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Distribucion de Neuropéptidos en el Diencéfalo de la Alpaca (Lama pacos): Estudio Inmunocitoquimico

1.1. GENERALIDADES DE LA ESPECIE (Lama pacos)

La alpaca se denominaba anteriormente Auchenia pacus, pero actualmente se
conoce como Lama pacos. La alpaca es un camélido sudamericano que estd
estrechamente emparentado con la llama y la vicufia. La alpaca es mds pequeifia que la
llama, su lana es mds larga y 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 alpaca y en la llama (aunque una alpaca bien domesticada no suele escupir). La
fibra de lana de alpaca es elastica, fuerte y mds recta y 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 fabrican prendas de vestir de gran calidad (ver de Souza, 2007a).

Alpaca (Lama pacos)

1.1.1 Habitat

Las alpacas se encuentran desde el norte del Pert hasta el norte de Argentina,
incluyendo las respectivas dreas alto andinas de Bolivia, Ecuador y Chile. En general, el
medio en el que habitan es mds himedo en direccién norte y mds seco hacia el sur. Los
camélidos pueden habitar desde el nivel del mar hasta las regiones alto andinas, a mas

de 5.000 m de altitud.
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1.1.2 Anatomia

La alpaca es mas pequeia que la llama y en la frente presenta un tipico mechodn.
No posee un color caracteristico, ya que presenta muchas tonalidades. Puede alcanzar
hasta una altura de 1,50 m y un peso mdximo de 80 kg. En general, posee mas y mejor
lana que la llama. La longevidad de la alpaca es alta (14 afios de vida media), aunque
algunos animales han alcanzado los 20 afios. Debido a la anatomia de sus miembros, son
animales que no generan dafio mecdnico a los suelos, atin en zonas 4ridas, ya que estos
animales se han adaptado perfectamente a medios dridos y ecolégicamente fragiles. Asi,
por ejemplo, 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. Ademads, los requerimientos nutricionales de la
alpaca 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 al de los roedores. Por esta cualidad son muy
longevos, pues les permite seguir cosechando forraje eficientemente a pesar del paso de
los afios. Finalmente, indicar que la alpaca es un herbivoro muy eficaz en convertir el
forraje que ingiere en carne. Algunos trabajos de investigacion han demostrado que es
hasta un 58% mas eficaz que los ovinos en transformar el alimento en peso (ver de

Souza, 2007a).

1.1.3 Conducta
Las alpacas son animales sociales que viven formando rebafios que generalmente
estin compuestos por un macho dominante (alcanza la madurez sexual

aproximadamente a los 4-5 afios de edad) y varias hembras acompafiadas de sus crias; el
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resto de los machos forman otro rebafio. Las alpacas hembras presentan una jerarquia
dentro del rebafo, ya que hay una hembra dominante. El macho intenta mantener
alejados a los depredadores de su territorio y cuando un joven macho del rebaiio llega a
tener alrededor de ocho meses de edad, lo alejard fuera del rebafio (de esta forma se
previene la endogamia). Es frecuente observar a los machos peleando durante la época
de celo, cuando alguno intenta ocupar el puesto dominante del otro. En general, las
alpacas son muy mansas, incluso los machos no son peligrosos. Son animales capaces
de defenderse de los ataques de los perros salvajes y de los zorros. Por esta razén, se
utilizan en ocasiones como protectores de rebafios de ovejas. Las alpacas se comunican
entre si mediante movimientos de su cuerpo y gracias a distintos tipos de sonidos con
diferentes tonos. Las alpacas tienen una memoria excelente. Pueden aprender una tarea
en 2-5 repeticiones y lo recordardn para siempre, atin cuando no se las vuelva a reforzar

(ver de Souza, 2007a).

1.1.4 Fibra de Alpaca

El vellon de la alpaca es uno de los productos del animal més apreciado en el
mercado. Estd 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 didmetro de la fibra de alpaca oscila entre
18 y 33 micras, dependiendo de la parte del cuerpo y de la edad del animal. La
resistencia de la fibra es muy importante en los procedimientos textiles: la de la alpaca

es tres veces mayor que la resistencia que presenta la de la oveja (Villarroel, 1981).

La fibra de alpaca 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 la capacidad de mantener la
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temperatura corporal. En cuanto al color de la fibra, es posible encontrar mas de 16
colores diferentes que varian desde el blanco hasta el 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 separarse y precisa que se combine
con otras fibras naturales o sintéticas que ejercen el efecto contrario (ver de Souza,

2007a).

1.1.5 Razas de alpaca

La alpaca presenta dos razas: la huacaya y la suri que se diferencian por su fibra.
La fibra de la huacaya es opaca, rizada y esponjosa, parecida a la lana de oveja, mientras
que la fibra de la suri es lacia, sedosa, lustrosa y brillante, parecida a la suavidad del
cashmere y al lustre y brillo de la seda. Las alpacas blancas (raza huacaya) abundan en
la region sur de los Andes. La industria textil prefiere la fibra blanca como materia
prima para ser procesada industrialmente (la fibra blanca es tefiida con tintes sintéticos).
Desde la perspectiva de la conservacion de la diversidad bioldgica en los Andes, esta
situacion estd ocasionando la pérdida de las alpacas de la raza suri, que se encuentra en
franco proceso de extincidn, afectando al futuro de esta especie animal y a la
subsistencia de los grupos humanos ligados a su crianza en los Andes (ver de Souza,

2007a, b).

1.1.6 Alimentacion

Las alpacas son herbivoros rumiantes que se pueden alimentar de los pastos que
crecen en las zonas himedas (o bojedales) ubicados por encima de los 4.000 m de
altitud. La dieta forrajera es poco selectiva y pueden pastorear y ramonear todo tipo de
vegetacion. Pueden consumir forrajes de baja calidad y digestibilidad gracias a su

eficiente aparato digestivo muy superior al que presentan otros rumiantes, los cuales
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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 el caso de alpacas hembras
(durante el ultimo tercio de la gestacion, durante el inicio de lactancia) necesitan ingerir

hasta 3 kg de materia seca (ver de Souza et al., 2007a, b).

1.1.7 Reproduccion

El periodo de gestacion de una alpaca es aproximadamente de once meses y
medio, 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. Después de 2-3 semanas la hembra
puede quedar de nuevo prefiada. Se estima que la poblacién mundial de alpacas llega a
los 3,5 millones de cabezas, siendo Perd, el principal productor con aproximadamente el
87%, seguido por Bolivia con el 9.5%. Los principales departamentos productores del
Perd son: Puno (58,5%), Cusco (11,4%), Arequipa (9,4%), Huancavelica (6,8%) y

Ayacucho (4,6%).

1.2. DIENCEFALO

El diencéfalo se encuentra localizado entre el telencéfalo y el tronco del encéfalo.
Se extiende rostralmente desde la comisura posterior hasta la regién del agujero
interventricular. Esta limitado a ambos lados por el segmento posterior de la capsula
interna, la cola del nucleo caudado y la estria terminal. A través del diencéfalo pasan la
mayoria de fibras que se dirigen hacia la corteza cerebral. El diencéfalo se divide en

epitdlamo, tdlamo, hipotdlamo, metatdlamo y subtdlamo (Carpenter, 1980).

1.2.1 Epitalamo. Esta formado por los nicleos de la habénula medial y lateral y por el

nucleo pariventricular anterior. Los niicleos habenulares son dos pequefias masas grises
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que forman eminencias triangulares sobre la superficie dorsomedial de los tdlamos.
Reciben fibras principalmente de la regidén predptica a través de las estrias medulares.
Los axones procedentes de los niicleos habenulares forman un haz bien definido, el

fasciculo retroflexo, que termina en los nticleos interpedunculares (Carpenter, 1980).

1.2.2. Talamo. El tercer ventriculo separa el tilamo derecho del izquierdo, aunque éstos
permanecen unidos gracias a un puente de tejido taldimico denominado masa intermedia,
que se extiende entre ambos. El tdlamo es una masa de substancia gris, por lo que
contienen cuerpos neuronales y numerosas conexiones sindpticas. Es una zona de relevo
entre la médula espinal/tronco del encéfalo y la corteza cerebral/ganglios basales. Desde
un punto de vista funcional, el tdlamo es una estacién de relevo sensitivo. Los impulsos
nerviosos hacen escala a nivel taldmico, estableciendo sinapsis antes de proseguir su
recorrido hacia la corteza cerebral. Al tdlamo llega la informacién somatosensorial,
nociceptiva, visual, auditiva, gustativa y olfativa. Ademds, interviene en mecanismos
motores y en el lenguaje. El tdlamo presenta asimetria funcional. Cada lado estd
especializado en una funcién (un lado predomina sobre el otro). Asi, el tdlamo del lado
izquierdo predomina sobre el derecho en los mecanismos involucrados en el lenguaje y
en los procesos mecdnicos que tienen que ver con la respiracion. Ocurre todo lo

contrario con los procesos visuales-espaciales.

1.2.3 Metatalamo. Los cortes transversales anteriores del mesencéfalo revelan el
agregado de algunas masas nucleares definidas que contornean estrechamente las caras
posterior y lateral del mesencéfalo. Estas estructuras incluyen a los cuerpos geniculados
medial y lateral (Carpenter, 1980). Ambos, forman el metatdlamo y estdn involucrados

en la informacion visual y auditiva.
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1.2.4 Hipotalamo. Se localiza debajo del talamo. Presenta una gran variedad de
funciones. Por ejemplo, produce neurohormonas (oxitocina, vasopresina) y contiene
ndcleos que regulan la actividad de la hipdfisis anterior, la temperatura corporal y la
ingesta de agua y de alimentos. Ademas, el hipotdlamo se relaciona con el estado de
vigilia y las emociones. La estimulacion del hipotdlamo medial inhibe la ingesta de
alimentos y regula la termogénesis; mientras que la estimulacion del hipotdlamo lateral

estimula la ingesta de alimentos.

Se sabe que el hipotdlamo es una de las zonas mejor conservadas en la escala
animal; que recibe informacion olfativa y visual, asi como la sensitiva de las visceras y
que interviene en la homedstasis (balance de electrolitos), funcién inmune, ritmos
circadianos, presion sanguinea, estrés, reproduccion y agresividad. Las lesiones en el
hipotdlamo pueden originar: anorexia nerviosa, bulimia, depresion, cambios en la
orientacién sexual, alteraciones en el suefio, alteraciones en la temperatura, el sindrome

de Prader-Willi

1.2.5 Subtalamo. Interviene en el control motor. Estd atravesado por axones que se

dirigen hacia el tdlamo y el cerebelo (Carpenter, 1980).

1.3. NEUROPEPTIDOS

1.3.1 Concepto

Un neuropéptido es un péptido (formado por aminoécidos) que es sintetizado en una
célula nerviosa (neurona). Aparecen tanto en las neuronas del sistema nervioso central
(encéfalo y médula espinal), como en las del sistema nervioso periférico (ganglios
espinales, sensitivos y auténomos). Se ha demostrado que hay péptidos en la neuroglia;

asi, el mismo péptido (somatostatina) que se sintetiza en una neurona (se denomina
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entonces neuropéptido) puede ser sintetizado por una célula no nerviosa (por ejemplo,
se ha descrito que los astrocitos del cerebelo sintetizan y liberan el péptido
somatostatina). Otro ejemplo seria las células “D” de los islotes de Langerhans
(pancreas endocrino) que sintetizan y liberan el péptido somatostatina (ver Covefias et

al., 2007a).

1.3.2 Péptido, polipéptido y proteina
Actualmente se utilizan los siguientes términos, segtin el nimero de aminoacidos

que forman dichas sustancias:
e Péptido: constituido por menos de 100 aminodcidos
e Polipéptido: entre 100 y 200 aminoacidos

e Proteina: mas de 200 aminodcidos

1.3.3 Las neuronas pueden captar péptidos del medio extracelular

Aunque parece ser que no es un mecanismo muy generalizado, existen ciertas
poblaciones neuronales que tras administrar beta-endorfina en el sistema ventricular
captan del medio externo dicho péptido opidceo y lo transportan retrogradamente hasta
el soma neuronal. De esta forma una neurona que no sintetiza en condiciones normales
beta-endorfina, si es capaz de almacenar dicho péptido tras captarlo del espacio
extracelular. Es por lo tanto, la excepcion a la definicion que hemos indicado

anteriormente (ver Covenas et al., 2007a).

Un neuropéptido puede actuar como neurotransmisor, neuromodulador y

neurohormona
La liberacién de un determinado neuropéptido al espacio extracelular a partir de las

vesiculas de una neurona peptidérgica, implica que el neuropéptido puede ejercer:
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1. Una accién paracrina (actia como un neuromodulador). El neuropéptido se une
a sus receptores que estdn localizados en el componente postsindptico lejano
(dentro del sistema nervioso central), controlando la neurotransmision
(reduciendo la liberacién del neurotransmisor) o controlando la actividad
neuronal (aumentando la sintesis de neuropéptidos...)

2. Una accién autocrina (neuromoduladora). El neuropéptido se une a sus
receptores localizados en el componente presindptico (afectando a la
neurotransmisién: reduciendo la liberacién del neurotransmisor)

3. Una accién neurotransmisora (se une a sus receptores localizados en el
componente postsindptico préximo) (sinapsis quimica)

4. Una accién muy lejos del lugar en donde se liberd (sangre o liquido
cefalorraquideo) (neurohormona) (actuando sobre fibras musculares)

Un mismo neuropéptido puede actuar como neurotransmisor, neuromodulador o

neurohormona (ver Covenas et al., 2007a).

Los neuropéptidos pueden ejercer una accion retrégrada

Se ha descrito que la administracion de neurotensina en el estriado produce la
acumulacién del péptido en los somas dopaminérgicos del mesencéfalo. La
neurotensina es transportada retrogradamente desde el estriado (es captada por las
terminaciones axonales) hasta el mesencéfalo (en donde se encuentran los somas
neuronales). Ademds, se ha comprobado que la neurotensina aumenta el nimero de
células que expresan el ARN-m de la enzima tirosina-hidroxilasa, indicando que la

neurotensina altera el funcionamiento neuronal (ver Coveiias et al., 2007a).
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1.3.6 Los neuromoduladores controlan la liberacion de los neurotransmisores
Se sabe que la unién de la metionina-encefalina (neuromodulador) a los

receptores opidceos localizados en la membrana plasmdtica de las neuronas que
contienen sustancia P (neurotransmisor) regula (inhibe) la liberacién de este dltimo
neuropéptido (ver Coveiias et al., 2007a). Ademads, la unién de un neuropéptido (ej.,
neurotensina...) a sus autorreceptores (componente presinaptico) controla la liberacién y
la sintesis de neurotensina por las neuronas neurotensinérgicas que contienen a los
autorreceptores para la neurotensina (ver Covefias et al., 2007a). Es decir, la
neurotensina liberada a partir de una neurona neurotensinérgica, controla la sintesis y
liberacidn de neurotensina por esa misma neurona.

Los cannabinoides enddgenos pueden también actuar como neuromoduladores, ya
que se liberan a partir de la terminacidn postsindptica y, tras unirse a los receptores CB1
localizados en el componente presindptico, inhiben la liberacién de neurotransmisores a
partir de la terminacidn presindptica. Se ha indicado que mediante estos mecanismos los
cannabinoides podrian intervenir en la memoria, procesos cognitivos y en la percepcion

del dolor (ver Coveiias et al., 2007a).

1.3.7 Familias de neuropéptidos

Actualmente, los péptidos se clasifican dependiendo de las semejanzas/diferencias
(homologia) de las secuencias de aminodcidos que presentan. Aproximadamente, hay
unos 600 péptidos descritos. Uno de los péptidos mds pequefios que se conoce es la
kiotorfina (estd formado por dos aminoécidos). Los neuropéptidos se pueden agrupar en
las siguientes familias (se indican las familias mas estudiadas) (ver Coveiias et al.,
2007a):

I. BOMBESINA Y PEPTIDO LIBERADOR DE GASTRINA

II. COLECISTOQUININA
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III. PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA
IV. NEUROPEPTIDO Y

V. NEUROTENSINA

VI. OXITOCINA Y VASOPRESINA

VII. SOMATOSTATINA

VIII. TAQUIQUININAS

IX. POLIPEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO

X. PEPTIDOS OPIACEOS

XI. OTROS NEUROPEPTIDOS QUE NO SE INCLUYEN EN LAS

ANTERIORES FAMILIAS

e Hormona Adrenocorticotrépica (ACTH)

e Hormona Estimulante de los Melanocitos (alfa)(alfa-MSH)
e Galanina (GAL)

e Hormona Liberadora de 1a Hormona Luteinizante (LH-RH)
¢ Factor que Libera a la Corticotropina (CRF)

¢ Hormona que Libera a la Tirotropina (TRH)

1.3.8 Distribucion de los neuropéptidos

Los neuropéptidos generalmente se encuentran ampliamente distribuidos por el
sistema nervioso periférico (ganglios sensitivos, simpdticos y parasimpéticos) y por el
sistema nervioso central (encéfalo y médula espinal) de mamiferos. Asi, por ejemplo,
para conocer la distribucidn y la concentracion de los neuropéptidos en los niicleos del

sistema nervioso central de la rata (ver Palkovits, 1988), mientras que para conocer la
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distribucion de los neuropéptidos en el tdlamo, hipotdlamo y en el tronco del encéfalo

del gato, ver las revisiones realizadas por Coveiias et al. (2001, 2002, 2003b, 2007b).

1.3.9 Biosintesis y procesamiento de los neuropéptidos
La sintesis de los neuropéptidos se realiza de la siguiente forma (ver Covefas et
al., 2007a):
1. TRANSCRIPCION. Sintesis de ARN-mensajero a partir del ADN.
2. TRADUCCION. Una vez que el ARN-m sale del nicleo a través de la envuelta
nuclear, tiene lugar la traduccién en donde el ARN-m es leido por los ribosomas que
estdn asociados generalmente al reticulo endoplasmadtico (reticulo endoplasmédtico

rugoso). La lectura del ARN-m por los ribosomas origina el pre-pro-péptido.

3. FORMACION del PRO-PEPTIDO o PRECURSOR. El pre-pro - péptido es
introducido en el interior de las cisternas del reticulo endoplasmdtico rugoso.
Mediante la accién de una endopeptidasa que se localiza en la membrana del
reticulo y que estd orientada hacia la luz de la cisterna, se elimina el péptido sefal
(“pre”), quedando por lo tanto el pro-péptido o precursor (inactivo). Este proceso

puede también ocurrir, aunque es menos frecuente, en el complejo de Golgi.

4. PROCESADO POST-TRANSDUCCIONAL.Tiene lugar en el reticulo
endoplasmadtico rugoso, complejo de Golgi y/o en las vesiculas que se originan a
partir de dicho complejo. Consiste en la eliminacién de parte del precursor mediante
la accién de peptidasas (proteolisis) y en modificar quimicamente al precursor

mediante mecanismos de glicosilacion, fosforilacion y/o sulfatacion.
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5. MODIFICACIONES QUIMICAS DE LOS NEUROPEPTIDOS. Ocurre en las
vesiculas y/o en el complejo de Golgi. Consiste en la acetilacion, ciclaciéon y/o
amidacion de los neuropéptidos.

6. LOS NEUROPEPTIDOS SON LIBERADOS AL ESPACIO EXTRACELULAR

MEDIANTE EXOCITOSIS
Las modificaciones quimicas de los neuropéptidos sirven para potenciar/inhibir
su actividad funcional y/o resistir mas tiempo su degradacién por las peptidasas (ver

Coveiias et al., 2007a). Asi:

1. La accidn fisioldgica de la alfa-MSH acetilada es mayor que cuando no estd acetilada
acetilada.

2. La accidn fisioldgica de la colecistoquinina sulfatada es mas potente que la forma no
sulfatada.

3. Cuando la beta-endorfina esté acetilada, se inhibe su accién opidcea.

4. La amidacién es necesaria, en muchos casos, para que el neuropéptido se activo.

Si no ocurre, el neuropéptido no seria funcional (inactivo).

5. La amidacién aumenta la afinidad de un neuropéptido por su receptor.

6. La sulfatacién, amidacioén, acetilacion, fosforilacion y/o la glicosilacién estabilizan a
los neuropéptidos (encefalinas...) contra la degradacién de las enzimas proteoliticas
(peptidasas). Asf, la vida media de los neuropéptidos es mayor, en comparacién a
cuando no sufren dichas modificaciones quimicas, y por lo tanto su accién
fisiol6gica es mas duradera. Por ejemplo, la ACTH glicosilada tarda mas en ser

degradada que cuando no esta glicosilada.

1.3.10 Mecanismos que regulan la sintesis de los neuropéptidos
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La sintesis de los neuropéptidos puede estar regulada por numerosos factores. En

este apartado sdlo citaremos algunos de ellos (ver Coveiias et al., 2007a):

1. NEUROPEPTIDOS

Una vez que los neuropéptidos se unen a sus receptores correspondientes
(localizados en la membrana plasmaética) se desencadenan una serie de reacciones en el
interior de la neurona (formacién de AMPc.) que finalmente producen la activacion de
proteinas citoplasmaéticas que controlan al ADN y por lo tanto regulan la sintesis de los
neuropéptidos. En éste caso los neuropéptidos actian como neuromoduladores. Asi, por
ejemplo, se ha demostrado que el neuropéptido Y controla (modula) la expresién del

gen responsable de la formacidn del precursor pro-opio-melanocortina.

2. HORMONAS ESTEROIDEAS
Las hormonas esteroideas actdan también como moduladores. Tras unirse a sus

receptores correspondientes (localizados en el citoplasma neuronal), el complejo
formado por el receptor-hormona esteroidea regula la expresion del ADN, controlando
por lo tanto la sintesis de neuropéptidos. Se ha demostrado, por ejemplo, que las
hormonas esteroideas reducen la sintesis de sustancia P y de somatostatina en las
neuronas sensoriales primarias (localizadas en los ganglios sensitivos), ya que tras
realizar la adrenalectomia, aument6 el nimero de neuronas con sustancia P y con
somatostatina.
3. LESION

Tras realizar una axotomia se ha demostrado que se modifica la expresién de
ciertos neuropéptidos. Asi, en las neuronas simpdticas y en las neuronas sensitivas se

observaron las siguientes modificaciones en las densidades de la inmunorreactividad



23

Distribucion de Neuropéptidos en el Diencéfalo de la Alpaca (Lama pacos): Estudio Inmunocitoquimico

para varios neuropéptidos en condiciones normales (sin lesién) y tras realizar la

axotomia:
Neuronas SIN LESION AXOTOMIA
Simpaticas
Neuropéptido Y +++ +
Sustancia P + +++
Polipéptido intestinal vasoactivo + +++
Galanina + +++
Neuronas
Sensitivas
Neuropéptido Y + +++
Sustancia P +4++ +

En condiciones normales (sin lesion), las neuronas de los ganglios simpéticos:

a) Inervan una determinada zona en donde se sintetiza y se libera NGF (factor del
crecimiento de los nervios). El NGF es captado por la célula nerviosa y
transportado retrégradamente hacia el soma neuronal.

b) Las neuronas sintetizan gran cantidad de neuropéptido Y y poca cantidad de

sustancia P, polipéptido intestinal vasoactivo y galanina.
Sin embargo, cuando se realiza la axotomia ocurre:

a) El axon no llega al sitio que inervaba y por lo tanto no capta NGF.

b) La sintesis de neuropéptido Y disminuye y aumenta la sintesis de sustancia P,
polipéptido intestinal vasoactivo y galanina. Se cree que tanto el polipéptido
intestinal vasoactivo como la galanina son liberados al espacio extracelular y actian
como factores de crecimiento (neurotréficos), que junto con otros factores, ayudan a

la regeneracion del axén dafado, para que finalmente contacte con la zona que
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inervaba antes de realizarse la axotomia. Una vez que se reestablece la conexion
original, los niveles de los neuropéptidos mencionados vuelve a la normalidad
(sintesis elevada de neuropéptido Y).
4. ACTIVINA A
Se ha demostrado que las células musculares lisas sintetizan y liberan activina A.
En presencia de esta sustancia, neuronas que no sintetizan somatostatina en condiciones
normales, inician la sintesis de dicho neuropéptido. Si las neuronas no estdn en contacto

con la activina A, no expresan somatostatina.

5. COLCHICINA

La colchicina es una droga que se utiliza para poner de manifiesto, tras aplicar una
técnica inmunocitoquimica, somas neuronales peptidérgicos. Ya que generalmente los
neuropéptidos no se almacenan en los somas neuronales, sino que una vez que Son
sintetizados se transportan inmediatamente hacia las prolongaciones nerviosas. La
colchicina inhibe dicho transporte, pero no la sintesis de los neuropéptidos
(almacenados en las vesiculas), por lo que se acumulan en el soma neuronal. Gracias a
la acumulacién de dichas vesiculas se pueden observar somas peptidérgicos, tras aplicar
una técnica inmunocitoquimica.

Sin embargo, se ha descrito que la colchicina puede, aunque es la excepcion, en
algunas zonas del sistema nervioso central afectar a la sintesis de determinados
neuropéptidos. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que la colchicina aumenta la sintesis
del ARNm de la galanina. Este descubrimiento indica que:

a) Si bien la sintesis de determinados neuropéptidos se produce en condiciones

normales, dicha sintesis puede aumentar cuando se administra colchicina.
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b) Determinados neuropéptidos que no se sintetizan en condiciones normales (sin
colchicina), podrian sintetizarse cuando se administra colchicina.

¢) En aquellos trabajos de investigacion en los que se utiliza la colchicina, para poner
de manifiesto poblaciones neuronales peptidérgicas, deben de realizarse los
controles y observaciones necesarias (animales de experimentacién no tratados con
la droga; confirmar la conservacién de la morfologia neuronal.) para descartar las

posibles acciones, comentadas anteriormente, de la colchicina.

1.3.11 Liberacion de los neuropéptidos
El potencial de accién es generado en el cono axoénico y es propagado a lo largo

del ax6n, hasta llegar a la terminacidn nerviosa, en donde se abren los canales de calcio
en las zonas donde estdn las vesiculas sindpticas, aumentdndose la concentracién del
calcio intracelular. Estos mecanismos facilitan la uniéon de las membranas de las
vesiculas con neuropéptidos a la membrana presindptica. De esta forma, se liberan a
partir de una vesicula, alrededor de unas 5.000 moléculas de neuropéptidos que actdan

sobre el componente postsindptico una vez que se unen a sus receptores.

1.3.12 Receptores de neuropéptidos
Los receptores de neuropéptidos estdn principalmente acoplados a una proteina

transmembrana denominada proteina G. La proteina G, a su vez, puede estar acoplada a

(ver Covenas et al., 2007a):

a) Adenilato-ciclasa. La proteina G estimula a la enzima adenilato-ciclasa, la cual
estimula la sintesis del segundo mensajero (AMPc). En éste caso la proteina G se

denomina Gq.
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b) Canal. La proteina G regula el flujo de iones a través del canal. Abre canales de
potasio, cierra canales de calcio. Ademads, la proteina G inhibe a la adenilato-ciclasa.
En éste caso la proteina G se denomina Gy.

c¢) Fosfolipasa C. La proteina G activa a la fosfolipasa C que genera diacilglicerol e
inositol trifosfato (IP3). El IP; favorece la liberacion del calcio (segundo mensajero),
almacenado intracelularmente, y por lo tanto aumenta su concentracién a nivel
intracelular. En éste caso la proteina G se denomina Gy ;.

Se sabe que cuando la neurotensina se une a su receptor acoplado a una proteina

G, se reduce la afinidad del receptor de la dopamina, que estd situado préximo al

receptor de la neurotensina, por la dopamina. Esto significa que:

1. La neurotensina controla la transmision sindptica ejercida por la dopamina, mediante
el mecanismo denominado interaccidn receptor-receptor (dopamina-neurotensina), ya
que los receptores de la dopamina estan semibloqueados.

2. Este mecanismo estd muy extendido por el sistema nervioso. Asi, se ha demostrado
que la interaccidn receptor-receptor ocurre entre otros sistemas peptidérgicos y los
neurotransmisores cldsicos:

e Colecistoquinina-8 regula a la dopamina

e Neuropéptido Y regula a la adrenalina

1.3.13 Peptidasas
Una vez que los neuropéptidos se separan del receptor al que estaban unidos, son

degradados mediante la accion de las peptidasas (ver Covefias et al., 2007a). Las
peptidasas se han localizado (su zona activa estd orientadas hacia el espacio
extracelular) en las membranas plasmaticas de las neuronas y de la neuroglia, asi como

en el plasma sanguineo.
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CLASIFICACION DE LAS PEPTIDASAS

A) Endopeptidasas: rompen uniones de aminoédcidos no terminales.

B) Exopeptidasas: rompen uniones de aminoacidos terminales.
ENDOPEPTIDASAS

1. Endopeptidasa 24.11 (EC 3.4.24.11; encefalinasa; endopeptidasa neutra)

Es una metalopeptidasa, que se ha localizado en el sistema nervioso central, en las
membranas plasmaticas de las neuronas (a nivel de los terminales axdnicos) y de los
astrocitos, asi como en el sistema nervioso periférico, en las membranas plasmaéticas de
las células de Schwann. Ademds, se ha descrito en el:

e Epitelio renal

e Nddulos linfaticos

e (Células musculares del tracto gastrointestinal
e (Gléandulas salivares

¢ Glandulas adrenales

e Pancreas

Pulmén

La misma endopeptidasa puede degradar a distintos neuropéptidos. Asi, la
endopeptidasa 24.11 es capaz de degradar, por ejemplo, a los siguientes neuropéptidos
pertenecientes a diferentes familias peptidérgicas:

e Sustancia P

e Neuroquinina Ay B

e Colecistoquinina-8

e Péptido Liberador de Gastrina

e Neurotensina

e Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante
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Leucina-encefalina
Metionina-encefalina
Alfa-neo-endorfina
Beta-neo-endorfina
Dinorfina (1-9)
Dinorfina (1-13)

Metionina-encefalina-Arg°~Phe’

2. Endopeptidasa 24.15

Es también una metalopeptidasa. Se ha localizado en el sistema nervioso central y

en las fibras musculares localizadas en el tracto gastrointestinal. Concretamente se

localiza en las membranas plasmaticas y en el citosol. Entre otros neuropéptidos, la

endopeptidasa 24.15 degrada a la:

Neurotensina

Hormona liberadora de la hormona luteinizante
Dinorfina

Alfa-Neo-endorfina

Metionina—encefalina—Alrgﬁ—Gly7—Leu8

La degradacién de la dinorfina y de la alfa-neo-endorfina por la endopeptidasa

24.15 origina, en ambos casos, leucina-encefalina, mientras que la degradacién de la

Met-encefalina-Arg®-Gly’-Leu® origina metionina-encefalina.

3. Endopeptidasa 24.16

Ha sido localizada en las membranas plasmaéticas a nivel del sistema nervioso

central. Degrada a la neurotensina y a la neuromedina N.

EXOPEPTIDASAS

1. Peptidil dipeptidasa
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Elimina dipéptidos " C " terminales. A este grupo de exopeptidasas pertenecen las
enzimas EC 3.4.15.1 y la convertidora de angiotensina (ACE).

La ACE es una metalopeptidasa que se ha localizado en las membranas
plasmaticas de las células epiteliales del pulmon y del rifién; en las membranas de las
células de la hipofisis y en las membranas de las terminaciones nerviosas que inervan
somas y dendritas. Ademads, se ha localizado en el plasma sanguineo. No se ha
encontrado ni en la glia ni en los somas neuronales.

La ACE degrada, por ejemplo, a los siguientes neuropéptidos:
e Beta-endorfina
¢ Dinorfina (1-6)
e Dinorfina (1-8)
¢ Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante
® Metionina-encefalina
e Metionina-encefalina-Arg®~Phe’
¢ Neurotensina
e Sustancia P

Ademads, la ACE degrada a la angiotensina I (inactiva) transformandola en
angiotensina II (activa).

Finalmente, en varias enfermedades se han detectado cambios en los niveles de la
ACE, en determinados nudcleos del sistema nervioso central y/o en el liquido
cefalorraquideo:

¢ Alzheimer: aumento de los niveles de la ACE en el caudado, hipocampo y en la
corteza frontal.
¢  Huntington: disminucién de los niveles de la ACE en el caudado, putamen,

globo pélido y en la sustancia negra.
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¢ Parkinson: disminucién de los niveles de la ACE en el liquido cefalorraquideo.
¢ Esquizofrenia: disminucion de los niveles de la ACE en la sustancia negra y en
el liquido cefalorraquideo.
2. Aminopeptidasas

"

Eliminan aminodcidos " N " terminales no amidados. Se han localizado en las
membranas plasmaéticas a nivel del sistema nervioso central y periférico, si como en el
plasma sanguineo.
Se han descrito varias aminopeptidasas:
e Aminopeptidasa N: rompe aminodcidos " N " terminales dcidos.
e Aminopeptidasa P: rompe aminoidcidos " N " terminales de péptidos con
Prolina’ (ej., sustancia P).
e Aminopeptidasa B: rompe residuos basicos del terminal “ N “.
¢ Dipeptidil Aminopeptidasa IV: inactiva neurohormonas en el torrente
circulatorio y rompe péptidos con Prolina® /Alanina® .
3. Carboxipeptidasas
Eliminan aminodcidos " C " terminales no amidados. En el caso de que los
aminodcidos estuvieran amidados, no actda. Pertenece a éste grupo la enzima
carboxipeptidasa B exopeptidasa, que rompe residuos basicos localizados en el extremo
« (O«

1.4. PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA

(CGRP)

Forman parte de esta familia de péptidos, ademds del CGRP, la amilina y la
calcitonina. E1 CGRP es un péptido que se genera a partir del gen de la calcitonina
(hormona polipeptidica, producida en el tiroides, que reduce los niveles de calcio en la

sangre). En mamiferos (rata, gato, mono, hombre), fibras y somas con CGRP estian
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ampliamente distribuidos tanto por el sistema nervioso central como por el periférico

(Hawai et al., 1985; Hawai et al., 1985; Mulderry et al., 1985; Skofitsch y Jacobowitz,

1985ba, b, c; Kruger et al., 1988a, b; Palkovits, 1988; Batten et al., 1989; Conti y

Sternini, 1989; McWilliam et al., 1989; Fabri y Conti, 1990; Tashiro et al., 1991; Unger

et al.,, 1991; Quartu et al., 1992; ver Coveias et al., 2007a; Marcos, 1999, 2007;

Samsam et al., 1999, 2000, 2001; de Souza et al., 2007a, 2008). El CGRP interviene en

(ver Coveiias et al., 2007a):

A.

B.

Regular la diferenciacion y la activacion de la astroglia

Producir analgesia, anorexia, catalepsia e hipertermia

Disminuir la actividad locomotora

Regular el comportamiento social

Regular (neuromodulador) la sintesis de neuropéptidos/neurotransmisores por
las células nerviosas. Si durante el desarrollo ciertas neuronas no estin en
presencia de CGRP, éstas no expresan dopamina. E1 CGRP es responsable de
que las neuronas produzcan dopamina

Regular al sistema digestivo y excretor, ya que inhibe la movilidad
(peristalsis) intestinal, la secrecién enzimdtica de las células acinosas del
pancreas exocrino y la secrecion de insulina por las células beta del pancreas
endocrino. Ademds, regula el transporte idnico intestinal, facilitando la
excrecion del i6n cloro por las células epiteliales del colon y relaja la
musculatura lisa produciendo vasodilatacién en el tracto urinario. También,
inhibe la secreciéon 4acida (CIH) del estémago por las células parietales
(oxinticas), inhibiendo la formacién de tulceras en la mucosa duodenal o

gastrica por la accién del jugo géstrico (CIH...)
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G. Producir la quimiotaxis de los linfocitos. Las fibras C (nociceptivas) liberan

CGRP en la piel. Los linfocitos T emigran hacia la zona en donde se liber6é
CGRP. Ademas, se ha demostrado que el CGRP liberado es degradado por la
endopeptidasa 24.11, origindndose el fragmento val’’-gly-ser-glu®. Este
fragmento, originado a partir del CGRP, induce la emigracién de los
eosindfilos hacia el lugar en donde se encuentra.

La vasodilatacion. Las terminaciones nerviosas sensitivas (fibras C
(nociceptivas)) liberan CGRP tras producirse un estimulo doloroso. Esta
liberacién favorece la vasodilatacion. Este tipo de terminacién nerviosa estd
presente en la pared de las arterias coronarias. Cuando se produce un estimulo
nociceptivo, éste es transmitido al sistema nervioso central, pero ademas se
produce la liberacién de CGRP a partir de las terminaciones nerviosas que
estan en la arteria coronaria. EI CGRP liberado produce la vasodilatacién de la
arteria, disminuyendo la presion arterial y aumentando el flujo sanguineo. La
vasodilatacion se produce porque el CGRP se une a sus receptores localizados
en las células endoteliales (revisten la luz de la arteria), desencadenandose en
cadena una serie de reacciones intracelulares: hay estimulacién de la
adenilato-ciclasa, se aumentan los niveles de AMPc y se activa a la enzima
NO sintetasa que forma 6xido nitrico. Este llega a la fibra muscular lisa y
favorece la sintesis de GMPc que produce la relajacion muscular y por lo tanto
la vasodilatacion. También, el CGRP puede actuar directamente sobre la fibra
muscular lisa facilitando la sintesis de AMPc y activando los canales de
potasio (se produce una hiperpolarizacién de la fibra), de tal forma que estos
procesos inducen la relajacion muscular (vasodilatacién). Asi, la

administracion exdgena de CGRP o de andlogos produce efectos beneficiosos
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en las funciones hemodindmicas de los enfermos con problemas
cardiovasculares
I.  Laregeneracion de los nervios periféricos

J. Induce apoptosis en los timocitos

1.5. LEUCINA-ENCEFALINA

El pentapéptido leucina-encefalina pertenece a la familia de péptidos opidceos.
Difiere en un aminodcido, si se compara con la secuencia de aminodcidos que presenta
otro pentapéptido denominado metionina-encefalina. La leucina-encefalina presenta una
amplia distribucién por el sistema nervioso central de mamiferos (Kubek y Wilder,
1980; Di Figlia y Aronin, 1984; Yamano et al., 1985; Edwards et al., 1987; Palkovits,
1988; Cheng et al., 1996; ver Covenas et al., 2007a; Marcos et al., 2007; Pego-Reigosa
et al., 2007). Entre los péptidos opidceos se encuentran la:

e Beta-Lipotropina

¢ Alfa-Endorfina

e Beta-Endorfina

¢ Gamma-Endorfina

¢ Metionina-Encefalina

e Metionina-encefalina-Arg®-Gly’-Leu® (MERGL)
e Alfa-Neo-Endorfina

e Beta-Neo-Endorfina

¢ Dinorfina A

¢ Dinorfina B

¢ Nociceptina u orfanina FQ (se une al receptor huérfano ORL,)
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Se han descrito tres subfamilias de péptidos opidceos segin el precursor de dichos
péptidos (Loh y Gainer, 1983; Khachaturian et al., 1984, 1985). A partir del precursor
pro-opiomelanocortina se origina, por ejemplo, la a-endorfina, y-endorfina, B-endorfina
(1-31) y la B-endorfina (1-27); del precursor pro-encefalina se originan la metionina-
encefalina, metionina-encefalina-Arg®-Phe’, metionina-encefalina-Arg®-Gly’-Leu® y la
leucina-encefalina y del precursor pro-dinorfina se originan la dinorfina A (1-17),
dinorfina A (1-18), dinorfina B (rimorfina), a-neo-endorfina y la P-neo-endorfina.
También se sabe que el péptido no opidceo, hormona adrenocorticotrdpica, se origina a
partir del precursor pro-opiomelanocortina y que la mencionada hormona y la beta-
endorfina se originan exclusivamente del precursor pro-opiomelanocortina; la
metionina—encefalina—Argﬁ—Gly7—Leu8 deriva exclusivamente del precursor pro-
encefalina y la o--neo-endorfina se origina exclusivamente del precursor pro-dinorfina.
Las encefalinas (metionina-encefalina y leucina-encefalina) han sido estudiadas
en profundidad (distribucion, funciones) en el sistema nervioso central de mamiferos
(rata, gato, perro, mono, hombre) (Elde et al., 1976; Hokfelt et al., 1977; Watson et al.,
1977; Sar et al., 1978; Finley et al., 1981; Cesselin et al., 1982; Haber y Elde, 1982a, b;
Watson et al., 1982; Conrath-Verrier et al., 1983; Khachaturian et al., 1983; Bouras et
al., 1984; Krukoff y Calaresu, 1984; Inagaki y Parent, 1985; Zamir et al., 1985; Maley
et al., 1987; Palkovits, 1988; Ibuki et al., 1989; Marcos et al., 1998, 1999, 2007;
Arvidsson et al., 1992; Pego-Reigosa et al., 2000, 2007; ver Coveiias et al., 2007a; de
Souza et al.,, 2007a, b). Como hemos mencionado anteriormente, las encefalinas
presentan una amplia distribucién en dicho sistema y han sido involucradas en la
modulacién de la transmisién nociceptiva (produciendo un efecto analgésico), en el

aspecto afectivo de la sensacién dolorosa, en la inhibicién de la liberacién de la
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sustancia P, vasopresina, dopamina y acetilcolina, en la regulacién de la hipdfisis, en

mecanismos visuales, respiratorios...

1.6 NEUROTENSINA

Hay numerosos estudios publicados sobre la distribucién de la neurotensina en el
sistema nervioso central de mamiferos y sobre las funciones en las que interviene
(Kataoka et al., 1979; Uhl et al., 1979; Cooper et al., 1981; Jennes et al., 1982; Goedert
y Mesén, 1983; Kalivas y Millar, 1984; Triepel et al., 1984; Moga y Gray, 1985; Mai et
al., 1987; Seroogy et al., 1987; Palkovits, 1988; Studler et al., 1988; de Ledn et al.,
1991a, b; Marcos et al., 1996, 1997, 2007; ver Coveiias et al., 2007a). Algunas de ellas

son las siguientes:

1. Hipotensién

2. Relajacién muscular

3. Hipotermia

4. Reduce la actividad locomotora

5. Glucorregulacién

6. Reduce la secrecion por las células de la hipdfisis de prolactina, hormona
luteinizante y tirotropina

7. Inhibe la secrecion acida gastrica

8. Estimula la secrecidn pancredtica

9. Homeostasis

10. Reduce la ingesta de alimentos

11. Modula la liberacién de dopamina
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Ademds, se ha demostrado que tras administrar el neuropéptido neurotensina en la
sustancia gris periacueductal se produce analgesia, la cual no es bloqueada por la
naloxona. Hay datos que indican que en la sustancia gris periacueductal, la neurotensina
excita a las neuronas que contienen aminoacidos excitadores (glutamato, aspartico) que
proyectan al rafe magnus, en donde activan el sistema analgésico descendente. Sin
embargo, si en la sustancia gris periacueductal se administran aminodcidos excitadores
(glutamato/aspartico) o sustancias opidceas enddgenas o exdgenas (morfina/encefalinas)
se produce analgesia, pero ésta es bloqueada por la naloxona (ver Mangas et al., 2007).

Se ha demostrado que la administracion de haloperidol (neuroléptico antagonista
de la dopamina) aumenta la expresion del ARNm de la neurotensina en el nicleo
accumbens, no asi en otros centros (hipotdlamo). La unién del haloperidol a los
receptores D, favorece la expresion de factores de transcripcién (fos, jun), que tras
unirse por ejemplo a la zona AP, del ADN, aumentan la expresion del ARNm de la
neurotensina (ver Covefas et al, 2007c). También, se ha descrito que en los
esquizofrénicos hay una concentracion baja de neurotensina en el liquido
cefalorraquideo. Al tratar con neurolépticos los valores normales de neurotensina se
reestablecen. Esto indica que la neurotensina interviene en la patofisiologia de la
esquizofrenia (ver Covefias et al., 2007c). Ademads, la administraciéon de drogas
(metanfetamina, cocaina, feciclidina) que alteran la actividad dopaminérgica y producen
sintomas esquizofrénicos:

e Reducen en el estriado la liberacién de neurotensina
e Acumulan neurotensina en las terminaciones nerviosas
* Aumentan la concentracién de neurotensina
Ademds, la administracion de neurolépticos produce un aumento de la

inmunorreactividad para la neurotensina en zonas ricas en dopamina (hay una
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implicacién anatémico-funcional entre la neurotensina y la dopamina). En conjunto,

todos estos datos indican que la neurotensina ejerce una actividad antipsicética y que la

disminucién de su liberacion contribuiria al desarrollo de la esquizofrenia (ver Covefias
et al., 2007¢).

Cuando se administré neurotensina, se produjeron efectos muy parecidos a cuando
se administran drogas antipsicéticas o neurolépticos (ver Covenas et al., 2007c). Esto
quiere decir que la neurotensina:

- Es un neuropéptido enddégeno antipsicético. Sin embargo, hay inconvenientes para
utilizar a la neurotensina como un antipsicético, ya que tiene una vida media muy
corta, atraviesa dificilmente la barrera hemetoencefilica y porque debido a su amplia
distribucion en el sistema nervioso central actuarfa ampliamente ejerciendo acciones
no deseadas.

- Antagoniza la accién de la dopamina. Sin embargo, se sabe que la neurotensina no se
une a los receptores dopaminérgicos, aunque la neurotensina es responsable de
bloquear a los receptores de dopamina mediante la interaccion receptor (neurotensina)-
receptor (dopamina). Asi, cuando se une la neurotensina a su receptor se produce:

a) una disminucién muy significativa de la afinidad de los receptores de la dopamina

por ésta

b) hay una disminucion considerable de la dopamina que se une a los receptores
dopaminérgicos D,

¢) los receptores dopaminérgicos D, estan semibloquedos

d) se reducen las acciones ejercidas por la dopamina

1.7 SOMATOSTATINA

Se sabe que la somatostatina interviene en (ver Coveiias et al., 2007a):
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10.

11.

12.

13.

14.

La inhibicién de la liberacién de acetilcolina, noradrenalina, prolactina y de la
hormona liberadora de tirotropina

Estimula la liberacion de acetilcolina, noradrenalina, serotonina y dopamina
Disminuye las horas de suefio

Produce descoordinacién motora

Produce analgesia

Aumenta la excitabilidad de la corteza cerebral

Interviene en mecanismos respiratorios

Produce hipersensibilidad a los estimulos tactiles

Inhibe la secrecidn de la hormona del crecimiento por las células de la hip6fisis

Inhibe la secrecion de insulina y de glucagdn por las células del pancreas
endocrino

Produce efectos neurotroficos

Suprime el crecimiento de ciertos tumores (neuroblastomas, meningiomas,
gliomas)

Aumenta la duracion de la fase REM del sueiio

Modula la sintesis de citoquininas por los monocitos

La somatostatina, al igual que los anteriores neuropéptidos comentados muestra

una amplia distribucién por el sistema nervioso central de mamiferos (Hokfelt et al.,

1984; Burnweit y Forssmann, 1979; Cooper et al., 1981; Finley et al., 1981; Takatsuki

et al., 1981; Tramu et al., 1981; Benoit et al., 1982; Cesselin et al., 1982; Sorensen,

1982; Graybiel y Elde, 1983; Morrison et al., 1983; Oertel et al., 1983; Reichlin, 1983;

Johansson et al., 1984; Guy et al., 1985; Moga y Gray, 1985; Vincent et al., 1985;

Bennet-Clarke, 1986; Lewis et al., 1986; Bouras et al., 1987; Campbell et al., 1987;

Palkovits, 1988; Amaral et al., 1989; Chigr et al., 1989; de Ledn et al., 1991c, 1992a;
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Irritan y Satoh, 1991; ver Coveiias et al., 1994, 2007a; Pego-Reigosa et al., 2001, 2007,
Martin et al., 2003; Marcos, 2007). En general, la somatostatina, sus fragmentos y sus
andlogos aumentan la temperatura corporal. En ratones obesos, se ha observado que
presentan una baja concentracién de somatostatina, asi como una distribuciéon de este
neuropéptido es mas reducida en el sistema nervioso central en comparacién a la que
presenta los animales normales (no obesos). Cuando los ratones obesos se exponen al
frio (4° C), sufren una hipotermia y mueren. Sin embargo, si son tratados con andlogos
de somatostatina, no se produce hipotermia. Todo lo contrario, hay hipertermia. Estos
datos indican: que en los ratones obesos, al poseer una baja concentracién de
somatostatina en el sistema nervioso central, se produce un fallo en la termorregulacién
(hipotermia), ya que las vias peptidérgicas con somatostatina estidn alteradas y que la
somatostatina, en los animales controles expuestos al frio y en los animales obesos que
la recibieron, estd implicada en los mecanismos de termorregulacion, pues produce un
efecto hipertérmico (ver Mangas et al., 2007).

Finalmente, en el liquido cefalorraquideo de los pacientes depresivos se ha
observado una disminucién de la concentracién de somatostatina (ver Mangas et al.,

2007).

1.8. HORMONA ADRENOCORTICOTROPICA (ACTH)

Se ha demostrado que la ACTH interviene en (ver Coveiias et al., 2007a):

1. Facilitar los mecanismos de aprendizaje y de memoria
2. Producir hiperalgesia
3. Favorecer la liberacion de acetilcolina

4. La agresividad
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5. La termorregulacién

6. Elestrés

7. El comportamiento sexual

8. Mecanismos motores

9. Regular la postura

10. Ejerce efectos neurotrdficos

11. Mecanismos cardiovasculares: taquicardia y efectos presores

12. Ejerce una accién anticonvulsiva

Ademds, se sabe que la ACTH suprime la producciéon de anticuerpos y la
produccién de linfoquininas; asi como bloquea los efectos favorables sobre la memoria
que ejercen la adrenalina y las anfetaminas (ver Coveiias et al., 2007c). En los suicidas
se han observado niveles altos de ACTH, ya que el eje hipotdlamo-hipdfisario-gldndula
adrenal estd alterado. Ademads, se ha descrito que la administraciéon de ACTH a ratas
recién nacidas produjo: disminucidn del peso corporal; disminucién de los niveles de
ACTH y de corticosterona en el plasma; una mayor respuesta al estrés (los animales son
mds propensos al estrés); y aumento de los niveles de monoaminas en el cerebro
anterior. Esta modificacién se mantiene hasta un afio después de la administracién de
ACTH. Estas observaciones indican que la ACTH administrada en fases tempranas de
la vida produce efectos secundarios, repercutiendo en el peso, los niveles de
neuropéptidos y de monoaminas y en la respuesta al estrés (ver Coveiias et al., 2007c).
Numerosos estudios han demostrado la distribucién de la ACTH en el sistema nervioso
central de mamiferos (Pelletier y Leclerc, 1979; Abrams et al., 1980; Joseph, 1980;
Joseph et al., 1983, 1988; Romagnano y Joseph, 1983; Kitahama et al., 1984, 1986;

Khachaturian et al., 1985a; Rao et al., 1986; Palkovits y Eskay, 1987; Palkovits, 1988;
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Léger et al., 1990, 1994; Zaphiropoulos et al., 1991; Austin et al., 1995; ver Coveiias et

al., 1996c¢, 1997, 2007a; Pego-Reigosa et al., 2004, 2007; Marcos et al., 2007).
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[1. JUSTIFICACION, OBJETIVOS Y
APLICACIONES FUTURAS
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2.1. JUSTIFICACION

La distribucién de neuropéptidos en el sistema nervioso central de mamiferos,
mediante la aplicacién de técnicas inmunocitoquimicas, viene realizdndola nuestro
grupo de investigacién desde el afo 1983. Hasta hoy hemos descrito en el sistema
nervioso central de mamiferos la distribucién 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, somatostatina, taquiquininas (neuroquinina A,
sustancia P), opidceos (metionina-encefalina, mationina-encefalina-8, alfa-neo-
endorfina, beta-endorfina, dinorfina A), hormona adrenocorticotropica, hormona
estimulante de los melanocitos, galanina, hormona liberadora de la hormona
luteinizante, angiotensina II y factor liberador de corticotropina. Estos estudios fueron
realizados en rata, cobaya, gato, perro, mono y hombre. Estos trabajos han aportado,
principalmente, datos 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, 1990a, b, c,
1993, 1994, 19964, b, c, 1997, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003a, b, 2004, 2008; Burgos et
al., 1988; Aguirre et al., 1989a, b; Fuxe et al., 1990; de Ledn et al., 1991a, b, c; 1992a,
b; 1992a, b, 1994; Marcos et al., 1993a, b, 1994a, b, c; 1996, 1997, 1998; Velasco et al.,
1993; Vazquez et al., 1998; Samsam et al., 1999, 2000, 2001; Belda et al., 2000, 2003;
Pego-Reigosa et al., 2000, 2001; Pesini et al., 2001, 2004; Martin et al., 2003; Aguilar et
al., 2004; Cuadrado et al., 2005; Sanchez et al., 2005, 2007; Diaz-Cabiale et al., 2008).

Entre otras aplicaciones, estos trabajos abren la puerta a los fisi6logos, para que estudien
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en determinadas zonas del sistema nervioso central las acciones que puedan ejercer los
neuropéptidos.

En la alpaca, nuestro grupo de investigacién ha estudiado recientemente la
distribucion de las fibras y somas neuronales con CGRP o con leucina-encefalina en el
tronco del encéfalo (de Souza et al., 2007a, b, 2008). Si bien hay numerosos estudios
sobre la funcidn reproductiva de los camélidos sudamericanos (Bravo et al., 1996;
Correa et al., 1997; Ratto et al., 1997, 2005, 2006) hasta la publicacién de los dos
mencionados trabajos, no existian datos sobre la presencia de fibras y somas
peptidérgicos en el sistema nervioso de la alpaca, tras aplicar una técnica

inmunocitoquimica.

2.2. OBJETIVOS

Segin lo indicado en el ultimo pérrafo, los objetivos planteados en la tesis
doctoral son los siguientes:

1. Estudiar en el diencéfalo de la alpaca la distribucién del CGRP y de la leucina-
encefalina, tras aplicar una técnica inmunocitoquimica. Para complementar los
resultados obtenidos previamente en el tronco del encéfalo de la alpaca con
ambos neuropéptidos

2. Estudiar en el diencéfalo de la alpaca la distribucién de neurotensina,
somatostatina y ACTH, tras aplicar una técnica inmunocitoquimica.

Con este trabajo, ponemos las “primeras piedras” para conocer la distribucion de
los neuropéptidos en el diencéfalo de la alpaca, ya que es la primera vez que se estudian
los cinco neuropéptidos mencionados en el diencéfalo de la alpaca. La obtencién de los

encéfalos de dichos animales ha sido posible gracias a la colaboracién cientifica
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existente entre el Instituto de Neurociencias de Castilla y Le6n (INCYL, Salamanca) y

la Universidad Peruana “Cayetano Heredia” (Lima, Perd).

2.3. APLICACIONES FUTURAS

Queremos resefiar que el conocimiento de la distribucién 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 distribucién 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 la distribucién de un neuropéptido es
parecida o no. También, nos permite afirmar, en el caso que la distribucién sea
diferente, si es debida a que:
e 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
e Las diferencias podrian ser debidas a que la metodologia que se ha empleado en
ambas especies no ha sido la misma (ej. en una especie se administra colchicina,
en la otra no).

2. Permite conocer si hay una relacién anatémica entre dos o mds neuropéptidos. Es
decir, conocer si en la mayoria de los nicleos del sistema nervioso central en donde
encontramos, por ejemplo neurotensina, encontramos también somatostatina. Si
existiera esta relacion anatdmica, se podria plantear la hipdtesis de una relacion
funcional entre ambos neuropéptidos (ej.que la neurotensina controlase la liberacion

de la somatostatina o viceversa).
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3.

Las técnicas inmunocitoquimicas permiten también proponer la coexistencia de
neuropéptidos. Ya que si las caracteristicas morfoldgicas (tamaifio, forma), asi como
la distribuciéon dentro del nidcleo 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.

También, permiten proponer vias peptidérgicas. Asi, si en un niicleo encontramos que
hay numerosos somas inmunorreactivos y ninguna fibra (axén) inmunorreactiva,
indica que las neuronas peptidérgicas observadas son neuronas de proyeccion
(eferentes: envian sus axones fuera del ndcleo). Mientras, que si encontramos en un
ndcleo muchas fibras inmunorreactivas y ningtin soma, indicaria que dicho nicleo
recibe aferencias peptidérgicas.

Por tltimo, dependiendo en donde se localiza el neuropéptido estudiado, se pueden
proponer las posibles acciones fisioldgicas que podria realizar dicho neuropéptido.
Asi, si demostramos tras aplicar una técnica inmunocitoquimica, la presencia de
fibras inmunorreactivas conteniendo un determinado neuropéptido en un niicleo 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 la informacién
nociceptiva.

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 los resultados obtenidos en la tesis doctoral con aquellos que
se obtengan a partir de animales que vivieron siempre a mas de 3.500 m de altitud, ya
que en estos dltimos tenemos pensado estudiar la distribucidén (fibras y somas) de los
neuropéptidos CGRP, ACTH, leucina-encefalina, neurotensina y somatostatina en el

diencéfalo de la alpaca.
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[II. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Animales y perfusion

Hemos utilizado cuatro alpacas (raza huacaya) machos adultos (Lama pacos) (70-
80 kg) suministrados por la Facultad de Veterinaria de la Universidad Cayetano Heredia
(Lima, Pert). Los animales fueron mantenidos (altitud: 0 m sobre el nivel del mar) en
condiciones estindar de luz, temperatura y alimentacién (acceso libre al alimento y
agua) (ver de Souza et al., 2007b, 2008). Los animales, una vez anestesiados
profundamente con ketamina (10 mg/kg) y xilacina (4 mg/kg) (ambos suministrados via
intravenosa), fueron prefundidos a través de la cardtida con 3 1 de solucién salina (0,9%)
seguido de 5 1 de paraformaldehido al 4% en tamp6n fosfato salino (PBS) (pH 7,2) (ver
de Souza et al., 2007b, 2008). A continuacion, los diencéfalos fueron diseccionados y
postfijados durante 12 h en el mismo fijador. Posteriormente, los diencéfalos se
colocaron en soluciones crecientes de sacarosa (10% al 30%) con la finalidad de
crioprotegerlos. Mds tarde, secciones transversales seriadas de 50 pm de grosor del
diencéfalo fueron obtenidas en un criostato y almacenadas a 4° C en PBS. Finalmente, a
las secciones se les aplicd una técnica inmunocitoquimica o la técnica del violeta de

cresilo (de Souza et al., 2007b, 2008; Mangas et al., 2007).

3.2. Inmunocitoquimica

A las secciones obtenidas le aplicamos la técnica inmunocitoquimica del ABC. Se
realizaron los siguientes pasos (ver de Souza et al., 2007b, 2008):
1. Las secciones fueron introducidas en una solucion de agua oxigenada y metanol,
durante 20 min (reposo y oscuridad)
2. Las secciones fueron lavadas durante 20 min en PBS (agitacion)

3. Preincubacion de las secciones en PBS que contiene 1% de suero normal de caballo y
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0,3% de Triton X-100 (mezcla) durante 30 min (agitacién)

4. Incubacidn en el primer anticuerpo. A continuacidn, las secciones se incubaron en el
primer anticuerpo (anti-CGRP: dilucién: 1/3.000; anti-leu-encefalina: 1/3.000; anti-
hormona adrenocorticotropica (18-39): 1/1.000; anti-somatostatina-28 (1-12):
1/5.000, anti-neurotensina: 1/1.000), diluidos en la mezcla del paso tres durante 16 h
a 4° C (reposo) (ver Coveiias et al., 2000; de Souza et al., 2007b, 2008).

5. Lavado de las secciones en la mezcla durante 30 min (agitacion).

6. Incubacion durante 60 min en un anticuerpo biotinilado anti-conejo diluido 1/200 en
la mezcla (agitacién)

7. Lavado de 30 min en la mezcla (agitacion)

8. Las secciones se incubaron durante 60 min (agitacién) en la mezcla que contiene el
complejo avidita-biotina, unido a peroxidasa (ABC) diluido 1/100

9. Las secciones fueron lavadas en la mezcla, durante 30 min (agitacion)

10. Las secciones fueron lavadas en Tris-CIH (pH 7,6), durante 10 min (reposo)

11. Se realizé el revelado de la peroxidasa con agua oxigenada y con el cromdgeno 3, 3’-
diaminobenzidina (disuelto en Tris-CIH), durante 5-10 min en reposo y en oscuridad

12. Finalmente, las secciones fueron montadas en portas y cubiertas con una solucién de

montaje (glicerol: PBS, 1/1), tras lo cual se colocé el cubre

3.3. Obtencion y especificidad de los anticuerpos

Los anticuerpos primarios policlonales utilizados en este estudio se obtuvieron en
conejo. Dichos anticuerpos se dirigen contra sus inmundgenos respectivos, que se
prepararon acoplando la molécula peptidica sintética completa a una proteina

transportadora (seroalbimina humana) con glutaraldehido: a un péptido completo, en el
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caso de la leucina-encefalina, neurotensina y péptido relacionado con el gen de la
calcitonina; a fragmentos peptidicos, como la porcién 1-12 de la somatostatina 28 y el
fragmento 18-39 de la hormona adrenocorticotrépica. Los conejos se inmunizaron
inicialmente con estos inmundgenos emulsionados con adyuvante de Freund completo.
Se administraron dosis de recuerdo con adyuvante de Freund incompleto a intervalos de
dos semanas. El plasma se extrajo de los conejos 10 dias después de tres dosis de
recuerdo y, luego, periddicamente (ver Marcos et al., 1999).

La especificidad de los anticuerpos primarios, utilizados en este estudio, ha sido
demostrada previamente (de Ledn et al.,, 1991a, b, c, 1992a; Coveiias et al., 1996¢,
1997; Marcos et al., 1999; Samsam et al., 1999, 2000, 2001; Pego-Reigosa et al., 2001;
Martin et al., 2003; Pesini et al., 2004; de Souza et al., 2007b, 2008). Ademas,
indicamos a continuacién los controles realizados para confirmar la especificidad de la
inmunorreactividad observada:

1. Sustitucién del primer anticuerpo por mezcla

2. Preabsorcién del primer anticuerpo con el péptido sintético correspondiente (100
pg/ml de anticuerpo diluido) (ej., anti-CGRP con CGRP, anti-leu-encefalina con
leucina-encefalina)

3. Preabsorcién del primer anticuerpo con otros péptidos (10”7 M) (ej., anti-leucina-
encefalina con metionina-encefalina, anti-CGRP con hormona
adrenocorticotrépica (18-39)).

En todos los casos, los controles realizados confirmaron la especificidad de los
anticuerpos utilizados en este estudio tal y como ha sido demostrado previamente (de
Leén et al., 1991a, b, c, 1992a; Coveias et al., 1996¢, 1997; Marcos et al., 1999;
Samsam et al., 1999, 2000, 2001; Pego-Reigosa et al., 2001; Martin et al., 2003; Pesini

et al., 2004; de Souza et al., 2007b, 2008).
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3.4. Cartografia

La cartografia ha sido realizada segtn las secciones del diencéfalo de la alpaca
tefiidas con violeta de cresilo: secciones consecutivas a aquellas a las que le aplicamos
la técnica inmunocitoquimica fueron tefiidas con el mencionado colorante. Ademas, los
distintos centros del diencéfalo de la alpaca 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), aunque también utilizamos otros atlas de mamiferos no-camélidos (rata, gato)
(Berman, 1968; Paxinos y Watson, 1998). Para la nomenclatura de los nticleos del
diencéfalo de la alpaca, seguimos la utilizada en los tres atlas mencionados

anteriormente.

3.5. Densidades de las fibras y de los somas inmunorreactivos

La densidad de las fibras immunorreactivas observadas se ha clasificado en cuatro
categorias: alta, moderada, baja y escasas (unas pocas fibras por seccion). Para
determinar la densidad de dichas fibras, hemos comparado los resultados obtenidos en la
alpaca con las densidades que aparecen en cuatro fotografias realizadas al mismo
aumento con que observamos los preparados de la alpaca, en las que se han establecido
previamente los cuatro grados de densidad (Coveiias et al., 1999).

Respecto a la densidad de los somas immunorreactivos, consideramos una
densidad alta cuando observamos mas de 20 somas por seccion; una densidad moderada,
entre 10-20 somas por seccién y una densidad baja cuando observamos menos de 10

somas por seccion (Coveiias et al., 1999).
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Las fotografias se realizaron con una cdmara digital Olympus DP-50 acoplada a
un microscopio Kyowa Unilux-12. Para mejorar la calidad de las imégenes, s6lo se

ajustaron el brillo y el contraste de estas.
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IV. RESULTADOS
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ABREVIATURAS

“A”
e AD: Nucleo anterior dorsal

e AHy: Area hipotaldmica anterior

e AM: Nucleo anterior medial

e Arc: Nucleo arcuatus

e AV: Nucleo anterior ventral
6‘C”

e CL: Nucleo central lateral

e CM: Nucleo central medial
6‘D”

e DA: Area hipotaldmica dorsal
6‘F”

f: Fornix

6‘L”
e LD: Nicleo lateral dorsal
e LH: Area hipotaldmica lateral

e LHb: Nucleo habenular lateral
e LM: Nucleo mamilar lateral

e LP: Nicleo lateral posterior
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e MD
e ME
e MHb:
e MM
e PC
e PH
e PVA:
e PVH:
* Re
e Rh
e Rt
e SCh:
e SO:
e SPF:
e STh:

M
Nicleo medial dorsal
Eminencia media
Niicleo habenular medial

Nucleo mamilar medial

6‘P”

Nucleo paracentral

Area hipotaldmica posterior

Nicleo paraventricular anterior talimico

Nucleo paraventricular hipotalamico

“R”
Nucleo reuniens
Nucleo rhomboidens

Nucleo reticular talamico

“S”

Nicleo supraquiasmatico
Niucleo supradptico
Nicleo subparafascicular

Subtalamo

6‘V”

Nucleo ventral anterior
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VL

VM :

VMH:

VPL:

VPM:

71:

Nicleo ventral lateral

Niucleo ventral medial

Nicleo ventromedial hipotaldmico
Nicleo ventral posterior lateral

Nicleo ventral posterior medial

€6Z”

Zona incerta
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TABLA 1. Distribucion de neuropéptidos en el diencéfalo de la alpaca

CGRP LEU SOM NT ACTH
NUCLEOS S F S F S F S F F
AD - - - - - + - ++ -
AHy + ++ - +++ - +++ + +++ +++
AM - - - - ++ - + -
Arc - - | + +++ - ++ +++
AV - | - |- - - + - + -
CL - + - - - ++ - + -
CM - ++ - +++ - +++ - +++ +
DA + ++ - +++ - +++ + +++ ++
Alrededor f |+ ++ - +++ - +++ +H++ +++ ++/+++
LD - + - - - ++++ - + -
LH + ++ | +- ++ +++ +++ + +++ ++
LHDb - + - |+ - +++ - + S
LM - ++ - + - +++ - +++ S
LP - - - - + - + -
MD - + - + - +++ - + S
ME - - - +++ - - - ++++ S
MHb | - | s | - - - - S -
MM - + - + - - S S
PC - + - - - ++ - +/S -
PH + ++ - ++ - +++ - +++ +++
PVA - + - ++ - +++ - ++ ++
PVH ++ | | | - +++ - +++ +++
Re - ++ - - +++ - ++/+++ +++
Rh - ++ - - +++ - +++ +
Rt - - - - - ++ - ++++ -
SCh - - +++ - +++ + +++ +++
SO +++ - +++ - +++ - S ++
SPF - ++ - ++ - +++ - -+ ++
STh - | | - S - ++ - S
VA - + - - - ++ - -
VL - + - - - ++ - -
VM - + - - - ++ - -
VMH + ++ - +++ +/- +++ + +++ +++
VPL - - - - ++ - S -
VPM - - - - ++ - S -
VA | - ++ - ++ - ++ + +++ +




58 Resultados

F: fibras (+++: alta densidad; ++: densidad moderada; +: baja densidad; S: escasas
fibras). S: somas (+++: alta densidad; ++: densidad moderada; +: baja densidad).
ACTH: hormona adrenocorticotrépica; CGRP: péptido relacionado con el gen de la
calcitonina; LEU: leucina-encefalina; NT: neurotensina; SOM: somatostatina. Ver la

lista de abreviaturas para la nomenclatura de los nucleos diencefalicos
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4.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Hemos estudiado en el diencéfalo de la alpaca cinco neuropéptidos (CGRP,
leucina-encefalina, somatostatina, neurotensina y ACTH). Hemos observado Ila
presencia de estructuras inmunorreactivas en un total de 36 nucleos/regiones
diencefdlicas (Tablas I-VI y Figuras 1-5).

Somas

No hemos observados somas con CGRP en el diencéfalo de la alpaca, sin
embargo si hemos encontrado somas peptidérgicos con CGRP, leucina-encefalina,
somatostatina o neurotensina. En todos los casos, los somas peptidérgicos fueron
localizados en el hipotdlamo de la alpaca; no hemos observados somas peptidérgicos en
el tdlamo de Lama pacos. Somas con CGRP fueron observados en 8 nicleos/regiones
de los 36 estudiados (es decir en el 22,22% de los nicleos), somas con neurotensina en
7 nucleos/regiones (19,44%), somas con somatostatina en 3 nicleos/regiones (8,33%) y
somas con leucina-encefalina en 2 nicleos (5,56%) (Tablas I-11I y Figuras 1, 2, 4).

Somas con los cuatro neuropéptidos (CGRP, leucina-encefalina, somatostatina,
neurotensina) se han observado solamente en el drea hipotaldmica lateral. En el nicleo
ventromedial hipotaldmico hemos encontrado somas con CGRP, somatostatina o con
neurotensina. En el niicleo paraventricular hipotalimico hemos observado una densidad
alta de somas peptidérgicos conteniendo CGRP o leucina-encefalina. Somas con CGRP
o con neurotensina han sido observados en el area hipotaldmica anterior, alrededor del
fornix, drea hipotaldmica lateral y en el area hipotaldmica dorsal (Tabla I).

Fibras

Hemos observado fibras peptidérgicas conteniendo los 5 neuropéptidos estudiados

en el diencéfalo de la alpaca. En el caso de la neurotensina hemos encontrado fibras

inmunorreactivas en 36 de los 36 nicleos/regiones diencefédlicas (100%), fibras con
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somatostatina en 35 de los 36 nicleos/regiones (97,22%), fibras con CGRP en 32
ndcleos/regiones (88,89%) y fibras con leucina-encefalina o con ACTH en 22
ndcleos/regiones (61,11 %) (Tablas I-III, V y Figuras 1-4). En un total de 19
nudcleos/regiones se ha observado una densidad alta de fibras inmunorreactivas con
somatostatina, mientras que en 16 nicleos/regiones encontramos una alta densidad de
fibras con neurotensina, 10 nicleos/regiones para la leucina-encefalina (densidad alta),
7 nucleos/regiones para la ACTH (densidad alta) y O nidcleos/regiones para el CGRP
(densidad alta). Estos datos indican que la somatostatina es el neuropéptido més
abundante en el diencéfalo de la alpaca.

En los siguientes nicleos/regiones hemos observado fibras peptidérgicas con los 5
neuropéptidos estudiados: area hipotaldmica anterior, niicleo arcuatus, nicleo central
medial, drea hipotaldmica dorsal, alrededor del fornix, drea hipotaldmica lateral, nicleo
habenular lateral, niicleo mamilar lateral, ndcleo medial dorsal, nicleo mamilar medial,
drea hipotaldmica posterior, ndcleo paraventricular anterior taldmico, nicleo
paraventricular  hipotaldmico, nudcleo reuniens, nidcleo rhomboidens, nicleo
supraquiasmadtico, nucleo supradptico, nicleo subparafascicular, subtilamo, nicleo
ventromedial hipotaldmico y zona incerta (Tablas I, IV). Estos datos indican que existe
una estrecha relacién anatémica en el diencéfalo de la alpaca entre los 5 neuropéptidos

estudiados y probablemente dicha relacién anatomica sea también funcional.
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TABLA II. Namero de nicleos con inmunorreactividad en el diencéfalo de la

alpaca
Neuropéptidos SOMAS FIBRAS
CGRP 8 32
LEU 2 22
SOM 3 35
NT 7 36
ACTH 0 22

Se indica el nimero de nicleos que presentan somas o fibras peptidérgicas en el
diencéfalo de la alpaca. El niimero total de nicleos diencefalicos es de 36.

FIGURA 1. Numero de nicleos diencefalicos con inmunorreactividad en la alpaca

F4
-

SOM W FIBRAS

@ SOMAS

NEUROPEPTIDOS

N2 DE NUCLEOS
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TABLA III. Porcentaje de los nicleos diencefalicos de la alpaca que presentan

inmunorreactividad. El nimero total de niicleos es de 36.

Neuropéptidos |SOMAS | FIBRAS
CGRP 22,22 88,89
LEU 5,56 61,11
SOM 8,33 97,22
NT 19,44 100
ACTH 0 61,11

FIGURA 2. Porcentaje de los nicleos diencefalicos de la alpaca que presentan

inmunorreactividad. Nimero total de nucleos: 36
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TABLA 1V. Indica el nimero de neuropéptidos (ratio) y el porcentaje observado

por niicleo (de un total de 5 neuropéptidos)

NUCLEOS RATIO PORCENTAJE | NUCLEOS RATIO PORCENTAJE
AHy 5/5 100% AM 3/5 60%
Are 5/5 100% CL 3/5 60%
CM 5/5 100% LD 3/5 60%
DA 5/5 100% Lp 3/5 60%

Alrededorf | 5/5 100% ME 3/5 60%
LH 5/5 100% MHb 3/5 60%
LHb 5/5 100% PC 3/5 60%
LM 5/5 100% VA 3/5 60%
MD 5/5 100% VL 3/5 60%
MM 5/5 100% VM 3/5 60%

PH 5/5 100% VPL 3/5 60%
PVA 5/5 100% VPM 3/5 60%
PVH 5/5 100% AD 2/5 40%

Re 5/5 100% AV 2/5 40%

Rh 5/5 100% Rt 2/5 40%
SCh 5/5 100%

SO 5/5 100%

SPF 5/5 100%

STh 5/5 100%

VMH 5/5 100%
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TABLA V. Indica el namero de nucleos en donde se encuentran dos

neuropéptidos. El porcentaje indica, por ejemplo, que en el 97,22% de

los nicleos en donde hay neurotensina (NT), también hay

somatostatina (SOM). Numero total de niacleos: 36

RELACION RATIO PORCENTAJE
NT/SOM 36/35 97,22
NT/CGRP 36/32 88,89
NT/LEU 36/22 61,11
NT/ACTH 36/22 61,11

FIGURA 3. Representacion grafica de los datos indicados en la Tabla V

NT/SOM NT/CGRP NT/LEU NT/ACTH

5 PORCENTAJE
RELACION (F/S)
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FIGURA 4. Indica el niimero de niicleos del diencéfalo de la alpaca que contienen

fibras o somas peptidérgicos. Nimero total de niicleos: 36

,II,
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NT SOM CGRP LEU ACTH
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(FIBRAS)

TABLA VI. Indica el nimero de nicleos del diencéfalo de la alpaca en donde

hemos observado una alta o baja densidad de somas (S) y fibras (F)

inmunorreactivas
Densidad CGRP LEU SOM NT ACTH
S F S F S F S F S F
Alta 2 0 1 10 1 19 0 16 0 7
Baja 6 20 1 7 2 5 5 | 19 (V] 10

FIGURA 5. Representacion grafica de los datos indicados en a Tabla VI

Densidad Inmunorreactiva (S/F)

N° NUCLEO/REGIONES

B Alta (N° nuc/reg)
E Baja (N° nuc/reg)

S

F S F S F S F

CGRP LEU

SOM NT

NEUROPEPTIDOS

S F

ACTH




66 Resultados

4.2. DISTRIBUCION DE CGRP EN EL DIENCEFALO DE LA

ALPACA

A. SOMAS

Hemos observado una alta densidad de somas inmunorreactivos en el nicleo
paraventricular hipotaldmico (Figs. 7E, F; 8A), en el nicleo supradptico (Fig. 7B-D) y
en la zona situada ventralmente al fornix (Figs. 8E, F; 9A). Encontramos una baja
densidad de somas inmunorreactivos con CGRP en el drea hipotalamica anterior (Fig.
8D), drea hipotalamica dorsal, alrededor del fornix (Fig. 9C), drea hipotaldmica lateral
(Fig. 9D), area hipotaldmica posterior, nicleo ventromedial hipotalamico (Fig. 9B),
debajo del nicleo ventral posterior medial (Fig. 10A-D, F) y sobre la sustancia negra

(Fig. 10E) (ver Tabla I y Fig. 6).

B. FIBRAS

Una moderada densidad de fibras inmunorreactivas fue observada en el 4rea
hipotalamica anterior, alrededor del fornix (Fig. 8B, C), ndcleo central medial, 4rea
hipotalaimica dorsal, drea hipotaldmica lateral (Fig. 9D), nicleo mamilar lateral, 4rea
hipotaldmica posterior, niicleo paraventricular hipotaldmico, nicleo reuniens (Fig. 7A),
ndcleo rhomboidens, nucleo subparafascicular, nicleo ventromedial hipotaldmico (Fig.
9B), debajo del tercer ventriculo (Fig. 9E, F) y en la zona incerta (ver Tabla I y Fig. 6).

Observamos una densidad baja de fibras inmunorreactivas con CGRP en el nicleo
anterior medial, nucleo arcuatus, ndcleo central lateral, nucleo lateral dorsal, nidcleo

habenular lateral, ndcleo lateral posterior, niicleo medial dorsal, nicleo mamilar medial,
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ndcleo paracentral, nicleo paraventricular anterior taldmico, nicleo supraquiasmaético,
nicleo supradptico (Fig. 7D), subtdlamo, niicleo ventral anterior, nicleo ventral lateral,
ndcleo ventral medial, niicleo ventral posterior lateral y en el nicleo ventral posterior
medial. Finalmente, unas pocas fibras con CGRP fueron observadas en el nicleo

habenular medial (ver Tabla I y Fig. 6).
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Figura 6. Distribucién de somas y fibras con CGRP en secciones transversales del
diencéfalo de Lama pacos desde regiones rostrales (A) a regiones caudales
(K). Los somas inmunorreactivos estdn representados por cuadrados
(densidad baja); tridngulos (densidad moderada) y por circulos (densidad
alta). Las fibras estdn representadas por lineas varicosas (escasas fibras o
densidad baja), lineas continuas (densidad moderada) y lineas cruzadas
(densidad alta). Para las abreviaturas: ver lista de abreviaturas en la pagina 49.

Barra: 0,5 cm
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Figura 7. Fibras y somas con CGRP en el diencéfalo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras con CGRP en el niicleo reuniens (ver Fig. 6G). Barra: 50 um

B. Somas con CGRP en el niicleo supradptico (ver Fig. 6B). Barra: 100 um

C. Ampliacion del recuadro observado en la Figura 7B (ver Fig. 6B). Barra: 50 pm

D. Ampliacion del recuadro observado en la Figura 7C (ver Fig. 6B). Barra: 50 pm

E. Somas con CGRP en el nicleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig. 6D). Barra: 50
pum

F. Ampliacién del recuadro que aparece en la Figura 7E (ver Fig. 6D). Barra: 50 pm
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Figura 8. Fibras y somas con CGRP en el hipotidlamo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Somas con CGRP en el nicleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig. 6D).
Barra: 50 um

B. Fibras con CGRP alrededor del fornix (éste se observa en la parte inferior
derecha de la fotografia) (ver Fig. 6G). Barra: 50 pum

C. Fibras inmunorreactivas alrededor del fornix (ver Fig. 6G). Barra: 50 pm

D. Somas con CGRP en el drea hipotaldmica anterior (ver Fig. 6B). Barra: 50
pm

E. Somas inmunorreactivos en la region situada ventralmente al fornix (ver Fig.
6H). Barra: 50 pum

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 8E (ver Fig. 6H). Barra:

50 pm
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Figura 9. Fibras y somas con CGRP en el hipotidlamo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Somas con CGRP en la region situada ventralmente al fornix (ver Fig. 6G).
Barra: 50 pm

B. Un soma y fibras inmunorreactivas en el nicleo ventromedial hipotaldmico
(ver Fig. 6H). Barra: 50 ym

C. Somas con CGRP alrededor del fornix (ver Fig. 6H). Barra: 50 um

D. Somas y fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig.
6H). Barra: 50 pym

E. Fibras con CGRP localizadas bajo el tercer ventriculo (ver Fig. 6J). Barra: 50
pum

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 9E (ver Fig. 6J). Barra: 50

pum
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Figura 10. Fibras y somas con CGRP en el diencéfalo caudal de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

Somas y fibras inmunorreactivas situadas debajo del nicleo ventral posterior medial (A-
D y F) (ver Fig. 6K). Somas situados sobre la sustancia negra (E) (ver Fig. 6K). Barra:

50 pm
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4.3. DISTRIBUCION DE LEUCINA-ENCEFALINA EN EL

DIENCEFALO DE LA ALPACA

A. SOMAS
Hemos observado una alta densidad de somas inmunorreactivos en el nucleo
paraventricular hipotalamico (Fig. 12C-E, F), asi como una baja densidad en el area

hipotaldmica lateral (Fig. 13B, C) (ver Tabla I y Fig. 11).

B. FIBRAS

Hemos encontrado una alta densidad de fibras inmunorreactivas en el drea
hipotaldmica anterior (Fig. 12A, B), nicleo arcuatus, drea hipotaldmica dorsal (Fig.
13F), alrededor del fornix, ndcleo habenular lateral (Fig. 14E, F), eminencia media (Fig.
14A, B), nucleo paraventricular hipotaldmico (Fig. 12C), nicleo supraquiasmético,
ndcleo supradptico, nidcleo ventromedial hipotaldmico, asi como una densidad
moderada de fibras con leucina-encefalina en el nicleo arcuatus (Fig. 14C, D), nicleo
central medial, drea hipotaldmica lateral (Fig. 13A), 4rea hipotalamica posterior, niicleo
paraventricular anterior taldmico (Fig. 13D, E), nicleo subparafascicular, en la zona
ventral del nicleo habenular lateral y en la zona incerta (ver Tabla I y Fig. 11).

Observamos una baja densidad de fibras inmunorreactivas en el nucleo central
medial, nicleo mamilar lateral, nicleo medial dorsal, nicleo mamilar medial, nicleo
reuniens y en el nicleo rhomboidens. Finalmente, algunas fibras con leucina-encefalina

fueron observadas en el subtdlamo (ver Tabla Iy Fig. 11).
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Figura 11. Distribuciéon de somas y fibras con leucina-encefalina en secciones
transversales del diencéfalo de Lama pacos desde regiones rostrales (A) a
regiones caudales (K). Los somas inmunorreactivos estan representados por
cuadrados (baja densidad alta); tridngulos (densidad moderada) y por
circulos (densidad alta). Las fibras estdn representadas por lineas varicosas
(escasas fibras o densidad baja), lineas continuas (densidad moderada) y
lineas cruzadas (densidad alta). Para las abreviaturas: ver lista de

abreviaturas en la pigina 49. Barra: 0,5 cm
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Figura 12. Fibras y somas con leucina-encefalina en el hipotdlamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras con leucina-encefalina en el drea hipotaldmica anterior (ver Fig. 11A).
Barra: 50 um

B. Fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica anterior (ver Fig. 11A). Barra:
50 pm

C. Somas inmunorreactivos en el nicleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig.
11B). Esta foto es ampliacién del recuadro superior que aparece en la Figura
12D. Barra: 50 um

D. Somas y fibras inmunorreactivas en el niicleo paraventricular hipotaldmico (ver
Fig. 11B). Barra: 50 pm

E. Somas inmunorreactivos en el nucleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig.
11B). Esta foto es ampliacion del recuadro inferior que aparece en la Figura
12D. Barra: 50 um

F. Somas inmunorreactivos en el nucleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig.

11B). Barra: 50 um
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Figura 13. Fibras y somas con leucina-encefalina en el diencéfalo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras localizadas en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 11H). Barra: 50 pm

B. Soma localizado en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 11H). Barra: 50 um

C. Soma localizado en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 11H). Barra: 50 um

D. Fibras con leucina-encefalina en el nicleo paraventricular anterior taldmico (ver
Fig. 11B). Barra: 50 pm

E. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 13D (ver Fig. 11B). Barra: 50
pum

F. Fibras inmunorreactivas en el 4rea hipotaldmica dorsal (ver Fig. 11E). Barra: 50

pum
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Figura 14. Fibras con leucina-encefalina en el diencéfalo de la alpaca. Entre paréntesis
se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de

los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras en la eminencia media (ver Fig. 11H). Barra: 50 um

B. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 14A (ver Fig. 11H). Barra: 50
pum

C. Fibras en el nicleo arcuatus (ver Fig. 11H). Barra: 50 um

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 14C (ver Fig. 11H). Barra: 50
pum

E. Fibras en el ndcleo habenular lateral (ver Fig. 111I). Barra: 50 pm

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 14E (ver Fig. 11I). Barra: 50

pum
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4.4. DISTRIBUCION DE SOMATOSTATINA EN EL DIENCEFALO

DE LA ALPACA

A. SOMAS

Una alta densidad de somas inmunorreactivos fue observada en el drea
hipotaldmica lateral (Figs. 19C-F; 20A-F) y una baja densidad de somas con
somatostatina en el nicleo arcuatus y en el ndcleo ventromedial hipotaldmico (ver Tabla

Iy Fig. 15).

B. FIBRAS

Existe una alta densidad de fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica
anterior (Fig. 17E, F), nicleo arcuatus (Fig. 18C, D), nicleo central medial (Fig. 16E),
drea hipotaldmica dorsal (Fig. 16F), alrededor del fornix (Fig. 17C, D), niicleo lateral
dorsal, drea hipotaldmica lateral (Figs. 19D, E; 20A-F), niicleo habenular lateral (Fig.
16C, D), nicleo mamilar lateral (Fig. 19B), nicleo medial dorsal, drea hipotaldmica
posterior (Fig. 18F), nicleo paraventricular anterior taldmico (Fig. 16B), nicleo
pariventricular hipotaldimico (Fig. 17A, B), nicleo reuniens (Fig. 16A), nicleo
rhomboidens, nicleo supraquiasmatico, nicleo supradptico (Fig. 18E), nicleo
subparafascicular, nicleo ventromedial hipotaldmico (Fig. 18A, B) y sobre el niicleo
mamilar medial (Fig. 19A)(ver Tabla I y Fig. 15).

Una densidad media de fibras inmunorreactivas fue observada en el nicleo
anterior medial, nicleo central lateral, nicleo paracentral, nicleo reticular taldmico,
subtalamo, nucleo ventral anterior, ndcleo ventral lateral, nicleo ventral medial, nicleo
ventral posterior lateral, nicleo ventral posterior medial y en la zona incerta (ver Tabla I

y Fig. 15). También, observamos una densidad baja de fibras inmunorreactivas en el
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nicleo anterior dorsal, niicleo anterior ventral, nicleo lateral posterior, nicleo habenular

medial y en el niicleo mamilar medial (ver Tabla Iy Fig.15).
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Figura 15. Distribucién de somas y fibras con somatostatina en secciones transversales
del diencéfalo de Lama pacos desde regiones rostrales (A) a regiones
caudales (K). Los somas inmunorreactivos estan representados por
cuadrados (baja densidad alta); tridngulos (densidad moderada) y por
circulos (densidad alta). Las fibras estidn representadas por lineas varicosas
(escasas fibras o densidad baja), lineas continuas (densidad moderada) y
lineas cruzadas (densidad alta). Para las abreviaturas: ver lista de

abreviaturas en la pigina 49. Barra: 0,5 cm
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Figura 16. Fibras con somatostatina en el diencéfalo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas en el nicleo reuniens (ver Fig. 15F). Barra: 50 um

B. Fibras en el nicleo paraventricular anterior taldmico (ver Fig. 15F). Barra: 50
pum

C. Fibras en el nicleo habenular lateral (ver Fig. 15I). Barra: 100 um

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 16C (ver Fig. 15I). Barra: 50
pum

E. Fibras con somatostatina en el nicleo central medial (ver Fig. 15G). Barra: 50
pum

F. Fibras con somatostatina en el drea hipotaldmica dorsal (ver Fig. 15F). Barra: 50

pum
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Figura 17. Fibras con somatostatina en el hipotdlamo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas en el nicleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig.
15B). Barra: 100 pum

B. Ampliacién del recuadro que aparece en la Figura 17A (ver Fig. 15B). Barra: 50
pum

C. Fibras alrededor del fornix (ver Fig. 15B). Barra: 100 pm

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 17C (ver Fig. 15B). Barra: 50
pum

E. Fibras con somatostatina en el drea hipotaldmica anterior (ver Fig. 15B). Barra:
100 pm

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 17E (ver Fig. 15B). Barra: 50

pum
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Figura 18. Fibras con somatostatina en el hipotdlamo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas en el nicleo ventromedial hipotaldmico (ver Fig. 15F).
Barra: 100 pm

B. Ampliacién del recuadro que aparece en la Figura 18A (ver Fig. 15F). Barra: 50
pum

C. Fibras en el nidcleo arcuatus (ver Fig. 15F). Barra: 100 pm

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 18C (ver Fig. 15F). Barra: 50
pum

E. Fibras con somatostatina en el nicleo supradptico (ver Fig. 15C). Barra: 50 um

F. Fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica posterior (ver Fig. 15I). Barra:

50 pm
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Figura 19. Fibras y somas con somatostatina en el diencéfalo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas localizadas sobre el nidcleo mamilar medial (ver Fig.
15J). Barra: 50 pm

B. Fibras con somatostatina en el nicleo mamilar lateral (ver Fig. 15J). Barra: 50
pum

C. Fibras y somas en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 15B). Barra: 50 pm

D. Ampliacién del recuadro izquierdo que aparece en la Figura 19C (ver Fig. 15B).
Barra: 50 um

E. Ampliacion del recuadro derecho que aparece en la Figura 19C (ver Fig. 15B).
Barra: 50 um

F. Somas inmunorreactivos en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 15F). Barra: 50

pum
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Figura 20. Fibras y somas con somatostatina en el hipotdlamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras y somas inmunorreactivos localizados en el area hipotalamica lateral (ver
Fig. 15B). Barra: 100 pm

B. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 20A (ver Fig. 15B). Barra: 50
pum

C. Fibras y somas en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 15B). Barra: 100 pm

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 20C (ver Fig. 15B). Barra: 50
pum

E. Somas y fibras localizadas en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 15F). Barra:
50 pm

F. Fibras y somas inmunorreactivos en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 15B).

Barra: 50 um
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4.5. DISTRIBUCION DE NEUROTENSINA EN EL DIENCEFALO

DE LA ALPACA

A. SOMAS

Observamos una moderada densidad de somas inmunorreactivos alrededor del
fornix (Fig. 25A-C) y sobre el niicleo mamilar medial (Fig. 26F) y una densidad baja de
somas con neurotensina en el area hipotaldmica anterior (Fig. 24C, D), area
hipotaldmica dorsal (Fig. 25F), drea hipotalamica lateral (Fig. 23C, D), nicleo
supraquiasmadtico (Figs. 22F; 24A, B), nicleo ventromedial hipotaldmico (Fig. 26A, B),

junto al tercer ventriculo (Fig. 26C) y en la zona incerta (ver Tabla I y Fig. 21).

B. FIBRAS

Hemos observado una densidad alta de fibras inmunorreactivas en el drea
hipotaldmica anterior (Figs. 23E, F; 24A, B), nicleo central medial (Fig. 22B), area
hipotaldmica dorsal (Fig. 25D-F), alrededor del fornix (Figs. 23A, B; 25A-C), drea
hipotaldmica lateral (Fig. 23C, D), nicleo mamilar lateral, eminencia media, drea
hipotaldmica posterior (Fig. 26D, E), niicleo paraventricular hipotalamico (Fig. 24E, F),
nucleo reuniens (Fig. 22A), ndcleo rhomboidens (Fig. 22C), nucleo reticular taldmico,
ndcleo supraquiasmdtico (Figs. 22F; 24B), nicleo subparafascicular, nicleo
ventromedial hipotaldmico (Fig. 26A, B) y en la zona incerta (ver Tabla I y Fig. 21).

Una densidad moderada de fibras con neurotensina fue observada en el nicleo
anterior dorsal, nicleo arcuatus y en el nicleo paraventricular anterior taldmico (Fig.
22D), asi como encontramos una densidad baja de fibras inmunorreactivas en el niicleo

anterior medial, nucleo anterior ventral, nicleo central lateral, nicleo lateral dorsal,
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ndcleo habenular lateral, nidcleo lateral posterior, niicleo medial dorsal (Fig. 22E),
eminencia media, ndcleo paracentral, nicleo reticular taldmico, nicleo ventral anterior,
nucleo ventral lateral y en el niicleo ventral medial (ver Tabla I y Fig. 21).

Finalmente, algunas fibras con neurotensina fueron observadas en el nicleo
habenular medial, nicleo mamilar medial, nicleo paracentral, nicleo supradptico,
subtdlamo, nicleo ventral posterior lateral y en el niicleo ventral posterior medial (ver

Tabla I y Fig. 21).
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Figura 21. Distribucién de somas y fibras con neurotensina en secciones transversales
del diencéfalo de Lama pacos desde regiones rostrales (A) a regiones
caudales (K). Los somas inmunorreactivos estan representados por
cuadrados (baja densidad); tridngulos (densidad moderada) y por circulos
(densidad alta). Las fibras estdn representadas por lineas varicosas (escasas
fibras o densidad baja), lineas continuas (densidad moderada) y lineas
cruzadas (densidad alta). Para las abreviaturas: ver lista de abreviaturas en la

pagina 49. Barra: 0,5 cm
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Figura 22. Fibras con neurotensina en el tilamo e hipotilamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes,

a partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas localizadas en el nicleo reuniens (ver Fig. 21B). Barra:
50 pm

B. Fibras en el nticleo central medial (ver Fig. 21C). Barra: 50 um

C. Fibras en el nicleo rhomboidens (ver Fig. 21D). Barra: 50 um

D. Fibras en el niicleo paraventricular anterior taldmico (ver Fig. 21F). Barra: 50
pum

E. Fibras localizadas en el nicleo medial dorsal (ver Fig. 21H). Barra: 50 um

F. Fibras y somas inmunorreactivos en el nicleo supraquiasmdtico (ver Fig. 21B).

Barra: 50 um
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Figura 23. Fibras y somas con neurotensina en el hipotilamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras inmunorreactivas alrededor del fornix (ver Fig. 21A). Barra: 100 pm

B. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 23A (ver Fig. 21A). Barra: 50
pum

C. Un soma y fibras en el drea hipotaldmica lateral (ver Fig. 21B). Barra: 50 pm

D. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 23C (ver Fig. 21B). Barra: 50
pum

E. Fibras localizadas en el 4rea hipotaldmica anterior (ver Fig. 21B). Barra: 50 pm

F. Fibras en el drea hipotaldmica anterior (ver Fig. 21B). Barra: 50 pm
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Figura 24. Fibras y somas con neurotensina en el hipotilamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Somas inmunorreactivos en el nicleo supraquiasmatico (ver Fig. 21B). Barra:
100 pm

B. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 24A (ver Fig. 21B). Barra: 50
pum

C. Soma en el 4rea hipotaldmica anterior (ver Fig. 21B). Barra: 50 um

D. Somas y fibras inmunorreactivas localizadas en el drea hipotaldmica anterior
(ver Fig. 21A). Barra: 50 um

E. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 24F (ver Fig. 21D). Barra: 50
pum

F. Fibras localizadas en el nicleo paraventricular hipotaldimico (ver Fig. 21D).

Barra: 100 pm
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Figura 25. Fibras y somas con neurotensina en el hipotilamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes,

a partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Somas y fibras inmunorreactivas alrededor del fornix (ver Fig. 21F). Barra: 100
pum

B. Ampliacion del recuadro superior que aparece en la Figura 25A (ver Fig. 21F).
Barra: 50 um

C. Ampliacién del recuadro inferior que aparece en la Figura 25A (ver Fig. 21F).
Barra: 50 um

D. Fibras inmunorreactivas localizadas en el drea hipotaldmica dorsal (ver Fig.
21F). Barra: 100 pm

E. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 25D (ver Fig. 21F). Barra: 50
pum

F. Un soma y fibras inmunorreactivas localizadas en el drea hipotaldmica dorsal

(ver Fig. 21F). Barra: 50 pm
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Figura 26. Fibras y somas con neurotensina en el hipotilamo de la alpaca. Entre
paréntesis se indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a

partir de los cuales se tomaron las fotos.

A. Ampliacién del recuadro que aparece en la Figura 26B (ver Fig. 21F). Barra: 50
pum

B. Somas y fibras inmunorreactivas en el ndcleo ventromedial hipotaldmico (ver
Fig. 21F). Barra: 50 pm

C. Soma y fibras inmunorreactivas localizadas junto al tercer ventriculo (ver Fig.
21H). Barra: 50 pm

D. Fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica posterior (ver Fig. 211). Barra:
100 pm

E. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 26D (ver Fig. 211). Barra: 50
pum

F. Un soma inmunorreactivo localizado sobre el nicleo mamilar medial (ver Fig.

21J). Barra: 50 um
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4.6. DISTRIBUCION DE ACTH EN EL DIENCEFALO DE LA

ALPACA

A. SOMAS
En el diencéfalo de la alpaca, no hemos observado somas con ACTH (ver Tabla I

y Fig. 27).

B. FIBRAS

Observamos una densidad alta de fibras inmunorreactivas en el drea hipotaldmica
anterior (Figs. 28E, F; 29A), nicleo arcuatus (Fig. 30D), alrededor del fornix (Fig. 30E),
area hipotaldmica posterior (Fig. 30F), niicleo paraventricular hipotaldmico (Fig. 29E,
F), ndcleo supraquiasmético (Fig. 29C, D) y en el nicleo ventromedial hipotaldmico
(Fig. 30B) (ver Tabla I y Fig. 27).

Una densidad moderada de fibras con ACTH fue observada en el drea
hipotaldmica dorsal (Fig. 30C), d4rea hipotaldmica lateral (Fig. 30A), nicleo
paraventricular anterior taldmico (Fig. 28D), nucleo reuniens (Fig. 28A-C), nicleo
supraéptico (Fig. 29B) y en el ndcleo subparafascicular, asi como encontramos una
densidad baja de fibras con ACTH en el niicleo central medial, niicleo reuniens, niicleo
rhomboidens y en la zona incerta (ver Tabla [ y Fig. 27).

Finalmente, observamos unas pocas fibras inmunorreactivas en el nicleo
habenular lateral, nicleo mamilar lateral, nicleo medial dorsal, eminencia media,

ndcleo mamilar medial y en el subtdlamo (ver Tabla I y Fig. 27).
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Figura 27. Distribucién de las fibras con ACTH en secciones transversales del
diencéfalo de Lama pacos desde regiones rostrales (A) a regiones caudales
(J). Las fibras estan representadas por lineas varicosas (escasas fibras o
densidad baja), lineas continuas (densidad moderada) y lineas cruzadas
(densidad alta). Para las abreviaturas: ver lista de abreviaturas en la pagina

49. Barra: 0,5 cm
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Figura 28. Fibras con ACTH en el tdlamo e hipotdlamo de la alpaca. Entre paréntesis se
indican las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los

cuales se tomaron las fotos.

A. Fibras con ACTH en el niicleo reuniens (ver Fig. 27B). Barra: 50 um

B. Fibras inmunorreactivas en el nicleo reuniens (ver Fig. 27B). Barra: 50 pm

C. Fibras inmunorreactivas localizadas en el nicleo reuniens (ver Fig. 27C). Barra:
50 pm

D. Fibras inmunorreactivas en el nicleo paraventricular anterior taldmico (ver Fig.
27E). Barra: 50 pm

E. Fibras en el area hipotalamica anterior (ver Fig. 27A). Barra: 100 pm

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 28E (ver Fig. 27A). Barra: 50

pum
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Figura 29. Fibras con ACTH en el hipotdlamo de la alpaca. Entre paréntesis se indican
las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los cuales se

tomaron las fotos.

A. Fibras con ACTH en el 4rea hipotalamica anterior (ver Fig. 27A). Barra: 50 pm

B. Fibras inmunorreactivas en el nicleo supradptico (ver Fig. 27C). Barra: 50 pm

C. Ampliacién del recuadro que aparece en la Figura 29D (ver Fig. 27A). Barra: 50
pum

D. Fibras inmunorreactivas en el nicleo supraquiasmatico (ver Fig. 27A). Barra:
100 pm

E. Fibras en el ndcleo paraventricular hipotaldmico (ver Fig. 27C). Barra: 100 um

F. Ampliacion del recuadro que aparece en la Figura 29E (ver Fig. 27C). Barra: 50

pum
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Figura 30. Fibras con ACTH en el hipotdlamo de la alpaca. Entre paréntesis se indican
las Figuras, por lo tanto los niveles correspondientes, a partir de los cuales se

tomaron las fotos.

A. Fibras con ACTH en el drea hipotalamica lateral (ver Fig. 27B). Barra: 50 pm

B. Fibras inmunorreactivas en el nicleo ventromedial hipotaldmico (ver Fig. 27E).
Barra: 50 um

C. Fibras en al darea hipotaldmica dorsal (ver Fig. 27E). Barra: 50 uym

D. Fibras inmunorreactivas en el ndcleo arcuatus (ver Fig. 27F). Barra: 50 ym

E. Fibras alrededor del fornix (ver Fig. 27F). Barra: 50 pm

F. Fibras localizadas en el drea hipotaldmica posterior (ver Fig. 271). Barra: 50 pm
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V. DISCUSION
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5.1 Distribucion de los neuropéptidos estudiados en el diencéfalo de la

alpaca

Hemos de indicar que es la primera vez que se estudia la distribucion de
neuropéptidos en el diencéfalo de la alpaca, aplicando técnicas inmunocitoquimicas.
Ademds, previamente nuestro grupo ha realizado, también por primera vez, un estudio
sobre la presencia de neuropéptidos (péptido relacionado con el gen de la calcitonina,
leucina-encefalina) en el tronco del encéfalo de la alpaca, tras aplicar técnicas
inmunocitoquimicas (de Souza et al., 2007a, b; 2008). Estos dos estudios son los tGnicos
existentes en la bibliografia sobre la distribuciéon de neuropéptidos en el sistema
nervioso central de la alpaca.

Los cinco neuropéptidos que hemos estudiado mostraron una amplia distribucién
en el diencéfalo de la alpaca. Dicha distribucién es mucho mayor para las fibras que
para los somas, ya que estos ultimos presentaron una distribucién muy reducida. Asi,
los somas peptidérgicos con CGRP fueron los que observamos en mds nicleos
diencefdlicos: un total de ocho. No encontramos somas con la hormona

adrenocorticotrépica.

5.1.1. Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)

Hemos observado una amplia distribucién de estructuras inmunorreactivas con
CGRP en el diencéfalo la alpaca. Todos los somas con CGRP fueron observados en el
hipotdlamo, destacando una densidad alta de dichos somas en el niicleo paraventricular
hipotaldmico y en nucleo supradptico. De los cinco neuropéptidos estudiados en este
trabajo, los somas con CGRP mostraron una distribucién mas amplia en el hipotdlamo
de la alpaca que aquellos que contienen leucina-encefalina, somatostatina o

neurotensina. S6lo hemos encontrado somas peptidérgicos en el hipotdlamo, ya que en
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el tdlamo no observamos somas inmunorreactivos. Ademas, los somas con CGRP son

los mas numerosos.

La distribucién de las fibras con CGRP es muy amplia, ya que las observamos en
32 de los 36 nicleos del diencéfalo de la alpaca. De los mencionados 32 nicleos, en
donde encontramos fibras inmunorreactivas, en 20 de ellos observamos una densidad

baja.

5.1.2. Leucina-encefalina

La presencia de estructuras inmunorreactivas con leucina-encefalina es también
amplia en el diencéfalo de la alpaca. Dichas distribucién es muchisimo mas amplia para
las fibras, que para los somas, ya que estos ultimos sdlo fueron observados en el drea
hipotaldmica lateral y en el nicleo paraventricular hipotaldmico (alta densidad). En 22
de los 36 nucleos diencefalicos observamos fibras con leucina-encefalina; en 10 de los
cuales encontramos una densidad alta de fibras inmunorreactivas (Ej., 4rea hipotaldmica
anterior, ndcleo arcuatus, drea hipotaldmica dorsal, alrededor del fornix).

La reducida distribucién de somas peptidérgicos en el diencéfalo de la alpaca, no
s6lo para la leucina-encefalina sino también para los otros neuropéptidos estudiados, se
debe probablemente a que la alpaca no ha sido tratada con colchicina, ya que estd bien
establecido desde los afios 70-80 que la administracion de dicha droga, por ejemplo a
nivel ventricular, es necesaria para mostrar una amplia distribucion de somas

peptidérgicos (Sar et al., 1978; Palkovits, 1988).

5.1.3. Somatostatina
Al igual que para los dos neuropéptidos anteriores, hemos encontrado una amplia
distribucion de estructuras inmunorreactivas con somatostatina en el diencéfalo de

Lama pacos. Y al igual que para el CGRP y la leucina-encefalina, la distribucion de las
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fibras con CGRP es mucho mds amplia que la presencia de somas inmunorreactivos.
Asi, s6lo observamos somas con somatostatina en tres ndcleos hipotaldmicos: arcuatus,
drea hipotaldmica lateral (alta densidad) y en el ventromedial hipotaldmico. Sin
embargo, fibras con somatostatina fueron observadas en 35 de los 36 nicleos del
diencéfalo de la alpaca. De esos 35 nudcleos, en 19 observamos una densidad alta de
fibras con somatostatina (Ej., niicleo hipotalamico anterior, nidcleo arcuatus, nicleo
centro medial, nicleo dorsal anterior, niicleo hipotaldmico ventromedial). Estos datos
indican que la somatostatina es el neuropéptido mds abundante en las fibras del

diencéfalo de la alpaca.

5.1.4. Neurotensina

Como en los tres casos anteriores hemos encontrado una amplia distribucién de
estructuras inmunorreactivas en el diencéfalo de la alpaca conteniendo neurotensina. Y
al igual que anteriormente, la distribucion de las fibras es mucho mas amplia que la
distribucion de los somas inmunorreactivos. De hecho, la neurotensina es el
neuropéptido mas ampliamente distribuido en el tronco del encéfalo, ya que en los 36
ndcleos  diencefdlicos hemos encontrado fibras inmunorreactivas. Somas
neurotensinérgicos fueron observados alrededor del fornix, en el area hipotaldmica
anterior, en el nucleo dorsal anterior, en el nicleo supraquiasmaético, en el nicleo
hipotaldmico ventromedial y en el drea hipotaldmica lateral. Ademds, 16 de los 36
ndcleos mostraron una densidad alta de fibras con neurotensina.

5.1.5. Hormona adrenocorticotropica (ACTH)

De los cinco neuropéptidos estudiados es el tinico en donde no hemos observados
somas inmunorreactivos. Sin embargo, la distribucién de las fibras es amplia aunque sin
llegar a la distribucidn que presentaban las fibras con neurotensina o con somatostatina.

Asi, de los 36 nicleos diencéfalicos en 22 de ellos encontramos fibras, pero hay que
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resaltar que en 6 de los 22 observamos sdlo algunas fibras inmunorreactivas. Por el

contrario, una densidad alta de fibras marcadas fue observada en 7 nicleos diencefalicos
(ej., anterior hipotalamico, arcuatus, drea hipotalimica posterior, nicleo

supraquiasmatico).

5.2. Relacion anatomica entre los cinco neuropéptidos estudiados en el

diencéfalo de la alpaca

En general, podemos afirmar que en la mayoria de los nicleos diencefélicos estan
presentes, en las fibras, cuatro o los cinco neuropéptidos estudiados. Esto indica que
probablemente existe, ademds de una relacién anatomica, una implicacién funcional
entre los neuropéptidos que hemos estudiado en el diencéfalo de la alpaca. Lo
anteriormente indicado ocurre en los siguientes centros diencefélicos: drea hipotaldmica
anterior, nicleo arcuatus, niicleo central medial, drea hipotaldmica dorsal, alrededor del
fornix, drea hipotaldmica lateral, ndcleo habenular lateral, nicleo mamilar lateral,
ndcleo medial dorsal, area hipotalamica posterior, nicleo paraventricular anterior
taldmico, nicleo paraventricular hipotaldmico, nidcleo rhomboidens, nicleo
suprachiasmatico, nucleo supradptico, nicleo subparafascicular, nicleo ventromedial
hipotalimico y en la zona incerta. También, podemos decir segin lo indicado
anteriormente que los cinco neuropéptidos estudiados, en general, presentan una
distribucion bastante parecida en el diencéfalo de Lama pacos. Es importante también
resaltar que en cualquiera de los nicleos diencefdlicos de la alpaca, al menos, hemos
encontrado dos de los cinco neuropéptidos estudiados.

Con respecto a los somas, hemos observado que en el drea hipotaldmica anterior,
en el drea hipotaldmica dorsal y alrededor del fornix hay somas con CGRP o con

neurotensina. En el ndcleo paraventricular hipotalimico encontramos somas con CGRP
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o con leucina-encefalina, mientras que en el nucleo ventromedial hipotaldmico
observamos somas con CGRP, somatostatina o con neurotensina. Finalmente, en el area
hipotaldmica lateral hemos encontrado somas con CGRP, con leucina-encefalina, con
somatostatina o con neurotensina. Estos datos indican que puede haber coexistencia de

dos o més neuropéptidos en los mencionados nicleos hipotaldmicos.

5.3. Comparacion de la distribucion de los neuropéptidos estudiados en

el diencéfalo de la alpaca con otros mamiferos

En este apartado, compararemos la distribucién de los cinco neuropéptidos
estudiados en el diencéfalo de la alpaca con las descritas en la bibliografia en otras

especies de mamiferos.

5.3.1. CGRP

Rata

Algunos autores han indicado que la observacién de somas con CGRP ocurre tras
administrar intraventricularmente colchicina, ya que dichos somas no se apreciaron tras
aplicar técnicas inmunocitoquimicas en animales controles (no tratados con colchicina)
(Skofitsch and Jacobowitz, 1985b). Sin embargo, otros autores indicaron que la
colchicina no es necesaria para la visualizacién de somas con CGRP (Kruger et al.,
1988a, b). Esto ultimo estd de acuerdo con otras publicaciones realizadas en el gato, la
alpaca y en el hombre (ver de Souza et al., 2008).

Comparando la distribucién de las fibras con CGRP en el diencéfalo de la alpaca
y en el diencéfalo de la rata, podemos afirmar que ambas distribuciones son muy

parecidas (ver Palkovits et al., 1988), aunque como es légico existen algunas
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diferencias. Asi, por ejemplo, fibras con CGRP se han observado en ambas especies en
el nicleo paraventricular anterior taldimico, ndcleo reuniens, nicleo ventral lateral,
ndcleo ventral posterior lateral, nicleo ventral posterior medial, nicleo paraventricular
hipotaldmico, nidcleo supraquiasmético, nucleo mamilar lateral, 4rea hipotaldmica
anterior, nucleo arcuatus, nicleo ventromedial hipotaldmico y en la zona incerta. Sin
embargo, en la alpaca, pero no en la rata (Palkovits et al., 1988) se han observado fibras
inmunorreactivas con CGRP en el niicleo rhomboidens, drea hipotalamica posterior y en
el ndcleo supradptico. Por el contrario, en la rata pero no en la alpaca se han encontrado
fibras con CGRP en el niicleo geniculado medial (ver Palkovits et al., 1988).

Con respecto a los somas con CGRP, los hemos encontrado en la alpaca en ocho
centros diencefdlicos: drea hipotaldmica anterior, drea hipotaldmica dorsal, alrededor del
fornix, drea hipotaldmica lateral, 4drea hipotaldmica posterior, nicleo paraventricular
hipotaldmico, niicleo supradptico y en el nicleo ventromedial hipotaldmico. En la rata,
en los mencionados centros se han descrito somas con CGRP sélo en el 4rea
hipotaldmica anterior, en el nicleo paraventricular hipotaldmico y alrededor del fornix
(Palkovits et al., 1988). Sin embargo, en la rata, pero no en la alpaca se han observado
somas con CGRP en el nicleo paraventricular anterior taldmico, nicleos ventrales
talamicos, ndcleo geniculado medial y en el nicleo arcuatus (Palkovits et al., 1988).
Estos datos indican que la distribucién de los somas con CGRP en el diencéfalo de la
alpaca y en el de la rata es diferente. Esto puede venir determinado por la diferente
metodologia empleada en ambas especies (administracién de colchicina en la rata, pero

no en la alpaca) o bien por diferencias especificas entre la rata y la alpaca.

Alpaca
Como hemos indicado anteriormente, el primer estudio aplicando técnicas

inmunocitoquimicas que se ha realizado en el sistema nervioso de la alpaca ha sido



106 Discusion

realizado por nuestro grupo (de Souza et al., 2007a, 2008). Asi, recientemente se ha
publicado un estudio sobre la distribucion de CGRP en el tronco del encéfalo de la
alpaca (de Souza et al., 2007a, 2008). En dicho estudio sorprende la gran cantidad y la
amplia distribucién de somas peptidérgicos observados. Esto mismo ocurrié con otros
neuropéptidos como la metionina—encefalina—Arg6—Gly7—Leu8 o la neurokinina A en el
tronco del encéfalo del hombre (Coveias et al., 2003a, 2004). Sin embargo hay otros
neuropéptidos, como puede ser la leucina-encefalina, que generalmente sdlo se
acumulan en los somas neuronas cuando se administra colchicina (de Souza et al.
2007b). Esto quiere decir que hay determinados neuropéptidos (CGRP, metionina-
encefalina—Arg6—Gly7—Leu8, neurokinina A) que sin la administracién de colchicina se
acumulan en los somas neuronales (Coveiias et al., 2003a, 2004; de Souza et al., 2008),
mientras que otros (leucina-encefalina, somatostatina...) (de Ledn et al.,, 1991c; de
Souza et al., 2007a, b) necesitan la administracién de colchicina para que se acumulen,
ya que en condiciones normales las vesiculas con estos ultimos neuropéptidos se

transportan rdpidamente hacia las terminaciones axonales.

5.3.2. Leucina-encefalina

Rata

Generalmente, se ha estudiado més profundamente la distribucién de metionina-
encefalina en el sistema nervioso de la rata que la distribucién de leucina-encefalina
(Palkovits et al., 1988). Mediante radioinmunoensayo y técnicas inmunocitoquimicas se
ha descrito la presencia de leucina-encefalina o de fibras con leucina-encefalina en el
ndcleo reuniens, ndcleo rhomboidens, nicleo supraquiasmédtico, drea hipotaldmica
anterior, eminencia media, alrededor del fornix, drea hipotaldmica posterior, niicleo
paraventricular anterior taldmico, nicleo mamilar medial, nicleo ventromedial
hipotaldmico, zona incerta, nicleo supradptico, niicleo paraventricular hipotaldmico y en

nucleo arcuatus (Palkovits et al., 1988). En todos esos centros diencefalicos, hemos
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observado fibras con leucina-encefalina en la alpaca. Asi, la distribucién de leucina-

encefalina es bastante similar en ambas especies.

Con respecto a los somas peptidérgicos con leucina-encefalina hay que resaltar su
presencia, en la rata, en el nicleo paraventricular anterior taldmico, nicleo supradptico
y en el nicleo arcuatus (Palkovits et al., 1988). En estos tres niicleos, no hemos
observado dichos somas en la alpaca. Sin embargo, en el camélido hemos descrito
somas con leucina-encefalina en el drea hipotalaimica lateral y en el nicleo
paraventricular hipotaldmico que no han sido localizados en la rata (Palkovits et al.,
1988). Al igual que anteriormente (CGRP), la distribuciéon de los somas con leucina-
encefalina en el diencéfalo de la rata y en el diencéfalo de la alpaca es bastante
diferente. Esta diferencia puede ser debida, como hemos indicado anteriormente, a
aspectos metodoldgicos o a diferencias especificas entre las dos especies.

Alpaca

Recientemente hemos publicado la distribucién de somas y fibras con leucina-
encefalina en el tronco del encéfalo de la alpaca (de Souza et al., 2007a, b). Tenemos
que resaltar que en el diencéfalo y en el tronco del encéfalo de la alpaca s6lo hemos
encontrado somas con leucina-encefalina en cuatro centros: dos hipotaldmicos (4rea
hipotaldmica lateral, niicleo paraventricular hipotaldmico) y dos troncoencefalicos
(sustancia gris periacueductal; zona ventrolateral de la formacion reticular
protuberancial). Sin embargo, tal y como ocurre en el diencéfalo la distribucién de
fibras con leucina-encefalina en el tronco del encéfalo de la alpaca es muy amplia. Esto
indica que tienen que existir mas neuronas con leucina-encefalina en el sistema nervioso
central de la alpaca. Tal como hemos comentado anteriormente, al contrario que el
CGRP que se acumula en numerosos somas neuronas sin la administracién colchicina
(de Souza et al., 2008), la administracion de la droga es necesaria para poder visualizar

en la alpaca mas somas con leucina-encefalina.
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5.3.3. Somatostatina

Hay que resaltar, antes de realizar el estudio comparativo entre las distintas
especies, que en el diencéfalo de la alpaca hemos demostrado la presencia de un
fragmento de la somatostatina-28 (péptido completo). Dicho fragmento es el
denominado somatostatina-28 (1-12). En general, la distribucion que se conoce con mas
detalle en el sistema nervioso central de mamiferos es la del neuropéptido completo
(somatostatina-28). Por lo tanto, en la mayoria de los casos compararemos, al menos
que se especifique en el texto, la distribucién de la somatostatina-28 (1-12) con la que
presenta la somatostatina-28.

Rata

La distribucioén de fibras inmunorreactivas en el diencéfalo de la alpaca y en el
diencéfalo de la rata (Palkovits et al., 1988) es muy similar. Ademads, en ambas especies
dicha distribucién en muy amplia. Tanto en la rata (Palkovits et al., 1988) como en la
alpaca se han descrito fibras con somatostatina en los siguientes centros: niucleo
paraventricular anterior taldmico, nucleo reuniens, niicleo rhomboidens, nicleo
paraventricular hipotaldmico, nicleo supradptico, nicleo supraquiasmadtico, eminencia
media, drea hipotaldmica anterior, nicleo arcuatus, nicleo ventromedial hipotaldmico,
alrededor del fornix, ndcleo mamilar medial, nicleo mamilar lateral, zona incerta y
subtdlamo.

En la alpaca, somas con somatostatina han sido observados en tres nicleos:
arcuatus, drea hipotaldmica lateral y ventromedial hipotaldmico. En la rata, dichos
somas han sido descritos en el primer y tercer nicleo mencionados anteriormente, pero
no en el drea hipotalamica lateral (Palkovits et al., 1988). Sin embargo, en la rata, pero
no en la alpaca somas con somatostatina han sido descritos en el niicleo geniculado

medial, nidcleo geniculado lateral, niicleo supraquiasmatico, nicleo paraventricular
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hipotaldmico, drea hipotaldmica anterior, zona incerta y en el subtdlamo (Palkovits et

al., 1988). Por lo tanto, la distribucién de los somas con somatostatina en el diencéfalo
de la alpaca y en el de la rata es bastante diferente.
Gato

En el gato se ha descrito la distribucién de somatostatina-28 (1-12) (de Ledn et al.,
1991c). La distribucién de fibras con dicho neuropéptido en el diencéfalo del gato y en
el de la alpaca es muy similar. Fibras con somatostatina-28 (1-12) se describen en
ambas especies por todo el hipotdlamo y por el tdlamo, principalmente en los nicleos de
la linea media. Sin embargo, hay que resaltar una diferencia importante a nivel
talamico: en el gato los niicleos mds laterales(ej., nicleo ventral lateral, nicleo reticular
taldimico, nudcleo ventral posterior lateral, nicleo ventral posterior medial, nicleo
anterior medial, nucleo anterior ventral, nicleo central lateral, nicleo central medial,
nicleo ventral anterior) estdn desprovistos de fibras con somatostatina-28 (1-12) (de
Ledn et al., 1991c), mientras que en la alpaca hemos encontrado dichas fibras en los
mencionados centros taldmicos.

Con respecto a los somas con somatostanina-28 (1-12) en el diencéfalo del gato
(de Leon et al., 1991c) y en el de la alpaca, se puede afirmar que la distribucién es mas
amplia en el gato que en la alpaca. Asi, en el gato somas con el mencionado
neuropéptido han sido localizados en el tdlamo en el niicleo lateral dorsal y en el nicleo
subparafascicular (de Leo6n et al., 1991c); lo que no ocurre en la alpaca. En la alpaca
hemos encontrado somas con somatostatina-28 (1-12) en el nicleo arcuatus, area
hipotaldmica lateral y en el nicleo ventromedial hipotaldmico; sin embargo, en el gato
en ninguno de los tres centros se han observado somas con somatostatina-28 (1-12) (de
Leén et al., 1991c). En el felino, pero no en el camélido, somas con el mencionado
neuropéptido se han descrito en el hipotdlamo en el 4rea hipotaldmica dorsal, 4rea

hipotaldmica posterior, alrededor del fornix, nicleo paraventricular hipotaldmico, nicleo
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supradptico y en el nicleo supraquiasmatico (de Ledn et al., 1991c). Repetimos la
conclusion a la que hemos llegado con otros neuropéptidos: la distribucién de los somas
con somatostatina-28 (1-12) en el diencéfalo de la alpaca y en el del gato es distinta.
Probablemente, esta diferencia se debe a la metodologia utilizada, ya que el gato recibié
colchicina a nivel del ventriculo lateral (de Le6n et al., 1991c) y la alpaca no.
Hombre

En el hombre la presencia de somas y de fibras con somatostatina ha sido descrita,
por ejemplo, en el niicleo paraventricular hipotaldmico, nicleo reticular taldmico, drea
hipotaldmica lateral, alrededor del fornix, nicleo ventromedial hipotaldmico y en el drea
hipotaldmica posterior (Bennett-Clarke y Joseph, 1986). Estos datos indican que hay
diferencias significativas en la distribucién de los somas que contienen somatostatina en
el diencéfalo de la alpaca y en el del hombre. Por el contrario, la distribucion de las
fibras con somatostatina es bastante similar en el diencéfalo de ambas especies

(Bennett-Clarke y Joseph, 1986).

5.3.4. Neurotensina

Rata

Fibras con neurotensina han sido descritas en la alpaca y en la rata (Palkovits et
al., 1988) en los siguientes centros diencefdlicos: nicleo paraventricular anterior
talamico, nucleo reuniens, nicleo rhomboidens, nicleo anterior ventral, nicleo anterior
medial, ndcleo paraventricular hipotaldmico, 4rea hipotaldmica anterior, eminencia
media, nicleo arcuatus, alrededor del fornix, 4rea hipotaldmica posterior, nicleo
mamilar lateral y en la zona incerta. Asi, podemos concluir que la distribucién de las
fibras con neurotensina en el diencéfalo de la rata y en el de la alpaca es muy similar.

Somas con neurotensina han sido observados en la alpaca en seis centros

hipotaldmicos: 4drea hipotaldmica anterior, drea hipotalamica dorsal, alrededor del
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fornix, 4drea hipotaldmica lateral, ndcleo supraquiasmadtico y en el nicleo ventromedial

hipotaldmico. En la rata, de los seis centros mencionados, sélo se han descrito somas
con neurotensina en el drea hipotaldmica anterior y alrededor del fornix (Palkovits et al.,
1988). En la rata, pero no en la alpaca, se han descrito somas con neurotensina en el
ndcleo paraventricular anterior taldmico, nidcleo paraventricular hipotaldmico, nicleo
arcuatus, zona incerta y en el drea hipotalamica posterior (Palkovits et al., 1988). Como
en los casos anteriores, la distribucion de los somas con neurotensina es diferente en el
diencéfalo de la rata y en el de la alpaca.

Gato

La presencia de fibras con neurotensina ha sido descrita por todo el hipotdlamo
del gato (de Ledn et al.,, 1991a), al igual que ocurre en la alpaca. Fibras con
neurotensina se han observado en la linea media del tdlamo del gato (de Leon et al.,
1991a), tal y como ocurre en la alpaca. Sin embargo, en la alpaca hemos observado
fibras neurotensinérgicas en los nicleos mas laterales taldmicos, algo que no ocurre en
el tdlamo del felino (de Leon et al., 1991a). Asi, por ejemplo, fibras con neurotensina
han sido observadas en la alpaca, pero no en el gato en los siguientes centros talamicos:
ndcleo lateral posterior, nucleo central lateral, ndcleo paracentral, nidcleo ventral
posterior lateral, ndcleo ventral posterior medial, niicleo ventral lateral, nicleo central
lateral, nucleo ventral anterior, nicleo anterior ventral, ndcleo anterior medial, nicleo
reticular taldmico y nidcleo anterior dorsal (de Le6n et al., 1991a).

En el gato (de Ledn et al., 1991a) y en la alpaca, somas con neurotensina han sido
visualizados en el drea hipotalaimica dorsal, alrededor del fornix, drea hipotaldmica
lateral, nucleo supraquiasmdtico y en el nicleo ventromedial hipotaldmico. Sin
embargo, la distribucién de los somas con neurotensina es mucho mds amplia en el
gato, ya que en éste pero no en la alpaca somas neurotensinérgicos han sido observados

en el nucleo lateral dorsal, niicleo reuniens, drea hipotaldmica posterior, nicleo
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arcuatus, nicleo medial dorsal, nicleo paraventricular anterior taldmico y en el nicleo
supradptico (de Ledn et al., 1991a).
Hombre

Al igual que ocurria en el gato, en el hombre se ha descrito la presencia de fibras
neurotensinérgicas por todo el hipotdlamo y principalmente por la linea media taldmica
(Mai et al., 1987). Sin embargo, en general, estos autores no describen fibras con
neurotensina en los nucleos laterales taldmicos; algo que si ocurre como hemos visto
mds arriba en el diencéfalo de la alpaca.

Somas neurotensinérgicos han sido observados en la alpaca y en el hombre (Mai
et al., 1987) alrededor del fornix, en el nicleo supraquiasmatico y en el nicleo
ventromedial hipotalimico. En el hombre, pero no en la alpaca, somas
neurotensinérgicos fueron visualizados en el nicleo paraventricular hipotaldmico (Mai et

al., 1987).

5.3.5. Hormona adrenocorticotropica (ACTH)

Hemos demostrado en el diencéfalo de la alpaca la presencia del fragmento 18-39
de la hormona adrenocorticotropica. Muchos de los trabajos realizados sobre la ACTH
muestran la distribucién del péptido completo ACTH (1-39). Asi, al menos que se
especifique en el texto, compararemos la distribucion de ACTH (18-39) con la que
presenta la ACTH (1-39). Tenemos que indicar que el anticuerpo que hemos utilizado
en este trabajo, aunque principalmente reconoce el fragmento, también presenta cierta
reaccion cruzada con el péptido completo (ver Coveiias et al., 1996c¢).

Rata

En la alpaca y en la rata (Palkovits et al., 1988) se han descrito, por ejemplo,

fibras con ACTH en el nicleo reuniens, nicleo thomboidens, nicleo paraventricular

anterior talamico, nidcleo paraventricular hipotaldmico, area hipotaldmica anterior,
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eminencia media, nicleo arcuatus, ndcleo ventromedial hipotaldmico, alrededor del

fornix, drea hipotaldmica posterior y en la zona incerta. Es decir, la distribucién de las
fibras que contienen ACTH es muy parecida en ambas especies.

En la rata, somas con ACTH han sido descritos en el nicleo arcuatus (Palkovits et
al., 1988); sin embargo, en la alpaca no hemos observados somas con ACTH en el
diencéfalo.

Gato

En el gato se ha descrito la presencia de fibras y somas con ACTH (18-39) en el
diencéfalo (Coveiias et al., 1996¢). La distribucién de las fibras con ACTH (18-39) es
muy parecida en el hipotdlamo de la alpaca y en el del gato. Dichas fibras se distribuyen
por todo el hipotdlamo, asi como por los nicleos de la linea media taldmica. Ademads, ni
en la alpaca, ni en el gato se observaron fibras con ACTH (18-39) en las regiones
laterales talamicas (Covenas et al., 1996¢).

En el gato, somas con ACTH (18-39) han sido observados en el nicleo arcuatus y
en el ndcleo ventromedial hipotaldmico (Coveias et al., 1996¢); sin embargo, en la
alpaca no hemos encontrado somas con ACTH (18-39). Esta diferencia puede ser
debida a la colchicina, ya que el gato recibi6 la droga intraventricularmente (Covefias et

al., 1996c¢), pero no asf la alpaca.

Perro

Cuando comparamos la distribuciéon de las fibras con ACTH (18-39) en el
diencéfalo de la alpaca con la que presenta en la misma region el perro (Pesini et al.,
2004), podemos afirmar que la distribucién es muy parecida en las dos especies. Asi, en
el perro y en la alpaca se apreciaron fibras por todo el hipotdlamo y por los nticleos de la
linea media del tdlamo. Ademds, en ambas especies los nicleos taldmicos laterales

estaban desprovistos de tales fibras (Pesini et al., 2004).
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En el diencéfalo del perro, somas con ACTH (18-39) fueron observados
solamente en aquellos animales que recibieron colchicina. Dichos somas se localizaron
en el nicleo arcuatus, en la regién periventricular hipotaldmica y en el nicleo
ventromedial hipotaldmico (Pesini et al., 2004). Segin estos datos, las diferencias
observadas en cuanto a la distribucién de los somas con ACTH (18-39) en el
hipotdlamo de la alpaca y en el del perro se deben a la accién de la colchicina.

Hombre

Al igual que ocurre en el gato y en el perro, la distribucion de las fibras con
ACTH en el diencéfalo del hombre (Zaphiropoulos et al., 1991) es muy parecida a la
que ocurre en el diencéfalo de la alpaca. En ambas especies las fibras inmunorreactivas
se distribuyen por todo el hipotdlamo y por la linea media del tdlamo, mientras que los
nucleos laterales talamicos no presentan fibras con ACTH (Zaphiropoulos et al., 1991).
En el hombre, si se han observado somas inmunorreactivos en el hipotdlamo basal

(Zaphiropoulos et al., 1991); hecho que no se ha observado en la alpaca.

5.4. Posibles acciones fisiologicas de los neuropéptidos en el diencéfalo

de la alpaca

La amplia distribucién de los cinco neuropéptidos estudiados en el diencéfalo de
la alpaca indica que pueden estar involucrados en diferentes acciones fisioldgicas,
actuando como neurotransmisores, neurohormonas y/o neuromoduladores. Ademas, por
ejemplo, la presencia de fibras con somatostatina (35 de 36 nicleos) o con neurotensina
(36 de 36) en los ntcleos taldmicos e hipotaldmicos indica una posible relacion
funcional entre ambos neuropéptidos que tendrd que ser aclarada en investigaciones

futuras.
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A continuacién, atendiendo a su localizacién anatémica, presentamos algunos

ejemplos de las posibles acciones fisioldgicas en las que pueden estar involucradas los
neuropéptidos estudiados en el diencéfalo de la alpaca (ver Coveiias et al., 2007a). La
presencia de neuropéptidos en los nicleos de la linea media del tilamo de la alpaca
indica que pueden estar involucrados en aspectos motivacionales o afectivos de la
informacion sensorial, mientras que la presencia de los neuropéptidos CGRP, leucina-
encefalina, somatostatina, neurotensina y ACTH en el nicleo medial dorsal sugiere que
pueden estar involucrados en la vigilancia y en la atencién (Coveiias et al., 2007a). Los
somas peptidérgicos presentes en el niicleo supradptico (con CGRP) y en el niicleo
paraventricular hipotalamico (con CGRP o con leucina-encefalina) indica que dichos
somas pueden enviar sus proyecciones a la hipdfisis, ejerciendo ambos neuropéptidos
una posible accién neuroendocrina. Ademds, la presencia de los cinco neuropéptidos
estudiados en el nicleo supraquiasmaético indica que los neuropéptidos pueden estar
involucrados en los ritmos circadianos y/o en procesos visuales. La presencia de fibras
con neuropéptidos en el nicleo paraventricular hipotaldmico (CGRP, leucina-
encefalina, somatostatina, neurotensina, ACTH), en el nucleo supradptico (los cinco
neuropéptidos estudiados) y en el nicleo ventromedial hipotaldmico (los cinco
neuropéptidos estudiados) indica que pueden estar involucrados en el control de las
neuronas presentes en el nucleo paraventricular hipotaldmico, en el control de las
neuronas localizadas en el niicleo supradptico, en el comportamiento alimenticio, en
mecanismos de defensa, en el control de la termogénesis y en el estrés. Estos son
algunos de los ejemplos que podemos comentar a tenor de la localizacién anatémica de
los neuropéptidos en el tdlamo e hipotdlamo de la alpaca. Todas las funciones
propuestas tendrdn que ser confirmadas en futuras investigaciones.

Esperamos que los resultados que hemos encontrado, sirvan en el futuro para

profundizar en el estudio sobre la distribuciéon de los neuropéptidos y para conocer
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mejor las funciones en las que intervienen los neuropéptidos en el sistema nervioso
central de la alpaca en particular y de los camélidos en general. Esperamos también que
el trabajo expuesto sirva para realizar estudios comparativos posteriores en cuanto a la
distribucion de los neuropéptidos en alpacas que vivieron a nivel del mar o a gran

altitud (alturas superiores a 3.000 m).

5.5. Investigacion futura sobre los neuropéptidos en el diencéfalo de la

alpaca

Desde nuestro punto de vista, para conocer mejor la distribucidn y las acciones
fisiologicas de los neuropéptidos en el diencéfalo de la alpaca se tendrian que

desarrollar en el futuro las siguientes lineas de investigacion:

1. Estudiar, tras administrar colchicina, la distribucién de los somas peptidérgicos con

CGRP, leucina- encefalina, somatostatina, neurotensina o con ACTH

2. Estudiar la distribucién de otros neuropéptidos (neuroquinina A, beta-endorfina,

alfa-neo-endorfina...) no estudiados en el presente estudio

3. Estudiar mediante técnicas inmunocitoquimicas (doble o triple marcaje) la

coexistencia de neuropéptidos en los diferentes niicleos hipotalamicos

4. Conocer la distribucion de los receptores de neuropéptidos

5. Conocer la distribucién de peptidasas

6. Estudiar, a nivel de microscopia electrénica, los contactos sindpticos peptidérgicos
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7. Determinar las acciones fisioldgicas de los neuropéptidos

Esperamos que los resultados descritos en este trabajo puedan ser punto de apoyo
para otros investigadores (bidlogos, morfélogos, bioquimicos, fisiélogos, farmacdlogos,
etc.) y sirvan para ampliar los conocimientos que se tienen actualmente sobre la
distribucion y funciones de los neuropéptidos en el diencéfalo de la alpaca. La meta que
nos proponemos en los proximos afios es ir desarrollando las lineas de investigacion
planteadas anteriormente, con el fin de conocer méds a fondo la distribucién y las

acciones de los neuropéptidos en el diencéfalo de las alpacas que vivieron a gran altitud.
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1. Hemos descrito por primera vez, tras aplicar una técnica inmunocitoquimica, la
distribucion de fibras y/o somas con CGRP, leucina-encefalina, somatostatina,

neurotensina o ACTH en el diencéfalo de la alpaca

2. Hemos observado somas inmunorreactivos con CGRP, neurotensina,
somatostatina o con leucina-encefalina. Dichos somas solo se observaron en el

hipotdlamo. No encontramos somas con ACTH

3. De los somas peptidérgicos, los somas con CGRP presentaron la distribucién mas

amplia (8 de 36 nicleos)

4.Las fibras peptidérgicas presentaron una amplia y similar distribucién en el

diencéfalo de la alpaca

5.Las fibras con neurotensina fueron las que presentaron una distribucién mas

amplia (36 de 36 nticleos)

6.La somatostatina es el neuropéptido mas abundante en el diencéfalo de la alpaca

7. La distribucién de los somas peptidérgicos en el diencéfalo de la alpaca, en
general general, difiere considerablemente de la distribucidn observada en otras
especies (rata, gato, perro, hombre). Estas diferencias pueden deberse a aspectos

metodoldgicos
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