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RESUMEN

El déficit de suefio se traduce en el deterioro del rendimiento cognitivo tanto en
seres humanos como en roedores. En el presente trabajo se evalu6 la relacion entre
la deprivacion de suefio paradojico y los cambios tanto en la conducta y memoria
de las ratas, asi como la expresion neuronal de la hormona concentradora de
melanina (MCH) y neuropéptido Y a nivel cerebral. Se utilizaron ratas separadas
en un grupo control (sin deprivacion de suefio), y dos grupos experimentales (con
menor y mayor deprivacion de suefio). Antes y después de ser sometidos al proceso
de deprivacién (por 3 dias seguidos), los roedores fueron expuestos a pruebas para
evaluar memoria y alteraciones en el comportamiento. Se extrajeron los cerebros
para evaluar los patrones de expresion de MCH y Neuropeptido Y, en los nucleos
implicados en los procesos de memoria y aprendizaje (hipotalamo lateral y nucleo
parafornical), y la actividad neuronal en esta etapa de deprivacion mediante
proteina c-FOS. Los resultados mostraron que tanto la conducta como la memoria
visoespacial se ven afectados por la deprivacion del suefio paraddjico y que existe
evidencia de que la expresion de los neuropéptidos mencionados se da en las

neuronas activas durante la deprivacion de suefio.

Palabras claves: Deprivacion del suefio, Memoria, Neuropeptido Y, proteina

c-FOS, Hormona concentradora de melanina.



ABSTRACT

Sleep deprivation produces impairment in cognitive performance in both humans
and experimentally in rodents. This study assesses the relationship between
paradoxical sleep deprivation and the changes in animal behavior and memory, as
well as the neuronal expression of melanin-concentrating hormone (MCH) and the
Neuropeptide Y at the brain level. Rats were used, separated into a control group
(without sleep deprivation), and two experimental groups (with lower and higher
sleep deprivation). Before and after being subjected to this deprivation process (for
three consecutive days), the rodents weretested to evaluate memory and behavior
alterations. The brains were removed to evaluate MCH and Neuropeptide Y
expression patterns in nuclei involved in memory and learning processes (lateral
hypothalamus and perifornical nucleus), as well as the neuronal activity in this stage
of deprivation by c-FOS. The results showed that both behavior and visuospatial
memory are affected by paradoxical sleep deprivation and that there is evidence of

the mentioned neuropeptides expression in active neurons during deprivation.

Key words: Sleep deprivation, Memory, Neuropeptide Y, c-FOS Protein, Melanin-

concentrating hormone.



I. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, el promedio de horas de suefio ha disminuido a unas 7 horas
debido a la vida moderna! la cual es muy atareada, en la cual es comun los horarios
laborales prolongados y la deprivacion del suefio. En la vida moderna tenemos luz
eléctrica, television, internet y otras posibilidades durante las 24 horas diarias,
aumentando la vigilia, lo cual reduce la cantidad y calidad de horas de suefio. Esto
ha generado diversos trastornos, mas fatiga mental, mas errores, respuestas mas
lentas, somnolencia, cansancio y mas estrés. Por otra parte, sabemos que durante el
suefio se recobra el equilibrio natural perdido, pero cuando hay deprivacién de
suefio, las disfunciones se traducen en dafios estructurales o fisiolégicos del cerebro.
Ademas, la recuperacion del déficit neurobioldgico de suefio durante fines de

semana y periodos de descanso, se ha comprobado que es incompleta.

La deprivacion del suefio ha producido alteraciones hormonales en el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), lo cual ha producido mas enfermedades,
que a su vez genera mas estrés ocasionando mayor nivel de cortisol y otras
sustancias®. Se han hallado alteraciones neurofisiol6gicas, como por ejemplo en la
hormona liberadora de la hormona de crecimiento, en el tallo cerebral y el sistema
limbico, los cuales estan relacionados con el suefio paradojico; por eso Gltimamente
se ha estado investigando la relacion neurofisioldgica y bioguimica, lo que sugiere
que en el suefio paraddjico hay sintesis de proteinas y neuropéptidos®. Se ha estado
estudiando la relacion que hay entre el suefio paraddjico (el suefio paradojico es el

periodo de suefio durante el cual las ondas cerebrales son rapidas y de bajo voltaje



y las actividades autdnomas son irregulares) y varias sustancias que controlan los
ritmos basicos y el ciclo suefio/vigilia. Esto se ha podido comprobar que ocurre

durante la deprivacion del suefio paradéjico en el cual hay mucho estrés.

Paralelamente, en los Gltimos afios se han realizado diversas investigaciones para
determinar las estructuras cerebrales y los sistemas de neurotransmisores que
intervienen en la regulacion de la vigilia y el suefio . Se ha encontrado gran
cantidad de neurotransmisores y de neuropéptidos que regulan el ciclo suefio/vigilia
y que intervienen en el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR); entre estos
tenemos el neuropéptido Y y la hormona concentradora de melanina (MCH), esta
ultima se ha relacionado con el hipotalamo lateral, y se tiene que las neuronas
MCHeérgicas expresan proteina c-FOS, en el periodo de rebote de suefio MOR
después de un periodo de deprivacion de éste, y se tiene que las neuronas

MCHeérgicas se activan en el suefio MOR 5.

Durante este trabajo se evalud la relacion entre el estrés ocasionado por la
deprivacién de suefio paraddjico y los cambios de expresion de neuropépdido Y y

de hormona concentradora de melanina en el sistema nervioso central.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es conocido actualmente el hecho de que la deprivacion del suefio conlleva a
cambios conductuales y psicofisiolégicos en las personas. Los mecanismos
fisiologicos referidos al suefio, asi como los dados en diversas alteraciones del

suefio, son aun objeto de estudio, y cada vez es estudiada a méas profundidad.

Los neuropéptidos abarcan una importante area en el estudio actual de la
neurociencia, en diferentes patrones cerebrales y patologias, y su relacion al suefio,

no ha sido la excepcion.

El siguiente estudio busca responder la siguiente interrogante:

¢Los cambios de comportamiento, en modelos experimentales (ratas) sujetos a
deprivacion de suefio paradgjico, estaria asociado a cambios en la expresion del
Neuropéptido Y y MHC en neuronas ubicadas a nivel del nacleo perifornical e

hipotalamo lateral?



I1l. MARCO TEORICO

Los neuropéptidos actian como neuromoduladores y neurotransmisores en el
sistema nervioso central (SNC), participando en la regulacion de diferentes

mecanismos asociados a patrones de respuestas y conductas, incluido el suefio *©.

Los estados de vigilia y suefio, suefio de no movimiento rapido de ojos (NO MOR)
y de movimiento rapido de ojos (MOR) o paraddjico, son el resultado de
interacciones talamocorticales y son moduladas por diferentes circuitos
subcorticales. Las etapas de suefio NO MOR se caracterizan por ondas lentas de
gran amplitud y adecuado tono muscular, y las de suefio MOR por alto nivel de
actividad cortical e hipocampal (ritmo theta en roedores), movimiento rapido de
ojos y perdida de tono muscular "8 10, |a transicion entre etapas de vigilia y suefio
son dadas por modulaciones discretas entre nlcleos hipotalamicos, troncales y la
corteza cerebral, con interaccion entre circuitos colinérgicos y monoaminérgicos
11,12 E| suefio tiene un componente genético que determina su ocurrencia y su
arquitectura, siendo complementaria para este la adaptacion al ambiente 3, Este
contexto genético influenciado por los condicionamientos ambientales genera
cambios en la produccidn de diversas sustancias quimicas cerebrales que modifican

conductas a partir de la afectacion de los circuitos en que se involucran.

Experimentalmente, en la mayoria de las técnicas disponibles para la privacion de
suefio se aprovecha la atonia que se produce durante esta fase del suefio, a raiz de

la técnica presentada por Jouvet en 1964 para los gatos *4, y mas tarde adaptado para



las ratas por Cohen y DeMent ©°.A través de los afios, multiples péptidos han sido

estudiados con un impacto sobre el suefio MOR 16:17:18,

La restriccion en el suefio es un serio problema en nuestra sociedad, afectada
principalmente por el aumento de trabajo competitivo, estrés psicosocial y el estilo
de vida moderno. Diferentes estudios demuestran que esto conlleva a una depresién
en la funcion cognitiva y desempefio emocional, siendo ademas un factor de riesgo

para diferentes enfermedades incluido los desdrdenes psiquiatricos *1°,

El sistema MCHérgico esta formado por el conjunto de neuronas ubicadas en el
hipotalamo las cuales requieren la presencia de un neuropéptido para cumplir con
la funcion de neuromodulador, denominado hormona concentradora de melanina
(MCH), y cuya participacion es proyectada hacia diversas areas del sistema
nervioso central, principalmente en aquellas areas vinculadas con la regulacion de
la vigilia y el suefio. Diversas investigaciones han asociado al sistema MCHérgico
con la regulacion en la energia corporal, la vigilia y el suefio. Es en la generacion

de esta tltima funcion en el cual se le ha atribuido un rol preponderante 2212223,

Otro de los neuropéptidos del cual se ha investigado mas es el Neuropéptido Y, el
cual participa en relacién al estrés y el eje HPA, siendo sus niveles elevados
asociados al hambre, la ansiolisis y la sedacion, y disminuyendo mas bien sus
niveles estudiados a nivel hipotaldmico y sérico, al igual que con la metionina-

encefalina en situaciones de deprivacion de suefio 2% 2% 26:27,



Para la identificacion de las zonas cerebrales que estan en funcionamiento, la
Neurociencia ha usado como principal recurso la presencia de la proteina c-FOS,
para determinar la expresion del gen c-FOS el cual acta como indicador molecular
de la actividad neuronal. Asi, un incremento en la cantidad de la proteina c-FOS de
una neurona se explica como resultado de un aumento de los estimulos que recibe

esa célula nerviosa. 2% %8,

Diversos estudios explican que tanto la deprivacion del suefio en humanos, asi como
en modelos de experimentacion en roedores, cumplen con similitudes en cuanto a
cambios metabolicos, incremento en el tono simpético y cortisol, compromiso
inmunoldgico e incremento en la ingesta de alimentos y la baja de peso !'. El
modelo en ratas implica un método de plataforma con agua alrededor que conlleva
a que en el momento de suefio que el animal pierde el tono muscular (etapa de suefio
MOR o paraddjico) cae al agua despertando por consecuencia, Aunque ambas —
plataformas simples ¥* y multiples 2 *° son técnicas que han sido evaluadas
electrofisiol6gicamente, no ha habido ninguna evaluacion directa de los cambios en

el estado de vigilia en las ratas sometidas a la modificacion de multiples plataformas

31

Durante mas de 20 afios, las investigaciones en suefio han sido enfocadas
ampliamente en la aplicacion del método paradojico (REM) y la privacion del suefio
en animales, utilizando para esto pequefias plataformas rodeadas de agua 2* 2. El
método de la plataforma puede garantizar una privacion casi total de suefio REM,
mientras que la cantidad de suefio de onda lenta se reduce en unos 60%. Sin

embargo, este método induce estrés muy marcado en los animales debido a la



inmovilizacion, caer en el agua, el remojo, la refrigeracion y otros factores adversos.
Para distinguir los efectos de la privacion del suefio REM adecuada de estrés
concomitante los animales del grupo de control son ubicados en las plataformas de
mayor diametro. Se cree que si se reduce considerablemente REM para la privacion
de suefio (alrededor de 50%), el nivel de estrés restante es aproximadamente similar
a la de la pequefia plataforma. Todavia este control no es suficiente, ya que se basa
en la hipotesis de la independencia de los efectos de la privacion del suefio REM y
el estrés en el organismo animal 33343536 Una rata duerme promedio de 13 horas

al dia con 2 horas de éstos dedicados a suefio MOR.

A través de esta técnica se puede realizar distintos estudios de observacion de
comportamiento estereotipado con el Open-Field 3" *, asi como de la conducta

38, en el que es posible evaluar

espacial como el Test de Laberinto Acuético
Memoria de Referencia que es medida por la reduccion de la distancia y la latencia
necesaria para encontrar la plataforma en la primera prueba de las sucesivas
posiciones de partida. Memoria de Trabajo se indica mediante la reduccion de la
distancia y la latencia necesaria para encontrar la plataforma; y a través de estudios
de inmunohistoquimica comprobar los cambios en la expresion de neuropéptido Y
y MCH, a nivel del hipotalamo, asociado a que la deprivacion de suefio conllevaria

a cambios conductuales, de aprendizaje y memoria, asi como estrés, funciones

relacionadas también a centros del sistema limbico.



IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La descripcion de dichos hechos permitird aportar luces en la fisiologia de dichos
neuropéptidos en las funciones cerebrales tales como el suefio, la memoria, la
emocion y el aprendizaje, que permitird posteriormente el desarrollo de
peptidomiméticos que podrian ser atiles como medicacién para diferentes
problemas, como ansioliticos, hipnéticos por ejemplo, actuando de manera mas
directa en la fisiologia humana del suefio que las medicaciones con las que

contamos en la actualidad.



V. OBJETIVOS

Objetivo Principal:
Evaluar la relacién entre la deprivacion de suefio y los cambios en la expresion de

neuropéptidos en el Sistema Nervioso Central en ratas albinas de experimentacion.

Objetivos Secundarios:
1. Analizar los cambios comportamentales producidos por deprivacién de

suefio paraddjico y la expresion de neuropéptidos en el hipotalamo.

2. Analizar el rendimiento de la memoria en los animales con y sin deprivacion

de suefio paraddjico.



VI. METODOLOGIA

6.1 Disefno de estudio:

Estudio experimental prospectivo y descriptivo.

6.2 Poblacién:

Se usaron ratas albinas macho cepa Holtzman para los experimentos. Estas fueron
mantenidas en condiciones ambientales Optimas con continua disponibilidad a
comida y agua, ciclos de 12 horas de luz-oscuridad, y manipuladas diariamente

durante 1 semana para permitir su adaptacion al medio.

6.3 Muestra:

Se realizd el célculo del tamafio muestral segun una formula en comparacion de
proporciones en el cual se estimd que se requerian 10 individuos por grupo; se
compard de 2 en 2 los 3 grupos, para poder hallar una diferencia minima del 60%

en los neuropéptidos entre los grupos, con un poder de 0.80 y un error alfa de 0.05.

[Ziw2*/2P(1 — P) + Z13* /P1(1 — P1) + P2(1 — P2)] 2

(P1-P2) 2

n=

10



6.4 Operacion de Variables y definicidon:

6.4.1. Variables dependientes:

e Expresiobn de neuronas teflidas inmunohistoquimicamente para
neuropéptido Y y MCH.

e Alteracion en la memoria espacial medida por test de Morris.

e Alteracion del estado emocional y estrés medida por test de Open-Field.

6.4.2. Variable independiente:

e Deprivacion de suefio MOR (paraddjico).

6.5. Procedimiento y técnicas:

6.5.1. Induccion de la deprivacién del suefio:
Se utilizaron 3 grupos de ratas; un grupo control y dos experimentales. Para lograr
el estrés en los grupos experimentales se utilizo el método de la plataforma simple
como factor estresante (método aplicado por Jouvet)!*. En el caso de las ratas del
grupo experimental que fue sometido a deprivacién de suefio, los animales fueron
colocados sobre una plataforma circular de 6,5cm de diametro (33cm? de area)
dentro de un tanque cerrado. La plataforma estuvo rodeada por agua a 1cm por
debajo del nivel de la superficie de la plataforma y a 22° C. Las ratas cuando entran
en suefio REM pierden el tono muscular, caen al agua, se despiertan y se vuelven a
subir a la plataforma, y de esa manera son deprivados del suefio REM. Los animales
tuvieron facil acceso a la comida y agua a traves de la rejilla metalica del tanque.

En el caso de las ratas control, la plataforma tuvo un area de 320 cm?.

11



6.5.2. Disefio Experimental:
Se utilizaron 30 animales agrupados en 3 grupos (Gréfico 1). En el grupo que fue
deprivado de suefio REM, cada uno de los animales fue mantenido individualmente
en cajas tipo tanque con plataforma de 6.5 cm. de didametro para deprivacion de
suefio REM (Ex DS). En el grupo que no fue deprivado de suefio REM pero fue
sometido a tencion, cada uno de los animales fue mantenido individualmente cajas
tipo tanque con plataforma de 10 cm. de diametro, del grupo control sin deprivacion
de suefio REM (Co-DS). En el tercer grupo los animales fueron mantenidos en cajas

normales para el grupo control (Co-No) (Gréfico 2).

Diariamente, durante 4 dias, los animales fueron evaluados entre las 10.00 horas y
las 13.00 horas a través del test de Morris para evaluar la memoria espacial y de
trabajo, ademas el comportamiento fue analizado por el test de Campo Abierto

(Open-Field).

Inmediatamente después de terminar el ultimo test en el cuarto dia, los animales
fueron sacrificados. Para ello las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (60
mg/kg, 1.P.), perfundidos transcardiacamente con 100 ml de solucion salina
heparinizada y luego con una solucién al 4% de paraformaldehido en 0.1M de
solucion buffer fosfato (PBS). Después de ser crioprotegidos en sucrosa al 30%, los
cerebros se cortaron en secciones de 5 micras y se almacenaran en PBS 0.1M. Se

evaluaron principalmente las subregiones hipocampales CA1 y CA3, Giro Dentado,

12



Amigdala Temporal, Cingulo, Corteza Frontal Basal, ademas de Corteza Entorrinal

y Corteza de Asociacion.

6.5.3. Test de Campo Abierto (Open field):
Las ratas fueron sometidas al Test de Campo Abierto (Open Field), el cual es un
método aceptado para la evaluacién de ansiedad y actividad motora en estos tipos
de animales!®™. Este equipo pertenece al Laboratorio de Neurociencia y
comportamiento de la UPCH, el mismo que consiste en una caja cubica (60 x 60 x
60 cm). Las paredes y el piso eran de color negro hechos de melanina. El piso fue
dividido por lineas blancas en cuadros iguales de 20 x 20 cm. Cada animal
correspondiente a cada grupo de evaluacion fue colocado de manera cuidadosa en
una esquina, para proceder de inmediato a la filmacion de su actividad por 4

minutos. Las conductas que se evaluaron fueron:

1. Acicalamiento; 2. Numero de bolos fecales 3. Micciones; 4. Olfateo;

5. Pararse.

Comunmente el estrés por deprivacion de suefio paraddjico se evidencia por la
disminucion de la distancia total recorrida, el aumento del acicalamiento, la
disminucion del nimero de bolos fecales o micciones, la disminucion del olfateo y
la disminucion del pararse. Con esto se evaluo el efecto en la actividad motora y la

tension en las ratas sin deprivacion de suefio y en las ratas con deprivacién de suefio.

13



6.5.4. Test de Laberinto Acuético (Test de Morris):
Las ratas fueron sometidas al Test de Morris, el cual es un método aceptado para la
evaluacion de aprendizaje y memoria visoespacial®®. Este equipo pertenece al
Laboratorio de Neurociencia y Comportamiento de la UPCH, el cual consiste en
una piscina circular de unos 180 cm de didmetro por 76 cm de altura, la cual fue
Ilenada con agua hasta unos 25 cm desde la base. Conjuntamente se colocd una
plataforma de material acrilico transparente, cuya altura era de 24 cm y el didmetro
de la superficie de apoyo para el animal era de 10 cm. esta plataforma debia ser
localizada por el animal a través de nado una vez colocado este al interior de la

piscina.

El procedimiento empleado para la evaluacion fue el de plataforma oculta, por el
cual los animales tuvieron que nadar desde diferentes ubicaciones (cerca del
perimetro) en los cuales fueron colocados, hasta encontrar la superficie de apoyo
de la plataforma ubicada a 1 cm. por debajo del nivel del agua. La plataforma fue
ubicada en 1 de 4 posiciones: El centro del cuadrante suroeste (SO), el centro del

cuadrante noreste (NE), el centro del laberinto ©, o en el borde sur (S) del laberinto.

La posicion de la plataforma fue cambiada cada dia, pero se mantuvo en la misma
posicion para todos los 4 ensayos en un dia determinado. Se asociaron sefales
distantes con una ubicacion especifica de la plataforma, que luego de los sucesivos
ensayos adoptaron las propiedades de estimulos discriminativos de localizacion de

la plataforma. Las sefiales consistieron en carteles de 4 diferentes formas

14



geométricas a blanco y negro en cada una de las 4 paredes de la sala de

experimentacion.

La rata se liberd frente a la pared de la piscina a partir de una de las ubicaciones
iniciales. Cada rata se puso a prueba en 2 ensayos consecutivos de cada posicion de
partida. En cada ensayo, se permiti6 a la rata hasta 90 segundos para localizar la
plataforma, una vez localizada se permitié descansar ahi por 30 segundos. Si la
plataforma no se encontraba, la rata seria colocada sobre la misma por 30 segundos.
Se mide la distancia nadada por la rata para encontrar la plataforma y el tiempo
(Latencia) para localizar la plataforma. Estos se registraron y analizaron por un
sistema de video y captura de imagenes. Se evaluo el efecto en la memoria en las
ratas sin deprivacion de suefio y en las ratas con deprivacion de suefio a partir de la

latencia, no se midio la distancia.

6.5.5. Obtencion de los cortes de cerebros de los grupos experimentales:

6.5.6. Perfusiony fijacion.

Cada rata fue anestesiada con pentobarbital sédico al 6%, lo cual permitio la

perfusion por via transcardiaca primero por una inyeccion de 100 ml de solucion

salina 0.9% (solucion de lavado), continuada por una solucion fijadora de

paraformaldehido al 4% (800 ml) en solucion tampoén fosfato (PBS) 0,1 M pH 7,4.

Posteriormente se le extrajo y tallé el encéfalo.

15



6.5.7. Tallado y post-fijacion
Posterior a la fijacion, se procedid a extraer el cerebro y retirar las meninges
haciendo uso de una lupa de mesa, para posteriormente continuar con el tallado de
este en un molde metalico especial para tamafio y la especie (rata), obteniendo asi
secciones con el mismo plano de las areas requeridas para el estudio, siendo
sometidas estas a post-fijaron por 12 horas en el mismo fijador a 4 ° C. Por ultimo
las piezas fueron sumergidas por 24 horas en soluciones crecientes de sacarosa

(10%, 20%, 25%, y 30%), en tampon fosfato salino (PBS), pH 7,4.

6.6. Técnica de Inmunohistoquimica:

6.6.1. Fijacion y Procesamiento histoldgico:

Cada animal fue anestesiado con pentobarbital sédico 60 mg/kg peso y perfundido
por la aorta con 100mL de solucidn salina heparinizada, seguida de 300mL de una
solucion de paraformaldehido 4% en tampodn fosfato 0,1M pH 7,4. Posteriormente
se extrajo el encéfalo. Se obtuvieron secciones coronales de 5 mm de cada cerebro,
y se escogid la seccion donde estaba presente el hipotalamo (0 a -5mm, Rat Brain

in Stereotaxic Coordinates, Paxinos and Watson, 2013).

Las muestras obtenidas fueron post-fijadas en parafolmaldehido al 4% durante 24
horas, lo cual permite el mantenimiento estructural del tejido y sus componentes al
promover la formacion de enlaces cruzados entre las proteinas. Posteriormente se
elimino el exceso de fijador, a través de un lavado con agua, para poder continuar

la inclusion sin que el fijador pueda interferir en este procedimiento.
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El agua fue eliminada de las muestras obtenidas a través de un proceso de
deshidratacion a través de la exposicion a una bateria de alcoholes de menor a
mayor grado (etanol al 30%, 50%, 70%, 90%, 95% hasta el alcohol al 100 %)
permaneciendo la muestra 1 hora en cada solucion. Posteriormente se procedi6 al
aclaramiento, en el cual las muestras fueron colocadas durante 2 horas en xilol, el
cual es una solucién miscible tanto con el alcohol como con la parafina liquida

(medio de inclusion).

Posterior a ello las muestras se impregnaron en parafina liquida (58° C durante 4
horas), gracias a que en su fase liquida esta sustancia tiene la capacidad de penetrar
y cubrir el tejido, endureciéndolo al instante por enfriamiento y por polimerizacion,
formando un bloque so6lido que permita su manipulacion para realizar los cortes

correspondientes con el micrétomo.

A través del micrétomo de rotacion Leica RM2125RT, se obtuvieron cortes
seriados de 5 micras de grosor, requeridos para analizar las 3 proteinas: NPY, MCH

y c-FOS.

Para el analisis de estas tres proteinas mencionadas a partir de los cortes obtenidos

se empleo la técnica de inmunohistoguimica, la cual es una técnica aceptada para

el analisis expresion molecular en células nerviosas'®’
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6.6.2. Anticuerpos
Las secciones coronales del area de hipotalamo fueron marcadas con anticuerpos
policlonales contra el MCH y NPY, en cortes seriados para evaluar la distribucion

de dichos neuropeptidos en el hipotalamo

6.7. Consideraciones para la técnica de inmunohistoquimica de

neuropeptidos:

Antes de realizar la inmunotincion, se inactivaron las peroxidasas enddgenas, a
través de la incubacion de las secciones por 30 minutos en una solucion de perdxido
de hidrogeno (6,6ml) y metanol (13,4ml). Las secciones fueron luego lavadas con
PBS por 30 minutos, despues se incubaron por 30 minutos en una solucién Mezcla
compuesta de PBS con 1% de suero de caballo y 0,3% de Triton X-100.
Posteriormente, estos cortes fueron incubados conjuntamente con un anticuerpo
policlonal anti-MCH (1/1000), anti-NPY (1/5000), usando para ello placas
individuales, por 1 hora sometidas a agitacion a temperatura ambiente y después se
dejaron incubar a 4 C° por toda la noche. Después de un lavado de 30 minutos en
PBS, los cortes se incubaron por una hora con un anticuerpo biotinilado anti-1gG-
conejo diluido 1/200 en la solucion. Tras un lavado en PBS por 30 minutos, los
cortes fueron incubados por 1 hora con el complejo avidina-biotina unido a
peroxidasa (ABC) diluido 1/100 en la solucion. Después de haber procedido al
lavado de los cortes en PBS por 30 minutos, se procedio a revelar los cortes con el
cromdgeno 3,3 -diaminobenzidina. Finalmente, tras lavar en PBS, las secciones se

montaron en laminas, siendo posteriormente cubiertas y selladas. Estas
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preparaciones fueron observadas bajo un microscopio de luz, y las imagenes fueron
capturadas con una camara de video acoplada a un sistema analizador de imégenes.
Para clasificar el tipo de neurona inmunorreactiva, se realiz6 una valoracién por
tres diferentes observadores con amplio conocimiento de la neuroanatomia de la
rata, estableciéndose criterios previos comunes de evaluacion, basados en la
cantidad de somas neuronales con significativa intensidad de marcado por
inmunohitoquimica. Si las valoraciones de los observadores eran diferentes, se

tomo el promedio. Estos niveles a clasificar fueron los siguientes:

Nivel 1:+ (Si hay de 1 a 5 somas inmunotefiidos por seccion).
Nivel 2: ++ (Si hay de 6 a 15 somas inmunotefiidos por seccion).

Nivel 3:+++ (Si hay méas de 15 somas inmunotefiidos por seccion).

6.8. Procedimiento de inmunotincién aplicada a los cortes obtenidos:

Los cortes primero fueron sometidos a recuperacion de antigeno, para ello se
sumergieron en buffer Citrato 10mM con 0.05% Tween 20, pH 6. Esta solucién se
sometio a calor por 2 ciclos de 5 minutos en microondas a potencia 6 (LG, 1000 W

potencia).

Luego de lavar los cortes en PBS 0.1M, se inactivo la peroxidasa enddgena del
tejido en una solucién de H202 al 3% en agua, durante 30 minutos. Luego se

lavaron 3 veces en PBS.

Se utilizd suero de caballo al 2.5% como bloqueante (Vector Laboratories), se

aplico sobre las laminas durante 20 minutos. Luego los cortes fueron incubados en
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los anticuerpos primarios anti rabbit durante 24 horas a 4°C: anti-NPY 1/5000
(Abcam, ab30914); anti-MCH 1/1000 (Abcam, ab174886); anti-c-FOS 1/500

(Sante Cruz Biotecnology, sc-8047)

Se lavaron en PBS 3 veces, y se aplico el anticuerpo secundario biotinilado anti
mouse/rabbit (Biotinylated Universal Antibody, Vector Laboratories) 1/200

durante 1 hora, luego se lavaron en PBS 3 veces.

Se incubo en solucion avidina-peroxidasa (Elite ABC Vectastain, Vector

Laboratories) durante 1 hora, luego se lavaron en PBS 3 veces.

Se revelo la inmunoreaccion con solucion de diaminobencidina (DAB peroxidase
substrate kit, Vector Laboratories) durante 1 a 5 minutos, se lavaron el agua
destilada y se deshidrataron en alcoholes, aclaro en xilol y se cubrio con resina

Entellan (Merck).

Analisis de Inmunoreaccion NPY, MCH, c-FOS:

Se procedi6 a evaluar la inmunoreaccion de las proteinas NPY, MCH y c-FOS en
dos areas del hipotalamo: Hipotalamo lateral (LH) y el Area Perifornical (PAF),
haciendo uso del reconocimiento estructural de los cortes obtenidos y la

comparacion correspondiente con el atlas paxinus.
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Usando un microscopio trinocular con cdmara digital (Leica, ICC50 HD, 3Mpx) se
procedio a contar el nmero de neuronas inmunoreactivas en un area de 400 micras2

a un aumento final de 400x.

6.9. Consideraciones éticas:

El ambiente en el cual se realiz6 todo el proceso de experimentacion, fue el Bioterio
del Laboratorio de Neurociencia y comportamiento (area de minilaboratorio),
ubicado en el sétano del edificio del LID, el cual cuenta con los equipos
mencionados para el trabajo de campo y las condiciones de mantenimiento de los

animales.

La sanidad de estos grupos experimentales estuvo monitoreada por la participacion

del Médico Veterinario, Jefe de Bioterio de la UPCH.

Al término de la parte experimental cada animal fue anestesiado con pentobarbital

sodico 60 mg/kg peso, para su correspondiente sacrificio.

6.10. Anélisis Estadistico:

Se describieron las proporciones de las variables encontradas en cada grupo
estudiado, evaluandose el resultado de cada una de estas. Se compararon los
resultados del grupo afectado por deprivacion del suefio y el grupo control usando
pruebas estadisticas paramétricas o no paramétricas de acuerdo a las distribuciones

halladas de cada variable.
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Se evalud el efecto de las multiples variables independientes encontradas utilizando
andlisis de regresion de acuerdo a la concentracion de neuronas tefiidas
inmunohistoquimicamente para los neuropéptidos a evaluar. Se comparo el grupo
no expuesto a los tanques con los grupos expuestos para evaluar si dicha exposicion
puede afectar significativamente los niveles de neuropéptidos en los roedores

estudiados.

Para el estudio de los datos de inmunohistoquimica de c-FOS se hizo el analisis de
varianza de una via con factor de grupo (Plataforma chica, Plataforma grande y
Control). Las comparaciones multiples se obtuvieron a través de la correccion de

Bonferroni.

Para el estudio de los datos de inmunohistoquimica del MCH también se hizo el
analisis de varianza de una via con factor de grupo (Plataforma chica, Plataforma
grande y Control). Las comparaciones multiples se obtuvieron a través de la

correccion de Bonferroni.

Para el estudio de los datos de inmunohistoquimica del NPY también se hizo el
analisis de varianza de una via con factor de grupo (Plataforma chica, Plataforma
grande y Control). Las comparaciones multiples se obtuvieron a través de la

correccion de Bonferroni.

Para el Test de Campo Abierto u Openfield se hizo la prueba T de Student. La

comparacion entre Plataformas fue a través del analisis de varianza de una via con
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factor de grupo (Defecation, Sniffing, Grooming, Rearing y Urination). Para hacer
las comparaciones multiples en este Gltimo caso se hizo la correccién de Bonferroni.
Para el Test de Morris se hizo el andlisis de varianza de una via con factor de grupo
(Plataforma chica, Plataforma grande y Control). Las comparaciones mdaltiples se

obtuvieron a través de la correccion de Bonferroni.
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VII. RESULTADOS

En el Test de Campo abierto el niUmero de ratas observadas fue de 4 en el pre testy
2 en el pos test de la plataforma chica, 3 en el pre test y 2 en el pos test de la
plataforma grande, y 3 en el pretest y 2 en el pos test del grupo control, cuyos
resultados se detallan en las Tabla 1 y se resumen en la Tabla 2, donde se observa
que el valor del post-test es superior al pre-test en general, apreciandose que después
de la deprivacion de suefio, el nimero de veces que las ratas olfatean y se paran es
mayor, lo cual refleja mayor actividad motora y tension; no se aprecia que el
namero de veces que se acicalan sea diferente. Esto se puede apreciar graficamente

en el Gréfico 3.

Los resultados del Test de Laberinto Acuatico 6 Test de Morris se observan en la
Tabla 3, donde se observa diferencia significativa entre el tiempo en segundos (s)
por grupo al comparar el grupo en la plataforma chica (grupo con deprivacion de
suefio paradojico) versus el grupo en la plataforma grande (grupo sin deprivacién
de suefio paraddjico) (p=0.002); de igual manera, al comparar el grupo de la
plataforma grande versus el grupo control (p=0.008) (Tabla 4). Se evidencio6 que
las ratas con deprivacion de suefio paraddjico demoraron mas en localizar la
plataforma oculta, lo que representa menor memoria visuespacial. Esto se aprecia

mejor en Grafico 4.

En el conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoquimica de proteina c-FOS

(actividad neuronal) se observd diferencia en el nimero de neuronas en las ratas de
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la plataforma chica (con deprivacion de suefio paradgjico) y la grande (sin
deprivacion) (Tabla 5), tanto en el nacleo perifornical (PFA) como en el
hipotalamo lateral (LH), siendo significativamente menor (p<0,01) en el grupo LH

(Tabla 6), lo cual se aprecia en el Grafico 5.

En el conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoquimica hormona
concentradora de melanina (MCH), también se observo diferencia significativa en
el nimero de neuronas del grupo de ratas en la plataforma chica (con deprivacion
de suefio paradojico) comparado con el grupo en la plataforma grande (sin
deprivacion) (Tabla 7), tanto en el nucleo perifornical (PFA) como en el
hipotdlamo lateral (LH), siendo menor (p<0,001 y p<0,05, respectivamente) en
ambos casos en el grupo con deprivacion (Tabla 8), lo cual se aprecia en el Grafico

6.

En el conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoquimica de neuropéptido
Y (NPY), también se observo diferencia significativa en el nimero de neuronas que
lo expresaban, entre el grupo de ratas en la plataforma chica (con deprivacion de
suefio paradogjico) y el grupo en la plataforma grande (sin deprivacion) (Tabla 9),
tanto en el nucleo perifornical (PFA) como en el hipotalamo lateral (LH), siendo
menor (p<0,001 y p<0,05, respectivamente) en ambos casos en el grupo con

deprivacién (Tabla 10), lo cual se aprecia en el Grafico 7.
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VIII. DISCUSION

El presente trabajo examind la relacion entre los efectos de la deprivacion de suefio
REM en roedores, los cuales fueron sometidos a un alojamiento que poseia para un
grupo plataforma chica (con restriccion de movimiento), rodeada de agua y para
otro grupo plataforma grande (sin restriccién de movimiento) rodeada de agua, para
proceder inmediatamente a los dias de evaluacion en campo al sacrificio y a la
cuantificacion de MCH/c-FOS y la de NPY/c-FOS, lo cual fue evidenciado por la
reaccién inmunohistoguimica, lo que permite una mejor comprension sobre el papel
de las neuronas MCH-érgicas y NPY-érgicas en los nucleos peri-fornical e
hipotalamo lateral, en la regulacion del suefio REM y no-REM. Ademas podemos
comparar las cantidades de neuronas que reaccionan MCH-érgicas y las NPY-
érgicas en los nucleos peri-fornical e hipotalamo lateral durante la deprivacion de

suefio en ratas.

El efecto de la deprivacién de suefio se evidencio en tension (mediante la prueba de
campo abierto) y en pérdida de memoria (mediante la prueba del laberinto

subacuatico).

En la prueba de campo abierto, fueron usados 5 parametros para evaluar:
defecacion, olfateo, acicalamiento, pararse, orinar, tal como lo propone Sebov *°;
aunque en los trabajos de Goma y Tobefia “°, y Martin-Arenas y Pintado ! se hace
mencion que no hay unidad estandarizada de medidas ni métodos estadisticos en

esta prueba. Esta prueba se usa cominmente para medir el comportamiento animal
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en un area determinada por una caja, la cual puede poseer diferentes medidas 2; la
medida del contenedor (caja) usado para este trabajo fue de 60 cm de largo y ancho,
y 60 cm de alto. Esta prueba es usada para medir la movilidad y la ansiedad de
animales *3, mediante el uso de un software 3, especialmente para ratas y ratones
39.44.45 pudiendo constatar que efectivamente tanto la movilidad y ansiedad se ven

afectadas por la exposicidn a la deprivacién de suefio.

Para la prueba del laberinto subacuético se us6 una piscina circular pintada de negro
con un diametro de 180 cm y una altura de 76 cm. Realizando en cada caso 4
intentos para que la rata llegue a la plataforma sumergida. Se pueden usar otras
dimensiones, por ejemplo Jiang y col. “ usaron un tanque circular de 90 cm de
diametro y 50 cm de altura. Se trata de un procedimiento simple que puede durar 6
dias y que nos permite diferenciar entre la condicién espacial (plataforma oculta) y
no espacial (plataforma visible) ’. En este trabajo la prueba demoro 12 dias. En este
trabajo se comprobo que la falta de suefio afecta a la memoria, lo que se evidencia
con esta prueba “8. Esta prueba se usa fundamentalmente para evaluar la memoria
49,50-51 "con la cual pudimos evidenciar que realmente la memoria visoespacial se

ve afectada en los animales sometidos a deprivacion.

Se encontro6 que el Neuropéptido Y, se relaciona con la deprivacién de suefio, pero
en el trabajo de Hwang y Lee > lo relaciona con la alimentacion y la excitacion. Se
detecto la presencia de Neuropéptido Y en el nucleo perifornical y en el hipotalamo
lateral, pero Hwang y Lee *2 lo detectaron principalmente en la amigdala, también

detectaron MCH en el hipotalamo lateral. En este trabajo se demostré la presencia
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de Neuropeptido Y en las regiones mencionadas, y que a su vez este experimenta
una reduccion en cuanto a su expresion durante el proceso de deprivacion de suefio

paraddjico.

Las neuronas que utilizan la hormona concentradora de melanina (MCH) ubicadas
en el hipotalamo lateral > y en el nicleo perifornical, se han visto implicados en
procesos criticos como el suefio 22 25354 como se comprobd en este trabajo. La
MCH también regula otras funciones como la alimentacion > % y siguen
variaciones del ciclo circadiano > %7, Esto se ha comprobado en diversas especies,
como ratas, ratones, gatos 3, etc. Ademas del hipotadlamo lateral y del nicleo
perifornical, la MCH se localiza en otras regiones *°. La presencia de MCH se
evidencia cuando hay deprivacion de suefio *8. En este trabajo se demostré la
presencia de MCH en las regiones mencionadas, y que a su vez esta experimenta
una reduccion en cuanto a su expresion durante el proceso de deprivacion de suefio

paradojico.

Se encontrd que cuando hay deprivacion de suefio en ratas, en el nacleo perifornical
y en el ndcleo hipotalamo lateral se expresan la hormona concentradora de melanina
(MCH) y Neuropéptido Y (MPY). Las referencias °* % 61 62 jndican que el
hipotalamo lateral desempefia un rol fundamental en diversas funciones y estados,
en los que incluyen los estados de suefio y vigilia, y expresan multiples
neuropéptidos * incluyendo la hipocratina en la vigilia y la MCH en el suefio.
Alteraciones en el hipotalamo lateral producen alteraciones en el suefio y la vigilia

63, 64 85 | as referencias también confirman que el ndcleo perifornical esta
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relacionado con la actividad suefio-vigilia y otras funciones % 57:%8.69_Qtros niicleos
ejercen control sobre las neuronas del area perifornical-hipotalamo lateral 7 "ty

este a su vez afecta otras areas > 3.

Se comprobd que en la deprivacion de suefio se expresa MCH y NPY pero hay otras
sustancias que estan implicadas en la regulacion del ciclo suefio-vigilia & 74 7> 76. 77,
78,79 y varios mecanismos 88182 por gjemplo el GABA influye en el suefio 8% 84,
Ca %" en el nicleo del rafe dorsal afecta la regulacion  suefio-vigilia ®. La

alimentacion en la noche induce la desincronizacion del ciclo suefio-vigilia & 8’

El suefio puede presentar trastornos o patologias 8, tenemos por ejemplo el
agotamiento profesional !, la enfermedad del suefio 8 % las pesadillas
postraumaticas %!, la narcolepsia % % % % También existen farmacos para sus

tratamientos %,

El hipotalamo produce varias sustancias con diversas funciones ** % %, En este
trabajo solo fue dirigido hacia la produccién y comportamiento de MCH y del NPY
en este estudio pero hay varias sustancias y varias estructuras involucradas en el
ciclo suefio-vigilia % 1%, Se observa activacion y silenciamiento de neuronas %,

Diversos farmacos % tienen efectos fisiologicos*®® o terapéuticos 1%,
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IX. CONCLUSIONES

Se encontro tendencia a que cuando habia deprivacion del suefio disminuyeron la
frecuencia de olfateo y de paradas en dos patas (comportamiento) de los animales

en estudio.

Se encontré que la deprivacion del suefio afectd de manera negativa aspectos
cognitivos como la memoria visuoespacial en los animales en estudio (disminucion

en la memoria)

Se encontro neuronas activas en el ndcleo perifornical e hipotalamo lateral tanto de
aquellos animales que fueron sometidos a deprivacion de suefio paraddjico como
de aquellos que no lo fueron. La inmunohistoquimica realizada en estas regiones
cerebrales nos indica que estas neuronas activas muestran expresion de MCH y

NPY.

Las neuronas activas tanto en el nacleo perifornical e hipotalamo lateral de los
animales que fueron sometidos a deprivacion de suefio muestran una reduccion en

la expresion de MCH y NPY.
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X. RECOMENDACIONES

Realizar estudios con un mayor tamafio de muestra, para comprobar las tendencias
encontradas. También, a partir del entendimiento del comportamiento en la
produccion de estos neuropeptidos en los centros descritos (Hipotalamo lateral y el
nucleo perifornical), seria importante iniciar nuevos estudios en la investigacion y
uso de nuevos farmacos relacionados a reducir los posibles efectos negativos a nivel
de comportamiento y memoria, como consecuencia de la deprivacién de esta

funcidn bioldgica tan importante como lo es suefio.
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Tablal. Resultados del Test de campo abierto (Open-Field).

Open — Field
Plataforma — Chica

Conducta Pre — Test (n=4) Post — Test (n=2)
Defecacion 1 1 1 1 1 1
Olfateo 60 55 44 56 59 66
Acicalamiento 2 5 4 4 3 4
Pararse 29 30 17 20 39 38
Orinar 1 1 1 1 1 1

Plataforma — Grande

Conducta Pre — Test (n=3) Post — Test (n=2)
Defecacion 1 1 1 1 1
Olfateo 60 | 53 48 76 73
Acicalamiento 2 5 4 7 8
Pararse 29 31 17 30 30
Orinar 1 1 1 1 1

Control

Conducta Pre — Test (n=3) Post — Test (n=2)
Defecacion 1 1 1 1 1
Olfateo 62 | 55 45 59 77
Acicalamiento 2 5 4 4 7
Pararse 31 31 18 40 32
Orinar 1 1 1 1 1

Siendo “n” el nimero de animales por grupo.




Tabla 2. Resumen de resultados del Test de campo abierto (Open-Field).

En el analisis estadistico del Test de Campo Abierto u Open-Field se obtuvieron los
siguientes resultados:

Tabla: Openfield
Pre-Test Post-Test
Media DE Media DE

Plataforma Chica
Defecacion 1.00 0.00 1.00 0.00
Olfateo 53.75 6.85 6250 4.95
Acicalamiento 3.75 126 350 0.71
Pararse 24.00 6.48 3850 0.71
Orinar 100 0.00 1.00 0.00
Plataforma Grande
Defecacion 1.00 0.00 1.00 0.00
Olfateo 53.67 6.03 7450 2.12
Acicalamiento 3.67 153 750 0.71
Pararse 25.67 7.57 30.00 0.00
Orinar 100 0.00 1.00 0.00
Control
Defecacion 1.00 0.00 1.00 0.00
Olfateo 54.00 8.54 68.00 12.73
Acicalamiento 3.67 153 550 212
Pararse 26.67 7.51 36.00 5.66
Orinar 100 0.00 1.00 0.00

* Analisis de resultado




Graéfico 3. Comparacion antes-después del Test de campo abierto (Open-Field).

Post Pre

60
1
[T

O 7 l I I
N

— = = =] =
o -
Chica Control Grande Chica Control Grande
[ snifing [ Grooming
[ Rearing

Graphs by Test



Tabla 3. Resultados del Test de Laberinto Acuatico.

JAULA JAULA JAULA
(Los que seran plataforma (Los que seran plataforma (Los que seran control)
chica) grande)
R1 R2 R3 R4 R5 R6
ler dia 29.06901 60.525336 9.804215 26.504982 | 34.543235 35.323876 ler Intento
sin suefio 49.828648 64.686016 12724995 60.783124 | 45.254686 42.789547 2do intento
7-9-17 13.666058 60.898 12.305081 60.663405 | 39.654765 39.095427 3er intento
" -2 5.514891 60.759685 14.360161 9.566322 51.76398 16.757643 4to intento
E 2do dia 68.164918 59.501059 6.247653 16.526102 | 37.786854 31.987065 ler Intento
< sin suefio 60242539 7.95214 6.511414 5.276818 | 42.090892 34.989065 2do intento
8-9-17 60.590023 13.88366 3.663448 9.40294 41.085278 26.986543 3er intento
-1 5.735484 23.741896 3.919538 4.897315 | 32.980765 35.989543 4to intento
Plataforma chica Plataforma grande Jaula - control
R1 R2 R3 R4 R5 R6
3er dia 8.372881 26.03663 14774117 8.167222 14.12469 32.648379 ler Intento
con suefio 15.791998 40.330241 12.468858 5.343578 | 18.976323 27.094783 2do intento
14-9-17 30.841975 19.349666 3.067026 5.434006 | 20.987653 29.745432 3er intento
-1 7.701681 10.709495 18.727821 3.9319991 | 19.109866 25.893234 4to intento
4to dia 31.064248 1.11261 3.767366 8.977558 | 21.987602 16.873234 ler Intento
@ con suefio 24.896659 21.877168 7.931313 19.870367 | 20.109862 20.763902 2do intento
% 15-9-17 21.702159 3.638976 22.334294 14.060831 | 16.297643 15.973123 3er intento
e -2 11.860008 2.169035 14.241151 9.394734 | 15.873792 19.673542 4to intento
5to dia 12.486553 33.379424 4.258831 5.988308 | 17.234997 | 13.94583356 ler Intento
con suefio 53.97504 23.572555 7.120264 14.925958 | 6.374894 7.867323 2do intento
19-9-17 8.160185 10.975362 4.312056 4551881 8.234526 9.234567 3er intento
-3 23.102896 5.321674 5.946677 5.055673 | 11.213679 10.873434 4to intento

Segundos




Tabla 4. Prueba ANOVA de una via entre grupos del Test de Laberinto Acuético.

Tabla: Morris
Media DE  p*

Post-Test
Plataforma Chica 18.68 13.07 0.001
Plataforma Grande 9.36 5.67
Control 17.70 6.98
* Analisis de varianza de una via
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Tabla 5. Conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoquimica de proteina c-

FOS, en el nacleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral

cel cFOS + Ndcleo Perifornical (PFA) (400 um?)

Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
18 5 23 47
28 11 11 19
32 9 22 34
48 8 51
5a 32 24
62 17 21
Me =10 Me =225 Me = 34
B cel cFOS + Hipotalamo Lateral (LH) (400 um?)
Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
1B 5 31 39
2B 10 19 18
3B 9 34 29
4B 7 46
5B 28 25
6B 10 28
Me =95 Me = 29.5 Me =29

Tabla 6. Neuronas positivas a proteina c-FOS, en el nucleo perifornical (PFA) e

hipotalamo lateral, Anélisis de varianza de una via (ANOVA)

Taba: ¢c-FOS
Neuronas p*
Media DE
PFA
Plataforma Chica 13.67 9.83 0.092
Plataforma Grande 25.33 13.43
Control 33.33 14.01
LH
Plataforma Chica 11.50 8.31 0.008
Plataforma Grande 30.50 9.18
Control 28.67 10.50

* Andlisis de varianza de una via



Grafico 5. Neuronas positivas a inmunohistoquimica de proteina c-FOS, en el
nucleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral (LH): Comparacién del conteo de

células inmunoreactivas
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Tabla 7. Conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoguimica de hormona

concentradora de melanina (MCH), en el nacleo perifornical (PFA) e hipotalamo

lateral

Neuronas MCH + Ndcleo Perifornical (PFA) ( 400 um?)

Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
12 3 31 15
22 7 18 11
32 3 16 9
42 3 9 10
52 4 13
6° 6 21
7° 18
Me =35 Me =18 Me =10.5
B Neuronas MCH + Hipotalamo Lateral (LH) (400 um?)
Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
1B 18 22 12
2B 7 13 16
3B 7 22 14
4B 11 14 21
5B 12 17
6B 15 17
7B 19
Me =115 Me = 17 Me =15

Tabla 8. Inmunohistoquimica de hormona concentradora de melanina (MCH):

Conteo de células inmunoreactivas y prueba de ANOVA de una via

Tabla: MCH
Neuronas *
p
Media DE
PFA
Plataforma Chica 4.33 1.75 <0001
Plataforma Grande 18.00 6.93
Control 11.25 2.63
LH
Plataforma Chica 11.67 4.37 0.045

Plataforma Grande 17.71  3.55
Control 15.75 3.86

* Andlisis de varianza de una via



Grafico 6. Neuronas positivas a inmunohistoquimica de hormona concentradora
de melanina (MCH), en el nucleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral (LH):

Comparacion del conteo de células inmunoreactivas

LH PFA
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Tabla 9. Conteo celular de neuronas positivas a inmunohistoquimica de

neuropeptido Y (NPY), en el nacleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral

Fibras NPY+ Nucleo Perifornical (PFA) (400 um?)

Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
12 17 5 21
28 9 22 31
3 5 15 28
42 18 16 27
52 11 15 29
62 9 12
Me =10 Me =15 Me =28

Fibras NPY+ Hipotalamo Lateral (LH) (400 um?)

Rata N° Plataforma Chica (#) | Plataforma Grande (#) Control (#)
1B 5 4 12
2B 10 19 12
3B 5 8 16
4B 6 9 19
5B 5 11 11
6B 5 6
Me=5 Me =8.5 Me =12

Tabla 10. Neuronas positivas a inmunohistoquimica de neuropéptido Y (NPY), en

el nacleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral, Analisis de varianza de una via

(ANOVA)
Tabla: NPY
Neuronas -
p
Media DE
PFA
Plataforma Chica 1150 5.05 <0.001
Plataforma Grande 14.17 5.56
Control 2720 3.77
LH
Plataforma Chica 6.00 2.00 0.013

Plataforma Grande 950 5.24
Control 14.00 3.39
* Andlisis de varianza de una via




Graéfico 7. Neuronas positivas a inmunohistoquimica de neuropéptido Y (NPY), en

el nucleo perifornical (PFA) e hipotalamo lateral (LH): Comparacién del conteo de

[T
o™
TeR
N
o
N
To R
—
S A °
|

células inmunoreactivas

LH PFA

—

Chica
Graphs by Area

Control Grande Chica Control Grande



Figuras:

Figura 1. Inmunohistoquimica de cFOS de las ratas control en el ndcleo perifornical y en el
nucleo hipotalamo lateral.



Figura 2. Inmunohistoquimica de cFOS de las ratas de plataforma grande en el nicleo
perifornical y en el nlcleo hipotalamo lateral. Primera parte



Figura 2. Inmunohistoquimica de cFOS de las ratas de plataforma grande en el nucleo
perifornical y en el nicleo hipotalamo lateral. Segunda Parte



3A 3B

Figura 3. Inmunohistoquimica de cFOS de las ratas de plataforma chica en el ntcleo
perifornical y el nicleo hipotalamo lateral. Primera Parte.



6A 6B

Figura 3. Inmunohistoquimica de cFOS de las ratas de plataforma chica en el nicleo
perifornical y el nucleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.
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Figura 4. Inmunohistoquimica de MCH de las ratas control en el nlcleo perifornical y en el
nacleo hipotalamo lateral.



Figura 5. Inmunohistoquimica de MCH de las ratas de plataforma grande en el nucleo
perifornical y en el ndcleo hipotalamo lateral. Primera Parte.



Figura 5. Inmunohistoquimica de MCH de las ratas de plataforma grande en el nucleo
perifornical y en el ndcleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.



Figura 6. Inmunohistoquimica de MCH de las ratas de plataforma chica en el nicleo
perifornical y en el nicleo hipotalamo lateral. Primera Parte.




Figura 6. Inmunohistoquimica de MCH de las ratas de plataforma chica en el nicleo
perifornical y en el nicleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.
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Figura 7. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas control en el ntcleo perifornical y en el
nacleo hipotalamo lateral. Primera Parte.



Figura 7. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas control en el nucleo perifornical y en el
nucleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.
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Figura 8. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas de plataforma grande en el nucleo
perifornical y en el ndcleo hipotalamo lateral. Primera Parte.



Figura 8. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas de plataforma grande en el nucleo
perifornical y en el ndcleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.



Figura 9. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas de plataforma chica en el nicleo
perifornical y en el nucleo hipotalamo lateral. Primera Parte.
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Figura 9. Inmunohistoquimica de NPY de las ratas de plataforma chica en el nicleo
perifornical y en el ndcleo hipotalamo lateral. Segunda Parte.



