéfalo de la alpaca Lama pacos

4.1 Metionina-Encefalina

Este pentapéptido se origina a partir del precursor pro-encefalina y presenta la siguiente
secuencia de aminoacidos. Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (Hoyle, 1996). Actia como un
neurotransmisor y/o un neuromodulador y esta implicado en la analgesia y en mecanismos
cardiovasculares y motores (Akil et a., 1984; Basbaum y Fields, 1984; Pasternak, 1987; Douglas
y Kitchen, 1992).

Mediante la aplicacion de técnicas inmunocitoquimica y de radioinmunoensayo, se ha estudiado
la distribucion de metionina-encefalina en el sistema nervioso central (por e emplo, globo palido,
nicleo caudado, putamen, corteza cerebral, coliculo superior, sustancia negra, hipotdlamo y
sustancia gris periacueductal) de la rata, gato, mono y hombre (Fittius et al., 1984; Zamir et al.,
1983; Fallony Ledlie, 1986; Murakami et al., 1987; al., Aguilar et a., 2004) y particularmente en
el tronco del encéfalo del gato, del hombre y del mono Macaca fascicularis (Ibuki, et al., 1989;

Belda et al., 2003; Covefias et al., 2004, 2008). Segun 1o indicado, la distribucion de los somas y
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de las fibras inmunomarcadas con metionina-encefalina en € tronco del encéfalo de laapaca no

se harealizado previamente.

4.2 Sustancia P

Es un undecapéptido que se origina de la pro-taquiquinina A y presenta la siguiente secuencia de
aminoacidos: Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 (Hoyle, 1996; Stahl, 1999).
Este péptido participa en la transmision del dolor, asi como también en los procesos
inflamatorios (Moussaoui et al., 1992). Asi mismo, se ha demostrado que la sustancia P participa
en los mecanismos de estrés agudo (Gerancioti et a, 2006). En rata, aplicando técnicas
inmunocitoquimicas, se ha descrito la presencia de neuroquinina A (NKA) y sustancia P en el
nucleo caudal del trigémino, desp ués de estimular eléctricamente y unilateralmente el ganglio del
trigémino (Samsam et al., 2000, 2001). Estas observaciones indican que ambos neuropéptidos
gercen un efecto excitador sobre las neuronas responsables de la transmisién dolorosa
localizadas en dicho nucleo. Ademés, se han realizado estudios que demuestran la presencia de
fibras y somas marcados con sustancia P en el gato y en larata (Inagaki y Parent, 1984); es de
destacar que dichos estudios se realizaron en areas especificas del sistema ne rviosos central
como son la sustancia negra y €l nucleo dorsal del rafe; asi como en € tronco del encéfalo
humano (Nomura et al. 1987; del Fiacco et al., 1983, 1984; Bouras et al., 1986; Rikard -Bell et
al., 1990; Baker et al., 1991; Chigr et al., 1991; Halliday et al., 1990; Wang et al., 1992a; Gai et

al., 1993; Jordan et al., 1995; Chararay Parent., 1998).

4.3 Somatostatina-28 (1-12)

Con € término de somatostatina se incluyen a una serie de neuropéptidos (somatostatina -14,

somatostatina-28 (1-12) y somatostatina-28), que proceden del procesamiento de una cadena de
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aminoéacidos denominada pro-somatostatina y que esta codificada por un solo gen en mamiferos
(Goodman et al., 1983). Se han redlizado estudios para determinar la distribucion de
somatostatina-28 utilizando técnicas de radioi nmunoensayo e inmunocitoquimica en el sistema
nervioso central de rata (Brownstein, et a., 1975; Elde y Parsons, 1975; Alpert et a., 1976;
Dierickx y Vandesande, 1979; Barden et a., 1981; Finley et a., 1981; Wynne y Rob ertson,
1997), cobaya (Taber-Pierce et a., 1985), ratdon (Shimada e Ishikawa, 1989), asi como de
somatostatina-28 (1-12) en e perro (Pego-Reigosa et al. 2001). Se ha descrito también
somatostanina-28 y somatostatina-28 (1-12) en la corteza y €l tronco del encéfalo del mono
Macaca fascicularis (Beal et al., 1986, 1987; Lewis et a., 1986; Amaral et al., 1989; Covefias et
al., 2008). Se han observado estructuras inmunorreactivas con somatostatina-28 y somatostatina-
28 (1-14) en e hombre (Bugnon et al., 1977; Désy y Pelletier, 1977; Eckernas et al., 1978;
Cooper et a., 1981; Bouras et al., 1987). La distribucién de la somatostatina en el sistema
nervioso central de mamiferos es muy amplia. Este hecho indica que la somatostatina interviene
en numerosas acciones fisiolégicas, por gemplo, que actlia como neuromodulador, participando
en la liberacion de neurotransmisores clésicos como la acetilcolinay la serotonina, asi como en
lainhibicion de la liberacién de noradrenaling; ademés, gjerce un papel importante a nivel de la
corteza motora y del sistema limbico (Reichlin, 1983). Asi mismo, influye en la motricidad,
controla €l suefio y el apetito e interviene en la nocicepcion, analgesia, aprendizaje y en la
memoria (Epelbaum et al., 1994; Schindler et al., 1996). Se ha comprobado que tras su
administracion hay una disminucion de las horas de suefio, asi como hay dificultad en la
respiracion e hipersensibilidad a los estimulos tactiles (Reichlin, 1983). Ademés, la
somatostatina inhibe la liberacién de la hormona del ¢ recimiento (Reichlin, 1983). También se
ha propuesto €l posible papel que puede jugar este neuropéptido durante la ontogenia
(intervendria en la maduracion de las vias nerviosas) (Shiosaka et al., 1982; Morley et al., 1985;
Chigr et al., 1989), asi como del posible papel que gerce en el mantenimiento del encéfalo en los

estadios adultos, ya que se han descrito ateraciones neuroldgicas y neuropsiquiatricas como
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consecuencia de una variacion en la concentracion del mencionado neuropéptido o bien debidas

alaalteracion de sus receptores (Palacios et a ., 1990).

Por ultimo, hemos encontrado estudios en los que se habla de las neuronas de la corteza que

contienen éste neuropéptido como una posi ble subclase de neuronas gabaérgicas de mamiferos, y

en los que se postula que algunas de estas neuronas pueden tener funciones similares a las que

poseen las neuronas reticulares taldamicas (Schmechel et al., 1984).

En el sistema nervioso central del mono (Macaca fascicularis) se han realizado estudios sobre la
distribucion de fibras y somas inmunorreactivos con somatostatina-28 (1-12) en el tronco del
encéfalo (Covefias et al., 2008). También, se ha estudiado la co -existencia de somatostatina-28

con otras sustancias neuroactivas a nivel de la corteza cerebral ( Hendry et al., 1984).

4.4 a-neo-endorfina

A partir de la pro-dinorfina se originan una serie de péptidos, entre los cuales se encuentrala a-
neo-endorfina, la dinorfina A y la dinorfina B (Hughes, 1984). El neuropéptido que hemos
estudiado (a-neo-endorfina) es un marcador especifico del precursor pro-dinorfina, ya que no se
origina de los otros dos precursores opiaceos (pro -opiomelanocortina, pro-encefaling) de las
sustancias opiéceas. La alfa-neo-endorfina fue obtenida por primera vez a partir del hipotdlamo
y, a igual que los otros neuropéptidos que hemos estudiado, ha sido secuenciada por completo.

Se sabe también que la secuencia de éste péptido se ha conservado en todas aquellas especies en

las que se ha estudiado (Murphy y Turner, 1990).

Hasta el momento se han realizado un gran nimero de estudios (mediante radioinmunoensayo e
inmunocitoquimica) para determinar la distribucion de la prodinorfina, asi como de sus

derivados en €l sistema nervioso central de mamiferos Vicent et al., 1982; Weber et al., 1982;

Cone et a., 1983; Palkovits et al., 1983; Weber y Barchas, 1983; Fallony Ledlie, 1986). En lo

que concierne a la alfa-neo-endorfina, se han realizado estudios en € sistema nerviosos central
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de larata ( Weber et a., 1982; Cone et al., 1983; Palkovits et al ., 1983), del perro (Pesini et a.,
2001), del mono (Macaca fascicularis) (Covefias et al., 2008), mientras que en el gato, se ha
estudiado la distribucién de fibras y somas inmunorreactivos a nivel del tronco encefdicoy dela
amigdala (Marcos et a ., 1993b, 1998; Covefias et al; 2000). En éste Ultimo estudio se ha descrito
la presencia de alfa-neo-endorfina, en €l nicleo espinal del trigémino del gato, lo que indica que
este neuropéptido esta involucrado en la transmision y/o en la modulacion nociceptiva ( Covefias
et a; 2000). Sin embargo, no se han realizado estudios sobre la distribucién de fibras y somas

inmunomarcados con alfa-neo-endorfina en el tronco del encéfalo del hombre.

4.5 Neurotensina

Es un péptido de 13 aminoécidos Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-
COOH que se aiglé por primera vez en el hipotdlamo, gerciendo efectos vasodilatadores e
hipotensivos. Se encuentra en altas concentraciones en areas involucradas en el comportamiento,
como la amigdala, el nlcleo accumbens, e 1o cus coeruleus, la sustancia gris periacueductal, la
habénula y en algunos nucleos hipotaldmicos. Hay numerosos estudios publicados sobre la
distribucion de la neurotensina en el sistema nervioso central de mamiferosy sobre las funciones
en las que intervienen (Moga y Gray, 1985; Mai et al., 1987; Pakovits, 1988; de Lebn et a.,

19914, b; Marcos et a., 1996, 1997, 2007; ver Covefias et al., 2007a).

Por gjemplo, interviene en varias actividades biolégicas (glucorreguladoras, hemodinamicas,
neuroendocrinas, termorreguladores...). Controla la presion sanguinea (vasodilatacion e
hipotensién), ademés tiene otros efectos periféricos como la disminucién de la actividad motora,
estimulacién de la contraccién uterina, relgjacion del duodeno, incremento de la permeabi lidad

vascular y disminucién de la secrecion géastrica.
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Ademés tiene otros efectos: estimula la secrecion pancredtica, interviene en la homeostasis,

reduce laingesta de alimentos y modula la liberacion de dopamina.

Las acciones centrales de la neurotensi na incluyen la analgesia, la hipotermiay la liberacién de
las hormonas ACTH, FSH y LH. Cuando se aplica locamente, la neurotensina inhibe la

actividad de las neuronas del locus coeruleus, pero excita alas neuronas de la médula espinal.

4.6 B-Endorfina (1-27)

Este neuropéptido pertenece a la familia de los péptidos opiaceos y procede de la pro -
opiomelanocortina. A partir de ésta se originan ademés, la a-endorfina, y-endorfina y la -
endorfina (1-31). La B-endorfina es un marcador especifico del precu rsor pro-opiomelanocorting,
ya que ninguno de los otros dos precursores opiaceos (pro -encefalina A y pro-dinorfina) origina
dicho neuropéptido.

La B-endorfina (1-27) ha sido estudiada en el sistema nervioso central (tronco del encéfalo) del

gato (Covefias et a., 1999). En el sistema nervioso central de mamiferos han sido més estudiados
otros neuropéptidos procedentes de la pro-opiomelanocortina como la -endorfina (1-31).
Actualmente, conocemos su distribucion en el sistema nervioso central de larata, del gato y del
hombre (Liotta y Krieger, 1983; Palkovits, 1988). Ademas, la B-endorfina (1-31) ha sido
involucrada en |os mecanismos nociceptivos y respiratorios, en €l estrésy en envejecimiento , asi
como en e comportamiento sexual e ingesta (Liottay Krieger, 1983). También, se ha descrito
gue interviene en la modulacion de la glandula pituitaria, en la respuesta del sistema nervioso

parasimpatico y en la actividad de diversos neurotransmisores (dopamina, serotonina y

acetilcoling) (Liotta'y Krieger, 1983). Finalmente, ha sido relacionada con |os mecanismos de

control de la presion sanguinea, con latermorregulacion, con el control de la sintesis de proteinas
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y del ARN y con el control de la actividad de la enzima adenilato ciclasa (Liotta y Krieger,

1983).

4.7 Hormona adrenocorticétropica (18-39) (ACTH)

Esta hormona es un péptido no opiaceo derivado del procesamiento de la proopiomelanocortina.

Esta implicada en mecanismos como el aprendizaje, memoria, analgesia, termorregulacion,

estrés, locomocién y enve ecimiento. También, interviene en el comportamiento sexual y en los
mecanismos de defensa; regula la actividad de diversos neurotransmisores centrales, la sintesis
de ARN vy la actividad de la adenilato ciclasa (Liotta y Krieger, 1983; Khachaturian et a .,
1985b). Tiene también un papel importante durante el periodo de formacion del encéfalo, ya que
tras la administracion de ACTH se produce un aumento en la actividad de las ATPasas (Na "K™)
en un 15-30% con respecto a los controles (Huttenlocher y Amemiya, 1978). Se han realizado
estudios inmunocitoquimicos para determinar la distribucion de ACTH (1 -39) en el tronco del
encéfalo de la rata (Joseph, 1980; Joseph et al., 1983); también, se han realizado estudios en la
corteza encefalica 'y en e tronco del encéfalo del mono Macaca fascicularis (Abrams et al,
1980). Ademas, se ha observado la presencia de estructuras inmunomarcadas con ACTH (1 -39)
en el sistema nervioso central de la rata (Liotta y Krieger, 1983; Romagnano y Joseph,
1983Pilcher y Joseph, 1984; Pakovits y Browstein, 1985; Joseph y Michael, 1988; Palkovits,
1988; Léger et al., 1990), y en €l diencéfalo del gato (Kitahama et al., 1984, 1986; Rao et a.,

1986). Se han observado estructuras marcadas con ACTH (18-39) en € hipotdlamo, zonas
l[imbicas, tronco del encéfalo y medula espinal del hombre (Zaphiropoulos et al., 1991). La
distribucion de la hormona adrenocorticotropa (18 -39) ha sido previamente estudiado mediante
las técnicas de inmunocitoquimica en el tronc o del encéfalo del perro (Pesini et al., 2004) y del
mono Macaca fascicularis (Khachaturian et al., 1984; Covefias et a., 2008), asi como en €l

diencéfalo de gato (Covefias et a., 1996a), pero hasta el momento no hemos encontrado datos
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especificos acerca de la distribucion de la hormona adren ocorticotropa (18-39) en el tronco del
encéfalo de la alpaca (Lama pacos). Asi es la primara vez que se realiza un estudio detallado de

este neuropéptido en el tronco del encéfalo de la alpaca.
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2.1. Procedimiento experimental

Para realizacion de este trabajo se han utilizados cuatro alpacas ( Lama pacos) machos adultos
(raza huacaya) (70-80 kg) suministrados por la Facultad de Veterinaria de | a Universidad
Cayetano Heredia (Lima, Pert). Los animales fueron mantenidos (altitud: O m sobre el nivel del

mar) en condiciones estandar de luz, temperatura 'y alimentacion (con libre acceso a aimento y

agua).

2.2. Perfusion y obtencién de las secciones

Los animales, una vez anestesiados profundamente con ketamina (10 mg/kg) y xilacina (4
mg/kg) (ambos suministrados viaintravenosa), fueron perfundidos a través de la carétida con 3 |
de solucion salina (0,9%) seguido de 5 | de paraformaldehido al 4% en tampén fosfato salino
(PBS) (pH 7,2). A continuacion, los troncos del encéfalo fueron diseccionados y postfijados
durante 12 h en e mismo fijador. Posteriormente, los troncos del encéfalo se colocaron en
soluciones crecientes de sacarosa (10% a 30%) con la finalidad de crioprotegerlos. Més tarde,
secciones transversales seriadas de 50 um de grosor del tronco del enc éfalo fueron obtenidas en
un criostato y almacenadas a 4° C en PBS. Finamente, a las secciones se les aplico una técnica

inmunocitoquimica o €l violeta de cresilo/hematoxilina-eosina (Mangas et al., 2007).

2.3. Técnica inmunocitoquimica

Realizamos | os siguientes pasos:
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1. Incubacion de las secciones en PBS con 30% de peréxido de hidrégeno, 20% de amoniaco y
1% de hidréxido de sodio (con la fi nalidad inactivar las peroxidasas endogenas) durante veinte
minutos.

A continuacion lavamos las secciones en PBS durante un periodo de diez minutos, proceso que

se efectud tres veces consecutivas.

2. Incubacion de las secciones en tampon PBS con 1% de suero normal de cabalo y 0,3% de
Tritén X-100 (mezcla) durante treinta minutos en agitacion y a temperatura ambiente. Este paso

serealiz6 parafacilitar 1a penetracion de los anticuerpos.

3. Incubacién durante una noche con € primer anticuerpo anti-leucina-encefaling, anti-ACTH
(18-39), anti-metionina-encefalina, anti-sustancia P, anti-somatostatina-28 (1-12), anti-CGRP;
anti-B-endorfina, anti-neo-endorfina o anti-neurotensing, diluidas 1/1.500 - 1/3.000 en la mezcla
del paso 2. La primera parte de la incubacion se efectud, con agitacion, durante dos horas y la

segunda parte en reposo, a 4° C durante 12-16 h.

4. Transcurrido ese tiempo realizamos un lavado de las secciones en PBS durante treinta minutos

atemperatura ambiente y en agitacion.
5. Incubacién de las secciones con un anticuerpo biotinilado anti -inmunoglobulina G de congjo,
diluido 1/200 en la mezcla durante un periodo de una hora a temperatura ambiente y en

agitacion.

6. Lavado con PBS durante treinta minutos a temperatura ambiente y en agitacio n.
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7. Las secciones fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente con el complgo

avidina-biotina-peroxidasa (ABC) (Vectastain), diluido 1/100.

8. Lavado, durante diez minutos (reposo y temperatura ambiente), en tampén Tris -CIH (pH 7,6)

9. Revelado de la peroxidasa con 3, 3’ -diaminobenzidina disuelta en 50 ml de Tris-CIH y con 50

pl de peréxido de hidrogeno, durante aproximadamente 5 minutos.

10. Las secciones fueron lavadas con PBS y montadas en portas y cubiertas con una mezcla de

PBS/Glicerol (1/1)

2.4. Obtencion y especificidad de los anticuer pos

L os anticuerpos primarios policlonales utilizados en este estudio fueron obtenidos en conegjo (De
Lebn et al., 19914, 1992a; Marcos et a., 1993a, 19944, b; Coveflas et a., 1996a, b, ¢, 1997,
1999, Belda et al., 2000; Samsam et al., 2000; 2001). Dichos anticuerpos estan dirigidos contra
sus inmundgenos respectivos, que se prepararon acoplando la molécula peptidica sintética
completa o un fragmento (en el caso de la ACTH (18-39), beta-endorfina (1-27) y de la
somatostatina-28 (1-12)) a una proteina transportadora (seroalblUmina humana) con
glutaraldehido. Los conejos se inmunizaron inicialmente con estos inmunégenos emulsionados
con adyuvante de Freund completo. Se administraron dosis de recuerdo con adyuvante de Freund
incompleto a interval os de dos semanas. El plasma se extrajo de |os congjos diez dias después de

tres dosis de recuerdo, y periddicamente después (ver Covefias et al., 2001)

Se han realizado una seri e de controles inmunocitoquimicos para determinar |a especificidad de
lareaccion:
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1. Sustitucién de la solucion que contiene €l primer anticuerpo primario (g., anti -somatostatina-
28 (1-12)...) por la mezcla (PBS con un 1% de suero normal de caballo y 0,3% de Triton X -
100).

2. Tratamiento de las secciones tan sélo con 3,3’ diaminobenzidina.

En ninguno de |os dos casos observamos reaccion.

3. Preabsorcion del primer anticuerpo:

A. Hormona adr enocorticotropica (18-39)

La preabsorcion del anticuerpo anti -ACTH (18-39) con ACTH (1-39) o con ACTH (18-39) (100
pg por ml de anticuerpo diluido) produjo la pérdida de la reaccion. Cuando se redizd la
incubacion del anticuerpo con otros péptidos en exceso (100 pg/ml) como la ACTH (11-19), a-
endorfina, B-endorfina, y-endorfina, B-lipotropina, a-MSH, B-MSH, y-MSH, metionina-
encefaling, leucina-encefalina, a-neo-endorfina, hormona liberadora de gonadotropina (GRH) o
con dinorfina B, en todos los casos observamos reaccion. Por lo tanto, el anticuerpo utilizado

reconoce alaACTH (1-39) y a laACTH (18-39).

B. M etionina-encefalina

Observamos marcaje cuando el anticuerpo anti -metionina-encefalina se incub6 con un exceso
(100 pg/ml) de beta-endorfina (1-31), afa-endorfina, gamma-endorfina, beta-lipotropina,
hormona adrenocorticotrépica (ACTH), alfa-MSH, beta-M SH, gamma-M SH, leucina-encefalina,

dinorfina A, alfa-neo-endorfina o de dinorfina B.

C. SustanciaP
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Observamos marcaje cuando el anticuerpo anti -sustancia P se incub6 con un exceso (100 pg/ml)

de neuroquinina A, neuroquinina B, eledoisina o con kasinina.

D. Somatostatina-28 (1-12)

Se aprecié marcaje cuando la anti -somatostatina-28 (1-12) se incubd con un exceso (100 pg/ml)
de somatostatina-28, somatostatina-14, neuropéptido-Y, neurotensina, angiotensina |1, sustancia

P, metionina-encefalina o con leucina-encefalina.

E. a-neo-endorfina

Cuando la anti-a-neo-endorfina fue incubada con un exceso (100 pg/ml) de dinorfina A (1-8),

dinorfina A (1-17), dinorfina B, [-neo-endorfina, B-endorfina, metionina-encefalina o con

leucina-encefalina, no observamos la pérdida de la reaccion.

F. B-endorfina (1-27)

Si observamos reaccion cuando el anticuerpo anti -B-endorfina (1-27) se incubd con un exceso

(100 pg/ml) de B-endorfina (1-31) a-endorfina, y-endorfina, P-lipotropina, hormona

adrenocorticotropa (ACTH), a-MSH, B-MSH, y-MSH, metionina-encefalina, leucina-encefalina,

dinorfina A, a-neo-endorfina o con dinorfina B.

G. Neurotensina
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Preabsorcion de anticuerpos con neurotensina (100 ug/ml de anticuerpos diluido). No se observ 6
reaccion. Si se aprecio cuando la anti-neurotensina se incubd con sustancia P, angiotensina Il,

beta-endorfina, somatostatinay polipéptido intestinal vasoactivo.

2.5 Atlas ester eotaxico

Para destacar la distribuciéon de péptidos en el tronco del encéfalo de la alpaca Lama pacos,
fueron localizados principalmente con la ayuda del atlas del sistema nervioso central de Lama
glama (Llama) (obtenido a partir de la coleccion de cerebros de mamiferos de la Universidad de
Wisconsin, Madison, USA). También, utilizamos |oa atlas de Berman (1968) (gato) y de Paxinos
y Watson (1998) (rata). Para la nomenclatura de los nicleos del tronco de encéfalo de la apaca,

utilizamos esos mismos atlas.

2.6 Densidad delasfibrasy de los somasinmunorreactivos

Las densidades de |as fibras inmuno rreactivas que hemos observado se han dividido en muy alta,
alta, moderada, bgja 0 muy baja (unas pocas fibras). Para la determinacién del grado de

densidad, las densidades observadas se compararon en todo momento con fotos de referencia,

tomadas al mismo aumento, a las que previamente fueron adjudicadas las cinco densidades
mencionadas anteriormente (ver Marcos et al., 1999). El aumento al que se observaron las
secciones tronco encefdlicas, para determinar € grado de densidad de las fibras
inmunorreactivas, fue el mismo a que se realizaron las fotos de referencia.

Las fibras inmunorreactivas fueron clasificadas de la siguiente forma, segin su longitud: cortas
(40-90 pm), medianas (91-120 ym) y largas (superiores a 120 ym) (ver Belda et al., 2000).

Respeto a la densidad de los somas inmunorreactivos, hemos considerados una densidad al ta
cuando observamos mas de 10 por seccion; una densidad moderada cuando encontrado entre 5y
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10 somas por seccién y una baja densidad cuando hemos encontrado menos de 5 somas por
seccion (ver Beldaet al., 2000).

Finalmente, hemos considerado que los somas son pequefios cuando miden menos de 15 pm de
diametro, medianos cuando su diametro oscilaba entre 15y 25 pm y grandes si miden més de 25

pum (ver Covefas et al., 2001).

2.7 Técnicas morfologicas

Hemos realizado una serie de técnicas morfol 6gicas conve ncionales (hematoxilina-eosing; cresil

violeta), para determinar los niicleos del tronco del encéfalo de la alpaca.

2.8 Obtencion delaiconografia

Las fotos fueron captadas con una camara digital Olympus C -51 acoplada a un microscopio
Kyowa Unilux. Después, se gjusto € brillo y contraste de las imagenes con el programa Adobe
Photoshop CS3; en este mismo programa se realizé la composicién de los nlcleosy se insertaron
los distintos simbol os explicativos.

Los esquemas fueron tomados del atlas de Lama glama (Llama), fueron escaneados con el
programa HP Photosmart y redibujados en el programa Canvas 7. Ademas, se mantuvo la escala

original para una Optima visualizacion de | os resultados.
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[Il. ABREVIATURAS
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4 Nucleo troclear

5M Nucleo motor del trigémino
5SL Nucleo espinal del trigémino
58P Nucleo espinal alaminar del trigémino, division parvocelular

5ST Tracto trigémino espinal

7G Genu del nervio facial
7L Nucleo facial, division lateral
™ Nucleo facial, division media
12 Nucleo hipogloso

A
AP Area postrema

B
BC Brachium conjunctivum

BCL Nucleo marginal del brachium conjunctivum, division lateral

BCM Nucleo marginal del brachium conjunctivum, division medial

CAE Locus coeruleus
CcC Canal central

CS Coliculo Superior
Cu Nucleo cuneatus

Cx Nucleo cuneatus externo



DMV  Nucleo motor dorsal del vago
DRM Nucleo dorsal de rafe

FRet Formacion reticular

Gr Nucleo gracilis

IC Coliculoinferior

10 Olivainferior

IP Nucleo interpeduncular

L Ret Nucleo reticular latera
LM Lineamedia

MLB Tracto longitudinal medial



NR
NTS

Nucleo rojo

Nucleo del tracto solitério
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PAG
Ped
PG
PGL
PGM
PH

RB

SN

B
TRC

Ves

Tracto piramidal

Sustancia gris periacueductal

Pedlnculo cerebral

Sustancia gris de la protuberancia

Sustancia gris de la protuberancia, division lateral

Sustancia gris de la protuberancia, division medial

Nucleo praepositus hypoglossi

R
Cuerpo restiforme

S
Tracto solitario
Sustancia negra
Oliva superior

T
Cuerpo trapezoide

Nucleo reticular tegmental, division central

Vv

Nucleo vestibular
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|V-RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Hemos estudiado en el tronco de encéfalo de la alpaca (Lama pacos) la distribucién de
siete neuropéptidos (metionina-encefalina, sustancia P, ACTH (18-39), neurotensina,
somatostatina-28 (1-12), a-neo-endorfina y B-endorfina (1-27)). De los nucleos/regiones que
forman el tronco del encéfalo, hemos observado la presencia de estructuras inmunor reactivas en
un total de 44 nucleos/regiones en €l tronco del encéfalo de laapaca (ver Tablas |, I1'y Gréafico

1).

A. Somas

No hemos observados somas con sustancia P, ACTH, B-endorfina (1-27) y o-neo-
endorfina, en € tronco del encéfalo de la apaca, sin embargo si hemos encontrado somas
peptidérgicos con neurotensina, metionina-encefalina y somatostatina-28 (1-12). En todos los
casos, |os somas peptidérgicos fueron localizado s en la protuberanciay en el bulbo raquideo de
la alpaca; no hemos observados somas peptidérgicos en la zona mesencefdlica. Somas con
metionina-encefalina fueron observados en 3 nlcleos/regiones de los 3 5 en los que encontramos
marcaje es decir en el 6,81% de los nlcleos, somas con somatostatina-28 (1-12) en 2
nucleos/regiones de los 33 marcados (4,54%) y neurotensina en 3 de los 30 nlcleos/regiones
marcados (6,81%) (ver Tablas I, Il y Gréfico 3). En 3 nlcleos/regiones se ha observado una
densidad baja de somas inmunorreactivos con metionina-encefalina; en 3 nucleos/regiones una
densidad baja de somas con neurotensina; en 1 nucleo/regién encontramos una densidad
moderada de somas con somatostatina y en dos de ellos una densidad bagja (ver Tabla IV,

Gréficos 1y 5).

B. Fibras
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Hemos observado fibras peptidérgicas conteniendo los siete neuropéptidos estudiados en
el tronco del encéfalo de la apaca. En el caso de la metionina-encefalina hemos encontrado
fibras inmunorreactivas en 35 de los 44 nUcleos/regiones en tronco del encéfalo (79,54%),
fibras con sustancia P en 34 de los 44 nlcleos/regiones (77,27%), fibras con ACTH (18-39) en
31 nucleos/regiones (70,45%), fibras con neurotensina en 30 nucleos/regiones (68,18%), fibras
con somatostatina-28 (1-12) en 33 nucleos/regiones (75,00%), fibras con a-neo-endorfina en 29
nucleos/regiones (65,90%) y fibras con B-endorfina en 26 nucleos/regiones (59,09%) (ver Tablas

I-11l'y Gréficos 1y 2).
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4.2. Digtribucion de a-neo-endorfina en e tronco del encéfalo de la alpaca

(Lama pacos)

En los44 nicleos estudiados del tronco del encéfalo de la alpaca hemos observado 29
nucleos con fibras marcada con alfa-neo-endorfina y ningan nicleo con somas (Tablal). En la
Figura 1 se aprecia la distribucion de las estructuras inmuno rreactivas que contienen 0-neo-
endorfina en €l tronco del encéfalo de la apaca. Observamos fibras con a-neo-endorfina en €l
coliculo superior, nucleo interpeduncular (ver Figuras 1A-C), pedinculo cerebral, sustancia
negra (ver Figura 1A), sustancia gris periacueductal (ver Figuras 1A-C, 2L), formacién reticular
mesencefélica, protuberancial y bulbar (ver Figuras 1A-1, 2B-G, J), nlcleo rojo (ver Figuras 1A,
B), tracto piramidal (ver Figura 1D-F), locus coeruleus, nucleo reticular tegmental(division
central) (ver Figuras 1D), oliva superior (ver Figura 1E, 2H), brachium conjunctivum, nacleo
lateral del brachium conjunctivum, (ver Figuras 1D, E), linea media (ver Figuras 1A-I, 21), area
postrema (ver Figura 1H), olivainferior (ver Figura 1G, H), nlcleo cuneatus, nlcleo gracilis (ver
Figuras 1H, I), tracto trigémino espinal ( Figuras 1E-1, 2K), nucleo reticular lateral (ver Figura
11), nacleo vestibular, cuerpo restiforme, nlcleo espinal alaminar del trigémino, division
parvocelular (ver Figura 1F), nicleo facial (division lateral y medial) (ver Figuras 1F, 2A),
cuerpo trapezoide (ver Figura 1E), nicleo espina del trigémino (ver Figuras 1H, I), nacleo del

tracto solitario y tracto solitario (ver Figura 1G), (ver Tablal).
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4.3. Distribucion de B-endorfina (1-27) en el tronco del encéfalo de la alpaca

(Lama pacos)

No observamos somas inmunorreactivos con el neuropéptido B-endorfina en el tronco del
encéfalo de Lamas pacos.

Hemos localizado fibras con -endorfina en coliculo superior (ver Figuras 3A-D), nucleo
rojo (ver Figura 3A), nlcleo troclear (ver Figura 3B), formacion reticular mesencefdlica,
protuberancial y bulbar (ver Figuras 3A-Il, 4B, E, F, H, |, K), nucleo interpeduncular, (ver
Figuras 3A, C), caliculo inferior y en la sustancia gris de la protuberancia division medial, (ver
Figura 3D), sustancia gris periacueductal, (ver Figuras 3A-D, 4A, D) é&rea postrema, nucleo
cuneatus ( ver Figura 3l), oliva superior, cuerpo trapezoide (ver Figura 3E), nucleo e spinal del
trigémino (ver Figura 3J). También observamos fibras en el nucleo cuneatus externo, nlcleo del
tracto solitario, nucleo hipogloso, (ver Figura 3H), nlcleo gracilis, (ver Figuras 3I, J), tracto
trigémino espinal, (ver Figuras 3E-J), linea media (ver Figuras 3A-J, 4C, G, J, L), en € tracto
piramidal (ver Figuras 3D, E), tracto solitario (ver figura 3G). Encontramos fibras con (-
endorfina en e cuerpo restiforme, nucleo vestibular, nicleo facia (divison media y lateral)

(ver Figura 3F) y olivainferior (ver Figuras 3G-J), (ver Tablal).
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4.4. Distribucion de sustancia P en € tronco del encéf alo de la alpaca (Lama

pacos)

Hemos observado fibras con sustancia P en el coliculo superior, nicleo interpeduncular ( ver
Figuras 5A-C), sustancia gris periacueductal (ver Figuras 5A-D, 6G, H), nlicleo rojo (ver Figuras 5A,
B), pedunculo cerebral , sustancia negra (ver Figura 5A), nucleo troclear (ver Figura5B), linea media
(ver Figuras 5A-1) y formacion reticular mesencefdlica, protuberancial y bulbar (ver Figuras 5A-I,
6B, F). Ademas, observamos fibras marcadas con sustancia P en & coliculo inferior, sustancia gris
de la protuberancia (division lateral y medial) (ver Figuras 5C, D), nlcleo dorsal de rafe (5C), tracto
piramidal (ver Figuras 5C, E, F), oliva superior, cuerpo trapezoide, niicleo motor del trigémino (ver
Figura 5E), nlcleo vestibular, genu del nervio facial, nlcleo facial (division lateral y medial) (ver
Figura 5F), nicleo espinal alaminar del trigémino (divisién parvocelular) (ver Figuras 5G, 6C, 1),
nicleo cuneatus externo, nlcleo dd tracto solitario, tracto solitario, nlicleo motor dorsal del vago,
(ver Figura 5G), cuerpo restiforme (ver Figuras 5F, 6D), oliva inferior (ver Figuras 5G-1), nicleo
gracilis, nicleo cuneatus, nicleo reticular lateral y  (ver Figuras 5H-1) en el nlcleo espinal del

trigémino (ver Figuras 5H, | 6A) y tracto trigémino espinal (ver Figuras 5E-I, 6E) (ver Tablal).
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4.5 Distribucién de metionina-encefalina en €l tronco del encéfalo de la alpaca

(Lama pacos)

Hemos encontrado somas marcados con metionina-encefalina en la linea media bulbar, en
la formacion reticular bulbar y en el nulcleo del cuerpo trapezoide (ver Figuras 7E, 8C, D, G).
Observamos fibras marcadas con metionina-encefalina en el coliculo superior (ver Figuras 7A-
D), nucleo rojo (ver Figuras 7A, B), nucleo interpeduncular ( ver Figuras 7A, C), linea media
mesencefdlica, protuberancial y bulbar (ver Figuras 7A-J, 8C), sustancia gris periacueductal (ver
Figuras 7A-D, 8H, 1), formacién reticular mesencefélica, protuberancial y bulbar (ver Figuras
7A-J, 8A, B, E, F, K, L), oliva superior, nicleo marginal del brachium conjunctivum ( divisién
lateral y medial), nicleo motor del trigémino, cuerpo trapezoide (ver Figura 7E), nicleo
vestibular, nucleo facial (division lateral y medial), genu del nervio facial (ver Figura 7F), nlcleo
troclear (ver Figura 7B), sustancia negra (ver Figura 7A). Ademas, fibras con metionina-
encefalina fueron observadas en € tracto trigémino espinal (ver Figuras 7E, 7F, 71, 7J), tracto
piramidal (ver Figuras 7C, 7D), nlcleo cuneatus externo, nucleo del tracto solitario, nucleo
hipogloso (ver Figura 7H), nlcleo espinal alaminar del trigémino (division parvocelular) (ver
Figuras 7F-H, 8J), &reapostrema (ver Figura 71), nlcleo cuneatus, nucleo gracilis, nicleo motor
dorsal del vago, nucleo espinal del trigémino, nucleo reticular lateral (Figuras 71, 7J), cuerpo
restiforme (ver Figura 7F, 7G), sustancia gris de la protuberancia (divisién medial), coliculo
inferior (ver Figura 7D), nucleo dorsal de rafe (ver Figura 7D), tracto solitario (ver Figuras 7G,

H) y oliva inferior ( ver Figura 7H-J), (ver Tabla 1.
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4.6. Distribucion de somatostatina-28 (1-12) en e tronco del encéfalo de la

alpaca (Lama pacos)

Hemos localizado cuerpo celulares inmunomarcados co n somatostatina-28 (1-12) en la
formacion reticular del bulbo raquideo y en lalinea media del bulbo raquideo (ver Figuras 9G-I,
10B, C). Con este neuropéptido observamos fibras inmunor reactivas en el coliculo superior (ver
Figuras 9A-C, 10E, G, K), nlcleo rojo (ver Figuras 9A-B), formacion reticular mesencef dlica,
protuberancial y bulbar (ver Figuras 9A-J, 10A-D,J), linea media (Figuras 9A-J), nicleo
interpeduncular (ver Figura 9C), tracto longitudinal medial (Figuras 9D,10H), sustancia gris
periacueductal (Figuras 9A-C, 10F, L), sustancia negra (ver Figura 9A), oliva superior, cuerpo
trapezoide (ver Figuras 9E, 101), nicleo brachium conjunctivum ( medial y lateral ) (ver Figuras
9D, E), cuerpo restiforme, nicleo vestibular (Figuras 9F, G), nucleo espinal alaminar del
trigémino (division parvocelular) (ver Figuras 9F, H), tracto trigémino espinal (ver Figuras 9F-J),
nucleo cuneatus externo, nicleo del tracto solitario y tracto solitario (ver Figura 9H), nicleo
reticular lateral, nlcleo cuneatus, nucleo gracilis, (ver Figuras 91-J), oliva inferior (ver Figura
9G-J), locus coeruleus, nucleo reticular tegmental (division central), divisiones medial y lateral
de la sustancia gris de la protuberancia (ver Figura 9D), nucleo facial ( divisiones lateral y
medial) (ver Figura 9F), area postrema (ver Figura 9l), nicleo espinal del trigémino (ver Figura

9) y e e tracto piramidad (ver Figuras 9D-G) (ver Tabla ).



4.7. Distribuciéon de hormona adrenocorticotropica (ACTH) en € tronco del

encéfalo de la alpaca (Lama pacos).

No hemos observado somas inmunorreactivos con hormona adrenocorticotrépica (ACTH).
Localizamos fibras con ACTH en el coliculo superior ( ver Figuras 11A-D, 12I-J), nGcleo rojo,
(ver Figuras 11A, 11B), sustancia negra (ver Figura 11A), nucleo interpeduncular (ver Figuras
11A-C), nucleo troclear (ver Figura 11B), formacion reticular mesencefdlica, protuberancial y
bulbar (ver Figuras 11A-J, 12E, F, K), tracto piramida (ver Figuras 11D, E), linea media
mesencefdlica, protuberancial y bulbar (ver Figuras 11A-J, 12C, D, G), tracto trigémino espinal
(ver Figura 11E-G, 1), nlcleo motor del trigémino, oliva superior, nicleo del cuerpo trapezoide,
brachium conjunctivum lateral (ver Figura 11E), nicleo facial (divisiones medial y lateral) (ver
Figuras 11F, 12L), division parvocelular del nicleo espina alaminar del trigémino (ver Figuras
11F, 11H), nucleo del tracto solitario, nicleo cuneatus externo, nucleo hipogloso (ver Figura
11H), oliva inferior (ver Figuras 11G- J), nucleo gracilis, nicleo cuneatus, nlcleo espina del
trigémino (ver Figuras 111, J), &rea postrema (ver Figura 111), sustancia gris periacueductal (ver
Figuras 11A-D, 12H), coliculo inferior, sustancia gris de la protuberancia (division medial) (ver
Figuras 11C, D), nucleo vestibular (ver Figuras 11F, 12A, B), cuerpo restiforme ( ver Figura

11G) 'y tracto  solitario  (ver  Figuras  11G, 11H) (ver  Tabla ).
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4.8. Distribucién de neurotensina en €l tronco del encéfalo de la alpaca (Lama

pacos)

La distribucion de las fibras inmunorreactivas con neurotensina en el tronco del encéfalo
de la apaca se observa en la Figura 13A -J. Hemos encontrados una densidad baja de somas
inmunorreactivos en la linea media bulbar, formacion reticular bulbar y en la area postrema (ver
Figuras 13H, 14C), Observamos fibras con neurotensina en el coliculo superior, sustancia gris
periacueductal (ver Figuras 13A-C), nucleo rojo (ver Figuras 13A, B), sustancia negra (ver
Figuras 13A, 14G) formacion reticular mesencefdlica, protuberancial y bulbar (ver Figuras 13A-
J, 14A, B, D-F, H), nacleo interpeduncular (ver Figuras 13B, C), locus coeruleus, tracto
logitudinal medial, nucleo reticular tegmental (divisién central), nacleo del brachium
conjunctivum (divisiones medial y lateral), sustancia gris de la protuberancia (divisones lateral y
medial ) (ver Figura 13D), nucleo vestibular, genu del nervio facial, nucleo facial, (division
medial y lateral) (ver Figura 13E), oliva inferior (ver Figuras 13F-J), nucleo cuneatus externo,
nucleo del tracto solitario (ver Figura 13G), nucleo reticular lateral (ver Figura 13l), érea
postrema (ver Figura 13H), nucleo gracilis, nicleo espina del trigémino, nlcleo cuneatus (ver
Figuras 13H-J), nucleo espinal alaminar del trigémino (division parvocelular) ( ver Figuras 13E-
G), tracto trigémino espinal (ver Figuras 13E-1), linea media (ver Figurasm 13A-J) y nicleo

praegpositus hypoglossi (ver Figura 13F) (ver Tabla ).
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V. TABLASY GRAFICOS

DE LOSRESULTADOS

57



TABLA |: Distribucion de neuropéptidosen €l tronco del encéfalo dela alpaca
Met-5 SP ACTH NT SOM a-neo-end | B-end
Nucleo |F S |F F S | F F S F S F
4 + - |+ + - |- - - |- - +
5M ++ - ++ + - - - - - - -
5SL + - + + - |+ +++ |- + - +
5SP +/++ |- + + - | ++ + - + - -
5ST +++ |- ++ + - |+ +++ |- +/++ |- +
7G + - + - - |+ - - - - -
7L ++ - | ++ + - |+ + - ++ |- +
™ ++ - | ++ + - |+ ++ |- ++ |- +
12 + - - + - - - - - - +
AP + - - + - |+ + - + - +
BC - - - - - |++ +/++ |- + - -
BCL |++ - |- + - |+ H++ |- [++ |-
BCM |++ - - - - |++ ++ |- - - -
CAE |- - - - - |+ ++ |- |+ - -
cC - - |- - - |- - - - - -
Cs +++ |- + +++ |- |+ + - + - +/++
Cu + - |+ + - |+ + - |+ [+t - +
CX + - + + - |+ + - - - +
DMV |+ - + - - - - - - - -
DRM [+ - |4+ - - |- - - - -
FRet |+/++/ |+ |+/++ +/ - |+ +HA++ | H |+ |- +/++
+++ +++ ++ | +++
Gr ++ - |+ + - |+ + - + - +
IC ++ - |+ +HH++| - | - - - - - +/++
10 + - |+ + - |+ + - + - +
IP + - + +++ | - | +H++ + - + - +/++
LM +++ |+ |+ +H+H+ |- |+ +++ |+ |+ - +
[+++
Lret |+ - |+ - - |+ + - |+ - -
MLB |- - | - - - |+ + - - - _
NR + - |+ + - |+t + - |+ - +
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TABLA |. Distribucién de neur opéptidos en el tronco del encéfalo de la alpaca

Met-5 SP ACTH NT SOM 0-neo- B-end
end

Ndcleo | F F F F F F [s |F
NTS |+ + + ++ ++ + |- +

P +/++ +/++ + - +/++ + +
PAG | +/++/ +/++ +/++/ ++ +/++ + |- +/++

+++ +++

Ped - + - - - + - -

PG - + + - - - - -
PGL |- + - +/++ +/++ - - -
PGM |+ + + +/++ ++ - - +

PH - - - + - - - -

RB + + + - + + |- +

S + + + - + ++ |- +

SN +/++ + + ++/ +/++ + |- -

+++

SO + + + - + + |- +

B ++ + + - + + |- +
TRC |- - - ++ +/++ + |- -
Ves + + + +/++ + + |- +

F: fibras (+++: ata densidad; ++: densidad moderada; +: bgja densidad). S. somas (+++: alta

densidad; ++: densidad moderada; +: baga densidad). ACTH: hormona adrenocorticotrépica;

NT: neurotensina; SOM: somatostatina-28 (1-12); MET-5: metionina-encefaling; a-NEO: alfa-

neo-endorfina; B-end: beta-endorfina (1-27); SP: Sustancia P. Ver lalista de abreviaturas para la

nomenclatura de los nlcleos del tronco del encéfalo de la alpaca.
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TABLA Il. Numero denucleos con inmunorreactividad en el tronco del encéfalo dela

alpaca

Neur opéptidos Fibras Somas
MET-5 35
ACTH 31
SP 34
SOM 33
NT 30
a-neo-end 29
B-end 26

Se indica el nimero de nlcleos que presenta somas o fibras peptidérgicas en el tronco del

encéfalo de laapaca. NUmero total de nucleos. 44.
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Gréfico 1. Numero de nucleos en € tronco del encéfalo de la alpaca con
inmunorreactividad
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TABLA |11. Porcentaje de los nucleos en tronco del encéfalo de la alpaca que pr esentan

inmunorreactividad. Nimero total de nlcleos; 44

Neur opéptidos Fibras Somas

MET-5

79,54% 6,81%
ACTH 70,45% 0,00%
SP 77,21% 0,00%
SOM 75,00% 4,54%
NT 68,18% 6,81%
o-neo-end 65,90% 0,00%
B-end 59,09% 0,00%
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Graéfico 2. Porcentaje de los nucleos del tronco del encéfalo de la alpaca que presentan

inmunor reactividad para fibras.
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Gréfico 3. Porcentaje de los nucleos del tronco del encéfalo de la alpaca que pr esentan

inmunorreactividad para somas
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Tabla IV. Indica & nimero de nucleos del tronco de encéfalo de la alpaca en donde hemos

observado una alta, moderada o0 baja densidad de somas (S) y fibras (F) inmunor reactivas.

En algunas regiones (por gemplo en la formaci on reticular) hemos observado tres

densidades para las fibras (baja, moderada y alta). Por esta raz én, el nimero total de

nacleos que aparece en la Tabla IV, puede no coincidir con €l n amero total de nucleos que

apareceen laTablall.

Densidad Met-5 [ACTH | SP SOM NT o-neo- | B-END
endorfina
F S|F |S [F |S |F |S [F |S |F S |F S
ALTA 2 |03 (0O [0 |0 |O |O 1 (0 |1 0 |0 0
MODERADA |16 |0 |5 |0 |7 |0 |16 |1 19 (0 |7 0 |5 0
BAJA 27 (3 |31 (0 (300 |28 |1 20 |3 |25 0 |26 |0

Grafico 4. Representacion gréfica delosdatos indicadosen a Tabla V.

Densidad dela Inmunorreactividad (Fibras)

b
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Gréfico 5. Representacion gréfica delosdatosindicadosen laTabla V.

Densidad dela Inmunorreactividad (Somas)
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V1. ICONOGRAFIA
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Figura 1. Esquemas de la distribucion de fibras con a-neo-endorfina en secciones
frontales del encéfalo de la apaca (Lama pacos) desde regiones rostrales (A) a
caudales (). Las fibras estan representadas por lineas varicosas (escasas fibras o
densidad bgja), lineas continuas (densidad moderada) y lineas cruzadas (densidad

alta). Paralas abreviaturas. ver listade abreviaturas.

66



67



68



69



Figura 2. Fibras inmunorreactivas con a-neo-endorfina en e tronco del encefao
de la apaca. Entre paréntesis se indican las figuras, por lo tanto los niveles
correspondientes, apartir de los cuales setomaron las fotos. Barra: 50 um.

A- Fibraslocalizadasen € nucleo facial (7M) (Figura 1F).

B, C- Fibras en la formacion reticular del bulbo raquideo (FRet) (Figura 1H).

D- Fibrasen laformacion reticular de la protuberancia (FRet) (Figura 1D).

E- Fibras enlaformacion reticular bulbar (FRet) (Figura 11).

F- Fibras en laformacion reticular bulbar (FRet) (Figura 1l1).

G- Fibras en laformacion reticular mesencefdlica (FRet ) (Figura 1B).

H- Fibras en e nucleo delaoliva superior (SO) (Figura 1E).

|- Fibras en lalineamediadel bulbo raguideo (LM) (Figura 1G).

J- Fibras en laformacion reticular bulbar (Figura 11).

K- Fibras en € tracto trigémino espinal (5ST) (Figura 1F).

L- Fibras en lasustanciagris periacueductal (PAG) (FiguralA).

70



71



72



Figura 3. Distribucion de fibras con -endorfina en secciones frontales del tronco
del encéfalo de la alpaca (Lama pacos) desde regiones rostrales (A) a caudales (J).
Las fibras estan representadas por lineas varicosas (escasas fibras o baja densidad),

lineas continuas (densidad moderada) y lineas cruzadas (densidad alta). Para las

abreviaturas; ver lista de abreviaturas.
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