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Resumen 

La administración intraportal o iniraperrloneal (IP) 
deadrenalrna (A) produce hrpofagia en la rufo. mrenfras 
que la inyección infravenosa o inframuscular (IM) no lo 
hace. Se hasugeridoque 10.4 actiiaa nrvelhe[~átrcopara 
con/rolarla rnge.stade alimento por medro de ofirer7cias 
vagales hacia el cerehro En el presente trahajo se 
zrtilizó la expresión del gene C';fo.s como índice de 
actividad neurona1 y se compararon los efectos 
respecfrvos de la A 11' e IM sohre la ingesfa j3 la 
acfivacióndeárea.sde1 cerehro que recihen rnformacrón 
vagal aferenie. Ralas Wrstar mucho,s,fieron rnyectadus 
con solución salina o A (100 gpK@ por vio IP o IM. I h  
zm primer experimento. .se determinó el consumo de 
alimenro. I h  un segundo experimento, se analiz0 
inmunohi.stoqi~imicamenfe la expresrón de c+s en 
diversasrireasdel cerehro. LaA Il'rehllo elconsumode 
alimento en zm 75% (p - 0 01) mienfras que la A iMno 
tuvo efecto aln~no.  Los resu1fado.s de la expresión de c- 
fos indican que aquellas regiones del nlicleo del lracfo 
solitario/área postrema que recihen aftrencias 
gastroinfestrnales y hepcifrcas son nctrvada.s u'e manera 
especificapor laadmrn~~strac~On IPde A Bsfo concuerdo 
con la posrhilrdadde que su efccfo hipofngrco rmpliqiie 
qferencras vagales. posrhlemente de origen hepático. 
Sin emhnrgo. algunosniveles superiores de infegrocidn. 
como los núcleos parahraquial y paraventrrculur no 
parecen es~ar involucrado.~, o lo e.stán de manera 
rnespecifica 
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Intrapentoneal (11') or rntraporlal eprnephrine (A) 
adminrstratron produces strong hjpophagra in rais 
whereas rntravenous or intramuscular 0 rnlectron 
does not 7hese rerulrs suggesf that h acts on lrver to 
control foodintake through vagalaff2enlr io the hrain 
In the presenf work rmmedrafe-early gene c-fos 
expressron war used as un indez ofneuronal acfrvrfy 
companng /he rerpectrve effecfs ofll'and lMEon  food 
infakeandonacfivahon ofhrarnareuc that receive vagal 
inforniation Mole Wrstar ratr were II' or IM rnjecled 
wrlh saline or h (100 gykgj In a firrl experrment food 
rntake war meotured In a wcond experrment, c-fos 
ezpressron rn drfferent hrain areas was assesred 
~mmi~nohrstochemically IP E admrnistrafron reduced 
food rntake hy 75% (p 0 0 i )  whereas iM E had no 
effect C-fosexprerrron results showedlhaithose rolrlary 
lracl ni~cleirs area postrema regioni recerving 
gartroinfertinal and hepatrc vagal afferenfs were 
specifrcnlly activaled hy IP 1i. adminrsirairon Thete 
reiult\ support the possrhilr~y that 15 decreases food 
rntake through a hepolrc aclion involvrng vagal senrory 
neuronr However hrgher infegratron levels of vagal 
rnformatron ruch a\ laferal parahrach~al nucleus or 
paraventriczrlar nucleus do no1 seem to he rmplrcaled rn 
IP F effect on food rnfake 
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Introducción 

Para la localización de las vias nerviosas espe- 
cificas involucradas en diversas respuestas, se 
han utilizado métodos basados en el registro de la 
actividadeléctrica ylometabólicade las neuronas. l 
En años recientes, mediante la inmunolocalización 
de las proteínas expresadas por ciertos proto- 
oncogenes, en particular el C-fos, se ha podido 
confirmar o corregir los hallazgos previos, permi- 
tiendo realizar un mapeo funcional con bases 
morf~lógicas.~ 

El proto-oncogene C-fos pertenece a una fami- 
lia de genes que se conocen como genes de 
expresión temprana, ya que se activan rápida y 
transitoriamente con la estimulación extracelular. 
Se ha propuesto que estos genes forman parte de 
una cascada de sucesos que acoplan las señales 
extracelulares con la regulación de la expresión 
genét i~a.~ 

El proto-oncogene C-fos es un componente 
normal del genoma celular, que usualmente se 
expresa a tasas muy bajas, pero su expresión es 
aumentada poruna variedad deestimulos, depen- 
diendo del tipo ~e lu lar .~  La transcripción se inicia 
durante los primeros 5-10 min después de aplica- 
do el estimulo y la proteina Fos es detectable 
después de 30-45 min, alcanza un máximo a los 
60-90 rnin y persiste por 2-5 horas.' 

En particular, en las células nerviosas el gene 
C-fos se expresa cuando ocurre despolarización, 
3 porlo quesu expresiónconstituye un buen índice 
de ia actividad de las neuronas en el sistema 
nerviosocentral (SNC). Mediante técnicasde loca- 
lización inmunoenzimática de la proteina Fos, es 
posible analizar cualitativa, e inclusive 
cuantitativamente, la actividad neural dentro del 
SNC en respuesta a estimulos especificos. 

Entre otros, la expresión de C-fos ha sido 
empleada para investigar los mecanismos 
neuroendócrinos implicados en el comportamien- 
to alimentario. Muchos estudios han analizado la 
manifestación de C-fos en respuesta a tratamien- 
tos que modifican la ingesta a través de un efecto 
central5-' o periférico.'-l1 Está demostrado que las 
sustancias que modifican la ingesta actuando a 
nivel periférico, tienen sus efectos en el tracto 
gastrointestinal o en el higado, de donde la infor- 
mación es transmitida al SNC porfibras aferentes 

del nervio vago.s l2 l5 Se tiene bien caracterizado 
que la informaciónvagal aferente llega, en primera 
instancia, a nivel del núcleo del tracto solitario 
(NTS)/área postrema (AP), regiones que constitu- 
yen el primer nivel de procesamiento o integración 
de esa i n fo rma~ ión . ' ~~~~  De esta manera, hay ex- 
presión de C-fos en estas áreas en respuesta a la 
ingestión dea l iment~, l~ -~~as i  comoa laadministra- 
ción de sustancias que modifican la ingesta de 
alimento v cuvo efecto es atribuido a la activación 
de mecafismos normales de hambrel~aciedad.~- 
li lB La administración intraportal o intraperitoneal 
(IP) de adrenalina (A) produce una'marcada 
hipofagia en animales ayunados, mientras que la 
inyección intramuscular (IM) o intravenosa de A, 
en las mismas condiciones experimentales, no 
afecta el consumo de alimento.12 21 A partir de 
estos resultados, se ha sugerido que la A actúa a 
nivel del metabolismo hepático y genera una seíial 
de saciedad que es transmitida al SNC mediante 
aferencias vagales.l2. 22 Sin embargo, hasta la 
fecha no se han estudiado los efectos de la A IP o 
IM sobre la actividad de las áreas del SNC que 
participan en el control de la ingestión de alimento 
(hambre y saciedad) y que reciben la información 
vagal aferente. 

En el presente trabajo se compararon los efec- 
tos respectivos de laA IP e IM sobre la ingestión de 
alimento y la expresión de C-fos en el SNC, 
particularmente en áreas que, de manera general, 
se sabe que reciben y10 integran la información 
vagal aferente, como son el NTSIAP y el núcleo 
motor dorsal del vaao (DMN) a nivel bulbar. el 
núcleo parabraqu ia l - (~~~)  en mesencéfalo y el 
núcleo paraventricular (PVN) en hipotalamo. 

Material y métodos 

Experimento 1 

Se trabajó con 40 ratas Wistar macho de 200 a 
250 g de peso corporal, alojadas en jaulas indivi- 
duales, en cámaras con control de luz-oscuridad 
(luz de 9:OO-21:OO) y temperatura (23 I IoC), con 
agua y alimento adlibitum. El dia de experimenta- 
ción, los animales estaban en un ayuno previo de 
16 horas y se dividieron en 4 grupos, de 10 ratas 
cada uno, que recibieron solución salina (S: NaCl 
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0.9%) o A (100 pg/kg) cada una de ellas por vía IP 
o IM. Después de la inyección, se ofreció comida 
normal (Purina para roedores) y se midió el consu- 
mo de alimento a los 30 minutos. Los resultados 
obtenidos seexpresan como media y errorestandar 
y fueron analizados estadísticamente por ANOVA 
bifactorial (via de administración x sustancia in- 
yectada) con poste~orcomparación de medias por 
la prueba de Newman Keuls. 

Experimento 2 

Animales 

Setrabajó con 10 ratas Wistarmacho deaproxi- 
madamente200 g de peso corporal, separadas de 
2 en 2, en cajas de plexiglas en cámaras con 
control de luz-oscuridad (luz de 6.00 a 18:OO hrs.) 
y temperatura (23 I 1" C), con agua y alimento 
(purina) ad libitum. 

Tratamientos y obtención de muestras 

El dia de experimentación se inyectó S o A (100 
~glkg),  cada una de ellas por via IP o IM dando un 
total de 4 tratamientos: S IP (n=2), S IM (n=2), A IP 
(n=3) y A IM (n=3). Al cabo de 60 minutos, los 
animales fueron sacrificados con sobredosis de 
ketamina y, después de ligar la aorta inferior, 
fueron periundidos por via intracardiaca con solu- 
ción salina helada, seguida de una solución de 
paraformaldehido al 4%, en amortiguador de 
fosfatos 0.2 M, dando un pH final de 7.6. Después 
de 20 minutos de perfusión se extrajeron los 
cerebros y se colocaron en el mismo fijadorduran- 
te 2 horas; luego se transfirieron a una solución de 
sacarosa al 20%, en amortiguadorde fosfatos 0.01 
M a pH 7.2, en la cual se dejaron hasta el dia 
siguiente. Los cerebros fueron montados en un 
microtomo de congelación (Histoslide 2000, 
Reichert-Jung), conel cual seobtuvieron cortes de 
40 mm de espesor que fueron colocados en un 
solución crioprotectora constituida por etilenglicol 
al 30% y glicerol al 20% en amortiguador de 
fosfatos 0.05 M. Los cortes se guardaron a -40" C 
por un período de dos meses hasta efectuar la 
técnica inmunoquimica. 

Marcaje inmunohistoquimico de la proteína 
Fos 

Los cortes fueron incubados durante 20 minu- 
tos en una solución de suero de cabra (4%), 
albúmina sérica de bovino (1 %) [fracción V, Sigma 
Chemical Co., St Louis, M01 y tritón X-100 (0.4%) 
en amortiguadordefosfatos 0.05 M. después de lo 
cual fueron transferidos por48 horas a 4" C en una 
solución idéntica que contiene anticuerpos 
policlonales IgG de conejo contra vanos tipos de 
proteínas Fos y complejos Fos/Jun (dilución 1: 
1,500) [Oncogene Science, NY]. Posteriormente, 
los cortes fueron sometidos durante 60 minutos a 
la acción de un segundo anticuerpo de cabra 
biotinilado anti-lgG de conejo (dilución 1: 1,500) 
[Vector Laboratories, CA], después de lo cual 
fueron incubados por60 minutos en presencia de 
un complejoavidina-biotina-peroxidasa [Vectastain 
ABC Elite Kit, Vector Labs, CA]. El conjugado 
resultante, anticuerpo anti-Fos/peroxidasa, fue 
revelado con tetrahidrocloruro de 3.3' - diamino- 
benzidina como sustrato, y la seAal se intensificó 
con sulfato de 

Los cortes así marcados fueron montados en 
portaobjetos y tefiidos mediante la técnica de rojo 
neutro. 

Observación y análisis 

En las preparaciones histólogicas obtenidas se 
analizó la inmunoreactividad al Fos (i-Fos) con el 
microscopio óptico. El análisis se enfocó de mane- 
ra particular al complejo dorsal del vago que com- 
prende el NTS, el AP y el DMN. asi como a otras 
áreas mas rostrales como el PBN y el PVN. 

Resultados 

Experimento 1 

La A administrada porvia IP redujo el consumo 
de almento en un 75 % (p 0.01) con respecto al 
consumo del grupo tratado con S IP (Figura 1). Por 
otra parte, la A inyectada por vía IM no tuvo tal 
efecto, ya que la ingesta fue similar a la del grupo 
que recibió S IM (Figura 1). 
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ANOVA. 

! 
INYECCION Ip 

Figura 1. Consumo de alimento durante 30 minutos despues de la 
administraciein IP o IM de 100 kigikg de adrenalina o de soluci6n salina 
n = 10 Dara cada aruw. A Partir del ANOVA bifactoriai. se reportan los 
efeclosg oba esde a s o ~ c d n  nyectaaa (S A, yoe a rlaoeaoministracdn 
(IP IM) as1 como oe la inleracc on en're amoos faclores (S A x P M) 
" p c O 01 vs Sa ina IP (prJeba oe heman-Xedisl 

Experimento 2 

A nivel de NTSIAP, no hubo i-Fos en respuesta 
a la administración IP o IM de S (Figuras 2A y B) 
mientras que la inyección IP o IM de A si produjo 
un marcada i-Fos en esa región (Figuras 2C, D, E 
y F). Sin embargo, la densidad (número de células 
marcadas/núcleo), fue mayor en caso de la A IP 
(Figuras 2C y D) que de la A IM (Figuras 2E y F). 

En respuesta a laA IP, también se manifestó i- 
Fos en el NTS caudal al AP (Figura 3C); sin 
embargo, en las porciones rostrales al AP, la 
densidad de i-Fos en el NTS fue decreciendo 
hasta desaparecer (Figura 3A). 

A nivel del DMN, cuya posición es adyacente a 
lo largo del NTS, la i-Fos fue inexistente en la 
mayoría de los casos (Figuras 2 y 3), con excep- 
ción del tratamiento con A IP en el cual se observó 
marcaje muy escaso (Figura 2D). 

No hubo i-Fos, bajo ningún tratamiento, en el 
PBN localizado a nivel mesencefálico (resultados 
no mostrados). 

En el PVN hipotalámico, la inyección de S 
produjo una ligera 1-Fos únicamente cuando fue 
administrada por via IP (Figura 4A) pero no por via 
IM (Figura 48). En contraste, se observó una 
elevada densidad de i-Fos en el PVN tanto en 
respuesta a la A IP (Figuras 5A, B y  C) como IM 

(Figura 5D). De manera general, la densidad fue 
mayor en la región pa~ocelular. 

Los resultados anteriormente expuestos se re- 
sumen en el Cuadro I en el cual se indican las 
densidades relativas de la i-Fos en los distintos 
casos. 

Cuadro 1: Densidades (no. de células marcadas) 
relativas de la i-Fos en respuesta a los distintos 

tratamientos en las diferentes regiones analizadas. 

Región Tratamientos 
Adrenalina Salina 
IP IM IP IM 

APlNTS +++ ++ . - 
DMN + - - - 
PBN - - - .  

PVN ++++ ++++ + - 

AP drea postrema NTS n d e o  oel iracto soltarm DMh nuceo 
dorsa delvago PBN nJcteopara~raq~ a PVh  n.c eoparakenir c.. ar 
Densidad de la i-Fos - ausente. + leve, ++moderada. +++ alta. ++++ 
muy alta 

Discusión 

El efecto anorexiante de la A administrada por 
vía IP confirma una serie de trabajos previos en los 
cuales se ha sugerido que el efecto se produce a 
nivel hepático.122' por medio de un cambio en el 
metabolismo que se traduce en una hiperpolariza- 
ción del hepatocito y una subsecuente disminu- 
ción de descargas vagales aferentes lo cual, a 
nivel de SNC, repercutiría en una inhibición de la 
ingesta.12 22 Sin embargo. hasta la fecha no se ha 
establecido aún a qué nivel del SNC se integra el 
efecto periféricode laA para reducirel consumo de 
alimento. Graciasa la utilizaciónde laexpresión de 
C-fos como índice de actividad neuronal, el pre- 
sente trabajo aporta los primeros resultados en 
este sentido. 

Se tiene bien establecido que la región del NTSI 
AP recibe información relacionada con la ingestión 
de alimento a través de aferencias vagales de 
diversos orígenes (e.g. boca, faringe, esófago, 
estómago, intestino, higado).16." De esta manera, 
aquellos tratamientos o situaciones que producen 
i-Fos en esa región implican la participación de 
tales aferencias, hecho que se puede comprobar 
con la ausencia de i-Fos en respuesta a los mis- 
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Fiqura 2. Fotomicroqraflas de la i-Fos de ratas tratadas con salina !M ioáneles A v 6) .  adrenalina IP fodneies C v D) v adrenalina IM fodneies E 
y F) a nivel oe ares postrema (AP) nJc eo aei iracio so ia<.o (NTS) y n w e o  aorsd de vago (DMN) se miestran iotograíias a Jn a-memo de 
12 5 X (parte i z q ~  eraa, y 31 25 X (pane aeiecha) ' noca as zonas amp aoas V pdrte termsna de V venlrich 

mos tratamientos en animales vagotomizados presencia de i-Fos en el NTSlAP en respuesta a la 
quirúrgica o quírni~arnente.~~~~" En este sentido, la A IP concuerda con la hipótesis planteada acerca 
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Figura 3. Fotornicrografias (12 5 X) de la 1-Fos de ratas tratadas con 
adrenalina IP, enlascualessernuestraelNTSenlas partesrostral(pane1 
A) ycaudal (panel C) al AP, asicornoal nivel del AP (panel 8). XII' núcleo 
del nervio hipogloso. ver Figura 2 para las dernds abreviaturas 

de un efecto visceral (probablemente hepático) de 
esta hormona a través del cual modificaria la 
ingesta.12 22 LOS resultados del presente trabajo 

muestran que la inyección IP de A produjo mayor 
respuesta que la inyección IM, lo cual concuerda 
con los efectos respectivos de estas vías de admi- 
nistración sobre la ingestión de a l i m e n t ~ . ~ ~ . ~ ~ , ~ ~  Es 
importante sehalarque el NTS tiene una represen- 
tación viscerotopica precisa: las aferencias 
gastrointestinales y hepáticas se localizan en los 
niveles caudales.I6 l7 La i-Fos obtenida en res- 
puesta a la A se limita a las regiones caudales del 
NTS, lo cual sugiere, en conjunto con la densidad 
de la marca dependiendo de la vía de administra- 
ción, que se trata de un efecto especifico y locali- 
zado. Con el fin de confirmar lo anterior y poder 
localizar de manera aún más especifica el efecto 
de la A, seria conveniente repetir los mismos 
tratamientos en conjunto con vagotomias a distin- 
tos niveles. 

A partirdel NTSIAP, la información es integrada 
en distintos niveles del SNC, que implican de 
manera general la participación del DMN, del PBN 
y del PVN entre ~ t r o s . * ~ A  nivel de DMN y de PBN, 
la i-Fos fue poco marcada o inexistente en res- 
puesta ala A, lo cual indica que hay pocao ninguna 
participación de estas áreas en el efecto de la A 
sobre la ingesta. Porotro lado, no hubo diferencia 
alguna en la densidad de i-Fos en el PVN entre la 
injección IP o IM de A, lo cual sugiere que la 
diferencia en los efectos de la A sobre la ingesta, 
dependiendo de la via de administración, no 
involucra al PVN, en contraste con lo obtenido en 
el NTS. Lo anterior no es sorprendente si conside- 
ramos dos antecedentes: i) ciertos tratamientos 
metabólicos que modifican la ingestión de alimen- 
to parecen involucrar de manera exclusiva al NTSI 
AP, sin ninguna participación del PBN y10 del 
PVN,14 ii ) el NTSIAP está especializado en funcio- 
nes relacionadas con la ingesta, mientras que el 
PBN y el PVN están implicados en muchas funcio- 
nes adiciona le^.^^ Lo anterior sugiere que la inte- 
gración a nivel de NTSIAP es suficiente para 
explicar el efecto hipofágico de la A, o bien, que 
otras regiones del SNC, diferentes al DMN, PBN y 
PVN, participan en dicha integración. Sin embar- 
go, no se descarta del todo la eventual participa- 
ción del PVN, posibilidad apoyada por una mayor 
localización de la i-Fos en la región parvocelular 
del mismo, la cual tiene una reconocida participa- 
ción en la ingestión de alimento, en contraste con 
la región magnocelular, cuyas neuronas se pro- 
yectan a la neur~hipófisis.~Al considerar que la S 
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Figura 4. Fotomicrografias (31.25X) de la i-Fos de r a t a s  con salina IP (p&nelA) o lM (panel E), a nivel de núcleo paraventricular (PVN). 
V. tercer ventriculo. 
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