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l.

1.1. Generalidades sobre el sistema nervioso autónomo

1.1. Anatomía funcional

Tal como fuera propuesto por Claude Bernard (1878) y más tarde por

Cannon(1929), la constancia del medio interno de un organismo es controlada

principalmente por el sistema nervioso vegetativo. Dicho sistema, también

llamado autónomoo involuntario, inerva el corazón, las glándulas y el müscg

lo liso de todos los órganos. De esta manera participa en la regulación de

la temperatura corporal, la circulación sanguínea, el metabolismobasal, la

secreción glandular, la reproducci6n y coordina ademas todos estos procesos

vitales.

El sistema nervioso autónomoconsta de dos partes funcionalmente

distintas y generalmente antagónicas: los sistemas simpático y parasimpático.

En amboscasos las neuronas terminales se localizan fuera del sistema nervig

La agregación de los cuerpos celulares de estas neuronasso central (SNC).

constituye los ganglios autónomos. Las neuronas preganglionares tienen sus

cuerpos celulares en el SNCy sus axones llegan hasta los ganglios. Las ne!

ronas postganglionares tienen sus cuerpos celulares en los ganglios y sus

axones llegan hasta los órganos efectores.

Los dos sistemas autónomosse diferencian entre sí por las tres cg

racterísticas siguientes:

a) El origen de la neurona preganglionar en el SNC.

b) La ubicación topográfica de los ganglios.

c) El transmisor químico que actüa sobre los efectores.



En el sistema nervioso simpático los cuerpos celulares de la neuro

nas preganglionares se encuentran en las regiones torácica y lumbar superior

de la médula espinal. Los axones de estas neuronas salen de la médula por

las raíces ventrales y llegan hasta los ganglios simpáticos localizados a a!

bos lados de 1a médula espinal, en laa regiones torácica, lumbar y sacra. ni

chos ganglios están relacionados por troncos nerviosos y constituyen las ca

denas ganglionares derecha e izquierda. Las neuronas postganglionares envían

sus axones desde los ganglios hacia la cabeza, tórax, abdomeny extremidg

des. Los ganglios del sistema simpático se encuentran relativamente lejos

de los órganos que inervan; por lo tanto, los axones simpáticos postganglio

nares son generalmente muylargos.

En el sistema nervioso parasimpítico, los cuerpos de las neuronas

preganglionares se encuentran en el tallo cerebral y en la médula sacra. Los

axones que parten del tallo cerebral corren por el nervio vago hacia los 6r

ganos del tórax y del abdomeny por los nervios cranealea hacia la cabeza .

Los axones que parten de la médula sacra corren por el nervio pélvico hacia

los órganos de la pelvis. Los ganglios parasimpíticos se encuentran, por

lo tanto, muy cerca de los organos que inervan; en consecuencia, los axones

de las neuronas postganglionares son muy cortos.

En ambossistemas, simpático y parasimpítico, el neurotransmisor

de los axones preganglionares es la acetilcolina (ACh). Sin embargo, se di

ferencian en el transmisor postganglionar, que es la AChpara el parasimpá

tico y la noradrenalina (NA)para el simpático.



1.1.2. Transmisión neurohumoral

En el proceso de transmisión neurohumoral se pueden diferenciar las

dos etapas siguientes:

a) Conducción: Pasaje de un impulso a lo largo de un axón o de una fibra mus

cular.

b) Transmisión: Pasaje de un impulso a través de una sinapsis neuro-neuronal

o de una sinapsis neuro-muscular.

La conducción axonal se fundamenta en las propiedades eléctricas

de 1a membrana. En estado de reposo.1a célula nerviosa posee un potencial

eléctrico que está determinadopor una distribución diferencial de cargas a

ambos lados de la membrana. El lado interno, donde predomina el ión K+ en

equilibrio con cargas negativas fijas, es negativo con respecto al externo,

donde predominan el ión Ns+ y el ión 61-. Esta diferencia de potencial es

mantenida por un proceso activo a través de la acción de una ATPasaNa+-K+

dependiente.

Cuandose produce un estímulo por encima del nivel umbral, se ini

cia un potencial de acción que se caracteriza por un cambio rápido del po

tencial de reposo desde un valor negativo hasta un valor positivo. Esta in

versión del potencial de membrana,o despolarización, se debe a un aumento

en 1a permeabilidad de la membranapara el ión Na+, que fluye hacia el intg

rior en favor de su gradiente de concentración. Luego se produce la repolg

rización, como consecuencia de un aumento de 1a permeabilidad de la membra

na para el ión K+que fluye hacia el exterior favorecido por su gradiente
” ' I .o + + .de concentracion. Finalmente. por accion de una ATPasa Na -K dependiente,



se moviliza el ión Na+hacia el exterior y el ión K+hacia el interior del

terminal nervioso y se restablecen las condiciones que determinan el potencial

de reposo.

Estas corrientes iónicas que se producen en zonas localizadas de 1a

membranaactivan sonas adyacentes; en consecuencia, el potencial de acción se

propaga hacia el terminal axonal. La despolarización del terminal nervioso pro

voca la liberación del neurotransmisor. En este momentose inicia 1a etapa de

transmisión nerviosa que incluye los fenómenossiguientes:

* La liberación del transmisor.

* La combinacióndel transmisor con el receptor postsinóptico.

* La inactivación del transmisor.

Unode los pasos involucrados en la liberación del transmisor es 1a

movilización del ión Ca++hacia el interior del terminal nervioso, donde se ha

postulado que promuevela fusión de las vesículas sinópticas que almacenan el

neurotransmisor con 1a membranacelular. E1 contenido vesicular se descarga

hacia el espacio sinóptico por el proceso llamado exocitosis (Douglas y Rubin,

1961, 1963).

Comoresultado de la interacción del neurotransmisor con el receptor

postsinóptito se genera un potencial postsinóptico. Este seró excitatorio o

inhibitorio según se produzca, respectivamente, despolarización o hiperpolari

zación de la membranapostsinóptica. Consecuentementecon el potencial post

sináptico se desarrolla una respuesta postsinóptica. De acuerdo con 1a natura

leza de 1a estructura postsinóptica. dicha respuesta se traduce por una contrac

ción o por una relajación muscular, o en otros casos, por una modificación en

la secreción de una glándula o en la liberación de un neurotransmisor.



Las respuestas postsinipticas son mediadaspor la activación de

receptores específicos para los distintos neurotransmisores. En el sistema

nervioso aut6nomose han descripto dos tipos de receptores para la acetilcolina:

los nicotínicos y los muscarínicos. Este concepto surgiá de las observaciones

experimentales de Dale (1916) quién refirió que la acetilcolina exógenaprovoca

dos efectos distintos. Por un lado reproduce las respuestas que se obtienen

por estimulaciñn de los nervios parasimp‘ticos y por otro lado es capaz de es

timular las cílulas de los ganglios sinp‘tieos. El primer efecto se debe a su

acción sobre receptores muscarinicos que es bloqueada por atrópina y el segundo

'se debe a su acción sobre receptores nicotinicos, que es antagonizada por blo

queantes gsnglionares tales comoel hexametonio. En cambio las acciones de la

acetilcolina sobre el receptor nicotinico del músculoestriado son bloqueadas

por antagonistas colinSrgicos del tipo cursre.

Por otra parte. se han descripto dos tipos de receptores para la nor

adrenalina: a-adrenErgicos y B-sdrenárgicos(Ahlquist, 1968). En general ,

la activación de los sitios receptores a provoca la contracción del músculo

liso, mientras que la activación de los receptores B. provoca su relajación.

La clasificaciSn propuesta por Ahlquist (l9k8) fue corroborada por el hecho

que ciertas drogas, como1a fenoxibenzamina, bloquean selectivamente los

efectos que se obtienenpor activación de los sitios receptores a; mientras

que otras,como el propranolol, bloquean selectivamente los sitios receptores

B-sdrenirgicos.

Los neurotransmisores terminan su acción biológica por diversos

mecanismos. La acetilcolina sufre principalmente la acción de 1a acetilcolin

esterasa, que 1a desdobla rípidamente en colina y acetato (Nachmansohn y



Wilson, 1951 ). La colina es captada en forma activa por el terminal coli

nErgico 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, comodadora del grupo acetilo. La

acetilcolintransferasa citoplasmítica transfiere dicho acetilo a la colina.

Despuésde sintetizada, la acetilcolina es almacenadaen las vesículas ainíp

ticas ( HacIntosh. 1963: Hebb, 1972; Wilson y cols.. 1973). (Fig. l).

A diferencia de lo que ocurre con la ACh. 1a NAtermina su acción

biongica principalmente por acción de mecanismosde captación: el neuronal

o presiníptico y el extraneuronal o postsin‘ptico, (Koelle, 1959; Iversen y

cols., 1966; Tarlov y Lanser, 1971). Parte de 1a NArecaptada por el terminal

nervioso adrenErgico es almacenadaen vesículas sinípticas (Hedqviat y Stjïrne,

1969) y parte es netabolizada principalmente por acción de la nonoamino

oxidaaa (Pis. 2). A nivel del terminal. el principal producto deaninado de 1a

NAes el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG),(Adler-Graschinsky y cola., 1972;

Graefe y cols., 1973).

La NArecaptada extraneuronalmante también puede ser netabolizada por

la nonoaminooxidasa, pero conduce principalmente a1 metabolito ¡cido dea

minado (DONA).La catecol-O-mctil transferesa es, generalmente, 1a vía meta

bólica preponderante a nivel extraneuronal (Langer, 1974; rige. 2 y 3).

Otra diferencia con respecto a la acetilcolina, es que los productos

metabólicos de la NAno son utilizados para la sintesis del neurotransmisor.

La NAes sintetizada a partir de la fenilalanina (Blaschko. 1939: Gurin y

Delluva, 1947) precursor que es transformado en tirosina. Esta última es

captada de la circulaci6n sanguínea por las neuronas adrenérgicas, en las que

se realiza la sintesis de NA. La primera etapa biosintática ocurre en el



FIGURA l

Síntesis e inactivaciónde la acetilcolína
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FIGURA 2

Caminosmetabólicos de 1. noradrenalina
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citoplasma por medio de los siguientes pasos enziníticoa: por acción de 1a

tirosina hidroxilaaa ea convertida en dihidroxifenilalanína, que luego ae

transforma en dopamina por acciGn de una decarboxilaaa. La dopamina es

captada por el grínulo donde ae lleva a cabo 1a segunda etapa de 1a síntesis

que consiste en 1a transformación de 1a dopamina en NApor acción de 1a

dopamina-B-hidroxílasa. La NAes finalmente almacenada en loa gránuloa o

vesículas sinápticaa (Potter y Axelrod. 1962, 1963; Potter, 1966 ;

Iversen, 1967; Fig. 3).
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FIGURA 3

Síntesis e inactivación de la noradrenalína
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1.2. Antecedentes históricos en neurotransmisión ganglionar

Los primeros estudios realizados sobre el sistema nervioso autóno

moy en particular sobre los ganglios simpíticos, fueron esencialmente anaté

micos y trataron de determinar las distintas vías seguidas por las fibras

nerviosas y cuales órganos o tejidos eran inervados por ellas.

Langley(1892, 1895) observó que las fibras preganglionares prove

nientes de neuronas ubicadas en la regi6n cervical inferior y torácica supe

rior de la médulaespinal inervan células nerviosas del ganglio cervical su

perior en los mamíferos. 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 estimulación ¿n vivo de cada raíz ventral que suple al ganglio provo

ca un patrón distinto de respuestas en los órganos terminales efectores. Por

ejemplo: la estimulación de la raíz ventral torícica superior, excita la mug

culatura de la pupila y del párpado, pero tiene relativamente poco efecto ag

bre las arterias de la oreja, mientras que la estimulación de las raíces to

rácicas inferiores casi no tiene efecto sobre el ojo pero causa vasoconstrig

ción en la oreja y piloerección en cara y cuello.

Los experimentos anatómicos fueron sucedidos por experimentos fi

siológicos. Querido (1924, 1925) y Brown (1934), midieron respuestas de la

membrananictitante provocadas por la estimulación de los nervios pre y post

ganglionares. El objetivo de los experimentos de Brownera determinar si

las respuestas musculares podían ser utilizadas comouna medida de la acti

vidad nerviosa. En particular, sus observaciones sobre la duración muyco;
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ta del período refractario del ganglio y sobre la rapidez conque el impulso

nervioso pasaba a través del ganglio, le sugirieron la participación de un

mediador quimico en dicho proceso. Ya en esa Epoca existían evidencias que

1a acetilcolina estaría involucrada en el pasaje del impulso nervioso s tra

vés del ganglio (Feldberg y Gaddum,1933) y un grupo de investigadores

estaba dedicado al estudio de este aspecto de 1a transmisión.gang1ionar.

Kibjakow (1933) perfundía, con soluci6n de Lbcke oxigenada, el ganglio cer

vical superior del gato anestesiado y registraba las contracciones de 1a

membrananictitante provocadas por estimulación del nervio cervical simpá

tico. Este autor recogía 1a solución de Locke que fluia del ganglio perfun

dido y la reinyectaba por la arteria del mismoo de otro ganglio. De esta

manera encontró que 1a reinyección del liquido venoso recolectado durante la

estimulación del nervio cervical superior, provocaba una contracción de 1a

membrananictitante comparable con la obtenida directamente por estimulo del

nervio preganglionar. Además,el efluente venoso recolectado de un ganglio

no estimulado no causaba dicha acción. Kibjakov consideró a este fenómeno

comouna evidencia de transmisión quimica en el ganglio. En relación con

esto Changy Gaddum(1933) sugirieron que la sustancia implicada en dicha

transmisiñn química podria ser 1a acetilcolina.

La primera evidencia directa sobre la función colinérgica de las

fibras simpáticas preganglionares fue obtenida por Peldberg y cola. (1933)

en experimentos realizados en médula suprarrenal estimulada a través del

nervio esplícnico. Posteriormente Peldberg y Gaddum(1934) encontraron

evidencias que les indicaban que las fibras preganglionares que hacen si

napsis en el ganglio simpático eran también colinérgicas.
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En un trabajo posterior Feldberg y Vartiainen (1935) presentaron

evidencias conclusivas que apoyaban la teoría que el mecanismopor el cual un

impulso nervioso pasa a travSs de una sinapsis involucra la liberación de

una pequeñacantidad de acetilcolina.

Los estudios neuroanatómicoeclisicos demostraron la presencia de

neuronas postganglionares cuyos cuerpos se encontraban en el ganglio cervi

cal superior y la organización del ganglio reconocida clísicamente estable

cía que las fibras preganglionares colin‘rgicas formabansinapsis excitato

rias sobre las neuronas postganglionares. El ganglio era considerado una

estructura simple en la cual las sinapsis eran puentes entre el sistema ner

vioso central y los 6rganos controlados por el sistema nervioso simpitico

perif‘rieo (Da Castro. 1965; Greengard y Kebabian, 1976).

Sin embargo. evidencias posteriores permitieron comprobarque el

ganglio era una estructura mis compleja. Ya desde fines del siglo pesado se

habia observado la existencia de tejido cromafinico que formaba parte de la

estructura ganglionar de los mamíferos. Kohn(1898) encontr6 tejido croma

finico en ganglios simp‘ticos de gatos. Smirnov (1890) ya habia observado

este tipo de tejido en ganglios simp‘ticos de anfibios. ‘Posteriormente

Ivanov (1932) public6 un trabajo de revision en el cual hscía menciGn a

sistemas de "c‘lulas cromafines" presentes en los ganglios sinp‘ticos hu

manosy ss refirió a la posibilidad de una “secreción local de alguna subs

tancia que podria actuar en las sinapsis simp‘ticas comosu propio tónico o

estimulante".

Luego surgieron evidencias experimentales que sugerian que las

cstecolaminas juegan un papel inhibitorio en los ganglios simpIticos. Las

primeras observaciones realizadas por Marrassi (l939e) y Bülbring (1944)
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indicaban qús la adrenalina exógenaaplicada en el ganglio cervical superior

provocaba depresión de las descargas del nervio carotídeo del ganglio cervi

cal superior.

El advenimiento de las técnicas histológicas de fluorescencia (Falck

y cols., 1962) permitió estudiar las distintas estructuras catecolaminérgicas

presentes en los ganglios simpíticos. ErinkB y HHranen (1963), utilizando las

técnicas de inducción de iluorescencia de las catecolaminas con formaldehído,

demostraron la existencia de catecolaminas en el ganglio cervical superior de

la rata. Estos autores describieron dos compartimientos de catecolaminas,

uno difuso y otro granulsr. Ademásde las células nerviosas, se observaron

en el ganglio células mía pequeñas que exhibian una fluorescencia extremada

mentebrillante. Estas células presentaban una reacción cromafínica negativa

pero por microscopía electrónica se vió que contenían pequeños grínulos os

miofílicoa a semejanza de las células cromafines de la médula adrenal. Se

sugirió que representaban un nuevo tipo de células que almacenan catecolaminas

y que posiblemente tendrían una funci6n endocrina, (EankB y HHranen, 1965).

Fueron llamadas células SIP ( small , intensely fluorescent), o células cro

mafines por su semejanza estructural con las células cromafines de la médula

adrenal.

Las células SIF fueron demostradas en distintos ganglios simpíticos

de varias especies utilizando las técnicas microscópicas de fluorescencia

(HHranen, 1964; Norberg y Hamberger, 1964; Falck y cols., 1965: Norberg

y Sjoqvist, 1966: Csillik y cols., 1967; Jacobouitz, 1967; Hambergery

Norberg, 1963; Hambergery cols., 1963; williams y cols., 1975; Chiba y

Williams, 1975; Chiba. 1977).
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La naturaleza quimica de la amina que se encuentra en las células

SIP fue estudiada extensivamente. Norberg y cols. (1966) analizaron, mediag

te estudios de fluorescencia histoquímica, las características de los fluoré

foros que se detectan en las células SIF de ganglios de rata. Ellos conclu

yeron que el fluoróforo derivaba de la noradrenalina (NA)o de la dopamina

(DA), pero no pudieron distinguir entre ambasalternativas. SubseCuentemen

te, BjBrklundy cols. (1970), utilizando una técnica histoquímica que distig

gue entre los fluoróforos derivados de la NAy de la DA,demostraron la pre

sencia de DAen las células SIP de muchos mamíferos. Concluyeron que las

células SIF contienen DAy que la mayor parte de la DAcontenida en ganglios

simpáticos 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 técnicas de histg

fluorescencia se sabe que hay dos tipos de células SIF en los ganglios simpé

ticos. Segúnla clasificación 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 relación con los microvasos sanguíneos que irri

gan el ganglio.

Otros autores observaron que las células SIF poseen característi

cas ultraestructurales que sugieren que pueden comportarse comointerneuro

nas. Por un lado, son inervadas por fibras preganglionares colinérgicas y

por otro lado pueden integrar sinapsis eferentes en las cuales las células

SIF serían el elemento presiníptico (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, según la clasificación de Chiba y Williams, son

las que se comportarian comointerneuronas. De acuerdo con la especie consi

derada existen distintas proporciones de estos dos tipos de células cromafines

en el ganglio cervical superior (6.0.8.). Por ejemplo: en el G.C.S. de

bovino existen alrededor de 7000 células SIF, de las cuales el 25 Z son de

tipo II mientras que en el G.C.S. del gato hay sólo 100 células SIF, de las

cuales a lo sumouna es del tipo I. Por el contrario el G.C.S. del conejo

también tiene alrededor de 100 células SIF, pero el 80 Z son de tipo I

(Williams y cols., 1975; Chiba y Williams, 1975). Estos datos sugieren la

posibilidad que la interneurona juegue un papel fisiológico en la transmisión

ganglionar en el bovino y en el conejo mas que en el gato.

A pesar que en las secciones histológicos del tejido ganglionar es

prácticamente imposible diferenciar entre axones y dendritas (Elfvin, 1963),

estudios histoquímicos recientes han revelado la presencia de un extenso e

intrincado sistema de terminales adrenérgicoa que se encuentran próximos a

los cuerpos celulares de laa neuronas postganglionares y dentro de los fasci

culos nerviosos (Jacobowitz, 1970). Esta organización estructural tan comple

ja fue estudiada tanto por microscopía óptica comopor microscopía electrónica.

Sobre la base de las evidencias fisiológicas, farmacológicas y

anatómicas entonces disponibles,' Eccles y Libet (1961) presentaron un esque

mahipotético que describía la mediación sináptica de los distintos poten

ciales determinados en el ganglio. Este esquema fue ligeramente modi

ficado por -Libet (1970) y luego por Greengard y Kebabian (1976) quienes
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incluyeron a la interneurona en una vía inhibitoria, (Fig. 4). De acuerdo con

estas evidencias la organizacion siníptica del ganglio cervical superior seria

la siguiente: las fibras preganglionares colinérgicas hacen ainapsis con dos

tipos de células dentro del ganglio: la neurona postganglionar noradrenérgica

y la interneurona catecolaminérgica. La acetilcolina (ACh)liberada por las

fibras preganglionsres provocaría: a) 1a excitación de 1a neurona postganglio

nar a través de receptores nicotínicos y muscarínicos, generando respectivamen

te potenciales excitatorios postsinípticos rápidos (f-EPSP) y lentos (s-EPSP);

b) la excitación de la interneurona a través de receptores muscarinicos, causan

do la liberacián de una catecolamina, probablemente dopamina (Libet y Tosaka,

1970; Kebabiany cols., 1975), que generaría un potencial inhioitorio postsináp

tico lento (s-IPSP) por su acción sobre la neurona postganglionar (Greengard y

Kebabian, 1974).

Sin embargo otros resultados experimentales indican que el esquema de

Greengard y Kebabian (1974) tendría validez para el conejo (Libet y mean, 1974)

mientras que en el cobayo no se pudo detectar dicho potencial inhibitorio (Dun

y Karczmar, 1977).

Existen evidencias que la estimulación de los troncos nerviosos pre

ganglionares provoca 1a liberación de catecolaminas en el efluente del ganglio

(Lissak, 1939; Bülbring, 1944; Reinert. 1963). Ademáslas catecolaminas eng

genas pueden afectar la transmisián'gsnglionar (Marrazzi, 1939b; Trendelenburg,

1961; Volle, 1966; Volle, 1969).

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

mediado a través de una acción inhibitoria de las catecolaminas sobre
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FIGURA 4

Mediación sinágtica de los Eotenciales ganglíonares
(Según Libet, 1970; Greengard y Kebabian, 1974)
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N: receptor nicotínico
M: receptor muscaríníco
f-EPSP: potencial postsináptíco excitatorio rápido
s-EPSP:potencial postsináptico excitatorio lento
s-IPSP: potencial postsináptico inhibítorio lento



la liberación de ACh(Christ y Nishi, 1971; Dun y Nishi, 1974). Aunque la

participación de las catecolaminas en la transmisión ganglionar en mamíferos

es un hecho reconocido, afin no se ha podido determinar cuál es su función en

la fisiología del ganglio. Recientemente, Noony cols., (1975) refirieron

que la estimulación preganglionar del ganglio cervical superior de conejo

provocaba la liberación de NAy postularon que dicha NAprovendrís de termi

nales adrenérgicos. De acuerdo con Noony cols., dichos terminales estarían

situados dentro del ganglio, pero pertenecerían a neuronas adrenérgicas cuyos

cuerpos celulares se encontrarían fuera del G.C.S., posiblemente en un lugar

anterior al ganglio en la cadena-nerviosa simpática.

Dadoque se han referido marcadas diferencias entre especies para

distintos aspectos de la neurotransmisión ganglionar (Chiba y Williams, 1975)

el objetivo de este trabajo de tesis ha sido estudiar, mediante el empleode

drogas cuya acción farmacológica es conocida en otros tejidos. si en el gan

glio cervical superior del gato sometido a estimulación preganglionar se ver;

fica el proceso de liberación de catecolaminas descripto por Noony cola.

(1975) para el ganglio cervical superior del conejo.

Los experimentos fueron realizados ¿n vizno, en ganglios marcados

con noradrenalina tritiada o con colina tritiada de acuerdo con el ensayo a

realizar. Se estimuló eléctricamente el nervio preganglionar en condiciones

control y en presencia de distintas drogas. Los resultados fueron utilizados

para analizar la posible interrelación entre las acciones de acetilcolina y

de noradrenalina en la regulación de la transmisión ganglionar.



2.METODOS
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2.1. TEJIDO

Se utilizó comomodeloexperimental el ganglio cervical superior del

gato. Todos los ensayos fueron realizados ¿n uLtno.

2.1.1. Ubicación anatómica

El sistema nervioso simpático, en la región del cuello, comprendelos

ganglios siguientes: el cervical superior, el cervical medioy el cervical in

ferior. El ganglio cervical inferior se encuentra fusionado con los tres gan

glios torácicos para formar el ganglio estrellado. Los ganglios cervicales se

encuentran relacionados por la porción cervical del tronco simpático.

En la región del cuello el nervio vago y el tronco simpático (nervio

cervical superior) se encuentran muyjuntos, envueltos por una vaina de tejido

conectivo. A su vez estos nervios se encuentran unidos a la arteria carótida

comünpor otra vaina de tejido conectivo (Field y Taylor, 1950).

En el gato, el ganglio cervical superior (simpático) se encuentra en

estrecha relación con el ganglio nodoso (parasimpático). Ambosreciben la co

rriente sanguínea a través de una o dos pequeñas ramas de la arteria occipital,

que usualmente llegan a la mitad craneal del conjunto. Ls mitad caudal es su

plida por pequeños colaterales de la bifurcación carotídea. Además,una rama

de la arteria tiroides corre a lo largo del tronco vago-simpático y su división

ascendente llega hasta la mitad caudal de ambos ganglios. La sangre venosa del

conjunto es drenada por la vena yugular interna, o por la yugular externa, cuando

la interna está ausente (Chungcharoeny cols., 1952).

De lo anterior se deduce que es imposible separar el ganglio cervical
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superior del ganglio nodoso sin dañar la irrigación sanguínea de ambos.

2.1.2. Extracción 2 disección

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 sódico

de 35 mg/kg, administrada por vía intraperitoneal. Inmediatamente se proce

dió a extirpar los ganglios cervicales superiores derecho e izquierdo. Ambos

ganglios cervicales se extrajeron junto con el ganglio nodoso adyacente y

además junto con una porción del tronco vagosimpótico (preganglionar) de 5 cm

de longitud aproximadamente. El tronco nervioso postganglionar se seccionó

a ras del hueso craneano.

La disección del conjunto simpóticobparasimpótico se realizó ¿n v¿lno,

con el tejido sumergido en una placa de Petri con solución de Krebs a temperatg

ra ambiente y burbujeada con gas carbógeno (952 02: 52 C02).

Para separar el ganglio cervical superior del ganglio nodoso se abrió

la vaina de tejido conectivo que envuelve a ambosganglios y a los respectivos

nervios. Despuésse extrajo 1a vaina de tejido conectivo que envuelve a1 gan

glio cervical superior y a los nervios cervical superior (preganglionar) y ca

rotídeo (postganglionar). De esta manera se logró que el tejido nervioso se en

cuentre en íntimo contacto con el medio de incubación.

2.2. CAPTACION de 3H-N0RADRENALINA
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Conel objeto de estudiar la captación de la noradrenalina tritiada

(33-NA)y su retención por el tejido, los ganglios fueron extraídos y diseca

dos comose describió más arriba (2.1.2.). Luego fueron colocados en vasos

de precipitado individuales que contenían 5 m1 de solución de Krebs. A su vez,

los vasos se introdujeron en un baño termostatizado del tipo Dubnoff, con agi

tación moderada. La temperatura se mantuvo a 37' C y se burbujeó con gas car

bógeno 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 S ml de solución de Krebs que contenía 3H-NA0,1 pH.

Luego se determinó la captación de 3H-NApara cada grupo y se observó que el

proceso de captación llegaba al equilibrio en un período de 15 minutos (figu

ra 5). Por lo tanto, en todos los experimentos realizados para estudiar la

captación de noradrenalina, los ganglios fueron incubados con la 3H-NApor un

lapso de 15 minutos.

2.2.2. Protocolo experimental

Se realizó una preincubación, durante 15 minutos, en solución de

Krebs libre de droga. Luego los ganglios fueron incubados durante 30 minutos

en 5 ml de solución de Krebs que contenía droga en la concentración correqun

diente. Los controles se incubaron en Krebs libre de droga, también durante

30 minutos.
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FIGURA 5

Curva control de cagtación de 3il-NA

A 15
<1

zc310 x} ""
2 x,z Í,

m: S El,' Í
5 o . . a .

5 1o s 20

Tiempo (min)

Ordenada : Captación de noradranalina tritiada expresada comonal-logramosde

H-NAcaptados por micrograno de NAendógena.

Abacísa : Intervalos (minutos) durante loa cuales los ganglios fueron
incubadoa con 3H-NA0,1 m.
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A continuación tanto los ganglios tratados con droga comolos con

trolea fueron incubados durante 15 minutos en S m1 de solución de Krebs que

contenía 3H-NAen concentración 0,1 pH. Por último, se efectuó un lavado de

5 minutos con medio de incubación libre de droga.

2.2.3. Procesamientodel tejido al finalizar el exgerimento.

Terminado el experimento, el ganglio se secó inmediatamente sobre

papel de filtro, se pesó y se colocó en S m1 de ¡cido perclórico 0,6 N que

contenía 1 Z de EDTAal 10 z y 1 Z de SO3Na2 al 12.5 Z. El tejido fue homo

geneizado en este medio para extraer y preservar la noradrenalina. Luegode

permanecer una hora a 4’C, el homogenato se centrifugó a 3000 r.p.m. durante

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

tisular de noradrenalina.

2.2.4. Exgresión de los resultados

Se midió 1a radiactividad de las siguientes muestras:

Baño de incubación que contiene 1a 3H-NA.

Iv-I Sobrenadante del homogenatodel tejido.

I!!! Eluato de 1a columna de alómina empleado para determinar el contenido

endógenode noradrenalina del tejido ( ver 2.4.1.).

Se agregó una alícuota de 0,5 m1 de cada una de estas muestras sobre

5 ml de solución centelladora contenida en viales. La radiactividad se midió

en un contador de centelleo Packard modelo 3320 y 1a eficiencia de las lecturas
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se evaluó por agregado de 25 ul de agua tritiada de actividad específica

conocida.

Las cuentas por minuto (c.p.m.) leídas en el contador de centelleo

líquido fueron multiplicadas por un factor de conversión, que se calculó te

niendo en cuenta los datos siguientes: la eficiencia de la lectura, calcu

lada sobre la base de las desintegraciones por minuto (d.p.m.) del agua tri

tiada, la actividad específica de la noradrenalina tritiada, la alícuota de

muestra utilizada y el peso del tejido (ver 2.3.7.). En consecuencia, los

resultados quedaron expresados comosigue:

g; nanogramos de 3H-NApor ml de baño de incubación (ng/ml).

1 y.E: nanogramos de 3H-NApor 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 cromatografía en alümina.

La relación T/B indica la capacidad de concentración de tritio por

el tejido. La relación E/NAendógena ( ng/ug) indica la cantidad de noradre

nalina captada con respecto a ls noradrenalina tisular. Teniendo en cuenta

estas relaciones se compararonlos 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 baño de órgano aislado.

Se utilizó una cámarade acrilico de 3 ml de capacidad, con orificios

para la entrada y para la salida de la solución de Krebs y para el burbujeo
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con gas carbógeno. En Su interior se colocaron dos electrodos circulares de

platino.

El tejido previamente disecado (ver 2.1.2.) se dispuso en la cámara

de tal manera que el nervio cervical superior quedó enhebrado en los dos eleg

trodos y el cuerpo ganglionar quedó suspendido en el medio de incubación. La

cámara con el tejido se colocó en un baño de órgano aislado termostatizsdo

para mantener la temperatura a 37°C durante el experimento. En estas condi

ciones, el ganglio se preincubó durante 15 minutos en solución de Krebs bur

bujeada con gas carbógeno.

2.3.2. Marcación de los depésitos endógeno: de noradrenalina 2 de acetilcolina

Tanto la 3H-NA(Langer y Vogt, 1971) como la 3H-ACh (Adler-Graschinsky

y cols.,l980) pueden comportarse comotrazadores radiactivos de los neurotransmi

sores respectivos.

Por lo tanto, los depósitos endógenos de noradrenalina se marcaron in

cubandoel ganglio durante 30 minutos con noradrenalina tritiada ( (i) -7—[3H1

N-NA,actividad específica 10,3 Ci/mmol) en concentración S uCi/ml (0,5 ui). De

acuerdo con Friesen y cols. (1965). cuando fue necesario marcar los depósitos

endógenosde acetilcolina, el tejido fue incubado durante 30 minutos con colina

tritiada (metil- [3H:]-colina, actividad específica 4,2 Ci/mmol)en concentra

ción 10 vCi/ml (2,38 HK).

Los dos trazadores radiactivos fueron diluidos en 3 m1de solución

de Krebs en el momentode ser utilizados para la marcación. En el caso de la

3H-NA,el pHde la solución radiactiva fue ajustado a 7,4 con cantidad sufi
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ciente de HONa0,1 N, antes de ponerla en contacto con el tejido.

2.3.3. Liberación de 3H-noradrena1inaz/o de 3H-acetilcolina por estimulación

eléctrica del nervio preganglionar.

Después de incubar el ganglio con el material radiactivo, se renovó

la solución de Krebs cada 5 minutos durante 80 minutos. A1 finalizar este pe

ríodo de lavados se aplicó el primer estímulo eléctrico a través del nervio pre

ganglionar. En cada experimento se hicieron tres estímulos sucesivos con inter

valos de 45 minutos entre ellos. Luegodel último estímulo se realizó otro pe

ríodo de lavados de 20 minutos. Durante todo el experimento se renovó el medio

de intubación cada S minutos. Estos lavados constituyeron las muestras donde

se midió 1a radiactividad liberada.

El estímulo eléctrico se realizó por medio de un estimulador Grass,

modelo 844, que produce trenes de onda cuadrada cuya frecuencia, voltaje y du

ración son graduables. Para estudiar la liberación de noradrenalina por estí

mulo eléctrico del nervio preganglionar se aplicaron pulsos de 2 mseg de dura

ción y de 80 voltios, con una frecuencia de 10 pulsos por segundo, durante 5

minutos. Para los ensayos de liberación de acetilcolina los parámetros de es

timulación fueron: S pulsos por segundo, 40 voltios, 2 mseg de duración, du

rante S minutos. De acuerdo con Collier (1969) las frecuencias de estimula

ción utilizadas se encuentran dentro del rango fisiológico para el ganglio ag

tónomo.

Cuando se estimuló en presencia de drogas se siguió el mismo esque

maexperimental que el utilizado para los controles. La droga fue agregada

al medio de incubación 25 minutos antes de realizar el segundo y/o el tercer
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estímulo y fue mantenida durante la estimulación.

Todas las drogas ensayadas, excepto la fenoxibenzamina, fueron disuel

tas en agua destilada. La concentración de droga requerida en cada caso se ob

tuvo por agregado de 0,1 ml de la dilución correspondiente de la droga a los

3 ml de solución de Krebs del baño de órgano aislado. De esta manera no hubo

variaciones en el pHy las variaciones en el volumen fueron menores del 51.

La fenoxibenzamina (FEA) se diluyó en la forma siguiente:

Dilución I (50 mg/ml): FEA. ClH: 25 mg; etanol 962: 0,4 ml; C1H0,1 N: 0,1 ml.

Dilución II (l mg/ml): Dilución I: 0,1 m1; ClH 0,1 N: 0,2 ml; H20destilada:4,7 m1.

Las diluciones posteriores se hicieron con agua destilada y se adiciona

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

2.3.4. Liberación de 3H-noradrenalina por acetilcolina exógena.

Para realizar este grupo experimental se procedió igual que para los gra

pos de estimulación preganglionar con respecto a la marcación de los depósitos en

dógenosde NA(2.3.2.) y a la estabilización de la liberación espontánea de radias

tividad (2.3.3.), pero en lugar del estímulo eléctrico se aplicaron dos pulsos de

acetilcolina (ACh) exógena (100 ud). Los pulsos fueron de l min de duración y con

un intervalo de 50 minutos entre ellos.

Se tomaron 5 muestras anteriores al pulso de Ach, cada una de 1 minuto

de duración, para obtener la liberación basal de tritio.

La degradación de la AChpor la colinesterasa se previno agregando eseri

na al medio de incubación (Koelle y Gilman, 1949; Birks y Mac Intosh, 1961), en

concentración 3,08 uM, 10 minutos antes y durante 1a aplicación de cada pulso de

acetilcolina.
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El primer pulso de AChse realizó en ausencia de Ca++extracelular,

que fue retirado del medio de incubación 45 minutos antes. El segundo pulso

de AChse realizó 45 minutos desPués de restaurar el Ca++al medio de incuba

ción.

2.3.5. Procesamientodel tejido al finalizar el einerimento.

Unavez finalizados los ensayos de liberación el tejido fue procesa

do comose indicó anteriormente (ver 2.2.3.).

2.3.6. Determinación de la radiactividad de las muestras.

Tanto la radiactividad presente en las muestras del baño de órgano

aislado comola contenida en el sobrenadante del tejido se determinó por agre

gado de una alícuota de 0,5 ml de las muestras a 5 ml de líquido centellador

contenido en viales. La radiactividad fue leída utilizando un contador de cen

telleo líquido. Se hicieron patrones apropiados con 25 ul de agua tritiada

comose indicó anteriormente (ver 2.2.4.).

2.3.7. Cálculo Z exgresión de los resultados

a) Radiactividad de las muestras X del tejido: se expresó comonano

curies por 100 mg de tejido (nCi/lOO mg).

La radiactividad en c.p.m. de las muestras y del tejido fue convertí

do a nCi/lOO mgmultiplicándola por un factor cuyo cálculo tiene en cuenta la
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eficiencia de la lectura (calculada por medio de loa patrones de agua tritiada),

la alícuota de muestra utilizada y el peao del tejido. Por lo tanto:

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

1-:x 2.200 Pt 0,5 (ml)

donde:

L: Lectura correspondiente a la muestra y/o al tejido.

g: Eficiencia (cpm/dpmx 100).

PtzPeso del tejido en mg.

y; Volumentotal de la muestra de baño de órgano aislado o del homogenato del

tejido.

b) Liberación fraccional Egr estímulo eléctrico del nervio greganglionar.

Expresa el aumentoen la liberación de radiactividad por encima del ni

vel baaal espontáneo al aplicar el estímulo eléctrico.

Se calculó de la manera aiguiente: a la radiactividad remanente en el

tejido al final del experimento, se le sumóla radiactividad liberada al baño de

órgano aislado desde 1a última muestra hasta la obtenida durante la estimulación.

De esta forma se obtuvo la radiactividad contenida en el tejido en el momentode

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

La liberación de tritio por sobre el nivel basal (B), se calculó res

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

forma eSpontánea, ambas expresadas en nCi/lOO mg.
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La liberación de tritio por pulso (C) se obtuvo dividiendo (B) por la

cantidad de pulaoa aplicados durante la estimulación.

Finalmente, dividiendo (C) por (A) se obtuvo la liberación fraccional

(de 3H-NAy/o de 3H-ACh) por estímulo, que se expresó como : LF x 10-5.

Conel objeto de analizar el efecto de cada droga ensayada sobre la

liberación de radiactividad provocadapor estímulo eléctrico, ae efectuaron los

cocientes E2/El y lla/El que resultan de dividir las (LF x 10-5) obtenidas en el

segundo y el tercer estímulo por la obtenida en el primer estímulo. Luego se

compararon loa cocientes de los experimentos control con loa correSpondientes

obtenidos en los experimentos realizados con drogas.

c) Liberación de 3H-noradrenalina por acetilcolina exógena.

La liberación de tritio por sobre el nivel basal se calculó restando

de la radiactividad liberada por la Ach, la radiactividad liberada en formaea

pontánea. Los resultados fueron expresados comonanocuries liberados por 100 mg

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

2.4. DETERMINACION del CONTENIDO TISULAR de NORADRENALINA

2.6.1. Separación cromatogrífica de la noradrenalina por adsorción en columnas

de alümina.

La noradrenalína fue extraída de las muestras del tejido utilizando 1a

modificación del método de Anton y Sayre (1962) descripta por Neff y Costa (1966).
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Este método se fundamenta en 1a capacidad que tiene la alümina para adsorber

estructuras catecólicas en medioalcalina.

La alümina (A1203) fue preparada de acuerdo con el método de Crout

(1961), con las modificaciones descriptas por Graefe y cols. (1973).

Se emplearon columnas cromatogrificas de 0,5 cm de diámetro y se cg

locó en su interior 200 mg de A1203activada que quedó sostenida con lana de

vidrio. Antes de usarlas, las columnas de alümina fueron lavadas con agua des

tilada y luego con 0,1 m1 de EDTAal 101 para prevenir la oxidación de la nora

drenalina.

Para separar la NAse utilizó una alícuota de 1,5 ml del homogenato

del tejido que fue llevada a un pH aproximado de 8,0 - 8,2 con 3 m1 de solución

amortiguadora tris-ClH 0,5 M, pH 9,0. Esta mezcla fue pasada por columna y se

descartó el efluente. Luego se lav6 la columna sucesivamente con l ml y con

2 ml de agua destilada, que también se descartaron. Finalmente se eluyó la no;

adrenalina adsorbida en la columna con 3 veces l ml de ¡cido acético 0,2 N, para

luego determinar su concentración por un método fluorimétrico.

Simultáneamente 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

eluído, es decir, en 3 ml de ¡cido acético 0,2 N.

2.4.2. Determinación de la noradrenalina por el métododel trihidroxiindol

Para estas determinaciones se siguió el métododel trihidroxiindol des

cripto por Laverty y Taylor (1968). Este método se basa en la propiedad que
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tienen los compuestoscatecólicos de emitir fluorescencia en medio alcalina,

si previamente fueron oxidados.

Se procedió de la siguiente manera:

* A cada muestra de l m1 de ¡cido acético 0,2 N eluído de la columna

(2.4.1.) se le agregó 0,2 ml de buffer fosfato 0,5 Mcon el objeto de llevarla

a pH 6,5, que es el pH óptimo para la oxidación de la noradrenalina.

* A tiempo cero se agregó 50 ul de solución de yodo-yodurado, el ageg

te oxidante.

* Luego de 3 minutos se agregó 0,5 m1 de sulfito alcalino.

* Luego de 8 minutos se agregó 0,2 ml de ácido acético glacial.

Después de cada adición la muestra fue agitada vigorosamente. (Para

todas las soluciones utilizadas ver 2.8.4.).

* Luego de 30 minutos se leyó la muestra en un espectrofluorómetro

Aminco-Bowman,en las siguientes longitudes de onda: Excitación: 380 mu; Emi

sión: 480 mu.

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 solución de yodo-yoduradose agregó después del ácido acá

tico glacial.

2.4.3. Cálculo x expresión de los resultados.

Luegode 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 cálculo considera 1a alícuota de muestra y 1a relación (r) entre unidades

fluorimétricas y nanogramos de noradrenalina determinada por medio de los pa

trones. Finalmente se dividió por el peso del tejido. Por lo tanto el conte

nido tisular del neurotransmisor quedó expresado en microgramos de noradrena

lina por gramode tejido.

F x f
NA (vs/s) 

5 (m1)
donde :f - r (ng)

1,5 (m1)

Pt - peso del tejido (mg)

2.5. DETERMINACIONde los 3H-METABOLITOS de 1a 3H-NORADRENALINA

La noradrenalina (NA) liberada, ya sea espontáneamente o comoconse

cuencia de un potencial de acción puede seguir dos caminos metabólicos: uno de

ellos relacionado con 1a actividad de ia monoaminooxidasa (MAO)y el otro con

1a actividad de 1a catecol-O-metil transferasa (CDMT).La actividad de estas

dos enzimas conduce a 1a formacion de cinco metabolitos de la noradrenalina:

el ácido 3,4-dihidroximandélico (DOMA),el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG),e1

ácido vainillinmandélico (VMA),el 3-metoxi, 4-hidroxifenilglicol (MOPEG)y la

normetanefrina (NMN).

La noradrenalina tritiada y sus metabolitos radiactivos fueron sepa

rados mediante 1a combinación de cromatografía de adsorción en alümina y
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cromatografía de intercambio iónico en resina Dowex50 th. Se procedió de acne;

do con el método descripto por Graefe y cols. (1973) que se fundamenta en las si

guientes propiedades de los metabolitos: por cromatografía en alümina se adsor

ben selectivamente los derivados catecólicos, es decir, la NA, el DOMAy el

DOPEG,mientras que los productos O-metilados NMN, VMA,y MOPEGno son retenidos.

A su vez, la Dowex50 w x 4, resina intercambiadora catiónica fuertemente ácida,

empleada en su forma hidrogenada, retiene a la NAy a la NMN,que poseen un grupo

amino sin sustituir y por lo tanto permite separar a la NMNde los O-metilados

deaminados (MOPEG y VMA) y a 1a NA del DOPEG.

Las columnas de alümina fueron preparadas comoya se describió (2.4.1.).

Las columnas de Dowexfueron llenadas hasta una altura de 1,5 cm con 1a 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 inmedig

tamente antes del estímulo o muestra de liberación espontánea de 3H-NAy la obte

nida durante el estímulo eléctrico preganglionar, ambasen condiciones control.

Los ganglios empleados en estos experimentos también fueron analizados para deter

minar 1a distribución metabólica de la noradrenalina en el tejido.

2.5.1. Procesamiento de las muestras para la cromatografía.

I) Luego de terminado el experimento:

Las muestras se llevaron a pHácido para prevenir 1a oxidación de la noradrenalina.

A) Tejido: Se homogeneizó en 5 m1 de una solución de ácido perclórico 0,4 N adicig

nado con l Z de EDTAa1 10 2 y l Z de SO3Na2 al 12,51. Se centrifugó. Se extrajo

una alícuota de 0,5 m1para la lectura de.radiactividad. Se guardó el sobrenadante
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congelado (ver 2.2.3.).

B) Muestras del medio de incubación: Después de extraer una alícuota 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 extrajo una nueva alícuota de 0,5 m1para la lectu

ra de la radiactividad. Luegoae acondicionaron las muestras de la siguien

te manera: a loa 4,5 m1 de la mezcla ae agregaron 0,3 m1 de HCl 1 N y 0,2 m1

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

II) Para Easar Eor columna:

Las muestras fueron llevadas a pH 8,0 - 8,2.

A) 251323: A una alícuota de 1,5 ml de sobrenadante se agregaron 3,0 m1 de solg

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

B) Muestras: A las muestras IB) se lea agregó 1,7 m1 de solución amortiguadora

tris cm 0,5 M, pH 3,4.

2.5.2. Segaración cromatográfica de 1a 3H-noradrenalina 2 de sus 3H-metabolitos

a) Se colocó la columna de alümina sobre la de Dowexy se pasó 1a

muestra. En la columna de alümina se retienen la NA, el DOMAy el DOPEG. Los

O-metilados (NMN,VMAy MOPEG)pasan por la columna de Dowex. Se 1av6 sucesiva

mente con l m1 y luego con 2 m1 de agua destilada. Se retiró 1a columna de ali

mina y se reservo. Luego se lavó la columna de Dowexcon 2 m1 de agua destilada.

Todo el efluente de esta columna corresponde a la fracción I: HOPEG+ VMA- O-qs

tiladoa deaminados.
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b) La NMNquedó retenida en la resina Dovex y se eluyó lavando 2 veces con l ml

de una mezcla aza de etanol: ClH 6N. De esta forma se obtiene 1a fracción II:

NMN. (Se descartó 1a columna de Dowex).

c) La columna de alümina reservada en el punto a) se colocó sobre una nueva co

lumna de Dowexy se eluyó 2 veces con l m1 de ¡cido acético 0,2 N. De esta forma

se arrastran 1a NAy el DOPEGmientras que el DOMAqueda retenido en la alümina.

Nuevamente se reservó la columna de alümina. La columna de Dovex se lavó con 2 ml

de agua destilada, que sumados a los 2 ml de ácido acético 0.2 N constituyen 1a

fracción III: DOPEG. La NAqueda retenida en la columna de Dowex.

d) La columna de Dowexse lavó con 2 ml de agua destilada, que se descartaron.

Luego se eluyó con 2 veces l m1 de HCl 2 N, arrastrando de esta forma la fracción

IX: NA.

e) La columna de alümina reservada en el punto c) se lavó con 6 ml de ácido acéti

co 0,5 N. Con este lavado, que se descartó, se eluyó la cantidad remanente de NA

y DOPEGque representa aproximadamente un 52 del total (dato que se tuvo en cuenta

al realizar los cálculos). Finalmente se eluyó con 2 veces l ml de HCl 0,2 N

arrastrando de esta manera la fracción V: DOMA.

2.5.3. Determinaciónde la radiactividad de las muestras.

Se leyó 1a radiactividad de 2 ml de cada fracción agregando 14 m1 de so

lución centelladora de tritón. Se hicieron patrones para cada fracción metabólica,

utilizando 25 ul de agua tritiada comose describió en 2.2.3.

2.5.4. Cálculo 2 exBresión de los resultados
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Las c.p.m. obtenidas al leer la radiactividad de cada fracción metabó

lica en el contador de centelleo líquido, fueron convertidas a nanocuries por

100 mg de tejido (nCi/lOOmg) multiplicándolas por un factor, que se calculó

considerando la eficiencia de 1a lectura, la alícuota de muestra utilizada y el

peso del tejido, tal comose indicó en 2.3.7. Cada fracción metabólica fue los

go expresada comoporCentaje 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 sódico (35 mg/kg) ad

ministrado por vía intraperitoneal. Inmediatamentese extirpó el globo ocular

y se extrajo la membrananictitante junto con todo el tejido circundante. El

tejido se colocó en una caja de Petri con solución de Krebs a temperatura ambien

te, previamente equilibrada con gas carbógeno (952 02: 52 C02). Luego, se proqg

dió a disecar el músculo medial bajo lupa.

A continuación, el cartílago sobre el que se inserta el mósculomedial

se sujetó a 1a parte inferior de un baño de órgano aislado de 10 m1 de capacidad.

La porción terminal superior del mósculo se conectó a un transductor de fuerza

desplazamiento y éste a su vez a un polígrafo Grass modelo 7 B, para registrar la

tensión desarrollada por el músculo.

El baño del órgano aislado, con el tejido suspendido en solución de

Krebs gaseada con carbógeno, se colocó en un baño termostatizado para mantener

la temperatura a 37° C durante el experimento. Luego se efectuaron lavados perió

dicos durante 60 minutos y durante este lapso se ajustó repetidamente la tensión
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del músculo a 2.5 g. A continuación se efectuaron las curvas de concentración

respuesta a la metoxaminaen forma acumulativa, esto es, aumentando la concen

tración de la droga por un factor de 3 inmediatamente después de obtener el maxi

mode respuesta a 1a concentración previa. Los intervalos entre cada administra

ción de metoxamina oscilaron entre 2 y 5 minutos.

En cada ensayo se realizaron dos curvas de concentración-respuesta con

un intervalo de 90 minutos entre ellas. Durante este lapso se renovó periódica

mente la solución de Krebs del baño de incubación.

Los resultados se calcularon de la manerasiguiente: las respuestas

contráctiles (en gramos) obtenidas para cada concentración de metoxaminase ex

presaron comoporcentaje de la máximatensión desarrollada en la primers curva.

2.7. METODOESTADISTICO

Los cálculos estadísticos fueron realizados de acuerdo con los proce

dimientos convencionales (Snedecor y Cochran, 1967).

2.8. DROGAS y SOLUCIOQEELUTILIZADAS

2.8.1. Drogas

* Acetilcolina, clorhidrato (SigmaChemicals, U.S.A.)

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

* Clonidina, clorhidrato (C.H. Boehringer Sohn, Ingelheim-Am Rheim-Germany)

* Cocaína, clorhidrato (Verardo y Cía, Bs. As.)

* Desmetilimipramina, clorhidrato (Geigy, Bs. As.)



* Eserina, sulfato (Calbiochem, U.S.A.)

* Fenoxibenzemina, clorhidrato (Smith Kline and French Labs., U.S.A.)

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

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

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

t dl-Noradrenalina, l-bitartrato (7-33 (N) ) (Actividad específica: 10.3 c1/nu;

NewEngland Nuclear U.S.A.)

* 3H-metil-Colina, clorhidrato (Actividad específica: 6.16 Ci/mM; NewEngland

Nuclear U.S.A.)

2.8.2. Solución de Krebs

Se utilizó solución de Krebs modificada, con la siguiente composicióna;

limolar: ClNa: 118,0; C1K: 4,7; Cleg: 1,2; P04H2Na: 1,0; ClZCa: 2,6 003HNa:

25,0; glucosa: 11,1; ¡cido ascórbico: 0,11; ¡cido etilendiaminotetraacótico

(EDTA):0,004. Estos dos últimos fueron adicionados para prevenir la oxidación de

la noradrenalina. Con burbujeo de gas carbógeno (951 02: 5! C02) el pH final del

medio de incubación fue 7,4 a 37° C.

2.8.3. Solución de tejido

Acido perclórico (ClOAH)0,4 N: 24,5 ml; EDTAal 102: 0,25 ml; sulfito de sodio

(303Na2) al 12,5 z: 0,25 m1.

2.8.4. Soluciones utilizadas 2era el mótododel trihidroxiindol

* Buffer fostato: fosfato trisódico (P0¿N.3) 0,5 M.
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* Yodo-Yodurado: Yoduro de sodio (INa): 5,5 g; Yodo (12): 0,53; agua: 100m1.

* Sulfito alcalina: HONa 3 N: 48 m1; SOaNa2 12,51: 6 m1; EDTA102: 6 m1.

2.8.5. Líguido centellador Rara muestras radiactivas.

Se utilizó un medio con 1a siguiente composición: tolueno: 600 m1;

tritón-X-IOO: 300 m1; etanol absoluto: 100 m1; 01H 1 N: 200 m1; 1,4-bis (2

(5 feniloxazoli1))- benceno (POPOP):0,1 g; 2,5-difeniloxazol (PPO): S g.

2.8.6. Otros reactivos

* Oxido de aluminio (A1203) estandarizado para cromatografía de adsorción se

gún Broockman (Merck).

* Dowex50 Wx 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 a!

tores que observaron que luego de administrar ¿n vivo dosis grandes de adrena

lina o de noradrenalina se producía un aumento del contenido de catecolaminas

en el corazón del gato y en el del perro.

Cuandose dispuso de catecolaminas marcadas radiactivamente, se pudig

ron realizar estudios similares inyectando dosis de adrenalina o de noradrenali

na lo suficientemente pequeñas comopara ser comparables con las encontradas en

condiciones fisiológicas.

Los resultados obtenidos por Axelrod-y cola. (1959) cuando utilizaron

trazadores radiactivos mostraron que luego de la administración intravenosa de

adrenalina marcada, una proporción importante de la dosis inyectada era inacti

vada por mediode una transferencia rápida desde la circulación hacia los teji

dos periféricos. De esta manera, estos autores fueron los primeros en demostrar

la importancia del proceso de captación de las catecolaminas circulantes para

terminar su acción biológica. Evidencias posteriores confirmaron la habilidad

de varios tejidos periféricos para acumular catecolaminas exógenas (Muscholl,

1961: Harvey y Pennefather, 1962; Trendelenburg y Crout, 1964; Gillespie y

Kirpekar, 1966).

Por otra parte. se observó que existe una correlación aproximadaentre

la densidad de inervación simpática y 1a concentración de noradrenalina en el tg

jido, evidencia que indicaría que la mayorproporción de captación ocurre en los

terminales nerviosos (Whitby y cols.. 1961). aunque en ciertas condiciones la cap

tación extraneuronal puede ser también importante (Andény cols., 1963).
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De acuerdo con resultados obtenidos en el ganglio cervical superior de

1a rata, mediante el empleo de la técnica de fluorescencia histoquímica descrip

ta por Falck y cols.(l962), Hambergery cols. (1964) sugirieron que la captación

de noradrenalina podría ocurrir no sólo en los terminales nerviosos, sino tam

bién en otros sitios de 1a superficie de la neurona simpótica postganglionar,

tales comolos axones preterminales y los cuerpos celulares.

3.1.1. Captación de 3H-noradrenalina por el ganglio cervical superior aislado

del gato: Control z efecto de drogas inhibidoras

Conel objeto de analizar si en el ganglio cervical superior aislado

del gato se verifica el proceso de captación del neurotransmisor adrenérgico,

se realizaron ensayos (ver 2.2.1.) en los cuales se incubó el ganglio con can

tidades trazadoras de noradrenalina tritiada (afl-NA)y se midió la cantidad de

tritio acumuladoen el tejido.

En la tabla I se resumen los resultados obtenidos. Cuandose traba

jó en condiciones control, 1a concentración de tritio en el tejido resultó

tres veces mayor que la determinada en el baño de incubación. Estos datos su

gieren que el tejido ganglionar posee estructuras con capacidad para captar y

para concentrar noradrenalina.

Tambiénse incluyen en la tabla I los resultados obtenidos cuando se

estudió el efecto de varias drogas conocidas comoinhibidoraa de la captación

de noradrenalina. La cocaína, clásico inhibidor de este proceso (Muscholl,

1961), fue ensayada en 1a concentración 8,8 LMy disminuyó en un 50 Z los va

lores controles.



TABLA I

lolo

Cagtación de 3H-NABor el ganglio z su modificacion Eor drogas.

Los ganglios se incubaron durante 30 nin, a 37°C, en solución de Krebs que
contenía droga en las concentraciones indicadas y/o en solución de Krebs libre
de drogas . Luego, tanto los ganglios tratados con droga comolos controles, se
incubaron durante 15 min en solución de Krebs que contenía 3H-NA0,1 m.
Finalmente se realizó m lavado de 5 min.

(a) (b) .(c)
Concentración NAendógena Relací. Captación

Experimento n de droga (la NAla te” on (ng 31-14%“l NA)(un) (rm 3

Control 14 - - 4,46 i 0,41 3,3 i 0,2 11,99 i 0,69

Pentolamina 3 3,1 5,82 1 0.31 3.5 i 0.5 9.63 i 0,21

Fenoxibenzamina 5 0,29 3,67 i 0,37 2,7 i 0,4 10,67 i 1,79

Fenoxibenzamina 6 2,9 5,11 i 0,64 2,0 1 0,2 5.74 _+_1,01 (d)

Cocaína lo 8,8 5,19 i 0,76 1,9 i 0,2 5,82 i 0,97 (d)

Desmetilimipramina 5 0,33 3,81 i 0,48 1,2 i 0,1 3,97 <_'-_0,71 (d)

Desmetilinipramina 6 3,3 4,02 1 0,47 0,8 i 0,02 2,33 i 0,22 (d)

(a)

(b)

(e)
de NAtisular.

Los datos mostrados representan la media _'l_-ES de n experimentos.

(d) p < 0,001 respecto del control

Noradrenalína tisular.

(B).
Cociente entre 1a cantidad de tritio retenida por el te’jido (T) y la
cantidad de tritio presente en el baño de incubación

Captación de noradrenalina: nanogramos de 3H-NAcaptados por microgramo
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Por otra parte se estudió el comportamientode los antagonistas a

adrenérgicos fentolamina y fenoxibenzamina, dado que estas drogas pueden afeg

tar, eventualmente, el mecanismode recaptación neuronal (Euler y Lishajko,

1968). La fentolamina (3,1 ui) no afectó la captación de tritio por el gan

glio. La fenoxibenzamina en la concentración 0,29 ¡Mtampoco produjo modifi

caciones, mientras que una concentración 10 veces mayor (2.9 1M)tuvo un efes

to inhibidor similar al de la concentración de cocaína empleada.

Dadoque en el ganglio cervical superior existen tanto estructuras

noradrenérgicas comodopaminérgicas (ver Introducción) y que la cocaína es cg

paz de inhibir el mecanismode captación en ambas estructuras,_se ensayó la

acción de la desmetilimipramina, droga que se caracteriza por inhibir selec

tivamente la captación de noradrenalina en estructuras noradrenérgicas(Horn

y cols., 1971).

La desmetilimipramina fue ensayada en las concentraciones 0.33 y

3,3 miy'en ambas disminuyó la captación de 3H-NAen un 70 Z y un 80 Z de los

valores controles, reSpectivamente.

3.2. LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES

3.2.1. Liberación de 3H-noradrenalina por estímulo eléctrico del nervio

preganglionar.

a) Control

Conel objeto de investigar si las estructuras que captaban noradre

nalína en el ganglio cervical superior del gato tenían también capacidad para
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liberarla por acción de un estímulo nervioso, comofuera descripto por Noony

cols. (1975) para el ganglio cervical superior del conejo, se realizaron ensg

yos en los cuales el tejido se marcñ con noradrenalina tritiada (3H-NA)y se

sometió a la estimulación eléctrica preganglionar (ver 2.3.2.y 2.3.3.).

En la figura 6 se representa la liberación espontánea de radiactivi

dad obtenida en muestras sucesivas recogidas cada 5 minutos y el aumento en la

liberación de 3H-NAprovocado por tres períodos consecutivos de estimulación

eléctrica del nervio preganglionar. Puede observarse que el eflujo de tritio

presentó una caída inicial rápida seguida de una caída más 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 provendría en forma predominante

de un único compartimiento, tal comofuera sugerido por Paton (1973) para la

aorta de la rata y por lo tanto puede considerarse comouna medida de la libe

ración espontánea de 3H-noradrenalina.

Aunque1a liberación espontánea decayó, el tejido conservó su capaci

dad de respuesta al estímulo durante todo el ensayo (fig. 6). A este respecto,

en_la figura 7 A puede verse que los valores de liberación fraccional de 3H-NA

fueron prácticamente similares para los tres períodos de estimulación aplicados.

Luego, los cocientes efectuados entre las liberaciones fraccionales obtenidas

en estímulos sucesivos realizados en condiciones control (fig. 7 B), no difirig

ron significativamente de la unidad.

b) En ausencia de Ca++extracelular.

De acuerdo con los resultados descriptos mía arriba, el ganglio cer

vical superior del gato fue capaz de liberar noradrenalina cuando se estimuló elég

tricamente el nervio preganglionar. Dadoque se acepta que la liberación del
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FIGURA 6

Aumento en 1a liberaciñn eagontánea de 3H-NAErovocado Eor la

estimulación eléctrica Breganglionar.

Incubación: Solución de Krebs, 37'C.

Marcación: ali-NA 5 uCi/ml, 30 min.

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

250 Eh
100

550
€25

'"o "so '1oo"'1so '210
E1 E2 E3

fiempolmm)

Ordenada (Esc. 103.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido.

Barras abiertas: liberación basal.
Barras cerradas: aumentosobre los valores basalea provocada por el

estímulo.

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

Los rectángulos inferiores señalan los períodos de estimulación.

Los datos mostrados representan la media i_ES de 6 experimentos.



FIGURA 7

Liberación fraccional de

eléctrica preganglionar.

3H-NAprovocada por 1a estimulación

E1 protocolo experimental fue similar al descripto para la figura 6.

A)

LO

r r}1,0 _

m
33 Q5
X

LI.
_)

Q1L _4 .__

E1 E2

Ordenados (Esc. 103.):
contenido tisular

B) Cocíentes entre las

E3

B)

__a
o

{R

[OCIENTE¡"/21

0,1

E2’51 E3’51

A) Liberación de 3H-NAexpresada como fracción del
( LF x 10-5) en el momentode efectuar la estimulación.

LF x 10-5 obtenidas en el

segundo (E2) y en el tercer (E3) estímulo y 1a obtenida en el primer (El)
estímulo.

Se muestran las medias geométricas :_ES de 7 experimentos.
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neurotransmisor adrenérgico comoconsecuencia de un estímulo nervioso se produce

por un mecanismodependiente del Ca++extracelular (Douglas, 1968), se analizó

la Ca++-dependencia de la liberación de NAque ocurre en el ganglio simpático

del gato. Para ello se realizó un grupo de experimentos en los cuales se omitió

el Cs++de 1a solución de Krebs durante la estimulación eléctrica (ver 2.3.3.).

Comose muestra en 1a figura 8, no se observ6 liberación de 3H-NAcuan

do la estimulación preganglionar se efectuó en un medio libre de Ca++ (El). Cuag

do se restauró el Ca++en 1a solución de Krebs, el estímulo preganglionar provo

có un aumentoen la liberación de noradrenalina tritiada (E2).

Los resultados indican, por lo tanto, que 1a liberación de noradrena

lina por estimulación eléctrica del nervio cervical superior es dependiente del
++Ca extracelular.

c) En presencia de agonistas X de antagonistas o-adrenérgicos

De acuerdo con distintas evidencias farmacológicas, en la sinapsis

noradrenérgicas periféricas existen receptores a-presinápticos que median una

regulación de la liberación de noradrenalina de los terminales nerviosos a tra

vés de un mecanismode retroinformación negativa (Sthrne, 1973; Langer, 1973;

Starke, 1973; Kirpekar y cols., 1973). Las evidencias mencionadas son las si

guientes: los agonistas a-adrenérgicos disminuyen la liberación de NApor estí

mulo eléctrico, mientras que los antagonistas a, la aumentan.

Conel objeto de investigar si en el ganglio del gato se verifica este

mecanismoregulatorio, se estudió el efecto de agonistas y de antagonistas a

adrenérgicos sobre la liberación de 3H-NAprovocada por estímulo eléctrico del

nervio preganglionar (ver 2.3.3.).
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FIGURA 8

I 0’ 3 I ¡J J c I
leeraclon de H-NAErovocada 20! la est1mu1ac1onelectrlca gregangl1onar:

Degendencia del Ca++extracelular.

InCubacíón: Solución de Krebs, 37°C,

Marcación: 3H-NA5 uCi/ml, 30 min.

Estimulación: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 5 mín.
H- . ¡A n o 5' o I

gg : Se omltlo del med1o de 1ncubac1on 25 mln antes de la pr1mera
estimulación y se restauró 25 min antes de 1a segunda.

50 

25
0')
E

É
U
C 10" ' ' II I

E1 E2

P KREBSsin Ca“ 2,6mMCatlz

Ordenada. (Ese, 103.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido presentes en
muestras recogidas 55 min después de 1a marcación.

Barras abiertas: liberación basal.
Barras cerradas: aumento sobre los valores basales provocado por el estlmulo

Abscisa : Tiempo en minutos. F4 5 min.

Los restángulos inferiores señalan los períodos de estimulación.

Los datos mostrados representan la media i_ES de 3 experimentos.
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Lo agonistas a-adrenérgicos empleados fueron 1a clonidina y 1a me

toxamina. En 1a figura 9 se representan los resultados obtenidos. Puede ob

servarse que, tanto las dos concentraciones más elevadas de metoxamina como1a

concentración más baja de clonidina, causaron una disminución significativa en

1a liberación de tritio provocadapor el estímulo nervioso.

Los antagonistas o-adrenérgicos ensayados fueron 1a fenoxibenzamina

y 1a fentolamina. En la figura lO puede observarse que tanto el antagonista no

competitivo fenoxibenzamina (2,9 u!) comoel bloqueante competitivo fentolamina

(3,1 u!) causaron un aumento significativo en 1a liberación de 3H-NAprovocada

por el estímulo eléctrico preganglionar. Concentraciones diez veces menores de

ambosantagonistas no modificaron 1a liberación de tritio por estímulo.

Los resuitados obtenidos con los agonistas y con los antagonistas u

adrenérgicos sugieren, por lo tanto, que se verificaría el mecanismoregulato

rio de retroinformación negativa para 1a liberación de noradrenalina provocada

por estímulo eléctrico del nervio cervical superior.

d) En presencia de inhibidores de 1a captación de noradrenalina.

Dado que se ha descripto que los bloqueantes a-adrenérgicos pueden

actuar en algunos casos inhibiendo 1a captación de noradrenalina (Euler y

Lishajko, 1968), se investigó si el aumentocausado por estas drogas en la ii

beración de 3H-NAprovocada por estímulo preganglionar (ver 2.3.3.) no podía

deberse a su efecto inhibidor de 1a captación.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11. Puede obser

varse que ni 1a cocaína, en las concentraciones 0,88 y 8,8 uN, ni 1a desmetili

mipramina, en 1a concentración 0,33 ¡M,modificaron en forma significativa la
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FIGURA 9

I al 3 o o, I o I
Liberacion de H-NABrovocadaEor 1a estimulacion electrica greganglionar:

Efecto de agonistas o-adrenérgicoe.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.

Marcación: 3H-NAS uCi/ml, 30 min.

Estimulación: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 meeg, durante 5 min.

Drogas: Se agregaron al medio de incubación 25 min antes y durante la
segunda (E2) y/o 1a tercera (E3) estimulación.

(5) B
1.5- (7) (5) (7) (7) ( ) (7) (7)

(5) (5)
19 

'- . .
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}:q5W
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0901;)" OJPM 12).!" L0 HH

CLONIÜINA MEÏÜXAHINA

Ordenada (Esc. log.): Los cocientes E IE obtenidos en presencia de los
agonistas (barras rayadas) se comparan con sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan 1a media geométrica :_ES del número de
experimentos indicado sobre las barras.

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



FIGURA 10 53

Liberación de 3H-NAprovocada por la estimulación eléctrica preganglionar:

Efecto de antagonistas o-adrenérgicos.

El protocolo experimental fue similar a1 descripto para 1a figura 9. En este
caso las drogas empleadas fueron 1a fenoxibenzamina (FDA)y 1a fentolamina (PENT.)

(10)
(a) .

2'0' (o) u7 (7)
(7) ()

L0_
¿T\

C

: Q5
E

S

WL
FBA FBA FEN‘Iï FENT.

0,29uM 2.9uM 0,31uM 3,1uH

Ordenada (Esc. 103.): Los cocientes En/El obtenidos en presencia de los
antagonistas (barras rayadas) se comparancon sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan la media geométrica i_ES del número de
experimentos indicado sobre las barras.

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

Liberación de 3H-NApr0vocada por la estimulación eléctrica preganglionarí

Efecto de inhibidores de 1a captación de noradrenalina.

E1 protocolo experimental fue similar al descripto para 1a figura 9. En este
caso las drogas empleadas fueron 1a cocaína (COC.) y 1a desmetilimipranina (DES.)

(7) (10) (7) (10) (7) (S) (7)

En/E1

COCIENTE

pu'I

0,1

(OC. CCI. DES. DES.

mm amm 033m 339M

Ordenada (Esc. 103.): Los cocientes En/El obtenidos en presencia de los
inhibidores (barras rayados) se comparancon sus equivalentes obtenidos
en condiciones control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan 1a media geométrica :_ES del número de
experimentos indicado sobre las barras.

t p < 0,001 respecto del control.
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liberación de tritio provocada por el estímulo eléctrico. Sin embargo, 1a

desmetilimipramina, en la concentración más alta ensayada, causó un aumento

significativo en la liberación de noradrenalina tritiada provocadapor el

estímulo nervioso.

Puesto que 1a cocaína no modificó la liberación de 3H-NAprovocada

por estímulo y dado que se ha descripto due la desmetilimipramina se compor

ta comoantagonista a-adrenérgico en algunos tejidos periféricos, tales como

1a arteria de 1a oreja del conejo (McCullocky Story, 1972), se consideró

de interés ensayar el efecto de 1a desmetilimipramina sobre las respuestas

contráctiles de la membrananictitante del gato. Este tejido fue selecciona

do porque es inervado por fibras noradrenérgicas provenientes del ganglio

cervical superior y ademásporque sus respuestas contráctiles son mediadas

por 1a activación de receptores a-adrenérgicos.

Se determinó la respuesta contríctil de la membranienfunción de

concentraciones crecientes de metoxamina(ver 2.6.), agonista o-adrenérgico

que se caracteriza por poseer una afinidad muybaja para el mecanismo de

captación neuronal (Trendelenburg y cols., 1970). Las curvas de concen

tración-respuesta a 1a metoxaminase realizaron en condiciones control (fig.

12 A) y en presencia de desmetilimipramina 0,33 y 3,3 HM(figs. IZB y 12C).

La concentración menor de desmetilimipramina no modificó las res

puestas del músculo al agonista a-adrenérgico (fig. 12 B). Por el contrario,

1a mayor concentración de desmetilimipramina provocó un corrimiento hacia la

derecha en la curva de concentración-respuesta a la metoxamina (fig. 12 C).

El pD2 (la dosis efectiva 50 Z de 1a metoxamina) fue 6.19 :_0,53 Mpara la

curva control y 5,00 i 0,11 M (p < 0,001) luego de 1a exposición a desmetili

mipramina 3,3 uM. El valor máximo de contracción obtenido en presencia de
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FIGURA 12

Curvas de concentración-respuesta a 1a metoxamínaefectuadas en 1a

membrananictitante del gato: Acción de la desmetilimípramina.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.

A) Dos curvas realizadas en condiciones control. La segunda curva (O)
se efectuó 90 min después de 1a primera (O), n e 8.

B) La segunda curva se realizó en presencia de desmetilimipramina
0,33 M. Que se agregó a1 medio de incubación 30 min antes, n - 10.

C) Igual que en B), pero la desmetilímipramina se empleó en concen
tración 3,3 ¡.M,n - 10.

A CONTROL B:Des 033pM c 09533PM

É 100 
e}

É so
1

É
É o '

l | l l l l l l l l l l l l l

10‘ 10"s 10" ¡0* 10* 10-4 104 10-G 10-

Metoxamina [M]

Ordenadas: Contracción de 1a membrananictitante comoporcentaje de 1a
máximarespuesta obtenida en la primera curva.

Abscisas: Concentración molar de metoxamina.

Los datos mostrados representan la medía i ES del número de experimentos
indicado en A), B) y C).
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desmetilimipramina 3,3 uN (15,3 i_l,4 g) no difirió significativamente del maxi

moobtenido en condiciones control (17,3 i 1,4 g).

De 1a figura 12 C se desprende, por lo tanto, que la desmetilimiprami

na, en la concentración más alta ensayada, se comportó comoun bloqueante de los

receptores h-adrenérgicos.

e) En presencia de antagonistas colinérgicos

Noony cols., (1975) concluyeron que la estimulación preganglionar del

ganglio cervical superior del conejo libera noradrenalina de terminales nervio

sos y que esa liberación es independiente de las vías colinérgicas que arriban

al ganglio porque, en sus condiciones experimentales, no era bloqueada ni con el

antagonista nicotínico curare, ni con el antagonista muscarínico atropina.

En 1a figura 13 puede observarse que en el ganglio cervical superior

del gato tanto el bloqueante nicotínico hexametonio comoel bloqueante muscaríni

co atropina disminuyeron en forma significativa la liberación de 3H-NAprovocada

por estímulo eléctrico preganglionar y que esta disminución se encuentra en relg

ción directa respecto de la concentraciñn de ambosantagonistas, sobre todo el ni

cotínico. Los resultados presentados en 1a figura 13 sugieren, por lo tanto, que

en el ganglio cervical superior del gato la liberación de noradrenalina provoca

da por el estímulo preganglionar está relacionada de alguna manera con vías coli

nérgicas.

3.2.2. Liberación de 3H-noradrenalina por acetilcolina exógena

Conel objeto de investigar si, en nuestras condiciones experimentales,
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FIGURA 13

Liberación de 3H-NAErovocada Bor 1a estimulación eléctrica Ereganglionar:

Efecto de antagonistas colinérgicos.

Incubación: Solúción de Krebs, 37°C.

Marcación: all-NA 5 uCi/ml, 30 min.

Estimulación: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 mseg, durante 51min.

Drogas: Se agregaron a1 medio de incubación 25 min antes y durante la
segunda (E2) estimulación ( HEX.: hexametonio; ATR.: atropina).

(5) W (a)

0,1L ééé
CONT. HEX. HEX. ATR. ATR.

001M 1mM 0.01uM 111M

COCIENTEEZIE1

Ordenada (Esc. log.): Los cocientes liz/El obtenidos en presencia de los
antagonistas (barras rayadas) se comparancon el control respectivo
(barra abierta).

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

ü p < 0,001 respecto del control.



59

la liberación de noradrenalína provocada por el estímulo nervioso se debía a una

acción liberadora de la acetilcolina endógena, en forma semejante a lo descripto

para 1a liberación de catecolaminas en 1a médula adrenal (Douglas y Rubin, 1961),

se estudió el efecto de la acetilcolina exógena sobre el ganglio previamente mar

cado con noradrenalina tritiada (ver 2.3.4.).

Los resultados obtenidos para este grupo experimental se muestran en

1a figura 14. En esta figura puede observarse que la acetilcolina exógena, en

concentración 100 uM, provocó la liberación de 3H-NAy que esta acción liberado

ra de 1a acetilcolina se asemeja de alguna manera a la del estímulo eléctrico pre

ganglionar. puesto que también fue dependiente del Ca++extracelular.

Estos datos sugieren, por lo tanto, que la liberación de noradrenalina

producida en respuesta al estímulo preganglionar, podría ser mediada por acetil

colina proveniente de las fibras preganglionares colinérgicas.

3.2.3. Liberacion de 3H-acetilcolina por estímulo eléctrico del nervio Ereganglionar

La liberación de acetilcolina que se produce en los ganglios simpáticos

a partir de terminales colinérgicos (Perry, 1953) y su participación comomediador

químico de los impulsos que se transmiten a través de las sinapsis ganglionares,

fueron ya mencionados (Introducción) comohechos perfectamente conocidos. Sin embar

go, afin no se ha podido dilucidar comose relacionan o en qué forma interaccionan 1a

acetilcolina y la noradrenalina a nivel de la transmisión ganglionar. Conel objeto

de investigar posibles interacciones entre ambosneurotransmisores en el ganglio

simpático del gato, se emplearontrazadores radiactivos para la acetilcolina (ver

2.3.2.) y se estudió su liberación provocada por estimulación eléctrica preganglio

nar (ver 2.3.3.).



FIGURA llo

Liberación de 3H-NApor acetilcolina exógena z su dependencia

del Ca++extracelular.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.

Marcación: 3H-NA 5 uCi/ml, 3o min.

Estimulación: ACh 100 1Mdurante l min (Simultáneamente y 10 min antes,
se agregó eserina 3,08 LM).

ggf+: Se omitió del medio de incubación 45 min antes de efectuar
el primer pulso de AChy se restauró 45 min antes del
segundo.

onCI/1(Dmgs

_- _
Ach (no pH) AchlmpH)

g KrebssinCa“—| g 2.6rnH(¡(12—J

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

Barras abiertas: liberación basal.
Barras raxadas : aumento sobre los valores basales provocado por la ACh.

Abscisa : Tiempo en minutos. F-i l nin.

Los datos mostrados representan la media :_ES de S experimentos.
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a) Control

En la figura 15 se representan los valores de liberación espontánea

de acetilcolina tritiada (3H-ACh)y los aumentos de la liberación provocados

por tres estimulaciones sucesivas. Puede observarse que la liberación espon

tánea de tritio disminuyá en forma semejante a lo ya descripto'para la libera
¡A l 3

Clon espontanea de H-NA(ver 3.2.1. a). Es decir, después de una caída ini

cial rápida durante los primeros 60 minutos de lavados, la liberación de radiag

tividad decae con una pendiente menor que se conserva hasta el final del experi

mento. Esta ültima representa la liberación espontánea de 3H-acetilcolina

ÉAdler-Graschinsky y cols., 1980).

En la figura 16 A se observa que aunque la respuesta del tejido dis

minuyódespués de la primera estimulación (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 estimulación elés

trica se mantiene aproximadamenteconstante a partir de la segunda estimulación.

A este respecto puede verse en 1a figura 15 B que los cocientes entre liberacio

nes fraccionales de estimulaciones sucesivas tuvieron valores similares.

b) En presencia de noradrenalina exógena.

Es un hecho conocido que las catecolaminas producen potenciales inhibi

torios en los ganglios simpáticos. Duny Nishi (1974) realizaron determinacio

nes electrofisiológicas en el ganglio cervical superior del conejo y sugirieron

que la acción hiperpolarizante de las catecolaminas podría estar mediada a través

de una inhibición de la liberación de acetilcolina a partir de los terminales coli

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

Aumentoen la liberación basal de 3H-AChErovocado gar la estimulación

eléctrica Ereganglionar.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.
( 30 min después de la marcación y hasta el final del experimento

se agregó eserina en concentración 3,08 1M).

Marcación: 3H-colina 10 uCi/ml, 30 min.

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

1000
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nCil100rng‘
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so 9o m ¡so 2059.
Esernm

Tiempo (nin)

Ordenada (Esc. 105.): Nanocuries por 100 miligramos de tejido.

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

estímulo.

Abscisa : Tiempo en minutos después de la marcación con 3l-l-c:olina.

Los rectángulos inferiores señalan los períodos de estimulación.

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

Liberación fraccional de H-AChErovocada nor la estimulación eléctrica

Breganglionar.

El protocolo experimental fue similar a1 descripto para 1a figura 15.

A) B)

3,0

1.o_ [IV 1.o'W
3 uT
x 0_S_ \ 0,5

1: uf

E
m
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0.1|. —. L__ L. 0.1

Ordenados (Bac. 103.): A) Liberación fraccional de all-ACE:expresada como
fracción del contenido tisular ( LF x 10-5 ) en el momentode efectuar 1a
estimulación.

B) Cocientes entre las LF x 10-.5 obtenidas en el

segundo (E2) y en el tercer (E3) estímulo y 1a obtenida en el primer (El)
estímulo.

Los datos mostrados representan 1a media geométrica i ES de 6 experimentos.
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rior del gato utilizando métodos farmacológicos. A tal efecto, el ganglio se

marcó con colina tritiada (ver 2.3.2.) y se estimuló preganglionarmente en pre

sencia de noradrenalina (l-NA) exógena (ver 2.3.3.).

En la figura 17 se representan los resultados obtenidos. Puede verse

en esta figura que la l-noradrenalina exógena, en concentración 3,1 HH.causó

una disminución significativa en la liberación de 3H-acetilcolina provocada por

estímulo eléctrico del nervio preganglionar. La concentración menor de l-NA

(0,31 LM)disminuyó la liberación de tritio por estímulo nervioso en dos de los

seis experimentos realizados; sin embargo, el valor promedio de los cocientes

entre liberaciones fraccionales no difirió significativamente del control res

pectivo.

c) En presencia de antagonistas colinérgicos.

En el ganglio cervical superior del gato, la liberación de noradreng

lina provocada por estímulo eléctrico preganglionar mostró estar relacionada con

vías colinérgicas de acuerdo con las siguientes evidencias: la acetilcolina exó

gena fue capaz de liberar 3H-NAy además, la liberación de 3H-NAcausada por es

tímulo eléctrico disminuyóen presencia de bloqueantes colinérgicos.

En relación con la segunda evidencia se pensó que 1a menor liberación

de 3H-NApodía deberse a que los antagonistas colinérgicos actuaran disminuyendo

la liberación de acetilcolina desde los terminales colinérgicos. Para investigar

esta posibilidad, se ensayó el efecto de bloqueantes colinérgicos sobre la libera

ción de 3H-AChprovocada por la estimulación 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 liberación de
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FIGURA 17

Liberación de 3H-—AChBrovocada got 1a estimulación eléctrica greganglionar:

Efecto de 1a noradrenalina exógena.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.
( 30 min después de 1a marcación y hasta el final del experimento

se agregó eserina'en concentración 3,08 ¡H ).

Marcación: 3H-colina 10 uCi/ml, 30 min.

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

l-NA: Se agregó a1 medio de incubación 25 min antes y durante 1a

segunda ( 0,31 un) y/o la tercera ( 3,1 pH) estimulación.

1.o _

“5 0,5 _
C

LIJ

LIJra
U
8

0,1 L

l-NA l‘NA

0,31191 3.1UM

Ordenada (Esc. 103.): Los cocientes tin/E1 obtenidos en presencia de l-NA
(barras rayadaa) se comparancon sus equivalentes obtenidos en condiciones
control (barras abiertas).

Los datos mostrados representan 1a media geométrica i ES de 6 experimentos.

i p < 0,025 respecto del control.
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3H-NApor estímulo. Los resultados se representan en la figura 18. En ésta

puede observarse que el antagonista muscarínico atropina provocó una disminución

significativa en la liberación de 3H-ACh,mientras que el bloqueante nicotínico

hexametonio no la modificó.

Estos resultados sugieren, por lo tanto, que 1a inhibición causada por

el hexametonio sobre la liberación de 3H-NAprovocada por estímulo nervioso, se

debería a un efecto directo de esta droga anticolinérgica sobre las estructuras

que liberan noradrenalina, mientras que la inhibición causada por la atropina se

debería a un efecto indirecto, es decir, el bloqueante muscarínico actuaría inhi

biendo la liberación de acetilcolina y en consecuencia también disminuiría la li

beración de noradrenalina.

3.2.4. Efecto de drogas sobre la liberación esgontónea de 3H-noradrenalina 2

de 3H-acetilcolina.

Determinacioneselectrofisiológicas realizadas en terminales nerviosos

autónomosperiféricos, tanto noradrenérgicos (Smith y Winkler, 1972) comocoli

nérgicos (Schmidt, 1978), indican que éstos poseen una actividad basal y comocon

secuencia de ella liberan los neurotransmisores respectivos en forma espontánea.

De acuerdo con los resultados mostrados más arriba, el ganglio cervical

superior del gato también presentó liberación espontánea tanto de 3H-noradrenalina

(ver 3.2.l.a) comode 3H-acetilcolina (ver 3.2.3.a). En consecuencia, se conside

ró oportuno analizar si las drogas empleadas en los ensayos sobre liberación de

3H-NAy/o de 3H-AChpor estímulo preganglionar, presentaban alguna acción sobre la

liberación basal de los neurotransmisores mencionados.
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FIGURA 18

Liberación de 3H-AChprovocada por 1a estimulación eléctrica preganglionar:

Efecto de antagonistas colinérgicos.

El protocolo experimental fue similar a1 descripto para la figura 17. Los
antagonistas colinérgicos empleados fueron el hexametonio (321.) y 1a atropina
(ATR.). Estos se agregaron a1 medio de incubacion 25 min antes y durante 1a
tercera estimulación.

1.o (6) (h)
r

J 0,5
JT

E (lo)

8
u 0,1.

0,05 _ ___

[ont Hex. Afr.

q01mM 001pM

Ordenada (Esc. 103.): Los cocientes E3/El obtenidos en presencia de los
bloqueantes colinérgicos (barras rayadas) se comparancon el cociente
equivalente del control (barra abierta).

Los datos mostrados representan 1a media geométrica :_ES del número de
experimentos indicado sobre las barras.

ú p < 0,001 respecto del control.



a) Liberación espontánea 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 liberación espontánea de 3H-NAno se modificó cuando se agregaron las drg

gas a la solución de Krebs. Las otras concentraciones ensayadas, no mostradas

en la figura 19, tampocomodificaron la liberación basal de noradrenalina tritig

da.

b) Liberación espontánea de 3H-acetilcolina

Tal comose muestra en 1a figura 20, la liberación basal de 3H-ACh

tampoco fue modificada por las drogas ensayadas.

3.3. CONTENIDO TISULAR ENDOGENO DE NORADRENALINA

Control x efecto de drogas.

El contenido endógeno del neurotransmisor adrenérgico es mantenido

dentro de un nivel constante comoresultado del equilibrio existente entre las

velocidades de síntesis y de degradación o de utilización (Weiner, 1970). Sin

embargo,algunas drogas pueden desplazar este equilibrio interfiriendo con los

mecanismosmencionados. Por lo tanto, se consideró de interés analizar si las

drogas ensayadas produjeron alguna modificación en el contenido tisular de nora

drenalina.

En la tabla II se resumen los resultados obtenidos cuando se determi

nó el contenido de noradrenalina (ver 2.4.) en los ganglios utilizados en los

experimentos de liberación de neurotransmisores por estímulo 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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FIGURA 19 A

Liberación esgontánea de 3H-NA: Efecto de agonistas 2 de antagonistas

a-adrenérgicos.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C.

Marcación: 3H-NA 5 uCi/mi, 30 min.

Drogas: Se agregaron el medio de incubación, por un período de 25 min,
lOSmin y/o 155 min luego de 1a marcación.

CLON.: clonidina; MET.: metoxamina; FBA: fenoxibenzamina;
FENT.: fentolamina.

LF-¡o'2

CONTROL (LON. 0,1,1" MET. wpn

Ordenada (Esc. log.): Liberación de 3H-NAexpresada como fracción del

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

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

Abscisa : Tiempo en minutos. D4 5 min.

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

Liberación espontánea de 3H-NA: Efecto de inhibidores de 1a captaciñn

de noradrenalina.

El protocolo experimental fue similar a1 descripto para 1a figura 19 A. .Las
drogas empleadas sn este caso fueron 1a cocaina (COC.) y 1a desmetilimipramina
(DES.).

6 (6) (9) (6)

J WW fi

2 _

CONTROL COC. 8,8}JM DES. 3,3}JM

Ordenads (Esc. 103.): LiberaciGn de 3H-NAexpresada comofracción del

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

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

Abscísa : Tiempo en minutos. “4 5 min.

Los datos mostrados representan 1a media ¿,88 del número de experimentos
indicado sobre las barras.
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FIGURA 19 C

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

El protocolo experimental fue similar a1 descripto para 1a figura 19 A. Las
drogas enpleadas en este caso fueron el hexanetonio (HEX.)y 1a atropina
(ATR.).

(u
s
L

3

2

1

CONTROL HEX. QOIInH

LF¡162

.""".'."A
'I'l'IIIIIIII

AïR.1yM

Ordenads- (Esc. 103.): Liberación de 3H-NAexpresada como fracción del
contenido tisular ( LF x 10 -2 ) para cada muestra.

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

Absciss : Tiempo en minutos. ** 5 min.

Los datos mostrados representan ls media i_ES del número de experimentos
indicado sobre las barras.
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FIGURA 20

Liberación esgontínea de 3H-ACh: Efecto de antagonistas colinérgicos z

de 1a noradrenalina exñgena.

Incubación: Solución de Krebs, 37°C. con agregado de eserina en concentración
3,08 HM.

Marcación : 3H-colina 10 uCi/ml. 30 min.

Drogas : Se agregaron a1 medio de incubación, por un período de 25 min,
155 min luego de 1a marcación.
HEx.: hexametonio; ATR.: atropina; l-NA: noradrenalina.

3 (6) (6) (L) (H

Lrnoz 1 fi
CONTROL l-NA 3,1pM HEX 0,01 rnM ATR. 091m1

Ordenada (Esc. 103.): Liberación de 3H-AChexpresada como fracción 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 1a media :_ES del número de experimentos
indicado sobre las barras.
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Contenido tisular endógenode noradrenalina: Efecto de las distintas

drogas ensaladas.

Incubación:

Hessesié2_=

NA endógeno:

Solución de Krebs, 37°C.

3H-NA 5 uCi/ml 6 3H-colina 10 uCi/ml. 30 nin.

Al finalizar los experimentos de liberación de neurotransmisores.
lo's ganglios fueron empleadospara determinar el contenido tisular
de noradrenalina.

Concentración
Experimento n de droga NA endógeno

(mi) (us NA/g tej)

Control 8 - - 3,92 j; 0,12

Clonidina 5 0,01 4,62 1 0,83

Metoxmina lo 12,0 2,75 1 0,71

Fenoxibenzsmina 5 2,9 5,58 1 1,26

Fentolamina 6 3, l 3, 50 1 1,09

Cocaína 9 8,8 6,06 1- 0,90

Demetilimiprmina 6 3, 3 lo, 30 i 0,96

Hemetonio S 1000.0 4,03 i 0,29

Atropina 3 1,0 2,83 i 0,84

l-Noradrenslina 6 3, l lo,44 i 0.69

Eserina 6 3. 08 lo,07 i 0 , SO

Los datos mostrados representan 1a media i ES del número de experimentos (n).
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modificó en forma significativa.

Por otra parte, si se compara la NAendógena 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

estimulación eléctrica tampocomodifico el contenido tisular de noradrenalina.

3.4. DISTRIBUCION METABOLICAde la QH-NORADRENALINA

Las enzimas metabolizantes de la noradrenalina producen a partir de.ésta

cinco metabolitos (ver fig. 2 y 2.5.). En los terminales nerviosos adrenérgicos

periféricos la distribución metabólica de la NApresenta, en términos generales ,

diferencias características si se comparanla producida durante la liberaci6n es

pontánea con 1a resultante en 1a liberación por estímulo (Langer, 1974). Por lo

tanto, se consideró de interés analizar la distribución metabólica de 1a 3H-nora

drenalina bajo los tres aspectos siguientes: liberación espontánea, liberación

por estímulo eléctrico y retención tisular. Los resultados obtenidos al respecto

se resumen en 1a figura 21.

El análisis de 1a radiactividad liberada espontáneamente (fig. 21 A)

dióicomo resultado un 202 de 3H-NA. Los principales metabolitos fueron la frac

ción de O-metilados deaminados que representó el SOZy el glicol deaminado (DOPEC)

que constituyá el 25%de 1a radiactividad total liberada.

La radiactividad liberada por estímulo eléctrico (fig. 21 B) consistió

principalmente de 3H-NAsin metabolizar (702). E1 glicol deaminado DOPEGrepre

sento la principal fracción metabólica del tritio liberado por estímulo.

Finalmente, el tritio remanenteen el tejido (fig. 21 C)_fue principal

mente el correspondiente a 1a 3H-NAsin metabolizar (812).
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FIGURA 21

Distribución metabólica de la noradrenalína

Incubacíón: Solución de Kreba, 37°C.

Marcación : 3H-NA5 uCi/ml, 30 min.

Estímulacíán: 10 pulsos por seg, 80 V, 2 maeg, durante 5 nin.

80

'40

OÜ
RADIOACTIVIDAD(°/odel+ofal)

’///////////.

Ordenada : Radiactivídad de cada fraccíán metabólica expresada comoporcentaje
del total.

A) Liberaciñn espontánea en las muestras recogidas 80 min después de
marcar el tejido.

B) Aumentode 1a liberación sobre el nivel basalprovocado por el estímulo.

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

E]: 3H-NA;: 3H-D0PEG;: 3H-D0MA;U]III]:3H-0MDA(VMA+ MOPEG);': 38-M.

Los datos mostrados representan 1a medía i ES de 6 experimentos.
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4.1. DISCUSION

4.1.1.Ca2tación de noradrenalina tritiada.

Hambergery cols. (1964) describieron que la neurona adrenérgica, en

su totalidadI posee la propiedad de captar y de concentrar noradrenalina y depa

mina y sugirieron que el mecanismo de captación y/o de concentración de aminas

operaba tanto en los terminales nerviosos comoen los axones y dendritas de la

neurona postganglionar.

Los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo demueg

tran que la noradrenalina tritiada es almacenadapor el ganglio cervical superior

(G.C.S.) aislado del gato y posteriormente liberada espontáneamente por estímulo

nervioso preganglionar.

El hecho que la captación de 3H-NAfuera inhibida por la cocaína y por

la desmetilimipramina sugiere 1a existencia de una bombade membrana(Hillarp y

Malmfors, 1964) que sería la responsable de la acumulación de noradrenalina en

el tejido ganglionar.

4.1.2.Estructuras ganglionares involucradas en los fenómenosde captación y de

liberación de noradrenalina tritiada.

De acuerdo con estudios morfológicos realizados por varios autores, en

el tejido ganglionar existen tres estructuras que puedenestar involucradas en

los fenómenosde captación y de liberación de 3H-noradrenalina:

a) la interneurona o célula SIP (Libet, 1970)

b) los terminales nerviosos adrenérgicos descriptos por Noony cols. (1975).

c) las dendritas de la neurona postganglionar (Jacobowitz, 1970).
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En el G.C.S. del gato 1a interneurona contiene dopamina (BjBrklund

y cols., 1970). Aunquela noradrenalina puede ser captada tanto por estructg

ras noradrenérgicas comodopaminérgicas, se ha descripto que la desmetilimiprg

mina inhibe selectivamente el proceso de captación de catecolaminas en neuro

nas noradrenérgicas y que en las concentraciones empleadas en este trabajo no

afecta la captación de noradrenalina o de dopaminaen estructuras dopaminérgi

cas (Carlson y cols. 1966; Coyle y Snyder, 1969; Horn y cols, 1971). Por lo

tanto, la inhibición de la captación de 3H-NAcausada por la desmetilimipramina

en el ganglio del gato sugiere que este fenómenoocurre en estructuras noradre

nérgicas más que en dopaminérgicas.

Por otra parte, aunque las células SIF fueron descriptas para los

ganglios simpáticos de todos los mamíferos estudiados (Norberg y Squvist, 1966;

Jacobowitz, 1970; Olson, 1967; Hervonen y Kanerva, 1972; Chiba y cols., 1975),

la población de células SIF en el ganglio del gato es muyescasa comparada con

la de otras especies (Chiba y Williams, 1975).

En consecuencia, los resultados presentados sugieren que los termina

les nerviosos adrenérgicos propuestos por Noony cols. (1975) o las dendritas

de la neurona postganglionar serían los posibles sitios dondese verifica la

acumulación de 3H-NAy su liberación por estímulo 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; Eanko,

1978). Segün la especie analizada existe la posibilidad que algunos terminales

de axones postganglionares simpáticos 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 dondese verificaria la liberación de noradrenalina. Sin embargo,

la proporción de 3H-NAsin metabolizar liberada tanto espontáneamente comopor

estímulo preganglionar del ganglio del gato fue dos veces mayorque la registra

da para los terminales nerviosos postganglionares presentes en la membrananicti

tante del gato (Luchelli-Fortis y Langer, 1975), que provienen del ganglio cervi

cal superior.

El análisis del destino metabólico seguido por la noradrenalina en el

G.C.S. del gato y en la membrananictitante del gato indica que las estructuras

noradrenérgicas que almacenan y liberan 3H-NAen el ganglio no se comportan en

igual forma que los terminales nerviosos de las sinapsis'neuroefectoras. La prg

porción de metabolitos deaminados observada en el ganglio resultó menor que la

descripta para la membrana(Luchelli-Fortis y Langer, 1975). Aunqueesta diferen

cia sugiere una menor actividad de la monoaminooxidasaen el ganglio, Stefano y

Filinger (1978) describieron que la actividad de esta enzima es casi idéntica en

ambostejidos.

Filinger y Rubio (1976) observaron que 40 horas después de administrar

6-0H-dopamina a gatos adultos no se modificó ni el contenido endógeno de NAen el

ganglio ni la liberación de 3H-NAprovocada por concentraciones elevadas de K+.

La simpatectomía química con 6-0H-dopaminaprovoca la destrucción selectiva de te;

minales nerviosos adrenérgicos sin dañar los cuerpos celulares (Tranzer y Thoenen,

1968). Por lo tanto, de acuerdo con las observaciones de Filinger y Rubio, una

proporción importante de la NApresente en el G.C.S. del gato estaría localizada

en los cuerpos celulares de las neuronas postganglionares y además, la 3H-NAlibg

rada por K+provendría de dendritas y no de terminales nerviosos. En las presen

tes condiciones experimentales la estimulación preganglionar del ganglio cervical

Superior provocaría un fenómenosemejante. En consecuencia las dendritas de la
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neurona postganglionar parecen ser los sitios probables donde se almacena y

libera NAen el ganglio cervical superior del gato. En apoyo de esta hipótesis

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.

4.1.3oCaracterísticas de 1a liberación de noradrenalina

La liberación de noradrenalina tritiada provocada por el estímulo

eléctrico preganglionar del G.C.S. del gato resultó dependiente del Ca++extra

celular. Este hecho sugiere la participación de un mecanismo de exocitosis

(Boullin, 1967; Douglas, 1968; Rubin, 1970) en la liberación del neurotrans

misor adrenérgico.

Además,el análisis de las fracciones metabólicas de la radiactividad

liberada por estímulo eléctrico mostró que el tritio liberado correSpondió en

forma predominante a la 3H-NAsin metabolizar, a pesar de la alta proporción de

metabolitos observada en el eflujo espontáneo. Este hecho sugiere que la libe

ración de noradrenalina provocada por el estímulo se produjo a partir de grínulos

o vesículas. En relación con esto se ha descripto que la reserpina depleciona

el contenido endógeno de NAen el G.C.S. (Trendelenburg, 1961; Fischer y Snyder,

1965; Hamberger y cols., 1964). Cabe mencionar que Geffen y cola. (1976), re

firieron que en las dendritas de la sustancia nigra, la despolarización con con

centracionaselevadas de K+provoca una liberación Ca++-dependiente de 3H-DA lo

que sugiere que la liberación de neurotransmisores por un mecanismoexocitótico

no estaría restringido a los terminales axonales.
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La liberación de 3H-NAprovocada por el estímulo eléctrico preganglio

nar fue disminuida por los agonistas a-adrenérgicos clonidina y metoxaminay ag

mentada por los antagonistas a-adrenérgicos fenoxibenzamina y fentolamina. Estos

resultados sugieren que en el G.C.S. del gato opera un mecanismoregulatorio de

retroinformación negativa, mediadopor receptores a, semejante a1 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 médulaadrenal de la rata el agonista oeadrenérgico fenilefrina disminuye la

liberación exocitótica de catecolaminas y de dopamina-B-hidroxilasa, lo que su

giere que la inhibición de la liberación de NAa través de la activación de re

ceptores 0 no está restringida a terminales nerviosos.

El aumento inducido por 1a fenoxibenzamina en la liberación de 3H-NA

provocada por el estímulo preganglionar del ganglio cervical superior del gato,

representó sólo un ¿OZdel aumento provocado por este bloqueante a en 1a libera

ción de NAa partir de terminales nerviosos de la membrananictitante del gato.

En esta última preparación una concentración similar de fenoxibenzamina aumenta

5 veces la liberacion de 3H-NApor estímulo nervioso postganglionar a 10 pulsos

por segundo (Enero y cols., 1972), lo que indicaría que el mecanismoregulatorio

a-presináptico es más 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

concentración de clonidina requerida para disminuir la liberación de 3H-NApro

vocada por estímulo del nervio cervical superior fue muchomenor que la concentra

ción equiefectiva de metoxamina. A este respecto, distintas evidencias experimeg
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tales indican que 1a clonidina es un agonista selectivo para receptores a del

tipo presináptíco, mientras que la metoxaminaactiva preferentemente receptores

a postsinápticos (Starke y cols., 1974, y 1977). Estas observaciones sugieren

que los receptores a adrenérgicos implicados en la liberación de 3H-NAa partir

de dendritas de la neurona postganglionar en el ganglio cervical superior del

gato se comportan farmacológicamente comoreceptores presinípticos. En apoyo

de esta teoría puede mencionarse que recientemente Browny Caulfield (1979),

observaron que los receptores que median 1a respuesta hiperpolarizante en el

ganglio cervical superior de la rata son del tipo a2 o a presináptico.

El efecto inhibitorio de la metoxaminasobre la liberación de NApor

estímulo mostro tener una relación directa con la concentración de 1a droga.

Por el contrario en el caso de la clonidina las concentraciones mas elevadas

no modificaron 1a liberación de 3H-NApor estímulo mientras que la menor con

centración (0,001 uM)la disminuyS significativamente. Este hecho puede expli

carse considerando que la clonidina se caracteriza por ser un agonista parcial

(Goodmany Gilman, 1975; Medgett y cols., 1978; Pelayo y cols., 1980). Es

decir, que en las concentraciones más altas empleadas en este trabajo, 1a clo

nidina se comportaría comoun antagonista a-adrenérgico y, por lo tanto, tende

ría a aumentar, mas que a disminuir, la liberación de 3H-NApor estimulación

nerviosa.

Con respecto al aumento en la liberación de 3H-NApor estímulo pre

ganglionar provocado por 1a desmetilimipramina (3,3 uM), éste se debería al

bloqueo de los receptores a-adrenérgicos mas que a 1a inhibición de 1a capta

ción neuronal. Esta conclusión se basa en 1a observación que ni la cocaína, ni

la concentración de desmetilimipramina que no antagonizó las respuestas de la
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membrananictitante a 1a metoxamina, aumentaron 1a liberación de tritio provoca

da por el estímulo del nervio cervical superior.

El efecto bloqueante o de concentraciones altas de desmetilimipramina

también fue observado por McCullocky 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 tricíclicos compitencon los antagonistas a

adrenérgicos por el mismositio de unión y Svenson y Usdin (1978) sugirieron que

la inhibiciñn provocadapor los antidepresivos triciclicos en las neuronas nora

drenérgicas del cerebro de rata es mediada a través del bloqueo de receptores u

adrenérgicos presinípticos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son compatibles con 1a

teoría que la liberación de 3H-NAprovocada por estímulo preganglionar del gan

glio cervical superior del gato es regulada a través de un mecanismode retroin

formaci6nnegativa mediadopor 1a activación de receptore5(¡de tipo presináptico.

Estas evidencias sugieren,además, que este mecanismoregulatorio para la libera

ción de NApor estímulo no se restringe a terminales nerviosos sino que también

se verifica en las dendritas de la neurona postganglionar adrenérgica.

Ó-lo‘rAcción de 1a acetilcolina sobre la liberacion de noradrenalina.

La liberacián de 3H-NAprovocada por el estímulo preganglionar puede

ser el resultado de un efecto despolarizante directo sobre las dendritas de la

neurona postganglionar, pero puede deberse también a un efecto indirecto mediado

.por la acetilcolina endógena que se libera comoconsecuencia de la estimulación

del tronco preganglionar. El efecto liberador de la acetilcolina sería semejan

te al descripto para la liberación de adrenalina en la glándula adrenal del gato
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(Douglas y Rubin, 1961)

En nuestras condiciones experimentales la incubación con AChprovocó

la liberación de 3H-NAen forma Ca++-dependiente. Este hecho sugiere que la

AChendógena promovería la liberación Ca++-dependiente de NAobservada durante

la estimulación eléctrica preganglionar, al actuar sobre las dendritas de la

neurona postganglionar, probablemente favoreciendo la entrada de calcio

(Stallcup, 1979).

Por otra parte, se observó que el bloqueo de los receptores colinór

gicos con hexametonio y con atropina redujo la liberación de 3H-NAprovocada

por el estímulo nervioso sin afectar la liberación espontánea de noradrenalina.

Recientemente Greene y Rein (1978) observaron que la estimulación de

receptores nicotínicos y muscarínicos en células disociadas de ganglios simpá

ticos de embrión de pollo provoca la liberación de 3H-NAen forma ca++-depen

diente. Además,de acuerdo con resultados obtenidos por Guiorguieff y cols.

(1977), el bloqueante muscarínico atropina y al bioqueante nicotínico pempidina

antagonizan la liberación Ca++-dependiente de 3H-dopamina provocada por la ACh

en la corteza del estriado de la rata. Estos autores concluyeron que existían

receptores colinérgicos excitatorios de tipo nicotínico y de tipo muscarínico

en los terminales dopaminérgicos del estriado.

De acuerdo con nuestros resultados experimentales, existiría la posi

bilidad que la AChendógenaactive receptores colinórgicos, tanto nicotínicos

cono muscarínicos, en la neurona postganglionar y de esta manera provoque la

liberación Ca++-dependientede noradrenalina en el ganglio del gato.

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

de 3H-NAparece ser el resultado de su interacción con receptores nicotínicos



localizados en las dendritas postganglionares. la disminución causada por la

atropina en la liberación de 3H-NApuede ser atribuida a la menor cantidad de

AChendógena que llega a la neurona postganglionar. Estas observaciones sugig

ren que la activación de receptores nicotínicos por acción de la AChendógena

despolariza las dendritas y que esta despolarización provoca la liberación de

noradrenalina. Conrespecto a la acción de la atropina sobre la liberaciGn de

3H-ACha partir de las fibras preganglionares. es necesario realizar más estu

dios para determinar si es mediada a través de receptores muscarínicos facili

tatorios presinápticos o si está involucrado otro mecanismode acción.

Cabe destacar que, de acuerdo con los estudios realizados en los

últimos años, la liberación Ca++-dependientede noradrenalina puede ser regula

da a través de la activación de distintos receptores. Las evidencias presen

tadas en este trabajo son compatibles con la hipótesis que ademásdel efecto

liberador referido para la activación de los receptores B-adrenérgicos (Adler

Graschinsky y Langer, 1975) y propuesto para la angiotensina, la serotonina y

la prostaglandina F (Westfall, 1977), la activación de receptores colinér20

gicos nicotínicos también aumenta la liberación Ca++-dependiente de NA.

4.1.5.?apel fisiológico de la noradrenalina.

En el ganglio cervical superior del gato marcado ¿n vitae con 3H

colina, la liberación de radiactividad provocadapor el estímulo fue reducida

en un 402 con respecto del control por acción de la l-NA (3,1 LM). La acción

inhibitoria de las catecolaminas sobre la liberaci6n de AChfue 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 comouna evidencia adicional acerca de que una fuente endogena de

catecolaminas media un proceso inhibitorio presiníptico en la transmisión

ganglionar.

4.1.6.Diferencias entre especies .

Cuando se analizan los fenómenos de transmisión ganglionar es muy

importante tener presente que existen diferencias marcadas entre las distintas

especies. A título ilustrativo cabe mencionar los ejemplos que se detallan a

continuación:

l) 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 estímulo nervioso de 10 pulsos por segundo y el aumento de au síntesis

provocado por la estimulación no es afectado ni por el hexametonio ni por la

atropina (Steinberg y Keller, 1978).

2) Estudios histoquímicos 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

incubación con dopamina provoca un aumento en el contenido de AMPcíclico que

involucraría la participación de células SIF de tipo I. Sin embargo, en el

G.C.S. del gato. luego de la incubaciñn con dopamina o con noradrenalina no se

modifican los niveles de AMPcíclico (Black y cols., 1974; Williams y cols., 1975).

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

dopamina son muyescasas o están 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 simpáticos humanos indican que, a semejanza

de lo encontrado para los ganglios del gato (Chiba y Williams, 1975), la

población 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 1a farmacología de los ganglios autónomos.



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 AChliberada por la estimulación

del tronco preganglionar provoca la liberación de NAa partir de las dendritas

de la neurona postganglionar.

* Esta liberación Ca++-dependiente de NAsería provocada por la activación de

receptores nicotínicos localizados en las dendritas.

* La liberación de NAposee un mecanismode autorregulación por retroinformación

negativa mediadopor 1a activación de receptores a del tipo presináptico.

* La NAliberada de las dendritas postganglionares en el ganglio del gato

parece jugar un papel fisiológico en la transmisión ganglionar inhibiendo la

liberación de AChde las fibras preganglionares colinérgicas.



FIGURA 22

Esguema exglicativo de las conclusiones
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