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OBJETIVOS

El objeto de estos estudios fue analizar en el bazo perfundido de gato varios
aspectos relacionados con la neurotransmisión adrenérgica cubriendo los siguien
tes tópicos:
I) El metabolismo de la noradrenalina liberada espontáneamente y por estímulo ner
vioso, se debe a la actividad de las enzimas pre y postsinápticas. Estudios rbd
lizados en distintos tejidos revelaron que una gran porción del neurotransmisor
adrenórgico liberado en condiciones de reposo y por estímulo nervioso, se recogía
metabolizado (Langer, 1970; Su y Bevan, 1970; Roffer-Tarlov y Langer, 1971;

Langer, Enero y Stefano, 1972; Adler-Graschinsky, Langer y Rubio, 1972; Graefe,
Stefano y Langer, 1973; Langer, 1974a).

Fue de nuestro interés, analizar en el bazo perfundido de gato, el metabolismo
de la noradrenalina en condiciones de reposo y cuando se induce la liberación del
neurotransmisor por estímulo nervioso. Con el objeto de determinar si los meta
bolitos se formanen el terminal nervioso o en el tejido efector, se utilizaron
drogas que inhiben la captación neuronal y extraneuronal de noradrenalina.

Se estudió el metabolismo del neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa
a distintas frecuencias, dado que Langer (1970) sugirió que el metabolismo de la
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa era inversamente proporcional a la
frecuencia de estimulación aplicada. En adición, para cada frecuencia de estimula
ción nerviosa, se analizó el metabolismode la noradrenalina liberada durante y
después del período de estimulación, en condiciones controles, con inhibición de
la captación neuronal y extraneuronal y con bloqueo de los receptores alfa pre
y postsináptico.

En un órgano perfundido, un aumento (Hertting, 1964) o una disminución (Kirpekar
y Puig, 1971) del flujo, pueden modificar la captación y la liberación de noradrena
lina durante la estimulación nerviosa. Por lo cual, se analizó la influencia de
la interrupción de la perfusión del bazo, sobre la liberación y metabolismodel
neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa.



II) Se han postulado recientemente que la cantidad de noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa es regulada por dos mecanismosde retroinformación presináp
ticos. El primero mediadopor receptores beta, sería activado por concentraciones
bajas de noradrenalina, originando un aumentoen la cantidad de neurotransmisor li
berado por estímulo nervioso (Adler-Graschinsky y Langer, 1975). El segundo mediado
a través de receptores adrenérgicos alfa, actuaría cuando se alcanzan concentracio
nes altas de noradrenalina en el espacio sináptico originando una inhibición del
neurotransmisor liberado por estímulo nervioso (Langer, l974b).

En relación al mecanismode retroinformación positiva, estudiamos en el bazo per
fundido de gato, los efectos sobre la neurotransmisión adrenérgica de un agonista de
receptores beta, el isoproterenol y de un bloqueante beta, el propranolol.

Una observación experimental que ha llamado la atención desde que aparecieran los
trabajos de Browny Gillespie (1957) es que los bloqueantes de receptores alfa, como
la fenoxibenzamina, aumentenmenos la liberación del neurotransmisor adrenérgico in
ducido por estimulación nerviosa cuando se aplican frecuencias altas (30 Hz). Dado
que este efecto no puede ser atribuido a la inhibición de la captación neuronal por
fenoxibenzamina, se pensó que podría estar relacionado con los valores altos de li
beración por shock obtenidos a frecuencias altas, en ausencia de droga. Al despo
larizar los nervios adrenérgicos a frecuencias altas, entraría una mayorcantidad
de calcio (Cubedduy Heiner, l975b) al terminal nervioso, lo cual podría desensibi
lizar el mecanismode retroinformación negativa que regula la liberación de noradrena
lina. Conel objeto de explorar esta posibilidad se estudió el efecto de la activa
ción por el agonista exógeno, noradrenalina y del bloqueo por fenoxibenzamina de los
receptores alfa presinápticos que regulan la liberación del transmisor por estimula
ción nerviosa a distintas frecuencias. Enestos experimentosse utilizaron distin
tas concentraciones de calcio en el medio de perfusión.

En el bazo perfundido de gato, las respuestas del órgano efector son mediadas a
través de receptores de tipo alfa. Si los receptores alfa del terminal adrenérgico
y la célula efectora fueran idénticos y si se estipula que para igual ocupación de
los receptores, las respuestas son idénticas, se debería requerir la mismaconcentra
ción de noradrenalina para activar los receptores alfa pre y postsinápticos. Bajo



estas condiciones en los tejidos en los cuales las respuestas del órgano efector
son mediadasa través de receptores alfa, la autoinhibición del transmisor libe
rado, reduciría la disponibilidad de noradrenalina para generar una respuesta del
órgano efector. Esto reduciría la eficiencia de la neurotransmisión.

Una segunda posibilidad es que los receptores alfa pre y postsinápticos no sean
idénticos y que 1a afinidad de 1a noradrenalina para estos dos receptores difiera.

Esta hipótesis diFerencial entre los receptores alfa pre y postsinápticos podría
reflejarse en la diferencia de potencia de un antagonista alfa irreversible, para
bloquear los receptores presinápticos o postsinápticos. Se investigó esta posibi
lidad usando concentraciones bajas de fenoxibenzamina en el bazo perfundido de gato
y se comparóla potencia relativa de esta droga para bloquear las respuestas del
órgano efector y aumentar la liberación del transmisor por estimulación nerviosa.

III) Las prostaglandinas exógenas de la serie E inhiben la liberación de noradrena
lina inducida por estimulación nerviosa en órganos de diferentes especies (Hedqvist,
l970a, 1973, 1974; Stjarne, 1972, l973a,b,c,d,e). Se ha postulado que las prosta
glandinas, liberadas por estimulación nerviosa, podrían mediar un mecanismoendógeno
de retroinformación inhibitorio que regularía la liberación de noradrenalina (Hedqvist,
l970a,b, 1973, 1974; Stjarne, 1972, l973a,b,c).

Si existe un mecanismoendógeno de retroinformación negativo mediado por prosta
glandinas, debería aumentar la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa
cuando 1a síntesis de prostaglandinas se inhibe por drogas. Noobstante, la inhibi
ción de la síntesis de prostaglandinas por drogas da lugar a pequeños aumentos
(Fredholm y Hedqvist, 1973; Starke y Montel, 1973; Stjarne, 1973 a,b,c) o no se
obtienen aumentos (Hoszowskay Panczenko, 1974) en la liberación de noradrenalina
inducida por estimulación nerviosa.

En publicaciones recientes se sugirió que las prostaglandinas reducirían la
disponibilidad del calcio necesario para la liberación del transmisor por estimula
ción nerviosa, lo que aumentaría el efecto inhibitorio de las prostaglandinas sobre
la neurotransmisión (Stjarne, 1973 d,e; Hedqvist, 1973). En consecuencia, en este
trabajo, estudiamos en el bazo perfundido de gato, los efectos sobre la neurotrans



misión adrenérgica de la prostaglandina de la serie E2 y de la inhibición de la
síntesis de prostaglandinas por indometacina en presencia de diferentes concen
traciones de calcio. Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando dos fre
cuencias de estimulación nerviosa, 5 y 30 Hz.



INTRODUCCION



INTRODUCCION

SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

SINTESIS, HACENAHIENTO, LIBERACION POR ESTIMULACION NERVIOSA Y CAPTACION DE

LA HORADRENALIKA.

METABOLISMO DE LA NORADRENALINA

REGULACION DE LA LIBERACION DE KORADRENALIXA POR IST WULACION NERVIOSA

INHIBICION DE LA LIBERACION DE NORADRENALIKA INDUCIDA POR ESTIMULACION NERVIOSA
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INTRODUCCION

A - SISTEHI NERVIOSO AUTONOMO

El sistema nervioso autónomo, llamado también visceral, vegetativo o sistema
nervioso involuntario, está constituido por centros nerviosos, plexos y ganglios
que proveen la inervación del corazón, vasos sanguíneos, vísceras y músculos li
sos.

El sistema nervioso autónomo formado por una porción central y otra perifé
rica, regula muchas funciones internas del organismo que no están bajo el control
voluntario y se halla dividido anatómica, fisiológica y farmacológicamente en dos
partes: el simpático y el parasimpático.

En el sistema nervioso central existen centros a nivel espinal, bulbar, hipota
lámico y de la corteza cerebral, coordinadores de las funciones viscerales, cuyos
impulsos actüan sobre las células conectoras del sistema nervioso autónomo.

El centro de integración más importante del sistema nervioso autónomoes el
hipotálamo, principalmente en lo que concierne a la regulación de la temperatura
corporal, balance hídrico, secreción gástrica, metabolismode lípidos, presión
sanguínea.

El sistema nervioso autónomoregula la frecuencia y fuerza de contracción del
corazón, el calibre de los vasos sanguíneos, 1a contracción o relajación del mGSCu
lo liso del intestino, vejiga y bronquiolos, la acomodaciónvisual y el diámetro
pupilar, la secreción de las glándulas exócrinas y otras.



En general, los dos sistemas son fisiológicamente antagónicos, de forma que
si uno de ellos estimula una cierta función el otro la inhibe; la mayoría de
las viseeras (órganos efectores) están inervados por ambossistemas, y el nivel
de actividad en cualquier momentoes la sumaalgebraica de las dos influencias.

Los trabajos de Gaskell (1916), conjuntamente con los de Langley (1921) dieron
el conocimientodefinitivo de la arquitectura anátomo-fisiológica del sistema
nervioso autónomoo

A principios del siglo XIXvarios investigadores describieron que ciertas sus
tancias químicas producían acciones sobre las células efectoras y que esas accio
nes tenían características similares a las respuestas producidas por estimulación del

sistema nervioso autónomo. Se observó que cuando se inyectaba extracto de glándulas
adrenales, se producían efectos que mimetizaban la estimulación nerviosa simpática
(Langley, 1901). Posteriormente, en estudios realizados por Dixon (1907) se encon
tr6 que la muscarina y la pilocarpina mimetizaban la estimulación de los nervios pa
rasimpáticos. Gracias a estas observaciones y al mapeode las fibras pre y postgan
glionares del sistema nervioso autónomorealizados por Langley y Dickson (1889),uti—
lizando nicotina, que producía estimulación y posterior bloqueo de los ganglios,
Langley (1921) llegó a dos conclusiones importantes: l) Que existen dos divisiones
dentro del sistema nervioso autónomo: el sistema nervioso simpático y el sistema ner
vioso parasimpático. 2) Que en ambas divisiones la primer neurona (preganglionar)
se origina dentro del sistema nervioso central y hace sinapsis con una segunda neuro
na (postganglionar) fuera del sistema nervioso central.

La primera sugestión que los impulsos nerviosos se transmitían de una célula a
otra a través de mediadores químicos fue dada por'Dubois-Reymond (1860). Varios
años más tarde, cuando ya se conocían las acciones de los extractos de médula adre
nal sobre los nervios del sistema nervioso autónomo, Elliott (1905) y posteriormente,
Dixon y Hamill (1909) sugirieron que el sistema nervioso autónomo actuaba liberando



adrenalina de las terminaciones postganglionares.
Simultáneamente en 1907, Dixon concluyó de sus datos experimentales con muscari

na y con pilocarpina que la excitación de los nervios inducía la liberación local de
una hormona, 1a cual causaba una actividad específica por combinación con algunos cons
tituyentes del órgano efector, músculo o glándula. En ese mismo año Hunt anunció sus

estudios sobre acetilcolina y otros ésteres de la colina. En 1914, Dale reinvestigan
do los efectos de las propiedades farmacológicas de la acetilcolina, fue impresionado
por la fidelidad con que esta droga reproducía los efectos de la estimulación de los
nervios parasimpáticos, e introdujo el término “parasimpátomimético”para caracterizar
estos efectos. Fue Dale también quien observó el efecto fugaz de la acetilcolina y
sugirió que debía existir una esterasa en los tejidos que hidrolizaba a la acetilcoli
na en ácido acético y en colina. La primera confirmación experimental de la hipótesis
que los impulsos nerviosos se transmitían por sustancias químicas fue obtenida por
Loewi (1921) y simultáneamente por Cannon y Uridil (1921).

Los brillantes experimentos de Loewi, comenzados en 1921, se basaban en la estimu
lación del nervio vago del corazón de rana perfundido (dador). El líquido de perfu
sión del dador se utilizaba para perfundir un segundo corazón de rana (receptor). Una
sustancia que se liberaba del primer corazón, disminuía la frecuencia del corazón re
ceptor. Loewillamó a esta sustancia "Vagusstoff" (sustancia vagal). Posteriormente
Loewiy Navratil (1926) identificaron esta sustancia comoacetilcolina. Loewi también
descubrió que se liberaba al líquido de perfusión una sustancia aceleradora, similar
a la adrenalina, cuando el efecto de las fibras simpáticas del vago de rana predomina

ba sobre aquel de las fibras inhibidores. Noobstante, los resultados de Loewi no fue
ron corroborados inmediatamente debido a dificultades técnicas. En 1927, Rylant, uti
lizando corazón de conejo y posteriormente Felderg y Krayer (1933) en gatos y en perros
intactos, con diseños similares al utilizado por Loewi, confirmaron que por estimula
ción vagal se liberaba acetilcolina.



Otros investigadores, establecieron luego definitivamente que el transmisor quí
mico en los tejidos inervados por el sistema nervioso parasimpático era la acetilcoli
na, la que daba lugar a una respuesta característica en el órgano efector.

Dadola similitud entre los efectos de 1a estimulación de los nervios simpáticos
y aquellos obtenidos por la adrenalina, se pensaba que el transmisor liberado por las
terminaciones simpáticas era la adrenalina, concepto que fue aceptado hasta el año

1945 y que dio lugar a cierta confusión dentro del campode la neurotransmisión adrg
nérgica.

La noradrcnalina fue sintetizada en 1904 por Stolz, quien demostró que era menos
tóxica que la adrenalina y que ambas tenían igual potencia comosustancias presoras.
Si bien estas propiedades fueron corroboradas por Biberfeld (1906), se le dio poca
atención en esa época a la posibilidad que la noradrcnalina pudiera tener un papel fi
siológico dentro de la neurotransmisión adrenérgica.

Noobstante, surgieron discrepancias inherentes al concepto que la adrenalina fue
ra el transmisor adrenérgico. Barger y Dale (1910) encontraron el bien conocido efec
to reversible de las respuestas presoras a la adrenalina luego del bloqueo de los re
ceptores adrenérgicos con ergotamina. Sin embargo este efecto no pudo ser demostrado
ni para la noradrenalina, ni para la estimulación de las fibras nerviosas simpáticas.
Las diferencias encontradas por Cannony Rosenblueth (1933) entre las acciones del
transmisor liberado por estimulación nerviosa simpática y de la adrenalina, dio lugar
a la teoría de las dos simpatinas. Cannony Rosenblueth sugirieron que se liberaba

un mediador común (M) de los nervios simpáticos, que al combinarse con las sustancias
E 6 I de la célula efectora formaba los compuestos simpatina E o simpatina I, los cua
les tenían efectos excitatorios e inhibitorios respectivamente.

Bacq (1934) y posteriormente Stehle y Ellsworth (1937) sugirieron que la noradrg
nalina podría ser equivalente a la simpatina E de Cannony Rosenblueth (1933). Pos
teriormente Bacq (1935) modificó su teoría y sugirió que la simpatina E no era nora
drenalina sino una forma parcialmente oxidada de la adrenalina.



Otra teoría que prescindió de las sustancias intermedias E e I del tejido efector
fue la propuesta por Creer, Pinkston, Baxter y Brannon (1938) quienes sugirieron que
las terminaciones nerviosas simpáticas podían liberar los dos transmisores y que estos
tendrian una acción directa sobre la célula efectora. Sugirieron a la noradrenalina,
comotransmisor excitatorio y a la adrenalina comoinhibitorio.

Otra serie de evidencias que llevaron el reconocimiento final de la noradrenalina
comosustancia de importancia fisiológica fue el descubrimiento de la enzima l-DOPA
decarboxilasa en tejidos de mamíferos por Holz, Heise y LUdtke (1938). Dichos autores
encontraron que esta enzima convertía 1a 3-4 dihidroxifenilalanina en dopamina, la
cual diferia de la noradrenalina por la ausencia de un grupo OHen posición beta.
Blaschko (1939) sugirió que la noradrenalina podría formarse comoun intermediario en
la síntesis de adrenalina a partir de 3-4 dihidroxifenilalanina (DOPA).

Posteriormente fue confirmada la presencia de noradrenalina en distintos tejidos
y nervios (Bacq y Fisher, 1947; Holtz, Credner y Kroneberg, 1947; Schmiterle, 1948).
La noradrenalina fue resuelta en sus isómeros ópticos por Tuller (1948) y Euler (1948)
la aisló del nervio esplénico, y la identificó comoel isómero L.

La evidencia que la noradrenalina es la catecolamina predominante en tejidos perl
féricos y en nervios adrenérgicos se debe a los trabajos de Euler (Euler, 1946, a, b,
c, 1948, 1950; Eulcr y Lishajko, 1957), quien comparó las propiedades de la adrenalina
con la de extractos de nervio esplénico, bazo e hígado de mamífero, encontrando gran

nümerode diferencias. Euler concluyó que la noradrenalina era el neurotransmisor pre
dominanteen el sistema nerviososimpáticoy que debía haber dos sustancias transmisoras
que propuso llamaralas simpatina A (adrenalina) y simpatina N (noradrenalina).

A pesar de toda la evidencia en favor de la identidad de la noradrenalina con el
neurotransmisor simpático, el concepto no fue aceptado inmediatamente. En 1948,
Alhquist postuló que la adrenalina era el ünico transmisor y que su acción dependía de
la presencia de dos tipos de receptores que llamó alfa y beta.
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Luego que fuera demostrado que la l-noradrenalina estaba presente en órganos in
nervados por el sistema nervioso simpático, se tuvieron las primeras evidencias que la
noradrenalina se liberaba de tales órganos por estimulación de las fibras_postganglio
nares simpáticas (Peart, 1949; West, 1950; {anny West, 1950, 1951; Outschoorn y Vogt,
1952; Outschoorn, 1952).

La evidencia concluyente en favor del hecho que la noradrenalina era el único
transmisor fue dado por los trabajos de Euler (1951, 1956, 1959). Los términos simpa
tina N y simpatina A no son usados actualmente y se acepta que la noradrenalina es el
Gnico transmisor en los tejidos adrenérgicos periféricos de mamíferos y que las trazas
de adrenalina encontradas en muchostejidos periféricos no están conectadas con la
neurotransmisión adrenérgica (Euler, 1959).

Los estudios de Falck, (1962) demostraron la presencia de noradrenalina en los ter
minales simpáticos por primera vez mediante métodos de fluorescencia histoquímica.

Estos estudios llevaron al conocimiento del sistema nervioso autónomoque se divi
de en sistema nervioso simpático y sistema nervioso parasimpático. Ambossistemas tie

nen su nacimiento en células del sistema nervioso central, desde donde salen los axones
que van a hacer sinapsis en los ganglios periféricos. De cada ganglio salen a su vez
neuronas que van a inervar los órgnos efectores. Mientras que las neuronas pre y post

ganglionares del sistema parasimpático son colinérgicas, sólo las neuronas pregangliong
res del sistema simpático son de este tipo. Las neuronas postganglionares del sistema
simpático son adrenérgicas. Con pocas excepciones la mayor parte de los órganos poseen
inervación del sistema nervioso simpático y parasimpático, que tienen acciones opuestas
sobre dicho órgano.

En el sistema nervioso autónomo, los impulsos son transmitidos en algunas sinapsis
por la acetilcolina (nervios colinérgicos) y en otras por la noradrenalina (nervios a
drenérgicos).

La transmisión sináptica ocurre por sustancias químicas específicas (sustancias
transmisoras) que son liberadas por impulso nervioso desde las terminaciones nerviosas
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al espacio sináptico para dar lugar a una respuesta postsináptica por combinación con
receptores específicos en la membranade la célula efectora (Bacq, 1934; Cannon, 1939;
Eccles, 1964).

En 1948, Ahlquist describió un método para clasificar los agentes adrenérgicos e

introdujo el concepto que existen dos tipos de receptores adrenérgicos, a los que deng
núnó alfa y beta. No obstante, este concepto fue aceptado recién en 1957, después del
desarrollo del dicloisoproterenol, que bloquea selectivamente los receptores beta (Po
well y Slater, 1958).

Los receptores adrenérgicos son clasificados comode tipo alfa y de tipo beta.
La noradrenalina y la dibenamina son los ejemplos típicos de activador y de b10quean
te respectivamente de los receptores alfa adrenérgicos. El isoproterenol y el diclorg
is0proterenol son los ejemplos típicos de agentes activadores y bloqueantes respectiva
mente de los receptores beta.

La noradrenalina, transmisor químico del sistema nervioso simpático, se encuentra
localizada en las vesículas sinápticas de las células nerviosas adrenérgicas. La adrg
nalina, que es otra catecolamina importante, se encuentra en'concentración alta en la
médula adrenal y en otras células cromafínicas, mientras que la dopamina, un precursor
de la noradrenalina se encuentra en las terminaciones nerviosas simpáticas y en algu
nas áreas del sistema nervioso central.

Del concepto de neurotransmisión por sustancias químicas surge que ciertas drogas
pueden actuar en las sinapsis causando cambios en los eventos presinfipticos (síntesis,
almacenamientoy liberación de los neurotransmisores), alterando la interacción entre
el ncurotransmisor y la membranapostsinñptica (mimetizando, aumentando o previniendo
la combinación del transmisor con la membranapostsináptica) o.modificando la elimina
ción del transmisor del espacio sinfiptico.

SINTESIS, ALÉLXCENAÉIIEÍCI‘O,LIBERACIOÏJ POR ESTIÏ-ÏL’LACION .‘CEE’VIOSAY CAPTACIIÏ" DF. LA

NORADRENALIN‘A .

Poco después que fuera descubierta 1a enzima l-DOPAdecarboxilasa, por Holtz, Hei
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se y Lüdtke (1938), Blascbko (1939) propuso una serie de reacciones hipotéticas para
la síntesis de adrenalina y noradrenalina a partir de tirosina, "in vivo". Las
primeras evidencias de la síntesis de catecolaminas se obtuvieron a partir de los es
tudios en médula adrenal, tanto “in vivo" como"in vitro" usando los precursores mar
cados tirosina o 3-4 dihidroxifenilalanina (DOPA)(Demis, Blaschko y Welch, 1955;

Hagen, 1956; Pellerin y D'Iorio, 1957, Kirshner y Goodall, 1956; Masuoka , Schott,
Akawie y Clark, 1956; Udenfriend y Ryngaarden, 1956).

Con el advenimiento de nuevas técnicas cromatográficas para la separación de la
noradrenalina, de sus precursores y de sus metabolitos, y con la disponibilidad de
precursores marcadosde alta actividad específica, se pudo demostrar la biosíntesis
de noradrenalina en otros tejidos, comonervios simpáticos y ganglios (Goodall y
Kirshner, 1958), cortes de cerebro de rata y de gato (Hasuoka, Clark y Schott, 1961;
Hasuoka, Schott y Petriello, 1963), en el corazón perfundido de cobayo, (Spector,
Sjoerdsna, Zaltman-Nirenberg, Levitt y Udenfriend, 1963), en el corazón perfundido
de perro (Chidsey, Kaiser y Braunwald, 1963) y en el corazón perfundido de conejo,
(Husacchio y Goldstein, 1963).

El camino biosintético de las catecolaminas comienza con la conversión de 1a l

tirosina en 1-3-4 dihidroxifenilalanina (l-DOPA)por acción de la enzima tirosina
hidroxilasa. Posteriormente 1a l-DfPA es decarboxilada por la DOPA-decarboxilasaa
dopamina. El paso final en la biosïntesis de la noradrenalina involucra la beta hi
droxilación de la dopamina por acción de la enzima dopamina beta hidroxilasa. Tanto
en 1a médula adrenal (Kirshner, 1959) c0moen tejidos periféricos (Potter y Axelrod,
1963), la enzima dOpaminabeta hidroxilasa (DBH)se encuentra localizada en la frac
ción celular particulada, lo que indica su localización en los gránulos de almacena
miento, junto con la noradrenalina.

En la médula adrenal la conversión de noradrenalina a adrenalina es catalizada
por la enzima feniletanolamina-X-metil transferasa (Axelrod, 1962, 1966).
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Gran parte de la evidencia directa del papel de la noradrenalina comoneuro
transmisor adrenérgico proviene de experimentos en los cuales la noradrenalina se
detecta en el efluente venoso de órganos perfundidos durante la estimulación nerviosa
simpática.Este fue el diseño utilizado por Loewi (1921) en su demostración clásica de
liberación de adrenalina del corazón aislado de rana. Estudios similares se llevaron

a cabo con una variedad de órganos aislados: intestino (Finkleman, 1930), oreja perfun
dida de conejo (Caddumy Kwiatkowski, 1939) bazc de buey (Eliasson, Euler y Sthrne,

1955). No obstante recién a partir de los trabajos de Browny Cillespie, 1957, se cg
menzarona detectar cantidades precisas de noradrenalina en respuesta a la estimula
ción nerviosa simpatica, en órganos perfundidos comoel bazo de gato (Brown, 1960,
1965, Brown, Davies y Ferry, 1961; Thoenen, HUrlimann y Haefely, 1963, 1964a).

Una innovación fue la introducción de la noradrenalina marcada, de actividad es
pecífica suficientemente alta para la marcación de los depósitos endógenos de los te»
jidos a estudiar, de forma tal que permitió detectar la noradrenalina marcadalibera
da en respuesta a la estimulación nerviosa (Hertting y Axclrod, 1961; Rosell, Kopin y
Axelrod, 1963; Hertting, 1965; GilleSpie y Kirpekar, 1965).

El mecanismopor el cual la noradrenalina se libera al espacio sináptico por es
timulación nerviosa, parece ser similar al sugerido para 1a liberación de acetilcoli
na por Katz (1962). Ambosprocesos implican la liberación del transmisor comoconse
cuencia de la despolarización del terminal nervioso luego de la llegada del impulso,
lo que implica un cambio en las concentraciones iónicas a ambos lados de la membrana
del terminal nervioso, Ambosprocesos dependen de la concentración de calcio externa
y la liberación del transmisor puede ser desencadenada por concentraciones despolari
zantes de potasio extracelular (Douglas y Rubin, 1963).

La identificación de los componentesespecíficos de los gránulos cromafines de
la médula adrenal llevó a determinar cuál era el mecanismosubcelular involucrado en

la liberación de catecolaminas por la médula adrenal. Se ha encontrado que de los gré
nulos cromafines de la médula adrenal se liberan proteínas solubles (cromograminas)
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sin una concomitante liberación de enzimas citoplasmáticas (Kirshner, Sage, Smith y
Kirshner, 1966; Kirshner, Sage y Smith, 1967), ni de componentes lipídicos de la
membranadel gránulo (Poisner, Trifaró y Douglas;Malamed, Poisner, Trifaró y Douglas,
1968; Schneider, Smith y Winkler, 1967), ni de dopamina beta hidroxilasa unida a
membrana (Viveros, Arqueros y Kirshner, 1969). Viveros, Arqueros y Kirshner (1968)
demostraron que el cociente noradrenalina/DBH soluble liberadas por estimulaciSn de
la médulaadrenal por acetilcolina, era similar al cociente de estas sustancias en
la fracción soluble de los gránulos cromafines.

Estas observaciones bioquímicas, junto con las evidencias obtenidas por micros
copía electrónica (Diner, 1967) apoyan 1a hipótesis que la liberación de catecolami
nas ocurre por exocitosis en 1a médula adrenal. En este proceso, los gránulos croma
fines descargan la porción soluble de su contenido (noradrenalina, adenosín-trifosfa
to, cromagraminaA y dopamina-B-—hidroxilasa) al exterior de la célula, presumible
mente por apertura de la membranade la célula (Douglas, 1968). Mediante diseños
experimentales análogos, se ha demostrado que por un mecanismosimilar se liberaría
noradrenalina de los terminales nerviosos adrenérgicos.

Varios autores han medido la liberación de dopaminabeta hidroxilasa después de
la estimulación nerviosa adrenérgica (Geffen, Livett y Rush,l969; Smith, De Potter,
Moermany De Schaepdryver, 1970; Gewirtz y Kopin, 1970; Weinshilboum, Thoa, Johnson,

Kopin y Axelrod, 1971; De Potter, Chubb, Put y De Schaepdryver, 1971; De Potter,
Chubby De Schaepdryver, 1972). Si bien se obtuvo una liberación proporcional de
dopamina-beta-hidroxilasa y de noradrenalina en el conducto deferente del cobayo
(Weinshilboum, Thoa,Johnson,Kopin y Axelrod,197l) y en el bazo aislado de ternero
Smith,De Potter,Moerman y De Schaepdryver,l970),estos resultados fueron obtenidos por
estimulación de los nervios adrenérgicos utilizando frecuencias altas de estimulación.
Sin embargo,recientemente y utilizando un rango de frecuencias fisiológico para la es
timulación nerviosa,se encontró una liberación proporcional de noradrenalina,dopamina
beta hidroxilasa,3H-total y 3H-noradrenalina en el bazo perfundido de gato (Cubeddu,
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Barnes, Langer y Weiner, 1974; Cubedduy Heiner, 1975a). Puede concluirse que la li

beración de noradrenalina de los nervios simpáticos inducida por estimulación nervio
sa ocurre por un proceso de exocitosis similar al descripto para la médula adrenal.

La noradrenalina, al-igual que otras aminas de estructura similar, es captada por
las fibras postganglionares simpáticas por un proceso eficiente que es capaz de mante
ner un influjo de aminas contra un gradiente de concentración tejido/medio que puede
ser tan alto como1000/1 (Iversen, 1967). Este es un proceso estéreoespecífico, don
de las velocidades iniciales de captación de noradrenalina para concentraciones exter
nas variables de la amina pueden ser descriptas por la cinética de Hichaelis-Henten,
lo quezindica que es un mecanismosaturable. Esto sugiere que las catecolaminas son
captadas mediante un mecanismode transporte activo localizado en la membranaaxonal

de las neuronas postganglionares simpáticas (Iversen,-1963, 1967). Este mecanismopus
de ser inhibido por gran cantidad de drogas, comococaína,bloqueantes alfa adrenérgiv
cos y aminas simpatomimóticas. (IVersen, 1967).

En adición al proceso de captación neuronal, existe un proceso de captación extrí
(1965).

de captación extraneuronal permite el acceso del transmisor a las enzimas metabolizan
neuronal para el transmisor adrenérgico descripto por Iversen Este mecanismo

tes postsinápticas, y puede ser inhibido por fenoxibenzamina (Iversen, 1967, Eisenh
feld, Axelrod y Krakoff, 1967; Iversen y Langer, 1969, Lightam y Iversen, 1969), dro

gas comometanefrina y la normetanefrina (Iversen, 1965) y algunos esteroides comocor
ticosterona, testosterona, progesterona y B
1972).

-estradiol (Salt, 1972; Salt e Iversen,

METABOLISMO DE LA NORADRENAL KA

Existen dos enzimas: la monoamiRO°Xidasa(HA0) y la catecol-O-metiltransferasa
(COMT),que están presentes en las sinapsis neuroefectoras simpáticas, en los ganglios
simpáticos y en varias regiones del sistema nervioso central. varios autores han de
mostrado que la MAOestá presente tanto en el terminal nervioso adrenérgiCo comoen 1a
célula efectora (Kopin, 1964; Malmfors, 1965; Jarrot, 1971a; Jarrot y Langer, 1971;
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Figura 1: Caminosmetabólicos de la noradrcnalina'

MAO:monoañino oxidasa C0bfl: catecol O-metil transferasa

AR: aldchido reductasa ADH:aldehido dehidrogcnasa
NAD:nicotinamida adenina dinucleótido
NADP:nicotinamida adenina dinucleótido fosfato.

NA:noradrenalina DOPEG:3,4-dihídroxifenilglicol
DONA:ácido 3,4-dihidroximandélico
DOPAL:aldehido 3,4-dihídroxifenilglicólico
23th normetanefrina

NOPEG:3-metoxi 4-hidroxifenilglicol
VHA:ácido 3-metoxi á-hidroximandélico



Snyder, Fisher y Axelrod, 1965). La mayor parte de la actividad de CONTaparentemente
se encuentra localizada en los tejidos extraneuronales (Axelrod, 1966; Waltmany Sears
1964). Sin embargo, en estudios recientes ee ha encontrado COHTen los terminales

nerviosos adrenérgicos (Jarrot, 1971b; Jarrot y Langer, 1971i Langer, Stefano y Enero,
1972). En el metabolismo del neurotransmisor adrenérgico la noradrenalina, (Fig.1),
intervienen la MAOy la COMT,además de dos enzimas adicionales que están involucradas

en la reducción u oxidación del aldehido de la noradrenalina (DOPAL:aldehido 3,.-dfl1i
droxifenilglicólico),el cual es formadoa través de la actividad de la monoaminooxida
sa (Langer 1974a). Estas enzimas adicionales son la aldehido reductasa, que es una

enzima NADPH-dependiente (Tabakoff, Anderson y Spyridon, 1973; Tabakoff y Erwin, 1970)
y 1a aldehido dehidrogenasa, que es KAD+dependiente.

De los cinco metabolitos de la noradrenalina (Fig.1), uno es O-metilado: la normg
tanefrina (NHN)y dos son deaminados: el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG)y el ácido
3,4 dihidroximandélico (D HA). Los otros dos metabolitos son deaminados y 0-metilados:

el 3-metoxi 4-hidroxifenilglicol (IIOPEC)y el ácido 3-metoxi 4-hidroxímandélico (VMA).
La mayor parte de los estudios sobre metabolismo del neurotransmisor adrenérgico se

han llevado a cabo usando noradrenalina tritiada y empleandoprocesos elaborados para
separar al transmisor de sus metabolitos (Crawford, 1951; Dengler, Michaelson, Spiegel
y Titus, 1962; Coldstein, Friedhoff y Simmons, 1959; Langer, 1970; Rutledge y Jonason,
1967; Rutledge y Heiner, 1967; Whitby, Axelrod y Weil-Halherbe, 1961). Cabe mencionar

que en 1a mayoría de estos estudios se encontraron problemas como a) no se lograba una

separación eficiente de los metabolitos de la noradrenalina y tampocohabía correspon
dencia entre la sumade las fracciones metabólicas y la radiactividad total; b) las re
cuperaciones de las fracciones eran bajas o no conocidas; c) no se conocía el grado de
contaminación entre las fracciones. Recientemente, Graefe, Stefano y Langer (1973) pg
blicaron un método para la separación de los metabolitos de la noradrenalina por cromg
tografía en columna que permite conocer la recuperación de cada fracción aislada. Con
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este método se reduce al mínimo la contaminación cruzada y se pueden separar las si

guientes fracciones metabólicas: noradrenalina, DOPEG,DOMA,NMNy metabolitos 0
metilados deaminados (ONDA: suma de MOPEGy VMA).

REGULACION DE LA LIBERACI H DE LA H RADRENALIXA POR ESTIMULACI X NERVIOSA

A pesar de estar bien establecido desde hace varios años que la noradrenalina
es el neurotransmisor adrenérgico periférico, y de conocerse su caminobiosintético,
los procesos de captación neuronal y extraneuronal y su metabolismo, reción en los
últimos años se comenzóel estudio de los mecanismos involucrados en 1a regulación de
la liberación del transmisor adrenórgico por estimulación nerviosa.

Cuandose estudia la liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa es
importante distinguir la cantidad total de transmisor liberado al espacio sinñptico
de la cantidad de transmisor liberado que se recoge en el efluente. En la Figura 2A,
sc representa con el número1 la cantidad total de transmisor liberado por estimula
ción nerviosa, y con el número S 1a cantidad de noradrenalina, por sobre los valores
basales, que se recoge en el efluente venoso de un órgano perfundido o en el baño de
incubación de un órgano aislado durante y después del periodo de estimulación nervio
sa. Comose muestra en la Figura 2A, los principales sitios de pérdida para la nora
drenalina liberada por estimulación nerviosa son: a) recaptación neuronal del transmi
sor liberado; b) captación extraneuronal de la noradrenalina; c) enzimas metabolizan
tes, catecol-O-metiltransferasa y monoaminooxidasay d) unión a los receptores u otros
sitios de pérdida.

En condiciones normales (por ej.: cuando ni los sitios de pérdida, ni las enzimas
están inhibidas) cl transmisor liberado que se mide representa una subestimación de la
cantidad total de transmisor liberado por estimulación nerviosa (Fig.2A). Cuandouno
o varios sitios de pérdida están inhibidos, aumenta la cantidad del neurotransmisor re
cogido sin que haya cambios en la cantidad total de transmisor liberado (Fig.2B). En
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Figura 2.: Re resentación es uemática ue distin ue 1a cantidad total de neurotransmi
sor liberado al es acio siná tico or estimulación nerviosa (liberación) de la cantidad
de neurotransmisor liberado gue se recoge gg el efluente (eflujo).

A: Normal

B: Condición en que aumenta la cantidad de transmisor que se recoge debido a 1a inn;
bición de sitios de pérdida, sin cambios en la cantidad real de transmisor liberado.
C: Condición en que aumenta la cantidad de transmisor que se recoge, debido a un au
mento real en el transmisor liberado por estimulación nerviosa, sin inhibición de sitios
de pérdida.
l: Cantidad de transmisor liberado por estimulación nerviosa.
2: Noradrenalina recaptada, por el terminal nervioso que puede ser almacenada en las
vesículas o deaminada.

3: Fracción de la noradrenalina, disponible para la activación de los receptores del
órgano efector.

4: Noradrenalina captada por los sitios extraneuronales y posteriormente metabolizada
en su mayor parte por 1a COMT.

5: Noradrenalina que se recoge durante y después del período de estimulación nerviosa.
NA: noradrenalina MAO:monoamino oxidasa.

COMT:catecol O-metiltransferasa.
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este caso el aumento en la cantidad de transmisor que se mide, es sólo debido al bloqueo
de uno o más sitios de pérdida.

Un aumento en 1a cantidad total del transmisor que se mide se puede obtener cuando
aumentala cantidad de noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, sin estar inhi
bidos los sitios de pérdida (Fig.ZC). Comoserá discutido más adelante se puede obte
ner un aumento en la cantidad de noradrenalina liberada por estimulación nerviosa median
te drogas que interfieren con el mecanismoque regula la liberación del transmisor.

Desde hace varios años, se ha observado que los bloqueantes alfa comola fenoxibeg
zamina y la fentolamina, aumentan la liberación del neurotransmisor inducida por estimu
lación nerviosa (Browny Gillespie, 1957; Brown, Davies y Ferry, 1961; Kirpekar y Cerug
ni, 1963; Thoenen, HUrlimann y Haefely, l964a, b; Haefely, Hürlimann y Thoenen, 1965).

Inicialmente estos hallazgos fueron interpretados asumiendoque los receptores alfa del
órgano efector eran un sitio importante de pérdida para el transmisor liberado. De
acuerdo con esta hipótesis cuando los receptores alfa del órgano efector son ceupados
por el agente bloqueante alfa, el transmisor liberado no se combinaría con los recepto
res y entonces aumentaría la cantidad recogida en el efluente sin cambios en la canti
dad total del neurotransmisor liberado. Esta hipótesis fue discutida por varios auto
res dado que la fenoxibenzamina, en adición a1 bloqueo de los receptores alfa, es un pg
tente inhibidor de la captación neuronal de noradrenalina. Thoenen, HUrlimanny Haefe
ly, (1964a) concluyeron que el aumentoen el transmisor liberado por estimulación ner
viosa, en presencia de fenoxibenzamina, no estaba relacionado con la habilidad de esta
droga para bloquear los receptores alfa y que se debía a la inhibición de la captación
neuronal de noradrenalina. Sin embargo, se encontró que en condiciones de inhibición
de la captación neuronal por cocaína o desipramina, agentes que no bloquean los receptg
res alfa, los aumentosobtenidos en el transmisor liberado por estimulación nerviosa,
no se observaban o eran muy pequeños (Blakely, Brown y Ferry, 1963; Geffen, 1965; Bou

llin, Costa y Brodie, 1967).
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Dadoque fenoxibenzamina previene el acceso del neurotransmisor liberado por esti
mulación nerviosa a las enzimas metabolizantes postsinápticas, se postuló a la captae
ción extraneuronal comootro factor que contribuiría al aumentoen la liberación del
transmisor, obtenido en presencia de la droga (Langer, 1970; Langer y Vogt, 1971).
Cuandose llevó a cabo un análisis cuantitativo de la radiactividad total liberada por
estimulación nerviosa en presencia del bloqueante alfa adrenérgico fenoxibenzamina, se
concluyó que, en adición a la inhibición de la captación neuronal y extraneuronal de
noradrenalina, la fenoxibenzaminaaumenta realmente la liberación del transmisor total
liberado por estimulación nerviosa (Langer, 1970). A una conclusión similar llegaron
Starke, Hontel y SchUmann,(1971) quienes encontraron que los bloqueantes alfa adrenér
gicos fcnoxibenzamina y fentolamina, aumentabanla liberación del transmisor inducida
por estimulación nerviosa en concentraciones que no inhibían la captación neuronal, ni
extraneuronal de noradrenalina. AdemásDe Potter, Chubb, Put y Schaepdryver, 1971, ene
centraron que en presencia de fenoxibenzamina, aumentaba la liberación de óopamina beta
hidroxilasa por estimulación nerviosa, lo cual confirmaría que hay un aumento real en
la liberación del transmisor en presencia del bloqueante alfa, dado que la dopamina
beta hidroxilasa no es captada por el terminal adrenérgico.

El aumentoen el transmisor liberado por estimulación nerviosa en presencia de fe
noxibenzamina se observó en un rango de concentraciones que bloquea los receptores alfa
postsinápticos (Enero, Langcr, Rothlin y Stefano, 1972). No obstante, puede excluirse
una relación causal entre el bloqueo de las respuestas del órgano efector por la fenoxi
benzamina y el aumento en el transmisor liberado por estimulación nerviosa, ya que se
obtuvieron resultados similares en aurículas aisladas de cobayo (Langer, Adler, Enero y
Stefano, 1971) y en el corazón perfundido de conejo (Starke, Nontel y SchUmann, 1971)
donde los receptores que median la respuesta del órgano efector son del tipo beta. Esto
llevó a varios autores a postular que la noradrenalina liberada por estimulación nervio
sa, regularía su propia liberación por un mecanismode retroinformación negativo, a
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través de receptores alfa de localización presináptica que jugarían un papel fisioló
gico dentro de la neurotransmisión adrenérgica (Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971;
Farnebo y Hamberger, 1971; Kirpekar y Puig, 1971; Enero y Langer, 1973; Langer, 1973,

1974b; Rand, Story, Allen, Glover y Mc Culloch, 1973; Cubeddu, Barnes, Langer y Wei

ner, 1974; Farah y Langer, 1974; Cubeddu y Reiner, 19753)- De acuerdo con esta hipótg
sis el neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa inhibiría su propia libera
ción desencadenando un mecanismode retroinformaciór negativa el cual llevaría a una
disminución en la liberación del transmisor.

En apoyo de esta hipótesis se ha demostrado que la estimulación de los recepto
res presinápticos por agonistas alfa reduce 1a liberación del transmisor (Farnebo y
Hamberger, 1971; Starke, 1971, 1972b; Langer, Enero, Adler-Graschinsky y Stefano, 1972;
Kirpekar, Furchgott, Eakade y Prat, 1973; Langer, 1973, Starke, Montel, Cayle y Merker
1974). Por otra parte, cl bloqueo de los receptores alfa presinápticos aumenta la li
beración de noradrenalina por estimulación nerviosa (Browny Cillcspie, 1957; Langer,
1970; Langer, Enero, Stefano y Rothlin, 1970; Farnebo y Hamberger, 1971; Kirpckar y

Puig, 1971; Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Starke, Montel y Schumann, 1971; Eng
ro, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Farah y Langer, 1974; Cubeddu, Barnes, Langer y

Neiner, 1974; Cubeddu y Heiner, 1975a).
En adición, ha sido postulado recientemente que receptores del tipo beta y de lo

calización presináptica estarían involucrados en un mecanismode rctroinformación posi
tivo, regulatorio de la liberación de noradrelina por estimulación nerviosa (Langer,
Adler;Graschinsky y Enero, 1974; Adler-Craschinsky y Langer, 1975). En consecuencia,
existirían dos mecanismospresinápticos involucrados en la regulación de la liberación
de noradrenalina por estimulación nerviosa. E1 primero, mediado por receptores beta,
sería activado por concentraciones bajas de noradrenalina, originando un aumentoen la
liberación del neurotransmisor por estimulación nerviosa. El segundo, mediado a través
de receptores adrenérgicos alfa, actuaría cuando se alcanzan concentraciones altas de
noradrenalina en el espacio sináptico, dando lugar a una inhibición del tranSmisor li



? 23 

berado por estimulación nerviosa.

E ‘INHIBICION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMULACION NERVIOSA EN

PRESENCIA DE DIFERENTES COMPUESTOS.

La liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa en el sistema
nervioso periférico, puede ser inhibida por un gran número de compuestos, tales como
noradrenalina, dopamina,acetilcolina y prostaglandinasde la serie E. Este efecto
sobre la neurotransmisión adrenérgica es debido a las acciones presinápticas de di
chos agentes y aparentemente es mediado a través de sitios localizados en la membra
na de los terminales nerviosos.

La inhibición de la liberación del transmisor adrenérgico por noradrenalina es
mediada a través de receptores alfa presinápticos (Langer, Adler, Enero y Stefano,
1971; Starke, 1972a, Kirpekar, Furchgott, Nakade y Prat, 1973; Langer, 1973; Langer
1974b; Starke, Montel, Gayky Merker, 1974). Por otra parte, la inhibición de la

liberación de noradrenalina inducida por dopaminaes debida a la activación de recep
tores dopaminérgicos, los cuales son diferentes de los receptores alfa presinápticos
(Langer, 1973; Mc Culloch, Rand y Story, 1973; Enero y Langer, 1975; Long, Haintz,

Cannon y Kim, 1975).

La inhibición de la liberación de noradrenalina por acetilcolina es mediada a
través de receptores muscarínicos (Loffelholz y Huscholl, 1969).

Las prostaglandinas de la serie E inhiben la liberación de noradrenalina induci
da por estimulación nerviosa en órganos de diferentes especies (Hedqvist, 19703,
1973, 1974; Nennmalm,1971; Stjarne, 1972, 1973 a,b,c,d,e). Este efecto inhibitorio
de las prostaglandinas aparentemente se debe a la reducción de la disponibilidad de
calcio, necesaria para el acople eléctrico secretorio (Hedqvist, 1973; Stjarne, 1973d)
y no ha sido relacionado con receptores específicos.



La inhibición de la neurotransmisión adrenérgica por sustancias que normalmente
pueden estar presentes en las sinapsis, puede reflejar un mecanismoragulatorio endó
geno. Alternativamente estos efectos pueden ser de naturaleza farmacológica, sólo
demostrables bajo ciertas condiciones experimentales.

Las evidencias experimentales indican que el bloqueo de los receptores alfa pre
sinápticos aumentanla liberación de noradrenalina inducida por estimulación nervio
sa por un mecanismo regulatorio endógeno (Langer, 1370; Langer, Enero, Stefano y Roth
lin, 1970; Farnebo y Hamberger, 1971; Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Starke,
Montel y Wagner, 1971; Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Farah y Langer, 1974;
Cubeddu, Barnes, Langer y Heiner, 1974; Cubeddu y Heiner, 1975a). En contraste con

estos resultados, el bloqueo de los receptores dopaminérgicos por pimozide (Enero y
Langer, 1975) o dc los receptores muscarínicos por arropina (Loffelholz y Huscholl,
1969) o la inhibición de la síntesis de prostaglandinas por indometacina (Hoszowska
y Panczenko, 1974) no aumenta la liberación de noradrenalina inducida por estimula
ción nerviosa y reflejaría efectos de naturaleza farmacológica.
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METODOS

DISECCION Y PERFUSION DEL BAZO DE GATO.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y EL TEJIDO.

SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA NORADRENALINA Y SUS METABOLITOS.

DETERMINACION FLUORONETRICA DE LA NORADRENALINA.

CURVAS DE DOSIS RESPUESTA A LA (-)-NORADRENALINA.

l - Controles
2 —En presencia de distintas concentraciones de fenoxibenzamina

3 - En presencia de prostaglandinas de la serie E2
CURVAS DE FRECUENCIA RESPUESTA.

DETECCION DE PROSTAGLANDINAS EN EL EFLUENTE VENOSO DEL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

DISEÑOSEXPERIMENTALES,correspondientes a los capítulos:

I - METABOLISMO DE LA NORADRENALINA LIBERADA ESPONTANEAMENTE Y POR ESTIMULACION

NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

II - MECANISMOS QUE RECULAN LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMU

LACION NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

III - EVIDENCIA EN CONTRA DE UN PAPEL FISIOLOGICO DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA

REGULACION DE LA NORADRENALINA LIBERADA POR ESTIMULACION NERVIOSA.

CALCULOS

a) Determinación fluorométrica de noradrenalina.
b) Cálculo de la radiactividad presente en cada muestra.
c) Liberación fraccional por shock.
d) Definición de términos usados en el texto.
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¿monos

El bazo perfundido de gato ha sido muyutilizado, para estudios sobre captación,
liberación y metabolismo del neurotransmisor adrenérgico (Browny Gillespie, 1957;
Haefely, Hürlimann y Thoenen, 1965; Gillespie y Kirpekar, 1966; Kirpekar y Puig, 1971;
Cubeddu, Langer y Weiner, 1974; Cubeddu, Barnes, Langer y Heiner, 1974; Cubeddu y Wei

ner, 1975a). En un órgano pcrfundido el acceso de drogas al tejido y la liberación de
sustancias tiene lugar a través de la circulación. En cambio en un órgano o tejido
incubado "in vitro” las sustancias liberadas deben atravesar varias capas de tejido an
tes de llegar a la solución que la rodea. En un tejido perfundido el acceso del neurg
transmisor liberado a los capilares sanguíneos es muchomás rápido y los resultados
obtenidos pueden compararse mejor con las condiciones fisiológicas del tejido "in vivo"
de allí que hallamos elegido el bazo perfundido, para realizar estos estudios.

A. DISECCION Y PERFUSIOÏ‘I DEL M20 DE GATO.

Se usaron gatos de ambos sexos, cuyo peso estuvo comprendido entre 1.5 y 2.5 kg.
A los animales se les administró 0.5 mgde atropina (i.p.) en solución acuosa y

luego se los anestesió con éter. Se les canalizó la vena femoral derecha y se realizó
la traqueotomía. Se ligaron las carótidas, para reducir el flujo sanguíneo cerebral y
en' estas condiciones se expuso y seccionó la médula espinal,a la altura de la segunda
vértebra cervical, luego dr lo cual se procedió a la destrucción de la masa encefálica
de acuerdo al método descripto por Burn (1952). Se mantuvo a los animales con respira
ción artificial por el resto de la operación.

Se abrió el abdomeny se resecaron las asas intestinales desde el duodenomedio
hasta el recto.El bazo fue aislado,ligando y seccionando las conecciones vasculares que
este órgano tiene con el estómagoy se disecaron la arteria esplénica y la vena mesen
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térica superior. Se administró al animal 1.000 unidades de heparina por kg de peso
(i.v.) con el objeto de evitar 1a formación de coágulos y luego de 10 minutos se li
garon y cortaron 1a arteria esplénica y la vena mesentérica superior. Dichos vasos
fueron canulados y se colocó un par de electrodos de platino alrededor de la arteria
esplénica con el objeto de estimular los nervios esplénicos que la inervan.

El bazo aislado y con sus vasos canulados se colocó en una cámara pletismográfi
ca y se cubrió con vaselina. La temperatura de la preparación se mantuvo a 37°C, por
medio de un termorregulador. El bazo se perfundit a volumen constante (7.5 ml/min)
mediante una bomba de perfusión con solución de Krebs a 37°C. Los cambios de presión

de perfusión fueron registrados a través de un manómetrode mercurio en un quimógrafo
(Fig 3).

La composición de la solución de Krebs fue la siguiente (concentraciones milimo

lares): NaCl, 118.0; KCl, 4.7; CaClz, 2.6; HgClz, 1.2; NaH2P04, 1.0; NaHCO3,25.0;
glucosa, 11.1; NaZEDTA,0.004 y ácido ascórbico 0.11. La solución se burbujeó conti

nuamente con una mezcla de 95% de 02 y 5% de CO2 y se mantuvo a 37°C. En algunos gru
pos experimentales la concentración de calcio de la solución de Krebs se redujo a 0.65
ó 0.26 milimolar, sin realizar otros cambios en la composición de la solución.

Las estimulaciones se llevaron a cabo con un estimulador Grass 8-44. Se aplica
ron pulsos cuadrados de 0.1 msec de duración y con voltaje supramñximo.

En los casos que el diseño experimental lo requirió, luego del voltaje supramári
mo, se marcaron los depósitos endógenos del bazo con una infusión de (-)—7-3H—noradrg
nalina (NewEngland Nuclear Corporation, Boston; Mass; actividad específica 4.24 Ci/
mH)durante 10 minutos, infundiendo a razón de 6 uCi/min (total perfundido: 60 uCi),

luego se esperaron 80 minutos antes de comenzar con la recolección de muestras, con
el objeto de lograr la estabilización de la salida espontánea de productos radiactivos.

B. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y EL TEJIDO.

El efluente venoso del bazo se recogió en tubos cónicos graduados, que se mantu
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Manómetro Bomba de perfusión

4

Bazo l

l Nervios
Vena mesenterica esplénicos
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Figura 3: Representación esguemática del sistema de perfusión del bazo de gato.

El bazo aislado y con sus vasos canulados se perfundió en una cámara pletismográfica

con solución de Krebs a 37°C y con burbujeo constante de oxígeno 95% y C02 5%.
El bazo se perfundió a volumen constante 7.5 ml/min por medio de una bomba de perfu
sión.
Los cambios de presión de perfusión fueron registrados a través de una manómetro de
mercurio en un quimógrafo.
Alrededor de la arteria esplénica sc colocó un par de electrodos de platino, que fue
ron conectados a un cstimulador Grass 844.

Cuandose interrumpió la perfusión del bazo, se impidió el paso del líquido de perfig
sión por medio de pinzas de Rocher que se colocaron en las cánulas a y b'en forma

simultánea. .Al mismo tiempo se detuvo la bomba de perfusión.
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vieron en frío. Se midi6 el volumen de cada muestra y luego se centrifugaron a aprogi
madamente1.000 g durante 10 minutos con el objeto de separar los glóbulos rojos. Se
tomó una muestra de 0.5 m1 de cada.tubo para determinar la radiactividad total de cada
muestra, en los casos que el bazo había sido marcado con noradrenalina tritiada.

Para determinar el contenido de noradrenalina, 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos
se tomó 6 ml del sobrenadante de cada muestra y se le agregó 0.25 ml de HCl lN, 0.1 ml

de EDTA10% y 0.1 ml de SO3Na2 12.5%. Se las mantuvo a 0°C hasta su procesamiento.
Al final del experimento, el bazo se secó con papel de filtro, se pesó y se homo

geneizó en 10 ml de ácido perclórico(0.4N)por gramo de peso. Esta solución contenía

1 mg de EDTAy 1.25 mg Nazso3 por mililitro. El homogenato se guardó a 4°C durante
una hora y luego se centrifugó a aproximadamente 1.000 g durante 15 minutos. Una frag
ción del sobrenadante se usó para determinar el contenido total de radiactividad si el
bazo había sido marcadocon noradrenalina tritiada y otra fracción para determinar el
contenido de noradrenalina y metabolitos.

C. SEPARACION POR CROHATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA NORADRENALINA Y SUS HETABOLITOS

El método utilizado para la separación de la 3H-noradrenalina y sus 3H-metaboli
tos se basó en el uso sucesivo de columnas de alümina y Dowex 50Wx4, según el método

descripto por Graefe, Stefano y Langer (1973).

La alümina (Merck A.G.) se preparó de acuerdo a lo descripto por Crout (1961) para
‘10 cual se la trató dos veces en caliente (100°C) con HCl 2X. Se eliminó el ácido por

sucesivos lavados con agua bidestilada y luego se realizó un último lavado con acetato
de sodio 0.2N (pH 8.2). Posteriormente la alümina se secó en.estufa (80°C) y se la
activó a 120°C durante una hora. La resina DowexSONx 4 (200-400 mesh) se lavó va

rias veces con Nao“ ZN (1% de Na —EDTA)a 50°C hasta la desaparición del color amarillo2

del sobrenadantc. Luego se la lav6 sucesivamente con agua bidestilada, Hcl 2X, agua
bidestilada y finalmente fue equilibrada con HCl 0.01N (pH 2) .
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Para la cromatografía se usaron columnas de 0.5 cm de diámetro que se cargaron

con 200 mg de alümina o con Dowex 50Wx 4,hasta una altura de 1.5 cm.

Las columnas de alümina se lavaron con 5 ml de acetato de sodio 0.2M (ajustado a

pH8.2) y las de resina con 2 m1 de agua bidestilada antes de usarlas.
Las columnas de resina se reusaron. Para recuperarlas se las lav6 sucesivamente

con 10 ml de HCl 6N/etanol.(v/v), 20 ml de HCl 2X, 20 ml de agua bidestilada y final
mente con 20 ml de HCl 0.01N.

La alümina retiene compuestoscatecólicos, por lo tanto se la usó para separar
estos compuestos de los metabolitos O-metilados. La resina de intercambio catiónico,
Dowex50Wx 4,fue utilizada para separar las bases (noradrenalina y normetanefrina)
de los compuestos ácidos o neutros.

Una alícuota de la muestra a analizar se llevó a'pH 8.2, por el agregado de bu
ffer Tris-HCl (0.5H . La muestra ajustada a pH se pasó por la columna de alümina.

Posteriormente la columna fue lavada sucesivamente con l ml y luego 2 m1 de agua bi
destilada. El efluente de alümina y los sucesivos lavados, que contienen los metabo
litos O-netilados de la noradrcnalina (NA): (RMN:normetanefrina; MOPEG:3-metoxi á

hidroxifenilglicol y VMA:ácido 3-metoxi 4-hidroximandélico) se dejó gotear sobre una
columna de resina Dowex50W><4equilibrada a pH 2.Los metabolitos O-metilados deami
nados (HOPEGy VMA)no son retenidos por la resina y se recogieron junto con el lava
do de la misma con 2 ml de agua destilada. Esta fracción se llamó ONDA(metabolitos

O-metilados deaminados). Cómola RHNqueda retenida en la resina Dowex, se la eluyó
Con 2 porciones de l ml de una mezcla de etanol 6X HCl (v/v 1:1).

La noradrenalina (NA)y el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG)fueron eluídos de la
columna de alümina c0n 3 nl de ácido acético 0.2K, agregados en porciones de 1 m1.

Dos mililitros de este eluato se pasaron por una columna de Dowex,50wx 4 en la que
quedó retenida 1a NA, mientras que el DOPECserecogióen el efluente y en los 2 m1 de

agua de lavado. Se lav6 la columna con 2 m1 de agua que se descartaron-y luego se

eluyó la XAretenida con 2 ml de HCl 2X, que se agregaron en porciones de l-ml por vez.
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Las columnas de alümina se lavaron con 4 ml de ácido acético 0.5N. Estos lava

dos eluyen aproximadamente un SZ de noradrenalina y un 5%de DOPEGy se descartaron

con el objeto de minimizar la contaminación por estos dos catecoles, de 1a fracción
de DOMA(ácido 3-4 dihidroximandélico). Finalmente el ácido deaminado, DOMA,se eluyó

de la columna de alómina por adición de 2 ml de HCl 0.2N, agregados en porciones de
l ml.

Dos mililitros de Cada fracción: NA, DOPEG,ONDA,NMNy DOMAfueron agregados a

12 ml de líquido centellador de la siguiente comp.sición: 2-5 difeniloxazol (PPO),
5 g; 1-4 bis 2 (S fenil-oxazolil) benceno (POPOP),0.1 g; tolueno, 600 m1; tritón x
100, 300 ml y alcohol absoluto, 100 m1. La radiactividad de cada muestra se leyó
en un contador de centelleo líquido, Packard.

El método empleado permitió 1a medición de noradrenalina y sus metabolitos con al
ta recuperación y reproducibilidad. La recuperación de cada fracción se determinó por
la adición de 50 ug de cada metabolito a la muestra y se determinó la fluorescencia na—
tiva (280/300 nm) de las fracciones correspondientes (Graefe, Stefano y Langer, 1973).

Las recuperaciones obtenidas fueron las siguientes: NA:75.70 i 1.30% (n=6); DOPEG:

87.20 i 1.38% (n=8); DOMA:88.70 i 1.31% (n=6); NMN:96.00 i 1.46% (n=6); MOPEG:96.00

ii 1.05% (n=6); VMA:91.30 i 1.09% (n=4). Los resultados fueron corregidos por recupe
ración. No se practicó corrección sobre la fracción de OMDAya que las recuperaciones
individuales de los metabolitos que la forman son casi 100%. Se encontró una pequeña

contaminación en la fracción de DOMApor noradrenalina (3.3 i 0.3% , n=7) y por DOPEG

(4.5 i 0.4%, n=7). Por lo tanto los resultados de DOMAfueron corregidos por contami
¡lnacion cruzada.

D. DETERMINACION FLUOROMETRICA DE LA NORADRENALINA

El contenido endógeno de noradrenalina en el tejido y líquido de perfusión se de
terminó sobre el eluato de alümina (ácido acético 0.2K), para ello se utilizó el méto
do de'Laverty y Taylor (1968).
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Una alícuota de l ml deleluato de alümina (ácido acético 0.2N) se llevó a pH 6.5,

con 0.2 ml de fosfato trisódico 0.5K. Posteriormente la muestra se oxidó durante 3 mi
nutos con 50 ul de solución de iodo (I 0.5 gZ; IK, 5.5 gZ). Se detuvo la oxidación. 2’

con el agregado de 0.5 ml de una solución que contenía: HONa, 3K; Na2803, 12.5%; EDTA
10%(8:1:1 v/v). En este paso se produce la tautomerización detla noradrenalina.
Luego de 5 minutos del agregado de la solución básica se llevó la muestra a un pH fi
nal de 4.8 agregando 0.2 m1de ácido acótico glacial. En estas condiciones la fluo
rescencia fue medida en un espectrofluorómetro Aminco-Bowman,entre las siguientes log
gitudes de onda: excitación 380 nm, emisión 480 nm.

En cada caso se realizó una curva de patrones internos (Pi) para lo cual se corrig
ron paralelamente y en iguales condiciones columnas con cantidades conocidas de nora

drenalina. Las curvas de unidades de fluorescencia en función de los nanogramos de no
radrenalina agregados a la columna fueron lineales en un rango comprendido entre 20 y
250 ng. Se determinó además la fluorescencia desarrollada por oxidación de muestras
patrones (Pe) de noradrenalina que no habían sido pasadas por columnas, que se llamaron
patrones externos (Pe). De esta forma se determinó la recuperación para la noradrena

lina separada por columnas de alümina: Pi/Pe x 100 que fue de 86.7 i 1.9 (n=5).
Los blancos correspondientes se realizaron sobre una alícuota de cada muestra, a

la cual se le agregaron los mismosreactivos, pero para evitar la oxidación de la nora
drenalina la solución de iodo se adicionó al final. A las unidades de fluorescencia

de cada muestra, se les restó el blanco correspondiente y estos valores se transforma
ron en ng de noradrenalina utilizando los valores de recuperación de noradrenalina
obtenidos en cada experimento.

E. CURVAS DE DOSIS RESPUESTA A LA (-)-XORADRENALIXA

El bazo aislado sin electrodos se colocó en el pletismógrafo v se perfundió con
solución de Krebs comoya se describió en la parte A de la sección métodos.
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Una hora después del comienzo de 1a perfusión del bazo se determinó la curva de
dosis respuesta a la (—)-noradrenalina, inyectando la droga a través de la cánula ar
terial. Esto se realizó por inyecciones secuenciales de dosis de noradrenalina, las
que se aumentaron por un factor cercano a 3 hasta que se llegó al máximode la curva.
El intervalo entre cada.inyecci6n, fue el necesario para permitir que la presión de
perfusión retorne al nivel que tenía antes de la inyección. De esta forma se realiza
ron curvas de dosis respuesta a la (—)noradrenalina en las siguientes condiciones:

1) Controles. Luego de perfundir el bazo durante una hora se comenzó la curva
de dosis respuesta a la (—)noradrenalina. En este grupo se realiaaron dos curvas
controles consecutivas separadas por un intervalo de 20 minutos. No se encontraron
diferencias significativas entre la primera y la segunda curva de dosis respuesta a
la (—)noradrenalina.

2) En presencia de distintas concentraciones de fenoxibenzamina. En este grupo
se realizó una primera curva de dosis respuesta control a la (—)noradrenalina y una
segunda, en presencia de fenoxibenzamina. La droga en la concentración requerida se

agregó a la solución de Krebs 20 minutos antes de comenzar la segunda curva, y se man
tuvo hasta el final del experimento.

3) En presencia de Erostaglandina de la serie E2 (PGE Cuando las curvas de2)'
dosis respuesta a la (—)noradrenalina se realizaron en presencia de prostaglandina

E2 , esta droga se agregó 10 minutos antes de comenzar la curva de dosis respuesta
y se mantuvo hasta el final del experimento. En este grupo sólo se realizó una curva

de dosis respuesta a 1a (—)noradrenalina en presencia de PGEZ.
Las curvas de dosis respuesta a la (—)noradrenalina en presencia de PGE se re

2

pitieron para dos concentraciones de calcio distintas: 0.26 y 2.6 .H. Se realizaron
curvas de dosis respuestas controles en presencia de las mismas concentraciones de
calcio.

Antes de realizar las curvas de dosis respuesta, el bazo fue perfundido durante
l hora con solución de Krebs que contenía la concentración de calcio correspondiente.
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F. CURVAS DE FRECUENCIA-RESPUESTA

El bazo aislado, con sus vasos canulados y los electrodos colocados sobre la ar
teria, se colocó en el pletismógrafo y se perfundió con solución de Krebs comoya se
describió en la parte A de la sección Métodos. La curva de frecuencia-respuesta se
comenzabauna hora después de determinado el voltaje supramáximo. Los nervios fueron
estimulados con frecuencias crecientes. Se comenzaba con 0.25 Hz y se aumentaba la
frecuencia por un factor de 2, hasta que dos frecuencias distintas dieron igual res
puesta. Para cada frecuencia de estimulación aplicada se registraron las respvestas
presoras. Se estimuló el tiempo necesario para alcanzar el máximode respuesta a
cada frecuencia. Entre dos estimulaciones se esperaba que la presión de perfusión
retornara al nivel basal.

G. DETECCION DE PROSTAGLANDINAS EN EL EFLUENTE VENOSO DEL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

Las prostaglandinas presentes en el efluente venoso del bazo perfundido de gato,
se detenminaron por ensayo biológico sobre espirales de fundus gástrico de rata. Los
espirales fueron disecados segün el método descripto por Vane (1957). Luego se fijaron
al fondo de un baño de órgano aislado de 10 ml. Se conectó la parte superior de los
espirales a un trasductor de fuerza (Grass FTO3)y la tensión desarrollada por el
músculo se registró en un polígrafo Grass.

La tensión de reposo del músculo fue repetidamente ajustada a 1.5 g y se llegó a
estabilizar luego de 30 a 40 min. Los espirales de estómagode rata se insensibili
zaron a la acetilcolina, 5 hidroxitriptamina y catecolaminas por exposición a una
solución de Krebs que contenía los siguientes antagonistas (concentración micromolar):
bromhidrato de escopolamina, 0.26; maleato de metisergide, 0.41, clorhidrato de pro
pranolol, 33.0 y fenoxibenzamina, 2.9. Esta solución contenía además indometacina
(0.9 uM)que se agregó con el objeto de inhibir la liberación de prostaglandinas del
tejido. La temperatura de la solución de Krebs que contenía los bloqueantes se mantuvo

2 y 5%C02. En estas condiciones se en
sayaron, las muestras provenientes del efluente venoso del bazo de gato, para deter
a 37°C y se burbujeó con una mezcla de 95% 0

minar el_contenido de prostaglandinas.
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El bazo de gato se aisló y se perfundió con solución de Krebs comose describió
en la parte A de la sección Métodos. Una hora después de determinado el voltaje su
pramáximo, se contraía el bazo cada 30 minutos por (-)noradrenalina exógena (3 ug)
inyectada a través de la cánula arterial o por estimulación nerviosa a 5 Hz durante
60 segundos.

Se recogieron muestras de dos minutos del efluente venoso del bazo antes, duran
te y después de la contracción esplénica. Las muestras fueron centrifugadas con el
objeto de separar los glóbulos rojos a 1000 g durante 10 minutos y se mantuvieron
a 37°C hasta el momentoen que fueron ensayadas sobre los espirales de estómago de
rata, para determinar el contenido de prostaglandinas. La tensión desarrollada por
los eSPiraleS de estómago de rata en respuesta a las prostaglandinas contenidas en
las muestras fueron comparadascon las respuestas obtenidas por concentraciones

patrones de prostaglandinas de la serie E1 y E2. Estos resultados se obtuvieron
interpolando el valor de tensión desarrollada por la muestra incognita entre los

valores obtenidos por dos concentraciones de prostaglandinas de 1a serie E1 o E2.

H. DISEÑOS EXPERIMENTALES

I - METABOLISMO DE LA NORADRENALINA LIBERADA ESPONTANEAMENTE Y POR ESTIMULACION

HÉBVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

Para realizar estos experimentos el bazo fue aislado y se marcaron sus depósi
tos endñgenos con (-)-7—3H—NA,según se describió en la parte A de la sección Métodos.

Unavez estabilizada la liberación basal de productos radiactivos (80 minutos)
se comenzaba con el experimento:

IA - Metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada espontáneamente y retenida EE
el tejido. Se tomaronmuestras de 1 minuto del eflujo basal de radiactividad antes
de cada período de estimulación nerviosa, en las que se determinó el contenido de no
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radrenalina, 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos, según se describió en las partes B,
C y D de la sección Métodos.

Sobre una alícuota del homogeneizadodel tejido se determinó la cantidad de
noradrenalina, 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos retenidos.

. 3, . . . . .IB - Metabolismo de la h-noradrenalina liberada Eor est1mulac1ón nerv1osa a
distintas frecuencias en el bazo nerfundido de gato. En el grupo control los nervios
fueron estimulados a distintas frecuencias (0.5, 1, 2, 5, 10 y 30 Hz) durante -l
tiempo necesario para completar 300 estímulos por período de estimulación. Entre el
final del período de estimulación a una frecuencia y el comienzodel período de esti
mulación a la frecuencia siguiente, hubo un intervalo de 16 minutos.

Se estudió el efecto de drogas: cocaína, fentolamina y fenoxihenzamina. En
este grupo se realizaron 3 estimulaciones controles a 1, 5 y 30 Hz separadas por un
intervalo de 16 minutos. Luegose repitieron las estimulaciones en presencia de la
droga en estudio. La droga se disolvió en Krebs y se perfundió desde 21 minutos an
tes del comienzode las estimulaciones hasta el final del experimento.

Antes de cada estimulación se recogió una muestra de un minuto del efluente ve
noso que se tomó como liberación basal. También se recogieron muestras de un minuto
durante y después del período de estimulación nerviosa.

Se determinó el contenido de noradrenalina, 3H-noradrenalina y metabolitos en
cada muestra según se describió en las partes B, C y D de 1a sección Métodos.

Se registraron, además , los cambios en presión de perfusión comomedida de la
vasoconstricción durante la estimulación nerviOSa.

IC —Efecto de la interrunción de la perfusión sobre el metabolismo de la 3H—nor_
'adrenalina liberada por estimulación nerviosa. En estos experimentos los nervios
fueron estimulados a S Hz durante 60 segundos o a 10 Hz durante 30 segundos, comple

tando en ambos casos un total de 300 pulsos por período de estimulación.

Luegode la primera estimulación control S se realizó otra estimulación (52) du1

rante la cual 1a perfusión del bazo fue interrumpida durante 60 segundos. Esto se lle
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v6 a cabo ocluyendo la cánula arterial y la venosa (ver Fig.3 a, b) durante l minu

to desde el comienzo de la estimulación. Los períodos de estimulación S1 y S2 estu
vieron separados por 20 minutos.

En iguales condiciones se realizaron experimentos en presencia de cocaína (2.9

uM), droga que fue agregada a la solución de Krebs desde 15 minutos antes de S1 y se
mantuvohasta el final del experimento.

En algunos experimentos controles se realizaron los períodos de estimulación con
trol a S Hz 6 10 Hz, sin agregado de drogas.

Se recogieron muestras de 1 minuto antes,durante y después del período.de estimu
lación nerviosa hasta que la liberación de radiactividad retornó a los valores basa
les.

Se determinó el contenido de noradrenalina, 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos en
cada muestra segün se describió en la parte B, C y D de la sección Métodos.

Se registraron los cambios en presión de perfusión comomedida de la vasocons
tricción durante la estimulación nerviosa.

II - MECANISMOS QUE REGULAR LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMULACION

NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

En estos experimentos, cuando fue necesario se marcaron los depósitos endógenos
3 ‘ , . . .- .del bazo con (—)—7—H-NA, segun se describió en la parte A de la secc1on Metodos.

Estabilizada la liberación basal de productos radiactivós (80 minutos) se comen
zaba con el experimento:

IIA - Mecanismode retroinformación positiva mediado a través de receptores be

ta de localización presináptiga. En este grupo los nervios fueron estimulados cada
31 minutos a l Hz durante 120 segundos, completando un total de 120 estímulos por pe
ríodo de estimulación. Se realizaron siete períodos de estimulación en cada experi

mento (81 a S7) sin el ayregado de drogas a la solución de Krebs.
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Cuandose estudió el efecto del (—)isoproterenol, sobre la liberacion de nora
drenalina inducida por estimulación nerviosa, la droga se adicionó a la solución de

Krebs 10 minutos antes de realizar las estimulaciones S3, S4 y S5 para dar una con
Scentración final de 0.14, 1.4 y 14 nMrespectivamente. Las estimulaciones Sl, 2

fueron los controles y 86, S los lavados dentro de cada experimento.7

Cuandose estudió el efecto del (-) propranolol (0.1 un), esta droga se agregó

a la solución de Krebs 22 minutos antes de 52 y se mantuvo hasta el final del experi
mento (S7). La estimulación S fue el control dentro de cada experimento.1

Se estudió, además, el efecto del isoproterenol, en condiciones en las cuales
se bloquearon los receptores beta, con (-) propranolol (0.1 uM). En estos experimenr

tos, luego de la primera estimulación control (Sl), se agregó propranolol a la solu
ción de Krebs, desde 22 minutos antes de S y se mantuvo hasta el final del experimeg2

to (S7). Se estudió el efecto de 0.14, 1.4 y 14 nMde isoproterenol, agregando la
droga en la concentración requerida a la solución de Krebs lO minutos antes de S3, S4
y 85 respectivamente.

Se recogieron muestras de 1 minuto, antes, durante y después de la estimulación
nerviosa hasta que la liberación de radiactividad retornó a los valores basales. En
estos experimentos se determinó la radiactividad total de cada muestra y la retenida
en el tejido al final del experimento, según se describe en la sección B de Métodos.

IIB - Mecanismosde retroinformación negativa mediado a través de receptores
alfa de localizaci6n presinñptica. Influencia de la frecuencia de estimulación ner
viosa aplicada. Luego de la marcación del bazo, los nervios esplénicos fueron esti

mulados a 5 Hz durante 60 segundos (SS) y 23 minutos más tarde a 30 Hz durante 10 se
gundos (S Se aplicaron un total de 300 estímulos por período de estimulación.30)'
Luego de estos dos períodos de estimulación se agregó fenoxibenzamina (2.9 un) al me
dio de perfusión y se mantuvohasta el final del experimento. Veintidos minutos des
pués de iniciada la perfusión con la droga, se repitieron los dos períodos de estimu

lación nerviosa a 5 Hz (S'S) y a 30 Hz (5'30) con igual intervalo de tiempo que en el
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período control. Se realizaron experimentos controles en los cuales los 4 períodos
de estimulación se repitieron sin agregado de droga al medio de perfusión.

Experimentos similares se llevaron a cabo en presencia de noradrenalina exógena

(0.18 uM). La noradrenalina se adicionaba al medio de perfusión 10 minutos antes de

los períodos de estimulación nerviosa a 5 Hz (S'S) 6 30 Hz (8'30). Se realizaron a
demás experimentos con igual diseño, pero donde los nervios fueron estimulados prime
ro a l Hz durante 3Ó0 segundos y luego a 2 H2 durante 150 segundos. En los contro

les los 4 períodos de estimulación se repitieron sin agregado de drogas.
Los experimentos con fenoxibenzamina o noradrenalina se llevaron a cabo en pre

sencia de diferentes concentraciones de calcio en el medio de perfusión (2.6 y 0.26
nao. Cuando los experimentos se realizaron con 0.26 mMde calcio, la solución de
Krebs con dicha concentración de calcio se perfundió desde una hora antes de la pri
mera estimulación y se mantuvohasta el final del experimento;

Se recogieron muestras de l minuto del efluente venoso antes, durante y des
pués de cada período de estimulación nerviosa, hasta que los niveles de radiactivi
dad retornaron a valores basales. En estos experimentos se determinó la radiactivi
dad de cada muestra y la retenida en el tejido a1 final del experimento, según se
describe en la sección B de Métodos.

IIC - Diferencia en la potencia bloqueante de la fenoxibenzamina sobre los receptores
alfa adrenérgicos pre v postsingpticos. Treinta minutos deSpués de realizado el vol

taje supramáximo los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 segundos (SS) y 21
minutos más tarde a 30 Hz durante 10 segundos (S ). Se aplicó un total de 300 estí30
mulos en cada período de estimulación nerviosa. Después de los dos períodos de esti
mulación control, se adicionó fenoxibenzamina a1 medio de perfusión y se la mantuvo
hasta el final del experimento. Veintiun minutos después del comienzo de la perfu
sión con fenoxibenzamina se aplicaron dos períodos de estimulación nerviosa a 5 Hz

(S'5) y a 30 Hz (5'30) con el mismo intervalo de tiempo que en los controles. En cin
co experimentos se repitieron los cuatro períodos de estimulación sin adición de dro
gas al medio de perfusión.
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Se recogieron muestras de un minuto del efluente venoso antes, durante y después

de los períodos de estimulación nerviosa hasta que la liberación de noradrenalina re
tornó a los niveles basales.

Se determinó el contenido de noradrenalina en cada muestra para lo cual fueron
procesadas según se describe en la parte B, C y D de la sección Métodos.

Se registraron los cambios de presión de perfusión comouna medida de la vasocong
tricción durante la estimulación nerviosa.

III-EVIDENCIA EN CONTRA DE UN PAPEL FISIOLOGICO DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA REGULA

CION DE LA NORADRENALINA LIBERADA POR ESTIMULACION NERVIOSA.

El bazo fue preparado y perfundido según se describió en la parte A de la sección
Métodos.

El primer período de estimulación (SS) se aplicó 120 min después de comenzada 1a
perfusión del bazo. Una hora después de realizado el voltaje supramáximolos nervios

fueron estímulados a 5 Hz durante 60 segundos (SS) y 21 minutos más tarde a 30 Hz duw

rante 10 segundos (S30). Se aplicó un total de 300 shocks por período de estimulación.
Después de los dos períodos de estimulación control, se adicionó indometacina al

nndio de perfusión y se la mantuvohasta el final del experimento. Veintíun minutos
después del comienzo de 1a perfusión con indometacina, se aplicaron dos períodos de es

timulación a S Hz (S'S) y a 30 Hz (8'30), que fueron repetidos con igual intervalo de
tiempo que en los períodos controles. Se realizaron experimentos donde los cuatro pe
ríodos de estimulación se repitieron sin agregado de drogas al medio de perfusión.

Experimentos similares se llevaron a cabo en presencia de prostaglandina E2 (0.28
uN). La prostaglandina B2 se adicionó al medio de perfusión ll minutos antes de
que los nervios fueran estimulados a 5 Hz (S'S) o a 30 Hz (5'30). Los experimentos con
indometacina o prostaglandina E2 se repitieron en presencia de distintas concentracio
nes de calcio (2.6, 0.65 y 0.26 mx) en cl medio de perfusión. Cuando se usó 0.65 6
0.26 mH de calcio, la solución de Krebs con la correspondiente concentración de calcio

se perfundió desde una hora antes del primer período de estimulaciñn nerviosa (SS) y
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y se mantuvohasta el final del experimento.
En otro grupo de experimentos, se aplicaron los cuatro períodos de estimulación

nerviosa después de perfundir el bazo por dos horas adicionales con solución de Krebs
que contenía la concentración de calcio normal (2.6 mM). En estos experimentos el

primer período de estimulación (SS) se aplicó 240 minutos después de comenzada la per
fusión del bazo con la solución de Krebs. En estas condiciones se estudió el efecto

de la indometacina sobre la liberación del transmisor inducida por estimulación ner
viosa.

Se recogieron muestras de un minuto antes, durante y después del período de esti
mulación nerviosa, hasta que los niveles de noradrenalina retornaron a los valores ba
sales. En cada muestra se determinó el contenido endógeno de noradrenalina comose
describió en la parte B, C y D de la sección Métodos.

Conel objeto de estudiar, el efecto de diferentes concentraciones de indometaci
na, sobre la liberación de tritio total y noradrenalina se realizó un grupo de experi
mentos donde se marcaron los depósitos endógenos del bazo con (-)-7-3H—NAsegún se
“escribió en la parte A de la sección Métodos. Unavez estabilizada la liberación ba

sal de radiactividad (80 minutos) los nervios fueron estimulados cada 28 minutos a 5
Hz durante 60 segundos, completando un total de siete períodos de estimulación conse

cutivos (S1 - S7 ). En el grupo control todos los períodos de estimulación se llevaron
a cabo, sin la adición de drogas al medio de perfusión. En un segundo grupo de expe

rimentos, luego de los dos períodos de estimulación control (S1 y 82), se adicionaron
concentraciones crecientes de indometacina al medio de perfusión. La droga se adicio

nó a la solución de Krebs 2 minutos antes de la estimulación S3, 54, S5 y 86, dando
una concentración final de 2.8, 8.4, 28 y 84 uMrespectivamente.

Se recogieron muestras de un minuto antes, durante y después de la estimulación
nerviosa hasta que la liberación de radiactividad retornó a los valores basales. En
estos experimentos se determinó el contenido de 3H-total y noradrenalina, en las mues
tras y en el tejido al final del experimento. Las muestras fueron procesadas segón
se describió en la parte B, C y D de la sección Métodos.
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Se registraron los cambios de presión de perfusión comouna medida de la vasocons
tricción durante la estimulación nerviosa.

I. CALCULOS

a) Determinación fluorométrica de noradrenalina.

Se determinaron las unidades de fluorescencia de las muestras incógnitas, de los
patrones internos y externos y de los blancos. Aplicando la siguiente fórmula se obtig
nen los nanogramosde noradrenalina, presentes en cada muestra incógnita.

VM (m1) x (UFH - UFB) x Pi (ng)
ng de NAen cada muestra:

\C (ml) (UFPi - UFPe)

(UFPi - UPB)
Z de Recuperación de la columna:——-——-—-—-—-—x 100

VN: Volumen de la muestra

VC: Volumen de la muestra que se pasó por la columna

UF,: unidades de fluorescencia de la muestra incógnitah
UFB:unidades de fluorescencia del blanco
UFPi: unidades de fluorescencia del patrón interno
UFPe:unidades de fluorescencia del patrón externo
Pi (ng): Cantidad patrón de noradrenalina agregada a la columna.

b) Cálculo de la radiactividad presente en cada muestra.

La cantidad de radiactividad presente en una muestra se especifica utilizando la
unidad denominada "Curie". El Curie se define comola cantidad de material radiactivo

en la que se producen 2.22 x 1012 desintegraciones por minuto (dpm).
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La radiactividad preSente en cada muestra, se midió en un contador de centelleo,

cuya unidad de medida son las cuentas por minuto. Se transformó las cuentas por mina
to en valores absolutos de radiactividad (nCi), para lo cual se utilizó la eficiencia
de lectura. La eficiencia con que fueron leídas las muestras se determinó midiendo
la radiactividad de una cantidad de agua tritiada de actividad absoluta conocida en
iguales condiciones que la muestra cuya radiactividad se quería conocer.

cpm
Eficiencia Z (Ef): x 100

nCi 3H20

cpm: cuentas por minuto
. 3 . . . . . . .

nCi “20: nanocuries presentes en la cantidad de agua tritiada utilizada para determi
nar la eficiencia.

(cpm) x VM (ml) x 100

Radiactividad en cada muestra (nCi):
Ef( cnm ) VL (ml)nCi

VM: Volumen de cada muestra

VL: Volumenutilizado para medir la radiactividad

Para calcular la radiactividad en cada una de las fracciones metabólicas,.se tuvo en
cuenta: el volumen de cada muestra (VM), el volumen pasado por columna (VC), el volu
mentotal de cada fracción metabólica (VF), el Volumenutilizado para medir radiacti

vidad (VL), la eficiencia de medida de radiactividad para cada fracción (EfF) y los
valores de recuperación para cada fracción. Cuandofue necesario se corrigió por con
taminación cruzada.

c) Liberación fraccionnl por shock.

Cuandola radiactividad total liberada, se expresa comoliberación fraccional por
shock, se debe conocer la cantidad total de nCi liberados desde el comienzo del experi
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mentoy los retenidos por el tejido al final del experimento.
Para determinar la liberación fraccional por shock, se calculó la radiactivídad tg

tal liberada por estimulación nerviosa, a la que se le sustrajo la liberación espontá
nea de radiactividad asumiendo que durante y despúés de la estimulación nerviosa, hay
eflujo espontáneo de radiactividad. El valor de liberación espontánea que se sustrajo
a las muestras de estimulación y postcstimulación fue el valor de radiactividad esponté
nea obtenida en la muestra recogida inmediatamente antes de comenzar el período de esti
mulación nerviosa. La liberación total de radiactividad fue expresada comola fracción
de radiactividad total remanenteen el tejido: 3H-total liberado por shock dividido por
el 3H-total remanente en el tejido en el momentode la estimulación. La radiactívidad
total remanente en el tejido en el momentode la estimulación fue determinada en cada
experimento, sumandola radiactividad remanente en el tejido al final del experimento
a la radiactividad recogida en todas las muestras desde el comienzo de cada estimulación
hasta el final del período de rccolecci6n de muestras.

d) Definición de términos usados en el texto

Noradrenalina liberada por estimulación nerviosa: Sumadel incremento obtenido por
sobre los valores basales, en las muestras recogidas durante y después de la estimula
ción nerviosa.

Radiactividad del eflujo espontáneo: nCi liberados en condiciones de reposo nervioso.

Radiactividad total liberada por estimulación nerviosa: Sumadel incremento en radiac
tivídad (nCi) por sobre los valores basales en las muestras recogidas durante y
después de la estimulación nerviosa, hasta que el eflujo de radiactividad retornó
a valores basalcs.

Radiactividad liberada "durante" la estimulación nerviosa: Sumadel incremento en

radiactívidad (nCi) por sobre los valores basales, en las muestras recogidas "durante"
la estimulación nerviosa.
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gggiactívidad liberada "después" de la estimulación nerviosa: Sumadel incremento en
radiactividad (nCi) por sobre los valores basales en las muestras recogidas "después"
del período de estimulación nerviosa.

En todos los casos, se asumió que durante y después de la estimulación nerviosa
el eflujo espontáneo de noradrenalina y metabolitos no se modificó. Por ello se
sustrajo el valor de liberación espontánea a las muestras obtenidas durante y después
del período de estimulación nerviosa. Las definiciones enunciadas son válidas tanto
para la liberación de radiactividad total, 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos.

Los cálculos estadísticos fueron realizados de acuerdo a los procedimientos con
vencionales (Snedecor y Cochran, 1967).
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METABOLISMO DE LA NORADRENALINA LIBERADA ESPONTAHEAMENTE Y POR ESTIMULA

CION NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

- -Metabolismode la 3H-noradrenalina liberada espontáneamente y retenida

en el tejygg.
Resultados
Discusión

- Metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa
a distintas frecuencias en el bazo perfundido de gato.

Resultados

Respuestas vasculares y liberación fraccional por shock comouna función
de la frecuencia de estimulación.

Metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada del bazo perfundido de gato
a diferentes frecuencias de estimulación nerviosa.

Secuencia temporal del metabolismo de 1a 3H-noradrenalina liberada a diferen
tes frecuencias de estimulación nerviosa.

Efecto de la cocaína sobre el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada

por estimulación nerviosa.

Efecto de fentolamina y fenoxibenzamina sobre el metabolismo de la 3H-nora
drenalina liberada por estimulación nerviosa.
Discusión

- Efecto de la interrupción de la perfusión sobre el metabolismo de la
3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosaa

Resultados

Efecto de 1a interrupción de la perfusión sobre el metabolismo de la noradre
nalina liberada por estimulación nerviosa a 5 y 10 Hz en condiciones controles.

Efecto de la cocaína sobre el metabolismo de 1a 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa durante la interrupción de la perfusión.
Discusión
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I - METABOLISMO DE LA NORADRENALINA LIBERADA ESPONTANEAMENTE Y POR ESTIMULACION

NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

INTRODUCCION

El metabolismo de 1a noradrenalina tritiada liberada espontáneamente y por es
tímulo nervioso en tejidos que han sido previamente marcados con el neurotransmisor
tritiado, se debe a la actividad de las enzimas pre y postsinápticas.

Tanto en preparaciones de órganos incubados "in vitro" (Langer,l970; Su y Be
van,l970; Roffler-Tarlov y Langer, 1971; Langer, Enero y Stefano, 1972; Adler-Gras
chinsky, Langer y Rubio, 1972; Levin, 1972; Graefe, Stefano y Langer, 1973; Langer,
1974a; Langer y Enero, 1974; Stefano, Perec y Tumilasci, 1974; Luchelli-Fortis y
Langer, 1974, 1975; Langer, Adler-Graschinsky, Almeida y Diniz, 1975) como en pre

paraciones de órganos perfundidos (Starke, Montel y SchUmann;1971; Cubeddu, Lan
ger y Weiner, 1974; Cubeddu, Barnes, Langer y Neiner, 1974) una gran proporción

de 1a noradrenalina liberada espontáneamente o por estímulo nervioso se recoge
en forma de metabolitos del neurotransmisor.

El glicol deaminado 3H-DOPEG(3H- 3,4 dihidroxifenilglicol) es el principal
metabolito del eflujo espontáneo en la mayor parte de los tejidos adrenérgicos
periféricos y se debe a la actividad de las enzimas presinápticas, sobre 1a 3H
noradrenalina que se pierde desde los ¿ránulos al citoplasma neuronal (Graefe,
Stefano y Langer, 1973; Langer 1974a; Cubeddu, Langer y Weiner, 1974; Enero y
Langer, 1974; Stefano, Perec y Tumilasci, 1974; Luchelli-Fortis y Langer, 1974,
1975). Por otra parte, durante la estimulación nerviosa, la formación del 3H-DOPEG

se debe a la actividad presináptica de la monoaminooxidasa y aldehido reductasa,
sobre el transmisor liberado que ha sido recaptada por el terminal nervioso adre
nérgico (Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974; Langer y Enero, 1974).

Langer (1970) sugirió que el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa podría ser inversamente proporcional a la frecuencia de
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estimulación nerviosa. Por lo tanto, nosotros estudiamos la influencia de la
frecuencia de estimulación sobre el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada

por estimulación nerviosa. En adición, para cada frecuencia de estimulación
nerviosa, se analizó el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada durante y
después del período de estimulación, en condiciones controles, con inhibición
de la captación neuronal y extraneuronal y con bloqueo de los receptores alfa pre
y postsinápticos.

En un órgano perfundido, un aumento (Hertting, 1964) o una disminución
(Kirpekar y Puig, 1971) del flujo, puedenmodificar la captación y la liberación
de noradrenalina durante la estimulación nerviosa. Por lo cual, se analizó la
influencia de 1a interrupción de la perfusión del bazo sobre la liberación y
metabolismo del neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa.
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. 3 . . r .IA - Metabolismo de la H-noradrenalina liberada espontaneamente y retenida en
el tejido.

Resultados

En el bazo perfundido de gato, el 5.97 i 0.59% (n=14) del eflujo espontáneo
de radiactividad le correspondió a la noradrenalina, mientras que el 94%restante
estuvo formado por los metabolitos del neurotransmisor. El metabolito más impor
tante liberado espantáneamente, fue 3H-3,4 dihidroxifenilglicol (3H-D0PEG)que
contribuyó con el 65%, mientras que a 1a 3H-normetanefrina y a los 3H-metabolitos

O-metilados deaminados, les correspondió el 6.29 i 0.55% (n=14) y 19.85 i 0.93
(n=14) respectivamente (Tabla l). El metabolismo vía el metabolito ácido 3,4
dihidroximandélico (DOMA)fue menor del 2%.

Cuando se usó cocaína (2.9 uM), en una concentración que inhibe la captación
neuronal de noradrenalina del bazo perfundido en un 70%(Cubeddu, Langer y Heiner,
1974) aumentósignificativamente la proporción de noradrenalina liberada en el
eflujo espontáneo, pero no se modificó el metabolismo del neurotransmisor en pre
sencia de la droga (Tabla 1).

En presencia de fentolamina (3.1 uN),que no modifica la captación neuronal
de noradrenalina'(Cubeddu, Langer y Weiner, 1974), no se encontraron cambios en
1a proporción de metabolitos liberados espontáneamente.

Por otra parte en presencia de fenoxibenzamina, 29 uM, que inhibe tanto la
captación neuronal (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974), comoextraneuronal de nora

drenalina (Gillespie, Hamilton y Hosie, 1970) tampoco se modificó el metabolismo
del neurotransmisor liberado espontáneamente.

En la Tabla 2, se muestran los porcentajes para la noradrenalina y los meta
bolitos retenidos en el tejido. A pesar de la baja proporción de noradrenalina
liberada espontáneamente, de la radiactividad total retenida en el tejido más
del 902 le correspondió a la 3H-noradrenalina. De los metabolitos retenidos el
más importante es el 3H-ácido 3,4-dihidroximandélico. Comoha sido observado
en otros tejidos, en el bazo perfundido, se retiene preferentemente el metabo
lito a'cido, 3H-DOMA.
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DiSCusión

Cuandose perfunde el bazo con cantidades trazadoras de noradrenalina tritia
da,un 70%de la amiua es captada por los terminales nerviosos y se retiene selec
tivamente en las vesículas sinápticas (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974). Al ter
minar la marcación del tejido, luego de un período durante el cual el eflujo de
productos radiactivos es rápido, se llega a un estado de equilibrio durante el
cual el eflujo de radiactividad es lento y se mantiene por varias horas. Se asu
meque el eflujo de radiactividad durante la fase lenta representa el metabolismo
espontáneo de la amina que ha sido captada y retenida en los gránulos de almace
namiento y por lo tanto reflejaría el metabolismo endógenode la noradrenalina en
condiciones de reposo (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974).

Aproximadamente,el 94%del eflujo espontáneo de tritio durante la fase
lenta, es imputable a metabolitos de la 3H-noradrenalina. Comoha sido descripto
para otros tejidos adrenérgicos, en el bazo perfundido de gato menos del 6%de
la radiactividad liberada durante el eflujo espontáneo, se debe a la 3H-noradrena
lina.

Cuandose analizó el metabolismo de la 3H-noradrenalina en el eflujo espon
táneo, se encontró que el glicol deaminado, 3H-DOPEG,representó más del 60%de la

radiactividad liberada. Este metabolito es el principal caminometabólico del
neurotransmisor que se libera espontáneamente en el bazo perfundido de gato (Cube
ddu, Langer y Weiner, 1974), en el conducto deferente de rata (Langer, 1970;
Graefe, Stefano y Langer,'l973), en las auriculas aisladas de cobayo (Adler-Graschins
ky, Langer y Rubio, 1972; Luchelli-Fortis y Langer, 1974, 1975; Langer, Adler
Graschinsky, Almeiday Diniz, 1975), en auriculas aisladas de rata (Roffler
Tarlov y Langer, 1971), en glándulas submaxilares de rata (Stefano, Perec y Tumilasci,
1974), en la membrananictitante aislada de gato (Langer y Enero, 1974) y en el
corazón perfundido de gato (Langer, l974a).
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Concentraciones de cocaína y fenoxibenzamina que inhiben la recaptación neuro
nal de noradrenalina, no modificaron la proporción del glicol deaminado 3H-D0PEG,

liberado espontáneamente. Estos resultados indicarían que el 3H-DOPEGliberado
en el eflujo espontáneo, se originaria a nivel presináptico, por 1a actividad de
la monoaminooxidasa y de la aldehido reductasa, sobre la 3H-noradrenalina que se
pierde de los gránulos de almacenamientoy pasa al citoplasma del terminal nervioso.
En apoyo de estos resultados Adler-Graschinsky, Langer y Rubio (1972) encontraron
que la inhibición selectiva de la monoaminooxidasa presináptica con bretilio, re

3H-DOPEG,en las aurículas aisladuce significativamente el eflujo espontáneo de
das de cobayo. En adición, dichos autores encontraron que la 3H-noradrenalina li
berada, por exposición de las aurículas de cobayo al agente tipo reserpínico R04
1284 fue metabolizada selectivamente a 3H-DOPEG.

3H-DOPEGfue el principal metabolito del eflujo espontáneo,Mientras que el
al catecol ácido, 3H-DOMA,le correspondió menos del 2%del total liberado.

En el bazo perfundido de gato y en nuestras condiciones experimentales la
fracción de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados representó aproximadamente
el 20%de la radiactividad del eflujo espontáneo, mientras que la normetanefrina
contribuyó con menos del 7%. Cuando se utilizó fenoxibenzamina en una concentra
ción que inhibe la captación neuronal y extraneuronal de noradrenalina, los valores
de liberación espontánea para la 3H-normetanefrina y los metabolitos 3H-O-metilados
deaminadosno difirieron significativamente de los valores obtenidos en condicio
nes controles.

De nuestros resultados podemosconcluir que los metabolitos liberados espontá
neamente en el bazo perfundido de gato se formarían a nivel presináptico por la
acción combinadade las enzimas monoaminooxidasa, catecol 0-metiltransferasa,
aldehido reductasa y aldehido dehidrogenasa (Fig 21). En apoyo de nuestros resultados,
los metabolitos de la 3H-noradrenalina liberada espontáneamente serían también
de origen presináptico, en la membrananictitante de gato y en el conducto deferen
te de rata (Langer, l974a). Sin embargo, en un trabajo reciente, realizado en el
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bazo perfundido de gato, se concluye que los metabolitos 3H-O-metilados deaminados

y la 3H-normetanefrina liberados espontáneamente se formarían principalmente por
la actividad de las enzimas extraneuronales (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974).

En el bazo perfundido de gato la H-noradrenalina representó más del 90%de
la radiactividad retenida en el tejido, lo cual indicaría que los metabolitos no
se retienen. Si bien el 3H-DOPEGrepresentó más del 60Xdel eflujo espontáneo
de radiactividad, este metabolito representó menosdel 1%de la radiactividad re
tenida en el tejido. Por otra parte, el metabolito ácido 3H-DOMAque fue 1a
fracción menosimportante del eflujo espontáneo, fue el principal metabolito rete
nido en el tejido. El tratamiento previo del tejido con cocaína, fentolamina o
fenoxibenzamina no modificó significativamente la proporción de 3H-noradrenalina
y 3H-metabolitos retenidos en el tejido respecto de los controles. Estos resulta
dos enfatizan el hecho que la medición del metabolismo en el tejido, no refleja
el camino metabólico de la 3H-noradrenalina liberada espontáneamente.
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IB - Metabolismode la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa a.
distintas frecuencias en el bazo perfundido de gato.

Resultados

1.- Respuestas vasculares y liberación fraccional por shock, comouna
función de la frecuencia de estimulación. En la Figura 4 se muestra una curva
de frecuencia respuesta a la estimulación nerviosa que fue obtenida estimulando
a cada frecuencia hasta obtener una meseta, según se describe an la parte F de

la sección Métodos. Entre el rango de frecuencias comprendido entre l y 16 Hz
se observa una relación lineal entre las resPuestas vasculares y la frecuencia
de estimulación nerviosa aplicada.

Cuandolos nervios esplénicos fueron estimulados con frecuencias crecien
tes, en condiciones en que se mantuvo constante el número de estímulos aplicados
(300 shocks), hubo un aumento marcado en las respuestas vasculares a la estimu
lación nerviosa, cuando la frecuencia varió entre 1 y 5 Hz (Fig 5A). Bajo es
tas condiciones experimentales no se encontraron diferencias significativas en
los valores de liberación fraccional por shock para las frecuencias de estimula
ción nerviosa, comprendidas entre 0.5 y 10 Hz. No obstante, dentro de este ran
go de frecuencias, la liberación de 3H-total, mostró una tendencia a aumentar, a
medida que se aumentó la frecuencia, aunque las diferencias no fueron significa
tivas. Cuandolos nervios fueron estimulados a 30 Hz, la liberación fraccional
por shock fue significativamente mayor que 1a obtenida para frecuencias menores
(Fíg 5B, Tabla 3).

La inhibición de la captación neuronal por cocaína, 2.9 uM(Cubeddu, Langer
y Weiner, 1974) no modificó significativamente la liberación fraccional por shock
a ninguna de las frecuencias utilizadas, 1, 5 y 30 Hz. No obstante, cuando se
comparóestos valores, con los obtenidos en los controles, se observó que la libe
ración de 3H-total inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz, fue menor que en
los controles (Tabla 3).
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En presencia de 3.1 uMde fentolamina, aumentó significativamente la libera
ción fraccional por shock, con respecto a los controles, para las tres frecuen
cias de estimulación (Tabla 3). Si bien el aumento en el 3H-total liberado fue

7.94 i 1.48 veces a 1 Hz (n=3) y 8.28 i 1.09 veces a 5 Hz (n=3), cuando los ner
vios fueron estimulados a 30 Hz, el aumento obtenido en presencia de fentolamina
fue solo de 2.82 i 0.30 veces (n=3).

La concentración de fenoxibenzamina empleada, 29 uM, inhibe la captación
neuronal de noradrenalina, además de bloquear los receptores alfa (Cubeddu, Langer,
y Weiner, 1974). La exposición a esta concentración de fenoxibenzamina incremen
t5 significativamente la liberación del transmisor a las tres frecuencias de esti
mulación empleadas (Tabla 3). Comoha sido observado para la fentolamina, el au

mento en el 3H-total inducido por estimulación nerviosa, en presencia de fenoxi
benzamina fue más pronunciado a 1 y 5 Hz, que a 30 Hz (Tabla 3).

2.- Metabolismo de la 3H-gpradrena1inar liberada del bazo perfundido de gato
. . . . . 3 . .a diferentes frecuenc1as de est1mu1ac16nnerv1osa. La H-noradrenalina liberada

sin metabolizar representó entre un 50 y un 60%del aumento total en radiactividad,
inducido por estimulación nerviosa por sobre los valores basales (Fig 6) para un
rango amplio de frecuencias (0.5 a 30 Hz). El glicol deaminado, 3H-DOPEGfue el
principal metabolito de 1a 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa para
todas las frecuencias estudiadas. Los 3H- metabolitos O-metilados deaminados y la
3H-normetanefrina representaron una pequeña fracción del aumento total en radiacti
vidad inducido por estimulación nerviosa (Fig 6). En estas condiciones (es decir:
cuando el aumento en radiactividad obtenido durante y después del período de esti
mulación nerviosa fueron considerados conjuntamente ) no hubo diferencias signifi
cativas en el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada, cuando se compararon
las diferentes frecuencias de estimulación (Fig 6).
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Una imagen diferente surge cuando se analiza separadamente el metabolismo de

la 3H-noradrenalina liberada durante y después del período de estimulación nerviosa.
Comose observa en la Figura 7, el porcentaje del transmisor liberado que fue reco
gido como3H-metabolitos durante el período de estimulación nerviosa disminuyó pro
gresivamente cuando se aumentó la frecuencia de estimulación de 0.5 a 5 Hz. Para
las frecuencias de estimulación mayores que 5 Hz, más del 90%de la radiactividad

liberada durante el período de estimulación fue 3H-noradrenalina (Fig 7). En con
traste con estos resultados el metabolismo de la 3H-noradrenalina recogida después
del período de estimulación nerviosa, no se modificó en función de la frecuencia
de estimulación aplicada en el período previo (Fig 8). De la radiactividad libe
rada después de la estimulación nerviosa la mayor parte se debió a los metabolitos
de la 3H-noradrenalina. El glicol deaminado, H-DOPEGfue el principal metabolito
formado, correspondiéndole más del 50%de la radiactividad total recogida en ese
período (Fig 8). Bajo estas condiciones experimentales, la 3H-noradrenalina re
presentó entre el lO y el 20%de la radiactividad liberada después del período
de estimulación nerviosa mientras quc el remanente estuvo formado por la fracción
de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados y en menor extensión por la 3H-norme
tanefrina. (F18. 8)

3
3.- Secuencia temporal del metabolismo de la H-noradrenalina liberada a dife

rentes frecuencias de estimulación nerviosa. Comose ha mostrado en los párrafos
anteriores, hay una diferencia notable entre el metabolismo de la 3H-noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa, en las muestras recogidas durante y después
del período de estimulación nerviosa (CompararFigs. 7 y 8). El análisis de la se
cuencia temporal del metabolismode la noradrenalina tritiada liberada por estimula
ción nerviosa se llevó a cabo midiendo la 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos presen
tes en muestras de un minuto del efluente venoso, recogidas durante y después del
período de estimulación nerviosa a diferentes frecuencias.
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Comose muestra en la Tabla 4, la fracción de la radiactividad total recogida
después del período de estimulación nerviosa aumentó progresivamente, cuando la
frecuencia de estimulación se incrementó de 0.5 Hz a 5 Hz. Cuando los nervios

fueron estimulados a 10 ó 30 Hz la fracción de la radiactividad total recogida
después de la estimulación nerviosa fue similar o menor que la obtenida a 5 Hz
(Tabla 4). Noobstante, debe hacerse notar que cuando la estimulación nerviosa
se llevó a cabo a lO ó 30 Hz , la primer muestra de un minuto, recogida desde el
comienzo de la estimulación incluyó 30 y 50 segundos del período posterior a la
estimulación, respectivamente. En consecuencia, en nuestras condiciones experi
mentales, solo se obtuvo una relación válida entre la frecuencia de estimulación
y la pr0porción del 3H-total liberado que se recogió después de la estimulación
para las frecuencias de estimulación comprendidas entre 0.5 y S Hz.

En la Figura 9 se muestra la distribución porcentual de los compuestos tri
tiados (3H-noradrenalina y 3H-metabolitos) liberados durante y después de la es
timulación nerviosa, a 0.5 Hz. Durante los 10 minutos de estimulación nerviosa,
la 3H-noradrenalina no metabolizada representó aproximadamente el 50%de la
radiactividad total, mientras que el 3H-DOPEGcontribuyó con el 25%de la radiacti
vidad . En contraposición con este resultado, en las muestras recogidas después
de la estimulación, hubo un rápido incremento en la proporción del glicol deaminado,
3H-DOPEG,mientras que la fracción de 3H-noradrenalina declinó rápidamente (Fig 9).
La contribución de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados y 3H-normetanefrina,
a la radiactividad liberada por estmmulaciónnerviosa fue pequeña en las muestras
recogidas durante y después de la estimulación a 0.5 Hz (Fig 9).

Cuandose realizaron estudios similares bajo condiciones en las cuales los
nervios fueron estimulados a 1 ó 2 Hz, se encontró que durante el período de esti
mulación nerviosa la 3H-noradrenalina representó entre el 75 y el 90%de 1a radiac
tividad total (Fig 10). Comoya ha sido observado para 0.5 Hz, aquí también in
crementó la proporción de 3H-DOPEGen las muestras obtenidas después de la_esti

mulación (Fig 10). En adición, tanto a 1 Hz como a 2 Hz hubo un aumento marcado
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en 1a fracción de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados después de la estimula
ción nerviosa. El aumento en la fracción de los metabolitos 3H-O-metilados deami

nados fue posterior al aumento observado para la fracción de 3H-DOPEG.Por otra
parte fue muypequeña la contribución de la 3H-normetanefrina en las muestras
recogidas durante y después del período de estimulación nerviosa (Fig 10).

Cuandolos nervios fueron estimulados a 5, 10 ¿’30 Hz, de la radiactividad
liberada durante el primer minuto le correspondió a la 3H-noradrenalina más del
90%(Fig ll). Por otra parte, en las muestras obtenidas después de la estimulación
el 3

radiactividad total liberada en este período (Fig ll). Comofue observado para
H-DOPEG,representó la principal fracción, correspondiéndole el 50%de la

las frecuencias de estimulación menores, en las muestras obtenidas después de

la estimulación aumentó la fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados, loa
que aparecieron después que la fracción de 3H-DOPEG(Fig 10 y 11).

Es de interés hacer notar que el aumento en la proporción de 3H-DOPEGen
las muestras recogidas después de la estimulación, fue observado en valores porcen
tuales y en valores absolutos (Fig 12). El aumento en el 3H-DOPEGliberado después
de la estimulación fue más pronunciado cuando se aplicaron frecuencias altas de
estimulación nerviosa en el período previo. En adición, aün para la tercera mues
tra recogida después de terminado el período de estimulación nerviosa, los valores
para el glicol deaminado, 3H-DOPEG,permanecieron sobre los niveles basales obte
nidos para este metabolito antes de la estimulación (Fig 12). Estos resultados
indicarían que en nuestras condiciones experimentales, la contribución del glicol
deaminado,a la radiactividad total liberada por estimulación nerviosa fue ligera
mente subestimada.

En la Figura 13 se muestran los valores absolutos para la fracción de metabo
litos 3H-O-metilados deaminados obtenida antes, durante y después de los períodos
de estimulación nerviosa a diferentes frecuencias. Comoha sido mostrado para
el 3H-DOPEG,en las muestras obtenidas después de la estimulación aumentaron los
nCi de metabolitos 3H-O-metilados deaminados liberados y estos valores absolutos
se mantuvieron sobre los niveles basales, afin en la tercera muestra posterior

. . . . . . 3 .a la estimulación. En consecuenCia, la contribución de los metabolitos H-O-meti
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lados deaminadosa la radiactividad total liberada por estimulación nerviosa, fue
también subestimada particularmente para las frecuencias mayores de 2 Hz (Fig 13).

4.- Efectos de 1a cocaína sobre el metabolismo de la 3H-noradrenalina libera

da por estimulación nerviosa. La concentración de cocaína empleada en estos expe
rimentos, 2.9 uM, inhibe casi completamente la captación neuronal de 3H-noradrena
lina en el bazo perfundido de gato (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974). Comose mues
tra en la Figura 14, en presencia de cocaína, se inhibió completamente la formación
de 3H-DOPEG,a partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa
a 1, 5 y 30 Hz. Bajo estas condiciones experimentales, se redujo la fracción de
metabolitos 3H-O-metilados deaminados , reducción que fue significativa a 5 Hz.
Ademásse observó un pequeño incremento en la 3H-normetanefrina formada a partir
del transmisor tritiado liberado por estimulación nerviosa que no llegó a ser
significativa (Fig 14 y Tabla 5). En la Tabla S, se observa que en presencia de
cocaína 2.9 uMaumentó significativamente la proporción de 3H-noradrenalina libera
da por estimulación nerviosa.

Cuandose analizó la distribución porcentual de la radiactividad liberada
durante el período de estimulación nerviosa, en presencia de cocaina, se observó
que la 3H-normetanefrina fue el único metabolito que contribuyó a la radiactividad
liberada por estimulación nerviosa (Fig 15A). Cuando1a estimulación nerviosa
se llevó a cabo a 1 Hz, la exposición a la cocaína aumentó significativamente la
proporción de 3H-noradrenalina liberada sin metabolizar, dado que la droga previno
la formación de 3H-DOPEGdurante la estimulación nerviosa (Fig 15A). Después de la
estimulación nerviosa la cocaína también previno la formación de 3H-DOPEGy redujo
la formación de metabolitos 3H-O-metilados deaminados. Por otra parte hubo un
pequeño incremento en la cantidad de 3H-normetanefrina formada (Fig lSB).

La secuencia temporal del metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa a l, 5 y 30 Hz en presencia de 2.9 uMde cocaína se muestra
en la Figura 16. La 3H-noradrenalina sin metabolizar representó casi el 100%de
la radiactividad liberada durante el período de estimulación nerviosa y permaneció
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comola fracción principal deSpués de la estimulación, para las tres frecuencias
utilizadas. La proporción de 3H-normetanefrina formada a partir de la 3H-nora
drenalina liberada por estimulación nerviosa aumentóprogresivamente después
de la estimulación, mientras que la contribución de los metabolitos 3H-O-metilados
deaminados fue muy pequeña excepto cuando la estimulación se llevó a cabo a 1 Hz

(Fig 16). Es de interés hacer notar que en presencia de cocaína, 2.9 uN, la li
beración'fraccional de radiactividad no se modificó con respecto a los controles
sin droga (Tabla 3).

La prevención por cocaína, de la formación de 3H-DOPEGa partir de la 3H
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa fue demostrada recientemente
en el bazo perfundido de gato (Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974) y en la
membrananictitante aislada de gato (Langer y Enero, 1974).

La contribución de los 3H-metabolitos a la radiactividad total liberada por
estimulación nerviosa fue calculada substrayendo a cada fracción, la liberación
basal de radiactividad obtenida en el período anterior a la estimulación nerviosa.
Justificando esta metodología, en la Figura 17, se puede observar que en presencia
de cocaína y durante la estimulación nerviosa a l Hz y 5 Hz, la liberación espontá
nea de 3H-DOPEGno se redujo, a pesar que en estas condiciones experimentales,
se prenino completamente la formación del 3H-DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa. Resultados similares fueron obtenidos para
la fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados, es decir, no se observó
disminución durante la estimulación nerviosa y sólo hubo un pequeño incremento
en las muestras obtenidas después de 1a estimulación.

5.- Efectos de fentolamina X fenoxibenzamina sobre el metabolismo de la
3 . . . .l . . .H-noradrenalina liberada por est1mulac1on nerv1osa. La contr1buc1ón porcentual
de la 3H-noradrenalina y sus 3H-metabolitos a la radiactividad total liberada
por estimulación nerviosa en presencia de 3.1 uMde fentolamina ó 29 uMde fenoxi
benzamina se muestra en la Figura 18. En presencia de 3.1 uMde fentolamina, el
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3H-total liberado por estimulación nerviosa aumentó 8 veces a 1 y S Hz y casi
3 veces a 30 Hz (Tabla 3). Bajo estas condiciones experimentales, hubo una
pequeña reducción en la contribución porcentual, de los 3H-metabolitos a la
radiactividad total liberada por estimulación nerviosa a l, 5 y 30 Hz (Fig.
18). El análisis estadístico de experimentos pareados, en los cuales se estu
dió el efecto de 3.1 uMde fentolamina, sobre el metabolismo de la 3H-noradre
nalina liberada por estimulación nerviosa, se muestra en la Tabla 6. Se obser
vó un incremento significativo en la fracción de 3H-noradrenalina, en presencia
de fentolamina, para las tres frecuencias de estimulación estudiadas. Simul
táneamente, la contribución de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados se
redujo significativamente (Tabla 6). En estos experimentos la formación de 3H
DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa_ se
redujo significativamente, cuando los nervios fueron estimulados a 5 Hz en pre
sencia de fentolamina. Cuandola estimulación se llevó a cabo a 1 Hz, la fento
lamina no redujo la formación de 3H-DOPEC,mientras que a 30 Hz la reducción no
alcanzó a ser significativa (Tabla 6). Es de interés recalcar que durante la
exposición a fentolamina hubo un incremento significativo en la fracción de
radiactividad recogida durante la estimulación nerviosa a 1, 5 y 30 Hz (Tabla 8).
Noobstante, el aumento en el transmisor liberado durante el período de estimula
ción fue más pronunciado a 5 Hz. Es posible que haya una correlación entre la
disminución de la fracción dc radiactividad en las muestras recogidas después
de la estimulación a 5 Hz y la reducción en la formación de 3H-DOPEGque se ob

tuvo en estas condiciones (Comparar Tablas 6 y 8).
Es de interés hacer notar, que en presencia de fentolamina los valores

absolutos del 3H-DOPEGliberado durante la estimulac1ón nerviosa a 1 Hz fueron

mayores que aquellos observados en el grupo control correspondiente (Comparar
Figs. 12 y 19). Un aumento similar fue obtenido para los valores absolutos
de la fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados durante la estimulación

nerviosa a 1 Hz en presencia de fentolamina (Comparar Figs 13 y 19). A pesar
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del aumento de 3 veces en la radiactividad total liberada a 30 Hz en presencia
de fenoxibenzamina (Tabla 3) los valores absolutos del 3H-DOPEGy de los metabo

litos 3H-O-metilados deaminados obtenidos durante y después de la estimulación
nerviosa fueron menores que aquellos obtenidos en el grupo control (Comparar
Figs. 12, 13 y 19).

La secuencia temporal del metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por es
timulación nerviosa a l, 5 y 30 Hz, en presencia de fentolamina, se muestra en
la Figura 19. A pesar del aumento marcado observado en el 3H-total liberado en
presencia de fentolamina (Tabla 3), la distribución porcentual de 1a 3H-noradre

3H-DOPEGen las muestras obtenidas después de la estimulación nervionalina y del
sa fue similar a la observada en el grupo control para las tres frecuencias de
estimulación aplicadas: l, 5 y 30 Hz (Fig 20). Es de interés, hacer notar que
el incremento rápido en la formación del 3H-DOPEGdespués de 1a estimulación fue

observado también en presencia de fentolamina (CompararFigs. 9, 10, ll y 20).
En los experimentos llevados a cabo en presencia de 29 UMde fenoxibenzamina

se observó una inhibición casi completa en el metabolismo de la 3H-noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa (Fig. 18). En estas condiciones experimentales
el aumento en el 3H-total liberado fue similar a1 obtenido en presencia de 3.1 uN
de fentolamina (Tabla 3). El análisis estadístico de experimentos pareados lle
vados a cabo en presencia de 29 uMde fenoxibenzamina, concentración que inhibe
la captación neuronal (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974) y extraneuronal de noradrena
lina (Gillespie, Hamilton y Hosie, 1970), se muestran en la Tabla 7, Se observó
un incremento significativo en la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nervio
sa, a l, 5 y 30 Hz, que representó el 97%de la radiactividad total liberada
(Tabla 7). Simultáneamente se redujo marcadamente, la fracción de metabolitos
3H-O-metilados deaminados aunque la reducción sólo fue significativa cuando la
estimulación se llevó a cabo a 30 Hz. Tanto 1a formacion del 3H-DOPEG,como la

de 3H-normetanefrina se redujo significativamente con respecto a los controles,
para las tres frecuencias analizadas.
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La actividad específica del neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa
a 5 Hz, fue 3.58 i 0.60 nCí/ng (n=4) y 2.82 i 0.93 nCi/ng (n=4) en la primera
y ültima estimulación nerviosa respectivamente, en experimentos donde se realiza
ron seis estimulaciones sucesivas. Dichos valores no difirieron significativamente
del obtenido en el tejido al final del experimento 2.08 i 0.77 nCi/ng (n=4)
(Langer y Dubocovich, observaciones no publicadas). El hecho que la actividad
específica del neurotransmisor retenido en el tejido y del liberado por esti ula
ción nerviosa no difieran significativamente reflejaría una marcación homogénea
de los depósitos endógenosde noradrenalina, por el neurotransmisor tritiado.

Estos resultados justificarían la metodologíautilizada en este trabajo donde
se determinó el metabolismo del neurotransmisor liberado espontáneamente y por
estímulo nervioso, de la noradrenalina tritíada almacenadaen el tejido. Se
asumió por lo tanto, que el caminometabólico del neurotransmisor tritiado re
fleja el de la noradrenalina fría, almacenadaen las vesículas sinápticas.
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. ., . -S
Grupo L1berac1on fracc1onal por shoek (x10 ) (a)
Experimental

1 Hz 5 Hz 30 Hz

Controles 14 6.81 i 0.88 9.04 Ï_1.45 18.55 ¿2.92Y
COC(2.9 uH) 3 6.08 Ï_0.07 6.57 i 2.34 12.86 i 2.10

FENT(3.1 uM) 3 43.66 1 2.23B 73.67 i 7.3155 50.09 i 8.72B

FBA(29 m4) 3 67.01 i 8.74B 66.00 ¿10.19? 36.85 i 9.66“

l

Tabla 3 : Efectos de cocaingJ fentolamina y fenoxibenzamina sobre el‘3H—total li
berado por estimulación nerviosa en el bazo nerfundido de gato.

a) Radiactividad total liberada por estimulación nerviosa, expresada comola
fracción.de radiactívidad tisular liberada por shock (x10_5). Para detalles, ver
Métodos.

Un total de 300 estímulos fueron aplicados para cada frecuencia de estimulación.
COC: cocaina FENT: fentolamina FBA: fenoxibenzamina

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i el error
standard de la media.

a p Q 0.05; B p ( 0.001 cuando se compara con el control correspondiente.

Y p 4 0.01; 6 p ( 0.025 cuando se cempara con el valor obtenido en el período de
estimulación anterior, dentro del mismogrupo.
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Porcentaje de la radiactividad total liberada
Frecuencia de n

estimulación Durante la (b) Después de la (c)
(Hz) (a) estimulación nerviosa estimulación nerviosa

0.5 3 87.41 i 1.15 12.59 i_1.15
1 14 79.52 i 1.94 20.38 i 1.94

2 6 67.32 i 2.56 32.67 Ï_2.56
5 14 46.17 i 2.06 53.82 i 2.06

10 3 48.41 i 2.80 51.58 i 2.80

30 14 69.24 :_2.16 30.75 :_2.16

Tabla 4: Porcentaje de la radiactividad total liberada en las muestras reconidas
durante y después del período de estimulación nerviosa a diferentes frecuencia;

a) Frecuencia de estimulación aplicada, expresada en Hz. Un total de 300 estímu

los fueron aplicados para cada frecuencia de estimulación (0.1 msec, voltaje supra
máximo).

El tiempo de estimulación fue de 10 minutos para la frecuencia de 0.5 Hz y de 10
segundos para la frecuencia de 30 Hz.
b) Porcentaje de la radiactividad total liberada en las muestras recogidas durante
el período de estimulación nerviosa.
c) Porcentaje de la radiactividad total liberada en las muestras recogidas desgués
del período de estimulación nerviosa.
n: número de experimentos.

Cada valor corresponde a la media i_el error standard de la media.



Porcentajedelaradiactividadtotal(b)

FrecuenciadeGrupo estimulación(a)ExperimentalNA0}ÜANHNDOPEG

com73.5i1.65.o+1.14.6+0.417.1i2.5 COC92.3i_1.2***2.4i0.95.3

O

m
O
+I

CON“63.2+2.76.0+0.14.9

5Hz__

COC90,7+0.7***1.4i0_7**7.7

+I
1.124.5+2.7 0.90

+I

y;(

30Hcom69.3i5.15...3__

coc89.5+3.1%2.4i1.87.9¿1.4o

+
ln
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I-i
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+l
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N
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+
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Tabla5 :Efectodelacocaínasobreelmetabolismodeltransmisorliberadoorestimulaciónnerviosa
3_difcrcntesfrecuencias.

a)Frecuenciadeestimulaciónaplicadaencadaperíodo.Untotalde300estímulosfueronaplicadospara cadafrecuenciadeestimulación.

3 .3 ....,..

b)H-noradrenalinayH-metabolitosliberadosporestimulacionnerv1osa,expresadocomoporcentaJede laradiactividadtotalliberada. NA:3H-noradrenalinaONDA:3H-metabolitosO-metiladosdeamínadosNMN:3H-normetanefrina DOPLC:3H-3,4-dihidroxifeuílglicol.Losvaloresobtenidosparaelácido3,4-dihidroxinandélico(DONA) fueronmenoresdel1%. CONT:controles(n=3);COC:cocaína,2.9uN(n=3).Ladrogafueadicionada21minutosantesdelaestima laciónnerviosaysemantuvohastaelfinaldelexperimento.n:númerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondealamedia+elerrorstandarddelamedia.

l

'¿‘p(0.05;**p<0.01;‘-'=>'=='=p<0.001cuandosecomparaconelcontrolcorrespondiente.8:

I



Porcentajedelaradiactividadtotal(b)

FrecuenciadeGrupo Iestimulación(a)ExperimentalNAONDANMNDOPEG.

com:71.8i0.53.2i1.o5.7i1.414.0i2.4 FENT78.3+1.5*3.3i0.1**2.9i0.214.8+1.5

1Hz

con"56.5 FENT85.5i

9.8i0.84.7

-.’<:'::'<='=3.3i0.5'k’h"3.0

I\
O
+I

26.5+0.5
7.7+O.5****

5Hz

¡x
o‘
+l

(fly-4«¡a
+1

+

+

com77.62.45.3i0.8.4.211.4_2.o 171:qu88.1:0.9%-2.1i0.3“:3.4i1.15.3i0.6

a)
c>

+l

30

Énbla6_:Efectodelafentolaminasobreelmetabolismodeltransmisorliberadoporestimulaciónnerviosa adiferentesfrecuencias. a)Frecuenciadeestimulaciónaplicadaencadaperíodo.Untotalde300estímulosfueronaplicadospara cadafrecuenciadeestimulación.b)3H-noradrenalinay3H-metabolitosliberadosporestimulaciónnerviosa,expresadocomoporcentajede laradiactividadtotalliberada. NA:3H-noradrenalinaONDA:3H-metabolitos0-metiladosdeamínadosNHN:3H-normetanefrina DOPEC:3H-3,4-dihidroxifenilglicol.Losvaloresobtenidosparaelácido3,4-dihidroximandélico(DOMA)fueron menoresdel1%. CONT:controles(n=3);FENT:fentolamina3.1uN(n=3).Ladrogafueadicionada21minutosantesdelaestimg laciónnerviosaysemantuvohastaelfinaldelexperimento.n:númerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondealamedia+elerrorstandarddelamedía. 7'-'p<0.025;**p<0.01;***p<0.005;****p(0.001cuandosecomparaCkJelcontrolcorresponaiente.



Porcentajedelaradiactividadtotal(b)

FrecuenciadeGrupo estimulación(a)ExperimentalNAOMDANHNDOPHG

W.o

1HzCUAI70., _

FBA96.6

(n
O

I—I

+|
a)
ln

4.9i0.918.2i_1.4 1.0+0.2*1.1Ï_0.3****

I-iI-l
+

.9 .Okflák0.9
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O
+I
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com62.94.37.82.74.4 mm98.3i0.4**='=0.6:0.10.5

xo
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+|
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23.3¿2.3
0.5¿mw-«wc

«a
x
I—l

I
c:
+l

+l

+l

0.514.2i3.4 0.12%“0.5io.2>'<

30“zCONT73.84.45.3.76.1

10i

mm97.2¿1.0%0.7io.0.5i

Tabla7 :Efectodelafenoxibenzaminasobreelmetabolismodeltransmisorliberadoporestimulaciónnerüiosa adiferentesfrecuencias. a)Frecuenciadeestimulaciónaplicadaencadaperíodo.Untotalde300estímulosfueronaplicadosparacada frecuenciadcestimulación. b)3H-noradrenalinay3H-metabolitosliberadosporestimulaciónnerviosa,expresadocomoporcentajedela radiactividadtotalliberada.

...,.,3 .

NA:3H-noradrenallnaONDA:3H-metabolitosO-metilaoosdeamlnadosNHR:H-normetanefrlna DOPEG:3H-3,4-dihidroxifenilglicol.Losvaloresobtenidosparaelácido3,4-dihidroximandélicofueronmenores del1%. CONT:controles(n=3)FBA:fenoxíbenzamina29uM(n=3).Ladrogafueadicionada21minutosantesdelaes timulaciónnerviosaysemantuvohastaelfinaldelexperimento.n;nümerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondealamedia¿velerrorstandarddelamedia. *p(0.025;**pC0.01;***p(0.005;****p<_0.001cuandosecomparaconelcontrolcorrespondiente.
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Zdelaradiactividadtotalliberadaporestimulaciónnerviosaa)

Grupo1Hz5Hz30Hz ExperimentalDuranteDeSpuésDuranteDespuésDuranteDespués

2.4725.12+2.47

+

Control377.46i2.1622.542.1640.69i1u8159.30i1.8174.87

+|

FENT3.1uM385.99i1.02*14.01i_1.02*71.39:_0.81**28.61i_0.81**86.12i0.46*13.87i0.46*

Tabla8 :Efectodelafentolaminasobreelporcentajedelaradiactividadtotalliberadaenlasmuestrasreco gidasduranteydesnuésdelperíododeestimulaciónnerviosa. a)Porcentajedelaradiactividadtotalenlasmuestrasrecogidasduranteydespuésdelosperíodosdeestimula ciónnerviosa,paralasdistintasfrecuenciasdeestimulaciónaplicadas. LosnerviosfueronestímuladosalHzdurante300seg,SHzdurante60seg,30Hzdurante10seg(0.1mseg,'voltajesupramíximo). FEST:fentolamina(3.1uN).Ladrogaseadicionó21minutosantesdelperíododeestimulaciónnerviosaypermane ci6presentehastaelfinaldelexperimento.n:númerodeexperimentos.Semuestranvaloresmediosielerrorstandardde1amedía. *p<:0.025;**p((0.001cuandosecomparaconelcontrolcorrespondiente.
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Figura 4: Efecto de la frecuencia de estimulación nerviosa sobre las reSpuestas
presoras en el bazo perfundido de gato.

Ordenada: aumentos en la presión de perfusión expresados comoporcentaje de la res
puesta máxima obtenida en cada experimento. El valor máximoobtenido a 10 Hz fue

dé 99.6 i 21.8 (n=10) mmde Hg.

Abscisa: frecuencia (Hz) de estimulación nerviosa empleada (0.1 mseg, voltaje supra
máximo). Los nervios se estimularon a cada frecuencia hasta que se obtuvo una mese
ta. Para detalles ver Métodos.

n: número de experimentos por grupo.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de 10 experimen
tos por grupo.
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Figpra 54 Efecto de la frecuencia de estimulación nerviosa sobre las respuestas 1
sobre el 3H-total liberado en el bazo perfundido de gato.

Ordenada A: Representa el incremento en presión de perfusión expresada en mmde Hg.
Ordenada B: Radiactividad total liberada por estimulación nerviosa, expresada como
la fracción de radiactividad tisular liberada por shock (xlO-S). Para detalles ver
Métodos.

Abscisa: Frecuencia de estimulación empleada (Hz). Un total de 300 estímulos fueron
aplicados para cada frecuencia de estimulación.
Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de 3 a 14 experi
mentos por grupo.
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. . 3 . . . .. .Figura 6: Metabolismo de la H-noradrenalina liberada por est1mulac1on nerv1osa
a diferentes frecuencias en el bazo perfundido de nato.

Ordenada: porcentaje del aumentototal en radiactividad sobre los valores basales,
inducido por estimulación nerviosa para cada metabolito. Un total de 300 estímu
los fueron aplicados para cada frecuencia de estimulación. Debajo de cada columna
se indica 1a frecuencia (Hz) utilizada.

NA: 3H-noradrenalina

¡QZDOPEC:3H-3,4-dihidroxifenilglicol¡RU
, 3 - .INEN: H-normetanefrlna|__._

. r ONDA:3H-metabolitos 0-metilados deaminados.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la medía de 3 a 14 experi
mentos por grupo.
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. . 3 . .Flgura 7: Metabollsmo de la H-noradrenallna en las muestras reconldas durante el
período de estimulación nerviosa a diferentes frecuencias en el bazo perfundido de
gato .

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactividad sobre los valores basales para cada
metabolito en las muestras recogidas durante el período de estimulación nerviosa. Un
total de 300 estímulos fueron aplicados para cada frecuencia de estimulación. Debajo
de cada columna se indica la frecuencia (Hz) utilizada.

\ 3 .
í I SA: H-noradrenallna

¡32233 DOPEG:3H-3,4-díhidroxífenilglicol
' 3
lï;j.[ 233€: H-normetanefrinn
p- 3, . . . .

u ONDA: h-metanolltos 0-met11ados deamlnadosn

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de 3 a 14 experimon_
tos por grupo.
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Figpra 8 : uetabolismo de la H-noradrenallna en las muestras recogldas después
del período de estimulación nerviosa.

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactivídad sobre los valores basales,
para cada metabolito, en las muestras recogidas después del período de estimuLí
ción nerviosa.

Debajo de cada columna se indica la frecuencia (Hz) de estimulación que se apli
có antes de recoger las muestras.

:I NA:3H-noradrenalina
W nome: 3II-‘3,A-dihidroxifcnilalicol

[Ï:::] KEN:3H-normetanefrina

É:::Ïá OHDA:3H-metabolitos O-metilados deaminados.
Cada valor corresponde a la media i el error standard de 1a media de 3 a 14 expe
rimentos por grupo.
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Figura 9 : Distribución porcentual de los compuestos tritiados (noradrenalina v
metabolitos) liberados por estimulación nerviosa;en cada una de las muestras reco
gidas

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactividad sobre los valores basales, induci
do por estimulación nerviosa, para la noradrenalina y sus metabolitos en cada mues
tra recogida.
Abscisa: tiempo en minutos.

El rectángulo negro debajo de 1a abscisa indica el período de estimulación nerviosa
a: 0.5 Hz durante 10 min. (0.1 mseg, voltaje supramáximo).

E:Ï ' NA: 3H-noradrenalina

— A DOPEG:311-3,4-dí.hidroxifenilglicol
E:5_._..<:3 ONDA:3H-metabolitos 0-metilados deaminados.

'\ HMS: H-normetanefrina.

Cada valor corresponde a la media de 3 experimentos.
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Figura 101 Distribución porcentual de los compuestos tritiados (noradrenalina v
metabolitos) liberados por estimulación nerviosa en cada una de las muestras reco
¿idas

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactividad sobre los valores basales, indu
cido por estimulación nerviosa, para la noradrenalina y sus metabolitos en cada
muestra recogida.
Abscisa: tiempo en minutos.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulación
nerviosa a: 1 Hz durante 300 seg (n=14) y 2 Hz durante 150 seg (n=6) (0.1 mseg, vol

taje supramáximo)
¡._- NA: 3II-—noradrenalina

- —A DOP‘EG:3H-3,4-dihidroxifenilnlicol
. — ONDA:3H-metabolitos0-metilados dearninados.

ÏCÍTI: H-nometane frina

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i el error
standard de la media.
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Figura ll: Distribución porcentual de los compuestostritíados (noradrenalina v
metabolitos) liberadosgpor estimulación nerviosa en cada una de las muestras recogidas

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactivídad sobre los valores basales, induci
do por estimulación nerviosa, para la noradrenalina y sus metabolitos en cada muestra
recogida.
Abscisa: tiempo en minutos.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulación ner
viosa a: S Hz durante 60 seg (n=14),10 Hz durante 30 seg (n=3) y 30 Hz durante 10 seg

(n=14) (0.1 mseg, voltaje supramáximo).
1, VA: 3H-noradrenalína

- - DOPEC:311-3,lo-dihídroxifenilglícol
(9-.....9 OÏ-TDA:3H-metabolitos 0-meti1ados deaminados

\-\ v 3 . ‘“JE: H-normetanefrlna

n: número de experimentos por grupo.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media.
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Figura 12: Efecto de la frecuencia de estimulación nerviosa sobre el 3H-DOPEGformado
a eernsas de la 3H-noradrenalina liberada en el bazo Eerfundido de gato.

Ordenada: Representa los nCi de 3H-DOPEG,presentes en cada muestra de 1 minuto. Las
barras blancas representan el flujo espontáneo de 3H-DOPEGen cada muestra. Las ba
rras negras representan el aumentoen radiactividad sobre los valores basales del 3H
DOPEG,inducido por estimulación nerviosa.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulaciñn ner
viosa, para las distintas frecuencias. Se aplicaron un total de 300 estímulos para
cada frecuencia.
3H-DOPEG: 3H-3,4-dihidroxifenilglicol.
Cada valor corresponde a la media :_e1 error standard de la media de 3 a 14 experimen
tos por grupo.
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Figura 13: Efecto de 1a frecuencia de estimulación nerviosa sobre los 3H-OMDAforma
dos a expensas de la 3H-noradrenalina liberada en el bazo perfundido de gato.

Ordenada: Representa los nCi de 3H-OMDApresentes en cada muestra de l minuto. Las
barras blancas representan el flujo espontáneo de 3H-OMDAen cada muestra. Las barras
negras representan el aumento en radiactividad sobre los valores basales de los 3H-OMDA,
inducido por estimulación nerviosa.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulación ner
viosa, para las distintas frecuencias. Se aplicaron un total de 300 estímulos para
cada frecuencia.
3H-OMDA:3H-metabolitos O-metilados deaminados.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de 3 a 14 experimen
tos por grupo.
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. . . 3 . .Figura 14: Efecto de la cocaina sobre el metabolismo de la H-noradrenalina 11
berada por estimulación nerviosa a diferentes frecuencias en el bazo perfundido
de gato.

Ordenada: porcentaje del aumentototal en radiactividad sobre los valores basales,
inducido por estimulación nerviosa, para cada metabolito.
Un total de 300 estímulos fueron aplicados para cada frecuencia de estimulación.
Debajo de cada columna se indica la frecuencia (Hz) utilizada.
A: controles (n=14) B: cocaina 2.9 uM (n=3)

l INA: 3H-noradrenalina

Ezzzza DOPEC:3H-3,4-dihidroxifcnilleicol
ïüfiiz H-normetanefrina

. .‘ ONDA:3H-metabolitos 0-metilados deaminados.
n: número de experimentos.

Cada valor corresponde a la media i'e] error standard de la media.
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Figura 15: Efecto de la cocaina sobre e] metabolismo de 1a 3H-noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa en las muestras recogidas durante v después
del período de estimulación nerviosa.

Ordenada: porcentaje del aumento
cada metabolito, en las muestras

en radiactividad sobre los valores basales, para
recogidas durante (A) y después (B) del períg

do de estimulación nerviosa.
Un total de 300 estímulos fueron

Debajo de cada columna se indica
COHT:

aplicados para cada frecuencia de estimulación.
la frecuencia (Hz) utilizada.

controles (n=14) COC: cocaina 2.9 uH (n=3)
NA:

DOPEC:

ÏÉCJ:

3H-noradrenalina

3H-3,4-dihidroxifenilglicol
3H-normetanefrina

3 . . .}mA: H-metaholitos 0-met11ados deaminados.

n: número de experimentos. ,
Cada valor corresponde a 1a media i el error standard de la media.
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Figura 16: Efecto de la cocaína sobre la distribución porcentual de los comnuestos
tritiados (noradrenalina y metabolitos) liberados por estimulación nerviosa en cada
una de las muestras recogidas.

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactividad sobre los valores basales, inducido
por estimulación nerviosa, para la noradrenalina y sus metabolitos en cada muestra
recogida.
Abscisa: tiempo en minutos.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulación ner
viosa a: 1 Hz durante 300 seg, 5 Hz durante 60 seg y 30 Hz durante 10 seg. (0.1 mseg,

voltaje supramáximo). '
Todas las estimulaciones se realizaron en presencia de cocaína, 2.9 uH.

[25" ¿a NA:3H-noradrenalina
u 3. . . .OuDA: h-metabolitos O-metilados deaminndos.a:

.-h. 3, .“¿uz L-normetancfrina.

Í
.Cada Valor corresponde a la media :_e1 error standard de la media de 3 experimentos.
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Figura 17: Efecto de la cocaína y de la fenoxibenzamina sobre el 3H-DOPEGformado

a eggensas de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa a diferentes
frecuencias en el bazo Perfundido de gat .

Ordenada: indica los nCí de 3H-DOPEGpresentes en cada muestra de 1 minuto. Las
3barras blancas representan el flujo espontáneo de H-DOPEGen cada muestra. Las ba

rras negras representan el aumentoen radiactividad sobre los valores basales del
3H-DOPEG,inducido por estimulación nerviosa.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimulación ner
viosa, para las distintas frecuencias.
A: Los nervios fueron estimulados a 1 Hz durante 300 seg.
B: Los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 seg.
3H-DOPEG:311-3,4-dihidroxifenilglicol
CONTzcontroles (n=14) COC: cocaina 2.9 uM (n=3) FBA: fenoxibenzamina 29 uM (n=3)

n: número de experimentos

Cadavalor corresponde a la medial: el error standard de la'média.
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Figura 18: Efecto de la fentolamína v de la fenoxibenzamina sobre el meta
. 3 . . . . . .bollsmo de la H-noradrenallna l1bergga por est1mulac16n nerv1osa a d1fe

rentes frecuencias en el bazo perfundido de gato.

Ordenada: porcentaje del aumentototal en radiactividad sobre los valores
basales, inducido por estimulación nerviosa para cada metabolito.
Un total de 300 estímulos fueron aplicados para cada frecuencia de estimula

Debajo de cada columnase indica la frecuencia (Hz) utilizada.
FENT: fentolamina 3.1 uM (n=3)

ción.

CONT:controles (n=14)

FBA: fenoxibenzamina 29 uM (n=3).

NA:

DOPEG:

NMN:

ONDA:

Cada valor corresponde a 1a media :_e1 error standard de 1a media.

3H-noradrenalina

3H-3,é-dihídroxifenílglicol
3 .H-normetanefrlna
3H-metabolitos 0-metilados deamínados
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Figura 19: Efecto de la fentolamina sobre los metabolitos 3H-DOPEGy 3H-OMDA,formados
a expensas de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa a diferentes
frecuencias en el bazo perfundido de gato.

Ordenadas: representan los nCi de 3H-DOPEG6 3H-OMDApresentes en cada muestra de un

minuto. Las barras blancas representan el eflujo espontáneo en cada muestra. Las
barras negras representan el aumentoen radiactividad sobre los valores basales, indu
cido por estimulación nerviosa. Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican
los períodos de estimulación nerviosa, para las distintas frecuencias. Se aplicaron
un total de 300 estímulos para cada frecuencia.
ali-DOPEG:3H-3,4-dihidroxifenilglicol.
3u-OMDA:3H-metabolitos O-metilados deaminados.

Todas las estimulaciones se realizaron en presencia de fentolamina 3.1 uM.
Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de 3 experimentos.
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figura 2Q Efecto de la fentolamina sobre la distribución Eorcentual de
los comBuestostritiados (noradrenalina v metabolitos) liberados por
estimulación nerviosa en cada una de las muestras recogidas.

Ordenada: porcentaje del aumentoen radiactividad sobre los valores basales,
inducido por estimulación nerviosa, para la noradrenalina y sus metabolitos
en cada muestra recogida.
Abscisa: tiempo en minutos.
Los rectángulos negros debajo de la abscisa indican los períodos de estimula
ción nerviosa a l Hz durante 300 seg, 5 Hz durante 60 seg y 30 Hz durante

lO seg. (0.1 mseg, voltaje supramáximo).

Todas las estimulaciones se realizaron en presencia de fentolamina, 3.1 uM.
NA:

¿ÍSÍ- ¡{EADOPEcz3H-3,4-dihidroxifenilglicol
_._.Ü0}1DA: 3H-rnetabolitos0-metilados deaminados

NMN :

3H-noradrenalina

H-normetanefrina

Cada valor corresponde a 1a media Ï.el error standard de la media.
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Figura Z}. RegresentaciSn esquemática de los caminos metabólicos de la noradrena
lina liberada espontáneamente y por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de
88‘20.

MAO:monoamino oxidasa COMT:catecol O-metil transferasa

AR: aldehido reductasa . NA:noradrcnalina
DOPEG:3,4-difiidroxifenilglicol NMN:normetanefrina
ONDA:metabolitos O-metilados deaminados (3-metoxi-4-hidroxifenílglicol y ácido

3-metoxi 4-hidroximandélico)

A: Metabolismoesgontáneo: La noradrenalina retenida en los gránulos, pasa al citoplas
ma. El DOPEG,la ¡HU y los metabolitos ONDAse forman en el citoplasma antes que la

NAllegue al espacio sináptico.
B: Metabolismo nor estimulación nerviosa : La NAliberada por estimulación nerviosa es
metabolizada a RMNpor la COMTpostsináptica. La noradrenalina liberada y recaptada
por el terminal adrenérgico es preferencialmente metabolizada a DOPEGpor la MAOy
AR.Unafracción del metabolito DOPEG,es0-meti1ado a nivel presináptico por la COHT.
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2M
La magnitud de la respuesta de un órgano efector a la estimulación nerviosa

o a la noradrenalina exógena está directamente relacionada con la concentración
del agonista en la vecindad de los receptores adrenérgicos. En nuestras condicio
nes experimentales cuando se determinó la radiactividad total liberada por esti
mulación nerviosa, las respuestas vasculares aumentaronsignificativamente cuando
la frecuencia de estimulación se incrementó de l Hz a 5 Hz. La liberación fraccio
nal por shock fue similar cuando los nervios se estimularon a l, 2 y 5 Hz, por lo
tanto la diferencia entre las respuestas vasculares obtenidas a l y S Hz se debería
a diferencias en el tiempo de estimulación, considerando que el número de pulsos
aplicados fue constante (S minutos a l Hz y l minuto a S Hz). Dado que a l y 5 Hz

se liberaron cantidades similares de transmisor, es de esperar que la concentración
de noradrenalina en la vecindad de los receptores adrenérgicos sea mayor cuando
más corto el período de estimulación nerviosa (por ej.: 5 Hz).

La respuesta máximaá la estimulación nerviosa, se obtuvo a lO Hz y no se ob
servó un incremento adicional cuando los nervios se estimularon a 30 Hz. En estas

condiciones experimentales, el tiempo de estimulación fue menor que el empleado
a 5 Hz y en adición la liberación por shock aumentó significativamente entre lO
y 30 Hz. Estos resultados, indicarían que la respuesta máximadel órgano efector
se alcanza cuando los nervios se estimulan a 5 Hz durante l minuto. La respuesta
vascular máximaobtenida en la curva de frecuencia respuesta a la estimulación
nerviosa fue 99.6 i 21.8 mmde Hg (n=10), mientras que las respuestas obtenidas
cuando se estimuló a 5 Hz durante l minuto y 30 Hz durante 10 segundos fueron

71.0 i 8.0 (n=14) y 86.7 i 7.4 (n=l4) mmde Hg.
a, o

La concentrac1on de noradrenalina que se alcanza en el espacio sináptico
cuando los nervios se estimulan sería mayor a 5 Hz que a l Hz, siempre que se con

serve el numerode pulsos aplicados a cada frecuencia. En consecuencia, se espera
l p al

ria una act1vac1on mayor de los receptores alfa presinápticos , cuando la estimulación

se realiza a 5 Hz, asumiendo que la distribución de neurotransmisor en el espacio
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sináptico es homogénea. Noobstante, se ha sugerido recientemente que la concentra
ción de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, que se alcanza en la
superficie externa del terminal adrenérgico, puede diferir de aquella obtenida a
nivel de los receptores adrenérgicos postsinápticos (Langer, 1974b). La captación
neuronal de noradrenalina es probablemente muyefectiva en la vecindad del termi
nal adrenérgico y podria limitar o reducir la concentración de neurotransmisor
disponible para la estimulación de los receptores alfa presinápticos (Langer,l974b;
Langer y Enero, 1974). La inhibición de la captación neuronal por cocaína aumenta
Ia concentración de noradrenalina disponible para la estimulación de los receptores
alfa presinápticos y por lo tanto aumentala inhibición del transmisor liberado
por eStimulación nerviosa (Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Langer, l974b;
Cubeddu, Barnes, Langer y Heiner, 1974). En nuestros experimentos la cocaína no
modificó significativamente la liberación del transmisor tritiado por estimulación
nerviosa y además la liberación de 3H-total fue menor a medida que se aumentó 1a
frecuencia de estimulación. Esto puede resultar de la sumaalgebraica de dos efectos
en dirección opuesta, por un lado la inhibición de la captación neuronal, que aumen
taría la liberación y por otro el aumentoen la concentración de noradrenalina en
el espacio sináptico que reduciría la liberación, por activar los receptores adre
nérgicos alfa presinápticos.

En presencia de los agentes bloqueantes alfa, fentolamina o fenoxibenzamina,
el aumento observado en el transmisor liberado por estimulación nerviosa a l ó 5 Hz

fue de aproximadamente 8 veces, mientras que a 30 Hz el aumento fue menor de
3 veces (Tabla 3). Estas drogas aumentan la liberación del transmisor inducido

por estimulación nerviosa, por bloquear los receptores alfa presinápticos que re
gulan 1a liberación de noradrenalina (Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972;
Langer,l974b). En adición la fenoxibenzaminaen la concentración utilizada inhibe
la recaptación neuronal (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974) y extraneuronal de nora
drenalina (Gillespie, Hamilton y Hosie, 1970).
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La reducción en 1a efectividad de los agentes bloqueantes alfa para aumentar la
liberación del transmisor a frecuencias altas ha sido observada por otros'autores

en el bazo perfundido de gato (Browny Gillespie, 1957; Brown, Davies y Ferry,l961;
Kirpekar y Cervoni,l963; Haefely, Hurlimann y Thoenen,l965). Dado que el mecanismo
que regula 1a liberación del transmisor por estimulación nerviosa, parecería ser
menos eficiente cuando se aumenta la frecuencia de estimulación nerviosa, en el
capítulo II de este trabajo se analizarán algunos de los factores involucrados
en la regulación de la liberación del transmisor cuando se aplican frecuencias altas.

En este trabajo, siguiendo la metodología de estudios previos sobre metabolismo
de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, los valores del eflujo
espontáneo, obtenidos en las muestras recogidas antes de la estimulación nerviosa
fueron restados de aquellos obtenidos durante y después de los períodos de estimulación
nerviosa. Este procedimiento se basa en el hecho que afin cuando los nervios adrenér
gicos son estimulados a diferentes frecuencias, existe eflujo espontáneo de 3H
noradrenalina y 3H-metabolitos. Sin embargo, Cubedduy Weiner (l975b) sugirieron
que el eflujo espontáneo de 3H-noradrenalina y 3H-metabolitos podría estar reducido
durante e inmediatamente deSpués de la estimulación nerviosa. Si fuera así, la
substracción de los valores del eflujo espontáneo daría lugar a una subestimación
del metabolismodel transmisor tritiado que se libera por estimulación nerviosa. Sin
embargo, cuando la recaptación neuronal de noradrenalina está inhibida por cocaína
(2.9 uN) o por fenoxibenzamina (29 uM) (Cubeddu, Langer y Heiner, 1974) se previene

3la formación de H-DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación
nerviosa que ha sido recaptada por el terminal adrenérgico.En estas condiciones ex
perimentales no disminuyó significativamente la formación de 3H-DOPEGdurante los
5 minutos de estimulación a l Hz(Fig 17). Resultados similares se obtuvieron para la
fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados en presencia de concentraciones de
cocaína o fenoxibenzamina que inhiben la captación neuronal. La persistencia en los
valores espontáneos de 3H-DOPEGbajo condiciones en las cuales se previno la formación
del glicol deaminadoa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa
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es compatible con el hecho que los valores de liberación espontánea no se suprimen
durante el período de estimulación nerviosa. En consecuencia, la substracción del
eflujo espontáneo en las muestras obtenidas durante y después de la estimulación
nerviosa, parecería ser un método válido en la evaluación del metabolismo de la
3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa.

En los experimentos en los cuales se determinó el metabolismo de la 3H-noradre

nalina liberada por estimulación nerviosa, los metabolitos del neurotransmisor repre
sentaron entre un 30 y un 40%del aumento total en radiactividad, por sobre los valo
res basales, para un amplio rango de frecuencias (Fig 6). El glicol deaminado, 3H
DOPEGfue el principal metabolito formado a partir de 1a 3H-noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato, representando aproximadamente
el 25%de la radiactividad total liberada. En 1a membrananictitante de gato
(Langer y Enero,l974) se encontraron resultados similares, sin embargoen este
tejido el H-DOPEGrepresenta casi el 50%de la radiactividad total liberada por es
timulación nerviosa. La diferencia en la proporción del glicol deaminado, qfl-DOPEG
formadoa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, parecería
deberse al hecho que en un órgano incubado "in vitro" el contacto entre el transmisor
liberado y el tejido es más prolongado que en condiciones de perfusión. Cuanto
mayor el tiempo de contacto entre el transmisor liberado y el tejido, mayor es la
fracción de la 3H-noradrenalina que se recoge en forma de metabolitos. En apoyo de
esta hipótesis se encontró que el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa aumenta en condiciones en que se prolonga el tiempo de contac
to entre el transmisor liberado y el tejido por interrupción de la perfusión (Fig 22).
Otro factor que podría tener influencia en el metabolismo de la 3H-noradrenalina
liberada sería la densidad de inervacíón adrenórgica. La recaptación del transmisor
liberado por estimulación nerviosa y su metabolismo presináptico sería más pronun
ciado en tejidos con mayor inervacíón adrenérgica, cuando se lo compara con un
órgano con menor inervacíón.
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La inhibición de la captación neuronal con cocaína o fenoxibenzamina previno
completamente la formación de 3H-DOPEGa partir de la noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa, sin modificar el eflujo espontáneo del glicol deaminado
(Figs 14 y 18). Estos resultados indicarían que el 3H-DOPEGse formaría a nivel
presináptico por la actividad de la monoaminooxidasa y aldehido reductasa, a par
tir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa que ha sido recapta
da por el terminal adrenérgico (Fig 21). Resultados similares que apoyan nuestra hipó
tesis fueron encontrados en la membrananictitante de gato (Langer y Enero,l974) y en
el bazo perfundido de gato (Cubeddu,Barnes,Langer y Weiner, 1974). Sin embargo,
nuestros resultados son compatibles con la posibilidad que la noradrenalina libera
da que es captada por los nervios adrenérgicos desplace hacia el citoplasma del
terminal nervioso la noradrenalina tritiada almacenadaen las vesículas. Bajo
estas condiciones el 3H-DOPEGpodría formarse comoresultado de la actividad de
la monoaminooxidasa y aldehido reductasa intraneuronales sobre la 3H-noradrenalina
desplazada de los gránulos de almacenamiento. Compatible con esta posibilidad
es el hecho que en el bazo perfundido de gato marcado con 3H-noradrenalina casi el
70%del incremento total de radiactividad inducido por una inyección de 300 ng de
(-) noradrenalina se recoge como 3H-DOPEGen el efluente venoso (Adler-Graschinsky,
Dubocovich y Langer, observaciones no publicadas).

En presencia de 3.1 uMde fentolamina y en condiciones experimentales en las
cuales la droga no inhibe la captación neuronal de noradrenalina (Cubeddu,Langer
y Weiner, 1974), la proporción de 3H-DOI‘EGno se modificó cuando la estimulación
se llevó a cabo a 1 Hz (Tabla 6). Sin embargo, cuando se aumentó la frecuencia
de estimulación a 5 Hz se redujo la proporción de 3H-DOPEG.Esto podría deberse
a la disminución del tiempo de contacto entre la noradrenalina que se libera por
estimulación nerviosa a 5 Hz y el tejido en presencia de fentolamina, dado que
en estas condiciones, la mayorparte de la radiactividad se recogió durante el
minuto de estimulación a 5 Hz. Es de interés recalcar que en condiciones en que
se prolongó el tiempo de contacto entre el transmisor liberado por estimulación
nerviosa a 5 Hzy el tejido, por interrupción de la perfusión aumentósignificativa
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mente el metabolismo de 1a 3H-noradrenalina vía el glicol deaminado 3H-DOPEG
(Fig 22).

El aumento en la fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados fue un

8%, aproximadamente, del aumento total en radiactividad inducido por estimulación
nerviosa. La reducción de la fracción de metabolitos 3H-O-metilados deaminados

no fue total, cuando la estimulación nerviosa se realizó en presencia de cocaína
(Fig 14). Estos resultados indicarian que estos metabolitos se originarían en
su mayorparte a nivel presináptico a partir de la 3H-noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa que ha sido recaptada por el terminal adrenérgico (Fig 21),
lo cual no excluye la posibilidad que se formen además por O-metilación a nivel
postsináptico de los metabolitos deaminados formados a nivel presináptico. A una
conclusión similar llegaron Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner (1974), quienes ob
servaron una reducción en la fracción de metabolitos H-O-metilados deaminados li

berados por estimulación nerviosa cuando inhibían la captación neuronal con cocaína
o fenoxibenzamina.

En la membrananictitante de gato, cuando se inhibe la captación extraneuronal
con hidrocortisona (Graefe y Trendelenburg, 1974) no se modifica la proporción
de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados y 3H-DOPEGliberados por estimulación

nerviosa (Luchelli-Fortis y Langer, 1975). Estos resultados refuerzan el concepto
del origen presináptico de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados y del 3H-DOPEG,
los cuales se formarïan a partir de la noradrenalina liberada por estimulación ner
viosa que es recaptada por el terminal adrenérgico.

Cuando se inhibió la captación neuronal con cocaína (2.9 uM) aumentó la
cantidad de 3H-normetanefrina formadaa partir del neurotransmisor tritiado liberado
por estimulación nerviosa (Tabla 5). Dado que en presencia de 29 uN de fenoxi
benzamina, se redujo casi completamente la formación de 3H-normetanefrina, es
razonable concluir que este metabolito se forma por la actividad de la catecol
O-metiltransferasa postsináptica, a partir de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa que es captada por el órgano efector (Fig.21). El origen
postsináptico de la 3H-normetanefrina formada a partir de la H-noradrenalina
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liberada por estimulación nerviosa fue sugerido por Langer, Enero y Stefano (1972)
y por Langer y Enero (1974) en la membrananictitante aislada de gato. En apoyo
del origen postsináptico de la 3H-normetanefrina , en condiciones de actividad
nerviosa, se ha encontrado que la hidrocortisona en una concentración que inhibe
la captación extraneuronal de noradrenalina (Graefe y Trendelenburg, 1974) dismi
nuye significativamente la formación de 3H-normetanefrina, a partir de la H
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa (Luchelli-Fortis y Langer, 1975).

Cuandose analizó el metabolismo de la 3H-noradrenalina total liberada ¿or
estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato (es decir aumentos sobre los

valores basales, obtenidos durante y después del período de estimulación nerviosa)
no se pudo demostrar una correlación entre la frecuencia de estimulación aplicada
y el metabolismo del neurotransmisor liberado. Esto nos llevó a analizar separada
mente, los aumentos en radiactividad obtenidos durante y después del período de
estimulación nerviosa, para las distintas frecuencias utilizadas.

Cuandose analizó el metabolismo de la 3H-noradrenalina en las muestras reco

gidas durante el período de estimulación nerviosa, se observó una disminución pro
gresiva en la fracción de los metabolitos de la 3H-noradrenalina cuando,la frecuen
cia de estimulación se aumentó a 0.5 a 5 Hz (Fig. 7). En contraste con esta rEIaCión
inversa entre 1a frecuencia de estimulación nerviosa y la magnitud del metabolismo
del neurotransmisor, cuando se analizaron en la mismaforma las muestras recogidas
después de la estimulación nerviosa, no sc encontró una relación entre la magnitud
del metabolismo y la frecuencia de estimulación aplicada en el período previo
(Fig. 8). Es interesante recalcar, que los metabolitos de la 3H-noradrenalina
contribuyeron con el 80%de la radiactividad, en las muestras recogidas después

'de la estimulación nerviosa, correspondiéndole al 3H-DOPEGaproximadamente el 50%.
De nuestros resultados surge que es esencial incluir las muestras obtenidas

después de la estimulación nerviosa, con el objeto de evaluar la radiactividad
total liberada por estimulación nerviosa. En la Tabla 3, puede observarse que 1a
fracción de la radiactividad total que se recoge después de la estimulación nerviosa,
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es mayor cuando se aumenta la frecuencia de estimulación. Si no se incluyen las
muestras obtenidas después de la estimulación nerviosa, se subestima no sólo la
cantidad total de radiactividad liberada por estimulación nerviosa sino también
el metabolismodel neurotransmisor particularmente cuando se utilizan frecuencias
de 2 Hz o mayores. Durante el período de estimulación nerviosa la noradrenalina
contribuye con el mayor aumento en radiactividad, mientras que en las muestras
recogidas después de la estimulación nerviosa, la fracción principal la forman
los metabolitos de la 3H-noradrenalina. Cabe mencionar, que Kirpekar y Puig (1971)
concluyeron que la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, en el
bazo perfundido de gato, no se metabolizaba en gran extensión. El conflicto de evi
dencias con nuestros resultados surge, en parte, del hecho que dichos autores estu
diaron el metabolismo de la 3H-noradrenalina, solamente en las muestras recogidas
durante la estimulación nerviosa.

Cuandose estudió la secuencia temporal del metabolismo de la 3H-noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa se encontró que la contribución del glicol deami
nado, 3H-DOPEG,durante la estimulación nerviosa, era pequeña, sin embargo este meta
bolito representó la fracción más importante en las muestras recogidas después de
la estimulación nerviosa (Fig. 9 , 10 y ll).

El aumento en la proporción del glicol deaminado, 3H-DOPEGen las muestras obte
nidas después del período de estimulación nerviosa, coincidió con una disminución
progresiva en la proporción de 3H-noradrenalina. Es de interés hacer notar que el

. 3aumento en la fracc1ón de H-DOPEGdespués de la estimulación nerviosa se observó en
valores porcentuales y en valores absolutos. Para las frecuencias de estimulación
de 2 Hz o mayores los valores absolutos de 3H-DOPEGen las muestras recogidas después
de la estimulación nerviosa fueron 3 ó 4 veces los valores basales del metabolito.

Unadistribución similar siguió la fracción de metabolitos 3H-O-metiladosdea
minados en las muestras recogidas después de la estimulación nerviosa en valores
porcentuales y absolutos. Es de interés destacar que después del período de estimula
ción nerviosa 1a secuencia temporal de los metabolitos 3H-O-metilados deaminados,di
firió ligeramente de la del glicol deaminado 3H-DOPEG.En este período y para todas

las frecuencias, el incremento en la fracción de 3H-DOPEGfue siempre previo al de los
metabolitos 3H-O-metilados deaminados.
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Comofue discutido previamente, el glicol deaminado 3H-DOPEG,se formaría
a partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa que es recaptada
por el terminal nervioso adrenérgico y luego metabolizada por 1a monoaminooxidasa
y aldehido reductasa (Langer, 19743; Langer y Enero, 1974; Cubeddu, Barnes,Langer

y Weiner,l974). En apoyo de este hecho, la formación del 3H-DOPEGa partir del
transmisor liberado por estimulación nerviosa, se previene por inhibición de la
captación neuronal con cocaína o fenoxibenzamina.

La disminuciór progresiva en la formación del 3H-DOPEGdurante la estimulación
nerviosa, a medida que se aumenta la frecuencia de 0.5 a 5 Hz es compatible con
una reducción parcial de la recaptación neuronal del transmisor durante la despolari
zación del terminal adrenérgico.

Es posible que la alteración de la captación neuronal durante la estimulación
nerviosa esté directamente relacionada con la frecuencia de estimulación aplicada.
Cuandose disminuye el intervalo entre estímulos aumentando la frecuencia de estimu
lación nerviosa, se producen más períodos de despolariaación en una unidad de tiem
po y en consecuencia se acortan los intervalos durante el cual la membranadel
terminal nervioso está repolarizada. Esto llevaría a una reducción progresiva de
la recaptación neuronal del transmisor liberado durante la estimulación nerviosa,
cuando por aumentode la frecuencia, se acorta el intervalo entre estímulo y es
tímulo. Varios autores han observado una reducción en la captación neuronal de nora
drenalina en condiciones de despolarización del terminal adrenérgico por estimulación
nerviosa o por potasio (Haggendal y Malmfors, 1969; Palaic y Panisset, 1969; Lorenz
y Vanhoutte, 1975). En adición se ha encontrado que el aumento de la concentra
ción de potasio en el medio de incubación reduce la captación de 3H-noradrenalina
en sinaptosomas de cerebro de rata (Colburn, Goodwin, Murphy, Bunney y Davies,1968).
Resultados similares fueron obtenidos por Holtz y Coyle (1974) para la captación
de 3H-dOpaminaen cerebro de rata.

No obstante, Kirpekar y Wakade (1968) encontraron en el bazo perfundido de gato,
que al aumentar la concentración de potasio en el medio de perfusión a 50 mN, 1a cap
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tación neuronal de noradrenalina no se modificaba. En adición, Yamamotoy Kirpekar

(1972) concluyeron que cuando se aplican frecuencias altas de estimulación nerviosa,

no se reduce la captación neuronal de noradrenalina en el bazo perfundido de gato.
Estos resultados difieren de los de Haggendal y Malmfors (1969) quienes encontraron

que la captación neuronal de noradreualina se inhibe durante 1a estimulación nerviosa
en las glándulas salivales de rata. Es de interés, hacer notar que los estudios
de captación neuronal realizados durante la estimulación nerviosa son complicados
por el hecho que la 3H-noradrenalina que se capta puede ser liberada inmediatamente.
Bajo estas condiciones experimentales, es difícil distinguir entre una inhibición
real de la captación neuronal y una inhibición aparente debida a la liberación por
estimulación nerviosa de 1a 3H-noradrenalina recientemente captada. Las condiciones
experimentales, utilizadas en este trabajo, tienen la ventaja que la formación de
3H-DOPEG,se utiliza comoíndice de la inhibición de la captación neuronal durante
la estimulación nerviosa.

La disminución progresiva en la formación del 3H-DOPEGdurante 1a estimulación
nerviosa a frecuencias bajas e intermedias, indican que bajo estas condiciones ex
perimentales hay una reducción progresiva de la recaptación neuronal del transmisor
liberado por estimulación nerviosa. Estos resultados, indicarían que la captación
de noradrenalina en condiciones de actividad nerviosa sería diferente de la captación
en condiciones de reposo. Es de interés, que la concentración de cocaína requerida
para prevenir la formación de 3H-DOPEGdurante la estimulación nerviosa en la membra
na nictitante de gato es considerablemente menor, que la necesaria para inhibir
totalmente la captación neuronal de noradrenalina en condiciones de reposo (Langer,
y Enero, 1974). Resultados similares se obtuvieron en el bazo perfundido de gato
(Cubeddu, Barnes, Langer y Heiner, 1974) y en el corazón perfundido de gato (Farah
y Langer, comunicación personal). En consecuencia los cambios de permeabilidad a
los iones (Na+ y K+) y de su concentración dentro y fuera de la membranadel terminal
nervioso, durante la estimulación nerviosa, modificarían la sensibilidad de los
mecanismosde captación neuronal, para la inhibición por drogas.
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En las muestras recogidas después del período de estimulación nerviosa, se
observó un incremento rápido en 1a formación de 3H-DOPEG,para todas las frecuencias

de estimulación estudiadas. Este fenómenopuede resultar comoconsecuencia de varias

posibilidades: l) inhibición del mecanismode captación neuronal de noradrenalina du
rante la estimulación nerviosa y una recuperación rápida una vez finalizada la esti
mulación; 2) aumento de la captación neuronal de noradrenalina en el período posterior
a la estimulación nerviosa; 3) retraso en la salida del 3H-DOPEGformado durante el
período de estimulación nerviosa.

La primera posibilidad,que involucra la recuperación rápida del mecanismode
captación neuronal una vez finalizada la estimulación nerviosa podría estar relacionada
con el retorno del terminal nervioso a las condiciones de reposo, al restaurarse las
concentraciones iónicas a ambos lados de la membrana. Es bien conocido que el mecanis

mode captación neuronal está asociado al transporte dc los iones Na+y K+ (Íversen
y Kravitz, 1966; Gillis y Paton, 1967; Bogdanski, Tissari y Brodie, 1968; Colburn,
Goodwin, Murphy, Bunney y Davies, 1968; Bogdansky y Brodie, 1969). En consecuencia,

los aumentos de permeabilidad a estos iones y los cambios en sus concentraciones
a ambos lados de la membranadel terminal durante y después de la estimulación nerviosa
podrían ser responsables de la reducción de 1a captación neuronal durante el período
de estimulación nerviosa y de su recuperación posterior.

La concentración de noradrenalina en el espacio sináptico sería otro factor que
podría estar involucrado con los cambios de captación neuronal durante y después de
la estimulación nerviosa. Se sabe que la captación de noradrenalina es un proceso
saturable (Iversen, 1963; Colburn, Goodwin, Murphy, Bunney y Davies, 1968; Draskonzy
y Trendelenburg, 1970; Granata, Stefano y Langer, 1974). La concentración de nora
drenalina que se alcanza en el espacio sináptico por estimulación nerviosa, podría
estar comprendidadentro del rango de concentraciones de sustrato que saturan el pro
ceso de captación neuronal. En consecuencia la saturación de la captación neuronal
sería mayor cuando los nervios se estimulan a frecuencias altas.En el período
posterior a la estimulación nerviosa al disminuir la concentración de noradrenalina
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en el espacio sináptico se desplazaría la cinótica del proceso de captación desde 1a
región de saturación hacia la región donde este proceso sigue una relación lineal
con la concentración de noradrenalina presente en la sinapsis. Noobstante, parece
ría que la saturación del mecanismode captación de noradrenalina, no es el respon
sable de la reducción observada en la formación de 3H-DOPEGdurante el periodo
de estimulación a medida que se aumenta la frecuencia.

En los experimentos realizados en presencia de fentolamina y bajo condiciones
en las cuales la liberación del transmisor aumentó 7 veces, durante los 5 minutos
de estimulación nerviosa a l Hz, el porcentaje de 3H-DOPEGformado durante el período
de estimulación nerviosa fue similar al obtenido en el grupo control. Recientemente
Hughes (1972) llegó a la conclusión que el mecanismo de captación neuronal de nora
drenalina no se saturaba para un rango amplio de frecuencias (2 a 16 Hz).

La segunda posibilidad implica un aumento de la captación neuronal en el período
posterior a la estimulación nerviosa. En apoyo de esta hipótesis, el aumentoen la
fracción de 3H-DOPEGdespués de la estimulación nerviosa, se observó no sólo en valo
res porcentuales sino también en término de valores absolutos. Un aumento de la
captación neuronal y retención de 3H-noradrenalina asociada a la estimulación ner
viosa fue observada por otros autores (Gillis, 1963; Chang y Chiueh, 1969; Bhagat
y Ziedman, 1970). Surge del análisis de estos diseños experimentales que el aumento
en la captación neuronal de 3H-noradrenalina observada por algunos de estos autores
(Chang y Chiueh, 1969; Bhagat y Ziedman, 1970) muy bien podría estar relacionada
con un aumento del proceso de captación luego de la aplicación de cada serie de
impulSos, dado que en estos estudios se empleó estimulación intermitente en lugar
de estimulación nerviosa continua. En adición, Gillis (1963), observó una

mayor captación y retención de 3H-noradrenalina en las aurículas de gato, luego
de estimular los nervios a 20 Hz durante 30 segundos.

El aumentoen la recaptación neuronal de noradrenalina, al finalizar la esti
mulación nerviosa puede representar un mecanismofisiológico de inactivación del
neurotransmisor liberado cuando la respuesta deseada del órgano efector ha sido
alcanzada. Si bien los factores que darían lugar al aumentodel transporte
de noradrenalina-a través de la membrananeuronal, después de la estimulación
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no se estudian en este trabajo, es posible que dicho aumento esté relacionado con
los cambios en las concentraciones iónicas que tienen lugar a ambos lados de la
membrananeuronal desde el momentode la despolarización hasta alcanzar el estado
de reposo.

La tercera posibilidad involucra la retención por el terminal nervioso adrenér
gico o por el tejido del 3H-DOPEGformado durante la estimulación nerviosa. Si los
metabolitos de la 3H-noradrenalina se retienen, su salida al efluente venoso estará
retrasada, por lo tsnto este fenómenopodría ser el resultado de: a) cambios en la
permeabilidad de la membranadel terminal nervioso durante la despolarización, b)
atrapamiento mecánico debido a la contracción del órgano efector en respuesta a
1a estimulación nerviosa.

Si bien no hay evidencias para justificar una disminución en la permeabilidad
de la membrananeuronal y en consecuencia del eflujo de los metabolitos de 1a 3H
noradrenalina durante la estimulación nerviosa, Cubedduy Neiner (l975b) sugirieron
que la liberación espontánea de productos radiactivos se reduce cuando se estimula
el terminal nervioso. Si bien en nuestras condiciones experimentales no se observa
disminución del eflujo espontáneo durante y después del período de estimulación
nerviosa, estos resultados no excluyen la posibilidad que existan cambios de per
meabilidad en la membranadurante la despolarización.

Conrespecto a la posibilidad, que el retraso en la salida de los 3H-metabolitos
de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, se deba al atrapamiento
por la contracción del órgano efector, es interesante destacar que el porcentaje
de radiactividad total en las muestras posteriores a la estimulación aumentacon la
frecuencia (es decir, cuando las respuestas del órgano efector aumentan en magnitud
y en duración). Noobstante en presencia de fentolamina y bajo condiciones en las
cuales las respuestas mecánicas a la estimulación nerviosa están completamenteblo
queadas, hubo una disminución significativa en la fracción de radiactividad recogida
después de la estimulación nerviosa, cuando Se la comparó con el control correspon
diente. En adición, la secuencia temporal de salida del 3H-DOPEG,liberado durante
y después de la estimulación nerviosa, en presencia de fentolamina no difirió signi
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ficativamente de la obtenida en condiciones controles (CompararFigs. 10,11 y 20).
En consecuencia nuestros resultados, no apoyan la hipótesis que el atrapamiento
mecánico de los metabolitos de la 3H-noradrenalina, sea el motivo del incremento
observado en la fracción del 3H-DOPEGliberado después de la estimulación nerviosa.

En nuestras condiciones experimentales la cocaína no aumentó la liberación
fraccional de radiactividad por shock, en condiciones que previno la formación de
3H-DOPEG(Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974; Langer y Enero, 1974) a partir

de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. El hecho que la cocaína
no aumente la liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa, puede deberse
en parte a un aumentode la autoinhibicióu, por la noradrenalina liberada a través
de los_receptores alfa presinápticos que regulan la liberación de noradrenalina
(Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Langer, 1974b, Cubeddu, Barnes, Langer y
Weiner, 1974). El hecho que la inhibición de la captación neuronal por cocaína

prevenga la formación de 3H-DOPEGy no aumente la liberación total de radiactividad
por estimulación nerviosa sugiere que la fracción de radiactividad del transmisor
liberado que es recaptada por el terminal nervioso y almacenado en las vesículas
debe ser muy pequeña. Estos resultados son compatibles con el hecho que la mayor
parte de la 3H-noradrenalina que es recaptada por el terminal nervioso se metaboliza
a 3H-DOPEGantes que almacenarse para su posterior reuso. A conclusiones simila
res llegaron Langer (l974a), Langer y Enero (1974) y Cuheddu, Barnes, Langer
y Weiner (1974).

De nuestros resultados podemosconcluir que el metabolismo de la 3H-noradrenalina
liberada durante el período de estimulación nerviosa difiere del observado en el
período de postestimulación. En el período de estimulación nerviosa la mayor parte
de la 3H-noradrenalina se recoge sin metabolizar, mientras que en el período de post
estimulación casi el 80%de la radiactividad la forman los metabolitos de la 3H

noradrenalina, siendo la fracción más importante la del glicol deaminado. El aumento
selectivo del 3H-DOPEGen el período de postestimulación es compatible con el hecho
que la captación neuronal del transmisor liberado por estimulación nerviosa podría
estar aumentada después de 1a estimulación nerviosa.
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Conrespecto al papel de la captación neuronal en la neurotransmisión adrenér
gica, varios autores han postulado que la recaptación neuronal del transmisor libe
rado es un proceso de inactivación y mecanismo importante de ahorro y reuso de la
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa (Haefely, Hurlimanny Thoenen,l965;
Hedqvist y Sthrne , 1969). Sin embargonuestros resultados, no son compatibles
con la hipótesis que sugiere que la noradrenalina liberada por estimulación ner
viosa, es posteriormente recaptada y almacenada en el terminal adrenérgico. En
efecto la gran formación de H-DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa que ha sido recaptada por el terminal adrenérgico, sugiere
que pueden existir diferencias entre el proceso de captación neuronal en condiciones
de reposo y el que opera durante y después de la estimulación nerviosa.

En condiciones de reposo la captación neuronal estaría acoplada con el
almacenamiento vesicular (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974), mientras que durante
y después de la estimulación nerviosa la captación neuronal de noradrenalina estaría
acoplada con el metabolismo presináptlco a través de las enzimas monoaminooxidasa
y aldehido reductasa.
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IC Efecto de la interrupción de la perfusión sobre el metabolismo de la 3H-nora
drenalina liberada por estimulación nerviosa.

Resultados

1.- ¿gesto de la interrupción de 1a perfusión sobre el metabolismo de la
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa a 5 v 10 Hz en Condiciones
controles. En condiciones controles cuando los nervios fueron estimulados a

5 Hz ó lO Hz no se encontraron diferencias significativas ni cuando los valores
se expresaron comoliberación fraccional por shock (Fig. 5B), ni cuando se expresaron

comonCi liberados por gramode tejido (Tabla 9). De la radiactividad total
liberada por estimulación nerviosa, un 70%aproximadamente le correspondió a la
3H-noradrenalina mientras que el 30%restante, se debe a los 3H-metabolitos de la
noradrenalina (Figs. 6 y 22), para ambas frecuencias de estimulación.

En estos grupos experimentales, donde se usaron dos frecuencias de estimula
ción nerviosa 5 ó lO Hz, después de un período de estimulación control, se aplicó
una segunda estimulación durante la cual la perfusión del bazo fue interrumpida
durante 60 segundos, ocluyendo simultáneamente la cánula arterial y venosa (para
detalles ver Métodos). El período de interrupción de la perfusión comprendió, todo
el período de estimulación a 5 Hz y un adicional de 30 segundos después de la esti
mulación a 10 Hz. Cuandose interrumpió la perfusión del bazo, se redujo la libe
ración total de radiactividad inducida por estimulación nerviosa. A 5 Hz, la reduc
ción fue de 46.5 i 11.2% (n=4), mientras que la reducción en 1a liberación por
interrupción de la perfusión a lO Hz fue de 58.9 i 7.0% (n=3). La diferencia entre
estos dos valores no es significativamente diferente, lo que indica una reducción
similar para ambas frecuencias.

En estos grupos experimentales, de los metabolitos de la 3H-noradrenalina,
se separó el glicol deaminado, 3H-DOPEGy los 3H-metabolitos O-metilados, (esta
fracción se debe a la suma de 3H-normetanefrina, 3H-ácido 3-metoxi-4-hidroxi
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mandélico.y 3H-ácido 3-metoxi 4-hidroxifeni1glicól En la Figura 22 se muestra
el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa en los
controles y durante la interrupción de la perfusión. Para ambas frecuencias
de estimulación nerviosa, 5 y 10 Hz, se observó un aumento en el metabolismo del

transmisor en los grupos donde se interrumpió el flujo. En estas condiciones más
del 60%de la radiactividad total liberada a 5 Hz fue debida a metabolitos de la

noradrenalina, siendo el 3H-DOPEGel principal metabolito, que representó el
40.0 i 5.4% (n=4) del incremento total en radiac ividad. ReSultados similares
se encontraron para la frecuencia de 10 Hz, no obstante, en este caso la contri
bución de los metabolitos de la 3H-noradrenalina fue menor que la observada a 5 Hz,
tanto en los controles, comoen los experimentos donde se interrumpió la perfusión
(Fig 21).

En la Tabla 9 se muestran los valores absolutos para la radiactividad total,
la 3H-noradrenalina y la noradrenalina endógena en diferentes grupos experimentales.
En los controles los valores de radiactividad total, de 3H-noradrenalina y de nora
drenalina endógena obtenidos por estimulación nerviosa a S Hz y a lO Hz fueron
similares (Tabla 9). Cuandose interrumpió la perfusión se redujo la liberación
total de radiactividad, 3H-noradrenalina y noradrenalina endógena para las dos
frecuencias de estimulación utilizadas.

Para minimizar la variabilidad entre los distintos bazos, se analizaron los
efectos de la interrupción de la perfusión sobre 1a liberación del transmisor,
teniendo en cuenta los cocientes obtenidos dentro de la mismapreparación. La
disminución en la liberación total de radiactividad, inducida por interrupción
de la perfusión fue similar a 5 y 10 Hz (Tabla 10). En estas condiciones 1a
disminución en la liberación de 3H-noradrenalina fue más pronunciada que la obser
vada para la radiactividad total. Esta diferencia se debe a que la metabolización
del transmisor liberado por estimulación nerviosa, es mayor cuando se interrumpe
la perfusión, que en condiciones controles. En la Tabla lO, se puede observar
que la disminución en 1a liberación de noradrenalina y H-noradrenalina inducida
por estimulación nerviosa durante la interrupción de la perfusión fue similar
en ambos casos.
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2.- Efecto de la cocaína sobre el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa durante la interrupción de la perfusión. En presencia
de cocaína (2.9 uM)la liberación total de radiactividad, de 3H-noradrenalina y de
noradrenalina inducida por estimulación nerviosa a 10 Hz no difirió signifiéaq
tivamente de los valores controles (Tabla 9). Sin embargo, cuando se analizó
el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa a 10 Hz
en presencia de cocaína, se observó, una inhibición completa en la formación del
glicol deaminado, 3H-DOPEG,y un aumento significativo en la proporción del neuro
transmisor tritiado liberado sin metabolizar (Fig. 23) con respecto a los contro
les. Resultados similares fueron observados a otras frecuencias (Tabla 5). Por
otra parte la fracción de 3H-metabolitos O-metilados no fue afectada por la cocaína
(Fig. 23).

Durante la interrupción de la perfusión’la cocaína previno el aumentoen el
metabolismo del transmisor tritiado, que había sido observado en los controles
(Fig. 23). Por otra parte la liberación total de radiactividad en presencia de
cocaína fue reducida por la interrupción de la perfusión en muchomenor extensión
que en los controles (Tabla lO).

Cuandose analizaron los cocientes obtenidos dentro del mismoexperimento,
para la noradrenalina endógena liberada por estimulación nerviosa, se observó que
la cocaína aumentó la liberación del transmisor en el bazo perfundido de gato
(Fig. 24). Este aumentoen la liberación de noradrenalina, en presencia de cocaína
se debió a la inhibición en la formación del DOPEG,a partir del transmisor libe
rado por estimulación nerviosa. En apoyo de esto, se encontró una correlación
altamente significativa entre el porcentaje de noradrenalina liberada que fue recogida
como 3H-DOPEGen los controles y el aumento en la noradrenalina liberada en presencia
de cocaína dentro del mismoexperimento (r=0.98; p <:0.01, n=4).

Durante la interrupción de 1a perfusión, la liberación de noradrenalina endó
gena se redujo en 63.l i 12.3% (n=3) en los controles, mientras que en presencia
de cocaína esta reducción fue sólo de 27.5 i 6.9% (n=4) (Fig. 24).(p4( 0-05)
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Grupo Frecuencia Liberación total de:
EXPgrímental .de .- Radiactividad 3H-Noradrenalina Noradrenalinaest1mulac1on

(Hz) nCi/g tejido (a) nCi/g tejido (b) ng/g tejido (c)

Controles 5 96.3 i_20.0 (10) 54.9 i 16.1 (10) 17.9 :_6.1 (9)
Controles 10 92.3 i 14.8 (8) 67.6 i 15.8 (8) 41.1 i_13.0 (8)
IF 5 46.7 i 12.0 (4) 17.2 i 4.6 (4) 6.8 i 1.1 (3)
IF 10 40.6 Ï_7.3 (3) 22.0 Ï_5.4 (3) 18.4 i 7.4 (3)
Coc 2.9 uH 10 91.0 Ï_21.6 (4) 84.7 i 20.4 (4) 43.3 i 7.5 (4)
Coc 2.9uM + IF 10 52.3 i_7.3 (4) 47.1 Ï_6.9 (4) 31.2 i 6.3 (4)

l

Tabla 9 z Efecto de la interrupción de 1a perfusión xfde la cocaína sobre el transmi
sor liberado nor estimulación nerviosa en el bazo perfundido de nato.

a) Sumadel aumento total de radiactividad durante y después del período de estimula
ción nerviosa, expresado en nCi por gramo de tejido.
b) Sumadel aumento total en “H-noradrenalina durante y después del período de estima
lación nerviosa, expresado en nCi por gramo de tejido.
c) Aumentototal en noradrenalina endógena inducido por estimulación nerviosa y deteg
minada fluorímétricamcnte.

IF: interrupción de la perfusión durante 1 minuto (Para detalles ver Métodos).
Coc: cocaína, 2.9 un, la droga se adicionó 15 minutos antes del período de estimula
ción nerviosa.

El nümero de experimentos para cada grupo, se indica con los números entre paréntesis.

Cadavalor corresponde a la media i_el error standard de la media.
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Cociente (a) n Frecuencia Liberación total de:
.de- ., Radiactividad 3H-Noradrenalina Noradrenalinaest1mulac1on

IF 3 5 HZ 0.45 i 0.10 0.23 Ï_0.04 0.31 i_0.10
CONT ,

3 10 HZ 0.40 i 0.07 0.27 i 0.03 0.37 i 0.10

COC' 4 10 Hz 0.94 i 0.10 1.25 Ï_0.10 1.52 i 0.27
CONT

** *
COC+ IF 4 10 Hz 0.62 i 0.07 0.60 i_0.06 0.72 i 0.07

COC

Tabla lO : Efecto de la interrupción de la perfusión y de la cocaína sobre 1a
liberación del transmisor inducida por estimulación nerviosa en el bazo perfundi
do de gato.

a) Cocientes entre los valores de liberación total de radiactividad, 3H-noradre
nalina y noradrenalina, inducido por estimulación nerviosa, bajo las condiciones
experimentales descriptas, obtenidos dentro del mismoexperimento (para detalles
ver Métodos).

IF: interrupción de la perfusión durante l minuto.
CONT:controles COC: cocaína

COC+ IF: Cocaína 2.9 ¡ute interrupción de la perfusión. La cocaína se adicionó
al medio de perfusión 15 minutos antes de la estimulación nerviosa.

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i el error
standard de la media.
l _ IF
“p ( 0.03 cuando se compara contra EBÑT

**p(0.01 cuando se compara contra l:
CONT
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Figura 22 : Efecto de la interrupción de la perfusión sobre el metabolismo de la
3 . . . . . .H-noradrenalina liberada por est1mulac16n nerv1osa en el bazo perfundido de gato.

gsdenggg; porcentaje del aumentototal en radiactividad sobre los valores basales,
inducido por estimulación nerviosa.
C: controles; I.F.: interrupción de la perfusión durante un minuto (para detalles
ver Métodos).

[::::] NA:3H-noradrenalina
BZZÏZZ DOPEG:3H-3,4-dihidroxifenilglicol
5:2:23 OMET:3H-metabolitos O-metilados

líggigrgí: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 seg (0.1 mseg, voltaje
Supramáximo). C: (n=10); IF: (n=4).

Derecha: los nervios fueron estimulados a 10 Hz durente 30 seg (0.1 mseg, voltaje su
pramáximo). C: (n=8); IF: (n=3).

n: número de experimentos por grupo.

Cada valor corresponde a 1a media i el error.standard de la media.
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fFigura 23: Efecto de la cocaína y la interrupción de la perfusión sobre el metabo
. 3 . . . ., . .115m0de la H-noradrenallna llberada por est1mulac10u nerv1osa en el bazo perfundldo.

Ordenada: porcentaje del aumentototal en radiactividad sobre los valores basales,
inducido por estimulación nerviosa (10 Hz durante 30 seg, 0.1 msec, voltaje supramáxi
mo).

C: controles (n=8); COC:cocaína 2.9 uN (n=4); COC+ IF: cocaína 2.9 m4 e interrup
ción de la perfusión (n=4). La cocaína se adicionó al medio de perfusión 15 minutos
antes de la estimulación nerviosa.

:1 NA:3li-noradrenalina.
EZZZZEDOPEG:3H-3,4-dihidroxifcnílglicol

E2222! OHET:3H-metabolitos O-metilados deaminados.
n: número de experimentos por grupo

Cada valor corresponde a la media :_e1 error standard de la media.
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Figura 24. Efecto de la cocaína y de la interrupción de la perfusión
sobre la liberación de ggradrenalina endógena inducida por estimulación
nerviosa en el bazo perfundido.

Ordenada: cociente del transmisor liberado (ng de NA)entre el segundo

período de estimulación (82) y el primero (Sl) obtenido en la misma
preparac1on.
Los nervios fueron estimulados a 10 Hz durante 30 seg (0.1 mseg, voltaje
supramáximo).

C: controles (n=2); COC:cocaína 2.9 un (n=4); IF: interrupción de la
perfusión (n=3); COC+ IF: cocaína 2.9 m1 e interrupción de la perfusión
(n=4).

n: número de experimentos por grupo.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media, excepto
para el grupo control que es la media de 2 experimentos.
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Cuandola estimulación nerviosa se realizó durante la interrupción de la per
fusión del bazo la liberación total de radiactividad y de noradrenalina endógena
disminuyó para las dos frecuencias de estimulación utilizadas, S y 10 Hz. Esto
coincide con lo encontrado por Kirpekar y Puig (1971). No obstante parte de nuestros
resultados difieren de los de estos autores, ya que nosotros observamos que una pro
porción significativa de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa durante
la interrupción de la perfusión se recoge metabolizada. Esta diferencia se debe
probablemente al método empleado por Kirpekar y Puig (1971) para la separación de
1a 3H-noradrenalina y sus metabolitos. Graefe, Stefano y Langer (1973), demostraron
que con el método de Anton y Sayre (1962) la 3H-noradrenalina y el glicol deamina

do 3H-DOPEGson eluidos juntos de 1a columna de alümina. Dado que en el bazo per

fundido de gato el 3H-DOPEGrepresenta el principal camino metabólico para la
noradrenalina liberada por estímulo nervioso, si la 3H-noradrenalina y el 3H-DOPEG
se eluyen juntos, la mayorparte del incremento en radiactividad producido por esti
mulación nerviosa será atribuido a la 3H-noradrenalina. Otra razón que explicaría
la diferencia entre nuestros resultados y los de Kirpekar y Puig (1971) es que
nosotros recolectamos muestras durante y después de la estimulación nerviosa, mien
tras que estos autores sólo consideraron las muestras recogidas durante el período
de estimulación nerviosa. Comose muestra en la Fig ll, durante la estimulación
nerviosa le corresponde a la noradrenalina la mayor parte del incremento en radiac
tividad, mientras que la contribución de los metabolitos de la noradrenalina se hace
importante en las muestras recogidas después de la estimulación nerviosa. Por lo
tanto, la liberación total de radiactividad inducida por estimulación nerviosa debe
incluir las muestras recogidas durante y después del período de estimulación nerviosa,
cuyos valores sean superiores a los de la radiactividad de las muestras de pre
estimulación.

Cuandose aumentó el tiempo de contacto entre el transmisor liberado y el tejido
por interrupción de la perfusión del bazo el metabolismo de la noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa fue mayor que en los controles. Paton y Gillis (1965)
y Hertting (1965) demostraron que la captación de 3H-noradrenalina estaba relacionada
con la velocidad de flujo en el bazo perfundido de gato: es decir, que la disminución
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del flujo aumentabala retención de 3H-noradrenalina por el tejido. En nuestras
condiciones experimentales aumentóla recaptación de la 3H-noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa y su deaminación durante la interrupción de la perfusión,
ya que se incrementó la formación de 3H-DOPEG,en estas condiciones. Compatible
con esta hipótesis es el hecho que en presencia de cocaína, la formación de 3H-DOPEG
a partir de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa fue completamente
anulada, tanto en los controles comodurante la interrupción de la perfusión.

En estos experimentos se midió la fracción de 3H-metabolitos O-metilados, que
está constituida por 3H-normetanefrina y 3H-metabolitos O-metilados deaminados. La
fracción de 3H-metabolitos 0-metilados, liberados por estimulación nerviosa aumentó
durante la interrupción de 1a perfusión, con respecto a los controles, sin embargo,
la cocaina no previno el aumento de esta fracción. Ésto puede deberse a una suma
algebraica de efectos, dado que la 3H-normetanefrina formada a partir de la noradre
nalina liberada por estimulación nerviosa es de origen extraneuronal, mientras que
los metabolitos 3H-O-metiladosdeaminados se originarían a nivel neuronal y extra
neuronal. Si bien en presencia de cocaína disminuye la formación de metabolitos
3U-O-metiladosdeaminados, a partir de'la noradrenalina liberada por estimulación
nerviosa, la formación de 3H-normetanefrina aumenta.

Cuandoae utilizó cocaína, aumentó la cantidad de noradrenalina endógena libe
rada por estimulación nerviosa, pero no se modificó la radiactividad total liberada

respecto de los controles. Esta diferencia se debe a la inhibición en la formación
de 3H-DOPEGa partir de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa en
presencia de cocaína.

La disminución en la liberación del transmisor obtenida durante la interrupción
de la perfusión fue parcialmente debida a un aumento en el metabolismo, dado que
también se redujo la liberación total de radiactividad. En adición a esto se observó
que la cocaína redujo, pero no previno enteramente la disminución del transmisor libe
rado por estimulación nerviosa durante 1a interrupción de la perfusión.



- 112 

La disminución en la liberación del transmisor durante la interrupción de la
perfusión puede ser parcialmente debida a una reducción en la liberación de noradre
nalina inducida por estimulación nerviosa. Esto se debería a la inhibición de la
liberación de la noradrenalina, por una prolongada activación de los receptores
alfa presinápticos que regulan la liberación del transmisor por estimulación ner
viosa (Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Langer, 1974b).



CAPITULO H

MECANISMOS OUE REGULAN LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA

POR ESTIMULACION NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

RESJLTADOS

DISCUSION
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IIA

IIB

IIC

ÉEFANISHOS QUE REGULAN LALIBERACIONDE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMULA

CION NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

- Mecanismode retroinformación positiva mediado a través de receptores beta
de localización presináptica.

Resultados

Efecto del isoproterenol sobre el 3H-total liberado por estimulación nerviosa
a baja frecuencia.
Efecto del isoproterenol sobre el 3H-total liberado por estimulación nerviosa
en presencia de propranolol.
Discusión

- Mecanismode retroinformación negativa mediado a través de receptores alfa
de localización presináptica. Influencia de la frecuencia de estimulación
nerviosa aplicada.

“Resultados

Inhibición por noradrenalina exógena del neurotnansmisor liberado por esti
mulación nerviosa a distintas frecuencias.

Efecto de la fenoxibenzamina sobre 1a liberación del neurotransmisor inducida

por estimulación nerviosa a distintas frecuencias.
Efecto de la fenoxibenzamina sobre el 3H-total liberado por estimulación ner
viosa a distintas frecuencias en presencia de 0.26 mMde calcio.
Inhibición por noradrenalina exógena del 3H-total liberado por estimulación
nerviosa a distintas frecuencias en presencia de 0.26 mMde calcio.
Discusión

- Diferencia en la potencia bloqueante de la fenoxibenzamina sobre los recep
tores alfa adrenérgicos pre X postsinápticos.

Resultados

Efecto de la fenoxibenzamina sobre las respuestas a la noradrenalina exógena.
Efecto de bajas concentraciones de fenoxibenzamina sobre las respuestas y la
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa.

8My 2.9 x 10-7M) sobre las respuestasEfecto de la fenoxibenzamina (2.9 x 10

y la noradrenalina liberada por estimulación.nerviosa.
DiSCusión
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II _ fiFCANISMOS QUE REGULAN LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMULACION

NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

INTRODUCCION

La noradrenalina liberada por estimulación nerviosa regúlaría su propia libe
ración por un mecanismode retroinformación negativo, a través de receptores alfa
de localización presináptica, que jugarían un rol fisiológico dentro de 1a neuro
transmisión adrenérgica (Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Farnebo y Hamberger,
1971; Kirpekar y Puig, 1971; Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Starke, l972a;
Enero y Langer, 1973; Langer, 1973, l974b; Rand, Story, Allen Glover y Mc Culloch,

1973; Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974; Farah y_Langer, 1974; Cubeddu y Weiner,

1975a). De acuerdo con esta hipótesis el neurotransmisor liberado por estimulación
nerviosa inhibiría su propia liberación a través de la activación de receptores alfa
de localización presináptica desencadenandoun mecanismode retroinformación negati
vo el cual llevaría a una disminución en la liberación del transmisor.

En apoyo de esta hipótesis se ha demostrado que la estimulación de los recepto
res presinápticos por agonistas alfa reduce la liberación del transmisor (Farnebo
y Hamberger, 1971; Starke, 1971:1972b; Langer, Enero, Adler-Graschinsky y Stefano,
1972; Kirpekar, Furchgott, Wakadey Prat, 1973; Langer, 1973; Starke, Montel, Gayk
y Herker, 1974), mientras que el bloqueo de los receptores alfa presinápticos au
menta la liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa (Browny Gillespie,
1957; Langer, 1970; Langer, Enero, Stefano y Rothlin, 1970; Farnebo y Hamberger,
1971; Kirpekar y Puig, 1971; Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Starke, Montel y
SchUmann,1971; Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Farah y Langer, 1974; Cube
ddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974; Cubeddu y Weiner, 1975a). Este mecanismo es

independiente de que el tipo de receptor responsable de la respuesta del órgano efec
tor sea alfa o beta adrenérgico.

En adición, ha sido postulado recientemente que receptores de tipo beta, de lo
calización presináptica estarían involucrados en un mecanismode retroinformación
positivo, para la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa (Langer, Adler
Craschinsky y Enero,l974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975). Existirían dos meca
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nismos presinápticos involucrados en la regulación de la liberación de noradrenalina
por estimulación nerviosa. El primero, mediadopor receptores beta, sería activado
por bajas concentraciones de noradrenalina, originando un aumento en el transmisor
liberado por estimulación nerviosa. El segundo, mediadoa través de receptores adre
nérgicos alfa, actuaría cuando se alcanzan concentraciones altas de noradrenalina
en el espacio sináptico dando lugar a una inhibición de la liberación del transmisor
por estimulación nerviosa.

El bazo perfundido de gato es una preparación clásica para realizar estudios
de liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa. Por lo tanto
estudiamos los efectos de un agonista de receptores beta, el isoproterenol y de un
bloqueante, el propranolol sobre el transmisor liberado por estimulación nerviosa.

Si bien los bloqueantes alfa, comola fenoxibenzamina, aumentan la liberación
de noradrenalina, inducida por estimulación nerviosa, los aumentos son más pronuncia
dos cuando se emplean frecuencias bajas de estimulación (Browny Gillespie, 1957;
Kirpekar y Cervoni, 1963; Haefely,Hurlimann y Thoenen, 1965). Estos efectos no
pueden ser atribuidos a la inhibición de la captación neuronal por fenoxibenzamina
(Cubeddu, Langer, Weiner, 1974), dado que la cocaína en una concentración que inhibe
efectivamente la captación neuronal, no aumenta la liberación del transmisor por
estimulación nerviosa. La efectividad disminuida de la fenoxibenzamina para aumentar
la liberación del transmisor a 30 Hz, podría estar relacionada con los valores altos
de liberación por shock obtenidos a esta frecuencia, en ausencia de drogas. Dadoque
esto podría estar relacionado con una mayor entrada de calcio al terminal nervioso
cuando se estimula a frecuencias altas (Cubedduy Neiner, l975a) fue de nuestro
interés explorar esta posibilidad. Para ello se estudió el mecanismoque regula
la liberación de noradrenalina, a través de receptores alfa presinápticos, utilizando
distintas frecuencias de estimulación nerviosa y variando la concentración de calcio
en el medio de perfusión.

En el bazo perfundido de gato, las respuestas del órgano efector son mediadas a
través de receptores de tipo alfa. Si los receptores alfa del terminal adrenérgico y la
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célula efectora fueran idénticos y si se estipula que para igual ocupación de los
receptores, las respuestas son idénticas, se debería requerir la mismaconcentra
ción de noradrenalina para activar los receptores alfa pre y postsinápticos. Ba
jo estas condiciones en los tejidos en los cuales las respuestas del órgano efec
tor son mediadosa través de receptores alfa, la autoinhibición del transmisor li
berado, reduciría la disponibilidad de noradrenalina para generar una respuesta
del órgano efector. Esto reduciría la eficiencia de la neurotransmisión.

Unasegunda posibilidad es que los receptores alfa pre y postsinápticos no sean
idénticos y que la afinidad de la noradrenalina para. estos dos receptores difiera.

Esta hipótesis diferencial entre los receptores alfa pre y postsinápticos po
drïa reflejarse en la diferencia de potencia de un antagonista alfa irreversible,
para bloquear los receptores presinápticos y postsinápticos. Se investigó esta po
sibilidad, usando concentraciones bajas de fenoxibenzamina en el bazo perfundido
de gato y se comparóla potencia relativa de esta droga para bloquear las respuestas
del órgano efector y aumentar la liberación del transmisor por estimulación nerviosa.
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IIA - Mecanismode retroinformación positiva, mediado a través de receptores beta
de localización presináptica.

Resultados

1.- Efecto del isoproterenol sobre el 3H-total liberado por estimulación
nerviosa a baja frecuencia. En el grupo control la declinación en el 3H-total li
berado comoresultado de siete períodos de estimulación nerviosa, a l Hz durante
120 segundos, fue pequeña cuando los valores de liberación fraccional obtenidos

en cada estimulación (Sx) se refirieron a la primera estimulación nerviosa (Sl)
en cada experimento (Fig 25). Los valores de liberación fraccional de la prime

ra (Sl) y ültima (S7) estimulación nerviosa fueron 4.79 i 1.30 x 10.-S (n=3) y 4.54
i 1.48 x 10-5 (n=3) respectivamente.

La exposición al agonista de los receptores beta, el isoproterenol, en una
concentración que no modifica la captación neuronal de noradrenalina (Adler-Gras
chinsky y Langer, 1975) aumentósignificativamente la liberación de radiactividad
inducida por estimulación nerviosa, para las concentraciones 1.4 y 14 nMde la dro
ga (Tabla ll). El aumentoen la liberación fraccional de radiactividad, en presen
cia de distintas concentraciones de isoproterenol, fue concentración dependiente
y reversible por lavado (Fig 25).

32.- Efecto del isoproterenol sobre el H-total liberado por estimulación
nerviosa en presencia de propranolol. Cuandoa partir del segundo período de es
timulaci6n nerviosa, se agregó el bloqueante de los receptores beta, propranolol,
0.1 uN, no se modificó la liberación fraccional de radiactividad con respecto al.
control sin droga (Comparar Fig 25 y 26).

Sin embargo, el propranolol previno completamente, el aumento, inducido por
estimulaciñn nerviosa en presencia de isoproterenol (Fig 26).

El bloqueo por propranolol de los efectos del iSOproterenol sobre la radiac
tividad liberada por estimulación nerviosa, es compatible con el hecho que el au
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Grupo Liberación fraccional (a) Cociente (b)

Experimental por shotk (x10_5) Sx/S1

S1 - Control 4.83 :_0.74 1.00
82 - Control 4.72 i 0.63 0.99 i_0.04
S3 - ISOP 0.14 nM 5.24 Ï_0.79 1.09 i 0.02

S4 - ISOP 1.4 nM 6.01 i_0.97 1.24 i 0.01*

S5 - ISOP 14 nM 7.78 :_1.32 1.59 i 0.05*

86 - Control 4.61 i 0.76 0.96 i 0.07
S7 - Control 4.57 i 0.70 0.96 i 0.08

. . . 3Tabla 1L Efecto de concentrac1ones crec1entes de lsoproterenol sobre el H
total liberado por estimulación nerviosa

a) Liberación fraccional por shock: nCí totales liberados por shock dividido
por el total de nCi remanentes en el tejido al comienzode la estimulación ner
viosa. Los nervios fueron estimulados a l Hz durante 120 seg (0.1 mseg, volta
je supramáxímo).

b) Cociente entre los valores de liberación fraccional obtenidos en cada esti

mulacíón (Sx) y el obtenido en la primera estimulación nerviosa (Sl) dentro del
mismo experimento.
ISOP: (—)isoproterenol, la droga se adicionó en la concentración indicada 10

minutos antes de 1a estimulación nerviosa.

Cada valor corresponde a la medía i_e1 error standard de 4 experimentos.

* p < 0.001 cuando se compara contra 82
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Figura 25: Efecto del isoproterenol sobre el 3H-total liberado por estimulación
nerviosa en el bazo perfundido de gato.

Ordenada: representa la liberación fraccional por shock para 1a radiactividad to
tal liberada en cada período de estimulación nerviosa, expresada comocociente del
valor obtenido en cada estimulación (Sx) con respecto al de la primera estimula

ción control (Sl), dentro del mismoexperimento.
Los nervios fueron estimulados a 1 Hz durante 120 seg (0.1 mseg, voltaje supramáxi
mo).

Abscisa: indica los períodos de estimulación (S1 - S7)
QÏD-——<:D:controles (n=3) S1 - S7

.2 ¿2: (-)Isoproterenol (n=3) S3z'0.14 nM; S4: 1.4 nM; SS: 14 nM; 56 y S7 des
pués del lavado del isoproterenol. La droga se agreg6,a 1a solución de Krebs, en
la concentración correspondiente, 10 minutos antes del comienzo de la estimulación
nerviosa.

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i el error
standard de la media.
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Figura 26? Efecto del isonroterenol sobre el 3H-total liberado por estimulación ner
viosa, en presencia de propranolol.

Ordenada: representa la liberación fraccional por shock para la radiactividad total
liberada en cada período de estimulación nerviosa, expresada comocociente del valor
obtenido en cada estimulación (5x) con respecto al de la primera estimulación control

(Sl), dentro del mismoexperimento.
Los nervios fueron estimulados a 1 Hz durante 120 seg (0.1 mseg, voltaje supramáximo).

Abscisa: indica los períodos de estimulación (S1 —S7)
Sl: control. 82 a S7: (-)Propranolol, 0.1 m1. La droga se agregó a la so

lución de Krebs, 22 minutos antes de la estimulación 82 y se mantuvo hasta el final
del exoerimcnto (87‘ (n=4).

Sl: control. 82 a S7: (-)propranolol 0.1 ufi. (-)Isoproterenol: S
. U. . ¡g

4. 1.4 nu, SS. 14 n..
contenía propranolol, 10 minutos antes del comienzo de la estimulación nerviosa (n=6).

: . 43 01
nH; S El isoproterenol sc adicionó a la solución de Krebs, que

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a 1a medía i el error
standard de la media.
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3 . ., . . smento en el H-total observado por exp051c1onal isoproterenol es mediado a traves
de la activación de receptores adrenérgicos beta.

Discusión

En el bazo perfundido de gato, la fentolamina ( 3.1 un) y la fenoxibenzamina
(29 DH) en concentraciones que no inhiben la captación neuronal (Cubeddu, Langer

y Weiner, 1974) de noradrenalina, aumentaron 8.28 Ï_l.09 (n=3) veces y 2.89 i 0.74
(n=4) veces la liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa, cuando la
frecuencia de estimulación fue S Hz. Este efecto se atribuye al bloqueo de los re
ceptores alfa presinápticos, que median el mecanismode retroinformación negativa,
que regula la liberación de noradrenalina (Langer, 1974b).

En nuestras condiciones experimentales se observó un aumento en el transmisor
liberado por estimulación nerviosa en presencia de isoproterenol, que fue muchomenor
que el obtenido con bloqueantes alfa adrenérgicos. Es de interés hacer notar que
el aumentoen el transmisor liberado por estimulación nerviosa en presencia de iso
proterenol es un efecto concentración dependiente y reversible luego de lavada la
droga. El efecto obtenido con isoproterenol, no es debido al bloqueo de la capta
ción neuronal de noradrenalina, dado que Adler-Graschinsky y Langer (1975) demos
traron que 1a droga, en una concentración 14 nMno modifica la captación neuronal
de noradrenalina.

El efecto del isoproterenol es independiente del tipo de receptores postsinñp
ticos, responsables de las respuestas del órgano efector, dado que este agente aumentó
la liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa en auriculas aisladas de
cobayo (Langer, Adler-Graschinsky y Enero, 1974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975),
membrananictitante aislada de gato (Langer, Adler-Graschinsky y Enero, 1974), es
pirales de aorta de gato (Celuch y Langer, 1975), espirales de arterias y venas
humanas (Stjürne y Brundin, 1975).
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El bloqueante de los receptores beta, propranolol (0.1 uN), en una concentra
ción que no modifica la captación neuronal del neurotransmisor, ni produce bloqueo
neuronal (Adler-Graschinsky y Langer, 1975) no modificó la liberación de noradrena
lina por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato. Un resultado similar
fue obtenido, recientemente, por Stjárne y Brundin (1975) en arterias y venas hu
manas. Sin embargo Adler-Graschinsky y Langer (1975) encontraron que el pr0pranolol

(0.1 uM)disminuye significativamente la liberación de noradrenalina por estimulación
nerviosa, en aurículas aisladas de cobayo. E1 hecho que el propranolol no disminuya
la liberación en nuestras condiciones experimentales podría deberse, a diferencias
de sensibilidad al propranolol, entre los tejidos de distintas especies.

Cuandose estudió el efecto del i50proterenol en presencia de propranolol, esta
droga, previno completamente el aumento de liberación de radiactividad inducido por
estimulación nerviosa que se observó en presencia del agonista beta. Este resultado
indicaría que el isoproterenol, aumentala liberación de noradrenalina por estimula
ción nerviosa a través de la activación de receptores de tipo beta.

Sthrne y Brundin (1975) encontraron en arterias y venas humanas,
que la adrenalina, catecolamina con propiedades agonistas de tipo alfa y beta, en
concentraciones bajas aumenta, mientras que en concentraciones altas disminuye la
liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa.

El aumento en el transmisor liberado, que se observó en presencia de isoprotere
nol y el bloqueo de estos efectos por propranolol, indican que tales acciones se
mediarían a través de receptores beta. Estos resultados son compatibles con la exis
tencia en los terminales nerviosos adrenérgicos del bazo perfundido de gato, de un
mecanismoque regularía la liberación del transmisor a través de receptores de
localización presináptica, comoya ha sido demostrado en otros órganos (Langer,
Adler-Graschinsky y Enero, 1974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Sthrne y
Brundin, 1975). La activación de este mecanismopor agonistas de tipo beta aumenta
ría la liberación del transmisor por estimulación nerviosa.
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Este mecanismode retroinformación positiva mediado a través de receptores beta
de localización presináptica, aparentemente se desencadenaría cuando la concentración
del neurotransmisor en el espacio sináptico es baja. En apoyo de esta hipótesis
Celuch y Langer (1975) encontraron que el aumento obtenido con isoproterenol, en eSPira
les de aorta de gato, era más pronunciado. cuando menor la frecuencia de estimulación
nerviosa aplicada.

Recientemente, Dahle, Ablad,Borg,Eky Waldek(l975) utilizando distintos bloquean
tes de receptores beta, demostraron que los receptores presinápticos cuya activación
aumentala liberación del transmisor por estimulación nerviosa, serían principalmen
te de tipo .

Muchos de los efectos inducidos por estimulación de receptores beta están aso

ciados con la activación de la adenil ciclasa y el consiguiente aumentoen los nive
les de adenosin monofosfato cíclico (AMPcíclico). Es de interés destacar que Wooten,
Thoa, Kopin y Axelrod (1973) encontraron que el dibutiril AMPcíclico y la teofilina
aumentanla liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa en el
conducto deferente del cobayo. En adición los agentes que inhiben la fosfodieste
rasa aumentanla liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa
en las aurículas aisladas de cobayo y en la membrananictitante de gato (Adler
Graschinsky y Langer, 1974; Enero y Langer, 1974). En la aorta de gato, tejido en
el cual el isoproterenol produce un marcado incremento en el transmisor liberado,
la exposición al dibutiril AMPcíclico causa un aumentosignificativo en el transmi
sor liberado por estimulación nerviosa (Celuch y Langer, 1975). En el bazo perfun
dido de gato, el monobutiril AMPcíclico, los análogos de nucleótidos cíclicos y
los inhibidores de fosfodiesterasa aumentanla liberación de noradrenalina y dopamina
beta hidroxilasa, por estimulación nerviosa (Cubeddu, Barnes y Weiner, 1974, 1975).
En consecuencia, la facilitación de la neurotransmisión adrenérgica observada con los
inhibidores de la fosfodiesterasa y los nucleótidos cíclicos indicaría que el AMP
cíclico estaría involucrado en el mecanismode retroinformación positiva mediado
por la activación de los receptores beta presinápticos. En apoyo de esta hipótesis,
en el bazo perfundido de gato, en condiciones en que se aumenta la concentración
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neuronal de AMPcíclico, por inhibición de la fosfodiesterasa con papaverina, el
isoproterenol produce un aumentoen la radiactividad liberada por estimulación
nerviosa que es mayor que el obtenido en condiciones controles, es decir sin
inhibición de fosfodiesterasa (Langer y Dubocovich, observaciones no publicadas).
En adición, el propranolol (0.1 un) antagoniza el incremento de liberación del
neurotransmisor por estimulación nerviosa, que se observa en presencia de papave
rina. Esto indicaría que el aumento en los niveles neuronales de AMPcíclico J
mediarían a través de la activación de receptores beta presinápticos.

En apoyo de nuestros hallazgos en los terminales nerviosos adrenérgicos, Serck
Hanssen (1974) postuló que en la médula adrenal hay un sistema beta adrenérgico,
confinado en los gránulos de almacenamiento de adrenalina, por el cual aumentaría
la liberación de catecolaminas, efecto que aparentemente estaría mediado por un
aumento en la concentración celular de AMPcíclico.

Estas evidencias serían compatibles, con la existencia de un mecanismode retro
información positivo, que regularía la liberación de noradrenalina por estimulación
nerviosa, a través de la activación de receptores beta de localización presináptica,
efecto que sería mediado por incrementos en los niveles de AMPcíclico en el termi
nal nervioso adrenérgico.
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IIB - Mecanismode retroinformación negativa mediado a través de receptores alfa
de localización presináptica. Influencia de la frecuencia de estimulación
nerviosa aplicada.

Resultados

1.- InhibicLón por noradrenalina exógena del transmisor liberado por esti
mulación nerviosa a distintas frecuencias. Para estudiar la inhibición de la
liberación , por noradrenalina exógena, los experimentos fueron realizados en
presencia de cocaína (29 uM)con el objeto de prevenir la recaptación neuronal
(Cubeddu,Langer y Heiner, 1974) de la noradrenalina adicionada y el aumento en la
liberación espontánea de radiactividad que podría resultar del desplazamiento por
la noradrenalina exógenade la noradrenalina tritiada retenida en los nervios adre
nérgicos.

La inhibición de la captación neuronal con cocaína (29 un) no modificó signi
ficativamente la liberación fraccional por shock, para las frecuencias 1, 2, 5 y
30 Hz (Tabla 12), siendo en todos los casos 300 el número de pulsos aplicados.

La noradrenalina exógena (0.18 uN), en presencia de cocaína, redujo signifi
cativamente la liberación fraccional de radiactividad cuando los nervios fueron
estimulados a l ó 2 Hz, sin embargono se encontraron diferencias con respecto de
los controles para frecuencias mayores (Tabla 12). En la Figura 26 se muestran
los cocientes obtenidos entre la segunda y la primera estimulación nerviosa, para
distintas frecuencias, en controles (Fig. 27A)y cuando antes de la segunda estimu
lación se agregó noradrenalina exógena (Fig. 27B). El neurotransmisor exógeno re
dujo significativamente los cocientes obtenidos para las frecuencias bajas de es
timulación nerviosa (l y 2 Hz) y no los modificó a altas frecuencias (Fig. 27,
Tabla 12).

2.- Efecto de la fenoxibenzamína sobre la liberación del neurotransmisor

inducido por estimulación nerviosa. En condiciones controles, cuando se mantuvo
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el númerode shocks aplicados (300) constante, 1a liberación fraccional por shock,
fue significativamente mayor a 30 Hz, cuando se la comparó con 5 Hz, o frecuencias

menores (Tablas 3 y 13). Sin embargo en presencia de fenoxibenzamina (2.9 uM)

los'valores de liberación fraccional obtenidos fueron 55.89 i 6.75 x 10-5 (n=4) y
45.50 i 5.88 x 10-5(n=4) para las frecuencias de 5 y 30 Hz, respectivamente
(Tabla 13).

Los valores de liberación fraccional obtenidos en dos estimulaciones sucesi

vas, realizadas en condiciones controles, a 5 6 30 Hz, no difirieron significativa
mente (Fig 28A, Tabla 13). Cuando antes de 1a segunda estimulación se adicion6

fenoxibenzamina (2.9 uM)aumentó 6.53 i 0.96 veces la liberación inducida por esti
mulación nerviosa a 5 Hz, y solo 2.42 i 0.26 veces a 30 Hz (Fig 28B). Para ambas
frecuencias, los aumentosobservados difirieron significativamente de los valores
controles.

3.- Efecto de la fenoxibenzamina sobre el 3H-total liberado por estimula
ción nerviosa a distintas frecuencias en Eresencia de 0.26 mHde calcio. El au
mento en la liberación de 3H-total inducida por estimulación nerviosa, en presen
cia de fenoxibenzamina (Tablas 3 y 13, Fig 28), así comola disminución en presen
cia de noradrenalina exógena (Tabla 12 y Fig 27) fue menos pronunciada cuando se
emplearon frecuencias altas de estimulación nerviosa. La efectividad disminuida
de la fenoxibenzamina para aumentar la liberación del transmisor por estimulación
nerviosa a frecuencias altas fue observada en el bazo perfundido de gato por otros
autores (Browny Gillespie, 1957; Kirpekar y Cervoni, 1963; Haefely, Hurlimann y
Thoenen, 1965). En condiciones controles, la liberación fraccional a 30 Hz, es
significativamente mayor que a 5 Hz (Tabla 13), por lo tanto, la efectividad dismi
nuida de la fenoxibenzaminaa frecuencias altas podría estar relacionada con los
valores altos de liberación obtenidos en los controles. Cubedduy Neiner (l975a)
sugirieron que durante la estimulación nerviosa a altas frecuencias entraría mayor
cantidad de calcio al terminal nervioso. Esto nos llevó a pensar que la inefec
tividad de la fenoxibenzaminapara aumentar la liberación a frecuencias altas
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podria estar relacionada con la concentración de calcio. Por lo tanto realizamos
experimentos donde se redujo la concentración de calcio en el medio de perfusión
a la décima parte de la normal.

En los controles, realizados con la concentración de calcio 0.26 mM,se
redujo la liberación fraccional de radiactividad para las dos frecuencias utili
zadas, con respecto a las obtenidas con la concentración 2.6 mMde calcio (Com
parar Tablas 13 y 14). No obstante, para la concentración 0.26 mMde calcio,
la liberación fraccional por shock fue significativamente mayor a 30 Hz cuando
se la comparó con 5 Hz (Tabla 14).

Cuandose aplicaron dos períodos de estimulación nerviosa consecutivos, a
5 6 30 Hz en el grupo control no se encontraron diferencias significativas entre
los valores de liberación fraccional obtenidos durante el primero y segundo período
de estimulación (Tabla 14, Fig. 29A). Cuandoantes de la segunda estimulación
se agregó fenoxibenzamina (2.9 uM) aumentó significativamente la liberación de
radiactividad inducida por estimulación nerviosa para las dos frecuencias de
estimulación utilizadas, S y 30 Hz (Tabla 14, Fi". 29B). No obstante el incremento
fue mayor para la frecuencia más baja (Fig. 29B).

Cuando la concentración externa de calcio se redujo a 0.26 mM,el aumento
en la liberación del transmisor obtenido en presencia de fenoxibenzamina, cuando
los nervios fueron estimulados a 30 Hz fue significativamente mayor que el obtenido
en presencia de 2.6 mmde calcio en el medio de perfusión (Fig. 30).

4.- Inhibición por noradrenalina exógenadel 3H-total liberado por estimulación
nerviosa a distintas frecuencias en presencia de 0.26 mMde calcio. Dado que la

. . . .. . 3 . .falta de 1nh1b1c1on,por noradrenalina exógena del H-total liberado por estimula
ción nerviosa a altas frecuencias, podría deberse a una mayor entrada de calcio,
al terminal nervioso cuando se aumenta la frecuencia, se repitieron los experimen
tos en presencia de calcio, 0.26 mHy de cocaina 29 uN.
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Liberación fraccional por shock Cociente
Grupo (x 10-5) (a)
Experimental n

s2 szls1

Control 3 8.26 i 3.78 8.34 i_3.31 1.11 i_0.13
1 Hz

NA0.18 uM 5 6.64 i 0.85 1.92 i 0.26a 0.32 i 0.07*

Control 3 10.22 Ï_5.51 10.61 Ï_6.21 1.01 Ï_0.08
2 Hz

NA0.18 mi 5 8.97 i 0.94 5.63 i 0.620 0.64 i_0.06*

5 H_ Control 5 8.64 + 2.53 7.07 + 2.43 0.84 + 0.124 _. __ _.

NA0.18 uN 4 14.14 Ï_1.29 14.51 i_1.37 1.03 i 0.03

Control 5 11.55 :_3.24 12.74 i_3.50 1.12 i 0.06
30 Hz

NA0.18 un 4 14.94 i_4.01 13.19 i 3.28 0.91 i 0.08

.. . . . 3 . . .Tabla 12: Inn1b1c16n por noradrenallna exóqena del H-total llberado por est1mu1ac16n

nerviosa en el bazo Eerfundido de_gato (Calcio 2.6 mm).

a) Liberación fraccional por shock: nCi totales liberados por shock dividido por el
total de nCi remanentes en el tejido al comienzo de la estimulación nerviosa. Un tg
tal de 300 shocks, se aplicaron en cada período de estimulación nerviosa, para cada
frecuencia.

NA: noradrenalina, se agregó 10 min antes de 82.
Los experimentos se realizaron en presencia de cocaína, 29 un.
La concentración de calcio en el medio de perfusión fue 2.6 mH.

Se muestran valores medios i_el error standard de la media.
n: número de experimentos.

a: p ( 0.025 cuando se compara contra S en el mismo grupo.
1

*: p < 0.005 cuando se compara contra el cociente del grupo control.
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Liberación fraccional por shock (x10_5) (a)

S Hz 30 Hz

Grupo n S S

Experimental Sl S2 ——2—Áb) S1 S2 -gg—(b)
‘1 1

Controles 4 10.80 8.68 0.83 18.00 17.79 1.01i i i i i i
2.86 2.26 0.05 4.51 4.39 0 17

k
FBA 2.9 uM 4 8.80 55.806 6.53 19.64 65.50“ 2.42i i i i i i

1.14 6.75 0.96 3.39 5.88 0.26

Tabla 13: Efecto de la fenoxíbenzamiua sobre el

nerviosa en el bazo perfundído de gato (Calcio: 2.6 nüü

3 . . .,H-total llberado por est1mulac1on

a) Liberación fraccional por shock: nCi totales liberados por shock dividido por
el total de nCi remanentes en el tejido al comienzode la estimulación nerviosa.
Un total de 300 shocks se aplicaron en cada período de estimulación nerviosa, para
cada frecuencia.
b) ')

‘- oCociente

cíün fraccional en Sl.
FBA: fenoxíbenzamina, se agregó 22 min antes de S2.

‘ obtenido entre la liberación fraccional

La concentración de calcio en el medio de perfusión fue 2.6
Se muestran valores medios + el error standard de la media.
n: número de exnerimentos.

a: p < 0.01 eg p < 0.001 cuando se comnara contra Si en el

*: p < 0.005 cuando se connara contra el cociente del grupo

en S sobre la libera
2

-«
nt

mismo grupo.
control.
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Liberación fraccional por shock (x 10-5) (a)
5 Hz 30 Hz

Grupo .. n
E ' v' Xperlmental S S Cociente S S Cociente

1 2 S /S 1 2 q [S2 1 ‘2 1

Controles 3 2.20 2.61 1.18 13.13 12.55 0.96
i i i i i i

0.16 0.33 0.07 2.94 2L52 0.06

FBA 2.9 un 6 1.82 9.34OL 5.39* 8.36 30.53"L 3.79*

i i i i i i
0.39 1.56 0.43 1.51 4.70 0.37

Tabla 14- Efecto de la fenoxibenzamina sobre el 3H-total liberado Eor estimula
ción nerviosa en el bazo perfundido de gato (Calcio: 0.26 mM).

a) Liberación fraccional por shock : nCi totales liberados por shock dividido
por el total de nCi remanentes en el tejido al comienzo de la estimulación
nerviosa.
Un total de 300 shocks, se aplicaron en cada período de estimulación nerviosa,
para cada frecuencia.

FBA: fenoxibenzamina, se agregó 22 min antes de 82.
La concentración de calcio en el medio de perfusión fue 0.26 mM.

Se muestran valores medios i'el error standard de 1a media.
n: número de experimentos.

a p 4 0.005 cuando se compara contra Sl en el mismo grupo.
* p < 0.005 cuando se compara contra el cociente del grupo control.



- 130 

Liberación fraccional por shock Cociente
Grupo n (x10-5) (a)

Experimental S1 52 SZ/S1

Control 3 1.77 i 0.47 1.64 i_0.46 0.91 :_0.03
5 Hz

*
NA0.18 uN 4 4.14 i 1.22 0.49 i 0.14a 0.16 i 0.07

Control 3 4.66 i_1.73 4.23 i_1.25 0.95 i 0.08
30 Hz

a *
NA0.18 UH 4 5.26 i_0.99 1.81 i 0.25 0.36 i 0.04

Tabla {2: Inhibición por noradrenalina exónena de] 3H-total liberado por estimu
lación nerviosa en el bazo perfundido de pato (Calcio 0.26 mV).

a) Liberación fraccional por shock: nCi totales liberados por shock dividido nor
el total de nCi remanentes en el tejido al comienzo de la estimulación nerviosa.
Un total de 300 shocks, se aplicaron en cada período de estimulación nerviosa,
para cada frecuencia.

NA: noradrenalina, se agregó 10 min antes de 82.
Los experimentos se realizaron en presencia de cocaina, 29 uN.
La concentración de calcio en el medio de perfusión fue 0.26 mML

Se muestran valores medios i el error standard de la media.
n: número de experimentos.

a: p < 0.025 cuando se compara contra S en el mismo grupo.
1

*: p k 0.001 cuando se compara contra el cociente en el grupo control.
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Liberaciónfraccionalporshock(S’/S)

Figpra 27 : Inhibición por noradrenaline exógena del 3H-total liberado por estimu
lación nerviosa, a distintas frecuencias en el bazo de gato. (Calcio 2.6 nin

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el segnn
do período de estimulación (S') y el control correspondiente-(S) para cada frecuencia
de estimulación.

\:Noradrenalína, (0.18 uH),1a droga se agregó 10 minutosAzl l: controles; B: .sw:- k Iantes de 1a segunda cst1mulac1on (S').

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media de por lo menos 3
experimentos.

*p <‘0.01 **p < 0.001 cuando se compara con el grupo control.
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Figura 28: Efecto de la fenoxibenzaminasobre el 3H-total liberado por estiguia:
ción nerviosa en el bazo erfundido de ato. (Calcio 2.6 mM).

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el se
gundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada fre
cuencia de estimulación.

Se aplicó un total de 300 estímulos por período de estimulación.

A:[:::]: controles (n=4)
B:E:::Ïa: fenoxibenzamina (2.9 uM), la droga se agregó 22 min antes de la segunda
estimulación (S') (n=4)

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i el error
standard de la media.

* p (_0.005 cuando se compara con el grupo control.
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Figura 29: Efecto de la fenoxibenzamina sobre el 3H-total liberado en el bazo
Berfundido de gato. (Calcio 0.26 mM)

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el se
gundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada fre
cuencia de estimulación.

Se aplicó un total de 300 estímulos por período de estimulación.

Az! Fcontroles (n=3)
B: Ígjifenoxibenzamina (2.9 uM), la droga se agregó 22 min antes de 1a segunda eg
timulación (S') (n=6)

n: número de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media i_el error
standard de 1a media.

* p 4 0.005 ** p <L 0.001 cuando se compara con el grupo control.
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Figura30 : Efecto de la fenoxibenzamina sobre el 3H-total liberado Ror estimulación
nerviosa a 30 Hz, en presencia de distintas concentraciones de calcio en el medio de
Eerfusión.

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el segqn
do período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuencia
de estimulación.

Se aplicó un total de 300 estímulos por período de estimulación.
.H_

A: El: controles (Ca , 2.6 nü-I,n=4; CaH 0.26 tri-E,n=3).
B: : fenoxibenzamina (2.9 ¡Jl-í), la droga se agregó 22 minutos antes_de la segunda
estimulación (s') (Ca-H, 2.6 mI-í,n=4; CaH, 0.26 mI-E,n=6).

++ . 4 .Ca : calc1o n: numero de experimentos por grupo.

Cada valor correSponde a la nedia i el error standard de la media.

*p ( 0.05 cuando se compara con el cociente obtenido con calcio 2.6 rei-E.
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Liberamonfraccionalporshock(S'/S)

Figura 31: Inhibición por noradrenalina exógena del 3H-total liberado en el bazo
perfundido de gato-(Calcio 0.26 tio.

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el segqn
do período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuen
cia de estimulación.

Se aplicó un total de 300 estímulos por período de estimulación.

A:‘ ‘z controles 2.9 un (n=3).
B: : noradrenalina, (0.18 uN), la droga se agregó 10 min antes de la segunda es
timulaci6n (S') (n=4).

n: nümero de experimentos por grupo. Cada valor corresponde a la media ¿vel error
standard de la media.

*p (.0.001'cuando se coppara con el grupo control.
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Figura 32: Correlación entre la inhibición de la liberación por noradrenalina
exógena, y la liberación fraccional de la primera estimulación nerviosa, para dis
tintas frecuencias.

Ordenada: representa el cociente entre la liberación fraccional obtenida en el se

gundo período de estimulación (82) y el control correspondiente (Sl) para cada frg
cuencia de estimulación.

Se aplicó un total de 300 estímulos por período de estimulación. Los experimentos
se realizaron en presencia de cocaína, 2.9 uM. NA:noradrenalina (0.18 uM).

La noradrenalina fue agregada 10 min antes de la segunda estimulación 82.

Calcio 2.6 ramal Hz (n=3); V2 Hz (n=5); O5 Hz (n=4); A30 Hz (n=4)
Calcio 0.26 mM:5 Hz (n=4); A 30 Hz (n=4)
n: número de experimentos por grupo. Se muestran valores medios i_el error standard
de la media.
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Comoha sido observado, para la concentración 2.6 mMde calcio, en los con
troles realizados en presencia de cocaína (Tabla 12), cuando se redujo la concen
tración de calcio a la décima parte, la liberación fraccional no se modificó en
función de la frecuencia (Tabla 15). En estas condiciones tampocodifirieron
los valores de liberación fraccional obtenidos, en dos estimulaciones sucesivas
realizadas a la misma frecuencia (Tabla 15, Fig. 31A). Cuando antes de la segunda
estimulación, se agregó noradrenalina exógena (0.18 uM), se redujo significativa
mente la liberación fraccional por shock a S y a 30 Hz, en valores absolutos
(Tabla lS) o en cocientes (Fig. 31B) de dos estimulaciones sucesivas.

En la Figura 32 se muestra una correlación entre 1a inhibición inducida por
estimulación nerviosa a distintas frecuencias y la liberación de radiactividad en
la primera estimulación control. Cuandola liberación fraccional por shock en la
primera estimulación es alta, (por ej., cuando se estimula a 5 ó 30 Hz) la nora
drenalina exógena no inhibe la liberación. Si se reduce la liberación por shock,
ya sea disminuyendo la frecuencia de estimulación o reduciendo la concentración
de calcio a 0.26 mM,la noradrenalina exógena inhibe significativamente la libera
ción inducida por estimulación nerviosa (Fig. 32).

Discusión

En nuestras condiciones experimentales los bloqueantes alfa adrenérgicos
fentolamina y fenoxibenzamina, aumentaronsignificativamente la liberación del neuro
transmisor inducida por estimulación nerviosa, tanto en concentraciones que inhiben
la captación neuronal y extraneuronal de noradrenalina, comoen las que no inhiben.

Browny Gillespie (1957) concluyeron que el aumento de liberación por estimu
lación nerviosa que se observaba en presencia de fenoxibenzamina se debía al bloqueo
de los receptores alfa postsinápticos,tnientras que Thoenen, Hurlimanny Haefely
(1965) atribuyeron este efecto a la inhibición de la captación neuronal que produce
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la droga. Posteriormente, la inhibición de la captación extraneuronal por fenoxi
benzamina fue postulado comootro factor que contribuiría al aumento en la libe
ración del transmisor por estimulación nerviosa (Langer, 1970; Langer y Vogt,
1971). Sin embargocuando se realizó un análisis cuantitativo de la cantidad
total de radiactividad liberada en presencia de fenoxibenzaminao fentolamina
se concluyó que en adición a la inhibición de los sitios de pérdida, estas drogas
producían un aumento real de la liberación inducida por estimulación nerviosa
(Langer, 1970; Langer, Enero, Stefano y Rothlin, 1970; Farnebo y Hamberger, 1971;
Starke, {ontel y SchUmann,1971; Kirpekar y Puig, 1971; Langer, Adler, Enero y
Stefano, 1971; Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972; Farah y Langer,l974;

Cubeddu, Barnes, Langer y Heiner, 1974; Cubeddu y Heiner, 1975a)
Otra evidencia que apoya la hipótesis que los bloqueantes alfa producen un

aumentoreal en la liberación del transmisor por estimulación nerviosa fue obtenida
por: De Potter, Chubb, Put y De Schaepdryver (1971); Cubeddu, Barnes, Langer y

Neiner (1974), Cubeddu y Heiner (1975a). Estos autores observaron un aumento en
la cantidad de dopaminabeta hidroxilasa liberada cuando los nervios simpáticos
del bazo de gato eran estimulados en presencia de bloqueantes alfa adrenérgicos.

La estimulación de los receptores alfa presinápticos, con el propio neurotrans
misor, redujo significativamente la liberación de noradrenalina, por estimulación
nerviosa (Fig. 27, Tabla 12), cuando la frecuencia de estimulación aplicada fue l Hz

ó 2 Hz. Una reducción similar en la neurotransmisión adrenórgica durante la esti
mulación nerviosa en presencia de agonistas de tipo alfa fue obtenida en tejidos
de distintas especies (Farnebo y Hamberger, 1971; Langer, Enero, Adler-Graschinsky
y Stefano, 1972; Starke, 1972b; Kirpekar, Purchgott, Wakadey Prat, 1973; Langer,
1973; Starke, Montel, Gayk y Merker, 1974).

Los resultados obtenidos con agonistas y bloqueantes de tipo alfa son compati
bles con la existencia de un mecanismode retroinformación negativa, que regularía
la liberación del transmisor por estimulación nerviosa, a través de receptores alfa
de localización presináptica (Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Farnebo y Hamber
ger, 1971; Kirpekar y Puig, 1971; Enero, Langer, Rothlin y Stefano, l972a;



- 139 

Mc Culloch, Rand y Story, 1972; Enero y Langer, 1973; Rand, Story, Allen, Glover
y McCulloch, 1973; Langer, 1973, 1974b). De acuerdo con esta hipótesis la
noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, cuando alcanza un nivel de con
centración en la vecindad del terminal nervioso adrenérgico, activaría los recep
tores presinápticos alfa, lo que llevaría a la inhibición del transmisor liberado.

El mecanismode retroinformación negativa que regula la liberación de noradre
nalina por estimulación nerviosa se esperaría que opere más eficientemente cuando
la concentración de noradrenalina liberada al espacio sináptico se encuentra
sobre un determinado nivel de concentración. En apoyo de esta hipótesis Enero y
Langer (1973) encontraron en la membrananictitante de gato, cuyos depósitos endó
genos.de noradrenalina habían sido depletados, que la efectividad de la fenoxiben
zamina para aumentar la liberación de 3H-noradrenalina por estimulación nerviosa
estaba muyreducida. En adición, en el bazo perfundido de gato, el pretratamiento,
con reserpina o alfa metil para-tirosina lleva a la depleción de los depósitos
endógenos de noradrenalina, pero no modifica los niveles de dopaminabeta hidroxi
lasa. En estas condiciones no aumentó la dOpaminabeta hidroxilasa, cuando la
estimulación nerviosa se llevó a cabo en presencia de fenoxibenzamina (Cubeddu
y Weiner, 1975a). Estos resultados, indicarían que cuando la concentración de nora
drenalina liberada al espacio sináptico está por debajo de cierto nivel, no se
desencadenaría el mecanismode retroinformación negativa que regula la liberación
de nouadrenalina.

La efectividad de la captación neuronal de noradrenalina en reducir la concen
tración del transmisor en la vecindad de la membranadel terminal adrenórgico, pare
ce modular el mecanismode retroinformación negativa, reduciendo la cantidad de
transmisor liberado por estimulación nerviosa disponible para la activación de los
receptores presinápticos alfa (Langer, l974b). De acuerdo con esta hipótesis cuando
la captación neuronal está inhibida por cocaína, una fracción mayor de la.noradrena—
lina liberada por estimulación nerviosa estaría disponible para la activación de
los receptores alfa presinápticos. Recientemente, Cubeddu, Barnes, Langer y Neiner
(1974) encontraron en el bazo perfundido de gato, que en presencia‘de cocaína en un
rango de concentraciones de 0.3 a 30 uH, no aumentaba la liberación total de radiac
tividad inducida por estimulación nerviosa. No obstante, en presencia de 3 y 30 m4
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de cocaína habia una reducción dosis dependiente en la cantidad de dopamina beta
hidroxilasa liberada por estimulación nerviosa. Estos resultados, apoyan la hi
pótesis que postula que la inhibición de la captación neuronal por cocaína da lu
gar a una disminución en la cantidad de transmisor liberado, porque aumenta 1a
autoinhibición por las altas concentraciones de transmisor en la vecindad del
terminal adrenérgico (Langer y Enero, 1974).

En nuestras condiciones experimentales, la fenoxibenzamina, en concentraciones
que fueron de 29 n? a 29 uM, aumentó la liberación de tritio total o de noradrenalina
endógena inducida por estimulación nerviosa. Es de destacar que tanto la fenoxi
benzamina comola fentolamina (3.1 uH] fueron más efectivas para aumentar la libera
ción por estimulación nerviosa cuando se emplearon frecuencias de estimulación de
5 Hz o menores. La efectividad disminuida de los bloqueantes alfa para aumentar
la liberación del neurotransmisor, a 30 Hz, ha sido observada en el bazo perfundido
de gato por otros autores (Browny Gillespie, 1957; Brown, Davies y Ferry, 1961;
Kirpekar y Cervoni, 1963; Gillespie y Kirpekar, 1966). En adición, en la membrana
nictitante de gato , la fentolamina, no aumentóla liberación cuando los nervios
fueron estimulados a 25 Hz (Langer, 1970).

La mayor efectividad de la fenoxibenzamina para aumentar 1a liberación del
transmisor a frecuencias bajas de estimulación había sido atribuida a la disminución
de la importancia de los mecanismos de inactivación (Browny Gillespie, 1957) o
de la recaptación neuronal del transmisor, cuando se aumentaba la freCuencia de
estimulación (Brown, Davies y Ferry, 1961; Kirpekar y Cervoni, 1963; Haefely,
HUrlimann y Thoenen, 1965; Gillespie y Kirpekar, 1966).

No obstante, nosotros observamos un aumento selectivo en el transmisor libe
rado a bajas frecuencias de estimulación con una concentración de fenoxibenzamina
(29 nM) que no inhibe 1a captación neuronal de noradrenalina y con una concentración
que inhibe la captación neuronal sólo en un 20%. En adición, la cocaína, en una
concentración que inhibe efectivamente la captación neuronal de noradrenalina, no
modificó la liberación fraccional por shock con respecto a los controles, a nin
guna de las frecuencias de estimulación nerviosa aplicadas( Tabla 3).
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Cuandose utilizó fenoxibenzamina (2.9 UM)el valor de liberación fraccional
por shock (Tabla 13) obtenido a 5 Hz. fue mayor que a 30 Hz. Estos resultados
indicarían que la efectividad reducida del bloqueante de los receptores alfa para
aumentar la liberación del transmisor a 30 Hz no puede ser atribuida a1 hecho,
que a altas frecuencias se alcancen valores máximosde liberación por shock,

comoinicialmente fue sugerido por Browny Gillespie (1957).
Por otra parte, cuando los nervios del bazo perfundido de gato, fueron estimu

lados a 5 6 30 Hz ¿a noradrenalina exógena (0.18 UM)fue inefectiva para reducir
la liberación del neurotransmisor (Tabla 12). Es de interés que la clonidina,
un agonista de los receptores alfa, es más efectiva para reducir las respuestas
a la estimulación nerviosa a bajas frecuencias (Armstrong y Boura, 1973). En la
arteria pulmonarde conejo, la clonidina inhibe más la liberación del neurotrans
misor por estimulación nerviosa a 2 Hz que a frecuencias mayores (8 Hz) (Starke,
Montel, Cayk y Merker, 1974).

El hecho que los agonistas y los bloqueantes alfa sean menos efectivos para
disminuir y aumentar la liberación respectivamente cuando se utilizan frecuencias
altas de estimulación nerviosa, indicaría que el mecanismoregulatorio alfa media
do a través de receptores alfa presinápticos, no jugaría un papel importante en
la regulación del transmisor liberado por estimulación nerviosa, en esas condicio
nes.

Dadoque en condiciones controles, la liberación fraccional por shock es sig
nificativamente mayor a 30 Hz, cuando se la compara con frecuencias menores
(Tablas 3 y 13) se podría suponer que en estas condiciones la activación de los
receptores alfa presinápticos es máxima. Sin embargo el bloqueo del mecanismo
regulatorio alfa, por fenoxibenzamina, produjo un aumento menor de la liberación
inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz , que a frecuencias menores. Este hecho
indica que deben haber otros factores involucrados en la regulación de la libe
ración del transmisor a frecuencias altas.
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Unaalternativa podría estar relacionada con una mayor entrada de calcio al
terminal adrenérgico, durante la despolarización a altas frecuencias de estimulación
nerviosa, comofue sugerido por Cubedduy Heiner (197Sa). Para investigar esta
posibilidad realizamos experimentos donde utilizamos concentraciones menores de
calcio en el medio de perfusión.

Cuandose redujo la concentración de calcio, a 0.26 mM,la liberación fraccio
nal por shock, en presencia de cocaína fue menor que en los controles realizados
con calcio 2.6 mM. En estas condiciones la noradrenalina exógena redujo significa
tivamente 1a liberación de radiactividad a 5 y 30 Hz. Sin embargo, la inhibición
fue más marcada cuando los nervios fueron estimulados a 5 Hz.

En condiciones en que está inhibida la recaptación neuronal con cocaína aumenta
la concentración de noradrenalina en el espacio sináptico disponible para la acti
vación de los receptores alfa presinápticos y por lo tanto aumenta la autoinhibición
del transmisor liberado (Langer,l974b; Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner, 1974;
Langer y Enero, 1974).

Los valores absolutos de liberación fraccional por shock, de los experimentos
controles realizados en presencia de cocaína (29 uN) y calcio 2.6 mMno difirieron
significativamente para las frecuencias de l, 2, 5 y 30 Hz (Tabla 12). Esto indi
caría que la activación de los receptores presinápticos por la noradrenalina endó
gena es similar a todas las frecuencias en estas condiciones. Sin embargo, la nora
drenalina endógena no inhibió la liberación cuando los nervios fueron estimulados
a 5 6 30 Hz. La diferencia, puede estar relacionada con la duración de la estimu
lación nerviosa. Si bien el númerode pulsos aplicados a cada frecuencia fue 300,
la duración de la estimulación fue de 300 y 150 segundos para 1 y 2 Hz respectiva
mente. Para las frecuencias mayores, la mismacantidad de neurotransmisor libera
do por estimulación nerviosa estuvo en contacto con los receptores presinápticos
durante un tiempo menor (60 y 10 segundos para 5 y 30 Hz respectivamente), por lo
tanto la autoinhibición sería mayor y la noradrenalina exógena no contribuiría
para aumentar la activación de los receptores presinfipticos.
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La fenoxibenzaminaaumentósignificativamente la liberación de radiactividad
a S Hz en condiciones de calcio normal, lo que indicaría que la inefectividad de
la noradrenalina para disminuir la liberación a esa frecuencia se debería a la
activación previa de los receptores presinápticos por la noradrenalina endógena
acumulada en la vecindad del terminal adrenérgico. Sin embargo, cuando los nervios
se estimulan a 30 Hz en condiciones de calcio normal, la falta de inhibición de
la liberación por noradrenalina exógenano se debería sálo a la activación previa
de los receptores presinápticos, dado que la fenoxibenzamina aumentó menos la
liberación a esa frecuencia que a 5 Hz. El hecho que la noradranalina exógena,
no disminuya la liberación inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz podría deber
se a una sumade factores: activación previa de los receptores presinápticcs y
mayor entrada de calcio al terminal cuando los nervios se estimulan a frecuencias
altas.

Cuando se redujo la concentración de calcio a 0.26 mMla fenoxibenzamina aumen
tó significativamente la liberación de radiactividad por shock a 5 y 30 Hz, siendo
en este caso mayor el aumento para la frecuencia baja de estimulación. Si se com
paran los aumentos producidos por la fenoxibenzamina cuando los nervios fueron

estimulados a 30 Hz para ambas concentraciones de calcio,el aumento fue signifi
cativamente mayor cuando se utilizó la concentración de calcio 0.26 mMen el medio
de perfusión.

La. mayor efectividad de la fenoxibenzamina para incrementar y de la nora
drenalina para reducir la liberación del transmisor a altas frecuencias de estimula
ción nerviosa cuando se reduce la concentración externa de calcio, indicaría una
aparente recuperación del mecanismoregulatorio alfa en estas condiciones experi
mentales.

La liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa es un pro
ceso calcio dependiente (Hukovie y Nuscholl, 1965; Kirpekar y Misu, 1967). En
adición, Stjarne (1973f) concluyó que el mecanismoregulatorio alfa presinaptico
actuaría disminuyendola disponibilidad de calcio necesario para promoverla libe
ración de noradrenalina.
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Por lo tanto nuestros resultados serían compatibles con la hipótesis que
postula que el mecanismode retroinformación negativa que regula la liberación
de noradrenalina, inhibe la liberación del transmisor reduciendo la disponibilidad
de iones calcio necesarios para el acople eléctrico secretario. Por lo tanto,
bajo condiciones en las cuales se aumenta la disponibilidad de calcio para el pro
ceso de liberación (por ej.: estimulación a altas frecuencias), la inhibición de
la neurotransmisión mediada por la estimulación de los receptores alfa presiná"
ticos es inefectiva.

Sin embargo, una segunda alternativa que podría explicar la efectividad
disminuida del mecanismoregulatorio alfa, cuando se aplican frecuencias altas de
estimulación nerviosa, involucra la posibilidad que las concentraciones altas de
neurotransmisor en el espacio sináptico desensibilice los receptores alfa presinóp
ticos. Si es asi en condiciones experimentales donde se aumenta la concentración
del neurotransmisor en el eSpacio sináptico por estimulación a frecuencias altas o
por inhibición de la captación neuronal, se reducirá la efectividad del mecanismo
alfa presináptico para regular la liberación de noradrenalina durante la estimula
ción nerviosa.
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IIC - Diferencia en la potencia blogueante de la fenoxibenzamina sobre los recep
tores alfa adrenérgicos pre y postsinápticos.

Resultados

1.- Efecto de la fenoxibenzaminasobre las respuestas a la noradrenalina
exógena. Las curvas de dosis-respuesta a la noradrenalina fueron determinadas
por medición de los cambios en 1a presión de perfusión. En la Fig. 33 se observa
que la fenoxibenzamina provoca un corrimiento hacia 1a derecha, concentración de
pendiente y una disminución del máximode la curva de dosis-respuesta a la noradre
nalina exógena.

En presencia de 8.8 x 10-10 de fenoxibenzamina no se encontró una disminución
significativa de las respuestas a la noradrenalina exógena mientras que con la con
centración 2.9 x 10- H se observó corrimiento hacia la derecha y depresión del
máximo (Fig. 33).

El grado de bloqueo de los receptores alfa fue completo en presencia de 2.9
x lO-BMde fenoxibenzamina y un incremento de lO veces en la concentración de la
droga no incrementó el bloqueo de las respuestas a la noradrenalina exógena (Fig.
33).

2.- Efecto de bajas concentraciones de fenoxibenzamina sobre las respuestas
y la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. Las concentraciones de fe
noxibenzamina empleadas en este grupo de experimentos (8.8 x lO-IOM y 2.9 x lO-QM)
no inhiben la captación neuronal (Cubeddu, Langer y Weiner, 1974), ni extraneuronal
(Gillespie, Hamilton y Hosie, 1970) de noradrenalina en el bazo perfundido de gato.

En el grupo control, donde se aplicaron dos períodos de estimulación conse
cutivos a 5 Hz y a 30 Hz, no se encontraron diferencias significativas en los
valores obtenidos ni para las respuestas ni para la noradrenalina liberada por
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estimulación nerviosa entre el primero y segundo período de estimulación dentro
de la misma preparación (Fig. 34). En presencia de 8.8 x lO-IOMó 2.9 x 10-9M

de fenoxibenzamina se obtuvo una reducción significativa en las respuestas a la
estimulación nerviosa a 5 Hz que fue concentración dependiente. Noobstante,
en estos grupos no hubo un incremento significativo en la noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa (Fig. 34). Cuandolos nervios fueron estimulados a
30 Hz, se observó una disociación similar entre el bloqueo de respuestas y la au
sencia de incremento en la noradrenalina liberada (Fig. 34).

Estos experimentos muestran claramente que con concentraciones bajas de
fenoxibenzamina, se obtiene una disociación entre el bloqueo de las respuestas
del órgano efector y el'aumento en la liberación de noradrenalina inducida por
estimulación nerviosa.

El análisis de los experimentos individuales muestran que para las frecuencias
de estimulación S y 30 Hz no hubo aumento en el transmisor liberado aün cuando

las respuestas a la estimulación nerviosa en presencia del bloqueante de los
receptores alfa se redujeron a un tercio de la del control correspondiente (Fig. 35).
Para ambas frecuencias de estimulación se encontró que cuando las respuestas a la
estimulación nerviosa se reducen a menosdel 252, aumenta la noradrenalina liberada
(Fig. 35). Los valores absolutos para las reSpuestas y la noradrenalina liberada
por estimulación nerviosa se muestran en la Tabla 16. Si se comparan los datos
de diferentes experimentos se encuentra muchavariación, por lo tanto , se emplearon
los cocientes de valores entre el segundo período de estimulación con respecto del
primero a la misma frecuencia y dentro de la misma preparación, en lugar de los
valores absolutos.

8
3.- Efecto dc la fenoxibenzamina (2.9 x 10- H v 2.9 x 10-7H) sobre las res

puestas y la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. Dadala disociación
encontrada entre el bloqueo de respuestas a la estimulación nerviosa y la ausencia
de aumento en el transmisor liberado en presencia de bajas concentraciones de feno
xibenzamina fue de interés demostrar que concentraciones mayores de fenoxibenzamina
aumentan 1a liberación del transmisor para las dos frecuencias de estimulación.
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Figura 33: Efectos de la fenoxibenzamina sobre la curva de dosis respuesta a 1a nora
drenalina en el bazo perfundído de gato.

Ordenada: Incremento en presión de perfusión expresada comoporcentaje del máximo
obtenido en ausencia de la droga.
Abscisa: dosis de (-) noradrenalina, expresada en ug.

. -10
O-—-O: controles (n=26);.——{-»: FBA8.8 x 10 H (n=4);

M - Fm 2 9 x 10'9'! (n=4)' ""1 - FBA2 9 x 10'8v (n=3)‘_'..' I . . .A , ÏM--. . . ¡l ,.- '7
: FDA 2.9 x 10 H (n=4).

FSA: fenoxibenzamina

n: número de experimentos.

Cada valor corresponde a la media Ï_e1 error standard de la media.
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11\Figgrg.34.:. Efectos de bajas concentraciones de fcnoxibenzamina (.nA) sobre las res
puestas y 1a noradrenalina liberada por estimulación nerviosa en el bazo Derfundido.

Ordenadaiaggierda: I::::3 cociente de respuestas (incremento en la presión de per
fusión en mmde Hg) entre el segundo período de estimulación (S') y el control corres
pendiente (S) para cada frecuencia de estimulación.

Ordenadaderecha: [::::lcociente del transmisor liberado (ng de KA)entre el segundo
período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuencia de
estimulación.

Izquierda: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 segundos (0.1 mseg., vol
taje supramáximo).

Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 segundos (0.1 nseg., volta
supramfiximo).

c: control (n=5); m: 8.8 x 10-10}! (n=5): mx 2.9 x 10‘93 (n=8)
KA: noradrenalina; FSA: fenoxibenzamina.

n: número de experimentos. Cada valor corresponde a la media i el error standard de
la media.

*p <_0.005; **p < 0.001 cuando se compara con el control correspondiente.
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Figura 35 : Relación entre el arado de blogueo de las resnuestas a la estimulación
nerviosa y el incremento del transmisor liberado en presencia de fenoxibenzamina.

Qrggnggíz cociente del transmisor liberado (ng de NA)entre el segundo período de esti
mulación (S') y el control correspondiente (S), obtenido en la mismapreparación.
Abscisa: cociente de respuestas_(íncremento en presión de perfusión en mmde Hg), entre
el segundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S), obtenido en
la mismapreparación.

Izquierda: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 segundos (0.1 mseg., volta
je supramáxino).
Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 segundos (0.1 mseg, voltaje
supramáximo).

O Controles; @ FBA8.8 x 10-1034; A FBA2.9 x 10 _9M;

m FDA2.9 x 10"
NA: noradrenalina; FBA: fenoxibenzamina
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Se muestran todos los valores individuales obtenidos.
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Figura 36: Efectos de fenoxibenzamina (FBA)sobre las respuestas y la noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa en el bazo perfundido.

Ordenadaizguierda: E:::acncientc de respuestas (incremento en presión de perfusión
en mmde Hg) entre el segundo período de estimulación (S') y el control correspondien
te (S) para cada frecuencia de estimulación. í

Ordenadaderecha:l::::]cociente del transmisor liberado (ng de noradrenalina) entre
el segundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada
frecuencia de estimulación.

Izquierda: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 segundos (0.1 nseg, voltg
je supramáximo).
Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 segundos (0.1 mseg, volta
je supramáximo).
C: control (n=5); FEA: 2.9 x 10-8! (n=4)

NA: noradrenalina; FEA: fenoxibenzamina

n: número de experimentos. Cada valor corresponde a la media i el error standard de
la media.
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Figura 37 z Efectos de la fenoxibenzamina (FBA)sobre las resnuestas X la noradrena
lina liberada gpr estimulación nerviosa en el bazo perfundido.

Ordenadaizguierda: cociente de respuestas (incrementoen presión de perfusión en
mmde Hg) entre el segundo período de estimulación (S') y el control correspondiente
(S) para cada frecuencia de estimulación.

QEggggdaderecha: [::]cociente del transmisor liberado (nn de noradrenalina) entre el
segundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuen
cia de estimulación.
Izquierda: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 segundos (0.1 mseg, voltaje
supramáximo).

Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 segundos (0.1 nseg, voltaje
Supramáximo).

C: control (n=5); FDA: 2.9 x 10-7“ (n=5).
KA: noradrcnalina; FDA: fenoxibcnzamina.

n: número de experimentos. Cada valor corresponde a la media i el error standard de la
media.
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8‘ . . ., 'd de fenox1benzamina, la captaCion neuronal de noradreEn presencia de 2.9 x 10

nalina en el bazo perfundido no está inhibida (Cubeddu, Langer y Neiner, 1974).
En 1a Figura 33, se observa que 2.9 x 10-8Mde fenoxibenzamina, bloquea completa
mente las respuestas a la noradrenalina exógena en el bazo perfundido de gato.

En la Figura 36 y Tabla 16 se observa que en presencia de 2.9 x 10-8M de

fenoxibenzamina las respuestas a la estimulación nerviosa a 5 Hz 6 30 Hz se redu
jeron considerablemente. En estos experimentos hubo un aumento significativo
del transmisor liberado por estimulación nerviosa para las dos frecuencias utiliza
das. La noradrenalina liberada por estimulación nerviosa fue significativamente
mayor a 5 Hz, no obstante la reducción en las respuestas fue similar cuando se
compararon las dos frecuencias de estimulación (Fig 36).

La concentración mayor de fenoxibenzamina empleada en estos experimentos
(2.9 x 10-7H) inhibe la captación neuronal de noradrenalina en un 20%aproximada
mente en el bazo perfundido (Cubeddu, Langer y Heiner, 1974). Con esta concentra
ción de fenoxibenzamina (Fig 37) las respuestas a la estimulación nerviosa fueron
prácticamente anuladas. El transmisor liberado por estimulación nerviosa para la

7 . .Mde la droga, aumentó 7 veces, mienfrecuencia de 5 Hz, en presencia de 2.9 x 10

tras que el incremento a 30 Hz fue de 2.5 veces (Fig 37).
Los valores absolutos para las respuestas y la noradrenalina liberada por

estimulación nerviosa obtenidos en presencia de 2.9 x 10-8My 2.9 x 10-7Mde
fenoxibenzamina se muestran en la Tabla 16.

Discusión

La mayor parte de los estudios de los efectos de los agentes bloqueantes de
los receptores alfa sobre la liberación de noradrenalina inducida por estimulación
nerviosa han sido llevados a cabo en presencia de concentraciones altas de fenoxi
benzamina o fentolamina (Thoenen, HUrlimanny Haefely, l963,1964a,b; Haefely,
HUrlimann y Thoenen, 1965; Boullin, Costa y Brodie, 1966, 1967; Langer, 1970;
Langer y Vogt, 1971; Bennett, 1973). Estas concentraciones de fenoxibenzamina son por
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lo menos diez veces mayores que las concentraciones requeridas para bloquear comple

tamente las respuestas del órgano efector a la estimulación nerviosa o a la noradre
nalina exógena. Bajo estas condiciones experimentales es difícil asignar el au
mento en el transmisor liberado por estimulación nerviosa, al bloqueo de los recep
tores alfa, dado que esta droga además inhibe la captación neuronal (Cubeddu, Langer
y Heiner, 1974) y extraneuronal de noradrenalina (Gillespie, Hamilton y Hosie, 1970).

En este estudio nosotros empleamosconcentraciones bajas de fenoxibenzamina
y comparamosen cada experimento el grado de bloqueo de los receptores alfa con los
cambios en el transmisor liberado inducido por estimulación nerviosa. Dado que las
concentraciones de bloqueantes alfa utilizadas no inhiben la captación neuronal,
ni extraneuronal de noradrenalina, la comparación del grado de bloqueo de los recep
tores alfa con los cambios en el transmisor liberado, no fue afectada por estos
dos efectos adicionales de la fenoxibenzamina.

Los resultados obtenidos con las concentraciones 0.88 y 2.9 RMde fenoxiben
zamina indicarían que esta droga es más potente para bloquear los receptores alfa
postsinñpticos que median las respuestas vasculares del bazo de gato a la noradrena
lina exógena o a la endógena, que para bloquear los receptores alfa presinápticos
que regularían la liberación del transmisor inducido por estimulación nerviosa.
Una disociación similar ha sido observada por otros autores en experimentos en los
cuales, en condiciones en que los receptores alfa postsinápticos estaban parcial
o totalmente bloqueados por fenoxibenzamina, no se observaba aumento en el transmisor
liberado por estimulación nerviosa (Thoenen, HUrlimann y Haefely, l964a,b;
Zimmerman,Chia, Liao y Gisslen, 1971; Haggendal, Johansson, Jonason y Ljung, 1972).

Recientemente, Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner (1974), encontraron en el bazo
perfundido de gato una diferencia similar en la potencia de la fenoxibanzamina
para bloquear los receptores alfa pre y poStsinápticos, en experimentos en los cuales
se midió la liberación de dopaminabeta hidroxilasa y noradrenalina.

Varios autores han sugerido que el aumento en el transmisor liberado observado
en presencia de bloqueantes alfa se debe a la disminución de las respuestas del ór
gano efector (Browny Gillespie, 1957; Boullin, Costa y Brodie, 1967; Farnebo y
Malmfors, 1971). En nuestras condiciones experimentales las concentraciones de fe
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noxibenzaminaque reducen significativamente las respuestas del órgano efector'a la
estimulación nerviosa no aumentanla liberación de noradrenalina. Estos resultados

no apoyarïan la hipótesis que postula un mecanismotransináptico que regularïa la
liberación del neurotransmisor por estimulación nerviosa.

Dadoque la concentración de fenoxibenzamina requerida para bloquear los recep
tores alfa presinápticos que regulan la liberación del transmisor fue 30 veces mayor
que la requerida para bloquear las respuestas del órgano efector es posible que los
receptores alfa pre y postsinápticos no sean idénticos. Si esto es así, la afinidad
de estos dos tipos de receptores por el agente bloqueante alfa fenoxibenzamina y por
el agonista, noradrenalina, debe ser diferente.

Una segunda hipótesis que podría explicar 1a diferencia en la efectividad de la
fenoxibenzaminapara bloquear los receptores adrenérgicos pre y postsinápticos podría
deberse a la presencia de una mayor cantidad de receptores alfa presinápticos en la
célula nerviosa, con respecto a 1a cantidad de receptores del órgano efector. Esta
diferencia podría resultar de una mayor población de receptores de reserva en las
terminaciones nerviosas adrenórgicas, que explicaría la necesidad de usar concentra
ciones mayores de fenoxibenzamina para bloquear los receptores alfa presinápticos
(Waud, 1968; Langer y Trendelenburg, 1968).

En la célula con mayorconcentración de receptores, la sensibilidad al agonista
noradrenalina debería ser mayor cuando se compara, con una célula con menor concen
tración de receptores (Waud, 1968; Langer y Trendelenburg, 1968). Cuando se examinó
las potencias relativas de la noradrenalina sobre los receptores alfa pre y postsi
nápticos en presencia de cocaina (2.9 x 10-5M), se encontró que la noradrenalina
exógena fue más potente para inhibir la liberación de 3H-noradrenalina por estimula
ción nerviosa que para activar los receptores alfa postsinópticos (Langer, 1973).
Sin embargorecientemente en estudios realizados con agonistas alfa, se encontró
que bajas concentraciones de clonidina y oximetazolina activan selectivamente los
receptores presinápticos, mientras que concentraciones bajas de fenilefrina y
metoxaminaactivan selectivamente los receptores postsinápticos (Starke, 1972a;
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Starke, Montel, Gayk y Mecker, 1974; Starke, Endo y Tauke, 1975). En adición, recien
temente, Starke, Borowski y Endo (1975) encontraron que el bloqueante alfa yohimbina,
es más potente para bloquear los receptores presinápticos, en 1a arteria pulmonar
de conejo. Estos resultados apoyarían la hipótesis que sugiere que los receptores
pre y postsinápticos son diferentes, pues su comportamientoes distinto frente a
agonistas y bloqueantes y no serían compatibles con la existencia de una mayor can
tidad de receptores de reserva en el terminal nervioso.

En la membrananictitante aislada de gato la exposición a distintas concent‘aciones
de fenoxibenzamina dio comoresultado una buena correlación entre el bloqueo de los
receptores alfa postsinápticos y la magnitud del aumentoen el transmisor liberado por
estimulación nerviosa (Enero, Langer, Rothlin y Stefano, 1972). Estos resultados
indicarían que podría haber diferencias de tejidos y especies respecto de la afinidad
de los receptores alfa presinápticos por los agonistas, así comotambién por los
antagonistas. Compatible con esto, es el hecho que mientras la dopamina inhibe la
liberación del transmisor por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato y
en la membrananictitante (Langer, 1973; Enero y Langer, 1975), no la reduce en las
aurículas aisladas o en el conducto deferente aislado de cobayo (McCulloch,
Rand y Story, 1973).

De nuestros resultados podemosconcluir que la noradrenalina liberada por esti
mulacion nerviosa regula su propia liberación a través de un mecanismode retro
información negativa por el cual inhibiría su prOpia liberación activando receptores
presinápticos de tipo alfa. La diferencia de 30 veces en la potencia bloqueante
de la fenoxibenzamina sobre los receptores alfa pre y postsinápticos apoya la
hipótesis que postula que estos dos receptores de naturaleza alfa adrenérgica no
son idénticos.
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III. EVIDENCIA EN CONTRA DE UN PAPEL FISIOLOGICO DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA REGU

LACION DE LA NORADRENALINA LIBERADA POR ESTIMULACION NERVIOSA EN EL BAZO

PERFUNDIDO DE GATO.

INTRODUCCION

Las prostaglandinas de la serie E inhiben la liberacion de noradrenalina inducida
por estimulacion nerviosa en órganos de diferentes ¿species (Hedqvist, l970a, 1973,
1974; Wennmalm,1971; Stjárne , 1972, l973a, b, c, d, e). En algunos de estos teji
dos se ha encontrado que las prostaglandinas de la serie E, se liberan durante los
periodos de estimulación nerviosa adrenérgica (Davies, Horton y Withrington, 1968;
Gilmore, Vane y Wyllie, 1968; Hedqvist, Sthrne y Wennmalm,1971; Samuelson y

Wennmalm,1971; Chanh, Junstad y Wennmalm, 1972; Ferreira, Moncada y Vane, 1973;

Junstad y Wennmalm,l973a). Estos resultados llevaron a postular la hipótesis que
durante la estimulación nerviosa las prostaglandinas liberadas del órgano efector
(Gilmore, Vane y Wyllie, 1968; Junstad y Wennmalm,l973b) 0 de los terminales nervio
sos adrenérgicos (Sthrne , 1972, l973b) podrían inhibir la liberación de noradrena
lina. De acuerdo con esta hipótesis las prostaglandinas podrían mediar un mecanis
moendógenode retroinformación inhibitorio que regularía la liberación de noradrena
lina (Hedqvist, 19703, b, 1973, 1974; Hedqvist, Sthrne y Wennmalm,1970, 1971;
Samuelson y Wennmalm, 1971; Wennmalm, 1971; Chanh, Junstad y Wennmalm, 1972; Sthrne,

1972, l973a, b, c; Junstad y Wennmalm,l973a).
Si existe un mecanismoendógeno de retroinformación negativo mediado por prosta

glandinas, debería aumentar la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa cuando
la síntesis de prostaglandinas se inhibe por drogas. Noobstante, la inhibición de
la síntesis de _prostaglandinas por drogas da lugar a pequeños aumentos (Fredholm
y Hedqvist, 1973; Starke y Montel, 1973; Stjürne, l973a,b,c) o no se obtienen
aumentos (Hoszowskay Panczenko, 1974) en la liberación de noradrenalina inducida
por estimulación nerviosa.

. . . ., . . ,En publicac1ones reCientes, se sugirio que las prostaglandinas reduc1r1an la
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disponibilidad del calcio necesario para la liberación del transmisor por estimula
ción nerviosa, lo que aumentaría el efecto inhibitorio de las prostaglandinas sobre
1a neurotransmisión (Sthrne, 1973d,e; Hedqvist, 1973). En consecuencia, en este
trabajo, estudiamos en el bazo perfundido de gato, los efectos sobre la neurotrans

misión adrenérgica de 1a prostaglandina E2 y de la inhibición de 1a síntesis de
prostaglandinas por indometacina en presencia de diferentes concentraciones de cal
cio. Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando dos frecuencias de estimula
ción nerviosa, 5 y 30 Hz.



Resultados - 159 

IIIA 1.- Efecto de cambios en la concentración externa de calcio sobre las res

puestas y sobre la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa.

Comose muestra en la figura 33A, 1a liberación de noradrenalina inducida por
estimulación nerviosa, fue dependiente de la concentración de calcio presente en el
medio de perfusión cuando se empleó una frecuencia baja de estimulación, 5 Hz. Cuan
do la estimulación nerviosa se llevó a cabo a 30 Hz, no se observó una disminución
significativa en el transmisor liberado cuandose redujo la concentración de calcio.
En contraste con estos resultados las respuestas vasculares a la estimulación nervio
sa disminuyeron significativamente cuando se redujo la concentración externa de cal
cio (Fig 38B). La disminución marcada de las respuestas vasculares no puede ser
atribuida enteramente a diferencias en la cantidad de transmisor liberado (Fig 39A)
y podría estar relacionada con una disminución de la sensibilidad del órgano efec
tor a la noradrenalina cuando se utilizan concentraciones bajas de calcio. Como
se muestra en la Figura 39, cuando la concentración de calcio en el medio de per
fusión se redujo de 2.6 a 0.26 mn, hubo un corrimiento paralelo hacia 1a derecha
de la curva de dosis reSpuesta a la (-) noradrenalina.

2.- Efecto de la prostaglandina E2 sobre las respuestas y la noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa en presencia de diferentes concentraciones de cal
cio en el medio de perfusión.

En los controles, donde se aplicaron dos períodos de estimulación nerviosa con
sccutivos, a 5 ó 30 Hz, no se encontraron diferencias significativas ni en la can
tidad de noradrenalina liberada (Fig 40) ni en las respuestas (Fig 41), cuando se
compararon los valores obtenidos durante el primer y segundo período de estimulación
nerviosa dentro del mismoexperimento.

La exposición a la prostaglandina E2 (0.28 uM)redujo significativamente la
cantidad de transmisor liberado por estimulación nerviosa a 5 Hz para las tres con
centraciones de calcio empleadas (Fig 40). No obstante esta concentración de
prostaglandina E no redujo la cantidad de noradrenalina liberada por estimulación

2

nerviosa, cuando los nervios fueron estimulados a 30 Hz, en presencia de 2.6 ó 0.65
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mMde calcio. Para la concentración de calcio menor, 0.26 mM,hubo una reducción
pequeña, pero estadísticamente significativa en la noradrenalina liberada por esti
mulación nerviosa a 30 Hz, durante la exposición a 0.28 uN de prostaglandina E
(Fig' 40) .

La reducción en las respuestas vasculares a la estimulación nerviosa obtenidas

2

en presencia de prostaglandina E2 fueron más pronunciadas a medida que se disminuía
la concentración de calcio en el medio de perfusión (Fig 41). Se observó reducción
de las respuestas vasculares para las dos frecuencias de estimulación nerviosa uti
lizadas: no obstante el efecto inhibitorio de la prostaglandina E fue más pronun
ciado a 5 que a 30 Hz (Fig 41).

2

Los valores absolutos para las respuestas vasculares y la noradrenalina libera
da por estimulación nerviosa, para las tres concentraciones de calcio estudiadas,

en controles y en presencia de prostaglandina E2, se muestran en la Tabla 17.
Debedestacarse que la reducción en las respuestas vasculares a la estimulación

nerviosa en presencia de 0.28 uMde prostaglandina E2, no puede ser atribuido
enteramente a la disminución en la cantidad de transmisor liberado, porque comose
muestra en la Figura 42A, se observó un corrimiento hacia la derecha de la Curva
de dosis respuesta a la noradrenalina exógena durante la exposición a esa concen

tración de prostaglandina E2.
Para la menor concentración de calcio empleada, 0.26 mM,la prostaglandina E2

no redujo las respuestas vasculares a la noradrenalina exógena (Fig 42B) cuando se
las comparócon el control correspondiente.

Estos resultados demuestran que la disminución de las respuestas a la estimula

ción nerviosa durante la exposición a la prostaglandina E2 puede deberse no sólo
a la reducción de la cantidad de transmisor liberado, sino también a cambios en la
sensibilidad del órgano efector a1 neurotransmisor liberado.por estimulación ner
viosa.
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3.- Efecto de la indometacina sobre la liberación de prostaglandinas inducida
por estimulación nerviosa o por noradrenalina exógena en el bazo perfundido de gato.

La inhibición de la síntesis de prostaglandinas por indometacina ha sido exten
sivamente empleada, para la demostración de la importancia fisiológica, que tendría
la formación de prostaglandinas endógenas. Tales experimentos son válidos si se
demuestra que la concentración de indometacina empleada previene efectivamente 1a
liberación de prostaglandinas en las condiciones experimentales bajo las cuales se
ha realizado el estudio. Por lo tanto, se determinó la liberación de prostaglandinas
del bazo perfundido de gato, inducida por estimulación nerviosa o después de la
administración de noradrenalina exógena. Estos experimentos se realizaron antes y
después del agregado de indometacina al medio de perfusión.

Los resultados obtenidos, en un experimento típico, se muestran en la Figura 43.
La liberación de prostaglandinas inducida por noradrenalina exógena o por estimulaciñn
nerviosa aumentó comouna función del tiempo durante todo el experimento (Fig 43).
Usualmente, por nuestro procedimiento de bioensayo no se detectaba liberación de pros
taglandinas en el efluente venoso ni por estimulación nerviosa, ni por noradrenalina
exógena durante las primeras horas de perfusión del bazo. Los resultados negativos
obtenidos al comienzo del experimento, podrían deberse al hecho que la cantidad de
prostaglandinas liberadas están por debajo del límite de sensibilidad de nuestro
método de bioensayo o bien que haya un retraso genuino en la liberación de prosta
glandinas en estas condiciones.

En la mayorparte de los experimentos las prostaglandinas liberadas fueron detec
tadas sólo después de 3 horas de perfusión del bazo. No obstante, se observó un
aumentoprogresivo en función del tiempo en la cantidad de prostaglandinas liberadas
por estimulación nerviosa, o por noradrenalina exógena.

La perfusión del bazo con 14 uMde indometacina provino enteramente la libera
ción de prostaglandinas inducida por noradrenalina exógena o por estimulación
nerviosa (Fig 43).
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4.- Efecto de la indometacina sobre las respuestas y sobre la noradrenalina
liberada por estimulaciñn nerviosa, en presencia de diferentes concentraciones de
calcio en el medio de perfusión.

Conel objeto de investigar la posibilidad que durante la estimulación nerviosa,
las prostaglandinas endógenasliberadas inhiban la liberación del transmisor adrenér
gico, se realizaron experimentos antes y después de la exposición a 14 uMde indome

tacina. Esta concentración de la droga previno completamentela liberación de prosta
glandinas durante la estimulación nerviosa en nuesuras condiciones experimentales
(Fig 43).

Comose muestra en la Figura 44, la exposición a 14 uMde indometacina no afectó
significativamente la liberación de noradrenalina en respuesta a la estimulación ner
viosa, a 5 6 30 Hz, cuando la concentración de calcio en el medio de perfusión fue
2.6 mM. Para las concentraciones externas menores de calcio (0.65 6 0.26 mM)la indo—

metacina redujo significativamente la cantidad de noradrenalina liberada por estimula
ción nerviosa a 5 Hz (Fig 44). No hubo cambios en la liberación de noradrenalina
inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz, durante la perfusión con indometacina
para las concentraciones externas de calcio 0.65 6 0.26 mM.

Comose muestra en 1a Figura 45, las respuestas vasculares a la estimulación
nerviosa a 5 6 30 Hz no fueron afectadas por la presencia de indometacina, para
ninguna de las tres concentraciones de calcio empleadas.

Los valores absolutos para la noradrenalina liberada y para las respuestas
vasculares a la estimulación nerviosa obtenidas durante la exposición a 14 uNde
indometacina se muestran en la Tabla 17.

El hecho que la inhibici6n de la síntesis de prostaglandinas con indometacina,
(Fig 44) no aumente la liberación de noradrenalina inducida por estimulación podría
deberse a que las prostaglandinas liberadas por estimulación nerviosa 5610
alcanzan niveles de significancia después que el bazo ha sido perfundido durante
3 horas aproximadamente (Fig 43). Con el objeto de investigar esta posibilidad
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se llevaron a cabo experimentos en los cuales el bazo se perfundió durante 4 horas
antes de comenzar con los períodos de estimulación nerviosa. En estos experimentos
se estudiaron los efectos de la indometacina sobre la neurotransmisión. Comose

muestra en la Figura 46 A,B, la exposición a 14 uMde indometacina no aumentó ni
la liberación de noradrenalina, ni las respuestas vasculares a la estimulación ner
viosa afin cuando el bazo había sido perfundido durante 4 horas antes de comenzar
'con los períodos de estimulación nerviosa. Por el contrario, la liberación de nora
drenalina inducida por estimulación nerviosa, a 5 Hz en presencia de indometacina,
se redujo significativamente cuando se 1a comparócon el control correspondiente
(Fig 46 A).

En la Tabla 18, se muestran los valores absolutos para la noradrenalina libe
rada y las respuestas a la estimulación nerviosa obtenidos en el grupo en el cual
se estudiaron los efectos de la indometacina después due el bazo había sido per
fundido durante 4 horas.

5.- Efecto de diferentes concentraciones de indometacina sobre las respuestas,
3 I A o u o aH-total X noradrenalina endoqena liberadagpor estimulaCión nerv1osa.

La inefectividad de la indometacina para aumentar la liberación de noradrenalina
inducida por estimulación nerviosa, podría deberse a un efecto directo de la droga.
Si esto fuera así, se obtendría una reducción en el transmisor liberado independien
temente de 1a habilidad de la indometacina para inhibir la síntesis de prostaglandinas.
Conel objeto de explorar esta posibilidad, se estudiaron varias concentraciones
de indometacina para determinar si la droga inhibe la liberación del transmisor.

En estos experimentos los bazos fueron marcados con 3H-noradrenalina y se midió
la noradrenalina endógenay el 3H-total liberado por estimulación nerviosa. En el
grupo control la declinación en el 3H-total y la 3H-noradrenalina endógena liberada,
comoresultado de siete períodos consecutivos de estimulación fue pequeña, cuando los
valores se expresaron comoporcentaje del segundo período de estimulación nerviosa
dentro del mismo experimento (Fig 47 A,B).
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La perfusión con indometacina, en un rango de concentraciones que fue desde
2.8 a 84 uMno afectó significativamente la liberación ni del 3H-tota1, (Fig 47A)
ni de la noradrenalina endógena (Fig 473). Durante la exposición a 84 uMde indo
metacina hubo un pequeño aumento en el transmisor liberado que fue reversible por
lavado de 1a droga (Fig 47 A y B). Este aumento en el transmisor liberado por
estimulación nerviosa no fue estadísticamente significativo cuando se lo comparó

con el control 86 y además, fue obtenido con una concentración de indometacina seis
veces mayorque la requerida para inhibir la liberación de prostaglandinas del
bazo perfundido de gato durante la estimulación nerviosa.

Los valores absolutos para la liberación de 3H-total, noradrenalina exógena
y respuestas vasculares a la estimulación nerviosa obtenidos en controles se mues
tran en la Tabla 19 y para el grupo expuesto a las diferentes concentraciones de
indometacina en la Tabla 20. En presencia de indometacina las respuestas a la
estimulación nerviosa no difirieron significativamente de los valores controles.

6.- Cambiosen la liberación del transmisor inducido por bloqueo de los

receptores alfa presigfipticos o por inhibición de la síntesis de prostaglandinas.

Conel objeto de comparar la efectividad de los receptores presinápticos
y de las prostaglandinas endógenas en la regulación de la noradrenalina liberada
durante la estimulación nerviosa, se llevaron a cabo experimentos en presencia
de fentolamina o fenoxibenzaminapara bloquear los receptores alfa presinápticos
y durante la exposición a la indometacina para inhibir la síntesis de prostaglan
dinas.

Comose muestra en la Tabla 21, hubo un aumento pronunciado en el 3H-total
liberado en presencia de fentolamina o fenoxibenzamina. En contraste con estos
resultados, durante la exposición a la indometacina (28 uN), no hubo cambios sig
nificativos en el transmisor liberado por estimulación nerviosa.



RespuestasLiberacióndeNA nmldeHg(b)(ng)(c)

ConcentraciónGrupo deCalcio(a)Experimental5Hz30Hz5Hz30Hz

Controles3583.1i7.4101.4i6.653.2i5.5210.3i29.7

2.omnIND.14unz.84.3i27.9102.3i31.145.4i18.9173.658.3

+

PCE20.28uM483.5Ï_13.9103.5114.726.55.6207.732.6 Controles1433.8i5.466.5

0.65mMIND.14uM523.4:_3.557.0

PCI-J20.28uN419.0Ï_6.852.0

7./25.5i3.3148.7i21.1 7.317.1i5.2151.7i31.4 15.514.2i5.6136.1i52.2

+| +l +l

+

Controles153.11.434.34.218.8¿1.4143.7i17.7

0.26mMmn.14uí‘I48.32.840.0i6.19.1i1.5%157.725.1

PGEZ0.28uM62.0Ï_0.5*15.7:_1.3*5.1i_0.7***77.615.5*

+|

+l

i i

Tabla17:Efectosdelasnrosta\landinasEeindomctacinasobrelasresnuestasylanoradrenalinaliberada

2

Porestimulaciónnerviosaenelbazoperfundidodegato,cnpresenciadediferentesconcentracionesdecalcio enelmediodeperfusión. a)ConcuntraciGndecalcioenelmediodeperfusión.Losbazosseperfundierondurantelhoraconlaconcen tracióndecalcioindicada,antesdecomenzarconlosperíodosdeestimulación. b)Incrementoenpresióndeperfusióninducidoporestimulaciónnerviosa,expresadoenmmdeHg. c)Noradrenalinatotalliberadaporestimulaciónnerviosa.Untotalde300estímulosfueronaplicadospara cadafrecuenciadeestimulación. IND:indometacina;PGE'ProstaglandinaENA:noradrenalina.

2'2’

n:númerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondealamedia+elerrorstandarddelamedia. *p40.057'=="'p<0.01***p<10.001cuandosecomparaconelcontrolcorrespondiente.
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LiberacióndeNA(c)

(ng)

Respuestasen(b)

mmdeHg

GrupoExperimental

30HzSHz30Hz

Controles961.617.880.417.7-77.917.3251.4

ND14uM67.022.696.623.566.019.9231.6

LW

i36.9

orestimulaciónnerviosa

Tabla18:Efectode1aindometacinasobrelasrespuestasylanoradrenalínaliberada despuésdeCuatrohorasdeperfusiondelbazo. a)Losbazosseperfundierondurante4horasconsolucióndeKrebs(concentracióndeCalcio:2.6m1)antesde comenzarconlosperíodosdeestimulaciónnerviosa. b) c)
cadafrecuenciadcestimulación.

Incrementoenpresióndeperfusióninducidoporestimulaciónnerviosa,expresadoenmmdeHg. Horadrenalinntotalliberadaporestimulaciónnerviosa.Untotalde300estímulosfueronaplicadospara

IND:indometacina'NA:noradrenalína

3

n:númerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondea1amedia:_elerrorstandarddelamedia.
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(a)

3H-total

_543.06i2.117.27i1.976.40i1.645.76i1.545.92i1.445.37i1.325.82i1.33

L.F.x10

(b)

zwmdmnahm389.6i7.582.].i6.070.8i7.665.1i10.461.0+6.961.2i7.262.6+6.2

(na)—_

(c)

"espucstas459.8i19.660.5i19.957.5i19.556.5i18.556.5i15.454.8i15.153.3i13.9(mmdeHg) Tnblal9. linay3H-totalenelbazoperfundidodegato.

Efectoderepetidosperíodosdeestimulaciónnerviosasobrelasrespuestasxlaliberacióndenoradrena

a)Radiactividadtotalliberadaporestimulaciónnerviosa,expresadacomolafracciónderadíaetívidadtisular liberadaporshock(x10-5).Paradetalles,verMétodos. b)Noradrenalinatotalliberadaporperíododeestimulacionnerviosa,expresadoennanogramos.e)Incrementoenpresióndeperfusióninducidoporestimulaciónnerviosa,expresadoenmmdeHg. Losnerviosfueronestimuladosa5Hzdurante60seg(0.1msee,voltajesupramíximo)cada28minutos
(S1aS7).

Todoslosperíodosdeestimulaciónserealizaronsinagregadodedrogas.L.F.:liberaciónfraccionalporshock. n:númerodeexperimentosporgrupo.Cadavalorcorrespondealamedia+elerrorstandarddelamedia.
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Si
CONTROL

S2
CONTROL

S3

IND:2.8dd

54

IND:8.

4mi

s5
IND:28uM

s6

IND:84uM

S7

CONTROL

JH-total L.F.x10’5

(a)

7.13+1.29

6:18+1.28

4.82+1.03

4.99+

1.23

5.90i1.49

7.52i2.09

4.29i0.87

Noradrennlina

(ng)

(b)

62.2+10.0

53.6+9.6

38.3+3.9

32.3+

3.7

WAiGJ

62.1i10.5

MJiSJ

Respuestas
(nmdeHg)

(c)L

96.7+21.2

105,0+24.5

101.5+28.1

99.5+

28.2

83.3i22.9

53.3i14.5

94.0i33.0

.Tabla20.

3

vde

H-totalinducido

orestimulaciónnerviosaenelbazo

erfundidode

Efectodediferentesconcentracionesdeindometacinasobrelasresuestas

ato.

laliberacióndenoradrenalina

a)Rudiactividadtotalliberadaporestimulaci6nnerviosaexpresadacomolafracciónderadiactividadtisular liberadaporshock.

ParadetallesverMétodos.

b)Noradrenalinatotalliberadaporperíododeestimulación,expresadaennanogramos. c)Incrementoenpresióndeperfusióninducidoporestimulaciónnerviosa,expresadoenmmdeHg. Losnerviosfueronestimuladosa5Hzdurante60seg.(0.1mseg.voltajesupramáximo)cada28minutos(S1aS7). IND:indometacina;

L.F.:

liberaciónfraccionalporshock.

n:númerodeexperimentosporgrupo.

Cadavalorcorrespondealamedia+elerrorstandarddelamedia.
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GrupoExperimentaln

Liberaciónfraccionalporshock sl(xlo’s)s2(x10’s)sz/s1

(a)(b)(c)

Controles47.27+1.975.92+1.44 IND28.0uM56.71+1.126.05+1.17 FENT3.1uM39.03+0.65 FBA2.9uM48.80+1.14

0.86i0.07 0.90i0.07

73.67+7.3l**

8.28i1.o9**

55.89+6.75**

6.53i0.96*

Tabla21:

Efectodelaindometacina,fentolaminayfenoxibenzaminasobreel3H-total

liberadoporestimulaciónnerviosaenelbazoperfundidodegato.
(a) (b) (c)

Radiactividadtotalliberadaenlaprimeraestimulaciónnerviosacontrol(Sl)a5Hz durante60seg(0.1msec,voltajesupramáxímo)expresadacomo1afraccióntisularlibe

radaporshock.
Radiactividadtotalliberadaenlasegundaestimulaciónnerviosa(82)obtenidaen

presenciadeladroga,expresadacomo1afraccióntisularliberadaporshock.

Cocientede1aliberaciónfraccionalporshockobtenidaentreelsegundoperíododeesti mulación(52)yelcontrolcorrespondiente(Sl) IND:indometacina;FEST:fentolamina;FBA:fenoxibenzamina LasdrogasIND,FENToFBAfueronagregadas21minutosantesde82. Cadavalorcorrespondea1amediaielerrorstandarddelamedia. n:númerodeexperimentosporgrupo *p<_0.005**p<_0.001cuandosecomparaconelcontrolcorrespondiente
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Figura 38: Influencia de la concentración de calcio sobre las resBuestas y la noradre
nalina liberada por estimulación nerviosa en el bazo nerfundído de gato.

A_bsíiï: representa la concentración milimolar (mi?)de calcio (Ca) en el medio de per»
fusión. Ca: 0.26 n‘J-I,n=15; Ca: 0.65 113-2,n=14; Ca: 2.6 tri-I, n=35.

A: la ordenada representa los ng de noradrenalína (NA)liberados en las primeras esti
mulacioncs controles.

B: la ordenafig representa el incremento en presión de perfusión expresada en mmde Hg,
dc las primeras estimulacioncs controles.

5 liz durante 60 seg (0.1 mseg, voltaje supramáximo)

--30 Hzdurante 10 seg (0.1 mseg,voltaje supranáximo)
n: número de experimentos.

Cada valor corresponde a la media i cl error standard de la medía.
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Figura 39: Efecto de la concentración de calcio (Ca) externa sobre la curva de dosis
respuesta a la noradrcnalina (NA)en el bazo perfundido de gato.

Ordenada: aumentos en la presión de perfusión expresados comoporcentaje de la respuqï
ta máxima.

ékgcisq: dosis de (-) noradrenalina, expresada en ug.
Ca 2.6¡ps-1(n=26)
A- Aaa 0.26 mx(n=z.)
n: nGmero de experimentos.

Cada valor corresponde a la media i el error.standard de la media.
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Figura 40 : Efecto de las prostaglandinas E4 (PCEG)sobre la liberación dc noradrena
lina (HA)inducida por estimulación nerviosa, en presencia de diferentes concentracio

nes de calcio en el medio de perfusión;

Qrdgnggg; cociente del transmisor liberado (ng de KA)entre el segundo período de esti
mulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuencia de estimulación.
Izguierda: los nervios fueron cstinulados a 5 Hz durante 60 seg (0.1 mseg; voltaje su
pramñximo).

ggrgchíz los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 seg (0.1 mscg; voltaje su
pramáximo). 

NA:noradrenalina; PGEZ:prostaglandinas E2 (0.28 uN); CONT:controles; Ca: calcio.
[:I Ca, 2.6 mr: (com: n=5; PCL‘Z:n=I.)
Z Ca, 0.05 rzrz(con: 11:4; PCIZZ:n=4)

Ca, 0.26 mlf(co:sz n=5; PCI-32:n=6)
n: número dc experimentos. Cada valor corresponde a la media i el error standard de
la media.

*p <:Ó.05 **p 4::0.001 Cuando se compara con el contro] correspondiente.
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Figura 41: Efecto de las prostaglandinas E2 (PGE?)sobre las res uestas inducidas or
estimulación nerviosa en resencia de diferentes concentraciones de calcio en el medio

de perfusión.

Ordenada: cociente de respuestas (incremento en la presión de perfusión en mmde Hg)
entre el segundoperíodo de estimulación (5') y los controles correspondientes-(S)
para cada frecuencia de estimulación.
Izguierda: los nervios fueron estimulados a S Hz durante 60 seg. (0.1 mseg, voltaje
supramáximo).

Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 seg. (0.1 mseg, voltaje SE
pramáximo).

PGEZ:prostaglandinas E2 (0.28 uN); CONT:controles; Ca: calcio.
l: Ca, 2.6 mM(com: n=5; PCEZ:n=4)
E2222 Ca, 0.65 mM (CONT: n=4; PGEZ: n=4)

Ca, 0.26 mM(com: n=5; PCI-32:n=6)
n: nümero de experimentos, Cada valor corresponde a la media i el error standard de
la media. ‘

*p <::0.0S **p <:p.01 ***p <:p.001 cuando se compara con el control correspondiente
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Figura 42: Efecto de las prostaglandinas E2 (PGEZ)sobre la curva c_l_edosis resguesta
a la noradrenalina (NA)en Eresencia de diferentes concentraciones de calcio (Ca) 2
el medio de Berfusión.

Ordenada: aumentos en 1a presión de perfusión expresados comoporcentaje de la respueí
ta máxima.

Abscisa: dosis de (-) noradrenalina, expresada en ug.
A: concentración de calcio utilizada en el medio de perfusión: 2.6 mM.

Control (n=27)

HProstaglandinas E2:0.28uM(n=4)
B: concentración de calcio utilizada en el medio de perfusión: 0.26 mM.

O——O Control (n=4)

A-_.AProstaglandinas E2: 0.28 uM(n=4)
n: número de experimentos.

Cada valor corresponde a la media i el error standard de la media.
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TIEMPO DE PERFUSION (horas)
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0-“ “4.1.1.1
l-NA 5 Hz l-NA SHZ l-NA 5 Hz l-NA

IND.

Figura43 : Efecto de la indometacina (IND) sobre las prostaglandinas (PGE) liberadas
por estimulación nerviosa o por noadrenalina (NA)exógena en el bazo perfundido de
gato o

l

Ordenada: representa la liberación de prostaglandinas: se expresa en nanogramospor
muestra de dos minutos, del efluente venoso.
Las barras blancas representan aumentos en la liberación de prostaglandinas inducidos
por noradrenalina exógena. El rectángulo blanco debajo de la abscisa indica el mamen
to de la inyección de noradrenalina: 3 ug.
Las barras negras representan la liberación de prostaglandinas inducida por estimula
ción nerviosa. El rectángulo negro debajo de la abscisa indica el momentode la esti
mulación nerviosa a 5 Hz durante 60 seg.
La línea horizontal superior indica el tiempo de perfusión del bazo que se expresa en
horas. Los dos Gltimos períodos de estimulación se realizaron en presencia de indomg
tacina (IND) 14 uH, lo que se indica por la línea horizontal debajo de la abscisa.
El gráfico corresponde a un experimento tipo.
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Figura 44: Efecto de la Indometacina (IND) sobre 1a liberación de norádrenalina (NA)
inducida Por estimulación nerviosa en presencia de diferentes concentraciones de cal
cio en el medio de Eerfusión.

Ordenada: cociente del transmisor liberado (ng de NA)entre el segundo período de es
timulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuencia de estimulación.
Izguierda: los nervios fueron estimulados a 5 Hz durante 60 seg (0.1 mseg, voltaje
supramáximo).
Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 seg (0.1 mseg, voltaje su
pramáximo).
NA: noradrenalina; IND: Indometacina (14 uN); CONT:controles; Ca: calcio.

|:I Ca, 2.6 mM(CONT:n=5; IND: n=4)

Ca, 0.65 mM (CONT: n=4; IND: n=5)

Ca, 0.26 mM(com: n=5; IND:n=4)
n: número de experimentos. Cada valor corresponde a la media ¿tel error standard de
la media.

*p <:É.05 **pn<:p.001 cuando se compara con el control correspondiente.
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Figura 45 : Efecto de la Indometacina (IND) sobre las resBuestas inducidas Bor esti
mulación nerviosa en Eresencia de diferentes concentraciones de calcio en el medio de
Berfusión.

Ordenada: cociente de respuestas (incremento en la presión de perfusión en mmde Hg)
entre el segundo período de estimulación (S') y el control correspondiente (S) para
cada frecuencia de estimulación.

Izguierda: los nervios fueron estimulados a S Hz durante 60 seg (0.1 mseg, voltaje su
pramáximo).
Derecha: los nervios fueron estimulados a 30 Hz durante 10 seg (0.1 mseg, voltaje su
pramáximo).
CONT:controles; IND: Indometacina (14 uM); Ca: calcio.

[:3 Ca, 2.6 m}!(com: n=5; IND:n-4)
[/22] Ca, 0.65 mM(CONT:n=4; IND: n-5)

E::::g Ca, 0.26 mM(CONT: n=5; IND: n-á)
‘n: nümero de experimentos. Cada valor corresponde a 1a media ¿[el error standard de
la media.
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Figura 46: Efecto de la indometacina (IND) sobre las respuestas X la liberación de
noradrenalina (NA)inducida por estimulación nerviosa después de 4 horas de perfusión
del bazo.

A: Ordenada: cociente del transmisor liberado (ng de NA)entre el segundo período de
estimulación (S') y el control correspondiente (S) para cada frecuencia de estimula
ción.

B: Ordenada: cociente de respuestas (incremento en presión de perfusión en mmde Hg)

entre el segundo período de estimulación (S') y'el control correspondiente (S) para
cada frecuencia de estimulación.
Untotal de 300 estímulos se aplicaron para cada frecuencia de estimulación.
tración de calcio: 2.6 mM.

NA:noradrenalina; [::::] C: controles (nah); í"“"ij IND: Indometacina (14 uN) (n=5).
n: númerode experimentos. Cada valor corresponde a la media i el error standard de
la media.

Concen

*p <::0.01 cuando se compara con el control correspondiente.
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Figura 47 : Efecto de diferentes concentraciones de Indometacina (IND) sobre la libe
ración de noradrenalina (NA)y 3H-total inducida por estimulación nerviosa en el bazo
perfundido de gato.

A: La ordenada representa la liberación fraccional por shock para la radiactividad to
tal liberada en cada período de estimulación. Se expresa comoporcentaje de la segun?

da estimulación (82) dentro del mismoexperimento.
B: La ordenada representa la liberación de noradrenalina (ng de NA)en cada período de

estimulación. Se expresa comoporcentaje de la segunda estimulación (82) dentro del
mismo experimento.

Abscisa: indica los períodos de estimulación (82 a S7). Los nervios fueron estimula
dos a 5 Hz durante 60 seg (0.1 mseg, voltaje supramáximo).

Controles (n=4) S2 - S7

-— IND: Indometacina (n=4) S3: 2.8 uN; 84: 8.4 uM; SS: 28 UM;S
S7: después del lavado de la IND.

6: 84 uN;

n: númerode experimentos. Cada valor corresponde a la media i'el error standard de
la media.
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Discusión

Las prostaglandinas exógenas de la serie E2 redujeron la liberación de noradre
nalina inducida por estimulación nerviosa, sólo cuando se aplicaron frecuencias ba
jas de estimulación (5 Hz). Este efecto inhibitorio no se observó cuando se empleó

una frecuencia alta de estimulación nerviosa (30 Hz). La mayor efectividad de las

prostaglandinas E2 exógenas, para inhibir la liberación del transmisor a bajas
frecuencias de estimulación nerviosa, fue también observada por otros autores
(Hedqvist, Sthrne y Wennmalm,1970; Hedqvist, 1973).

'Ademásdel fenómenode frecuencia dependencia sobre la liberación del transmi
sor por prostaglandina E exógena, varios autores sugirieron que la reducción en2

la noradrenalina liberada durante la exposición a la prostaglandina E2 es más
pronunciada cuando la concentración de calcio en el medio se reduce ( Hedqvist,l970c,
1973; Sthrne , l973d,e). Noobstante en nuestros experimentos, donde los nervios
fueron estimulados a 5 Hz, la liberación de noradrenalina en presencia de prosta

glandina E2 no fue modificada por disminución de 1a concentración de calcio en el
medio de perfusión. En contraste con estos resultados, la reducción en las respues

tas a la estimulación nerviosa durante la exposición a la prostaglandina E2 fue más
pronunciada para las concentraciones menores de calcio. Estos resultados fueron
observados a 5 y 30 Hz.

Esta aparente disociación entre la cantidad de transmisor liberado y las
respuestas a la estimulación nerviosa puede ser explicada por los cambios de sensi
bilidad de la célula efectora a la noradrenalina. En nuestras condiciones experi

mentales, la perfusión con prostaglandina E2 disminuyó las respuestas a 1a noradre
nalina exógena. Una disminución similar en las respuestas fue observada cuando
la concentración de calcio en el medio de perfusión se redujo de 2.6 a 0.26 Hut
En consecuencia; la reducción en las respuestas a la estimulación nerviosa como
resultado de los efectos de la prostaglandina E exógena y la disminución en la2

concentración externa de calcio representa una mezcla de efectos presinápticos
(por ej.: disminución en la cantidad de transmisor liberado) y efectos postsinápticos
(por ej.: reducción en la sensibilidad del órgano efector al neurotransmisor). De
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esto surge, que una reducción en las respuestas a la estimulación nerviosa,
no implica una disminución en el transmisor liberado. Cuandolos estudios de
los efectos de las prostaglandinas sobre la neurotransmisión se basan en las
respuestas a la estimulación nerviosa, la contribución de los cambios postsináp
ticos de sensibilidad al neurotransmisor deben ser tenidos en cuenta (von Euler
y Hedqvist, 1969; Hedqvist, 1972; Taylor y Einhorn, 1972; Illés, Hadhazy, Torma,
Vizi y Knoll, 1973).

La ausencia'de una relación entre la concentración externa de calcio y el
efecto inhibitorio de las prostaglandinas sobre la neurotransmisión adrenérgica,
en nuestras condiciones experimentales, no refleja necesariamente un conflidto
de evidencias con otros autores y puede ser debido a diferencias de órganos
y especies.

La mayor efectividad de la prostaglandina de la serie E2 para reducir la
liberación del transmisor a 5 Hz cuando se compara con 30 Hz, es similar a los
resultados obtenidos en los controles con concentraciones bajas de calcio. En
estas condiciones experimentales la reducción en la cantidad de transmisor libe
rado fue más pronunciada para las frecuencias bajas de estimulación nerviosa.
Es de interés hacer notar que el bloqueo de los receptores presinápticos alfa por
fenoxibenzamina o por fentolamina aumentó menos la liberación del transmisor por
estimulación nerviosa (Capítulo I), cuando se aplicó una frecuencia alta (30 Hz).
De esto surge que la frecuencia de estimulación que se utiliza para estudiar los
mecanismosregulatorios del transmisor liberado es un parámetro muyimportante,
que debe ser tenido en cuenta.

La asociación entre la inhibición de la liberación del transmisor por estimula
ción nerviosa en presencia de prostaglandinas y el posible papel de estas sustancias
en un mecanismo endógeno de retroinformación negativo, se basa en el hecho que es
tas sustancias se liberan al efluente venoso del bazo perfundido durante los pe
ríodos de estimulación nerviosa (Davies, Horton y Withrington, 1968; Gilmore, Vane
y Wyllie, 1968;_Ferreira, Moncada y Vane, 1973; Hoszowska y Panczenko, 1974). En
nuestras condiciones experimentales, se liberaron prostaglandinas del bazo perfun



- 182 

dido de gato, por estimulación nerviosa y por noradrenalina exógena. Noobstante
hay ciertas características en este fenómenoque nosotros consideramos de cierto
interés: a) no se detectó liberación de prostaglandinas, ni por estimulación ner
viosa, ni por noradrenalina exógena al comienzodel experimento (por ej.: duran
te las dos primeras horas de perfusión del bazo) y b) cuando ambos tratamientos
promovían la liberación de prostaglandinas (por ej.: después de 3 horas de per
fusión) había un aumentoprogresivo en la cantidad de prostaglandinas liberadas
en función del tiempo. Esto nos llevó a preguntarnos cuando las prostaglandinas
liberadas por estimulación nerviosa o por noradrenalina exógena representan
un fenómenode relevancia fisiológica. El aumentoen la liberación de prosta
glandinas comouna función del tiempo de perfusión fue observada también en el
bazo perfundido de gato por Ferreira, Moncaday Vane (1973). El retraso obser
vado, en la aparición de prostaglandinas podría involucrar, un fenómenoadicio
nal tiempo-dependiente. Ferreira , Moncaday Vane (1973) sugirieron que el bazo
perfundido podría sufrir un deterioro gradual, comoconsecuencia del edema.
Se sabe que el daño tisular puede dar lugar a la formación de prostaglandinas
(Piper y Vane, 1971). Si esto fuera así, la importancia fisiológica de las pros
taglandinas liberadas por estimulación nerviosa o por noradrenalina exógena re
queriría una revisión.

La concentración de indometacina empleada en nuestros experimentos previene
efectivamente la liberación de prostaglandinas inducida por estimulación ner
viosa o por noradrenalina exégena, después de por los menos 2 horas de comenzada
la perfusión del bazo. En consecuencia, se debe establecer cuando esta concen
tración de indometacina aumenta la liberación del transmisor inducido por esti
mulación nerviosa. La inefectividad de la indometacina para aumentar la libera
ción del transmisor por estimulación nerviosa, a las tres concentraciones de cal
cio utilizadas, está en contra de la hipótesis que sugiere que las prostaglandinas
liberadas por estimulación nerviosa estarían involucradas en un. mecanismo
de retroinformación negativo que regularía la liberación del transmisor. Es de
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interés recalcar que la indometacina tampocoaumentóla liberación de noradrenali
na por estimulación nerviosa, cuando los experimentos se realizaron luego de
perfundir el bazo durante 4 horas (es decir, cuando se detectaba liberación de
prostaglandinas comoresultado de la estimulación nerviosa, en nuestras condi
ciones experimentales).

En presencia de concentraciones bajas de calcio en el medio de perfusión, la
exposición a 1a indometacina dio lugar a una reducción significativa en 1a libera
ción del transmisor por estimulación nerviosa. Este efecto de la indometacina
podría estar relacionado a una acción inhibitoria directa de la droga sobre el
transmisor liberado, que sería independiente de la abilidad de la indometacina
para'inhibir la síntesis de prostaglandinas. Noobstante, cuandose estudió el
efecto de diferentes concentraciones de indometacina sobre el transmisor liberado

por estimulación nerviosa, se encontró que esta droga no redujo la liberación
del transmisor en un amplio rango de concentraciones, cuando la concentración de
calcio en el medio de perfusión era 2.6 núL

Podría argumentarse que la inefectividad de la indometacina para aumentar la
liberación del transmisor en nuestras condiciones experimentales, podría deberse al
hecho que en nuestros experimentos nosotros medimosnoradrenalina endógena. Los
pequeños aumentos observados en la liberación del transmisor, en presencia de
inhibidores de la síntesis de prostaglandinas, fueron determinados generalmente
utilizando el transmisor tritiado (Sthrne, 1972, 1973, a, b, d; Fredholmy Hedqvist,
1973). En nuestras condiciones experimentales cuando se determinó la liberación
del transmisor tritiado por estimulación nerviosa, en presencia de indometacina,
los resultados fueron idénticos a los obtenidos con noradrenalina endógena.

Cuandofueron utilizados otros inhibidores de síntesis de prostaglandinas
en el bazo perfundido de gato (ETA:5,7,11,14-ácido eicosatetranoico, 30 uM) se
obtuvieron esencialmente los mismosresultados: no aumentó la liberación de no

radrenalina inducida por estimulación nerviosa (Dubocovichy Langer, observaciones
no publicadas). En adición, 1a inhibición de la sintesis de prostaglandinas por
meclofenamato en el bazo perfundido de gato no aumentó la liberación del trans
misor durante la estimulación nerviosa (Hoszowskay Panczenko, 1974).
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En el riñón perfundido de conejo, la indometacina previno la liberación de
prostaglandinas inducida por estimulación de las fibras nerviosas renales. Ade
más, en presencia de indometacina la liberación de catecolaminas y la constric
ción de la arteria renal no fueron afectadas en respuesta a la estimulación ner
viosa (Needleman, Douglas, Jakschik, Stoecklein y Johnson, 1974).

Si bien, el bloqueo de la síntesis de prostaglandinas, no aumentala libera
ción durante la estimulación nerviosa, el bloqueo de los receptores alfa presi
nápticos por fento‘amina o fenoxibenzamina da lugar a un incremento marcado en
el transmisor liberado (Tabla 21). Estos resultados, apoyan la hipótesis que pos
tula que la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, regularía su propia
liberación, por un mecanismode retroinformación negativo, a través de receptores
alfa de localización presináptica que jugarían un rol fisiológico dentro de la
neurotransmisión adrenérgica (Langer, Adler, Enero y Stefano, 1971; Farnebo y
Hamberger, 1971; Kirpekar y Puig, 1971; Enero y Langer, 1973; Langer, 1973,1974b;

Rand, Story, Allen; Glover y Mc Culloch, 1973; Cubeddu, Barnes, Langer y Weiner,
1974; Farah y Langer, 1974; Cubeddu y Weiner, l975a). De acuerdo con esta hipó
tesis, el neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa inhibiría su propia
liberación a través de la activación de receptores alfa de localización presinóp
tica desencadenandoun mecanismode retroinformación negativa el cual llevaría
a una disminución en la liberación del transmisor.

Es de interés recalcar, que tanto la estimulación, comoel bquueo de los re
ceptores presinápticos alfa por drogas, da lugar a los efectos esperados sobre el
transmisor liberado por estimulación nerviosa, en todos los tejidos que se han
estudiado. Sin embargo, esta generalización no puede ser aplicada para todos los
tejidos , cuando se estudia la cantidad de noradrenalina liberada por estimulación
nerviosa en presencia de prostaglandinas exógenas dado que en la membrananictitan

te de gato, ni la prostaglandina de la serie E1, ni la de 1a serie E2 reducen
la liberación del transmisor tritiado durante la estimulación nerviosa (Enero y
Langer, observaciones no publicadas). En adición en el bazo perfundido de gato,
se observó una reducción en el transmisor liberado en presencia de prostaglandina
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El sólo en 4 de un total de lO experimentos (Hedqviát y Brundin, 1969).
El posible eslabón entre las prostaglandinas de la serie E y el mecanismo

de retroinformación negativo, mediadopor receptores alfa presinápticos, ha sido
descartado por experimentos en los cuales la inhibición de la síntesis de prosta
glandinas por indometacina u otras drogas no afectó ni el aumento en la libera
ción de noradrenalina inducida por el bloqueo de receptores alfa, ni la inhibi
ción del transmisor liberado en presencia de agonistas de receptores alfa
(Starke y Montel, -973; Sthrne, l973a,c).

Estos resultados apoyan la hipótesis que postula que las prostaglandinas
de la serie E estarían involucradas en un mecanismoendógeno que regularía la
liberación de noradrenalina por estimulación nerviosa. Aünen los tejidos donde

las prostaglandinas de la serie El ó E2 reducen la liberación de noradrenalina
durante la estimulación nerviosa, estos efectos podrían ser de una naturaleza
farmacológica en lugar de reflejar la presencia de un mecanismoendógeno que re
g ía la liberación del transmisor.
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I.- METABOLISMO DE LA NORADRENALINA LIBERADA ESPONTANEAMENTE Y POR ESTIMULACION

NERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

Se estudió el metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada espontáneamente
y por estimulación nerviosa a distintas frecuencias, luego de marcar los depósitos
endógenos del bazo de gato con (—)3H-noradrenalina.

En el bazo perfundido de gato el 95%del eflujo espontáneo de radiactividad

le corresponde a los 3H-metabolitos de la 3H-noradrenalina. El 3H-DOPEG(3H—3¡4
dihidroxifenilglicol) contribuyó con el 60%de la radiactividad liberada en con
diciones de reposo nervioso, siguiéndole en importancia los metabolitos 3H-O-meti
lados deaminados y la 3H-normetanefrina. El 3H-ácido 3-4-dihidroximandélico
(DONA)representó sólo el 2 Z de la radiactividad del eflujo espontáneo.

La inhibición de la captación neuronal de noradrenalina, con cocaína (2.9 un)
o de la captación neuronal y extraneuronal, con fenoxibenzamina (29 uM), no modifi
có el eflujo espontáneo de los 3H-metabolitos de 1a 3H-noradrenalina.

De estos resultados se concluye que los metabolitos liberados en condiciones
de reposo nervioso se formarían a partir de la noradrenalina que se pierde de los
gránulos de almacenamiento hacia el cit0plasma del terminal nervioso por la aceión
combinada de 1a monoaminooxidasa, aldehido reductasa y catecol O-metil transferasa
(Fig 21A). Al espacio sináptico llegaría una pequeña fracción de noradrenalina
y el resto lo formarían sus metabolitos: DOPEG,metabolitos O-metilados deaminados
y normetanefrina (Fig 21A).

La proporción de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa,que
se recogió sin metabolizar representó entre un 50 y un 60%del aumento 5255; en
radiactividad, para todo el rango de frecuencias estudiadas (0.5 Hz a 30 Hz). El
glicol deaminado 3H-DOPEGfue el principal metabolito de la 3H-noradrenalina libe

rada por estimulación nerviosa. La inhibición de la captación neuronal de noradre
nalina con cocaína (2.9 uH) o fenoxibenzamina (29 uN) previno completamente la
formación de 3H-DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación
nerviosa. Estos resultados nos permiten concluir que el 3H-DOPEGse forma a
nivel presináptico por la actividad de la monoaminooxidasa y aldehido reductasa,

. 3 . . . . .a partir de la -H-noradrena11naliberada por estimulac1ón nerv1osa que es recaptada
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por el terminal adrenérgico (Fig 218).
Del incremento total de radiactividad inducido por estimulación nerviosa, un

8%le correspondió a los metabolitos 3H-O-metilados deaminados. Cuando se inhibió
la captación neuronal de noradrenalina con cocaína (2.9 uM)se redujo la cantidad

de metabolitos 3H-O-metilados liberados por estimulación nerviosa. Estos metabo
litos se formarían en su mayorparte a nivel presináptico por la actividad de las
enzimas neuronales: monoaminooxidasa, aldehido reductasa y catecol O-metil trans
ferasa a partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, que ha
sido recaptada por el terminal adrenérgico (Fig 21B). Estos resultados no exclu
yen la posibilidad, que los metabolitos 3H-O-metilados deaminados se formen por
O-metilación a nivel postsináptico, de los 3H-metabolitos deaminados de origen
neuronal.

La inhibición de la captación neuronal con cocaína (2.9 uN) aumentó la cantidad
de 3H-normetanefrina formada a partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimula
ción nerviosa. ESte efecto es probablemente debido a un aumento de la cantidad
de 3H-noradrenalina disponible para ser metabolizada a nivel postsináptico. La
fenoxibenzamina (29 un) que inhibe la captación neuronal y extraneuronal de nora
drenalina redujo completamente la cantidad de 3H-normctanefrina formada a partir
de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. Estos resultados nos
permiten concluir que la 3H-normetanefrina se forma por 1a acción de la catecol
O-metil transferasa extraneuronal, a partir de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa que es captada por el órgano efector (Fig 21D).

Cuandose aumentó el tiempo de contacto entre el transmisor liberado por esti
mulación nerviosa y el tejido por interrupción de la perfusión, disminuyó la can
tidad total de 3H-noradrenalina liberado por estimulación nerviosa, pero aumentó
significativamente el metabolismo vía el glicol deaminado, 3H-DOPEG.La cocaína
(2.9 uN) previno totalmente la formación de 3H-DOPEG.La disminución en la can
tidad de 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, en condiciones de
interrupción de la perfusión, se debe parcialmente a un aumento del metabolismo.
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En la Figura 21Hse muestra en forma esquemática la sinapsis neuroefectora
y se indica el origen de los metabolitos formados a partir de la noradrenalina
liberada por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato. Cuandose
estimulan los nervios adrenérgicos, se libera noradrenalina al espacio sináptico
por el proceso de exocitosis. El neurotransmisor activa los receptores del
órgano efector y una fracción se metaboliza por acción de la catecol O-metil trans
ferasa extraneuronal que se recoge comonormetanefrina. Una fracción importante
de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa es recaptada por el termi
nal nervioso y predominantemente deaminada a DOPEGpor 1a monoamino oxidasa y alde

hido reductasa presináptica. Los metabolitos 0-meti1ados deaminados se formarían
principalmente a nivel presináptico a partir de la noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa que es recaptada por los terminales nerviosos (Fig 21H).

El metabolismo de la 3H-noradrenalina total liberada por estimulación nerviosa
no se modificó para las distintas frecuencias utilizadas.Sin embargo, cuando se
analizó el aumentoen radiactividad en las muestras recogidas durante la estimulación
nerviosa se encontró una disminución progresiva en la fracción de la 3H-noradrena
lina que fue recogida como3H-metabolitos a medida que la frecuencia de estimula
ción se incrementó de 0.5 Hz a 5 Hz.

En las muestras recogidas después de la estimulación nerviosa no se encontró
una relación entre la frecuencia de estimulación aplicada y el metabolismo de la
3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. Aproximadamenteel 80%del
aumento total en radiactividad le correspondió a los metabolitos de la 3H-noradre
nalina, particularmente al glicol deaminado, 3H-DOPEG.La secuencia temporal del
metabolismo de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación nerviosa reveló que
la formación de 3H-IÍOPECfue pequeña durante 1a estimulación nerviosa y que aumentó

rápidamente después de la estimulación. El aumento selectivo en la formación del
3H-DOPEGdespués de la estimulación nerviosa es compatible con un incremento de la
recaptación neuronal del transmisor liberado inmediatamente después de finalizada
la estimulación nerviosa.
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La inhibición de la captación neuronal por cocaína o fenoxibenzamina previno
la formación de 3H-DOPEGa partir de la 3H-noradrenalina liberada por estimulación
nerviosa. En presencia de cocaína, la liberación fracciónal por shock de la radiac
tividad total no aumentó para ninguna de las frecuencias utilizadas: l, 5 ó 36 Hz.
Estos resultados indicarían que una fracción de la 3H-noradrenalina liberada por
estimulación nerviosa sería recaptada por el terminal nervioso y metabolizada
a 3H-DOPEGantes que ser almacenada para su posterior reuso.

La conversión a 3H—D0PEGde la 3H-noradrenallna liberada por estimulación
nerviosa que es recaptada por el terminal nervioso adrenérgico, sugiere que deben
existir diferencias en el proceso de captación neuronal bajo condiciones de reposo
y aquel que opera durante y después de la estimulación nerviosa. En condiciones
de reposo la captación neuronal en el bazo perfundido de gato está acoplada con el
almacenamientovesicular. Por otra parte durante y después de la estimulación ner
viosa, la captación neuronal de noradrenalina estaría acoplada al metabolismo pre
sináptico a través de la monoaminooxidasa y aldehido reductasa.



- 190 

II.- MECANISMOS QUE RECULAN LA LIBERACION DE NORADRENALINA INDUCIDA POR ESTIMULACION

EERVIOSA EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

En el bazo perfundido de gato, el agonista de los receptores beta, el isopro
terenol (0.14 a 14 nM), aumentó la liberación fraccional de radiactividad por
shock inducida por estimulación a l Hz. Este efecto es concentración dependiente
y reversible por lavado de la droga. La exposición, al bloqueante de los recep
tores beta, propranolol (0.1 un), no modificó 1a liberación fraccional de ra
diactividad por shock, pero previno el aumento inducido por isoproterenol.

El bloqueo por prOpranolol de los efectos del isoproterenol sobre la radiac
tividad liberada por estimulación nerviosa, indicaría que el aumento inducido por
exposición al isoproterenol, es mediadoa través de la activación de receptores
beta adrenérgicos de localización presináptica.. Estos receptores mediarían un
mecanismode retroinformación positiva que regularía la liberación de noradrena
lina (Fig 49).

La inhibición de la fosfodiesterasa con papaverina (27 uN) aumentó la libera
ción fraccional de radiactividad por shock y en estas condiciones el isoproterenol
produjo un aumento mayor que en condiciones controles. Por otra parte, el bloqueo
de los receptores beta, con prepranolol (0.1 uN), antagonizó el aumento de radiac
tividad inducido por estimulación nerviosa en presencia de papaverina. La poten
ciación del efecto del isoproterenol sobre la liberación de radiactividad inducida
por estimulación nerviosa cuando se aumentan los niveles neuronales de AMPcíclico
por inhibición de la fosfodiesterasa, indicarían que el mecanismode retroinforma
ción positiva mediadoa través de receptores beta presinápticos estaría encadenado
con la activación de la adenil ciclasa.

Los bloqueantes de receptores alfa: fentolamina (3.1 uM)y fenoxibenzamina
(29 nMa 29 uM)aumentaron significativamente la liberación ¿raccional de radiactivi
por shock y ; del neurotransmisor endógeno por estimulación nerviosa adrenér
gica en el bazo perfundido de gato. Los aumentos observados en presencia de blo
queantes alfa, representan incrementos reales en la cantidad de neurotransmisor
liberado por estímulo nervioso y no se deberían a bloqueo de sitios de pérdida,
dado que estos efectos se obtuvieron aün con concentraciones de las drogas que no
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inhiben la captación neuronal ni extraneuronal de noradrenalina (Fig 48).
La activación de los receptores alfa presinápticos, por noradrenalina exóge

na (0.18 uM), en presencia de cocaína, inhibió la liberación fraccional de radiac
tividad por shock inducida por estimulación nerviosa (Fig 48).

El hecho que el bloqueo y la activación de los receptores alfa aumente y
disminuya respectivamente 1a liberación de radiactividad inducida por estimulación
nerviosa en el bazo perfundido de gato, es compatible con la hipótesis que postula
que la noradrenali a regula su propia liberación a través de un mecanismode retro
información negativa mediadopor receptores alfa de localización presináptica
(Fig 48).

'En el bazo perfundido de gato, órgano con receptores postsinfipticos de tipo

alfa, la liberación de noradrenalina se regularïa por dos mecanismosde retroinfor
mación: uno que actuaría aumentando la liberación de noradrenalina por estímulo ner
vioso a través de 1a activación de receptores beta presinápticos y el otro que actua
ría disminuyendola liberación de noradrenalina por estímulo nervioso a través de
la activación de receptores alfa presinápticos (Fig 48).

En la Figura 49, se representa en forma esquemática la participación de los
mecanismosde retroinformación, en la regulación de la liberación del neurotransmisor
por estímulo nervioso. El mecanismode retroinformación positivo se desencadenaría
cuando la concentración de noradrenalina en el espacio sináptico cs baja, la cual
activaria los receptores beta presinápticos aumentandola cantidad de neurotransmisor
liberado por estímulo nervioso (Fig 49). Este fenómenoocurriría cuando la cantidad
de noradrenalina liberada por estímulo es pequeña (por ej.: cuando se estimula a
frecuencias bajas). Cuandola cantidad de noradrenalina en el espacio sináptico
alcanza una concentración mayor, la activación de los receptores alfa presinápticos
desencadenaría el mecanismode retroinformación negativa, dando lugar a una dismi
nución en la cantidad de neurotransmisor liberado (Fig 49).
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Los bloqueantes de receptores adrenérgicos alfa)fentolamina (3.1 uM)y feno
xibenzamina (2.9 uM))fueron menos efectivos para aumentar la liberación fraccional
de radiactividad inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz, que a frecuencias me
nores, cuando la concentración de calcio en el medio de perfusión era 2.6 UÉL

La noradrenalina exógena (0.18 uM), en presencia de cocaína, no redujo la li
beración fraccional de radiactividad por shock cuando los nervios fueron estimulados
a S 6 30 Hz. No obstante, cuando se disminuyó 1a frecuencia de estimulación nerviosa
a 1 6 2 Hzel agonisra alfa, noradrenalina, inhibió significativamente la liberación
fraccional por shock.

Cuando se redujo la concentración de calcio en el medio de perfusión a 0.26 mM,
la liberación fraccional de radiactividad inducida por estimulación nerviosa a 30 Hz
en presencia de fenoxibenzamina fue significativamente mayor que la obtenida con
la concentración de calcio 2.6 nen

La estimulación de los receptores alfa, con noradrenalina exógena, en presencia
de una concentración reducida de calcio (0.26 m“) en el medio de perfusión inhibió
significativamente la liberación fraccional de radiactividad inducida por estímulo
nervioso a 5 y 30 Hz.

En consecuencia nuestros resultados indicarían que la efectividad disminuida
del mecanismode retroinformación negativo mediado a través de receptores presináp
ticos alfa, que se observó cuando los nervios fueron estimulados a 30 Hz podría es
tar relacionada con una mayor entrada de iones calcio al terminal nervioso cuando
se estimula a frecuencias altas.

Mientras que el mecanismode retroinformación positiva, mediado a través de
receptores beta presinápticos, estaría encadenadoa la activación neuronal de la
adenilciclasa, el mecanismode retroinformación negativa mediado a través de recep
tores alfa presinápticos inhibiría la liberación del transmisor por estímulo nervio
so, disminuyendola disponibilidad de los iones calcio necesarios para el acople
eléctrico secretorio. Por lo tanto bajo condiciones en las que se aumenta 1a dis
ponibilidad de calcio para el proceso de liberación (por ej.: estimulando a frecuen
cias altas) la inhibición de la liberación mediadapor estimulación de los receptores
alfa presinápticos es inefectiva.



- 193 

Cuandose estudió la potencia de.la fenoxibenzamina para bloquear los receptores
pre y postsinápticos en el bazo perfundido de gato, se encontró una reducción signi
ficativa en las reSpuestas a la estimulación nerviosa en presencia de concentraciones
bajas de fenoxibenzamina (0.88 y 2.9 nM), pero no aumentó la cantidad de transmisor
liberado por estímulo nervioso en estas condiciones. La diferencia entre la concen
tración de fenoxibenzaminarequerida para bloquear los receptores postsinápticos
alfa y aquella necesaria para aumentar la liberación del neurotransmisor por estimula
ción nerviosa fue de 30 veces. Estos resultados son compatibles con el hecho que
los receptores alfa pre y postsinápticos no son idénticos. Los receptores alfa post

sinápticos que medían las respuestas del órgano efector podrían denominarse cil
mientras que los receptorefi presinápticos que regulan la liberación del neurotrans

misor serían c¿ 2.
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III.- EVIDENCIAS EN CONTRA DE UN PAPEL FISIOLOGICO DE LAS PROSTAGLANDINAS EN LA

REGULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA POR ESTIMULACION NERVIOSA

EN EL BAZO PERFUNDIDO DE GATO.

Se estudió el efecto de la prostaglandina E2 y de un inhibidor de síntesis
de prostaglandinas,la indometacinasobre las respuestas y la noradrenalina libera
da por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato, utilizando diferentes
concentraciones de calcio en el medio de perfusión: 0.26, 0.65 y 2.6 mM.

En presencia de 0.28 UMde prostaglandina E2 se redujeron significativamente
las respuestas y la cantidad de transmisor liberado por estimulación nerviosa. La

prostaglandina E2 fue más efectiva para reducir la liberación del transmisor por
estímulo nervioso a S Hz que a 30 Hz.

En contraste con el marcado incremento obtenido cuando el mecanismo de retro

información negativa mediadoa través de receptores presinápticos alfa se bloquea
por fentolamina o fenoxibenzamina, cuando se inhibió la síntesis de prostaglandinas
con indometacina (14 un) , en el bazo perfundido de gato no aumentó la cantidad
de noradrenalina liberada por estimulación nerviosa. La concentración de indometa
cina empleada en estos experimentos previno completamente la liberación de prosta
glandinas inducidas por estimulación nerviosa o noradrenalina exógena.

Luego de perfundir el bazo de gato durante 4 horas, es decir en cnndiciones
en que la liberación de prostaglandinas es mayor, la indometacina (14 UM)tampoco
aumentóla liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa.

Resultados similares a los obtenidos con la prostaglandina E2 exógena y
con indometacina en presencia de 2.6 UMde calcio en el medio de perfusión, fueron
obtenidos en presencia de 0.65 y 0.26 mMde calcio. En nuestras condiciones experi
mentales no se observó un aumentode la potencia inhibitoria de la prostaglandina

E2, sobre la liberación del neurotransmisor inducido por estimulación nerviosa, cuan
do se redujo la concentración de calcio en el medio de perfusión.

Dadoque la inhibición de síntesis de prostaglandinas no aumentó la cantidad
de transmisor liberado por estimulación nerviosa, nuestros resultados no apoyan la
hipótesis que postula que las prostaglandinas de la serie E estarían involucradas
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en un mecanismoregulatorio endógeno que modularía la liberación de noradrenaíina
por estimulación nerviosa. La reducción en la cantidad de noradrenalina liberada

por estímulo nervioso durante la exposición a la prostaglandina E2 sería de una
naturaleza farmacológica. En contraste con este sitio de acción farmacológica
existen sobre el terminal nervioso adrenérgico receptores de tipo alfa, inhibito
rios y de tÍPO beta, eXCÍtatoriOS que participan en mecanismos que regulan la
liberación del neurotransmisor por estimulación nerviosa, que tienen relevancia
fisiológica dentro del sistema nervioso adrenérgico.
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Figura ig: Mecanismosde retroínformacíón que regulan la liberación de noradrenalina
por estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato.

El mecanismode retroinformación positivo, es mediado a través de la acti
vación de receptores beta presinápticos, lo que induce un aumento en el neurotrans
misor liberado por estimulación nerviosa.

El mecanismode retroinformación negativo, es mediado a través de la acti
o’ o J o o O o Ilvac1on de receptores alfa pre51napt1cos, lo que 1nduce una d15m1nuc1onen el neuro

transmisor liberado por estimulación nerviosa.
La respuesta (R) del órgano efector es mediada a través de receptores

alfa, en el bazo perfundido de gato.
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.Figura 49: Representación esquemñtica qpe involucra 1a participación de los receEto—
res presinfipticos alfa y beta en la regulación de 1a noradrenalina liberada por estimu
lación nerviosa.

Ordenada: Concentración hipotética de la noradrenalina (NA)liberada por estimulación
nerviosa que está presente en el espacio sináptico. LB: liberación basal en condicig

nes de reposo. EN:estimulación nerviosa, a muybaja frecuenciaI::::] i a frecuencias
intermedias

El mecanismode retroinformación positivo cs activado por concentraciones bajas de
noradrenalina dando lugar a un aumento en el transmisor liberado. Cuandose alcanzan
concentraciones altas de neurotransmisor en el espacio sináptico se desencadenaría el
mecanismode retroinformación negativa mediado por receptores alfa presinápticos dando
lugar a la inhibición del neurotransmisor liberado por estimulación nerviosa.
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