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RESUMEN

El liquido amniético, el calostro y la leche contienen feromonas de afinidad en especies como el
conejo, el cerdo y quizas el humano. Estas feromonas parecen mediar el reconocimiento entre la
madre y su descendencia y producir tranquilidad en el recién nacido. En experimentos previos
hemos demostrado la presencia constante de 8 acidos grasos en los tres fluidos biolégicos antes
mencionados; dentro de ellos, el acido palmitico es el mas abundante, por un lado vy, es el
precursor de muchos de los demés acidos grasos encontrados, por el otro. Desde el punto de vista
neurofisioldgico, algunas estructuras cerebrales como la amigdala medial y el nicleo septal lateral
participan en el miedo y el hedonismo, respectivamente y por lo tanto en el reconocimiento social;
asi, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del acido palmitico sobre la responsividad
de la conexion amigdalina-septal. Se utilizaron 12 ratas macho Wistar adultas, asignadas a dos
grupos: grupo control-vehiculo (n=7; 1 ml/rata, i.p.) y otro grupo tratado con &cido palmitico (n=5;
153 pg/ml/rata, i.p.). Se obtuvo el registro unitario extracelular del nucleo septal lateral, antes,
durante y después de la estimulacion eléctrica de la amigdala medial. Los histogramas
periestimulo indicaron que el acido palmitico prolongé la latencia de la respuesta neuronal del
nacleo septal y disminuyé la actividad neuronal espontanea. Concluimos que el acido palmitico
promueve una disminucidn de la responsividad de las conexiones amigdalino septales, lo que
podria relacionarse con algun efecto tranquilizante, a la vez que también podria producir alguna
accién sedante.

INTRODUCCION

Las interacciones sociales, principalmente en mamiferos, parecen estar mediadas por una
comunicacion quimica que permite a los organismos comunicarse entre si mediante sustancias o
mezclas de compuestos, llamadas feromonas (Regnier, 1971). Entre las conductas sociales
influidas por feromonas, se encuentra el reconocimiento de conespecificos y de las crias, lo que
constituye una conducta de afinidad mediada quimicamente. Por ejemplo, en conejos Oryctolagus
cuniculus, se identificé una feromona contenida en la leche, la 2-metilbut-2-enal que promueve la
blusqueda y localizacién del pezén (Schaal et al., 2003). Asimismo, las crias del cerdo Sus scrofa,
son atraidas por los olores maternales (Morrow-Tesch y McGlone, 1990; Parfet y Gonyou, 1991).
Los componentes de la feromona que ejerce dicha atracciéon ya fueron identificados en el cerdo
(Pageat, 2001) y aislados a partir de fluidos maternales, el liquido amnidtico, el calostro y la leche,
estos acidos grasos son el palmitico, el oleico, el linoleico, el laurico, el miristico y el caprico
(Guiraudie-Capraz et al., 2005). A su vez, los recién nacidos del ser humano desarrollan una
orientacion positiva hacia la leche, el calostro y el liquido amnidtico (Lévy et al., 1983; Marlier et al.,
1998). Debido a que las sustancias odoriferas en el liquido amniético entran en contacto con los
guimiorreceptores nasales, los cuales son funcionales antes del nacimiento, se cree que los recién
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nacidos retienen una memoria olfativa de dicha experiencia prenatal y consecuentemente
responden, orientandose hacia las misma sefiales durante el periodo postnatal temprano (Hepper,
1995). Al igual que en el cerdo (Guiraudie-Capraz et al., 2005), en los seres humanos también se
han encontrado dichos acidos grasos en los tres fluidos biolégicos maternales (Contreras et al.,
2009a)., lo que sugiere que dichos compuestos podrian ser feromonas maternales que facilitan el
reconocimiento madre e hijo y que contribuyen al éxito de la transicion entre la vida pre y postnatal
del recién nacido Inclusive, la administracion de liquido amniético humano a ratas Wistar produce
efectos tipo ansiolitico en la prueba de enterramiento defensivo (Contreras et al., 2009b), un
modelo animal para el estudio experimental de la ansiedad. En el liquido amniético, calostro y
leche humanos, los &cidos grasos mas abundantes son el 4cido oleico, el linoleico y el palmitico.
Pero este ultimo es el acido graso de mayor concentracién en el liquido amniético (Contreras et al.,
2009a). Por cierto, el &cido palmitico, es el producto final del sistema de sintesis de los &cidos
grasos en las células animales, pero también es el precursor de otros 4cidos grasos de cadena
larga, una vez sintetizado, mediante procesos de elongacion o desaturacion, puede dar lugar a
grasos saturados e insaturados de cadena de mayor longitud, como el &cido estearico y el acido
oleico (Nelson y Cox, 2005).

Sin embargo las bases neurofisiolégicas de estas conductas de afinidad son desconocidas.
En este sentido, la amigdala y el septum son dos estructuras implicadas en la regulacion de los
estados emocionales (Amico et al., 2004; Dalgleish, 2004). La amigdala medial tiene proyecciones
directas con el nacleo septal lateral, por lo que se ha propuesto que forman un circuito que podria
mediar informacién feromonal u olfativa (Sheehan y Numan, 2000). A su vez, las eferencias del
septum lateral hacia algunos nudcleos del hipotdlamo, regulan respuestas auténomas y algunas
conductas sociales como la sexual y las respuestas maternales; ademas, el nicleo septal lateral
participa en el reconocimiento social (Dantzer et a., 1988). Por lo que el propésito del presente
trabajo fue evaluar el efecto del &cido palmitico utilizando una concentracién equivalente a la
presente en el liquido amniético humano sobre la actividad neuronal del ntcleo septal lateral ante
la estimulacion eléctrica de la amigdala medial.

MATERIAL Y METODO

Sujetos

Se utilizaron 19 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, con un peso de 300-350 g.
Las ratas se mantuvieron en un bioterio en cajas de acrilico traslicidas (45 x 30 cm de base y 30
cm de altura) en grupos de 6 a 8 por caja, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 h (7:00 AM a
7:00 PM) y con acceso libre a agua y alimento. Se siguié de forma estricta el Manual de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Farmacos

El vehiculo fue una mezcla de propilenglicol (96 %, J.T. Baker, México) y alcohol absoluto (4 %,
J.T. Baker, México). El acido palmitico (Sigma-Aldrich CO. PO St. Louis, MO USA) se disolvié en
dicho vehiculo y se inyectdé por via intraperitoneal en dosis de 153 pug/rata (la concentracion
equivalente a la detectada en el liquido amniético humano), 1 h antes del registro unitario
extracelular.

Grupos experimentales

Las ratas macho se asignaron aleatoriamente a dos grupos experimentales: el grupo control (n=
12), al cual se le administré vehiculo 1 h antes del registro electrofisiolégico unitario extracelular
(1.0 ml/rata, i.p.). Al grupo acido palmitico (n= 7) se le inyectd acido palmitico en dosis de 153
Mg/rata (1.0 mi/rata, i.p), 1 h antes de someterlos a registro electrofisioldégico unitario extracelular.
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Cirugia estereotaxica

Las ratas fueron anestesiadas con etilcarbamato (uretano 1gr/kg i.p. SIGMA), anestesia que no
interfiere con la actividad neuronal (Contreras et al., 1991). Luego se fijaron a un aparato
estereotaxico (Stoelting). Posteriormente se realiz6 un corte en la piel para exponer el craneo y
visualizar la sutura de bregma, la cual fue el punto de referencia para localizar la amigdala medial
(AP= 2.8 mm, L= 3.1 mm, H=-9.0 mm, por debajo de la superficie de la corteza) y el nlcleo septal
lateral (AP= 0.2 mm, L=+ 0.5 mm, H=-3.0 a .4.5 mm, por debajo de la superficie de la corteza).

Registro unitario extracelular

Para el registro de la actividad neuronal del nicleo septal lateral, se conectd la micropipeta a un
preamplificador GRASS 7P511L, donde las sefales registradas fueron enviadas a un amplificador
7P511K, después esta sefial se envid en paralelo a un osciloscopio Tektronix TDS3052B (para su
visualizacién) y a un estimulador GRASS S88 que convirtié la sefial en pulsos cuadrados de
amplitud y duracion constantes (4V, 0.6 ms). Posteriormente, la sefial se envi6 a la interfase (CED
MICRO 1401) para que el programa Spike2 proporcionara el andlisis de la frecuencia de disparo y
los histogramas periestimulo. El registro electrofisioldgico de la actividad neuronal del nlcleo septal
lateral incluy6: a) un registro basal de la actividad espontanea del nlcleo septal lateral durante 1
min; b) estimulacién eléctrica de la amigdala medial durante 1 min y registro simultaneo de la
actividad neuronal del nlcleo septal lateral y; c) registro post-estimulacion de la actividad neuronal
del nicleo septal lateral durante 1 min.

Control histol6gico

Al término de cada sesion, se marcé el sitio de estimulacién (amigdala medial) dejando pasar
corriente directa durante 1 min a través del electrodo de estimulacion. El sitio de registro (nucleo
septal lateral) se marcé con un preamplificador (DAGAN 2400) aplicando corriente de polaridad
positiva de 20 pA durante 20 min (Sanchez-Alvarez et al., 1988). Los animales fueron perfundidos
por via intracardiaca (ventriculo izquierdo) con 200 ml de solucién salina 0.9% y después con 200
ml de formaldehido al 30%. Posteriormente, se extrajeron los cerebros y se colocaron en 30 ml de
formaldehido por 48 h. Se colocaron en una solucién de sacarosa 10% en buffer de fosfatos 30 min
antes de realizar el corte. Con un microtomo (Criostato Leica CN 1510S) los cerebros fueron
congelados (-22 °C) y seccionados (40 micras). Los cortes se tifieron con la técnica de Nissl para la
verificacion histolégica del sitio de registro.

Analisis estadistico

Se emplearon dos formas de analisis de la actividad unitaria extracelular del nlcleo septal lateral:
1) Registro basal de la actividad espontanea del nlcleo septal lateral, sin estimulacion (1 min), y 2)
Registro periestimulo de base 25 ms. Esta forma de analisis, permite detectar algiin cambio en la
respuesta neuronal que involucre unas cuantas sinapsis. Los datos obtenidos fueron analizados
con la prueba t-Student para comparar el grupo control vs el grupo tratado con acido palmitico. Se
aceptaron como diferencias significativas, aquellas que alcanzaron p < 0.05. Los datos se
representan como la media + el error estandar.

RESULTADOS

La administracién de acido palmitico no modific la actividad neuronal del nicleo septal lateral
basal (minuto previo a la estimulacién eléctrica de la amigdala medial: [t = -0.664, 60 gl, p = 0.51,
NS]). En cambio, el analisis de los histogramas periestimulo base 25 ms indicaron que la actividad
neuronal del nacleo septal lateral fue significativamente menor en el grupo que recibié acido
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palmitico en comparacion con el grupo control [t = 2.14, 33 gl, p < 0.03]. Ademas la administracion
de acido palmitico prolongé la latencia de la respuesta neuronal del nucleo septal lateral ante la
estimulacion de la amigdala medial [t = 3.22, 33 gl, p < 0.003].

DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la administracion del acido palmitico
empleando una concentracion equivalente a la encontrada en el liquido amniético humano, sobre
la actividad neuronal del nlcleo septal lateral ante la estimulacion eléctrica de la amigdala medial.
Se parte de la base de que estas estructuras estan relacionadas con a) la respuesta a feromonas;
b) participan en la integracidbn de conductas emocionales, en especial las afiliativas; y, ¢) un
aumento de la responsividad de esta conexién podria estar relacionada con situaciones de alarma,
mientras que lo opuesto podria indicar alguna accién sedante y quiza ansiolitica. El andlisis de la
actividad basal y de los histogramas periestimulo indicé que la administracion de acido palmitico
redujo de manera significativa la actividad neuronal del niacleo septal lateral. Esta accion sobre la
actividad neuronal espontdnea se asemeja a las acciones de algunos farmacos ansioliticos como
el diazepam el cual produce una marcada atenuacion de la actividad espontanea del septum y del
hipotalamo lateral (Robinson y Wang, 1979), o bien el azolpidem que también disminuye la
actividad neuronal septal por aumento en la actividad GABAérgica (Ujfalussy et al., 2007). En
estudios previos de nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que el liquido amnidtico ejerce
una accion tipo ansiolitica en ratas Wistar y que el &cido palmitico estd presente en el liquido
amniotico humano (Contreras et al., 2009a; 2009b). En el presente estudio se demuestra que este
acido graso disminuye la responsividad de las conexiones amigdalino septales, lo cual podria
relacionarse con alguna accién o bien sedante o bien ansiolitica, posibilidades que quedan por
explorar en disefios experimentales ad hoc.
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DIVH-235961y TMJ-205773; y, SNI 32755-AGGG y 754-CMC.
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