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1. INTRODUCCTION




l.1. Generalidades sobre el sistema nervioso autdnomo

1.1.1. Anatomia funcional

Tal como fuera propuesto por Claude Bernard (1878) y mds tarde por
Cannon (1929), la constancia del medio interno de un organismo es controlada
principalmente por el sistema nervioso vegetativo. Dicho sistema, también
llamado autdnomo o involuntario, inerva el corazdn, las glandulas y el miiscu
lo liso de todos los drganos. De esta manera participa en la regulacidn de
la temperatura corporal, la circulacién sanguinea, el metabolismo basal, la
secrecion glandular, la reproduccifn y coordina ademi@s todos estos procesos
vitales.

El sistema nervioso auténomo consta de dos partes funcionalmente
distintas y generalmente antagdnicas: los sistemas simpdtico y parasimpatico.
En ambos casos las neuronas terminales se localizan fuera del sistema nervio
so central (SNC). La agregacidn de los cuerpos celulares de estas neuronas
constituye los ganglios autdnomos. Las neuronas preganglionares tienen sus
cuerpos celulares en el SNC y sus axones llegan hasta los ganglios. Las neu
ronas postganglionares tienen sus cuerpos celulares en los ganglios y sus
axones llegan hasta los drganos efectores.

Los dos sistemas autdnomos se diferencian entre si por las tres ca

racteristicas siguientes:

a) El origen de la neurona preganglionar en el SNC.
b) La ubicacidn topografica de los ganglios.

c¢) El transmisor quimico que actia sobre los efectores.



En el sistema nervioso simpatico los cuerpos celulares de la neuro-
nas preganglionares se encuentran en las regiones toracica y lumbar superior
de la médula espinal. Los axones de estas neuronas salen de la m&dula por
las raices ventrales y llegan hasta los ganglios simpaticos localizados a am
bos lados de la m&dula espinal, en las regiones toracica, lumbar y sacra. Di
chos ganglios estan relacionados por troncos nerviosos y constituyen las ca-
denas ganglionares derecha e izquierda. Las neuronas postganglionares envian
sus axones desde los ganglios hacia la cabeza, tdrax, abdomen y extremida
des. Los ganglios del sistema simpdtico se encuentran relativamente lejos
de los drganos que inervan; por lo tanto, los axones simpaticos postganglio-
nares son generalmente muy largos.

En el siétega nervioso parasimpatico, los cuerpos de las neuronas
preganglionares se encuentran en el tallo cerebral y en la m&dula sacra. Los
axones que parten del tallo cerebral .corren por el nervio vago hacia los or-
ganos del torax y del abdomen y por los nervios craneales hacia la cabeza .
Los axones que parten de la médula sacra corren por el nervio p€lvico hacia
los organos de la pelvis. Los ganglios parasimpdticos se encuentran, por
lo tanto, muy cerca de los drganos que inervan; en consecuencia, los axones
de las neuronas postganglionares son muy cortos.

En ambos sistemas, simpatico y parasimpatico, el neurotransmisor
de los axones preganglionares es la acetilcolina (ACh). Sin embargo, se di
ferencian en el transmisor postganglionar, que es la ACh para el parasimpa-

tico y la noradrenalina (NA) para el simpatico.



1.1.2. Transmisidn neurohumoral

En el proceso de transmisifn neurohumoral se pueden diferenciar las

dos etapas siguientes:

a) Conduccidn: Pasaje de un impulso a lo largo de un axdn o de una fibra mus-
cular.
b) Transmisién: Pasaje de un impulso a través de una sinapeis neuro-neuronal

o de una sinapsis neuro-muscular.

La conduccifn axonal se fundamenta en las propiedades eléctricas
de la membrana . En estado de reposo,la c€lula nerviosa posee un potencial
eléctrico que estd determinado por una distribucidén diferencial de cargas a
ambos lados de la membrana. El lado interno, donde predomina el idn K+ en
equilibrio con cargas negativas fijas, es negativo con respecto al externo,
donde predominan el idn Na+ y el ién C1°. Esta diferencia de potencial es
mantenida por un proceso activo a través de la accibn de una ATPasa Na+-K+
dependiente.

Cuando se produce un estimulo por encima del nivel umbral, se ini
cia un potencial de accidén que se qaracteriza por un cambio rapido del po-
tencial de reposo desde un valor negativo hasta un valor positivo. Esta in
versidn del potencial de membrana, o despolarizacién, se debe a un aumento
en la permeabilidad de la membrana para el ién Na+, que fluye hacia el inte
rior en favor de su gradiente de concentracidén. Luego se produce la repola
rizacidn, como consecuencia de un aumento de la permeabilidad de la membra-
na para el idn K+ que fluye hacia el exterior favorecido por su gradiente

. . ' .z + + .
de concentracion. Finalmente, por accion de una ATPasa Na -K dependiente,



se moviliza el idn Na+ hacia el exterior y el ion K+ hacia el interior del
terminal nervioso y se restablecen las condiciones que determinan el potencial
de reposo.

Estas corrientes idnicas que se producen en zonas localizadas de la
membrana activan ionas adyacentes; en consecuencia, el potencial de accidn se
propaga hacia el &erminal axonal. La despolarizacidn del terminal nervioso pro-
voca la liberacion del neurotransmisor. En este momento se inicia la etapa de
transmision nerviosa que incluye los fenSmenos siguientes:

* La liberacion del transmisor.
* La combinacidn del transmisor con el receptor postsindptico.
* La inactivacidn del transmisor.

Uno de los pasos involucrados en la liberacidn del transmisor es la
movilizacion del ion Ca++ hacia el interior del terminal nervioso, donde se ha
postulado que promueve la fusion de las vesiculas sindpticas que almacenan el
neurotransmisor con la membrana celular. El contenido vesicular se descarga
hacia el espacio sindptico por el proceso llamado exocitosis (Douglas y Rubin,
1961, 1963).

Como resultado de la interaccidn del neurotransmisor con el receptor
postsindptico se genera un potencial postsindptico. Este sera excitatorio o
inhibitorio segiin se produzca, respectivamente, despolarizaciém o hiperpolari-
zacion de la membrana postsindptica. Consecuentemente con el potencial post-
sinaptico se desarrolla una respuesta postsinaptica. De acuerdo con la natura-
leza de la estructura postsinaptica, dicha respuesta se traduce por una contrac-
cién o por una relajacidén muscular, o en otros casos, por una modificacidn en

la secrecidn de una glandula o en la liberacidn de un neurotransmisor.



Las respuestas postsinfpticas son mediadas por la activacidn de
receptores especfficos para los distintos neurotransmisores. En el sistema
nervioso auténomo se han descripto dos tipos de receptores para la acetilcolina:
los nicotinicos y los muscarfnicos. Este concepto surgif de las observaciones
experimentales de Dale (1914) quién refirid que la acetilcolin} exdgena provoca
dos efectos distintos. Por un lado reproduce las respuestas que se obtienen
por estimulacién de los nervios parasimpliticos y por otro lado es capaz de es-
timular las células de los ganglios simpfticos. El primer efecto se debe a su
accidn sobre receptores muscarinicos que es bloqueada por atrapina y el segundo
‘se debe a su accién sobre receptores nicotinicos, que es antagonizada por blo-
queantes ganglionares tales como el hexametonio. En cambio las acciones de la
acetilcolina sobre el receptor nicotfnico del msculo estriado son bloqueadas
por antagonistas colinérgicos del tipo curare.

Por otra parte, se han descripto dos tipos de receptores para la nor-
adrenalina: a-adrenrgicos y B-adrenfrgicos(Ahlquist, 1948). En general ,
la activacién de los sitios receptores a provoca la contraccifn del miisculo
liso, mientras que la activacién de los receptores 8, provoca su relajacidn.

La clasificacién propuesta por Ahlquist (1948) fue corroborada por el hecho
que ciertas drogas, como la fenoxibenzamina, bloquean célectivamente los
efectos que se obtienenpor activacidn de los sitios receptores a; mientras
que otras,como el propranolol, bloquean selectivamente los sitios receptores
B-adrenérgicos.

Los neurotransmisores terminan su accién biolSgica por diversos
mecanismos. La acetilcolina sufre principalmente la accién de la acetilcolin-

esterasa, que la desdobla répidamente en colina y acetato (Nachmansohn y



Wilson, 1951 ). La colina es captada en forma activa por el terminal coli-
nérgico y reutilizada para la sintesis de ACh. Sin embargo, la colina circu-
lante es la fuente principal para dicha sintesis, en la que interviene 1a
acetil-coenzima A, de origen mitocondrial, como dadora del grupo acetilo. La
acetilcolintransferasa citoplasmitica transfiere dicho acetilo a la colina.
Después de sintetizada, la acetilcolina es almacenada en las vesfculas sinfp-
ticas ( MacIntosh, 1963; Hebdb, 1972; Wilson y cols., 1973), (Fig. 1).

A diferencia de lo que ocurre con la ACh, la NA termina su accidn
biolSgica principalmente por accifn de mecanismos de captacidn: el neuronal
0 presinfiptico y el extraneuronal o postsinfptico, (Koelle, 1959; Iversen y
cols., 1966; Tarlov y Langer, 1971). Parte de la NA recaptada por el terminal
nervioso adren&rsi&o es almacenada en vésiculas sinfipticas (Hedqvist y Stjarne,
1969) y parte es metabolizada principalmente por acéién de la monoamino-
oxidasa (Fig. 2). A nivel del terminal, el principal producto deaminado de la
NA es el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG), (Adler—Graschinsky y cols., 1972;
Graefe y cols., 1973).

La NA recaptada extraneuronalmante también puede ser metabolizada por
la monoaminooxidasa, pero conduce principalmente al metabolito Bcido dea-
minado (DOMA). La catecol~O-metil transferasa es, generalmente, la via meta-
bolica preponderante a nivel extraneuronal (Langer, 1974; Figs. 2 y 3).

Otra diferencia con respecto a la acetilcolina, es que los productos
metab8licos de la NA no son utilizados para la sintesis del neurotransmisor.
La NA es sintetizada a partir de la fenilalanina (Blaschko, 1939; Gurin y
Delluva, 1947) precursor que es transformado en tirosina. Esta {iltima es
captada de la circulacifn sangufnea por 1;3 neuronas adrenérgicas, en las que

se realiza la sintesis de NA. La primera etapa biosint@tica ocurre en el



FIGURA 1

Sintegis e inactivaciénde la acetilcolina
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FIGURA 2

Caminos metabdlicos de la noradrenalina
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citoplasma por medio de los siguientes pasos enzimfiticos: por accidn de la
tirosina hidroxilasa es convertida en dihidroxifenilalanina, que luego se
transforma en dopamina por accifn de una decarboxilasa. La dopamina es
cgptada por el grdnulo donde se lleva a cabo la segunda etapa de la sintesis
que consiste en la transformacidn de la dopamina en NA por accién de la
dopamina-B-hidroxilasa. La NA es finalmente almacenada en los grénulos o
vesiculas sindpticas (Potter y Axelrod, 1962, 1963; Potter, 1966 ;

Iversen, 1967; Fig. 3).



FIGURA 3

8intesis e inactivacidn de la noradrenalina
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1.2. Antecedentes histéricos en neurotransmisién ganglionar

Los primeros estudios realizados sobre el sistema nervioso autdno-
mo y en particular sobre los ganglios simpaticos, fueron esencialmente anatd
micos y trataron de determinar las distintas vias seguidas por las fibras
nerviosas y cuales drganos o tejidos eran inervados por ellas.

Langley (1892, 1895) observ6 que las fibras preganglionares prove-
nientes de neuronas ubicadas en la regibn cervical inferior y tor@cica supe-
rior de la médula espinal inervan células nerviosas del ganglio cervical su-
perior en los mamiferos. De acuerdo con Langley cada fibra preganglionar
contacta con un grupo determinado de neuronas dentro del ganglio. Estas ob-
servaciones fueron verificadas por Nja y Purves (1977) quienes comprobaron
que la estimulacién {n v{vo de cada raiz ventral que suple al ganglio provo-
ca un patrdn distinto de respuestas en los Srganos terminales efectores. Por
ejemplo: la estimulacidn de la rafiz ventral tor@cica superior, excita la mus
culatura de la pupila y del parpado, pero tiene relativamente poco efecto so
bre las arterias de la oreja, mientras que la estimulacifn de las raices to-
racicas inferiores casi no tiene efecto sobre el ojo pero causa vasoconstric
cidn en la oreja y piloereccibén en cara y cuello.

Los experimentos anatdémicos fueron sucedidos por experimentos fi-
siolégicos. Querido (1924, 1925) y Brown (1934), midieron respuestas de la
membrana nictitante provocadas por la estimulacidn de los nervios pre y post
ganglionares. El objetivo de los experimentos de Brown era determinar si
las respuestas musculares podian ser utilizadas como una medida de la acti-

vidad nerviosa. En particular, sus observaciones sobre la duracidén muy cor
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ta del perfodo refractario del ganglio y sobre la rapidez conque el impulso
nervioso pasaba a través del ganglio, le sugirieron la participac¢ién de un
mediador quimico en dicho proceso. Ya en esa &poca existfan evidencias que
la acetilcolina estaria involucrada en el pasaje del impulso nervioso a tra-
vés del ganglio (Feldbetg y Gaddum, 1933) y un grupo de investigadores
estaba dedicado ai estudio de este aspecto de la transmisidn ganglionar.
Kibjakow (1933) perfundia, con solucifn de Ldcke oxigenada, el ganglio cer-
vical superior del gato anestesiado y registraba las contracciones de 1la
membrana nictitante provocadas por estimulacifn del nervio cervical simp&-
tico. Este autor recogfa la solucidén de Locke que flufa del ganglio perfun-
dido y la reinyectaba por la arteria del mismo o de otro ganglio. De esta
manera encontr§ que la reinyeccifn del 1fquido venoso recolectado durante la
estimulacidén del nervio cervical superior, provocaba una contraccién de la
membrana nictitante comparable con la obtenida directamente por estimulo del
nervio preganglionar. Ademéis, el efluente venoso recolectado de un ganglio
no estimulado no causaba dicha accién. Kibjakow considerd a este fenbmeno
como una evidencia de transmisifn quimica en el ganglio. En relacidén con
esto Chang y Gaddum (1933) sugirieron que la sustancia implicada em dicha
transmisifn quimica podrfa ser la acetilcolina.

La primera evidencia directa sobre la funcién colinérgica de las
fibras simpaticas preganglionares fue obtenida por Feldberg y cols. (1933)
en experimentos realizados en mé&dula suprarrenal estimulada a través del
nervio espldcnico. Posteriormente Feldberg y Gaddum (1934) encontraron
evidencias que les indicaban que las fibras preganglionares que hacen si-

napsis en el ganglio simpdtico eran tambi&n colinérgicas.
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En un trabajo posterior Feldberg y Vartiainen (1935) presentaron
evidencias conclusivas que apoyaban la teorfa que el mecanismo por el cual un
impulso nervioso pasa a través de una sinapsis involucra la liberacidén de
una pequefia cantidad de acetilcolina.

Los estudios neurcanatbmicos clésicos demostraron la grenencia de
neuronas postganglionares cuyos cuerpos se encontraban en el ganglio cervi-
cal superior y la organizacién del ganglio reconocida clfsicamente estable-
cfa que las fibras preganglionares colinfrgicas formaban sinapsis excitato-
riss sobre las neuronas postganglionares. El ganglio era considerado una
estructura simple en la cual las sinapais eran puentes entre el sistema ner-
vioso central y los Srgancs controlados por el sistema nervioso simp&tico
periférico (Da Castro, 1965; Greengard y Kebabian, 1974).

Sin embargo, evidencias poateriores permitieron comprobar que el
ganglio era una estructurs mfs compleja. Ya desde fines del siglo pasado se
habfa observado la existencia de tejido cromaffnico que formaba parte de la
estructura ganglionar de los mamiferos. Kohn (1898) encontr§ tejido croma-
finico en ganglios simpfticos de gatos. Smirnow (1890) ya habfa observado
este tipo de tejido en ganglios simp&ticoa de anfibios. Poateriormente
Ivanow (1932) publicS un trabajo de revisifn en el cual h;cia mencién a
sistemas de "c8lulas cromafines" presentes en los ganglios simplticos hu-
manos y se refirid a la posibilidad de una "secrecifn local de alguna subs-
tancia que podrfa actuar en las sinapsis simpfticas como su propio témico o
estimulante”.

Luego surgieron evidencias experimentelea que sugerfan que las
catecolsminas juegan un papel inhibitorio en los ganglios simpfticos. Lae

primeras observaciones realizadas por Marrazzi (1939e) y Bllbring (1944)
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indicaban que la adrenalina exSgena aplicada en el ganglio cervical superior
provocaba depresidon de las descargas del nervio carotfdeo del ganglio cervi-
cal superior.

El advenimiento de las técnicas histoldgicas de fluorescencia (Falck
y cols., 1962) permitié estudiar las distintas estructuras catecolaminérgicas
presentes en los ganglios simpaticos. Erdiakl y HHrkdnen (1963), utilizando las
técnicas de induccién de fluorescencia de las catecolaminas con formaldehido,
demostraron la existencia de catecolaminas en el ganglio cervical superior de
la rata. Estos autores describieron dos compaftimientos de catecolaminas,
uno difuso y otro granular. Ademéis de las c&lulas nerviosas, se observaron
en el ganglio células mids pequefias que exhibian una fluorescencia extremada-
mente brillante. Estas c&lulas presentaban una reaccidon cromaffnica negativa
pero por microscopia electrdnica se vid que contenfan pequefios granulos os-
miofilicos a semejanza de las cé€lulas cromafines de la médula adrenal. Se
sugirié que representaban un nuevo tipo de c&lulas que almacenan catecolaminas
y que posiblemente tendrfan una funcidn endocrina, (Erdnkld y Hirk#nen, 1965).
Fueron llamadas células SIF ( small , intensely fluorescent), o c&lulas cro-
mafines por su semejanza estructural con las células cromafines de la médula
adrenal.

Las células SIF fueron demostradas en distintos ganglios simpéticos
de varias especies utilizando las técnicas microscépicas de fluorescencia
(Hirkdnen, 1964; Norberg y Hamberger, 1964; Falck y cole., 1965; Norberg
y Sjoqvist, 1966; Csillik y cols., 1967; Jacobowitz, 1967; Hamberger y
Norberg, 1963; Hamberger y cols., 1963; Williams y cols., 1975; Chiba vy

Williams, 1975; Chiba, 1977).
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La naturaleza quimica de la amina que se encuentra en las células
SIF fue estudiada extensivamente. Norberg y cols. (1966) .analizaron, median
te estudios de fluorescencia histoquimica, las caracteristicas de los fluord
foros que se detectan en las células SIF de ganglios de rata. Ellos conclu-
yeron que el fluordéforo derivaba de la noradrenalina (NA) o de la dopamina
(DA), pero no pudieron distinguir entre ambas altermativas. Subsecuentemen-
te, Bjdrklund y cols. (1970), utilizando una técnica histoquimica que distin
gue entre los fluordforos derivados de la NA y de la DA, demostraron la pre-
sencia de DA en las células SIF de muchos mamiferos. Concluyeron que 1las
células SIF contienen DA y que la mayor parte de la DA contenida en ganglios
simpaticos parece encontrarse en las células SIF. Por el contrario, las neu
ronas postganglionares contienen principalmente NA (Greengard y Kebabian,1974).

Por estudios realizados recientemente utilizando té&cnicas de histo
fluorescencia se sabe que hay dos tipos de cé&lulas SIF en los ganglios simpa
ticos. Segin la clasificacidén que hicieron Chiba y Williams (1975), el tipo
I corresponde a células solitarias con procesos largos que hacen sinapsis
con la neurona postganglionar y el tipo II identifica a las células SIF que
se encuentran en racimos en relacidn con los microvasos sanguineos que irri
gan el ganglio.

Otros autores observaron que las células SIF poseen caracteristi-
cas ultraestructurales que sugieren que pueden comportarse como interneuro-
nas. Por un lado, son inervadas por fibras preganglionares colinérgicas y
por otro lado pueden integrar sinapsis eferentes en las cuales las células

SIF serian el elemento presinaptico (Matthews, 1971; Matthews y Nash, 1970;
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Matthews y Raisman, 1969; Siegrist y cols., 1968; Van Orden III y cols.,
1970; Williams y Palay, 1969; Williams, 1967). Estas evidencias sugieren
que las células de tipo I, segiin la clasificacién de Chiba y Williams, son
las que se comportarian como interneuronas. De acuerdo con la especie consi-
derada existen distintas proporciones de estos dos tipos de células cromafines
en el ganglio cervical .superior (G.C.S.). Por ejemplo: en el G.C.S. de
bovino existen alrededor de 7000 cé&lulas SIF, de las cuales el 25 Z son de
tipo I, mientras que en el G.C.S. del gato hay sSlo 100 células SIF, de las
cuales a lo sumo una es del tipo I. Por el contrario el G.C.S. del conejo
también tiene alrededor de 100 células SIF, pero el 80 X son de tipo I
(Williams y cols., 1975; Chiba y Williams, 1975). Estos datos sugieren la
posibilidad que la internmeurona juegue un papel fisioldgico en la transmisidn
ganglionar en el bovino y en el conejo mas que en el gato.

A pesar que en las secciones histolSgicas del tejido ganglionar es
practicamente imposible diferenciar entre axones y dendritas (Elfvin, 1963),
estudios histoquimicos recientes han revelado la presencia de un extenso e
intrincado sistema de terminales adrenérgicos que se encuentran proximos a
los cuerpos celulares de las neuronas postganglionares y dentro de los fasci-
culos nerviosos (Jacobowitz, 1970). Esta organizacién estructural tan comple-
ja fue estudiada tanto por microscopia Sptica como por microscopia electrénica.

Sobre la base de las evidencias fisioldgicas, farmacoldgicas y
anatémicas entonces disponibles,‘ Eccles y Libet (1961) presentaron un esque-
ma hipotético que describfa la mediacidn sinfiptica de los distintos poten-
ciales determinados en el ganglio. Este esquema fue ligeramente modi-

ficado por ‘Libet (1970) y luego por Greengard y Kebabian (1974) quienes
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incluyeron a la interneurona en una via inhibitoria, (Fig. 4). De acuerdo con
estas evidencias la organizacion sind@ptica del ganglio cervical superior serfa
la siguiente: 1las fibras preganglionares colinérgicas hacen sinapsis con dos
tipos de células dentro del ganglio: la neurona postganglionar noradrenérgica
y la interneurona catecolaminérgica. La acetilcolina (ACh) liberada por las
fibras preganglionares provocarfa: a) la excitacidn de la neurona postganglio-
nar a través de receptores nicotinicos y muscarinicos, generando respectivamen
te potenciales excitatorios postsinapticos rapidos (f-EPSP) y lentos (s-EPSP);
b) la excitacién de la intermeurona a través de receptores muscarinicos, causan
do la liberacidon de una catecolamina, probablemente dopamina (Libet y Tosaka,
1970; Kebabian y cols., 1975), que generarfa un potencial inhiﬁitorio postsinap
tico lento (s-IPSP) por su accion sobre la neurona postganglionar (Greengard y
Kebabian, 1974).

Sin embargo otros resultados experimentales indican que el esquema de
Greengard y Kebabian (1974) tendria validez para el conejo (Libet y Owman, 1974)
mientras que en el cobayo no se pudo detectar dicho potencial inhibitorio (Dun
y Karczmar, 1977).

Existen evidencias que la estimulacidén de los troncos nerviosos pre-
ganglionares provoca la liberacidn de catecolaminas en el efluente del ganglio
(Lissak, 1939; BUlbring, 1944; Reinert, 1963). Ademds las .catecolaminas exd
genas pueden afectar la transmision ganglionar (Marrazzi, 1939 b; Trendelenburg,
1961; Volle, 1966; Volle, 1969).

En particular, se ha postulado que el potencial inhibitorio podria ser

mediado a través de una accidn inhibitoria de las catecolaminas sobre
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FIGURA &

Mediacidn sindptica de los potenciales ganglionares
(Segin Libet, 1970; Greengard y Kebabian, 1974)
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la liberacion de ACh (Christ y Nishi, 1971; Dun y Nishi, 1974). Aunque la
participaciGn de las catecolaminas en la transmisidn ganglionar en mamiferos
es un hecho reconocido, ain no se ha podido determinar cudl es su funcidn en
la fisiologia del ganglio. Recientemente, Noon y cols., (1975) refirieron
que la estimulacidn preganglionar del ganglio cervical superior de conejo
provocaba la liberacidn de NA y postularon que dicha NA provendria de termi-
nales adrenérgicos. De acuerdo con Noon y cols., dichos terminales estarian
situados dentro del ganglio, pero pertenecerian a neuronas adrenérgicas cuyos
cuerpos celulares se encontrarian fuera del G.C.S., posiblemente en un lugar
anterior al ganglio en la cadena nerviosa simpatica.

Dado que se han referido marcadas diferencias entre especies para
distintos aspectos de la neurotransmisién ganglionar (Chiba y Williams, 1975)
el objetivo de este trabajo de tesis ha sido estudiar, mediante el empleo de
drogas cuya accidn farmacoldgica es conocida en otros tejidos, si en el gan-
glio cervical superior del gato sometido a estimulacidn preganglionar se veri
fica el proceso de liberacidn de catecolaminas descripto por Noon y cols.
(1975) para el ganglio cervical superior del conejo.

Los experimentos fueron realizados {n v.{{no, en ganglios marcados
con noradrenalina tritiada o con colina tritiada de acuerdo con el ensayo a
realizar. Se estimuld el&ctricamente el nervio preganglionar en condiciones
control y en presencia de distintas drogas. Los resultados fueron utilizados
para analizar la posible interrelacién entre las acciones de acetilcolina vy

de noradrenalina en la regulacion de la transmisidn ganglionar.



2. METODOS
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2.1. TEJIDO

Se utilizd como modelo experimental el ganglio cervical superior del

gato. Todos los ensayos fueron realizados in vitho.

2.1.1. Ubicacidn anatdmica

El sistema nervioso simpatico, en la regidon del cuello, comprende los
ganglios siguientes: el cervical superior, el cervical medio y el cervical in-
ferior. El ganglio cervical inferior se encuentra fusionado con los tres gan-
glios toracicos para formar el ganglio estrellado. Los ganglios cervicales se
encuentran relacionados por la porcidon cervical del tronco simpatico.

En la regién del cuello el nervio vago y el tronco simpatico (nervio
cervical superior) se encuentran muy juntos, envueltos por una vaina de tejido
conectivo. A su vez estos nervios se encuentran unidos a la arteria cardtida
comin por otra vaina de tejido conectivo (Field y Taylor, 1950).

En el gato, el ganglio cervical superior (simpatico) se encuentra en
estrecha relacidn con el ganglio nodoso (parasimpatico). Ambos reciben la co-
rriente sanguinea a través de una o dos pequefias ramas de la arteria occipital,
que usualmente llegan a la mitad craneal del conjunto. La mitad caudal es su-
plida por pequefios colaterales de la bifurcacion carotidea. Ademas, una rama
de la arteria tiroidea corre a lo largo del tronco vago-simpatico y su divisiédn
ascendente llega hasta la mitad caudal de ambos ganglios. La sangre venosa del
conjunto es drenada por la vena yugular interma, o por la yugular externa, cuando
la interna esta ausente (Chungcharoen y cols., 1952).

De lo anterior se deduce que es imposible separar el ganglio cervical
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superior del ganglio nodoso sin dafiar la irrigacion sanguinea de ambos.

2.1.2. Extraccién y disecciédn

Se emplearon indistintamente gatos machos o hembras de 1,8 a 3,5 kg
de peso.

Los gatos fueron anestesiados con una dosis de pentobarbital sédico
de 35 mg/kg, administrada por via intraperitoneal. Inmediatamente se proce-
dié a extirpar los ganglios cervicales superiores derecho e izquierdo. Ambos
ganglios cervicales se extrajeron junto con el ganglio nodoso adyacente Yy
adem@s junto con una porcidn del tronco vagosimpatico (preganglionar) de 5 cm
de longitud aproximadamente. El tronco nervioso postganglionar se secciond
a ras del hueso craneano.

La diseccién del conjunto simpaticorparasimpatico se realizd 4in viino,
con el tejido sumergido en una placa de Petri con solucidn de Krebs a temperatu
ra ambiente y burbujeada con gas carbégeno (95% 02: 5% coz).

Para separar el ganglio cervical superior del ganglio nodoso se abrid
la vaina de tejido conectivo que envuelve a ambos ganglios y a los respectivos
nervios. Después se extrajo la vaina de tejido conectivo que envuelve al gan-
glio cervical superior y a los nervios cervical superior (preganglionar) y ca-
rotideo (postganglionar). De esta manera se logrd que el tejido nervioso se en

cuentre en iIntimo contacto con el medio de incubacién.

2.2. CAPTACION de 3H-N0RADRENALINA
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Con el objeto de estudiar la captacidén de la noradrenalina tritiada
(3H-NA) Yy su retencidn por el tejido, los ganglios fueron extraidos y diseca-
dos como se describid mas arriba (2.1.2.). Luego fueron colocados en vasos
de precipitado individuales que contenian 5 ml de solucidn de Krebs. A su vez,
los vasos se introdujeron en un bafio termostatizado del tipo Dubnoff, con agi-
tacién moderada. La temperatura se mantuvo a 37° C y se burbujed con gas car-

bogeno durante todo el ensayo.

2.2.1. Curva control

Los ganglios se incubaron durante intervalos de tiempo crecientes
(5,10,15 y 20 min) en 5 ml de solucion de Krebs que contenia 3H—NA 0,1 pM.
Luego se determind la captacidon de 3H-NA para cada grupo y se observdo que el
proceso de captacion llegaba al equilibrio en un periodo de 15 minutos (figu-
ra 5). Por lo tanto, en todos los experimentos realizados para estudiar 1la
captacion de noradrenalina, los ganglios fueron incubados con la 3H-NA por un

lapso de 15 minutos.

2.2.2. Protocolo experimental

1

Se realizd una preincubacién, durante 15 minutos, en solucién de
Krebs libre de droga. Luego los ganglios fueron incubados durante 30 minutos
en 5 ml de solucién de Krebs que contenia droga en la concentracidn correspon
diente. Los controles se incubaron en Krebs libre de droga, también durante

30 minutos.
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FIGURA 5

Curva control de captacién de 3H-NA
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A continuacidn tanto los ganglios tratados con droga como los con-
troles fueron incubados durante 15 minutos en 5 ml de solucidn de Krebs que
contenia 3H-NA en concentracidn 0,1 yM. Por Gltimo, se efectud un lavado de

5 minutos con medio de incubacidn libre de droga.

2.2.3. Procesamiento del tejido al finalizar el experimento.

Terminado el experimento, el ganglio se secd inmediatamente sobre
papel de filtro, se pesd y se colocd en 5 ml de écido perclérico 0,4 N que
Na

contenia 1 Z de EDTA a1l 10 Z y 1 Z de SO al 12,5 Z, El tejido fue homo-

32
geneizado en este medio para extraer y preservar la noradrenalina. Luego de
permanecer una hora a 4°C, el homogenato se centrifugd a 3000 r.p.m. durante

10 minutos y el homogenato se guardd congelado para determinar el contenido

tisular de noradrenalina.

2.2.,4. Expresion de los resultados

Se midid la radiactividad de las siguientes muestras:

: Bafio de incubacidn que contiene la 3H-NA.

B
T: Sobrenadante del homogenato del tejido.
E: Eluato de la columna de alimina empleado para determinar el contenido

enddgeno de noradrenalina del tejido ( ver 2.4.1.).

Se agregd una alficuota de 0,5 ml de cada una de estas muestras sobre
S ml de solucidon centelladora contenida en viales., Lla radiactividad se midid

en un contador de centelleo Packard modelo 3320 y la eficiencia de las lecturas
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se evalud por agregado de 25 yl de agua tritiada de actividad especifica
conocida.

Las cuentas por minuto (c.p.m.) lefdas en el contador de centelleo
1iquido fueron multiplicadas por un factor de conversidn, que se calculd te-
niendo en cuenta los datos siguientes: 1la eficiencia de la lectura, calcu-
lada sobre la base de las desintegraciones por minuto (d.p.m.) del agua tri-
tiada, la actividad especifica de la noradrenalina tritiada, la alfcuota de
muestra utilizada y el peso del tejido (ver 2.3.7.). En consecuencia, los
resultados quedaron expresados como sigue:

B: nanogramos de 3h-NA por ml de bafio de incubacién (ng/ml).

T y E: nanogramos de 3H—NA por gramo de tejido (ng/g); T representa el tri-
tio total en el tejido y E, el tritio correspondiente a la noradrenalina se-
parada por cromatografia en alimina.

La relacidon T/B indica la capacidad de concentracién de tritio por
el tejido. La relacién E/NA endSgena ( ng/ug) indica la cantidad de noradre-
nalina captada con respecto a la noradrenalina tisular. Teniendo en cuenta
estas relaciones se compararon los resultados obtenidos en condiciones control

con los obtenidos en presencia de drogas.

2.3. LIBERACION de NEUROTRANSMISORES

2.3.1. Montaje del tejido en el bafio de Srgano aislado.

Se utilizf una camara de acrflico de 3 ml de capacidad, con erificios

para la entrada y para la salida de la solucidn de Krebs y para el burbujeo



26

con gas carbdgeno. En su interior se colocaron dos electrodos circulares de
platino.

El tejido previamente disecado (ver 2.1.2.) se dispuso en la camara
de tal manera que el nervio cervical superior quedd enhebrado en los dos elec
trodos y el cuerpo ganglionar quedd suspendido en el medio de incubacidon. La
camara con el tejido se colocs en un bafio de Srgano aislado termostatizado
para mantener la temperatura a 37°C durante el experimento. En estas condi-
ciones, el ganglio se preincubd durante 15 minutos en solucidn de Krebs bur-

bujeada con gas carbdgeno.

2.3.2. Marcacién de los depdsitos enddgenos de noradrenalina y de acetilcolina

Tanto la 3H-NA (Langer y Vogt, 1971) como la 3H-ACh (Adler-Graschinsky
y cols.,1980) pueden comportarse como trazadores radiactivos de los neurotransmi
sores respectivos.

Por lo tanto, los depdsitos endégenos de noradrenalina se marcaron in-
cubando el ganglio durante 30 minutos con noradrenalina tritiada ( (+) -7- [3H]'
N-NA, actividad especifica 10,3 Ci/mmol) en concentracién 5 Ci/ml (0,5 wM). De
acuerdo con Friegsen y cols. (1965), cuando fue necesario marcar los depdsitos
endogenos de acetilcolina, el tejido fue incubado durante 30 minutos con colina
tritiada (metil- [3Hj]—colina, actividad especifica 4,2 Ci/mmol) en concentra-
cién 10 1Ci/ml (2,38 ).

Los dos trazadores radiactivos fueron diluidos en 3 ml de solucién
de Krebs en el momento de ser utilizados para la marcacidn. En el caso de la

3H-NA, el pH de la solucidén radiactiva fue ajustado a 7,4 con cantidad sufi-



27

ciente de HONa 0,1 N, antes de ponerla en contacto con el tejido.

2.3.3. Liberacién de 3H—noradrenalinagy/o de 3H-acetilcolinagor estimulacion

eléctrica del nervio preganglionar.

Después de incubar el ganglio con el material radiactivo, se renovd
la solucidn de Krebs cada 5 minutos durante 80 minutos. Al finalizar este pe-
riodo de lavados se aplicd el primer estimulo eléctrico a través del nervio pre
ganglionar. En cada experimento se hicieron tres estimulos sucesivos con inter
valos de 45 minutos entre ellos. Luego del {iltimo estimulo se realizd otro pe-
riodo de lavados de 20 minutos. Durante todo ei experimento se renovdo el medio
de incubacidn cada 5 minutos. Estos lavados constituyeron las muestras donde
se midié la radiactividad liberada.

El estimulo eléctrico se realizd por medio de un estimulador Grass,
modelo S44, que produce trenes de onda cuadrada cuya frecuencia, voltaje y du-
racion son graduables. Para estudiar la liberacidn de noradrenalina por esti-
mulo elé@ctrico del nervio preganglionar se aplicaron pulsos de 2 mseg de dura-
cion y de 80 voltios, con una frecuencia de 10 pulsos por segundo, durante 5
minutos. Para los ensayos de liberacidn de acetilcolina los parametros de es-
timulacion fueron: 5 pulsos por segundo, 40 voltios, 2 mseg de duraciodn, du-
rante 5 minutos. De acuerdo con Collier (1969) las frecuencias de estimula-
cién utilizadas se encuentran dentro del rango fisiolégico para el ganglio au
toénomo.

Cuando se estimuld en presencia de drogas se siguid el mismo esque-
ma experimental que el utilizado para los controles. La droga fue agregada

al medio de incubacién 25 minutos antes de realizar el segundo y/o el tercer
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estimulo y fue mantenida durante la estimulacién.

Todas las drogas ensayadas, excepto la fenoxibenzamina, fueron disuel
tas en agua destilada. La concentracién de droga requerida en cada caso se ob-
tuvo por agregado de 0,1 ml de la dilucidén correspondiente de la droga a los
3 ml de solucidn de Krebs del bafio de Srgano aislado. De esta manera no hubo
variaciones en el pH y las variaciones en el volumen fueron menores del 5%.

La fenoxibenzamina (FBA) se diluyo en la forma siguiente:

Dilucion I (50 mg/ml): FBA. ClH: 25 mg; etanol 96Z: 0,4 ml; ClH 0,1 N: 0,1 ml.
Dilucidn II (1 mg/ml): Dilucién I: 0,1 ml; C1H O,1 N: 0,2 ml; HZOdestilada:4,7 ml.
Las diluciones posteriores se hicieron con agua destilada y se adiciona

ron al medio de incubacion en igual forma que las de las otras drogas.

2.3.4. Liberacién de 3H-noradrenalina por acetilcolina exdgena.

Para realizar este grupo experimental se procedid igual que para los gru
pos de estimulacidén preganglionar con respecto a la marcacidn de los depdsitos en-
dogenos de NA (2.3.2.) y a la estabilizacidon de la liberacidn espontanea de radiac
tividad (2.3.3.), pero en lugar del estimulo eléctrico se aplicaron dos pulsos de
acetilcolina (ACh) exdgena (100 \M). Los pulsos fueron de 1 min de duracién y con
un intervalo de 50 minutos entre ellos.

Se tomaron 5 muestras anteriores al pulso de Ach, cada una de 1 minuto
de duracion, para obtener la liberacidén basal de tritio.

La degradacion de la ACh por la colinesterasa se previno agregando eseri-
na al medio de incubacion (Koelle y Gilman, 1949; Birks y Mac Intosh, 1961), en
concentracion 3,08 uM, 10 minutos antes y durante la aplicacidn de cada pulso de

acetilcolina.
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El primer pulso de ACh se realizé en ausencia de Ca++ extracelular,
que fue retirado del medio de incubacidn 45 minutos antes. E1 segundo pulso
de ACh se realizd 45 minutos después de restaurar el Ca++ al medio de incuba-

cién.

2.3.5. Procesamiento del tejido al finalizar el experimento.

Una vez finalizados los ensayos de liberacién el tejido fue procesa

do como se indicé anteriormente (ver 2.2.3.).

2.3.6. Determinacidon de la radiactividad de las muestras.

Tanto la radiactividad presente en las muestras del bafio de drgano
aislado como la contenida en el sobrenadante del tejido se determind por agre-
gado de una alicuota de 0,5 ml de las muestras a 5 ml de 1fquido centellador
contenido en viales. La radiactividad fue lefda utilizando un contador de cen
telleo liquido. Se hicieron patrones apropiados con 25 jl de agua tritiada

como se indicd anteriormente (ver 2.2.4.).

2.3.7. Calculo y expresiéon de los resultados

a) Radiactividad de las muestras y del tejido: se expresd como nano-

curies por 100 mg de tejido (nCi/100 mg).
La radiactividad en c.p.m. de las muestras y del tejido fue converti

do a nCi/100 mg multiplicidndola por un factor cuyo calculo tiene en cuenta la
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eficiencia de la lectura (calculada por medio de los patrones de agua tritiada),

la alfcuota de muestra utilizada y el peso del tejido. Por lo tanto:

L (c.p.m.) 100 V (ml)
nCi/100 mg = x 100 x x

E x 2.200 P 0,5 (ml)

donde:
L: Lectura correspondiente a la muestra y/o al tejido.
E: Eficiencia (cpm/dpm x 100).

Pt:Peso del tejido en mg.

V: Volumen total de la muestra de bafio de Srgano aislado o del homogenato del

tejido.

b) Liberacién fraccional por estimulo eléctrico del nervio preganglionar.

Expresa el aumento en la liberacién de radiactividad por encima del ni-

vel basal espontaneo al aplicar el estimulo eléctrico.

Se calculd de la manera siguiente: a la radiactividad remanente en el

tejido al final del experimento, se le sumd la radiactividad liberada al bafio de

Srgano aislado desde la Gltima muestra hasta la obtenida durante la estimulacidn.

De esta forma se obtuvo la radiactividad contenida en el tejido en el momento de

estimular (A), expresada en nCi/100 mg de tejido.

La liberacién de tritio por sobre el nivel basal (B), se calculd res-

tando de la radiactividad liberada por el estimulo, la radiactividad liberada en

forma espontanea, ambas expresadas en nCi/100 mg.
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La liberacidn de tritio por pulso (C) se obtuvo dividiendo (B) por 1la
cantidad de pulsos aplicados durante la estimulacidm.

Finalmente, dividiendo (C) por (A) se obtuvo la liberacidén fracecional
(de 3H-NA y/o de 3H—ACh) por estimulo, que se expresS como : LF x 10—5.

Con el objeto de analizar el efecto de cada droga ensayada sobre 1la
liberacién de radiactividad provocada por estfmulo eléctrico, se efectuaron los
cocientes EZIE1 y E3/E1 que resultan de dividir las (LF x 10-5) obtenidas en el
segundo y el tercer estimulo por la obtenida en el primer estimulo. Luego se

compararon los cocientes de los experimentos control con los correspondientes

obtenidos en los experimentos realizados con drogas.

c) Liberacion de 3H—noradrenalina por acetilcolina exdgena.

La liberacién de tritio por sobre el nivel basal se calculdé restando
de la radiactividad liberada por la Ach, la radiactividad liberada en forma es-
ponténea. Los resultados fueron expresados como nanocuries liberados por 100 mg

de tejido y por minuto (nCi/100 mg/min).

2,4. DETERMINACION del CONTENIDO TISULAR de NORADRENALINA

2.4.1. Separacién cromatografica de la noradrenalina por adsorcion en columnas

de alamina.

La noradrenalina fue extraida de las muestras del tejido utilizando la

modificacién del método de Anton y Sayre (1962) descripta por Neff y Costa (1966).



32

Este método se fundamenta en la capacidad que tiene la alGmina para adsorber
estructuras catecSlicas en medio alcalino.

La aldmina (A1203) fue preparada de acuerdo con el método de Crout
(1961), con las modificaciones descriptas por Graefe y cols. (1973).

Se emplearon columnas cromatograficas de 0,5 cm de didmetro y se co
locd en su interior 200 mg de A1203 activada que quedd sostenida con lana de
vidrio. Antes de usarlas, las columnas de alumina fueron lavadas con agua des
tilada y luego con 0,1 ml de EDTA al 10X para prevenir la oxidacidn de la nora
drenalina.

Para separar la NA se utilizé una alicuota de 1,5 ml del homogenato
del tejido que fue llevada a un fH aproximado de 8,0 - 8,2 con 3 ml de solucién
amortiguadora tris-ClH 0,5 M, pH 9,0. Esta mezcla fue pasada por columna y se
descartd el efluente. Luego se lavd la columna sucesivamente con 1 ml y con
2 ml de agua destilada, que tambi&n se descartaron. Finalmente se eluyé la nor
adrenalina adsorbida en la columna con 3 veces 1 ml de acido acético 0,2 N, para
luego determinar su concentracidn por un método fluorimétrico.

Simultaneamente se prepararon patrones internos y externos con canti-
dades conocidas de noradrenalina. Los primeros fueron pasados por columna en
iguales condiciones que el tejido, los segundos fueron preparados igual que el

eluido, es decir, en 3 ml de acido acético 0,2 N.

2.4.2. Determinacidn de la noradrenalina por el método del trihidroxiindol

Para estas determinaciones se siguid el método del trihidroxiindol des

cripto por Laverty y Taylor (1968). Este método se basa en la propiedad que
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tienen los compuestos catecdlicos de emitir fluorescencia en medio alcalino,
si previamente fueron oxidados.

Se procedio de la siguiente manera:

* A cada muestra de 1 ml de acido acético 0,2 N eluido de la columna
(2.4.1.) se le ag;egS 0,2 ml de buffer fosfato 0,5 M con el objeto de llevarla
a pH 6,5, que es el pH optimo para la oxidacion de la noradrenalina.

* A tiempo cero se agregd 50 ul de solucién de yodo-yodurado, el agen
te oxidante.

* Luego de 3 minutos se agregd 0,5 ml de sulfito alcalino.

* Luego de 8 minutos se agregd 0,2 ml de acido acético glacial.

Después de cada adicidn la muestra fue agitada vigorosamente. (Para
todas las soluciones utilizadas ver 2.8.4.).

* Luego de 30 minutos se ley6 la muestra en un espectrofluordmetro
Aminco-Bowman, en las siguientes longitudes de onda: Excitacidn: 380 mp; Emi-
8idn: 480 my.

Los patrones internos y externos preparados en 2.4.1. fueron tratados

en igual forma que las muestras de tejido.

Los blancos se realizaron invirtiendo el orden de agregado de los re-
activos, es decir, la solucidn de yodo-yodurado se agregd después del acido acé

tico glacial.

2.4.3, Calculo y expresidon de los resultados.

Luego de restar los blancos correspondientes, las lecturas de fluores-

cencia de la noradrenalina del tejido (F) fueron multiplicadas por un factor (f)
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cuyo cdlculo considera la alicuota de muestra y la relacién (r) entre unidades
fluorimétricas y nanogramos de noradrenalina determinada por medio de los pa-
trones. Finalmente se dividié por el peso del tejido. Por lo tanto el conte
nido tisular del neurotransmisor quedé expresado en microgramos de noradrena-

lina por gramo de tejido.

Fxf
NA (g/g) =

5 (ml)
donde :f = r (ng)

1,5 (ml)

Pt = peso del tejido (mg)

2.5. DETERMINACION de los 3H—METABOLITOS de la 3H-N0RADRENALINA

La noradrenalina (NA) liberada, ya sea espontaneamente o como conse-
cuencia de un potencial de accidon puede seguir dos caminos metabdlicos: uno de
ellos relacionado con la actividad de }a monoaminooxidasa (MAO) y el otro con
la actividad de la catecol-O-metil transferasa (COMT). La actividad de estas
dos enzimas conduce a la formacién de cinco metabolitos de la noradrenalina:
el acido 3,4-dihidroximandélico (DOMA), el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG),el
acido vainillinmandélico (VMA), el 3-metoxi, 4-hidroxifenilglicol (MOPEG) y la
normetanefrina (NMN).

La noradrenalina tritiada y sus metabolitos radiactivos fueron sepa-

rados mediante la combinacion de cromatografia de adsorcidn en alimina y
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cromatografia de intercambio idnico en resina Dowex 50 Wx4. Se procedié de acuer
do con el método descripto por Graefe y cols. (1973) que se fundamenta en las si-
guientes propiedades de los metabolitos: por cromatografia en alimina se adsor-
ben selectivamente los derivados catecdlicos, es decir, la NA, el DOMA y el
DOPEG, mientras que los productos O-metilados NMN, VMA, y MOPEG no son retenidos.
A su vez, la Dowex 50 W x 4, resina intercambiadora catidnica fuertemente acida,
empleada en su forma hidrogenada, retiene a la NA y a la NMN, que poseen un grupo
amino sin sustituir y por lo tanto permite separar a la NMN de los O-metilados
deaminados (MOPEG y VMA) y a la NA del DOPEG.

Las columnas de aldmina fueron preparadas como ya se describié (2.4.1.).
Las columnas de Dowex fueron llenadas hasta una altura de 1,5 cm con la resina a
PH 2,0 y fueron lavadas con 2 ml de agua destilada antes de usarlas.

Para estas determinaciones se utilizaron las muestras recogidas inmedia
tamente antes dél estimulo o muestra de liberacion espontanea de 3H-NA y la obte-
nida durante el estimulo eléctrico preganglionar, ambas en condiciones control.
Los ganglios empleados en estos experimentos también fueron analizados para deter

minar la distribucién metabdlica de la noradrenalina en el tejido.

2.5.1. Procesamiento de las muestras para la cromatografia.

I) Luego de terminado el experimento:

Las muestras se llevaron a pH dcido para prevenir la oxidacion de la noradrenalina.
A) Tejido: Se homogeneizd en 5 ml de una solucidn de acido percldrico 0,4 N adicio
nado con 1 Z de EDTA al 10 Z y 1 Z de 803Na2 al 12,5%. Se centrifugd. Se extrajo

una alicuota de 0,5 ml para la lectura de .radiactividad. Se guardé el sobrenadante



36

congelado (ver 2.2.3.).

B) Muestras del medio de incubacidén: Después de extraer una alicuota de 0,5 ml

para leer la radiactividad, se mezclaron las muestras equivalentes provenientes
de dos ganglios, con el objeto de tener suficiente material para las determina-
ciones. De esta mezcla, se ext;ajo una nueva alfcuota de 0,5 ml para la lectu-
ra de la radiactividad. Luego se acondicionaron las muestras de la siguien-
te manera: a los 4,5 ml de la mezcla se agregaron 0,3 ml de HC1 1 N y 0,2 ml

de una mezcla a/a de SO3Na2 12,5 2 y EDTA 10 Z.

II) Para pasar por columna:

Las muestras fueron llevadas a pH 8,0 - 8,2,
A) Tejido: A una alicuota de 1,5 ml de sobrenadante se agregaron 3,0 ml de solu

cion amortiguadora tris-ClH 0,5 M, pH 9,0.

B) Muestras: A las muestras IB) se les agregd 1,7 ml de solucidn amortiguadora

tris ClH 0,5 M, pH 8,4.

2.5.2. Separacidn cromatografica de la 3H-noradrenalinay de sus 3H-metabolitos

a) Se colocd la columna de alimina sobre la de Dowex y se pasd la
muestra. En la columna de alimina se retienen la NA, el DOMA y el DOPEG. Los
O-metilados (NMN, VMA y MOPEG) pasan por la columna de Dowex. Se lavd sucesiva
mente con 1 ml y luego con 2 ml de agua destilada. Se retird la columna de ald
mina y se reservé. Luego se lavd la columna de Dowex con 2 ml de agua destilada.
Todo el efluente de esta columna corresponde a la fraccidn I: MOPEG + VMA = O-me

tilados deaminados.
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b) La NMN quedd retenida en la resina Dowex y se eluyd lavando 2 veces con 1 ml
de una mezcla a:a de etanol: ClH 6N. De esta forma se obtiene la fraccion II:
NMN. (Se descartd la columna de Dowex).

c) La columa de alimina reservada en el punto a) se colocd sobre una nueva co-
lumna de Dowex y se eluyd 2 veces con 1 ml de acido acético 0,2 N. De esta forma
se arrastran la NA y el DOPEG mientras que el DOMA queda retenido en la alimina.
Nuevamente se reservd la columna de alimina. La columna de Dowex se lawd con 2 ml
de agua destilada, que sumados a los 2 ml de acido acético 0.2 N constituyen la
fraccién III: DOPEG. La NA queda retenida en la columna de Dowex.

d) La columna de Dowex se lavd con 2 ml de agua destilada, que se descartaron.
Luego se eluyd con 2 veces 1 ml de HC1l 2 N, arrastrando de esta forma la fraccidn
IV: NA.

e) La columna de aliimina reservada en el punto c) se lavd con 4 ml de dcido acéti
co 0,5 N. Con este lavado, que se descartd, se eluyd la cantidad remanente de NA
y DOPEG que representa aproximadamente un 5% del total (dato que se tuvo en cuenta
al realizar los cilculos). Finalmente se eluyé con 2 veces 1 ml de HC1 0,2 N

arrastrando de esta manera la fraccidén V: DOMA.

2.5.3. Determinacion de la radiactividad de las muestras.

Se leyd la radiactividad de 2 ml de cada fraccidn agregando 14 ml de so-
lucidn centelladora de tritén. Se hicieron patrones para cada fraccidn metabélica,

utilizando 25 ul de agua tritiada como se describid en 2.2.3.

2.5.4. Cé;culogy expresion de los resultados
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Las c.p.m. obtenidas al leer la radiactividad de cada fraccidn metabd
lica en el contador de centelleo liquido, fueron convertidas a nanocuries por
100 mg de tejido (nCi/100 mg) multiplicindolas por un factor, que se calculd
considerando la eficiencia de la lectura, la alicuota de muestra utilizada y el
peso del tejido, tal como se indicdé en 2.3.7. Cada fraccidn metabdlica fue lue

go expresada como porcentaje del contenido total del tritio.

2.6. CURVA de CONCENTRACION-RESPUESTA a la METOXAMINA

Se emplearon indistintamente gatos machos o hembras de 1.8 a 3.6 kg de
peso. Los animales fueron anestesiados con- pentobarbital sédico (35 mg/kg) ad-
ministrado por via intraperitoneal. Inmediatamente se extirpd el globo ocular
y se extrajo la membrana nictitante junto con todo el tejido circundante. El
tejido se colocd en una caja de Petri con solucidn de Krebs a temperatura ambien
te, previamente equilibrada con gas carbdgeno (95% 02: 52 COZ)' Luego, se proce
dié a disecar el misculo medial bajo lupa.

A continuacidn, el cartilago sobre el que se inserta el misculo medial
se sujetd a la parte inferior de un bafio de érgano aislado de 10 ml de capacidad.
La porcidn terminal superior del misculo se conectd a un transductor de fuerza-
desplazamiento y &ste a su vez a un poligrafo Grass modelo 7 B, para registrar la
tension desarrollada por el musculo.

El bafio del drgano aislado, con el tejido suspendido en solucidn de
Krebs gaseada con carbdgeno, se colocé en un bafio termostatizado para mantener
la temperatura a 37° C durante el experimento. Luego se efectuaron lavados perid

dicos durante 60 minutos y durante este lapso se ajustd repetidamente la tensién
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del misculo a 2.5 g. A continuacién se efectuaron las curvas de concentracidn-
respuesta a la metoxamina en forma acumulativa, esto es, aumentando la concen-
tracion de la droga por un factor de 3 inmediatamente despu@s de obtener el maxi
mo de respuesta a la concentracidn previa. Los intervalos entre cada administra
cion de metoxamina oscilaron entre 2 y 5 minutos.

En cada ensayo se realizaron dos curvas de concentracidn-respuesta con
un intervalo de 90 minutos entre ellas. Durante este lapso se renovd periodica-
mente la solucidn de Krebs del bafio de incubacién.

Los resultados se calcularon de la manera siguiente: las respuestas
contractiles (en gramos) obtenidas para cada concentracidén de metoxamina se ex-

presaron como porcentaje de la maxima tension desarrollada en la primera curva.

2.7. METODO ESTADISTICO

Los calculos estadisticos fueron realizados de acuerdo con los proce-

dimientos convencionales (Snedecor y Cochran, 1967).

2.8. DROGAS y SOLUCIONES UTILIZADAS

2.8.1. Drogas

* Acetilcolina, clorhidrato (Sigma Chemicals, U.S.A.)

* Atropina, sulfato (Sigma Chemicals, U.S.A.)

* Clonidina, clorhidrato (C.H. Boehringer Sohn, Ingelheim-Am Rheim-Germany)
* Cocaina, clorhidrato (Verardo y Cia, Bs. As.)

* Desmetilimipramina, clorhidrato (Geigy, Bs. As.)
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* Fenoxibenzamina, clPrhidrato (Smith Kline and French Labs., U.S.A.)

* Hexametonio, bromuro (Sigma Chemicals, U.S.A.)

* dl-Metoxamina, clorhidrato (Burroughs Wellcome Co. Research Triangle Park, W.C.)

* 1-Noradrenalina, bitartrato monohidrato (Sterling-Research Institute N.Y.-U.S.A.)

% dl-Noradrenalina, l-bitartrato (7-3H (N) ) (Actividad especffica: 10.3 Ci/mM;
New England Nuclear U.S.A.)

* 3H-metil-Colina, clorhidrato (Actividad especffica: 4.16 Ci/mM; New England

Nuclear U.S.A.)

2.8.2. Solucidn de Krebs

Se utilizé solucibén de Krebs modificada, con la siguiente composicibn mi
limolar: ClNa: 118,0; ClK: 4,7; CIZMg: 1,2; POAHZNa: 1,0; CIZCa: 2,6 CO3HNa:
25,0; glucosa: 11,1; acido asc8rbico: 0,11; &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA): 0,004. Estos dos Gltimos fueron adicionados para prevenir la oxidacién de
la noradrenalina. Con burbujeo de gas carbSgeno (95% 02: 5X COz) el pH final del

medio de incubacién fue 7,4 a 37° C.

2.8.3. Solucidén de tejido

Acido perclérico (ClOQH) 0,4 N: 24,5 ml; EDTA al 10X: 0,25 ml; sulfito de sodio

(SOaNaz) al 12,5 %: 0,25 ml.

2.8.4., Soluciones utilizadas para el método del trihidroxiindol

* Buffer fostato: fosfato trisddico (POaNa3) 0,5 M,
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* Yodo-Yodurado: Yoduro de sodio (INa): 5,5 g; Yodo (12): 0,5g; agua: 100ml.

% Sulfito alcalino: HONa 3 N: 48 ml; SO3Na2 12,5Z: 6 ml; EDTA 10Z: 6 ml.

2.8.5. Liquido centellador para muestras radiactivas.

Se utilizé un medio con la siguiente composicidn: tolueno: 600 ml;
triton-X~-100: 300 ml; etanol absoluto: 100 ml; ClH 1 N: 200 ml; 1,4-bis (2-

(5 feniloxazolil))- benceno (POPOP): 0,1 g; 2,5-difeniloxazol (PPO): 5 g.

2.8.6. Otros reactivos

% Oxido de aluminio (Alzo ) estandarizado para cromatografia de adsorcidn se-

3

gin Broockman (Merck).

* Dowex 50 W x 4; forma hidrogenada (Sigma Chemicals Co., U.S.A.).



3. RESULTADOS
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3.1. CAPTACION de 3H—NORADRENALINA

Raab y Humphreys (1947) y Raab y Gigee (1955), fueron los primeros au
tores que observaron que luego de administrar {n v{vo dosis grandes de adrena-
lina o de noradrenalina se producia un aumento del contenido de catecolaminas
en el corazén del gato y en el del perro.

Cuando se dispuso de catecolaminas marcadas radiactivamente, se pudie
ron realizar estudios similares inyectando dosis de adrenalina o de noradrenali
na lo suficientemente pequefias como para ser comparables con las encontradas en
condiciones fisioldgicas.

Los resultados obtenidos por Axelrod-y cols. (1959) cuando utilizaron
trazadores radiactivos mostraron que luego de la administracidn intravenosa de
adrenalina marcada, una proporcién importante de la dosis inyectada era inacti-
vada por medio de una transferencia rapida desde la circulacidn hacia los teji-
dos periféricos. De esta manera, estos autores fueron los primeros en demostrar
la importancia del proceso de captacién de las catecolaminas circulantes para
terminar su accién bioldgica. Evidencias posteriores confirmaron la habilidad
de varios tejidos periféricos para acumular catecolaminas exSgenas (Muscholl,
1961} Harvey y Pennefather, 1962; Trendelenburg y Crout, 1964; Gillespie y
Kirpekar, 1966).

Por otra parte, se observd que existe una correlacidén aproximada entre
la densidad de inervacidn simpatica y la concentracién de noradrenalina en el te
jido, evidencia que indicaria que la mayor proporcidn de captacidn ocurre en los
terminales nerviosos (Whitby y cols., 1961), aunque en ciertas condiciones la cap

tacidn extraneuronal puede ser también importante (Andén y cols., 1963).
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De acuerdo con resultados obtenidos en el ganglio cervical superior de
la rata, mediante el empleo de la técnica de fluorescencia histoquimica descrip-
ta por Falck y cols.(1962), Hamberger y cols. (1964) sugirieron que la captacién
de noradrenalina podria ocurrir no sdlo en los terminales nerviosos, sino tam-
bién en otros sitios de la superficie de la neurona simp?tica postganglionar,

tales como los axones preterminalés y los cuerpos celulares.

3.1.1. Captacion de 3H—noradrenalina por el ganglio cervical superior aislado

del gato: Control y efecto de drogas inhibidoras

Con el objeto de analizar si en el ganglio cervical superior aislado
del gato se verifica el proceso de captacidn del neurotransmisor adrenérgico,
se realizaron ensayos (ver 2.2.1.) en los cuales se incubd el ganglio con can-
tidades trazadoras de noradrenalina tritiada (3H-NA) y se midid la cantidad de
tritio acumulado en el tejido.

En la tabla I se resumen los resultados obtenidos. Cuando se traba-
jé en condiciones control, la concentracién de tritio en el tejido resultd
tres veces mayor que la determinada en el bafio de incubacidn. Estos datos su
gieren que el tejido ganglionar posee estructuras con capacidad para captar y
para concentrar noradrenalina.

También se incluyen en la tabla I los resultados obtenidos cuando se
estudid el efecto de varias drogas conocidas como inhibidoras de la captacidn
de noradrenalina. La cocaina, clasico inhibidor de este proceso (Muscholl,
1961), fue ensayada en la concentracidn 8,8 M y disminuyd en un 50 % los va-

lores controles.
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TABLA I

b4

3H-NA por el ganglio y su modificacidon por drogas.

Los ganglios se incubaron durante 30 min, a 37°C, en solucidn de Krebs que

contenia droga en las concentraciones indicadas y/o en solucidn de Krebs libre

de drogas.

Luego, tanto los ganglios tratados con droga como los controles, se

incubaron durante 15 min en solucidn de Krebs que contenfa 3H-NA 0,1 wM.

Finalmente se realizd wn lavado de S min.

(a) (b) (e)
Concentracidn | NA endbgena Relacid Captacion
Experimento n de droga (g NA/g tej) on (ng 3H-NA /ug NA)
(uM) (T/8B) g
Control 14 - - 4,46 + 0,41 | 3,3 +0,2 11,99 + 0,69
Fentolamina 3 3,1 5,82 + 0,81 | 3,5+0,5 9,63 + 0,21
Fenoxibenzamina 5 0,29 3,67 + 0,37 | 2,7 +0,4 10,67 + 1,79
Fenoxibenzamina 6 2,9 5,11 + 0,64 | 2,0 +0,2 5.74 + 1,01 (d)
Cocafna 4 8,8 5,19 + 0,76 | 1,9 +0,2 5,82 + 0,97 (d)
Desmetilimipramina 5 0,33 3,81 +0,48 | 1,2 +0,1 3,97 + 0,71 (d)
Desmetilimipramina | 6 3,3 4,02 + 0,47 | 0,8 +0,02| 2,33 + 0,22 (&)

(a) Noradrenalina tisular.

(b) Cociente entre la cantidad de tritio retenida por el tejido (T) y la

cantidad de tritio presente en el bafio de incubacion (B).

(¢) Captacidon de noradrenalina: nanogramos de 3H-NA captados por microgramo
de NA tisular.

Los datos mostrados representan la media + ES de n experimentos.

(d) p < 0,001 respecto del control
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Por otra parte se estudid el comportamiento de los antagonistas a-
adrenérgicos fentolamina y fenoxibenzamina, dado que estas drogas pueden afec
tar, eventualmente, el mecanismo de recaptacién neuronal (Euler y Lishajko,
1968). La fentolamina (3,1 M) no afectd la captacidén de tritio por el gan-
glio. La fenoxibenzamina en la concentracién 0,29 M tampoco produjo modifi
c&ciones, mientras que una concentracién 10 veces mayor (2,9 M) tuvo un efec
‘to inhibidor similar al de la concentracidén de cocaina empleada.

Dado que en el ganglio cervical superior existen tanto estructuras
noradrenérgicas como dopaminérgicas (ver Introduccidn) y que la cocaina es ca
paz de inhibir el mecanismo de captacidn en ambas estructuras, se ensayd la
accidén de la desmetilimipramina, droga que se caracteriza por inhibir selec-
tivamente la captacidén de noradrenalina en estructuras noradrenérgicas (Horn
y cols., 1971).

La desmetilimipramina fue ensayada en las concentraciones 0,33 y
3,3 M y en ambas disminuyd la captacidén de 3H-NA en un 70 Z y un 80 % de 1los

valores controles, respectivamente.

3.2, LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES

3.2.1. Liberacidn de 3H-noradrenalina por estimulo eléctrico del nervio

preganglionar.

a) Control

Con el objeto de investigar si las estructuras que captaban noradre-

nalina en el ganglio cervical superior del gato tenian también capacidad para
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liberarla por accidén de un estimulo nervioso, como fuera descripto por Noon y
cols. (1975) para el ganglio cervical superior del conejo, se realizaron ensa
yos en los cuales el tejido se marcd con noradrenalina tritiada (3H—NA) y s8e
sometid a la estimulacidn eléctrica preganglionar (ver 2.3.2.y 2.3.3.).

En la figura 6 se representa la liberacidén esponténea de radiactivi-
dad obtenida en muestras sucesivas recogidas cada 5 minutos y el aumento en la
liberacidn de 3H-NA provocado por tres perfodos consecutivos de estimulacion
eléctrica del nervio preganglionar. Puede observarse que el eflujo de tritio
presentd una caida inicial rapida seguida de una cafda mé@s lenta que se mantu-
vo hasta el final del experimento. Este hecho sugiere que luego de los 60 mi-
nutos de lavados el eflujo de radiactividad provendria en forma predominante
de un iinico compartimiento, tal como fuera sugerido por Paton (1973) para 1la
aorta de la rata y por lo tanto puede considerarse como una medida de la libe-
racion espontdnea de 3H—noradrena1ina.

Aunque la liberacién espontdnea decayd, el tejido conservé su capaci
dad de respuesta al estimulo durante todo el ensayo (fig. 6). A este respecto,
en.la figura 7 A puede verse que los valores de liberacién fraccional de 3H-NA
fueron practicamente similares para los tres periodos de estimulacidn aplicados.
Luego, los cocientes efectuados entre las liberaciones fraccionales obtenidas
en estimulos sucesivos realizados en condiciones control (fig. 7 B), no difirie

ron significativamente de la unidad.

b) En ausencia de Ca++ extracelular.

De acuerdo con los resultados descriptos ma@s arriba, el ganglio cer-
vical superior del gato fue capaz de liberar noradrenalina cuando se estimuld eléc

tricamente el nervio preganglionar. Dado que se acepta que la liberacidn del
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FIGURA 6

Aumento en la liberacidn espontanea de 3H-NA provocado por la

estimulacion eléctrica preganglionar.

Incubacién: Solucidn de Krebs, 37°C.

Marcacidn: JH-NA 5 pCi/ml, 30 min.

Estimulacion: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 min.

250[-I

1L
0 50 "o " ® 20
E, E, E,
Tiempo (min)

Ordenada (Esc. log.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido.

Barras abiertas: liberacidn basal.
Barras cerradas: aumento sobre los valores basales provocada por el

estimulo.

Abscisa : Tiempo en minutos después de la marcacidn con 3H-NA.

Los rectangulos inferiores sefialan los perfodos de estimulacion.

Los datos mostrados representan la media + ES de 6 experimentos.



FIGURA 7

Liberacion fraccional de 3H-NAgg£gvocada por la estimulacidn

eléctrica preganglionar.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 6.
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Ordenadas (Esc. log.): A) Liberacidn de 3H-NA expresada como fraccidn del

contenido tisular ( LF x 10_5) en el momento de efectuar la estimulacion.

B) Cocientes entre las LF x 10—5 obtenidas en el
segundo (Ez) y en el tercer (E3) estimulo y la obtenida en el primer (El)

estimulo.

Se muestran las medias geométricas + ES de 7 experimentos.
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neurotransmisor adrenérgico como consecuencia de un estimulo nervioso se produce
por un mecanismo dependiente del ca™ extracelular (Douglas, 1968), se analizé
la Ca++-dependencia de la liberacion de NA que ocurre en el ganglio simpatico
del gato. Para ello se realizd un grupo de experimentos en los cuales se omitid
el Ca'' de la solucién de Krebs durante la estimulacidn eléctrica (ver 2.3.3.).

Como se muestra en la figura 8, no se observd liberacidon de 3H-NA cuan
do la estimulacidon preganglionar se efectud en un medio libre de catt (El)' Cuan
do se restaurd el Ca'' en la solucién de Krebs, el estimulo preganglionar provo-
cd un aumento en la liberacidn de noradrenalina tritiada (EZ)'

Los resultados indican, por lo tanto, que la liberacién de noradrena-

lina por estimulacién eléctrica del nervio cervical superior es dependiente del

++
Ca extracelular.

c) En presencia de agonistas y de antagonistas a-adrenérgicos

De acuerdo con distintas evidencias farmacoldgicas, en la sinapsis
noradrenérgicas periféricas existen receptores a-presinapticos que median una
regulacidén de la liberacidn de noradrenalina de los terminales nerviosos a tra-
vés de un mecanismo de retroinformacion negativa (Stjlimme, 1973; Langer, 1973;
Starke, 1973; Kirpekar y cols., 1973). Las evidencias mencionadas son las si-
guientes: los agonistas a-adrenérgicos disminuyen la liberacidén de NA por esti-
mulo eléctrico, mientras que los antagonistas a, la aumentan.

Con el objeto de investigar si en el ganglio del gato se verifica este
mecanismo regulatorio, se estudid el efecto de agonistas y de antagonistas a-
adrenérgicos sobre la liberacidn de 3H—NA provocada por estimulo eléctrico del

nervio preganglionar (ver 2.3.3.).
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FIGURA 8

Liberacidn de 3H-NA provocada por la estimulacidon eléctrica preganglionar:

. ++
Dependencia del Ca extracelular.

Incubacidon: Solucidn de Krebs, 37°C.
Marcacion: 3H-NA 5 wCi/ml, 30 min.
Estimulacion: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 min.

+ iy . . .o . -
Ca : Se omitid del medio de incubacidn 25 min antes de la primera
estimulacidn y se restaurd 25 min antes de la segunda.
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Ordenada. (Esc. log.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido presentes en
muestras recogidas 55 min después de la marcacion.

Barras abiertas: liberacidn basal.
Barras cerradas: aumento sobre los valores basales provocado por el estimulo.

Abscisa : Tiempo en minutos. H 5 min.
Los restangulos inferiores sefialan los periodos de estimulacidn.

Los datos mostrados representan la media + ES de 3 experimentos.
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Los agonistas a-adrenérgicos empleados fueron la clonidina y la me-
toxamina. En la figura 9 se representan los resultados obtenidos. Puede ob-
servarse que, tanto las dos concentraciones mas elevadas de metoxamina como la
concentracién mas baja de clonidina, causaron una disminucidn significativa en
la liberacidon de tritio provocada por el estfmulo nervioso.

Los antagonistas a-adrenérgicos ensayados fueron la fenoxibenzamina
y la fentolamina. En la figura 10 puede observarse que tanto el antagonista no
competitivo fenoxibenzamina (2,9 M) como el bloqueante competitivo fentolamina
(3,1 M) causaron un aumento significativo en la liberacidn de 3H-NA provocada
por el estimulo eléctrico preganglionar. Concentraciones diez veces menores de
ambos antagonistas no modificaron la liberacidn de tritio por estimulo.

Los resultados obtenidos con los agonistas y con los antagonistas a-
adrenérgicos sugieren, por lo tanto, que se verificaria el mecanismo regulato-
rio de retroinformacidn negativa para la liberacién de noradrenalina provocada

por estimulo el&ctrico del nervio cervical superior.

d) En presencia de inhibidores de la captacion de noradrenalina.

Dado que se ha descripto que los bloqueantes a-adrenérgicos pueden
actuar en algunos casos inhibiendo la captacién de noradrenalina (Euler vy
Lishajko, 1968), se investigd si el aumento causado por estas drogas en la li
beracién de 3H—NA provocada por estfmulo preganglionar (ver 2.3.3.) no podia
deberse a su efecto inhibidor de la captacién.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1ll. Puede obser-
varse que ni la cocaina, en las concentraciones 0,88 y 8,8 M, ni la desmetili

mipramina, en la concentracién 0,33 M, modificaron en forma significativa la
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FIGURA 9

- . o 3 . . o, - K >
Liberacion de "H-NA provocada por la estimulacidon eléctrica preganglionar:

Efecto de agonistas a-adrenérgicos.

Incubacidn: Solucidn de Krebs, 37°C.
Marcacién: 3H-NA 5 wCi/ml, 30 min.

Estimulacidén: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 min.

Drogas: Se agregaron al medio de incubacidn 25 min antes y durante la
segunda (Ez) y/o la tercera (E3) estimulacidn.
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Ordenada (Esc. log.): Los cocientes E_/E, obtenidos en presencia de los
agonistas (barras rayadas) se comparan con sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES del nimero de
experimentos indicado sobre las barras.

* p <0,025; ** p < 0,001; respecto de los controles.



FIGURA 10 53

Liberacion de 3H—NA provocada por la estimulacidn eléctrica preganglionar:

Efecto de antagonistas a-adrenérgicos.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 9. En este
caso las drogas empleadas fueron la fenoxibenzamina (FBA) y la fentolamina (FENT.)
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Ordenada (Esc. log.): Los cocientes En/El obtenidos en presencia de los

antagonistas (barras rayadas) se comparan con sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan la media geomé€trica + ES del nimero de
experimentos indicado sobre las barras.

* p < 0,025 respecto del control.
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FIGURA 11

Liberacidon de 3H—NA provocada por la estimulacidn eléctrica preganglionar;

Efecto de inhibidores de la captacidn de noradrenalina.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 9. En este
caso las drogas empleadas fueron la cocaina (COC.) y la desmetilimipramina (DES.)

(s)
-»
50
wol
30|
20
MmEe (M (NS (N
S 10] I ]
w N\
= os) N
o [~
o »
= N
N
N
N
qiL N
o coc DES.  DES.

0B8pM  88uM 03 33pM

Ordenada (Esc. log.): Los cocientes En/El obtenidos en presencia de los

inhibidores (barras rayadas) se comparan con sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES del nimero de
experimentos indicado sobre las barras.

* p < 0,001 respecto del control.
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liberacién de tritio provocada por el estimulo elé€ctrico. Sin embargo, la
desmetilimipramina, en la concentracidon mas alta ensayada, causd un aumento
significativo en la liberacidn de noradrenalina tritiada provocada por el

estimulo nervioso.

Puesto que la cocaina no modificé la liberacidon de 3H—NA provocada
por estimulo y dado que se ha descripto que la desmetilimipramina se compor-
ta como antagonista a-adrenérgico en algunos tejidos periféricos, tales como
la arteria de la oreja del conejo (McCullock y Story, 1972), se considerd
de interés ensayar el efecto de la desmetilimipramina sobre las respuestas
contractiles de la membrana nictitante del gato. Este tejido fue selecciona
do porque es inervado por fibras noradrenérgicas provenientes del ganglio
cervical superior y ademds porque sus respuestas contractiles son mediadas
por la activacidon de receptores a-adrenérgicos.

Se determind la respuesta contractil de la membranien funcidon de
concentraciones crecientes de metoxamina (ver 2.6.), agonista a-adrenérgico
que se caracteriza por poseer una afinidad muy baja para el mecanismo de
captacidn neuronal (Trendelenburg y cols., 1970). Las curvas de concen-—
tracidn-respuesta a la metoxamina se realizaron en condiciones control (fig.
12 A) y en presencia de desmetilimipramina 0,33 y 3,3 M (figs. 12B y 12C).

La concentracién menor de desmetilimipramina no modificod las res-
puestas del misculo al agonista a-adrenérgico (fig. 12 B). Por el contrario,
la mayor concentracidn de desmetilimipramina provocé un corrimiento hacia la
derecha en la curva de concentracidn-respuesta a la metoxamina (fig. 12 C).
El pD2 (la dosis efectiva 50 X de la metoxamina) fue 6,19 + 0,53 M para la
curva control y 5,00 + 0,11 M (p < 0,001) luego de la exposicidn a desmetili-

mipramina 3,3 uM. El valor maximo de contraccidn obtenido en presencia de
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FIGURA 12

Curvas de concentracidn-respuesta a la metoxamina efectuadas en la

membrana nictitante del gato: Accidn de la desmetilimipramina.

Incubacidén: Solucidén de Krebs, 37°C.

A) Dos curvas realizadas en condiciones control. La segunda curva (@)
se efectud 90 min después de la primera (O), n = 8.

B) La segunda curva se realizd en presencia de desmetilimipramina
0,33 M, que se agregd al medio de incubacidén 30 min antes, n = 10.

C) 1Igual que en B), pero la desmetilimipramina se empled en concen-

tracién 3,3 M, n = 10.
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Ordenadas: Contraccidon de la membrana nictitante como porcentaje de la
maxima respuesta obtenida en la primera curva.

Abscisas: Concentracion molar de metoxamina.

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos
indicado en A), B) y C).
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desmetilimipramina 3,3 wM (15,3 + 1,4 g) no difirid significativamente del maxi
mo obtenido en condiciones control (17,3 + 1,4 g).

De la figura 12 C se desgrende, por lo tanto, que la desmetilimiprami-
na, en la concentracidn mas alta ensayada, se comportd como un bloqueante de los

receptores a-adrenérgicos.

e) Fn presencia de antaponistas colin@rgicos

Noon y cols., (1975) concluyeron que la estimulacidn preganglionar del
ganglio cervical superior del conejo libera noradrenalina de terminales nervio-
s0s y que esa liberacidn es independiente de las vias colinérgicas que arriban
al ganglio porque, en sus condiciones experimentales, no era bloqueada ni con el
antagonista nicotinico curare, ni con el antagonista muscarinico atropina.

En la figura 13 puede observarse que en el ganglio cervical superior
del gato tanto el bloqueante nicotinico hexametonio como el bloqueante muscarini
co atropina disminuyeron en forma significativa la liberacién de 3H—NA provocada
por estimulo eléctrico preganglionar y que esta disminucidn se encuentra en rela
cidn directa respecto de la concentracidn de ambos antagonistas, sobre todo el ni
cotinico. Los resultados presentados en la figura 13 sugieren, por lo tanto, que
en el ganglio cervical superior del gato la liberacidn de noradrenalina provoca-
da por el estimulo preganglionar esta relacionada de alguna manera con vias coli

nérgicas.

3.2.2. Liberacidn de 3H-noradrenalina por acetilcolina exégena

Con el objeto de investigar si, en nuestras condiciones experimentales,
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FIGURA 13

Liberacion de 3H-NA provocada por la estimulacion elé@ctrica preganglionar:

Efecto de antagonistas colinérgicos.

Incubacion: Solacidon de Krebs, 37°C.
Marcacion: 3H-NA 5 wCi/ml, 30 min.
Estimulacidn: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 ‘min.

Drogas: Se agregaron al medio de incubacidn 25 min antes y durante la
segunda (EZ) estimulacion ( HEX.: hexametonio; ATR.: atropina).
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Ordenada (Esc. log.): Los cocientes E2/E1 obtenidos en presencia de los

antagonistas (barras rayadas) se comparan con el control respectivo
(barra abierta).

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES del nimero de
experimentos indicado sobre las barras.

* p < 0,001 respecto del control.
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la liberacién de noradrenalina provocada por el estimulo nervioso se debia a una
accion liberadora de la acetilcolina enddgena, en forma semejante a lo descripto
para la liberacion de catecolaminas en la médula adrenal (Douglas y Rubin, 1961),
se estudid el efecto de la acetilcolina exdgena sobre el ganglio previamente mar-
cado con noradrenalina tritiada (ver 2.3.4.).

Los resultados obtenidos para este grupo experimental se muestran en
la figura 14. En esta figura puede observarse que la acetilcolina exdgena, en
concentracion 100 uM, provoecd la liberacidn de 3H—NA y que esta accidon liberado
ra de la acetilcolina se asemeja de alguna manera a la del estimulo el&ctrico pre
ganglionar, puesto que también fue dependiente del Ca++ extracelular.

Estos datos sugieren, por lo tanto, que la liberacidén de noradrenalina
producida en respuesta al estimulo preganglionar, podria ser mediada por acetil-

colina proveniente de las fibras preganglionares colinérgicas.

3.2.3. Liberacion de 3H-aceti1colina‘ppr estimulo eléctrico del nervio preganglionar

La liberacidn de acetilcolina que se produce en los ganglios simpaticos
a partir de terminales colinérgicos (Perry, 1953) y su participacién como mediador
quimico de los impulsos que se transmiten a través de las sinapsis ganglionares,
fueron ya mencionados (Introduccidn) como hechos perfectamente conocidos. Sin embar
go, ain no se ha podido dilucidar como se relacionan o en qué forma interaccionan la
acetilcolina y la noradrenalina a nivel de la transmisidn ganglionar. Con el objeto
de investigar posibles interacciones entre ambos neurotransmisores en el ganglio
simpatico del gato, se emplearon trazadores radiactivos para la acetilcolina (ver
2.3.2.) y se estudid su liberacidn provocada por estimulacién elé&ctrica preganglio-

nar (ver 2.3.3.).



FIGURA 14

Liberacion de 3H—NA por acetilcolina exbgena y su dependencia

del Ca++ extracelular.

Incubacidn: Solucién de Krebs, 37°C.
Marcacidn: “H-NA 5 1Ci/ml, 30 min.

Estimulacidén: ACh 100 M durante 1l min (Simultaneamente y 10 min antes,
se ‘agregd eserina 3,08 M).

Ca++' Se omitidé del medio de incubacidn 45 min antes de efectuar
el primer pulso de ACh y se restaurd 45 min antes del

segundo.

20

nCi/ 100 mg6

Ach (10 uM) Ach({100pM)
L——  Krebs sin Ga* —— L—— 26mM cact, ——

Ordenada : Nanocuries por 100 miligramos de tejido y por minuto, presentes en
5 muestras anteriores y 5 muestras posteriores a cada pulso.

Barras abiertas: liberacidn basal.
Barras rayadas : aumento sobre los valores basales provocado por la ACh.

Abscisa : Tiempo en minutos. ++ 1 min.

Los datos mostrados representan la media + ES de 5 experimentos.
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a) Control

En la figura 15 se representan los valores de liberacidn espontanea
de acetilcolina tritiada (3H—ACh) y los aumentos de la liberacion provocados
por tres estimulaciones sucesivas. Puede observarse que la liberacién espon-
tanea de tritio disminuyd en forma semejante a lo ya descripto para la libera
cidn espontanea de 3H—NA (ver 3.2.1. a). Es decir, después de una caida ini-
cial rapida durante los primeros 60 minutos de lavados, la liberacién de radiac
tividad decae con una pendiente menor que se conserva hasta el final del experi
mento. Esta ultima representa la liberacidn espontanea de 3H—acetilcolina
ﬂAdler—Graschinsky y cols., 1980).

Fn la figura 16 A se observa que aunque la respuesta del tejido dis-
minuyd después de la primera estimulacidn (El)’ las respuestas a estimulaciones
posteriores (E2 y E3) tuvieron magnitudes similares. Estos resultados indican,
por lo tanto, que la capacidad del tejido para responder a la estimulacidn eléc
trica se mantiene aproximadamente constante a partir de la segunda estimulacién.
A este respecto puede verse en la figura 15 B que los cocientes entre liberacio-

nes fraccionales de estimulaciones sucesivas tuvieron valores similares.

b) En presencia de noradrenalina exdgena.

Es un hecho conocido que las catecolaminas producen potenciales inhibi
torios en los ganglios simpaticos. Dun y Nishi (1974) realizaron determinacio-
nes electrofisioldgicas en el ganglio cervical superior del conejo y sugirieron
que la accidén hiperpolarizante de las catecolaminas podria estar mediada a través
de una inhibicién de la liberacién de acetilcolina a partir de los terminales coli

nérgicos ganglionares. Esta posibilidad se investigdé en el ganglio cervical supe-
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FIGURA 15

Aumento en la liberacion basal de 3H-—ACh provocado por la estimulacidn

eléctrica preganglionar.

Incubacién: Solucién de Krebs, 37°C.
( 30 min después de la marcacidn y hasta el final del experimento

se agregd eserina en concentracidén 3,08 M ).

Marcacidn: 3H-colina 10 wCi/ml, 30 min.

Estimulacién: 5 pulsos por seg, 40 V, 2 mseg, durante 5 min.
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Ordenada (Esc. log.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido.

Barras abiertas: liberacidn basal.
Barras rayadas : aumento sobre los valores basales provocado por el

estimulo.

. . . . 3 .
Abscisa : Tiempo en minutos después de la marcacién con “H-colina.

Los rectangulos inferiores sefialan los periodos de estimulacidn.

Los datos mostrados representan la media + ES de 6 experimentos.
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FIGURA 16

Liberacion fraccional de 3H-ACh provocada por la estimulacidn eléctrica

preganglionar.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 15.
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Ordenadas (Esc. log.): A) Liberacion fraccional de 3H-ACh expresada como
fraccion del contenido tisular ( LF x 10-5 ) en el momento de efectuar la

estimulacidn.

B) Cocientes entre las LF x 10-'5 obtenidas en el
segundo (Ez) y en el tercer (E3) estimulo y la obtenida en el primer (El)

estimulo.

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES de 6 experimentos.
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rior del gato utilizando métodos farmacoldgicos. A tal efecto, el ganglio se
marcd con colina tritiada (ver 2.3.2.) y se estimuld preganglionarmente en pre-
sencia de noradrenalina (1-NA) exdgena (ver 2.3.3.).

En la figura 17 se representan los resultados obtenidos. Puede verse
en esta figura que la l-noradrenalina exdgena, en concentracidn 3,1 uM, causd
una disminucién significativa en la liberacidn de 3H—acetilcolina provocada por
estimulo eléctrico del nervio preganglionar. La concentracidon menor de 1-NA
(0,31 M) disminuyd la liberacidn de tritio por estimulo nervioso en dos de los
seis experimentos realizados; sin embargo, el valor promedio de los cocientes
entre liberaciones fraccionales no difirib significativamente del control res-

pectivo.

c) En presencia de antagonistas colinérgicos.

En el ganglio cervical superior del gato, la liberacién de noradrena
lina provocada por estimulo elé@ctrico preganglionar mostrd estar relacionada con
vias colinérgicas de acuerdo con las siguientes evidencias: la acetilcolina exd-
gena fue capaz de liberar 3H—NA y adema@s, la liberacidn de 3H--NA causada por es-
timulo eléctrico disminuyd en presencia de bloqueantes colinérgicos.

En relacién con la segunda evidencia se pensd que la menor liberacidn
de 3H-NA podia deberse a que los antagonistas colinérgicos actuaran disminuyendo
la liberacidon de acetilcolina desde los terminales colinérgicos. Para investigar
esta posibilidad, se ensayd el efecto de bloqueantes colinérgicos sobre la libera
cidn de 3H-ACh provocada por la estimulacidn de ganglios marcados con colina tri-
tiada (ver 2.3.3.). Los anticolinérgicos ensayados fueron el hexametonio y la

atropina y se emplearon en las concentraciones que disminuyeron la liberacidn de
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FIGURA 17

Liberacion de 3H--ACh provocada por la estimulacién eléctrica preganglionar:

Efecto de la noradrenalina exdgena.

Incubacién: Solucidén de Krebs, 37°C.
( 30 min después de la marcacidén y hasta el final del experimento
se agregd eserina en concentracidn 3,08 M ).
Marcacionm: 3ll-colil:m 10 uCi/ml, 30 min.

Estimulacidn: 5 pulsos por seg, 40 V, 2 mseg, durante 5 min.

1-NA: Se agregd al medio de incubacidn 25 min antes y durante la
segunda ( 0,31 uM) y/o la tercera ( 3,1 yM ) estimulacion.
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Ordenada (Esc. log.): Los cocientes I-:“/I-:l obtenidos en presencia de 1-NA

(barras rayadas) se comparan con sus equivalentes obtenidos en condiciones
control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES de 6 experimentos.

* p < 0,025 respecto del control.
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3H—NA por estimulo. Los resultados se representan en la figura 18. En ésta
puede observarse que el antagonista muscarinico atropina provocé una disminucidn
significativa en la liberacidn de 3H-ACh, mientras que el bloqueante nicotinico
hexametonio no la modificéo.

Estos resultados sugieren, por lo tanto, que la inhibicidon causada por
el hexametonio sobre la liberacidn de 3H-NA provocada por estimulo nervioso, se
deberia a un efecto directo de esta droga anticolinérgica sobre las estructuras
que liberan noradrenalina, mientras que la inhibicidon causada por la atropina se
deberia a un efecto indirecto, es decir, el bloqueante muscarinico actuaria inhi
biendo la liberacidn de acetilcolina y en consecuencia también disminuiria la 1li

beracidn de noradrenalina.

3.2.4. Efecto de drogas sobre la liberacion espontdnea de 3H—noradrenalina;y

de 3H-acetilcolina.

Determinaciones electrofisioldgicas realizadas en terminales nerviosos
autdnomos periféricos, tanto noradrenérgicos (Smith y Winkler, 1972) como coli-
nérgicos (Schmidt, 1978), indican que &stos poseen una actividad basal y como con
secuencia de ella liberan los neurotransmisores respectivos en forma espontanea.

De acuerdo con los resultados mostrados mas arriba, el ganglio cervical
superior del gato también presentd liberacidn espontanea tanto de 3H-noradrenalina
(ver 3.2.1.a) como de 3H—acetilcolina (ver 3.2.3.a). En consecuencia, se conside-
rd oportuno analizar si las drogas empleadas en los ensayos sobre liberacidn de
3

H-NA y/o de 3H-ACh por estimulo preganglionar, presentaban alguna accidon sobre la

liberacién basal de los neurotransmisores mencionados.
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FIGURA 18

Liberacidn de 3H-ACh provocada por la estimulacidn eléctrica preganglionar:

Efecto de antagonistas colinérgicos.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 17. Los
antagonistas colinérgicos empleados fueron el hexametonio (HEX.) y la atropina
(ATR.). Estos se agregaron al medio de incubacién 25 min antes y durante la
tercera estimulacién.
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Ordenada (Esc. log.): Los cocientes E3/E1 obtenidos en presencia de los

bloqueantes colinérgicos (barras rayadas) se comparan con el cociente
equivalente del control (barra abierta).

Los datos mostrados representan la media geométrica + ES del nimero de
experimentos indicado sobre las barras.

®* p < 0,001 respecto del control.



a) Liberacion esponténea de 3H-noradrenalina

En las figuras 19 A, 19 B y 19 C se muestran los resultados obtenidos
con las concentraciones mayores de las distintas drogas ensayadas. Puede verse
que la liberacidn espontanea de 3H-NA no se modificd cuando se agregaron las dro
gas a la solucidén de Krebs. Las otras concentraciones ensayadas, no mostradas
en la figura 19, tampoco modificaron la liberacidn basal de noradrenalina tritia
da.

b) Liberacidn esponténea de 3H-acetilcolina

Tal como se muestra en la figura 20, la liberacion basal de 3H—ACh

tampoco fue modificada por las drogas ensayadas.

3.3. CONTENIDO TISULAR ENDOGENO DE NORADRENALINA

Control y efecto de drogas.

El contenido enddgeno del neurotransmisor adrenérgico es mantenido
dentro de un nivel constante como resultado del equilibrio existente entre las
velocidades de sintesis y de degradacidn o de utilizacidon (Weiner, 1970). Sin
embargo, algunas drogas pueden desplazar este equilibrio interfiriendo con los
mecanismos mencionados. Por lo tanto, se considerd de interé@s analizar si las
drogas ensayadas produjeron alguna modificacidn en el contenido tisular de nora
drenalina.

En la tabla II se resumen los resultados obtenidos cuando se determi-
nd el contenido de noradrenalina (ver 2.4.) en los ganglios utilizados en los
experimentos de liberacidn de neurotransmisores por estimulo eléctrico. En
esta tabla puede apreciarse que, aunque algunas de las drogas mostraron una ten

dencia a disminuir el contenido tisular de NA, sin embargo, ninguna de ellas lo
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Liberacidn esponténea de 34-NA: Efecto de agonistas y de antagonistas

a-adrenérgicos.

Incubacidén: Solucidn de Krebs, 37°C.

Marcacion: 3H—NA 5 wCi/ml, 30 min.

Drogas: Se agregaron el medio de incubacidn, por un periodo de 25 min,

105min y/o 155 min luego de la marcacidn.
CLON.: clonidina; MET.: metoxamina; FBA: fenoxibenzamina;
FENT.: fentolamina.
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Ordenada (Esc. log.): Liberacidn de 3H-NA expresada como fraccidn del

contenido tisular ( LF x 10-2 ) para cada muestra.

Barras abiertas: en ausencia de drogas.
Barras rayadas : en presencia de drogas.

Abgcisa : Tiempo en minutos. H 5 min.

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos
indicado sobre las barras.
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FIGURA 19 B

Liberacion espontanea de 3H-NA: Efecto de inhibidores de la captacidn

de noradrenalina.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 19 A. Las
drogas empleadas en este caso fueron la cocafna (COC.) y la desmetilimipramina

(DES.).
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Ordenada (Esc. log.): Liberacién de 3H-NA expresada como fraccidn del

contenido tisular ( LF x 10-2) para cada muestra.

Barras abiertas: en ausencia de drogas.
Barras rayadas : en presencia de drogas.

Abscise : Tiempo en minutos. ¥ 5 min.

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos
indicado sobre las barras.
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FIGURA 19 C

Liberacion espontanea de 3H-NA: Efecto de antagonistas colinérgicos.

El protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 19 A. Las
drogas empleadas en este caso fueron el hexametonio (HEX.) y la atropina
'(Am. ) *

v
Py
o
o
-—
o
-—
o
~—
o
-

~
LR
—
_h
h
L
'

LF x 192
INEEBSSEENI
JI1 771777
[ 11117777

JTIIIIIIH

[ L]]
ISESNNeN

CONTROL HEX. Q01mM HEX. 1mM ATR. 001uM  ATR. 1M

Ordenada. (Esc. log.): Liberacidn de 3H-NA expresada como fraccion del

contenido tisular ( LF x 10 -2 ) para cada muestra.

Barras abiertas: en ausencia de drogas.
Barras rayadas : en presencia de drogas.

Abscisa : Tiempo en minutos. "' 5 min.

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos
indicado sobre las barras.



72

FIGURA 20

Liberacién espontdnea de SH-ACh: Efecto de antagonistas colinérgicos y

de la noradrenalina exdgena.

Incubacidén: Solucién de Krebs, 37°C, con agregado de eserina en concentracion
3,08 uM.

Marcacién : “H-colina 10 yCi/ml, 30 min.

Drogas : Se agregaron al medio de incubacidn, por un perfodo de 25 min,
155 min luego de la marcacionm.

HEX.: hexametonio; ATR.: atropina; 1-NA: noradrenalina.

3 (6) (6) (4) (4)
~ 2
-
x ’l 111
(VY -
- LT
1 ~ E@
CONTROL [-NA 31uM HEX 0,01 mM ATR. 001 pM

Ordenads (Esc. log.): Liberacidn de 3H-ACh expresada como fraccidn del

contenido tisular ( LF x 10-2 ) para cada muestra.

Barras abiertas: en ausencia de drogas.
Barras rayadas : en presencia de drogas.

Abscisa : Tiempo en minutos. "' 5 min.

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos
indicado sobre las barras.
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TABLA 11

Contenido tisular enddgeno de noradrenalina: Efecto de las distintas

drogas ensayadas.

Incubacidn: Solucidén de Krebs, 37°C.
Marcacidm : 3H-NA 5 uCi/ml & 3H-colina 10 uCi/ml, 30 min.
NA enddgena: Al finalizar los experimentos de liberacién de neurotransmisores,

los ganglios fueron empleados para determinar el contenido tisular
de noradrenalina.

Concentracidn
Experimento n de droga NA enddgena
(1) (ug MA, oo

Control 8 - - 3,92 + 0,22
Clonidina 5 0,01 4,62 + 0,83
Metoxamina 4 12,0 2,75 + 0,71
Fenoxibenzamina 5 2,9 5,58 + 1,26
Fentolamina 6 3,1 3,50 + 1,09
Cocaina 9 8,8 4,06 + 0,90
Desmetilimipramina 6 3,3 4,30 + 0,96
Hexametonio 5 1000,0 4,03 + 0,29
Atropina 3 1,0 2,83 + 0,84
1-Noradrenalina 6 3,1 4,44 + 0,69
Eserina 6 3,08 4,07 + 0,50

Los datos mostrados representan la media + ES del nimero de experimentos (n).
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modificd en forma significativa.

Por otra parte, si se compara la NA enddgena determinada en los ganglios
que fueron estimulados en condiciones control (tabla II) con la determinada en los
ganglios no estimulados ni tratados con drogas (tabla I), puede concluirse que la

estimulacion eléctrica tampoco modificd el contenido tisular de noradrenalina.

3.4. DISTRIBUCION METABOLICA de la 3H-NORADRENALINA

Las enzimas metabolizantes de la noradrenalina producen a partir de &sta
cinco metabolitos (ver fig. 2 y 2.5.). En los terminales nerviosos adrgnérgicos
periféricos la distribucidon metabdlica de la NA presenta, en términos generales ,
diferencias caracteristicas si se comparan la producida durante la liberacidn es-
pontdnea con la resultante en la liberacidén por estimulo (Langer, 1974). Por lo
tanto, se considerd de interés analizar la distribucidn metabdlica de 1la 3H-nora-
drenalina bajo los tres aspectos siguientes: liberacidon espont@nea, liberacidn
por estimulo eléctrico y retencidon tisular. Los resultados obtenidos al respecto
se resumen en la figura 21.

El andlisis de la radiactividad liberada espontaneamente (fig. 21 A)
did como resultado un 20% de 3H-NA. Los principales metabolitos fueron la frac-
cion de O-metilados deaminados que representd el 507 y el glicol deaminado (DOPEG)
que constituyd el 25% de la radiactividad total liberada.

La radiactividad liberada por estimulo eléctrico (fig. 21 B) consistid
principalmente de 3H—NA sin metabolizar (70Z). El glicol deaminado DOPEG repre-
sentd la principal fraccion metabdlica del tritio liberado por estimulo.

Finalmente, el tritio remanente en el tejido (fig. 21 C) fue principal-

mente el correspondiente a la 3H-NA sin metabolizar (817%).
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FIGURA 21

Distribucidon metab8lica de la noradrenalina

Incubacidn: Solucion de Krebs, 37°C.
Marcacion : 3H-NA 5 uCi/ml, 30 min.

Estimulacién: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 min.
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Ordenada : Radiactividad de cada fraccion metabdlica expresada como porcentaje
del total.

A) Liberacion esponténea en las muestras recogidas 80 min después de
marcar el tejido.

B) Aumento de la liberacidn sobre el nivel basal provocado por el estimulo.

C) Tritio retenido en el tejido al final del experimento (205 min después
de marcar el tejido).

[]: 3u-na; NE 3u-nom-:c;: 3u-nom;‘]]ﬂ]]: Jh-ompa (VMA + morEG) ; [ : 3H-NMN.

Los datos mostrados representan la media + ES de 6 experimentos.
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4.1. DISCUSION

4.1.1.Captacidn de noradrenalina tritiada.

Hamberger y cols. (1964) describieron que la neurona adrenérgica, en
su totalidad, posee la propiedad de captar y de concentrar noradrenalina y dopa
mina y sugirieron que el mecanismo de captacidon y/o de concentracidn de aminas
operaba tanto en los terminales nerviosos como en los axones y dendritas de 1la
neurona postganglionar.

Los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo demues
tran que la noradrenalina tritiada es almacenada por el ganglio cervical superior
(G.C.S.) aislado del gato y posteriormente liberada espontaneamente por estimulo
nervioso preganglionar.

El hecho que la captacion de 3H-NA fuera inhibida por la cocaina y por
la desmetilimipramina sugiere la existencia de una bomba de membrana (Hillarp y
Malmfors, 1964) que seria la responsable de la acumulacidén de noradrenalina en

el tejido ganglionar.

4.1.2.Estructuras ganglionares involucradas en los fendmenos de captacidn y de

liberacion de noradrenalina tritiada.

De acuerdo con estudios morfolégicos realizados por varios autores, en
el tejido ganglionar existen tres estructuras que pueden estar involucradas en
los fendmenos de captacidn y de liberacién de 3H—noradrenalina:

a) la interneurona o célula SIF (Libet, 1970)
b) los terminales nerviosos adrenérgicos descriptos por Noon y cols. (1975).

c) las dendritas de la neurona postganglionar (Jacobowitz, 1970).
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En el G.C.S. del gato la interneurona contiene dopamina (Bj8rklund
y cols., 1970). Aunque la noradrenalina puede ser captada tanto por estructu
ras noradrenérgicas como dopaminérgicas, se ha descripto que la desmetilimipra
mina inhibe selectivamente el proceso de captacidn de catecolaminas en neuro-
nas noradrenérgicas y que en las concentraciones empleadas en este trabajo no
afecta la captacion de noradrenalina o de dopamina en estructuras dopamiﬁérgi—
cas (Carlson y cols. 1966; Coyle y Snyder, 1969; Horn y cols, 1971). Por lo
tanto, la inhibicidn de la captacion de 3H-NA causada por la desmetilimipramina
en el ganglio del gato sugiere que este fendomeno ocurre en estructuras noradre-
nérgicas mas que en dopaminérgicas.

Por otra parte, aunque las cé&lulas SIF fueron descriptas para los
ganglios simpaticos de todos los mamiferos estudiados (Norberg y SjHqvist, 1966;
Jacobowitz, 1970; Olson, 1967; Hervomen y Kanerva, 1972; Chiba y cols., 1975),
la poblacidén de células SIF en el ganglio del gato es muy escasa comparada con
la de otras especies (Chiba y Williams, 1975).

En consecuencia, los resultados presentados sugieren que los termina-
les nerviosos adrenérgicos propuestos por Noon y cols. (1975) o las dendritas
de la neurona postganglionar serian los posibles sitios donde se verifica la
acumulacidn de 3H-NA y su liberacién por estimulo eléctrico preganglionar en el
ganglio cervical superior del gato.

En varios trabajos se ha descripto la existencia de una.intrincada red
de fibras adrenérgicas en el ganglio cervical superior (Jacobowitz, 1970; Erlnko,
1978). Segin la especie analizada existe la posibilidad que algunos terminales
de axones postganglionares simpaticos no salgan del ganglio o que salgan y luego

emitan colaterales hacia el ganglio. Estas fibras adrenérgicas representan pro-
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bables sitios donde se verificaria la liberacidn de noradrenalina. Sin embargo,
la proporcidn de 3H-NA s8in metabolizar liberada tanto esponténeamente como por
estimulo preganglionar del ganglio del gato fue dos veces mayor que la registra-
da para los terminales nerviosos postganglionares presentes en la membrana nicti
tante del gato (Luchelli-Fortis y Langer, 1975), que provienen del ganglio cervi
cal superior.

El analisis del destino metabdlico seguido por la noradrenalina en el
G.C.S. del gato y en la membrana nictitante del gato indica que las estructuras
noradrenérgicas que almacenan y liberan 3H-NA en el ganglio no se comportan en
igual forma que los terminales nerviosos de las sinapsis neurocefectoras. La pro
porcién de metabolitos deaminados observada en el ganglio resultd menor que la
descripta para la membrana (Luchelli-Fortis y Langer, 1975). Aunque esta diferen
cia sugiere una menor actividad de la monoaminooxidasa en el ganglio, Stefano y
Filinger (1978) describieron que la actividad de esta enzima es casi idéntica en
ambos tejidos.

Filinger y Rubio (1976) observaron que 40 horas después de administrar
6-OH-dopamina a gatos adultos no se modificd ni el contenido enddgeno de NA en el
ganglio ni la liberacidon de 3H--NA provocada por concentraciones elevadas de K+.
La simpatectomia quimica con 6-OH-dopamina provoca la destruccidn selectiva de tegy
minales nerviosos adrenérgicos sin dafiar los cuerpos celulares (Tranzer y Thoenen,
1968). Por lo tanto, de acuerdo con las observaciones de Filinger y Rubio, una
proporcion importante de la NA presente en el G.C.S. del gato estaria localizada
en los cuerpos celulares de las neuronas postganglionares y ademas, la 3H—NA libe
rada por K+ provendria de dendritas y no de terminales nerviosos. En las presen-
tes condiciones experimentales la estimulacion preganglionar del ganglio cervical

superior provocaria un fendmeno semejante. En consecuencia las dendritas de la
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neurona postganglionar parecen ser los sitios probables donde se almacena y

libera NA en el ganglio cervical superior del gato. En apoyo de esta hipotesis
Giacobini y cols. (1970) encontraron, en el ganglio cervical superior del gato,
que- las catecolaminas se encuentran principalmente en los cuerpos celulares de

las neuronas postganglionares.

4.1.3.Caracteristicas de la liberacién de noradrenalina

La liberacidn de noradrenalina tritiada provocada por el estimulo
eléctrico preganglionar del G.C.S. del gato resultd dependiente del Ca++ extra
celular. Este hecho sugiere la participacién de un mecanismo de exocitosis
(Boullin, 1967; Douglas, 1968; Rubin, 1970) en la liberacidon del neurotrans-
misor adrenérgico.

Ademas, el andlisis de las fracciones metabdlicas de la radiactividad
liberada por estimulo eléctrico mostrd que el tritio liberado correspondid en
forma predominante a la 3H—NA sin metabolizar, a pesar de la alta proporcidn de
metabolitos observada en el eflujo espontaneo. Este hecho sugiere que la libe-
racion de noradrenalina provocada por el estimulo se produjo a partir de granulos
o vesiculas. En relacidn con esto se ha descripto que la reserpina depleciona
el contenido enddgeno de NA en el G.C.S. (Trendelemburg, 1961; Fischer y Snyder,
1965; Hamberger y cols., 1964). Cabe mencionar que Geffen y cols. (1976), re-
firieron que en las dendritas de la sustancia nigra, la despolarizacidn con con-
centraciones elevadas de K+ provoca una liberacion Ca++—dependiente de 3H—DA 1o
que sugiere que la liberacidn de neurotransmisores por un mecanismo exocitdtico

no estaria restringido a los terminales axonales.



80

La liberacidn de 3H-NA provocada por el estimulo eléctrico preganglio-
nar fue disminuida por los agonistas a-adrenérgicos clonidina y metoxamina y au
mentada por los antagonistas a-adrenérgicos fenoxibenzamina y fentolamina. Estos
resultados sugieren que en el G.C.S. del gato opera un mecanismo regulatorio de
retroinformacion negativa, mediado por receptores a, semejante al que fuera des-
cripto para los terminales nerviosos de varias preparaciones periféricas (Langer,
1977; Starke, 1977).

Boonyviroj y cols. (1977) observaron que en las células cromafines de
la mé&dula adrenal de la rata el agonista a-adrenérgico fenilefrina disminuye la
liberacidn exocitdtica de catecolaminas y de dopamina-B-hidroxilasa, lo que su-
giere que la inhibicidn de la liberacidn de NA a través de la activacién de re-
ceptores @ no estd restringida a terminales nerviosos.

El aumento inducido por la fenoxibenzamina en la liberacidn de 3H—NA
provocada por el estimulo preganglionar del ganglio cervical superior del gato,
representd 88lo un 40% del aumento provocado por este bloqueante a en la libera
cidén de NA a partir de terminales nerviosos de la membrana nictitante del gato.
En esta dltima preparacidn una concentracidn similar de fenoxibenzamina aumenta
5 veces la liberacién de 3H—NA por estimulo nervioso postganglionar a 10 pulsos
por segundo (Enero y cols., 1972), lo que indicaria que el mecanismo regulatorio
a-presinaptico es mas eficiente en los terminales nerviosos que en las dendritas
de la neurona postganglionar.

Por otra parte, de acuerdo con los resultados del presente trabajo, la
concentracidon de clonidina requerida para disminuir la liberacidn de 3H—NA pro-
vocada por estimulo del nervio cervical superior fue mucho menor que la concentra

cidén equiefectiva de metoxamina. A este respecto, distintas evidencias experimen
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tales indican que la clonidina es un agonista selectivo para receptores a del
tipo presinaptico, mientras que la metoxamina activa preferentemente receptores
a postsinapticos (Starke y cols., 1974, y 1977). Estas observaciones sugieren
que los receptores a adrené@rgicos implicados en la liberacidn de 3H—NA a partir
de dendritas de la neurona postganglionar en el ganglio cervical superior del
gato se comportan farmacoldgicamente como receptores presinidpticos. En apoyo
de esta teoria puede mencionarse que recientemente Brown y Caulfield (1979),
observaron que los receptores que median la respuesta hiperpolarizante en el
ganglio cervical superior de la rata son del tipo 0, 0a presinaptico.

El efecto inhibitorio de la metoxamina sobre la liberacidn de NA por
estimulo mostrd tener una relacidn directa con la concentracidn de la dfbga.
Por el contrario en el caso de la clonidina las concentraciones mas elevadas
no modificaron la liberacidn de 3H-NA por estimulo mientras que la menor con-
centracion (0,001 M) la disminuyd significativamente. Este hecho puede expli
carse considerando que la clonidina se caracteriza por ser un agonista parcial
(Goodman y Gilman, 1975; Medgett y cols., 1978; Pelayo y cols., 1980). Es
decir, que en las concentraciones mas altas empleadas en este trabajo, la clo-
nidina se comportaria como un antagonista a-adrenérgico y, por lo tanto, tende-
ria a aumentar, mas que a disminuir, la liberacion de 3H—NA por estimulacién
nerviosa.

Con respecto al aumento en la liberacidn de 3H—NA por estimulo pre-
ganglionar provocado por la desmetilimipramina (3,3 uM), &ste se deberia al
bloqueo de los receptores a-adrenérgicos mas que a la inhibicidén de la capta-
cidén neuronal. Esta conclusidn se basa en la observacidn que ni la cocaina, ni

la concentracidn de desmetilimipramina que no antagonizdé las respuestas de la
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membrana nictitante a la metoxamina, aumentaron la liberacion de tritio provoca-
da por el estimulo del nervio cervical superior.

El efecto bloqueante a de concentraciones altas de desmetilimipramina
también fue observado por McCullock y Story (1972) en la arteria aislada de la
oreja del conejo. Por su parte, U'Prichard y cols. (1978) refirieron que, en el
cerebro de rata, los antidepresivos triciclicos compiten d¢on los antagonistas a-
adrenérgicos por el mismo sitio de unidn y Svenson y Usdin (1978) sugirieron que
la inhibicidn provocada por los antidepresivos tricfclicos en las neuronas nora-
drenérgicas del cerebro de rata es mediada a través del bloqueo de receptores a-
adrenérgicos presinapticos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son compatibles con la
teoria que la liberacidn de 3H—NA provocada por estimulo preganglionar del gan-
glio cervical superior del gato es regulada a través de un mecanismo de retroin-
formacion negativa mediado por la activacidn de receptores a de tipo presinaptico.
Estas evidencias sugieren,ademas, que este mecanismo regulatorio para la libera-
cidn de NA por estimulo no se restringe a terminales nerviosos sino que también

se verifica en las dendritas de la neurona postganglionar adrenérgica.

4.1.4.Accidén de la acetilcolina sobre la liberacidn de noradrenalina.

La liberacién de 3H-NA provocada por el estimulo preganglionar puede
ser el resultado de un efecto despolarizante directo sobre las dendritas de 1la
neurona postganglionar, pero puede deberse también a un efecto indirecto mediado
_por la acetilcolina enddgena que se libera como consecuencia de la estimulacidn
del tronco preganglionar. El efecto liberador de la acetilcolina seria semejan-

te al descripto para la liberacidon de adrenalina en la glandula adrenal del gato
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(Douglas y Rubin, 1961).

En nuestras condiciones experimentales la incubacidn con ACh provocd
la liberacidn de 3H-NA en forma Ca++—dependiente. Este hecho sugiere que la
ACh enddgena promoveria la liberacidn Ca++—dependiente de NA observada durante
la estimulacidén eléctrica preganglionar, al actuar sobre las dendritas de la
neurona postganglionar, probablemente favoreciendo la entrada de calcio
(stallcup, 1979).

Por otra parte, se observé que el bloqueo de los receptores colinér-
gicos con hexametonio y con atropina redujo la liberacidn de 3H—NA provocada
por el estimulo nervioso sin afectar la liberacién espontanea de noradrenalina.

Recientemente Greene y Rein (1978) observaron que la estimulacidn de
receptores nicotinicos y muscarinicos en células disociadas de ganglios simpé-
ticos de embridén de pollo provoca la liberacidon de 3H-NA en forma C§++-depen—
diente, Ademas, de acuerdo con resultados obtenidos ﬁﬁr Guiorguieff y cols.
(1977), el bloqueante muscarinico atropina y al bloqueante nicotinico pempidina
antagonizan la liberacién Ca++—dependiente de 3H-dopamina provocada por la ACh
en la corteza del estriado de la rata. Estos autores concluyeron que existfan
receptores colinérgicos excitatorios de tipo nicotinico y de tipo muscarinico
en los terminales dopaminérgicos del estriado.

De acuerdo con nuestros resultados experimentales, existiria la posi-
bilidad que la ACh enddgena active receptores colinérgicos, tanto nicotinicos
como muscarinicos, en la neurona postganglionar y de esta manera provoque la
liberacidn Ca++-dependiente de noradrenalina en el ganglio del gato.

Sin embargo, a pesar que el efecto del hexametonio sobre la liberacidn

de 3H-NA parece ser el resultado de su interaccidn con receptores nicotinicos



localizados en las dendritas postganglionares, la disminucién causada por la
atropina en la liberacién de 3H—NA puede ser atribmida a la menor cantidad de
ACh endogena que llega a la neurona postganglionar. Estas observaciones sugie
ren que la activacidn de receptores nicotfnicos por accién de la ACh enddgena
despolariza las dendritas y que esta despolarizacifn provoca la liberacién de
noradrenalina. Con respecto a la accidon de la atropina sobre la liberacibn de
3H-ACh a partir de las fibras preganglionares, es necesario realizar mas estu-
dios para determinar si es mediada a través de receptores muscarinicos facili-
tatorios presindpticos o si estd involucrado otro mecanismo de accidn.

Cabe destacar que, de acuerdo con los estudios realizados en los
dltimos afos, la liberacidn Ca++—dependiente de noradrenalina puede ser regula
da a través de la activacidén de distintos receptores. Las evidencias presen-
tadas en este trabajo son compatibles con la hipStesis que ademas del efecto
liberador referido para la activacidn de los receptores B-adrenérgicos (Adler-
Graschinsky y Langer, 1975) y propuesto para la angiotensina, la serotonina y

la prostaglandina F (Westfall, 1977), la activacidn de receptores colin&r-

2a

gicos nicotinicos también aumenta la liberacidn Ca++-dependiente de NA.

4.1.5.Papel fisiologico de la noradrenalina.

En el ganglio cervical superior del gato marcado {n vitno con 3H—
colina, la liberacidén de radiactividad provocada por el estimulo fue reducida
en un 40% con respecto del control por accién de la 1-NA (3,1 M). La aceidn
inhibitoria de las catecolaminas sobre la liberacidn de ACh fue observada por dis-

tintos autores para el ganglio cervical superior del conejo (Christ y Nishi, 1971;
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Dawes y Vizi, 1973) y del cobayo (Dun y Karczmar, 1977). Por lo tanto, los
resultados obtenidos en el ganglio cervical superior del gato pueden ser con-
siderados como una evidencia adicional acerca de que una fuente enddogena de
catecolaminas media un proceso inhibitorio presindptico en la transmisidn

ganglionar.

4.1.6.Diferencias entre especies .

Cuando se analizan los fendmenos de transmisidén ganglionar es muy
importante tener presente que existen diferencias marcadas entre las distintas
especies. A titulo ilustrativo cabe mencionar los ejemplos que se detallan a
continuacidn:

1) A diferencia de lo encontrado en este trabajo para el G.C.S.
del gato, en el G.C.S. de la rata las catecolaminas no son liberadas en respues-
ta a un estimulo nervioso de 10 pulsos por segundo y el aumento de su sintesis
provocado por la estimulacidén no es afectado ni por el hexametonio ni por la
atropina (Steinberg y Keller, 1978).

2) Estudios histoquimicos realizados en el G.C.S. del conejo (Green-
gard y Kebabian, 1974) y en el de la vaca (Chiba y cols., 1975) revelan que la
incubacidn con dopamina provoca un aumento en el contenido de AMP ciclico que
involucraria la participacidn de células SIF de tipo I. Sin embargo, en el
G.C.S. del gato, luego de la incubacion con dopamina o con noradrenalina no se
modifican los niveles de AMP ciclico (Black y cols., 1974; Williams y cols., 1975).

3) En el G.C.S. del gato las cé&lulas SIF del tipo I, que contienen

dopamina son muy escasas o estan ausentes, mientras que en los ganglios del



conejo y de la vaca son bastante frecuentes (Chiba y Williams, 1975).
Cabe destacar que las observaciones realizadas por Hervonen y
cols. (1979) en los ganglios simpaticos humanos indican que, a semejanza
de lo encontrado para los ganglios del gato (Chiba y Williams, 1975), la
poblacidn de células SIF que contienen dopamina es muy escasa. En conse-
cuencia, el ganglio cervical superior del gato parece ofrecer un modelo

adecuado para estudiar la farmacologia de los ganglios autdnomos.



4.2 .CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo,

se puede concluir lo siguiente (fig. 22):

* En el ganglio cervical superior del gato la ACh liberada por la estimulacién
del tronco preganglionar provoca la liberacidn de NA a partir de las dendritas
de la neurona postganglionar.

* Esta liberacion Ca++-dependiente de NA seria provocada por la activacién de
receptores nicotinicos localizados en las dendritas.

* La liberacidon de NA posee un mecanismo de autorregulacidn por retroinformacidn
negativa mediado por la activacidn de receptores a del tipo presinaptico.

®# La NA liberada de las dendritas postganglionares en el ganglio del gato
parece jugar un papel fisioldgico en la transmisidn ganglionar imhibiendo la

liberacidon de ACh de las fibras preganglionares colinérgicas.




FIGURA 22

Esquema explicativo de las conclusiones

P
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