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El efecto de la adrenalina sobre el consumo de
alimento y la expresion de C-fos en el sistema
nervioso central
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Resumen

La administracion iniraportal o iniraperitoneal (IP)
de adrenalina (A) produce hipofagia enlarata, mientras
que la inyeccion intravenosa o intramuscular (IM) no lo
hace. Se ha sugerido que la A actiia a nivel hepdtico para
controlar la ingesta de alimento por inedio de aferencias
vagales hacia el cerebro. En el presente trabajo se
utilizé la expresion del gene C-fos como indice de
actividad neuronal y se compararon los efectos
respectivos de la A IP e IM sobre la ingesta y la
activacion de areas del cerebro que reciben informacion
vagal aferente. Ratas Wistar machos fueron inyectadas
con solucion salina o A (100 pug/Kg) porviaIP o IM. I'n
un primer experimento, se determiné el consumo de
alimento. En un segundo experimento, se analizd
inmunohistoquimicamente la expresion de c-fos en
diversas dreas del cerebro. La A IP redujo el consumo de
alimento enun 75% (p - 0.01) mientras que la A IM no
tuvo efecto alguno. Los resultados de la expresionde c-
Jos indican que aquellas regiones del micleo del tracto
solitario/drea postrema que reciben aferencias
gastrointestinales y hepdticas son activadas de manera
especifica porlaadministracion IP de A. Esto concuerda
con la posibilidad de que su efecto hipofigico implique
aferencias vagales, posiblemente de origen hepdtico.
Sinembargo. algunos niveles superiores de integracion,
como los nucleos parabraquial y paraventricular no
parecen estar involucrados, o lo estdn de manera
inespecifica.

Palabras clave: adrenalina, aferencias vagales, C-fos
sistema nervioso central.
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Summary

Intraperitoneal (IP) or intraportal epinephrine (1)
administration produces strong hypophagia in rats
whereas intravenous or intramuscular (IM) injection
does not. These results suggest that E acts on liver to
control food intake through vagal afferents to the brain.
In the present wark, immediate-early gene c-fos
expression was used as an index of neuronal activity.
comparing the respective effects of IP and IM E on food
intake and on activation of brain areas that receive vagal
information. Male Wistar rats were I’ or IM injected
with saline or E (100 ugrkg). In a first experiment, food
intake was measured. In a second experiment, c-fos
expression in different brain areas was assessed
immunohistochemically. IP E administration reduced
food intake by 75% (p < 0.01) whereas IM E had no
effect. C-fos expression vesults showed that those solitary
fract nucleusrarea postrema regions receiving
gastrointestinal and hepatic vagal afferents were
specifically activated by IP E administration. These
results support the possibility that E decreases food
intake through a hepatic action involving vagal sensory
neurons. However, higher integration levels of vagal
information, such as lateral parabrachial nucleus or
paraventricular nucleus, do not seem to be implicated in
IP E effect on food intake.

Key words: epinephrine, vagal afferents, C-fos, central
nervous system.
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Introduccion

Para lalocalizacion de las vias nerviosas espe-
cificas involucradas en diversas respuestas, se
han utilizado métodos basados en el registro de la
actividad eléctrica y/ometabdlicade las neuronas.’
En afios recientes, mediante lainmunolocalizacién
de las proteinas 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
morfoldgicas.?

El proto-oncogene C-fos pertenece a una fami-
lia de genes que se conocen como genes de
expresion temprana, ya que se activan rapida y
transitoriamente con la estimulacion extraceluiar.
Se ha propuesto que estos genes forman parte de
una cascada de sucesos que acoplan las sefiales
extracelulares con la regulacion de la expresion
genética.?

E! proto-oncogene C-fos es un componente
normal del genoma celular, que usualmente se
expresa a tasas muy bajas, pero su expresién es
aumentada poruna variedad de estimulos, depen-
diendo del tipo celular.* La transcripcion 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 maximo a los
60-90 min y persiste por 2-5 horas.!

En particular, en las células nerviosas el gene
C-fos se expresa cuando ocurre despolarizacion,
3 porlo que su expresion constituye un buen indice
de la actividad de las neuronas en el sistema
nervioso central (SNC). Mediante técnicas de loca-
lizacién inmunoenzimatica 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 expresion de C-fos ha sido
empleada para investigar fos mecanismos
neuroendécrinos implicados en el comportamien-
to alimentario. Muchos estudios han analizado la
manifestacion de C-fos en respuesta a tratamien-
tos que modifican la ingesta a través de un efecto
central®’ o periférico.”"! Esta 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-
macién es transmitida al SNC por fibras aferentes
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del nervio vago.® 25 Se tiene bien caracterizado
que lainformacion vagal aferente liega, en primera
instancia, a nivel del nucleo del tracto solitario
(NTS)/area postrema (AP), regiones que constitu-
yen el primer nivel de procesamiento o integracion
de esa informacion.'>"” De esta manera, hay ex-
presion de C-fos en estas areas enrespuestaala
ingestion de alimento, "®2° asi como a la administra-
cion de sustancias que modifican la ingesta de
alimento y cuyo efecto es atribuido a la activacion
de mecanismos normales de hambre/saciedad.”
.18 | a administracion intraportal o intraperitoneal
(IP) de adrenalina (A) produce una marcada
hipofagia en animales ayunados, mientras que la
inyeccion intramuscular {IM) o intravenosa de A,
en las mismas condiciones experimentales, no
afecta el consumo de alimento.” 2! A partir de
estos resultados, se ha sugerido que ia A actia a
nivel del metabolismo hepatico y genera una sefial
de saciedad que es transmitida al SNC mediante
aferencias vagales.'> 2 Sin embargo, hasta la
fecha no se han estudiado los efectos delaA IP o
IM sobre [a actividad de las areas del SNC que
participan en el control de la ingestion de alimento
(hambre y saciedad) y que reciben la informacion
vagal aferente.

En el presente trabajo se compararon los efec-
tos respectivos dela A IP e IMsobre |a ingestion de
alimento y la-expresién de C-fos en el SNC,
particularmente en areas que, de manera general,
se sabe que reciben y/o integran la informacion
vagal aferente, como son el NTS/AP y el nicleo
motor dorsal del vago (DMN) a nivel bulbar, el
nticleo parabraquial (PBN) en mesencéfalo y el
nucleo paraventricular (PVN) en hipotalamo.

Material y métodos
Experimento 1

Se trabaj6 con 40 ratas Wistar macho de 200 a
250 g de peso corporal, alojadas en jaulas indivi-
duales, en camaras con control de luz-oscuridad
(luz de 9:00-21:00) y temperatura (23 = 1°C), con
agua y alimento ad libiturn. El dia de experimenta-
cion, los animales estaban en un ayuno previo de
16 horas y se dividieron en 4 grupos, de 10 ratas
cada uno, que recibieron solucién salina (S: NaCl
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0.9%) 0 A (100 pg/kg) cada una de ellas por via I[P
o IM. Después de la inyeccion, se ofrecid comida
normal (Purina para roedores) y se midi6 ef consu-
mo de alimento a los 30 minutos. Los resultados
obtenidos se expresan como media y efror estandar
y fueron analizados estadisticamente por ANOVA
bifactorial (via de administracién x sustancia in-
yectada) con posterior comparacién de medias por
la prueba de Newman Keuls.

Experimento 2
Animales

Setrabajo con 10 ratas Wistar macho de aproxi-
madamente 200 g de peso corporal, separadas de
2 en 2, en cajas de plexiglas en camaras con
control de luz-oscuridad (luz de 6:00 a 18:00 hrs.)
y temperatura (23 + 1° C), con agua y alimento
{purina) ad fibitum.

Tratamientos y obtencién de muestras

El dia de experimentacion se inyecté S o A (100
ug/kg), cada una de ellas por via |P o IMdando 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 vy, después de ligar la aorta inferior,
fueron perfundidos por via intracardiaca con solu-
cién salina helada, seguida de una solucién de
paraformaldehido al 4%, en amortiguador de
fosfatos 0.2 M, dando un pH final de 7.6. Después
de 20 minutos de perfusion se extrajeron los
cerebros y se colocaron en el mismo fijador duran-
te 2 horas; luego se transfirieron a una solucion de
sacarosa al 20%, en amortiguador de fosfatos 0.0
M a pH 7.2, en la cual se dejaron hasta el dia
siguiente. Los cerebros fueron montados en un
microtomo de congelacién (Histoslide 2000,
Reichert-Jung), con el cual se obtuvieron cortes de
40 mm de espesor que fueron colocados en un
solucién crioprotectora constituida por etilenglicol
al 30% vy glicerol al 20% en amortiguador de
fosfatos 0.05 M. Los cortes se guardaron a-40° C
por un periodo de dos meses hasta efectuar la
técnica inmunoquimica.
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Marcaje inmunohistoquimico de la proteina
Fos

Los cortes fueron incubados durante 20 minu-
tos en una solucién de suero de cabra (4%),
albumina sérica de bovino (1%) [fraccion V, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO] y tritén X-100 (0.4%)
en amortiguador de fosfatos 0.05 M, despuésdelo
cual fueron transferidos por 48 horas a 4° C enuna
solucién idéntica que contiene anticuerpos
policlonales IgG de conejo contra varios tipos de
proteinas Fos y complejos Fos/Jun (dilucién 1:
1,500) [Oncagene Science, NY]. Posteriormente,
los cortes fueron sometidos durante 60 minutos a
la accion de un segundo anticuerpo de cabra
biotinilado anti-IigG de conejo (dilucién 1: 1,500)
[Vector Laboratories, CA], después de lo cual
fueron incubados por 60 minutos en presencia de
un complejo avidina-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 sefial se intensificé
con sulfato de niquel.z

Los cortes asi marcados fueron montados en
portaobjetos y tefiidos mediante [a técnica de rojo
neutro.

Observacion y analisis

Enlas preparaciones histdlogicas obtenidas se
analizd la inmunoreactividad al Fos (i-Fos) con el
microscopio optico. Elanalisis se enfocé de mane-
ra particular al complejo dorsal del vago que com-
prende el NTS, el AP y el DMN, asi como a otras
areas mas rostrales como el PBN y el PVN,

Resultados
Experimento 1

La A administrada por via IP redujo el consumo
de alimento 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 via IM no tuvo tal
efecto, ya que la ingesta fue similar a la del grupo
que recibié S IM (Figura 1).
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Figura 1. Consumo de alimento durante 30 minutos después de la
administracion [P o IM de 100 pg/kg de adrenalina o de solucién salina.
n = 10 para cada arupo. A partir del ANOVA bifactorial, se reportan los
efectosg oba esde asoucion nyectaaa (S A;yae aviage aoministracivn
{IP IM) asi como ae la interacc on en‘re amoos factores (S A x P M)
** p<0.01vs Saina IP (prueba e Newman-Keuis)

Experimento 2

A nivel de NTS/AP, no hubo i-Fos en respuesta
a la administracién 1P o IM de S (Figuras 2A y B)
mientras que la inyeccion IP o IM de A si produjo
un marcada i-Fos en esa region (Figuras 2C, D, E
y F). Sin embargo, la densidad (ndmero de células
marcadas/nucleo), fue mayor en caso de la A IP
(Figuras 2C y D) que de la A IM (Figuras 2E y F).

Enrespuesta ala A IP, también se manifestd 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 posicién es adyacente a
lo largo del NTS, la i-Fos fue inexistente en la
mayoria de los casos (Figuras 2 y 3), con excep-
cién del tratamiento con A IP en el cual se observé
marcaje muy escaso (Figura 2D).

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

En el PVN hipotalamico, la inyeccién de S
produjo una ligera i-Fos unicamente cuando fue
administrada por via IP (Figura 4A) pero no por via
IM (Figura 4B). En contraste, se observd una
elevada densidad de i-Fos en el PVN tanto en
respuesta a la A IP (Figuras 5A, B y C) como IM
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(Figura 5D). De manera general, la densidad fue
mayor en la regién parvocelular.

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

Cuadro | Densidades (no. de células marcadas)
relativas de la i-Fos en respuesta a los distintos
tratamientos en las diferentes regiones analizadas.

Regién Tratamientos
Adrenalina Salina
P IM P M
AP/NTS 4+ - -
DMN + - - -
PBN - - - -
PVN B + -

AP. area postrema, NTS nlcleo cel tracto soltano DMN nuc eo
dorsa delvago PBN: nicleoparaoraqua PVN n.iceoparaventrc. ar
Densidad de lai-Fos: - ausente, + leve, ++ moderada, +++ aita, ++++
muy aita

\. J

Discusion

El efecto anorexiante de la A administrada por
viaIP confirma una serie de trabajos previos enlos
cuales se ha sugerido que el efecto se produce a
nive!l hepatico, ' 2 por medio de un cambio en el
metabolismo que se traduce en una hiperpolariza-
cién del hepatocito y una subsecuente disminu-
cién de descargas vagales aferentes lo cual, a
nivel de SNC, repercutiria en una inhibicién de la
ingesta.’> 22 Sin embargo, hasta la fecha no se ha
establecido aun a qué nivel del SNC se integra el
efecto periféricode la A parareducir el consumo de
alimento. Gracias a la utilizacion de la expresién de
C-fos como indice de actividad neuronal, el pre-
sente trabajo aporta los primeros resuitados en
este sentido.

Setiene bien establecido que laregiondel NTS/
AP recibe informacion relacionada con laingestion
de alimento a través de aferencias vagales de
diversos origenes (e.g. boca, faringe, esofago,
estdmago, intestino, higado).'® 7 De esta manera,
aquellos tratamientos o situaciones que producen
i-Fos en esa region implican la participacion de
tales aferencias, hecho que se puede comprobar
con la ausencia de i-Fos en respuesta a los mis-

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4




NTS

Figura 2. Fotomicrografias de [a i-Fos deratas tratadas con salina M (pdneles A y B), adrenalina IP (paneles C y D) y adrenaiina IM (péneles E.
y F) a nivel ae &rea postrema {AP). nJc eo ael tracto 5o 1arno (NTS) y nicieo dorsa de vago (DMN) Se muestran fotograflas a un a.mento de
12.5 X (parte 1zqu eraa, y 31.25 X (parte aerecha) * naca as zonas amp auas V: parte termina de V ventiic.lo

mos tratamientos en animales vagotomizados presenciadei-FosenelNTS/AP enrespuestaala
quirdrgica o quimicamente.” %' En este sentido, la A IP concuerda con la hipétesis planteada acerca
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Figura 3. Fotomicrografias (12.5 X) de Ia i-Fos de ratas tratadas con
adrenalina IP, enlas cuales se muestrael NTS enlas partes rostral (panel
A)y caudal (panel C) al AP, asl como al nivel del AP (panel B}. XII: nicleo
del nervio hipogloso, ver Figura 2 para las demas abreviaturas.

de un efecto visceral (probablemente hepético) de
esta hormona a través del cual modificaria la
ingesta.' 2 Los resultados del presente trabajo
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muestran que la inyeccion IP de A produjo mayor
respuesta que la inyeccion IM, lo cual concuerda
con los efectos respectivos de estas vias de admi-
nistracion sobre la ingestion de alimento.'2 2" 2 Es
importante sefialar que el NTS tiene unarepresen-
tacion viscerotdpica precisa: las aferencias
gastrointestinales y hepaticas se localizan en los
niveles caudales.”® " 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 1a marca dependiendo de la via de administra-
cién, que se trata de un efecto especifico y locali-
zado. Con el fin de confirmar lo anterior y poder
localizar de manera aun mas especifica el efecto
de la A, seria conveniente repetir los mismos
tratamientos en conjunto con vagotomias a distin-
tos niveles.

Apartirdel NTS/AP, lainformacion es integrada
en distintos niveles del SNC, que implican de
manera general ta participacion del DMN, del PBN
y del PVN entre otros.?* A nivel de DMN y de PBN,
la i-Fos fue poco marcada o inexistente en res-
puestaalaA, lo cualindica que hay pocao ninguna
participacion de estas areas en el efecto de ia A
sobre laingesta. Por otro lado, no hubo diferencia
alguna en la densidad de i-Fos en el PVN entre la
injeccion 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 administracion, 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
metabdlicos gue modifican la ingestion de alimen-
to parecen involucrar de manera exclusiva al NTS/
AP, sin ninguna participacion del PBN y/o del
PVN,ii) el NTS/AP esta especializado en funcio-
nes relacionadas con la ingesta, mientras que el
PBNy el PVN estan implicados en muchas funcio-
nes adicionales.? Lo anterior sugiere que la inte-
gracion a nivel de NTS/AP es suficiente para
explicar el efecto hipofagico de la A, o bien, que
otras regiones del SNC, diferentes al DMN, PBN y
PVN, participan en dicha integracién. Sin embar-
go, no se descarta del todo Ia eventual participa-
cion del PVN, posibilidad apoyada por una mayor
localizacién de la i-Fos en Ja regién parvocelular
del mismo, la cual tiene una reconocida participa-
cién en la ingestion de alimento, en contraste con
la regién magnocelular, cuyas neuronas se pro-
yectan a la neurohipéfisis.® Al considerar que la S
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Figura5. F delai-Fosde

a un aumento de 12.5 X (A), 31,25 X (8 y D) y 62.5 X (C).

Ver Figura 4 para las abreviaturas

Gac Méd Méx Vol. 131 No. 4

i .l,.ByC}nl

4 G B
M (pénel D), anivel de PVN. Se muestran fotograllas

415



IP también produjo i-Fos en el PVN, se requeriria
identificar el tipo de fibras que muestran i-Fos bajo
cada tratamiento y establecer en qué medida
participan éstas en la ingestion de alimento o en
otras funciones que se integran en el PVN.

En resumen, los presentes resultados indican
que el NTS/AP es activado de manera especifica
y localizada en respuesta a la administracion IP de
A. A su vez, esta observacion concuerda con la
posibilidad de que el efecto hipofagico de dicha
hormona implique aferencias vagales, posible-
mente de origen hepatico. Sin embargo, algunos
niveles superiores de integracién de la informa-
cion vagal, como el PBN y PVN, no parecen estar
involucrados o lo estan de manera inespecifica.
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