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OBJETIVOS



Para poder comprender los efectos y mecanismos de accion de drogas que
actúan sobre los adrenoceptores pre- y postsinípticos, es necesario mencionar,
en primer término. las caracteristicas de la inervsción simpática.

SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

Es la parte del sistema nervioso que controla las funciones vegetativas
del organismo. Se lo llama también, visceral o vegetativo. Descripto en term;
nos de arco reflejo visceral, podemosdecir que el Sistema Nervioso Autónomose

componede tres elementos: s) neuronas sferentes (sensitivas) cuyos cuerpos ce­
lulares se encuentran en los ganglios de las raíces dorsales de los nervios es­
pinales o bien en los ganglios sensoriales de ciertos nervios craneales, tales
comoel ganglio nodoso del vago; b) neuronas conectores, que tienen sus cuerpos
celulares en las columnas intermediolaterales de la médula espinal o en los nü­
cleos de algunos nervios craneales. Los axones de dichas neuronas constituyen
las fibras preganglionares, que-se dirigen a los ganglios autónomos,localizados
fuera del sistema nervioso central; c) neuronas eferentes. cuyos cuerpos celulg
res se hallan en los ganglios aut6nomosy cuyos axones (fibras pgstganglionaresz
se dirigen a los órganos efectores.

En base a sus caracteristicas anatómicasy fisiongicas. el sistema ner­
vioso aut6nomose divide en dos partes:

a) Sistema nervioso simpático o toracolumbsr

Las fibras preganglionares abandonanel sistana nervioso central a nivel
de las porciones torácica y lumbar de 1a nádula espinal. Los ganglios simpáti­
cos forman una cadena a cada lado de la columnavertebral, aunque algunos, tales
comoel ganglio celiaco y los mesentéricos, se hallan mís alejados.

b) Sistema nervioso parasigpítico o críneosacro

Sus fibras preganglionares corresponden a los pares craneanos III, VII,
1x y X, o bien emergen a nivel de la médula sacra. Los correspondientes ganglios
autónomosse hallan cerca de los órganos inervados. En esto se diferencia del

sistema nervioso simpítico, cuyos ganglios se hallan alejados de los órganos efeg
tores o



Funciones del sistema nervioso autónomo_________________..__________________

En su mayor parte, los órganos viscerales están inervados por las dos

divisiones del sistema nervioso autónomoque por lo general, ejercen efectos an
tagónicos.

Por ejemplo, por acción del sistema nervioso simpático se produce:
a) dilatación pupilar;
b) inhibición de la motilidad gastrointestinal;
c) aumento del inotropismo y cronotropismo cardíacos;
d) relajación del músculo bronquial;
e) contracción de los vasos sanguíneos,
E cambio, la estimulación del sistema nervioso parasimpótico produce:5

pupiloconstricción;V
a

b) disminución del inotropismo y cronotropismo cardíacos;

Vc

d

aumentode la motilidad gastrointestinal;
broncoconstricción.

V

En algunos casos sin embargo, los dos sistemas no son antagónicos. Por

ejemplo, en las glándulas salivales la actividad de ambossistemas, simpático y
parasimpítico, aumentanlas secreciones aunque éstas son de distinta naturaleza.
Por otra parte, hay órganos controlados por uno sólo de los sistemas. Así vanos
que la cápsula esplénica, la msnbrananictitante y la mayoría de los vasos san­

guíneos, sólo responden a la estimulación nerviosa simpática. En todos estos ea
sos lá respuesta es la contracción del músculoliso.

El sistema nervioso autónomomantiene un tono o actividad basal en los

diferentes órganos, que puede estar aumentadoo disminuido, de acuerdo a las ng
necesidades del organismo.

Control central del sistema nervioso autónomo

En el sistema nervioso central existen centros coordinadores de las fun­

ciones viscerales, cuyos impulsos actúan sobre las neuronas conectoras del sistg
ma nervioso autónomo. Los centros reguladores se hallan a nivel espinal, bulbo­

protuberancial. hipotalómico y cortical. Las porciones media y posterior del hi
potólamoson los principales centros integradores del sistema nervioso parasimpó



tico y simpático , respectivamente.
Esta descripción corresponde al sistema nervioso autónomode los mamí­

feros, pero el mismoesquemageneral puede aplicarse a los anfibios, aves y rep
tiles.

NEUROTRANSMISORES DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

La primera sugerencia de que los impulsos nerviosos podrían transmitirse
a las células efectoras por medio de sustancias químicas fue hecha por DuBois­

Reymonden 1877. Sin embargo, el concepto de neurotransmisión química surgió rs
cién en 1905 cuando Elliot postu16 que 1a transmisión nerviosa simpática se efes
tuaba a través de la liberación de una sustancia similar a la adrenalina. Poco

después, Dixon (1907) propuso que las fibras nerviosas parasimpíticas liberarían
una sustancia parecida a la muscarina.

La confirmación experimental de que los impulsos nerviosos se transmi­
tían por medio de agentes químicos específicos, fue obtenida por Loewi en 1921.
Este autor comprobóque al estimular el nervio vago en el corazón aislado de la
rana, se liberaba una sustancia a la que llamó "Vagusstoff"¡1 que disminuía la
frecuencia de los latidos de otro coraan. Además,en este mismotrabajo,Loewi
observó que al estimular el nervio cardioacelerador se liberaba una sustancia
("Acceleranstoff"), similar a 1a adrenalina.

Casi simultáneamente con Loewi.en 1921 Cannon y Uridil comprobaron que

en el gato, 1a estimulación de los nervios simpáticos del hígado, inducía la li
beración de una sustancia similar a la adrenalina, capaz de aumentar la presión

sanguínea y la frecuencia cardíaca. A esta sustancia Cannknla llamó "simpati­
na".

Conrespecto a1 neurotransmisor del sistema nervioso parasimpático,lostr¿
bajos de Loewi y Navratil (1926), Feldberg y Krayer (1933) y muchos otros con­

tribuyeron a establecer que la acetilcolina era el principal neurotransmisor li
berado por todas las fibras parasimpáticas postganglionares.

Tambiénse demostró que la acetilcolina era el neurotransmisor en las ¿if
bras preganglionares del sistema nervioso simpático (Kibjakow, 1933; Feldberg y
Gsddum. 1934) y parasimpítico (Perry y Talesnik. 1953).



Conrespecto al neurotransmisor liberado por las fibras simpáticas post­
ganglionares, en un principio predominó la idea de que era la adrenalina. Noobg
tante, ya en 1910 Barger y Dale notaron que los efectos de la estimulación nervig
sa simpática eran más fielmente reproducidos por la inyección de noradrenalina

que de adrenalina.
Mas tarde, con el desarrollo de métodos químicos y biológicos adecuados

para medir pequeñas cantidades de catecolaminas (von Euler. 1946; 1948; 1950) y
también mediante las técnicas de histofluorescencia (Falk, 1962; Falk y Torp,1962)
se'estableció que la noradrenalina era 1a principal catecolamina contenida en los
terminales nerviosos simpáticos.

La noradrenalina había sido sintetizada por primera vez en 1904 por Stolz.
Junto con la adrenalina y la dopamina se la incluye en el grupo químico de las c3

tecolaminas, por poseer un anillo catecólico (O-dihidroxibenceno) unido a una ami
na (etilamina).

La noradrenalina es el neurotransmisor postganglionar simpático pero este
hecho cuenta con algunas excepciones:

- Las fibras postganglionares simpáticas en las glándulas sudoríparas son
colinérgicas, es decir que liberan acetilcolina (Dale y Feldberg, 1934).

- La mayor parte de los vasos sanguíneos están inervados por fibras simpí
ticas noradrenérgicas (vasoconstrictoras). Sin embargo,en los lechos vasculares
de algunos músculos esqueléticos y de la piel de varias especies de mamíferos, ha
bría fibras simpáticas colinérgicas; dichas fibras nerviosas serían vasodilatado­
ras (Campbell, 1970; Bell y Burnstock, 1971).

- Los datos obtenidos en varias especies de los géneros 5525 y guia, seña
lan que el contenido de adrenalina es mayor que el de noradrenalina en todos los
órganos estudiados (Holzbauer y Sharman; 1972).

Cabe mencionar aquí, que la conclusión de Loewi (1921) acerca de que el
neurotransmisor simpático era la adrenalina, fue correcta ya que él trabajó con
corazones de rana.

- Por otra parte, en varios órganos de pollo se han hallado evidencias de
que tanto la noradrenalina comola adrenalina podrían ser los neurotransmisores
simpáticos (De Santis y col., 1975; Komoriy col., 1979).

Todos estos datos indican que en algunos casos la adrenalina y la acetil­
colina, en lugar de la noradrenalina, pueden ser el neurotransmisor simpático.



SISTEMA NERVIOSO SIHPATICO

- Anatomíade la inervación en tejidos periféricos

En el transcurso de este trabajo, mencionaremoss menudolos "terminales

nerviosos simpáticos" para referirnos a las regiones de las fibras nerviosas que
hacen sinapsis con las células efectoras y desde donde se libera el neurotransmi
sor simpático. Es importante aclarar que dichas terminaciones no son iguales a
las de las neuronas motoras somíticss o del sistema nervioso central.

En las neuronas que inervan los músculos esqueléticos por ejemplo, el a­

xón se ramifica en su extremo dando numerosas terminaciones o pies terminales;
que hacen sinapsis con las fibras musculares, formándose las llamadas placas ne!
romusculares. .

En cambio, las fibras de los nervios autónomos, sl llegar a los Srganos
efectores se dividen repetidamente formandouna densa red de fibras nerviosas muy
finas. Hillarp (1946; 1959) sugirió el nombrede plexo terminal ("ground plexus")
para denominar a esta red nerviosa» .

En el sistema nervioso simpítico, los estudios de microscopía de fluoreg
cencia muestran que a lo largo de eses finas fibras nerviosas. hay ensanchamien­

tos o varicosidades. En eses zonas, ls concentración de norsdrenalina es mayor
que en las partes mas delgadas (Malmfors, 1965) y es posible que las sinapsis se
establezcan a nivel de esas varicosidades.

En su recorrido, cada fibra del pleno terminal aut6nomoestablece sinsp­
sis con muchascélulas efectoras y s su vez, cada célula efectors puede recibir
inervación de varias fibras nerviosas.

Rodeandoel plexo nervioso hay otro plexo, formado por múltiples anasto­
mosis de las células de Schwann.

- Almacenamientode la noradrenslina en los nervios simgíticos

Tanto en la médula adrenal (Blaschko y Welch, 1953; Hillsrp y col..1953)

comoen las neuronas noradrenérgicas (von Euler e Hillsrp, 1956; Potter y Axelrod,
1962; 1963), las catecolaminas se acumulanen grínulos. que con el microscopio e­
lectrónico se identifican comovesículas grsnulares osmiofílicas (Potter. 1966;
Bloom, 1972).



En los terminales nerviosos simpíticos, las vesículas de almacenamiento
cumplen una importante función, ya que permiten mantener altas concentraciones
del neurotransmisor dentro de 1a neurona, protegen al neurotransmisor de 1a de­
gradación enzimática y, comose verE más adelante, intervienen en la liberación
de noradrenalina hacia el espacio siníptico. Además,dentro del grínulo se real;
zaefl.ültimo paso de 1a síntesis del neurotransmisor, es decir la conversión de
dopamina en noradrenalina, por intermedio de 1a enzima dopamina-B-hidroxilasa.

Conrespecto al almacenamientodel neurotransmisor deben considerarse'
dos puntos: a) c6moentra 1a noradrenalina o su precursor la dopamina, al grá­
nulo de almacenamiento y b) de qué forma queda retenida 1a noradrenalina dentro

del gránulo. _
En relación al punto (a), los grínulos de almacenamiento de las neuronas

simpáticas captan catecolaminas y otras aminas, a través de un mecanismodepen­

diente de ATPy'magnesio (M32+) (von Euler y Lishajko, 1963; 1968; Stjïrne, 1964).
Ocurre lo mismoen los grínulos de la médula adrenal (Kirshner, 1962; Carlsson.
y col., 1963). En amboscasosl se trata de un proceso saturable, sensible a la
temperatura y que se inhibe selectivamente con bajas dosis de reserpina.

La captación de aminas por los grínulos catecolaminérgicos se haría por
un mecanismode transporte activo (Kirshner. 1962) y estaría relacionado con la
actividad de una ATPasaMgz+-dependiente, localizada en la membranadel grínulo

(Banks, 1965; Taugner y Hasselbach, 1968; Da Prada y col., 1975; Pletscher y Graf,
1976).

Con respecto a 1a retenci6n de_1as catecolaminas (punto b). se ha sugerido
que las mismas forman un complejo con ATPu otros nuc1e6tidos de 1a adenina, pues

en los grEnulos de la médula adrenal y de los nervios simpáticos, existe una relg
ción aproximada de 4 moléculas de catecolaminas por 1 de ATP (Falk y col., 1956;
Hillarp, 1958; Stjïrne, 1964).

También se ha sugerido que las cromograninas, especialmente 1a cronogra­
nina A, podrían intervenir en la retención granular de las catecolaminas (Smith
y Winkler, 1967). Las cromograninas, que son proteínas muyícidas. son especí­
ficas de los gránulos catecolaminérgicos (Blaschko y Belle, 1963; Banksy col.,
1969).

Es probable que el ATPy las cromograninas mantengan las catecolaminas



unidas al grínulo, pues se comprobó que cuando se mezcla ATPcon una catecolami
na, se forman complejos que poseen 3 o 4 moléculas de catecolaminas por cada u­

na de ATP (Weiner y Jardetzky, 1964; Pai y Maynert, 1972); se observó además que

las cromograninas interaccionan con ese complejo (Berneis y col., 1973).
Otros autores sugirieron que el ATPy la noradrenalina formarían compls

jos con la intervención de metales bivalentes, tales comoel M32+,Fe2+ y Ca2+

(Bajan y col., 1977).
l Si bien 1a mayor parte de las catecolaminas se hallan dentro de los gré

nulos, una pequeña fracción se hallaría en el axoplasmay representaría entre
un 52 y un 102 del contenido total de catecolaminas (Hillarp, 1960; von Euler,
1966; 1972).

- Liberación de noradrenalina desde los terminales nerviosos simpáticos

La despolarización de las terminaciones nerviosas o varicosidades simpé
ticas, que se produce comoconsecuencia de la llegada de los impulsos nerviosos,
provoca la liberación de noradrenalina desde las vesículas de almacenamientoha;
cia el espacio siníptico (Figura l). Dicha liberación se realiza por un mecanig
mode exocitosis, que involucra la unión de la vesícula de almacenamiento con la
membranadel axón, la fusión de las membranasy la salida del contenido del grá­
nulo hacia el espacio extracelular.

La hipótesis de 1a exocitosis de las catecolaminas, se refiere no sólo al
neurotransmisor simpatico sino también a las catecolaminas de la médula adrenal y
se basa en numerosas evidencias que pueden resumirse de 1a siguiente forma:

Durante la estimulación de la médula adrenal, junto con las catecolaminas
se liberan principalmente dos proteínas específicas de los grínulos de almacena­
miento y que se hallan en la fracción soluble de los mismos: la cromogranina A

(Banks y Helle, 1965; Kirshner y col., 1966) y la dopamina-B-hidroxilasa. La dg
pamina-B-hidroxilasa, una de las enzimas de síntesis de las catecolaminas, se ha
lla en dos formas, soluble y unida a la membranadel grinulo(Viveros y col.,
1969a); sólo se liberaría la fraccion soluble (Viveros y col., 1969b). Por otra
parte, en la médulaadrenal, junto con las catecolaminas y las proteínas solubles
también se libera ATPy otros nucleótidos de la adenina (Douglas y Poisner, 1966a

y b; Banks, 1966).
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Figura 1: Transmisión nerviosa simpática.

La liberación de acetilcolina (Ach) desde la neurona simpática

preganglionar (A) o la estimulación de la fibra simpática postganglig
nar (B), genera potenciales de acción ¿JL) que al llegar a la zona
de los terminales nerviosos o varicosidades (C) provocan 1a liberación
de noradrenalina (NA)al espacio sínáptico. La respuesta (R) de 1a cg
lula efectora se produce comoconsecuencia de la activacion de receR
tores a o B-postsinápticos por la NAliberada.



No se liberan en cambio, los componentes lipídicos de la membranadel
grínulo (Trifaró y col., 1967; Schneider, 1969), ni la dopamina-a-hidroxilasa
unida a dicha membrana (Viveros y col., 1969b).

Estos hechos sugieren que durante la estimulación de la médula adrenal

se desencadena un proceso de exocitosis, pues se libera el contenido de los gré
nulos de almacenamiento (catecolaminas, cromograninas, dopamina-B-hidroxilasa,

ATP) pero no los componentes de la membranade los grínulos.
Este mismoproceso ocurriría durante la despolarización de los termina

les nerviosos simpáticos, pues junto con la noradrenalina se libera cromograni
na A y dopamina-B-hídroxilasa (De Potter y col., 1969; Geffen y col., 1970;
Smith y col., 1970; De Potter y col., 1971; Cubedduy col., 1974a y.b).

Por otraparte, las observaciones realizadas con el microscopio eleEtré
nico (DeRobertis y Sabatini, 1960; Diner, 1967; Fillenz. 1971), también indi­
can que las catecolaminas se liberan por exocitosis.

Es importante señalar que también'se liberarían por exocitosis, la ma­
yoría de las hormonasy algunas secreciones exócrinas tales como, la amilasa
pancreática y salivar (trabajos de revisión de Douglas. 1968; Rubin, 1970; Terry
y Martin, 1978). Asi mismo, éste sería el mecanismode liberación de la acetil­
colina (Katz, 1962; Katz y Miladi, 1967; 1970).

Sin enbargo, aün no se conocen con exactitud los procesos moleculares que

permiten la unión y fusion del gránulo de almacenamiento con la munbranaplasmíti
ca de la célula secretoria. En los párrafos que siguen se mencionanalgunos pos;
bles mecanismos.

Se sabe que el calcio (Ca2+) cumpliría un rol esencial, ya que todos los

procesos secretarios dependen de la presencia de Ca2+en el medio extracelular
(trabajos de revisión de Douglas, 1968; Rubin, 1970; Terry y Martin, 1978). Con
respecto a la liberación del neurotransmisor simpático y su dependencia con el
Ca2+extracelular, pueden citarse los trabajos de Burn y Gibbons (1964); Kirpekar
y Misu (1967). Se postuló (Douglas, 1966; 1968; Katz y.Miladi. 1967; 1970), que
durante la estimulación de la fibra nerviosa o, en general, la célula secretaria,
se produciría un influjo de Ca2+al interior de la célula y que ésto activaría el
mecanismode exocitosis. Acorde con esta hipótesis, se observó efectivamente que,

durante 1a estimulación de la‘médula adrenal (Douglas y Poisner, 1962) y de la ne!
¿SCrohipófisis (Douglas y Poisner, 1964), hay un aumento de la captación de a.



Banks (1966) sugirió que en la médula adrenal, el Ca2+ disminuiría la

carga negativa de la membranadel grónulo cromafín y que esto permitiría el g
cercamiento y unión del grínulo a la membranacelular. A similares conclusig
nes llegaron Matthews y Nordmann(1976), quienes trabajaron con fracciones sig
ladas de la corteza cerebral. .

Unahipótesis alternativa que explicaría la neutralizsción de cargas,
se basa en la carboximetilación de proteínas. De acuerdo con esta hipótesis,

la neutralización de las cargas negativas en la membranade los gránulos de al
macenamiento (médula adrenal y glándula parótida), se produciría comoconsecueg
cia de la metilación de los grupos carboxilos de las proteínas. Esta reacción,
catalizada por la enzimaprotein carboximetilasa. disminuiría la barrera elec­
trostítics entre los gránulos y‘la membranacelular y posibilitaría el acerca­
miento y posterior fusión de ambas membranas(Diliberto-y col., 1976; Gagnony

col., 1978; Strittmatter y col., 1978). _
Otra reacción que podría estar involucrada en la exocitosis es la hidró

lisis de ATP, por intermedio de una ATPasalocalizada en la membranadel gránulo

de almacenamiento (Poisner y Trifaró, 1967; Poisner y Douglas, 1968).
En relación con el rol del calcio y del ATP, De Lorenzo y Freeman (1977)

hallaron que el ion Caz+incremenuúalafosforilación de proteínas específicas en

las vesículas sinípticas aisladas del cerebro de rata y sugirieron que esta reag
ción podría ser de importancia para la liberación del neurotransmisor.

Estas son algunas de las teorías que tratan de explicar el mecanismode
exocitosis, que sería comünpara la secreción de una gran variedad de sustancias,
que incluyen hormonas, neurohormonas, neurotransmisores y otros productos.

El influjo de Ca + a la célula secretaria es crucial para desencadenar el
proceso, pero éste no es el ünico requerimiento. Hasta el momento, no se sabe e­
xactamente cual o cuáles, son las funciones del Caz+, ni tampoco cuáles son los
procesos moleculares involucrados en la exocitosis.

- Receptoresadrenérgicos o sdrenoceptores

Para que la noradrenalina liberada al espacio sinóptico induzca una res­
puesta, debe unirse a sitios aceptores de la membranaplasmática de la célula e­
fectora (Figura l). Dichos sitios son los receptores adrenérgicaso adrenocepto­
res.



Desde el punto de vista farmacolágico, los receptores se definen como

las estructuras moleculares de la célula efectora con las cuales se combinag
na droga para producir una determinada respuesta. Las drogas que actúan de eg

ta forma se llaman agonistas. En cambio, se llaman antagonistas a las drogas
que se combinan específicamente con el receptor pero que no inducen una res­

puesta.impidiendo además, la acción del agonista. Es decir, que tanto el agg
nista comoel antagonista pueden ocupar el receptor, pero mientras que la act;
vidad intrínseca de un agonista total es igual a 1, dicho valor es 0 para un
antagonista. (Actividad intrínseca —a-: término introducido porzAriEns (1954);
indica la capacidad de una droga para activar el receptor).

De acuerdo con la clasificación del Ahlquist (1948) los receptores a­
drenérgicos se dividen en dos tiposr alfa (a) y beta (B). Ambosse diferencian
farmacológicamentepor la potencia relativa de los agonistas y. sobre todo, por
la naturaleza de los antagonistas específicos.
_ Para el receptor o, la potencia relativa de los agonistas es 1a siguien

te: adrenalina>noradrenalina>fenilefrina>isoproterenol. Los efectos de los agg
nistas use bloquean con fentolamina, dibenamina o fenoxibenzamina, entre otros.

En cambio, el orden de potencias de los agonistas para los receptores B es: iso
proterenol>adrenalina>noradrenalina>fenilefrina. Los efectos B son antagoniza­
dos por el propranolol (ver el trabajo de revisión de_Furchgott, 1972).

Entre los efectos de las catecolaminas mediadospor la activación de rs
ceptores a pueden citarse la contracción de los vasos sanguíneos, de la cápsula
esplénica, de la membrananictitante y del músculo radial del iris.

En cambio, los siguientes efectos son mediados por la activación de re­
ceptores B : vssodilatación, aumentodel inotropismo y cronotropismo cardíacos,
broncodilataciñn.

Los receptores adrenérgicos se activan cuando se\estimula el sistema
nervioso simpático o bien por mediode las catecolaminas circulantes, provenieg
tes en su mayor parte, de la médula adrenal. Tambiénpueden activarse por el a
gregado de agonistas exógenos.

- Inactivación de la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa.

La inactivación de la noradrenalina liberada durante 1a estimulación ner
viosa simpática se debe a la recaptación del neurotransmisor en los terminales
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nerviosos y también a la captación en tejido postsiníptico (Figura 2). Ambos
mecanismosactúan también sobre la noradrenalina exógena. Un tercer factor que
contribuye a la remociónde la noradrenalina liberada por estímulo nervioso es

la difusión del neurotransmisor fuera del espacio siníptico, y la posterior cap
tación lejos del sitio de liberación (Figura 2).

Los dos mecanismosde captación de catecolaminas, neuronal y extraneurg
nal, son saturables y siguen una cinética de Michaelis-Henten. Sin embargo, a!
bos procesos son muydiferentes entre sí. El mecanismode captación neuronal
tiene mayorafinidad por la noradrenalina que por la adrenalina. En cambio la
captación extraneuronal, es decir, la captación que ocurre en el músculo liso,
miocardio y glándulas, tiene mayor afinidad por la adrenalina que por la nora­
drenalina. Además,1a captación neuronal es estereoselectiva (mayorafinidad

por el isómero-l- que por el -d-),mientras que la captación extraneuronal no dig
crimina entre ambosisómeros. Por otra parte, las catecolaminas captadas por

los terminales nerviosos simpáticos pueden acumularse en las vesículas de alma­
cenamiento; en cambio, en el tejido extraneuronal sólo se observa acumulación
cuandolas dosis de catecolaminas son muyaltas. Todas estas características
han sido estudiadas y analizadas por Iversen (1967).

El hecho que la noradrenalina ezógena se capte y se acumula en las ves:
culas de almacenamientode los terminales nerviosos permite medir la liberación
del neurotransmisor, mediante el uso de trazadores radiactivos ( 3H- o 14C

noradrenalina). Dicho método se utilizó en este Trabajo de Tesis para medir la
liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa y su modificación
por diversos fármacos.

La captación neuronal y extraneuronal de noradrenalina también se diferen
cian por sus inhibidores específicos. El primero de estos mecanismosse bloquea
con cocaína (Iversen, 1967), mientras que el segundo se inhibe con hidrocortisona
(Iversen, 1967; Graefe y Trendelenburg, 1974; Luchelli-Fortis y Langer, 1975).

La captación neuronal es un mecanismode transporte activo, que depende
de la presencia de sodio (Na+) extracelular y del funcionamiento de la bombade
sodio (Na+-K+ATPasa) de la membrana celular. De acuerdo al modelo de Bogdanski

y Brodie (1969), habríaun transportador de membrana,con un sitio de unión para
1a noradrenalina y otro para el Na+; la Na+-K+ATPasamantendría el gradiente de

al + l l - I u
concentraCion de Na a traves de la membranaplasmatica del terminal nerVioso.



ESHACO
SNAPTCO'___—

Figura 2: Regresentación esguemítica de una sinagsis noradrenérgíca
z de las Erincigales vías de inactivación de 1a noradrena
lina (NA)liberada nor estímulacíñn nerviosa.

(1) CaptacíSn neuronal; (2) Captación extraneuronal; (3) Difusión fqg
ra del espacio sináptico.
MAO;monoamínooxídasa; AR: aldehído reductasa; NMN:normetanefrina;

COMT:catecol-0-meti1transferasa; DOPEG:dihidroxífenilglicol;
a y B: adrenoceptores postainápticos.



14

Otro modelo más reciente (Sínchez-Armaósy Orrego, 1978) propone que el transpor­
tador de membrana, tendría dos sitios de unión para el Na+.

La importancia relativa de la captación neuronal y extraneuronal como

vías de inactivación de 1a noradrenalina exógena o liberada por estimulación ner
viosa depende del tejido. La captación neuronal sería el mecanismopredominante
en los tejidos ricamente inervados por el sistema nervioso simpático, mientras
que en los tejidos con baja densidad de inervación comoson los vasos sanguíneos,
1a noradrenalina tendría un mayoracceso a los sitios de captación extraneúronal
(Iversen, 1971; Gillespie, 1973). Por otra parte, 1a importancia de 1a captación
neuronal estaría inversamente relacionada con la magnitud del intervalo neuromus­
cular (Verity, 1971).

La noradrenalina liberada por estimulación nerviosa y que fue captada por

los terminales nerviosos y el tejido extraneurona1,se degrada mediante la activi
dad de dos enzimas principales: la monoaminooxidasa (MAO)y la catecol-O-metil
transferasa (COMT)(Figura 2).

E1 metabolito predominante es el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG),que se

origina a partir de la noradrenalina recaptada por los terminales nerviosos (Ta;
lov y Langer, 1971; Dubocovich y Langer, 1973; Graefe y col., 1973; Langer y Enero

1974). La enzima responsable de esta transformación es la MAOneuronal y también
intenviene una aldehído reductasa.

A nivel postsináptico, la noradrenalina liberada por estimulación nervio­
sa se metabolizaría principalmente a normetanefrina mediante la activación de la
COHTextraneuronal (Langer y col., 1972; Luchelli-Fortis y Langer, 1974).

Debe agregarse además (ver el esquema de 1a Figura 2), que una parte de
la noradrenalina liberada por estimulación nerviosa, podría ingresar nuevamente
a los gránulos de almacenamientopara su posterior reutilización (Hedqvist y
Stjarne, 1969).

En este Trabajo de Tesis, se consideran dos aspectos de la neurotransmi­
sión simpática:

La primera parte del trabajo se refiere a la liberación del neurotransmi­
sor y su modulación a través de receptores a- y B-presinópticos. Se analiza la
influencia de dos factores: la edad del animal y la temperatura (Capítulos I, II,
III).



Figura 3: Función de los adrenoce tores a B- resiní ticos en la modu­
lación de la neurotransmisión simnática.

A: Mecanismoinhibitorio mediado or rece tores resiná ticos a.

Durante la estimulación nerviosa simpática, 1a noradrenalina (NA)Li
berada a1 espacio.sináptico activa receptores o-presinápticos, desencg
denandose un mecanismoque inhibe la subsecuente liberación del neurg
transmisor. Esto se relacionaría con.una disminucióndel influjo.de cel
cio al terminal nervioso.

B: Mecanismofacilitador mediado gor receptores Eresinágticos B.

La activación de receptores B-presinápticos por 1a NAliberada al espa
cio sináptico, conduce a un incremento de la liberación del neurotransmi
sor. Esto se relacionaría con un aumento en los niveles de AM?cíclico en
el terminal nervioso. AC:adenilato ciclasa.AIP: adenosina-S'-trifosfato.
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La segunda parte (Capítulo IV), se refiere a las respuestas a-adrenérgi—
cas inducidas por la noradrenalina en el órgano efector. Se analizan los efec­
tos del pimozide, un bloqueante de los receptores dopaminérgicos.

PRIMERA PARTE: MECANISMOS REGULATORIOS DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA DURANTE

“LA ESTIMULACION NERVIOSA SIMPATICA

En el organismo, la actividad nerviosa simpática, y en consecuencia, la
liberación del neurotransmisor, es controlada por el sistema nervioso central.

En los últimos años sin embargo, numerosas evidencias experimentales in­
dicaron que la noradrenalina podría modular su propia liberación a través de 1a
activación de receptores a y B localizados en las terminaciones nerviosas simpá­
ticas (Figura 3).

En tejidos periféricos inervados por el sistema nervioso simpático, muchos
autores observaron que los bloqueantes a-adrenérgicos aumentaban1a liberación de

noradrenalina inducida por estimulación nerviosa (Browny Gillespie, 1957; Haggen
dal, 1970; Farnebo y Hamberger, 1970; 1971; De Potter y col., 1971; Langer y col.

1971 ; Enero y col., 1972; Starke, 1972). Por otra parte, se observó que los agg
nistas sdrenérgicos incluyendo 1a noradrenalina exógena, inhibían 1a liberación

del neurotransmisor (Farnebo y Hamberger, 1971; Starke, 1972; Stjarne, 1975a). EE
tas, y muchasotras evidencias obtenidas en diversos tejidos y especies, llevaron
a postular que la noradrenalina inhibiría su propia liberación a través de 1a ac­
tivación de receptores adrenérgicos a-presinípticos (Farnebo y Hamberger, 1971;
Kirpekar y Puig, 1971; Langer y col., 1971; Enero y col., 1972; Starke, 1972;
Dubocovich y Langer, 1974; Farah y Langer, 1974; Stjlrne y Brundin, 1975). De
acuerdo con 1a hipótesis, la noradrenalina liberada al espacio sináptico durante
la estimulación nerviosa, activaría receptores del tipo a, que estarían localiza
dos en el terminal nervioso; esto desencadenaría un mecanismode retroalimenta­
ción negativa que inhibiría la subsiguiente liberaCión del neurotransmisor.

Los efectos de los agonistas y antagonistas a sobre la liberación de no­
radrenalina inducida por estimulaciñn nerviosa, se observaron en tejidos que po­
seen receptores postsinípticos de tipo a, tales comola membrananictitante y
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el bazo de gato, el conducto deferente de cobayo y diversos vasos sanguíneos
(Enero‘ y col., 1972; Enero y Langer, 1973; Dubocovich y Langer, 1974; Sthrne

l975a; Stjürne y Brundin, 1975; Endo y col., 1977) y también se observaron en

el corazón del conejo, gato y cobayo (Starke, 1972; Vizi y col., 1973; Farah y
Langer, 1974; Langer y col., 1977), donde las respuestas cronotrópicas e ino­
trópicas inducidas por la norsdrenalins se deben a ls activación de receptores
B. Estas evidencias favorecen la idea de que los receptores regulatorios a son

de localización presináptica. Tambiénapoyan la hipótesis recientes observa
ciones realizadas en glándulas salivsres de rata,en las cuales se provocó la a­
trofia del órgano efector sin que se dañsra la inervsción simpática; en estas
condiciones experimentales, es decir, en ausencia del tejido postsiníptico, se
observó que la capacidad de fentolamina para aumentar la liberación de H-norg
drenalina inducida por una alta concentración de K+, era igual que en las glág
dulas controles no atrofiadas (Filinger, y col., 1978).

En el conducto deferente de rata, el aumentode la liberación de nora­

drenalina inducida por estimulación nerviosa en presencia de fentolamina, es mg
yor cuando menor es la frecuencia de estimulación (Vizi y col., 1973). Por o­
tra parte, cuando menor es la frecuencia de estimulación, mayores la inhibi­

ción de 1a liberación del neurotransmisor causada por la noradrenalina egógena
y otros agonistas a-adrenérgicos (Starke y col., l975b3Langer, 1977). Estos dí
tos indicarían que la eficacia del mecanismoinhibitorio mediadopor receptores
a-presinápticos está en relación inversa con la frecuencia de estimulación.

Los receptores a-presinípticos, del mismomodoque los postsinápticos,
presentan estereoespecifícidad; son activados por la (-)-noradrenalina, que es
el isómero natural presente en los terminales nerviosos simpáticos, pero no se
activan con (+)-noradrena1ina (Stjïrhe,'l974). Sin embargo, los receptores a
pre- y postsinápticos no son idénticos y se diferencian por las potencias tela
tivas de las drogas agonistas y antagonistas. Por ejemplo, los agonistas clo­
nidina, oximetazolina y a-metilnoradrenslins son más potentes para reducir la
liberación nerviosa que para estimular los receptores postsinípticos; en cambio,
la fenilefrina y la metoxamina, son más potentes a nivel postsináptico (Starke y
col., 1974; l975b).



Entre losantagonistasla fenoxibenzaminaes más efectiva para bloquear los recep
tores a-postsinápticos que los presinápticos (Dubocovichy Langer, 1974), y el
prazosín bloquearía selectivamente a los receptores postsinápticos (Cambridgey
col., 1977). En cambio, la yohimbinabloquea preferencialmente los receptores
presinápticos (Starke y col., 19758)}

La función de los receptores a-presinápticos estaría relacionada con los
flujos de Ca2+. Diversas evidencias experimentales sugieren que la activación

de los receptores a-presinápticos disminuyela liberación de noradrenalina, debí
do a una inhibición de la entrada de Ca2+al terminal nervioso (Stjarne, 1973;

197Sa;Kirpekar y col., 1975; Góthert y Neumeyer, 1977; Drew, 1978). El 032+, c3

moya fuera dicho es esencial para la exocitosis del neurotransmisor.
En la Figura 3A, se esquematiza el mecanismo_regu1atorio a-presináptico

y su posible relación con el Ca2+

Poco después de que‘se postulara la existencia del mecanismoautoinhibi
torio de la liberación de noradrenalina, surgió la hipótesis de que dicha libera
ción estaría regulada además, por un mecanismofacilitador, mediado por la acti­
vación de receptores adrenérgicos presinípticos de tipo B (Langer y col., 1974;
Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Dahlof y col., 1975; Hedqvist y Moawad,1975;

Stjarne y Brundin, 1975). Esta hipótesis surgió del hecho que los agonistas B

aumentabanla liberación de noradrenalina inducida por el estímulo nervioso sim
pático y también se basó en el hecho de que en algunos tejidos. los bloqueantes
B disminuían la liberación del neurotransmisor. En la sinapsis (Figura 3B), los

receptores B-presinápticos serían activados por el mismoneurotransmisor simpáti
co (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Langer, 1977) o bien,

Uporlas catecolaminas circulantes (Stjïrne y Brundin, 1975; 1976).
La facilitación de la liberación de noradrenalina mediadapor la activa

ción de receptores presinápticos B sería independiente del tipo de receptores a
o B involucrados en la respuesta del órgano efector. Las evidencias que sugie­
ren la existencia de este mecanismoregulatorio, se han hallado en el corazón de
cobayo (Adler-Graschinsky y Langer, 1975Mhndelos receptores son de tipo B, y
también se verificaron en la membrananictitante de gato, en el oviducto humano

y en diferentes vasos sanguíneos (Langer y col., 1974; Hedqvist y Moavad, 1975;
Stjarne y Brundin. 1975; 1976), tejidos donde las contracciones inducidas por
noradrenalina dependende la activación de receptores a.



Los procesos por los cuales la activación de receptores presinñpticos B,
podría conducir a un incremento en la 1iberaci6n del neurotransmisor simpático,
no se conocen afin. No obstante, se ha sugerido (Figura 3B) que podría depender
de un aumento en los niveles de AMPcíclico en los terminales nerviosos noradre­

nérgicos (Adler-Graschinsky y Langer, 1975). Esta hipótesis se apoya en los si­

guientes hechos: a) la estimulación del receptor B-postsináptico se acompañagg
neralmente de un aumento en los niveles de AMPcíclico tisular y se piensa que

hay una relación causa-efecto entre dicho nucleótido y la respuesta del órgano
efector (Anderson y col., 1972; Carlsson y Butcher, 1972; Honeymany col., 1978);
b) el AMPcíclico y los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa aumentan la li­
beración de noradrenalina y de dopamina-B-hidroxilasa inducida por estimulación
nerviosa en el conducto deferente de cobayo y en el bazo perfundido de gato
(Wooteny col., 1972; Cubeddu y col., 1975). Esto mismo se observa en el cora­

zón de cobayo, luego de bloquear los receptores presinápticos o con fenoxibenaa
mina (Langley y Weiner, 1978).

Con el objeto de ampliar el conocimiento de la regulación de la neuro­
transmisión simpática a través de receptores presinápticos B, en el.Capítulo I
del Trabajo de Tesis, se estudiaron diversos aspectos relacionados con la acción
del agonista B isoproterenol y del antagonista B propranolol sobre 1a liberación
de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa. Comomodelo experimental
se utilizó el bazo perfundido de gato, marcado con 3H-noradrenalina. Se analizó:
(a) si los efectos del isoproterenol dependende la concentración de la droga y
si los efectos revierten a1 quitarse la droga del mediode perfusión; (b) si los
efectos del isoproterenol son prevenidos mediante el agregado del bloqueante B
propranolol; (c) si los receptores B-presinípticos presentan estereoespecifici­
dad; para ello se compararonlos efectos del (-) y el (+)-isoproterenol; (d) si
la eficiencia del mecanismomediadopor receptores B-presinápticos, se relacio­
na con la frecuencia de estimulación.

La temperatura es uno de los factores que modifican los efectos de los
agonistas y antagonistas adrenérgicos.

En el corazón aislado de la rana se comprobóque al descender la temperí
tura disminuía la capacidad del propranolol para bloquear las respuestas inotrópi­
cas inducidas por adrenalina y que, al mismo tiempo aumentaba la inhibición debida
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a fenoxibenzamina, un bloqueante de los receptores a (Kunos y Szentivínyi, 1968;

Kunosy Nickerson, 1976). Similares resultados se obtuvieron en el corazón ais­
lado de la rata estimulado con noradrenalina. En esta preparación, también se
observó que a bajas temperaturas disminuia la potencia del isoproterenol, y que
aumentabala potencia de la fenilefrina (Kunosy Nickerson, 1977). Estas y o­
tras evidencias dieron origen a la hipótesis de que el receptor adrenérgico ten
dría una conformaciánalostérica, con caracteríiticas de receptor tipo a a tem­
peraturas altas y de tipo a a temperaturas bajas.(Kunos y Szentivínyi, 1968; Kg
nos y col., 1973; Kunos y Nickerson, 1976, 1977).

Buckley y Jordan (1970) en cambio, sugirieron que en el corazón de la

rana habría dos poblaciones independientes de receptores a y B, cuyas activida­
des dependerían de la temperatura; Estos antecedentes acerca de 1a influencia
de la temperatura sobre los receptores Bcardíacos, nos llevaron a investigar
(Capítulo II) si la temperatura influía de algún modosobre los receptores presi
nípticos B. En el bazo perfundido de gato, se estudiaron los efectos del agonig
ta.B isoproterenol sobre 1a liberación de noradrenalina inducida por estimulación
nerviosa, bajo diferentes condiciones de temperatura. Como1a regulación de 1a
neurotransmisión simpática a través de receptores B podría involucrar un aumento
de los niveles de AMPcíclico (Adler-Graschinsky y Langer, 1975), también se es­
tudió 1a influencia de 1a temperatura sobre los efectos de dos inhibidores de la
fosfodiesterasa: l-metil-3-isobutilxantina (MIX)ypapaverina.

Unfactor importante que podría influir sobre la eficiencia de 1a regu­
lación de 1a neurotransmisión simpática a través de receptores adrenérgicos pre­
sinípticos. es la edad del animal.

Fleisch y col. (1970) demostraron que la actividad de los receptores B­
postsinípticos en la aorta torácica de varias especies de mamíferos, disminuye
cuando aumenta 1a edad del animal. Por otra parte, Swedin (1972) observó que
las respuestas a la estimulación nerviosa en el conducto deferente de la rata,
eran bloqueadas por los antagonistas a sólamente hasta el 11° - 15° día de vida;

en los animales de más edad, las mismasdosis de bloqueantes resultaban inefecti
vas. Teniendo en cuenta hestos hechos, en el presente trabajo (Capítulo lII) se
investigó si había alguna diferencia a nivel de los receptores a y B-presinápti
cos de 1a aorta torácica de gatos jóvenes y adultos. Con este objeto se compara
ron, en estos dos grupos de animales, los efectos del isoproterenol y 1a fentolg
mina sobre la 1iberaci6n de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa.
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SEGUNDA PARTE: EFECTOS DE PIHOZIDE ENE. MJSCULO LISO VASCULAR

Los neurolépticos son bloqúeantes de los receptores dopaminérgicos en el
sistana nervioso central (Andény col., 1970; Hiller y col., 1974; Seeman, 1977) ,
y también antagonizan los efectos de la dopaminaen tejidos periféricos.

Una de estas drogas, el pimozide,ha sido utilizada para caracterizar r3
ceptores dopaminérgicos en arterias (Imbsy col. , 1974; AlfJeboory y Marshall,
1977) y en terminales nerviosos simpáticos (Enero y Langer, 1975; Ilham y col.,
1976). Sin embargo, en algunas preparaciones de músculo liso, los efectos de

pimozide no son específicos (Janssen y col., 1968; Iiope y col., 1977; Quintanr.
1978) sugiriendo que en ciertos tejidos, el pimozidepodría actuar a través de
un mecanismo no relacionado con los receptores dopaminírgicos.

En el Capítulo IV del presente Trabajo de Tesis. se analizó el mecanismo
de acción del pimozide en 1a arteria ¡“estética y otros tejidos aislados de ga­
to, donde la droga antagonizó 1a contracción dependiente de 1a actividad de adrg
noceptores a. Estos estudios contribuyena establecer las limitaciones del pi­
mozide comobloqueante dopaminérgico cspeífioo en el músculo liso.



METODOS

1.- EEPIOS DE INCUBACION Y PERFUSION

SOLUCION SALINA

gqnposición (mM)

krebs Tyrode Tris (1)

NaCl 118.0 136.9 154.0

KCl 4.7 2.6 5.6

c.-¿c12 2.6(2) 1.3(2) 1.5

MgCl2 1.2 0.05 0.05

NaHZPOA 1.0 0.32 ---­

NaHCO3 25.0 . 11.9 ---­
Glucosa 11.1 5.6 11.0

Tris (hidroximetil) ____ 6.0aminometano

Acido ascórbico 0.11 0.11 0.11

NazEDTA 0.004 0.004 0.004

(1) La solución Tris (modificada de Goodmany Úeiss, 1971) se ajustó
a pH 7.4 agregando pequeñas cantidades de HCl 6N.

(2) E1 CaCl2 se omitió cuando se utilizaron soluciones de_Krebs o Il
rode libres de calcio.

Las soluciones de Krebs y Tyrode se burbujearon constantsnente con una

mezcla de 952 O2 + 52 C02. La solución Tris se burbujeó con 02
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II.- DISECCIONES. TECNICAS DE PERFUSION E INCUBACION

II.1 Bazo perfundido

Se utilizaron gatos adultos (1.5 k3 - 2.5 kg) de ambos sexos. Se les ag
ministró 0.5 mg/kg (i.p.) de atropina y se los anestesió con Eter. Luego de
canular 1a tríquea y una de las venas femorales,y de ligar las arterias caróti
das, los animales fueron espinalizados de acuerdo a1 mótodo de Burn (1952). En
otros casos, se trabajó con animales anestesisdos con pentobarbital sódico (35
m3/kg., i.p.).

Para aislar y perfundir'el bazo se procedió según el métododescripto
por Thoenen, Humdimanny Haefely (1963), con pequeñas modificaciones.

Se abrió el lado izquierdo del abdomeny se ligaron y cortaron las cone­

xiones vasculares que existen entre el bazo y el estómago. Se separaron los te
jidos que rodean la arteria y 1a vena esplónica y se canularon ambosvasos san­
guíneos.' La cánula de 1a vena se introdujo desde 1a vena mesentórica superior.
El bazo fue heparinizado inmediatamente para prevenir la coagulación en la san­
gre. En los casos en que se requirió estimular las fibras simpíticas postgan­
glionares, se colocó un par de electrodos de platino alrededor de la arteria e!
plénica.

Se colocó el bazo en un pletismógrafo conteniendo vaselina líquida y se
perfundió el órgano con solución de Krebs. a una velocidad constante de 7.5 ml/
min. Para ello se utilizó una bombade perfusión continua Guldener Vario Pers­

pex'II. Los cambios en 1a presión de perfusión debidos a las variaciones en la
resistencia vascular se midieron por medio de un manómetrode mercurio y se re­
gistraron en un quimógrafo (Figura 4Aí. En algunos casos comose especificarí
más adelante, se‘utilizó un transductor de presión Statham conectado a un polí­
grafo Grass, Modelo 7B.

La temperatura del bazo y la solución de Krebs fue mantenida en 37°C o
27°C, de acuerdo al experimento.
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II.2 Perfusión del lecho vnsrular del colon descendente

Se anestesiaron gatos adultos (2.0 - 4.0 kg de peso), de ambos sexos, con
35 mg/kgde pentobarbital sódico (i.p.).

Se aisló una porción del colon descendente de alrededor de S cm de longi­
tud junto con la arteria y la vena mesentórica inferiores (técnica basada en el

método de Boullin, Costa y Brodie, 1967). Se canularon ambos vasos sanguíneos
y para evitar la coagulación de la sangre se pgrfundió solución de Krebs con ng
parina.

Se colocóla preparaciónenun pletiamógrafo donde se la sujetó por medio
de una varilla de vidrio (Figura kB). El colon se cubrió con vaselina líquida
y se perfundió el lecho vascular con solución de Krebs a 37°C de acuerdo a 1a
técnica descripta para el bazo. La velocidad de perfusión fue de 2 m1/min.

Los cambios en la presión de perfusión se midieron con una transductor de
presión Statham y se registraron en un polígrafo Grass, modelo 7B.

II.3 Aorta torácica superfundida

Se utilizaron gatos de dos grupos de edades: jóvenes (0.3 - 0.9 kg) y a­
dultos (2.0 —4.0 kg) anestesiados con pentobarbital sódico (35 mg/kg, i.p.).

Se abrió la cavidad torácica y se extrajo la porción supradiafragmítica
de la aorta. Luegode quitar los tejidos circundantes,la aorta se cortó en es­
piral siguiendo un ángulo de 45°. De esta forma se obtuvo una tira de 2.5 x 0.5
cm aproximadamente.

La arteria se colocó en un baño de'7 m1de capacidad y se la sostuvo por
mediode dos electrodos de platino, a través de los cuales se aplicó estimula­
ción de campo. El electrodo inferior era recto y estaba fijo a la pared del
baño mientras que el electrodo superior, en forma de gancho. era móvil y se

unía con un transductor de fuerza Grass FT O3 (Figura 5). De esta forma se mi
dió la contracción isométrica del músculoliso, inducida por 1a estimulación
transmural. Las respuestas musculares se registraron en un polígrafo Grass,
modelo 7B. La tensión de reposo se ajustó a 2.5g.
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El tejido se superfundió con solución de Krebs a 37°C, por medio de una
bombaperistíltica Harvard. con velocidad de 1.5 ml/min.

La diferencia entre esta técnica de perfusión y las anteriores radica
en que en el bazo y el lecho vascular del colon, la solución de Krebs y las
drogas que se agregan, llegan a los tejidos a través de la luz de los vasos
sanguíneos. En cambio, durante la superfusión de la aorta, el líquido baña
no sólo la pared interna sino también la pared externa de la arteria.

11.4 Membrananictitante aislada

Se utilizaron gatos de lás mismosgrupos dezedades y anestesiados de la

mismaforma que en la sección anterior (11.3). Se extrajeron los ojos y se g
ialó el músculomedial de la membrananictitante junto con las fibras simpáti
cas postganglionares, las cuales provienen del nervio infratroclear. La di­
sección se realizó con el auxilio de una lupa. El cartílago donde se inserta
el músculomedial ae fijó a la parte.inferior de un baño de 5 ml. de capacidad
que contenía solución de Krebs a 37°C.

El extremo superior del müsculo se conectó a un transductor de fuerza

Grass FT 03 y la tensión desarrollada se registró en un polígrafo Grass. El
nervio infratroclear se apoyósobre dos electrodos de platino para la poste­
rior estimulación eléctrica. La tensión de reposo se ajustó a 2.5 gramoay la
solución de Krebs se renovó cada 10 minutos.

11.5 Tiras aisladas de bazo Scípsula esplénicaz

Se utilizaron gatos adultos (2.0 - 4.0 kg) de ambossexos, anestesiados
con pentobarbital aódico (35 mg/kg, i.p.).

Se extrajo el bazo de la cavidad abdominal y se aialaron dos tiras de
2.0 x 9.5 cm aproximadamente. A su vez, cada una de estas tiras, se separó
en dos partes, mediante un corte a través del parénquima. Sólo se utilizó la
mitad contraria al híleo del bazo.

Unode los extremos del tejido se fijó a 1a parte inferior de un 'baño
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de órgano aislado de 10 m1 de capacidad. El extremo opuesto se unió a un

transductor de fuerza Grass modelo 7B. De esta forma se registró 1a contras
ción isométrica de la cápsula esplénica. La tensión de reposo se fijó en
2.0 gramos.

Comomedio de incubación se utilizó solución de Krebs, que se renovó
cada 10 minutos. La temperatura se mantuvo en 37°C.

11.6 Arteria mesentórica inferior aislada

Se utilizaron gatos del mismopeso que en la sección II.5 y se usó el

mismométodo de anestesia. /
Se extrajo 1a arteria mesentórica inferior y se quitó el tejido conec-l

tivo circundante. La arteria se cortó en espiral, de la mismaforma que 1a
aorta (Sección 11.3). Se obtuvieron así dos tiras de 1.5 x 1.2 cmaproxima­
damente, las cuales fueron colocadas en baños de órgano aislado de 10 ml de
capacidad. E1 líquido del baño (Krebs, Tyrode o Tris) se renovó cada 10 mi­
nutos.

Las contracciones isométricas del músculoliso arterial se midieron

con el mismosistema que en las tiras aisladas del bazo (Sección 11.5). La
tensión de reposo se ajustó a 2.5 gramos.

III.- METODOSRADIOgUIMICOS

Con el objeto de medir la liberación de noradrenalina inducida por es­
timulación nerviosa y para estudiar el efecto de las drogasszre dicha libe­
ración, se marcaron los depósitos endógenos del neurotransmisor con 3H-nora­
drenalina y se midió el eflujo de radiactividad total. En estos experimentos
se utilizaron el bazo, 1a aorta torácica y 1a membrananictitante de gato.
(Ver las técnicas de preparación en 1a Sección II de "Métodos").
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III.l Bazo perfundido

Luego de una hora de perfusión con solución de Ktebs, los depósitos
endógenoa de noradrenalina se marcaron mediante una infusión, en 10 minutos.

de 60 “Ci de (-)-7-3H-noradrena1ina (NewEngland Nuclear Corporation, Boston
U.S.A.; actividad específica 4-6 Ci/mM).

A continuación, el bazo se perfundió con solución de Krebs, durante
80 minutos. De esta forma se elininaba la 3H-noradrenalina captada en el tg
jido extraneuronal y se llegaba a un estado estacionario en el eflujo de ra­
diactividad desde los terminales nerviosos. Concluido el tiempo de lavado,

comenzaronlos períodos de estimulación nerviosa. Las fibras simpáticas pos;
ganglionares se estimularon a través de dos electrodos de platino colocados
alrededor de 1a arteria esplénica (Métodos,sección II). Se utilizó un esti­

mulador Grass S 44 y se aplicaron pulsos de onda cuadrada de 0.1 mseg de dura
ción y con voltaje supramíximo. El voltaje supramíximo se determinó en cada

preparación a1 comienzo del experimento.
Antes, durante y después de los períodos de estimulación nerviosa, el

efluente venoso se recogió en muestras de un minuto para la posterior deter­
minación de la radiactividad. Conel objeto de remover los glóbulos rojos,
las muestras se centrifugaron a 10003. durante 15 minutos.

Los cambios en la presión de perfusión se registraron mediante un ma­
nómetro de mercurio conectado con un quimógrafo (descripto en la Sección II).

Cuandolos períodos de estimulación se llevaron a cabo en presencia de
alguna droga, la misma se agregó a1 medio de perfusión entre 10 y 20 minutos
antes del período de estimulación correspondiente. 'Para ello, la solución
normal de Krebs se cambiaba por otra conteniendo la droga en la concentración

requerida.
Con el objeto de investigar los efectos del {-2 2 el 3+2- isoprotere­

n01 1 del g-z-propranolol, los nervios'esplénicos se estimularon con trenes
de 120 pulsos a 1 Hz; en cada experimento se llevaron a cabo hasta siete pe­

ríodos de estimulación (S1 - S7),aeparados por intervalos de 29 minutos, y
en las siguientes condiciones:

¿o S3,s¿_3555_se realizaron en presencia de (-0-isoproterenol 0.14,1.4 y 14.0 nH,¡espec



tivamente. En cambio, los dos primeros (S1 - sz) y los dos filtimos períodos
de estimulación (S6 - S7) se llevaron a cabo en condiciones controles, sin a
gregar ninguna droga a la solución de Krebs.

b) S3 y Sa se llevaron a cabo en presencia de (+)-i50proterenol 14.0 y 160.0
nH, respectivamente, mientras que Sl, 82 y SS, se hicieron en condiciones con
troles.
c) Cuandose utilizó (-)-propranolol 0.1 un, el mismose agregó a1 medio de

perfusión antes de S y permaneció hasta el final del experimento.

d) En un grupo experimental, S3, Sa y S5 se realizaron en presencia de (-)­
isoproterenol comoen (a) pero con la diferencia que se agregó (-)-proprano­
lol al medio de perfusión, comoen (c).

Para investigar la influencia de la frecuencia de estimulación sobre
los efectos del g-Z-isoproterenol, los nervios esplónicos se estimulsron a
1 Hz y luego a 2 Hz, aplicíndose un total de 300 pulsos cada vez. Ambospe­

ríodos de estimulación fueron repetidos en presencia de (-)-isoproterenol,

14.0 nM _

En todos los experimentos descriptos hasta ahora, la temperatura del
bazo y del líquido de perfusión se mantuvo a 37°C.

En otros grupos experimentales se compararonlos efectos de las dro­

gas sobre la liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosal
bajo distintas condiciones de tgggeratura. En estos casos las estimulaciones
se realizaron a 27°C o 37°C, pero se usó una sola temperatura en cada experi­
mento.

En los experimentos realizados a 37°C, la marcación con 3H-noradrenali
na y el lavado de 80 minutos con solución de Krebs se hizo en 1a forma habi­

tual. Se aplicaron cuatro períodos de estimulación a 1 Hz (300 pulsos cada

vez), separados por intervalos de 31 minutos. La la. y 2a. estimulación (S1
y sz) se realizaron en ausencia de drogas. Las dos Gltimas (S3 y 84) se rea­
lizaron en presencia de una de las siguientes drogas: papaverina 27 tu; l-ms
til-3-isobutilxantina (MIX)0.5 mM;(-)-isoproterenol 14.0 un; fentolamina
3.1 un.

Cuandolas estimulaciones se realizaron a 27°C la marcación del tejido

con (19-7-3H-noradrena1ina se realizó a 37°C, pero a los 50 minutos de iniciar
se el lavado, la solución de Krebs a 37°C fue reemplaaada por otra, cuya temps
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ratura era de 27°C. Además,se cambió la vaselina líquida que recubría el ó;
gano y lo mantenía a 37°C por otra a 27°C. Estos cambios se realizaron lo más
rápidamente posible. La perfusión continuó durante 30 minutos mía antes de
comenzarlas estimulacionea.las cuales se llevaron s cabo de la forma descrip­
ta en el párrafo anterior.

Para cada uno de los diseños experimentales descriptos, se realizó un

grupo de egperimentos controles, en el cual todas las estimulaciones se bicis
ron sin el agregado de drogas al medio de perfusión.

111.2 Aorta torácica de gato l

Las arterias provenientes de gatos adultos y jóvenes ae colocaron en
baños de órgano aislado y se perfundieron con solución de Krebs, de acuerdo

a la técnica descripta en la Sección II de Métodos. Luego de una hora de s2
perfusión, los tejidos se incubaron durante 30 minutos con 70 uni (10 pCi/ml)

de (19-7-3H-noradrenalina (NewEngland Nuclear Corporation, Boston, U.S.A.;
actividad específica 7-9, Ci/mH). Durante este lapso de tiempo la perfusión
fue interrumpida. La marcación fue seguida por un lavado de 10 minutos con

velocidad de perfusión 3 ml/min. El lavado prosiguió con velocidad 1.5 ml/

min, durante 60 minutos adicionales antes de comenzar los períodos de estima
lación eléctrica.

La velocidad de perfusión de 1.5 ml/min se mantuvohasta el final del
experimento y el perfusato se recogió en muestras de 2 minutos (3 ml) para la
posterior mediciónde la radiactividad total.

La arteria fue estimulada transmuralmente por medio de un estimulador

Grasa, modelo S 44, y se aplicaron pulsos de onda cuadrada, de 1 mseg. de du­

ración y con voltaje aupramíximo. El voltaje supramíximose determinó previa
mente en cada preparación, antes de la marcación con 3H-noradrenalina.

Se llevaron a cabo dos períodos de estimulación eléctrica (S1 y 82) ss
parados por un intervalo de 40 minutos. Se aplicaron trenes de 600 pulsos a
2 Hz o bien de 1200 pulsos a 10 Hz. Se utilizó una sola frecuencia de estimg
lación en cada preparación.
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En un grupo de experimentos se investigó si en las condiciones de estimulación
utilizadas, la liberación del neurotransmisor simpático era dependiente de la
presencia de calcio. Para ello, luego de los 10 primeros minutos de lavado
que siguieron a la marcación con 3H-noradrenalina, la solución de Krebs normal

(CaCl2 2.2 mM)se reemplazó por otra de igual composición pero en la cual se

omitió el CaClz. Luego de 68 minutos, y siempre en un medio libre de calcio,
se llevó a cabo el primer periodo de estimulación (Sl). La solución normal de

Krebs se restituyó 23 minutos antes de.Sz. En ambos períodos S1 y S
Iizó una frecuencia de estimulación de 10 Hz.

2, se ut;

En el resto de los grupos experimentales, la concentración de calcio en

el líquido de perfusión se mantpvo en 2.2 mM.
Cuandose estudiaron los efectos de la fentolsmina sobre la liberación

de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa, las arterias se estimula­

ron a 10 Hz. La fentolamina, en una concentración 3.1 uMse agregó a1 medio

de perfusión antes del segundo período de estimulación eléctrica (sz) y perma­
neció hasta el final del experimento.

El mismodiseño experimental se empleó para estudiar los efectos del
(-)-isoproterenol 14.0 nH. En estos experimentos las arterias se estimularon
por períodos de 5 minutos a 2 Hz.

Para cada una de las frecuencias empleadas (2 y 10 Ez)se hicieron expg
rimentos controles, en los cuales ambosperíodos de estimulación se llevaron
a cabo en ausencia de drogas.

En todos los experimentosse registraron las respuestas contríctiles
del músculoliso inducidas por la estimulación eléctrica. La técnica utilieg
da se describió en la Sección ÍI de "Métodos".

\ u

111.3 Membrananictitante aislada

La membrananictitante se incubó durante 30 minutos con 10 uCi/ml de

Qt)-7-3H-noradrenalina (NewEngland Nuclear Corporation, Boston, U.S.A.; ac­
tividad específica 7 - 9 Ci/mM). Concluido el período de incubación, el tg
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jido se lav6 con solución de Krebs, que se renovó cada 60aegundoo, durante los
primeros 8 minutos y luego cada 10 minutos durante los 120 minutos siguientes.

En un período de 10 minutos adicionales de lavado, el líquido del baño se reng

v6 cada 2 minutos. Recién en ese momentocomenzaron los periodos de estimula­
ción nerviosa.

En cada experimento se aplicaron dos períodos de estimulación nerviosa

(S1 y 52) separados por un intervalo de 60 minutos. Se utilizó un estimulador
Grass y en cada período se aplicó un total de 1200 pulsos a 10 Hz (pulsos de

onda cuadrada, 0.5 mseg de duración y voltaje supramíximo). Cuando 82 se lle­
vó a cabo en presencia de fentolamina 3.1;1M, la droga se agregó al baño de i!
cubación antes de la estimulación y permaneció hasta el final del experimento.

Se determinó el eflujo de radiactividad total antes, durante y después
de cada estimulación. Para ello se recolectaron muestras del líquido del baño,
después que la solución estuviera en contacto con el tejido durante 2 minutos.

111.4 Bazo Berfundidol aorta torácica y membrananictitante de gato. Medición
de 1a radiactividad en las muestras del Eerfusato o medio de incubación.

La radiactividad total de las muestras se midi6 en un contador de cente­

lleo líquido. Se tomaron alícuotas de l m1 a las que se agregaron lO ml de lí­
quido centelleador de la siguiente composición: tolueno, 600 m1; Triton X 100,
300 ml; etanol absoluto, 100ml; 2,5 difeniloxazol (PPO), 5g.; 1,4-bis-2-(5­
feniloxazolil) benceno (POPOP),0.1g.

Por otra parte, al finalizar los experimentos, los tejidos fueron secados
con papel de filtro y fueron pesados. El bazo fue homogeneizado en 10 m1 de ¡ci

do perclorico 0.4 N frío por gramo de tejido, conteniendo l mg/ml de NaZSO3y l

mg/ml de Na2 EDTA. Para la aorta y 1a membrananictitante se utilizaron 5 ml de
la misma solución.

Los homogenatos se mantuvieron a 4°C durante 60 minutos y luego se los
centrifugó a lOOOgdurante 15 minutos. Se tomó una alícuota del sobrenadante
para medir la radiactividad total.
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111.5 Cálculo de 1a radiactividad Bresente en las nuestras del Rerfusato o
medio de incubación x en el tejido. Liberación fraccional de 3H­
noradrenalina.

La radiactividad de las muestras y el tejido se expresó en desintegrg
ciones por minuto y se calculó mediante la siguiente ecuación:

cpm x V x 100
Ldpm ­

Va x Ef.

dpm: desintegraciones por minuto
cpm: cuentas por minuto .

V : volumen (ml) de la muestra o de la solución en que se homogeneizó el tg
jido

Va : volumen de la alícuota

Ef : eficiencia de la medicion en el contador de centelleo.

Para conocer la eficiencia (Ef) se determinaron las cpmen una canti­
dad conocida de agua tritiada y se hizo el siguiente cálculo:

cpm 3H2 0Ef--————x 100
dpm 3H2 0

. .- . 3 .L1berac1on fracc1onal de H-noradrenalina

Para calcular la liberación de noradrenalina por estimulacion nerviosa
se procedió de la siguiente forma:
a) La radiactividad total liberada durante el período inmediatamenteanterior
a la estimulación se consideró comoíndice del eflujo espontáneo de radiacti­
vídad desde los terminales nerviosos simpáticos. Dicho valor se restó de las
muestras obtenidas en los períodos de estimulacion y postestimulación.
b) Para cada período de estimulación se calculó la liberación fraccional de
3H-noradrenalina Eor pulso, es decir: la sumatoria de todos los incrementos por
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encimade los niveles basales de radiactividad, expresada comouna fracción
de la radiactividad del tejido en el momentode comenzar la estimulación y
dividida por el númerototal de pulsos aplicados.

3 {3dpm muestra-dpm basal)
Liberación fraccional de H-noradrenalina por pulso ­

N° de pulsos x dpm en
el tejido al comienzode
la estimulación

Cuandoel análisis de los datos lo requirió, se calculó la liberación
fraccional de radiactividad en cada muestra:

dpm en la muestra

Liberación fraccional de radiactividad - I
dpm en el tejido en el momento de

obtener la muestra

IV.- CURVAS DE DOSIS-RESPUESTA

Conel objeto de analizar los efectos del pimozide sobre la contracción
del músculoliso vascular, se estudiaron los efectos de dicha droga sobre las
respuestas inducidas por (-)—noradrena1inay otros agentes vasoconstrictores en
lechos vasculares perfundidos y arterias aisladas de gato. Tambiénse utilizó
un tejido no vascular: 1a cápsula esplénica.

En todos los experimentos, los tejidos se perfundieron o incubaron duran
te una hora (las técnicas correspondientes figuran en la Sección II de "Metodos")
antes de comenzar las determinaciones.

IV.1 Bazo z lecho vasculardelcolon perfundido

En el bazo y el lecho vascular del colon se determinaron curvas de dosis­

respuesta inducidas por (-)-noradrenalina, la cual se agregó en forma acumulati­
ya. Para ello, se perfundieron concentraciones crecientes de (-)-noradrena1ina,
preparadas en solución de Krebs. Cada concentración se perfundía hasta que la
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presión de perfusión alcanzaba un valor constante. Entonces, se cambiabar5­
pidamente esa solución por otra conteniendo una concentración de noradrenali­
na tres veces mayor. La presión de perfusión se midió por medio de un trans­
ductor de presión Statham y se registró en un polígrafo Grass, modelo 7B.

En cada experimento, se determinaron dos curvas de dosis-respuesta. se­

paradas por un intervalo de 40 minutos. El pimozide se agregó a1 medio de pe;
fusión 20 minutos antes de la segunda curva y permaneció hasta el final de la
misma.

En algunos experimentos de bazo perfundido, se estudiaron los efectos
de pimozide sobre las respuestas presoras inducidas por angiotensina, que fue
administrada en pulsos de 0.1 ml a través de la cánula arterial.

IV.2 Arteria mesentérica inferior aislada z tiras aisladas de bazo {cápsula
M211

Se determinaron curvas de dosis-respuesta a la (-)-noradrena1ina, en teji
dos incubados en solución de Krebs. La (-)-noradrenalina se agregó en forma a­
cumulativa de tal forma que la concentración del baño se incrementaba tres ve­

ces, cuandola respuesta contractil para 1a dosis anterior alcanzaba un valor
estable. En cada preparación se determinaron dos curvas de dosis-respuesta, se
paradas por un intervalo de tiempo de una hora. Durante este período, la solu­
ción del baño de incubación, se renovó cada 10 minutos. cuando la segunda cur­
va se determinó en presencia de pimozide o fentolamina, las drogas se agregaron
al baño de incubación 20 minutos antes del comienzo de la curva y permanecieron
durante la determinación de 1a misma.

En algunos experimentos, las arterias se incubaron en solución Tria y se
agregó una misma dosis de (-)-noradrenslina (0.18 6 1.8130 cada 20 minutos. U­

na vez que las respuestas se estabilizaban, se repetía la determinación en pre
sencia de pimozide o fentolamina. Se emplearon diferentes períodos de preincg
bación con los bloqueantes (desde 30 segundos hasta 20 minutos). La determina
ción de las respuestas inducidas por noradrenalina continuaron después de qui­
tar los bloqueantes del-medio de incubación. En cada arteria se empleó una sé
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la dosis de (-)-noradrenalina, un sólo bloqueante y un sólo período de preincu­
bación con pimozide o fentolamina.

En arterias incubadas en solución Tris, también se investigaron los efec­

tos de pimozide X fentolamina sobre las curvas de dosis-respuesta inducidas por
potasio (KCl). Se determinaron dos curvas en cada preparación. La concentra­
ción de KCl en el medio de incubación se duplicaba cada vez que 1a respuesta
contráctil alcanzaba un valor estable. El pimozide y la fentolamina se agrega­

ron 20 minutos antes de comenzar la segunda determinación. A1 finalizar la se­

gunda curva se agregaron concentraciones crecientes de CaCl2 (hasta 11.9 mH).
En la arteria mesentérica inferior también se estudiaron los efectos de

pimozide 2 fentolamina sobre las respuestas inducidas por dosis acumulativas de
calcio.

Comomedio de incubación se utilizó solución de Tyrode, que comparada

con la solución de Krebs contiene bajas concentraciones de P04 x C03: Se evi­
tó de esta forma la precipitación de sales de calcio.

La arteria se incubó de 60 a 90 minutos con solución de Tyrode libre de
calcio, con lavados cada 10 minutos. Concluido este período se agregó una do­
sis máximade (-)-noradrena1ina (18 uM)al baño de incubación y al cabo de l

minuto se agregó CaCl en concentraciones crecientes. La concentración dep

CaCl2 en el baño Se iícrementaba 4 veces cada vez que la respuesta contráctíl
llegaba a un valor constante.

La determinación se repitió 60 minutos más tarde y durante este interva­

lo de tiempo, el tejido permanecióLenun medio libre de calcio. Para 1a segun
da curva de dosis-respuesta se utilizó (-)-noradrenalina en una concentración
180 un y 20 minutos antes de comenzar la determinación se agregó pimozide al
medio de incubación.

Los datos estadísticos se realizaron de acuerdo a procedimientos conven­
cionales (Snedecor y Cochran, 1967).
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Se utilizaron las siguientes drogas:
(-)-isoproterenol bitartrato dihidrato (Sterling-WinthropResearchInstitute,.

U.S.A.)

(+)-isoproterenol bitartrato (Sterling-WinthropResearchInstitute, U.S.A.):
(-)-propranolol clorhidrato (Imperial ChemicalIndustries, England).
(-)-noradrenalina bitartrato (Sigma Chemical Company,U.S.A.).
fentolamina clorhidrato (Ciba-Geigy, Bs. As.).
papaverina clorhidrato (SintYal).
l-metil-3-isobutilxantina (MIX)(G.D. Searle á Co.; U.S.A.).

pimozide(1-{1-[4,4-bis(p-f1uorophenyl) butle-é-piperidil}-2-benzimidazolinone)
(Janssen Pharmaceutica N.V.,‘Be1gium).
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CAPITULO I

MODULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA. FUNCION DE LOS RECEPTORES g

PRESINAPTICOS

INTRODUCCION

Se ha postulado que 1a liberación de noradrenalina inducida por estimulg
ción nerviosa, sería facilitada a través de un mecanismomediadopor 1a activa­
ción de receptores preainípticoa de tipo B (Figura 3B). Esta hipótesis surgió
a1 comprobarse que en diversoa‘tejidos, loa agonistas B aumentabanla liberación
del neurotransmiaor simpático (Langer y col., 1974; Adler-Graschinaky y Langer,

1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976) y que, en algunas preparaciones, los antagg
nistas B disminuían '1a liberación de noradrenalina inducida por estimulación
nerviosa (Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Dïhlof y col., 1975).

El objetivo de este estudio fue ampliar el conocimiento sobre 1a naturalg
za y función de los receptores presinípticos B.

Utilizíndose el bazo perfundido de gato comomodelo experimental, se inveg
tigó si el efecto del isoproterenol sobre 1a liberación del neurotransmisor simpí
tico dependía de 1a concentración de 1a droga y de la frecuencia de estimulación.
Tambiénse investigó si los receptores preainípticos son B estereoselectivos. A
demís, con el objeto de comprobarai los efectos del isoproterenol sobre 1a libe­
ración de noradrenalina se debían realmente a 1a activación de receptores B, se
investigó si 1a acción del ísoproterenol era prevenida por el antagonista B proprí
nolol.
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1.1 Efectos del 5-2 z S+)-isoproterenol sobre la liberaci6n de 3H-noradrenali­
na inducida pgr estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato.

El bazo perfundido de gato se marcó con 3H-noradrenalina y luego se esti
mularon los nervios esplénicos con trenes de 120 pulsos a 1 Hz, en condiciones

controles o en presencia de diferentes concentraciones de isoproterenol, agrega
das al medio de perfusión lO minutos antes de la estimulación correspondiente.

.La radiactividad liberada comoconsecuencia de 1a estimulación nerviosa,
se expres6 comoliberación fraccional de tritio por pulso (ver "Métodos").

En los experimentoscontroles, los valores de dicha liberación fraccio­
nal se mantuvieron constantes a través de siete períodos de estimulación nervio

sa (Tabla l). En cambio, cuando la 3a, ¿a y 5ta estimulación (S3, sa y SS) se
llevaron a cabo en presencia de (-) isoproterenol 0.16, 1.4 y 14.0 nM, respecti
vamente (Tabla l), se registró un aumentoen la liberación fraccional de radias

tividad con respecto a las estimulaciones controles sin droga (Sl y'sz).
Los incrementosqsin embargo,no fueron estadísticamente significativos

debido a la dispersión de los-datos.
Una forma de normalizar los resultados consiste en expresar la liberación

fraccional de radiactividad por pulso en cada período de estimulación (Sx), como

un cociente con respecto a Sl, dentro del mismoexperimento. Los resultados, ei
presados en esta forma se presentan en la Figura 6. Comopuede observarse, el
(-)-isoproterenol aument6, en formadependiente de la concentración, la libera­
ción de radiactividad inducida por estímulo nervioso. Con 1.4 y 14.0 nMde (-)
isoproterenol, la liberación de tritio aumentó en un 252 y en un 60 Z, respec­

tivamente por encima de los valores controles correspondientes; dichos incremeg

ltos fueron estadísticamente significativos. En 1a Figura GBse observa además,
que el efecto del (-)-iaoproterenol fue revertido rápidamente, al quitarse 1a
droga del medio de perfusión.

A diferencia del (-)-isoproterenol, el isómero (+) (Figura 6C, Tabla 1)
no modificó 1a liberaci6n fraccional de tritio por pulso, ni afin cuando la con­
centración fue de 140 nM.
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TABLAl:Efectosdel—-isoroterenol3

el+-isoroterenolsobre1aliberacióndeH-noradre­

nalinainducidaorestimulaciónnerviosaenelbazoerfundidodeato.

(a)Fracciónde1aradiactividadtotaldeltejidoliberadaporpulsoensucesivosperíodosdees­

timulaciónnerviosa(S1-S7).LosnerviosseestimularonalHz,durante2minutos(pulsos deondacuadradade0.1mseg.deduraci6nyvoltajesupramáximo).

El(-)-isoproterenol{(-)-ISO}enconcentracionesde0.14,1.4y16.0nMseagregóalmediodeper fusión10minutosantesde83,SaySs,respectivamente.El(+)-isoproterenol{(+)-ISO},14.0y 140.0nMseagregó10minutos_antesdeS3ySa,respectivamente.Elrestodelasestimulacionessehizoencondicionescontroles. Seindicanlosvaloresmediosi_e1errorstandardde1amedia.

fis

n:numerodeexperimentos.
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Figura 6: Efectos del 5-2 z g+z—isogroterenol sobre la liberación de 3H­
noradrenalina inducida or estimulación nerviosa en el bazo er­

fundido de gato.

Abscisss: 82 a S7 indican sucesivos períodos de estimulación nerviosa (1 Hz,
'2 minutos, pulsos de onda cuadrada de l mseg. de duración y voltg
je supramíximo).

Ordenadas: cociente entre 1a liberación fraccional de tritio por pulso en

cada período de estimulación (sx) y el primer período (Sl).
A: controles (0--D); B: 83, Sa y S5 en presencia de (-)-isoproterenol 0.14,
1.4 y 14.0 nMrespectivamente (O---O); C: 83 y S4 en presendia de (+)—ísoprg
terenol 14.0 y 11.0.0 nM, respectivamente (Au-A). \

Cada concentraciñn se.agregó a1 medio de perfusión 10 minutos antes
de la estimulación correspondiente.

Los símbolos indican 1a media Í el error standard de ls media de 4 expg
rimentos. * p < 0.05;“"‘I p < 0.001 cuando se compara con el valor control
correspondiente.
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1.2 Efecto del (—)1propranololcogía la liberación del 3H-neurotransmisor.

En un grupo de experimentos, 22 minutos antes del segundo período de es­

timulación (52) , se agregó (-)-propranolol 0.1 m a1 medio de perfusión y 1a
droga permaneció hasta el último período de estimulación. Igual que en los ex­
perimentos anteriores, se aplicaron 120 pulsos con una frecuencia de l Hz.

El bloqueante 5 (-)-propranolol no modificó la liberación de radiacti­
vidad inducida por estimulación nerviosa, cuando se consideraron sólo 4 datos
(Figura 7B). Sin enbargo, hubo una pequeña-pero significativa disminución (p <

0.05) cuando se analizó un total de 18 experimentos. El cociente SZ/S1 entre
las liberaciones fraccionales de radiactividad por pulso fue 0.87 i 0.04 (n ­

18) cuando S2
correspondiente valor control fue 1.05 i_0.07 (n - 4).

se llevó a cabo en presencia de (b)7propranolol, mientras que el

1.3 Prevención por el g-Q-propanolol de los efectos del g-Z-isoproterenol.

Conel fin de analizar si el incrementoen la liberación de radiacitivi
dad inducida por estimulación nerviosa en presencia de (-)-isoproterenol se de
bía a 1a activación de receptores B, se investigó el efecto de (-)-isoprotere­
n01 pero agregando previamente (-)-propranolol al medio de perfusión. Los re­
sultados se representan en la Figura 7C. Allí se muestra que el antagonista B
previno totalmente los efectos de (-)-isoproterenol(comparar con la Figura 63).

Los valores absolutos de 1a liberación fraccional por pulso en presencia
de propranolol y de propranolol + isoproterenol, figuran en la Tabla 2.

1.4 Relación entre la cantidad de 3l-l-noradrenalina liberada durante 1a estimu­

lación nerviosa 2 los efectos delg-z-isoproterenol X S-Q-propranololen el
bazo perfundido de gato.

En la Figura_8, se relaciona la liberación fraccional de radiactividad

por pulso obtenida durante la primer estimulación (Sl) en cada experimento, con
el cociente SD/S1para dos estimulaciones en el mismo experimento,
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Figura 7: Prevención or ro ranolol de los efectos del - -iso rotere­
. ., 3 . . .renol sobre la liberaCion del H-neurotransmisor inducida or

estimulación nerviosa en el bazo perfundido de gato.

Abscisas: 82 a S7 indican períodos sucesivos de estimulación nerviosa (1 Hz,
2 min., 0.1 mseg., voltaje supramáximo).

Ordenadas: cociente entre la liberación fraCCional de tritio por pulso o!

tenido en cada período de estimulación nerviosa (sx) y el primer
período (Sl).

A; 0--0, controles (n-á); B:¿O—-—OL(-)-proprsnolol 0.1 HMse agregó 22

min. antes de 82 y permaneció hasta el final del experimento (n-h);

C: t-—-A, igual que B pero 10 min. antes de S3, Sk y S5 se agregó (-)-isg
proterenol. en concentraciones de 0.14, 1.4 y 14.0 nMrespectivamente (n-7).
Los valores indican la media f el error standard de la media; n: número
de experimentos.
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TABLA2:Prevenciónorel

de

roranololdelosefectosdel--1soroterenolsobre1a11beraci

H-noradrenalinainducidaorestimulaciónnerviosaenelbazoerfundídodeato.

(a)Fracciónde1aradiactividadtotaldeltejido,liberadaporpulsoensucesivosperíodosde

estimulaciónnerviosa(S1-S7).

LosnerviosseestimularonalHz,durante2minutos(pulsosdeondacuadrada,0.1mseg.dedure ciónyvoltajesupramíximo). El(-)-Propranolol{(—)-PRO}seagregóa1mediodeperfusiónZï‘minutosantesdeSzypermane­cióhastaelfinaldelexperimento.El(-)-ísoproterenol{(-)-ISO)0.14,1,4y14.0nMseagrg 5610minutosantesde83.84ySS.respectivamente.Saindicanlosvaloresmedios:¿alerrorstandardde1amedia. n:númerodeexperimentos.
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'Figura 8: Relación entre la liberación de radiactividad durante 1a estimulación
nerviosa control los efectos del - - ro ranolol - -iso roterenol

en el bazo 2erfúndido de gato.

Abscisas: Fracción de la radiactividad total del tejido liberada por pulso durante

el primer período de estimulación nerviosa (Sl) en cada experimento.
Ordenadas:Cociente entre la liberación fraccionsl de tritio por pulso obtenida en

dos períodos de estimulación nerviosa (Sl y SD) en el mismoexperimento.
En cada período de estimulación se aplicaron 120 pulsos a l Hz,(0.l mseg., voltaje
supramíximo).

A: (0), controles (n-19); (O), SDdespués de 22 minutos de agregar (-)-propranolol
0.1 m al medio de perfusión (n-18).

B: (0). controles (n-18); (A), SD
14.0 nH al medio de perfusión (n-7).

a los 10 minutos de agregar (-)-isoproterenol

En A y B, la linea_punteada representa la rectaderlgresión para los experimentos
controles; la lineallenacorresponde a los experimentoscon drogas.
r: coeficiente de correlación. Niveles de significación: *p<0.05; **p<0.001
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Se observa (Figura 8A), que cuando mayor fue 1a liberación de tritio du­

rante la estinnlación control (Sl), mayorfue el efecto inhibitorio de (-)—prg
pranolol durante SD. Esto se visualiza a través de un menorvalor de SD/Sl.

En cambio, con (-)-isoproterenol 14.0 nn (Figura BB).se observó la rela
ción inversa: a una mayor liberación del neurotransmisor tfitiado durante la eg

timulación control (Sl) correspondió un menorefecto facilitador del isoprote­
renal, es decir, un menorvalor de SD/Sl.

Enamboscasos, 1a correlación fue estadísticamente significativa. Los
coeficientes de correlación y los niveles de significación puedenverse en la
misma Figura 8.

1.5 Influencia de la frecuencia de estimulación sobre los efectos del 5-2-130­
proterenol. I

En estos experimentos,los nervios esplónicos se estimularon a l Hz y lug
go a 2 Hz, aplicíndose un total de 300 pulsos cada vez. Ambosperíodos de esti
mulación fueron repetidos en presencia de isoproterenol 14.0 nM. En los experi
mentoscontroles los cuatro períodos de estimulación nerviosa se llevaron a ca­
bo en ausencia de la droga.

El isoproterenol aumentóla liberación de radiactividad inducida por es­
timulación nerviosa a l y 2 Hz, pero el efecto fue más marcadopara la frecuen­
cia menor (Figura 9).

1.6 Respuestas presorss inducidas pgr estimulación nerviosa en el bazo perfun­
dido de gato.

En los experimentos anteriormente descriptos, ademásde medirse la libe­
ración de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa y laa modificaciones
producidas por el isoproterenol y el propranolol, también se midieron las res­
puestas del órgano efector. Se registraron los cambios amla presión de perfu­
sión, los cuales reflejan las variaciones de la resistencia vascular.
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Figura 9: Influencia de la frecuencia de estimulación sobre los efectos
del g-Z-ieogroterenol en el bazo Berfundido de gato.

Ordenadazcociente de 1a liberación fraccional por pulso obtenida en el es

gundo (sz) y en el primer (Sl) período de estimulación nerviosa.
En cada período ae aplicó un total de 300 pulsos (0.1 mseg.,‘voltaje suprg
máximo), a l Hz (A) o a 2 Hz (B).

C: controles (n-6); ISO: se agregó (-)-isoproterenol 14.0 nMal medio de

perfusión 10 minutos antes del período de estimulación S2 (n-h).
Las barras indican 1a medía Í el error standard. * p<0.01; ** p<0.005 cueg
do se comparacon el valor control correspondiente.
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En condiciones controles (Tabla 3), las respuestas presoras permanecie­
ron constantes durante siete períodos de estimulación nerviosa (l Hz, 120 pul­
sos).

Cuandolas estimulaciones se llevaron a cabo en presencia de concentra­
ciones crecientes de (-)-isoproterenol, las respuestas medias no se modifica­
ron con respecto a los controles sin droga (Tabla 3). Sin embargo, es impor­
tante destacar que los resultados no fueron homogéneos:sobre un total de 4
experimentos, en dos de ellos se registró una disminución de las respuestas,
cuandolas estimulaciones se hicieron con (-)-isoproterenol en el medio de pe!
fusión; en otro experimento, las respuestas aumentaron y en otro caso no se mg
dificsron. En todos los experimentos sin embargo, el (-)-isoproterenol había
aumentado'la 1iberaci6n de norádrenalina inducida por estimulación nerviosa
(Figura 63).

En presencia del antagonista Bpropranolol, las respuestas presoras teg
dieron a incrementarse con respecto al grupo control (Tabla 3). Esto se obseg

v5 especialmente en los tres'primeros periodos de estimulación (82, 53 y Sa)
en presencia del bloqueante. Recordemosque en estos cuatro experimentos (Fi­
gura 7B), la liberación del 3H-neurotranamisor no se había modificado con res­
pecto a los controles sin droga.

Cuandolos experimentos se hicieron en presencia de isoproterenol y pro

pranolol a la vez, las relaciones Sx/S1 entre las sucesivas respuestas preso­
ras, fueron cercanas a los valores controles (Tabla 3). La presión de perfu­
sión basal no se modificó por el agregado de isoproterenol o propranolol.
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TABLA3:Efectosdel--isoroterenol--roranololsobrelasresuestasresorasinducidas

restimulaciónnerviosaenelbazoerfundidodesto.

(a)Aumentodelapresióndeperfusión(mmHg)duranteelprimerperíododeestimulaciónnerviosa(Sl). (b)Cocienteentreelaumentodelapresióndeperfusióndurantecadaperíododeestimulaciónnerviosa

(Sx)conrespectoaSl.

Losnerviosseestimularona1Hz,durante2minutos\(pu1sosdeondacuadradade0.1mseg.deduración yvoltajesupramíximo). El(-)-isoproteren01{(-)-ISO}yel(-)-propranolol(,(-)-PRO}.seagregarona1mediodeperfusiónen 1aformaindicadaenlasTablas1y2. (c)Enunodelosexperimentos,1arespuestafue0.Enconsecuencia,loscocientesSat/S1sedetermi­

naronparan-3.

Seindicanlosvaloresmedios:_e1errorstandardde1amedia. n:númerodeexperimentos.
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En el presente trabajo, el (-)-isoproterenol aumentóen forma dependien
te de la concentración, la liberación de noradrenalina inducida por estimula­
ción nerviosa simpática.

Dicho incremento estaría relacionado con la actividad de reCeptores B
pues el antagonista B (-)-propranolol previno totalmentelos efectos del ago­
nista. Estos resultados sugieren que en el bazo de gato, la liberación de nor
.adrenalina inducida por estimulación nerviosa podría modularse a través de un

mecanismofacilitatorio de la exocitosis, mediadopor la activación de receptg
res B-presinípticos, comofuera propuesto para otros tejidos inervados por el
sistema nervioso simpático (Langer y col., 1976; Adler-Graschinsky y Langer,
1975; Hedqvist y Moawad, 1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976). Los receptores
presinípticos B serían estereoéspecíficos pues ¿á 'el bazo perfundido de gato, el
(+)-isoproterenol, afin en una concentración 10 veces mayor que el isómero (-),
no modificó la liberación de noradrenalina.

Laestereoespecifícidadtambién es una característica de los receptores
B-postsinípticos. En la aurícula aislada de rata, el (-)-isoproterenol fue

1000veces más potente que el isómero (+) para aumentar la frecuencia de let;
dos y la fuerza de contracción (Birnbaumy col., 1973).

Además, en homogenatos del miocardio de cobayo, la (-)-noradrena1ina fue
80 veces más potente que la (+)-noradrenalina para activar la adenilato ciclasa,

efecto mediado por la estimulación de receptores B (Kravietz y col., 1976). En
este mismotejido por otra parte, las formas (-) de varios antagonistas B, incl!
yendoal (-)-Propranolol,fueron más potentes que las formas (+) para antagonizar
el efecto del isoproterenol sobre la actividad de la adenilato ciclasa y también
para desplazar al 3H-alprenolol unido al receptor 8 (Krawietz y col., 1976).

En el bazo perfundido de gato, el efecto del agoniata B (-)-isoproterenol
sobre la liberaci6n de noradrenalina, fue mayordurante la estimulación nerviosa
a l Hz que a 2 Hz. Estos resultados sugieren que el mecanismofacilitatorio de
la liberacián del neurotransmisor simpítico, es más eficaz cuando menor es 1a
frecuencia de estimulación. Ello podría estar relacionado con la concentración
de noradrenalina que se alcanza en el espacio siníptico y con el hecho que los
receptores B-presinípticos podrían ser activados por el mismoneurotransmisor
liberado. Se ha postulado que durante la estimulación nerviosa simpática, los



55

receptores presinípticos B podrian ser activados por 1a mismanoradrenalina que

se libera al espacio siníptico y, que de este modo,el neurotransmisor regula­
ría su propia liberación (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y col., 1975).
Considerando que la concentración de noradrenalina que se alcanza en el espacio
sinfiptico es menor a 1 Hz que a 2 Hz, la ocupación de los receptores B-presinóp
ticos por el neurotransmisor endógeno, podria ser menor a la menor frecuencia

de estimulación. En consecuencia, el agregado de un agonista B exógeno durante
1a estimulación nerviosa a 1 Hz, produciría un efecto adicional mía marcado so­
bre la liberación del neurotransmisor.

El análisis de los datos individuales obtenidos con (-)-iaoproterenol y
(-)-propranolol, también apoyaría. 1a hipótesis de que los receptores presiníp­

ticos B podrían ser activados pbr la mismanoradrenalina liberada al espacio si
níptico. En el bazo perfundido de gato, se observó que a una mayor liberación

del neurotransmisor endógenoen condiciones controles de estimulación, corres­
pondió un menor incremento en dicha liberación por acción del agonista B isoprg
terenol; al mismotiempo, correspondió una mayor inhibición por acción del antg
gonista Bpropranolol. Estos datos señalarían que la magnitudde los efectos
del agonista y el antagonista exógenoadependería del grado de activación de los
receptores B por la noradrenalina endógena.

Sin embargo, tomando los datos en conjunto, se observó que la magnitud
del efecto del (-)-propranolol.fue muypequeña. La droga inhibió sólo en un 102

la liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa. En el ovidug
to humanoaislado y arterias y.venas humanasaisladas. se obtuvieron resultados
similares a los del bazo perfundido, pues el efecto inhibitorio del propranolol
en estos tejidos fue nulo o muyleve (Hedqvist y Moawad,1975; Stjírne y Brundin

1975; 1976).
De todos los tejidos y órganos aislados que se estudiaron, el ünico caso

en que el propranolol inhibió en forma marcada la liberación de noradrenalina
(alrededor del 402), fue en la auricula de cobayo (Adler-Graschinsky y Langer,
1975). El escaso efecto que tiene el propranolol en la mayoría de los tejidos
"in vitro". sugiere que en estas condiciones el mecanismomediado por receptores
B -presinípticos no desempeñaría un papel importante en la regulación de 1a libg
ración del neurotransmisor.
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Stjírne y Brundin (1975) mostraron que los receptores a-presiníp­
ticos podrían ser activados por 1a adrenalina. Se propuso en consecuencia,
que dichos receptores podrían detectar las catecolaminas circulantes y que
contribuirían a aumentar la secreción. de noradrenalina desde los terminales
nerviosos simpáticos, cuando la secreci6n de adrenalina por la médula adre­
nal se halla incrementada (Stjïrne. l975b; StjErne y Brundin, 1975; 1976).

En apoyo de esta_hip6tesis, recientemente se informó que en la
aurícula aislada de cobayo, el bloqueante Boxprenolol disminuySla libera­
ción de noradrenalina inducida por estimulo nervioso pero sólo cuando se a­

gregó adrenalina a los depósitos endógenos del neurotransmisor (Randy col.,
1978). ‘

Estos resultados sugieren que la adrenalina podría ser un impor­
tante agonista fisiológico de los receptores B-presinípticos y podría expli­
car por qué en los tejidos aislados, generalmente no se observa el efecto de
los bloqueantes B sobre la lioeración de noradrenalina.

El posible papel de la adrenalina comoactivador de los recepto­
res localizados en los terminales nerviosos simpáticos, también podría expli
car algunos resultados obtenidos con animales "in vivo", donde los bloquean­
tes B disminuyeron efectivamente la liberación de noradrenalina. En la pata
de gato, el (Ï)-propranolol disminuyó en un 402 aproximadamentela liberación
de H-noradrenalina durante la estimulación nerviosa simpática, cuandoprevia

mente se bloquearon los receptores d-pre y postsinfipticos con fenoxibenzamina
(Dahlof y col., 197;). Por otra parte, en perros anestesiados el bloqueante
B sotalol, redujo en un 802 la liberación de noradrenalina endógenadesde
las fibras simpáticas cardíacas estimuladas a l Hz y dicho efecto disminuyó
al aumentar la frecuencia de estimulación (De Champlainy col., 1977).

Existen otros factores adicionales que parecen influir sobre los efes
tos de los bloqueantes By que contribuirían a explicar el escaso efecto de dichas
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drogas sobre la liberación de noradrenalina en los tejidos aislados. Unode eg
tos factores podria ser el tiempo de contacto de la droga con los tejidos.

Enratas crónicamente tratadas con practolol, se produjo una inhibición
de las respuestas presoras inducidas por estimulación nerviosa. Este efecto
se atribuyó a una menor liberación de noradrenalina y no se observó en los ani
males que sólo recibieron una dosis del bloqueante (Lewis, 1974).

Por otra parte en un trabajo reciente (Adler-Graschinsky y Carrara,l978)

se comparó1a liberación de 3H-noradrenalina inducida por estimulación nerviosa
en aurículas aisladas de ratas que habían recibido propranolol 1 hora antes o d!
rante los 15 días previos al experimento. Se observó que la liberación del neu­
rotransmisor sólo se hallaba inhibida en las aurículaa de los animales tratados
crónicamente. ‘

Estos datos podrían indicar que se necesita un tiempo prolongado de-per­
manencia en los tejidos para que los efectos de los bloqueantes B puedan.ser

bien visualizados. En los experimentos con órganos aislados, los bloqueantes
se agregan al medio de incubación muy poco tiempo antes de la estimulación ner­

viosa. En el bazo perfundido, por ejemplo, las estimulaciones se llevaron a cg
bo entre los 20 minutos y las 3 horas después de agregarse propranolol al medio
de perfusión. Este hecho pudo haber influido en el escaso efecto del proprano­
lol sobre la liberación de noradrenalina, són cuandolos receptores presinípti­
cos estuvieran activados por el neurotransmisor endógeno comose ha postulado

(Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y col., 1975). No se sabe por qué el'g
fecto inhibitorio de los bloqueantes B podría incrementarse durante el trata­
miento crónico. En parte, podria deberse a un descenso en los niveles de nora­
drenalina endógena. Chubby Raine (1976) observaron que el bloqueo crónico de
los receptores B con propranolol, producía una disminución en 1a actividad de
la tirosina hidroxilasa (enzimalimitante de la síntesis de noradrenalina) en el gg!
glñacenáansuperior de conejo. Tambiénse demostró una inhibición en la síntg
sis de catecolaminas en la médula adrenal de ratas espontáneamentehipertensas ,
tratadas crónicamente con propranolol (Kblad y col., 1977).

Por otra parte, se ha comprobadoque luego del tratamiento crónico, el
propranolol se libera junto con la noradrenalina durante la estimulación ner­
viosa simpática. Se sugirió, en consecuencia, que el bloqueante se acumularía
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en las neuronas simpáticas y que, al ser liberado, competiría con el neurotrang
misor endógenopor los sitios de acción pre- y postsinípticos (Daniell y col.,
1979). Si la acumulación neuronal del propranolol fuese un proceso lento, po­
drían.explicarse al menosen parte, las diferencias entre 1a administración s­
guda y crónica y también el escaso efecto del prepranolol sobre la liberación
de noradrenalina en la mayorparte de los tejidos "in vitro".

En resumen, los datos obtenidos en el bazo perfundido de gato sugieren la
existencia de adrenoceptores de tipo B, queparticiparían de un mecanismofacili­
tador de 1a liberación del neurotransmisor simpático. El hecho de que los efec­
tos del agonista B isoproterenol fuera mayor a la frecuencia menor de estimula­

ción y el hecho de que los efectos del isoproterenol y el propranolol se correlg
cionaran'con la cantidad de noradrenalina liberada, sugieren que los receptores
B-presinípticos podrían ser activados por el propio neurotransmisor simpítico.
Sin embargo,diversas evidencias sugieren que la adrenalina circulante podría
ser un importante activador de este mecanismoregulatorio.

Hasta ahora, los resultados obtenidos en el bazo perfundido de gato sólo
se han analizado con respecto a la liberación del neurotransmisor. Pero tam­
bién interesó analizar las respuestas del órgano efector inducidas por el estí­
mulonervioso, así comolos efectos del isoproterenol y el propranolol sobre di
chas respuestas.

En el bazo del gato, 1a estimulación nerviosa simpática induce dos efec­

tos principales. Por un lado, se produce una disminución del volumendel órga­
no, lo cual se debe a la contracción de las trabóculas y 1a cápsula esplénica.
Por otra parte, la estimulación de las fibras nerviosas simpáticas produce una

vasoconstricción,debida principalmente_ a la contracción del músculoliso arte­
rial. Esta ültima fue la respuesta que se midió durante los experimentos.

Es importante mencionar que ambascontracciones, vascular y de la cápsu­
la esplónica, son mediadas por 1a activación de receptores adrenórgicos de tipo
a .

En principio, debería esperarse que a una mayor cantidad de noradrenali­
na liberada durante la estimulación nerviosa, correspondiera una mayorrespues­
ta presora. Sin embargo, en presencia de (-)-isoproterenol, hubo un incremento
en la liberación del neurotransmisor en todos los experimentos, pero sólo en un
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caso se produjo un aumento en 1a respuesta del órgano efector. Por el contra­
rio, en dos de las preparaciones, dicha respuesta disminuyó con respecto al v3
lor control sin droga. Para poder dar una interpretación a estos resultados,
deben tenerse en cuenta no sólo los efectos presinípticos del (-)-isoprotere—
n01 y que ya han sido analizados, sino también los efectos postsinípticos de
la droga. En presencia del agonista B (-)-isoproterenol, las respuestas pre­
soras inducidas por estimulación nerviosa se verían potenciadas comoconsecueg
cia de la mayor liberación de noradrenalina, pero al mismotiempo podrían es­
tar disminuidas a causa del efecto vasodilatador de la droga. Es sabido que 1a
activación de receptores Bmedian1a relajación del músculo liso vascular, tan­
to en las arterias comoen las venas (Bucher y col., 1973; Lundvall y Jirhult,
1974; Richardson y Withringtoní 1977). La combinación de los efectos pre- y

postsinípticos del isoproterenol, determinaría 1a respuesta final que podría r5
sultar mayor, menoro igual que el valor control, sin droga. Por otra parte,
los receptores 3 vasculares del bazo de gato, también podrían ser activados por
la noradrenalina liberada durante 1a estimulación nerviosa. Así lo sugiere el
hecho que las respuestas presoras hayan aumentado en presencia del bloqueante
propranolol.

Es necesario aclarar que no se poseen otros datos que confirmen la presea
cia de receptores g en 1a vasculatura del bazo de gato. En consecuencia, los
párrafos anteriores son una hipótesis de trabajo para explicar la disociación
entre 1a liberación del neurotransmisor y 1a respuesta del órgano efector en
presencia-de isoproterenol y propranolol. Sin embargo, es importante insistir
en esa 'disocíación, pues señala que las variaciones en 1a respuesta del órgano
efector no pueden ser tomadas comoparámetro para estudiar las variaciones en 1a
liberación de noradrenalina.
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CAPITULO II

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LOS MECANISMOS MODULATORIOS DE LA LIBERACION

DE NORADRENALINA

INTRODUCCION'

Diversos trabajos muestran que en el corazón de la rana y la rata, las

respuestas B-adrenérgicas son muvsensibles a la temperatura. Existe. sin embsr
go, una amplia variedad de resultados e interpretaciones.

Kunosy sus colaboradores estudiaron los efectos inhibitorios del proprg
nolol y de 1a fenoxibenzamina sobre las respuestas inotrópicas inducidas por age
nistas adrenérgicos en el corazón aislado de la rana y la rata, bajo diferentes

condiciones de temperatura. Observaron que el bloqueante B propranolol era mas
efectivo a temperaturas altas, mientras que la fenoxibenzamina. un bloqueante a ,
tenía un mayor efento a temperaturas bajas (Kunos y Szentivínyi, 1968; Kunos y
col., 1973; Kunos y Nickerson. 1976; 1977). Ademas. en el corazón de 1a rata, al
bajar la temperatura disminuía la potencia del agonista B isoproterenol, al tiempo
que aumentabala potencia del agonista a fenilefrina. Estas y otras evidencias,
llevaron a estos autores a postular la interconversión del receptor adrenérgico.
De acuerdo con 1a hipótesis. habria un receptor adrenérgico Gnico, que sería de
tipo B a altas temperaturas. pero que adquiriría características de un receptor

a a temperaturas mas bajas. l
‘Por otra parte, Buckley y Jordan ¿1970). sugirieron que en el corazón de

1a rana habría dos poblaciones independientes de receptores a y B cuya actividad
estaría regulada por 1a temperatura.

En cambio, Amery Birne (1975) postularon que las variaciones dependientes

de la temperatura en las respuestas adrenérgicas del corazón de 1a rata, se debe ­
rían a modificaciones en 1a actividad de la adenilato ciclasa o en el acople r5
ceptor B - adenilato ciclasa.

Los trabajos antes mencionadosmuestran que al disminuir la temperatura
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sa-produce una disminución en la sensibilidad de los receptores B cardíacos,pg
ro otros autores muestran lo contrario, es decir. un.incrementoïde'los efectos
de las drogas agonistas o antagonistas B al bajar 1a temperatura. Dichos cambios
se atribuyeron a variaciones en el metabolismocelular (Reinhardt y col.,l972;
Schdhanny col.,l972), o bien a variaciones en la actividad de la catecol-O-mg
tiltransferasa, enzima que degrada las catecolaminas (Muñoz-Ramírezy col.,l975).

Dadoque los receptores B cardíacos son afectados por la temperatura, se
investigó si la temperatura también influía sobre los receptores B localizados
en los terminales nerviosos simpáticos. Los experimentos se hicieron en el bazo
perfundido de.gato y se compararonlos efectos del isoproterenol sobre la lihg
racifin de noradrenalina inducida por estimñlación nerviosa a 37°C y 27°C. También
se compararonlos efectos del bíoqueante o fentolamina.

Por otra parte, bajo estas mismascondiciones de temperatura. se determi
naron los efectos de dos inhibidores de la fosfodiesterasa: l-metil-3-isobutil
xantina y papaverina, pues se ha postulado que el AMPcíclico podría estar invg
lucrado en el mecanismoregulatorio de 1a neurotransmisión simpática mediado por
receptores presinápticos B (Adler-Graschinsky y Langer, 1975).



RESULTADOS
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11.1 Estimulación nerviosa simpática-del bazo perfundido de gato a 37°C 1 27°C

El bazo aislado de gato se perfundió con solución de Krebs a 37°C y se

marcó con 3H-noradrenalina. Posteriormente la temperatura del sistema se man­
tuvo en 37°C y en otros casos se llevó a 27°C. Bajo estas dos condiciones de
temperatura, se aplicaron cuatro períodos de estimulación nerviosa (l Hz, 300
pulsos). En algunos casos,-los períodos 3 y 4 se llevaron a cabo en presencia
de (-)-isoproterenol, l-metil-3-isobultilxantina (MIX)o papaverina.

En la Tabla 4 se resumen los datos correspondientes a la estimulación Sl,
que siempre se hizo en condiciones controles. Se observa que la variación de

la temperatura no produjo cambios apreciables en la liberación de H-noradreng
lina inducida por estimulaciónínerVioaa ni tampocoen el eflujo basal de tritio.
Las respuestas presoras, en cambio, fueron menores a 27°C que a 37°C.

II.2 Efectos del - —isoroterenol MIX a averina sobre la liberación de

3H-noradrenalina inducida pgr estimulación nerviosa a 37°C 2 27°C

En los experimentos controles, tanto a 37°C comoa 27°C, los valores Sx/

Sl entre las liberaciones fraccionales de radiactividad por pulso permanecieron
cercanos a 1, a través de los 4 períodos de estimulación (Figura 10Ay B).

A 37°C el agonista.B (-)-isoproterenol 14HM,elevó casi al doble la libg
ración de 3H-noradrenalina inducida por estimulación nerviosa (Figura 10A). Si
milares resultados se habían mostrado en el Capítulo I.

Sin embargo, cuando las estimulaciones se llevaron a cabo a 27°C (Figura

lOB), el isoproterendl no tuvo ningün efecto y las relaciones Sx/S1 entre las
liberaciones fraccionales por pulso, permanecieroncercanas a los valores con­
troles. Los valores absolutos de la liberación fraccional por pulso se mues­
tran en la Tabla 5.

El aumentoproducido por el isoproterenol sobre la liberación del neuro­
transmisor simpático a 37°C, podría ser consecuencia de un aumento en los nive­
les de AMPcíclico en el terminal nervioso (Adler-Graschinsky y Langer, 1975).
Se investigó por lo tanto, si los efectos de dos inhibidores de la fosfodieste­
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37°C 27°c
(11-26) (n-30)

Liberación basal (a)
3 1.77 i 0.10 1.62 i 0.12

DE u (x10‘3)

3 (b)
“be-“u” DE H 5.55 1 0.50 6.75 i 0.52
por pulso (xlO-s)

Presión de perfusión
l

(mmHg) (c5
7.43 i 1.12*

IABLA4: Liberación de radiactividad z respuestas presoraa induci­
das por estimulación nerviosa a 37°C 1 27°C en el bazo
perfundido de gato.

V
a Fracción de 1a radiactividad liberada antes del primer período

de estimulación nerviosa (l Hz, 5 min, 0.1 mseg. voltaje máximo).
Se promediaron loa valores de dos muestras (l min., cada una).

b v

período de estimulación.

VC

S CD

n: número de experimentos;

do a 37°C

Fracción de la radiactividad liberada por pulso durante el primer

Respuesta presora inducida por estimulación nerviosa.

indican los valores_medioa j elerror Standard de la medía
* p<0.025 comparado con el valor obteni­
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Efectos del g-z-isogroterenol sobre la liberación de 3H-nora
drenalina inducida or estimulación nerviosa a 37°C 27°C

en el bazo Eerfundido de gato.

52 a Sk
sa (l Hz, 5 min., 0.1 mseg., voltaje supramíximo).

representan sucesivos períodos de estimulación nervio

cociente entre la liberación fraccional de radiactividad por

pulso obtenida en cada período de estimulación (sx) y el primer
período Sl.

La temperatura del sistema se mantuvo a 37°C (A) o a 27°C (B).
0-0: controles; O---O: (-)-isoproterenol 14.0 nM(ISO) se agregó al medio

de perfusión 10 minutos antes de S3 y Sa.
Los símbolos señalan la media t el error standard: entre paréntesis se ig
dica el número de experimentos. * p<0.005¡ ** p<0.001 cuando se compara

con el valor control porrespondiente.



rasa (MIXy papaverina) sobre la liberación del neurotransmisor, mostraban una
dependencia similar al isoproterenol con respecto a 1a temperatura.

Con MIX0.5 mMlos resultados fueron similares a los obtenidos con iso­

proterenol. La droga aumentóalrededor de 2 veces la liberación de radiactiui
dad inducida por estimulación nerviosa a 37°C pero no tuvo efecto a 27°C (Pia!
ra 11; Tabla 5).

Por el contrario, papaverina 27 pH se comportó de una manera diferente,
pues en presencia de la droga, la liberación fraccional de radiactividad por pu;
so aumentó entre 2.5 y 3 veces con respecto a los controles. tanto a 37°C comoa

27°C (Figura 12; Tabla 5).

II.3 Efectos del - -iso roterenol MIX averina sobre la liberación basal

de radiactividad a 37°C 2 27°C en el bazo perfundido de gato.

Ademásde incrementar la liberación de rsdiactividad inducida por estimu­
lación nerviosa, papaverina 27 un también aumentóel eflujo espontáneo de tri­
tio. Dicho efecto se observ6 a las dos temperaturas, aunque fue algo mayora
37°C que a 27°C (Tablas 6 y 7). En estas mismas tablas puede observarse que MIX
e isoproterenol no modificaron la liberación basal de radiactividad.

11.4 Efectos delg-Z-isoproterenoll MIX1 papaverina sobre las respuestas preso­
ras inducidas por estimulación nerviosa a 37°C 1 27°C

Comoya se mencionó en el item .II.1, los aumentos de 1a presión de perf!
sión inducidos por estimulación nerviosa fueron mayores (p<0.025) a 37°C que s

27°C (Tabla 4). No obstante, en los experimentos controles con ambas temperst!
ras, las respuestas presoras se mantuvieron relativamente constantes a través
de los cuatro períodos de estimulación (Figura 13).

En presencia de (-)-isoproterenol 14.0 nH (Figura 13) se registró una mo­

derada disminución de las respuestas con respecto a los controles sin droga, pg
ro sólo cuando las estimulaciones se realizaron s 37°C.
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berac16n de H-noradrenal1na 1nduc1da Eor estlmulac16n

nerviosa a 37°C y 27°C en el bazo Eerfundido de gato.

Ver la leyenda de 1a Figura 10.

0—0: controles; ¡"v-A: l-meti1-3-ísobutilxantína 0.5 mM(MIX)se agrg
g6 al medio de perfusión 22 min. anres del tercer período de estimulá

ción (S3) y permaneció hasta el final del experimento.
* p<0.025; ** p<0.01 cuando se comparacon el valor control correqun
diente.
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Figura 12: Efectos de Eagaverina 27 fi sobre 1a liberación de 3H--noradre­
nalína inducida Bot estimulación nerviosa a 37°C z 27°C en el
bazo Berfundido de gato.

Ver la leyenda de la Figura 10.

papaverine-27 uMse agregó al medio de perfusión0—-0: controles;|—--. :

22 min. antes del tercer período de estimulación (S3) y permaneció hasta
el final del experimento.
* p<0.001 cuando se compara con el valor control correspondiente.
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Por otra parte, MIX0.5 mMy papaverina 27 un, tuvieron un marcado efecto
inhibitorío sobre las rcspuestas presoras inducidas por estimulación nerviosa,
tanto a 37°C como a 27°C (Figura 13).

11.5 Efectos de fentolanina sobre 1a liberación de radiactividad 2 sobre las
respuestas presoras inducidas por estimulacion nerviosa a 37°C z 27°C

Como1a acción del isoproterenol sobre los receptores B-presinípticos se

observó a 37°Cy no a 27°C (Figura 10), se investigó si también habia variacig

nes en los efectos de una droga que actuaba a nivel de los receptores c-presinfip
ticos.

Coneste objeto. se determinaron los efectos del bloqueante o fentolanina
sobre la liberación de 3H-noradrenalina inducida por estimulación nerviosa (1 Hz.
300 pulsos) a 37°C y 27°C. Comose observa en 1a tabla 8, 1a liberación fraccig
nal de radiactividad por pulso aumentóaírededor de 5 veces con respecto a los

controles sin droga y el efecto fue similar a las dos temperaturas. La droga no
modificóel eflujo basal de tritio.

Por otra parte, fentolamina bloqueó en forma.totallas respuestas presoras.
tanto a 37°C como a 27°C.
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.Figura 13: Cambiosde 1a resíón de erfusión inducidos or estimulación ne
nerviosa en el bazo erfundido de ato. Efectos de - -1so ro­
terenol MIX a averína a 37°C 27°C.

Abscisas: 82 a Sa representan sucesivos períodos de estimulación nervig
sa (l Hz, 5 min., 0.1 mseg., voltaje supramíxímo).

Ordenadas: cociente entre el aumento de 1a presión de perfusión obtenido

en cada período de estimulación (sx) y el primer período (Sl).
La temperatura del sistema se mantuvo a 37°C (A) o a 27°C (B).

0——0:controles; O----O: (-)jisopro_terenol 14.0 nM (ISO);L—-—A:l-metil­
3-isobutilxantina 0.5 mM(MIX);.---I: papaverina 27 pH (PAP). Las drogas
estuvieron presentes durante el tercer y cuarto período de estimulación

(S3 y Sa) y se agregaron en los tiempos indicados en las Figuras 10, 11
y 12.

Los símbolos representan 1a media Í el error standard. Entre paréntesis
se indica el número de experimentos.
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DISCUSION



En condiciones de estimulación control, la liberación de noradrenalina ig

ducida por estímulo nervioso en el bazo perfundido de gato, fue similar a 37°C
y a 27°C.

Sin embargo, la regulación de dicha liberación a través de receptores B­

presinópticos (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer. 1975; Hedqvist
y Hoavad, 1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976). sólo tendría lugar a 37°C, pues

cuando las estimulaciones se hicieron a 27°C, el isoproterenol no incrementó 1a
liberación del neurotransmisor.

Una posibilidad es que al disminuir 1a temperatura, ae produzca un cambio
en la naturaleza del receptor B-presiníptico,como propusieron algunos autores
para el receptor B cardíaco. Se postuló que el receptor adrenórgico cardíaco

tendría una conformaciónalostérica_y que poseería características de receptor
B o a según fuese la temperatura alta o baja, respectivamente (¡unos y Szenti

vínyi, 1968; Kunos y Nickerson, 1976; 1977). Segúnotra hipótesis, en el core
zón habría dos poblaciones independientes de receptores a y B , cuyas actividg
des serían controladas en forma opuesta por la temperatura (Buckeyy Jordan,
1970).

Si se aplicara la hipótesis de Kunosy col. o 1a de Buckley y Jordan a
los receptores presinípticos del bazo de gato. podría sugerirse que la ausencia
de los efectos del isoproterenol a 27°C se debería a un cambio en la conforma­
ción del receptor o a una menor actividad dentro de la población de receptores
presinípticos B . Sin embargo, tales cambiosa nivel del receptor a, deberían

acompañarsede un cambio opuesto a nivel de los receptores presinípticos a. RE
cordqnos que la noradrenalina autorregularía su liberación a travós de un meca
nismode retroalimentación negativa mediadopor laactivación de receptores pre
sinípticos de tipo a (Langer y col., 1971; Enero y Langer. 1972; Starke, 1972;

Stjïrne, 1973; 19APEbViziy col., 1973; Parah y Langer, 1974; Starke y col.,
l9lgijilinger y col., 1978).

Comoconsecuencia del bloqueo de los receptores presinípticos a. fentolg
mina 3.1 pH aumentó la liberación de noradrenalina inducida por estimulación
nerviosa en el bazo perfundido de gato. El efecto fue igual a 37°Cy a 27°C,
lo cual sugiere que en este rango de temperaturas, no habría cambios a nivel
del mecanismoinhibitorio de la liberación del nenrotransmisor.



Es decir, que la ausencia de los efectos presinípticos del isoproterenol

a 27°C, no se acompañode una mayor participación de los receptores o en el con
trol de la liberación de noradrenalina. En consecuencia, no parece muyproba­
ble que a 27°Cel receptora -presiníptico adquiera características de receptor
a o que la temperatura controle en forma opuesta la actividad de los recepto­
res a ya -presinípticos.

No obstante, al disminuir la temperatura podria haber un cambio sólo a ni
vel del receptor B-presin¿ptico, sin involucrar al receptora . Unposible cam­
bio sería una disminución en la afinidad del isoproterenol por el receptor 5­
presiníptico a 27°C en comparaci6n con 37°C.

Otra posibilidad es que la alteración se haya producido en un paso poste
rior a la activación del receptor B, por ejemplo.;a nivel de la ademilato ciclg
sa.

Comose sabe, en una amplia variedad de tejidos, la estimulación del re­
ceptor e conduce a la activación de una adenilato ciclasa, con el consecuente
aumento de los niveles de AMPcíclico (Carlson y Butcher, 1972; Anderson y col.

1978; Honeymany col., 1978); se acepta que se produciría un acople entre el rs
ceptor B activado y la adenilato ciclasa (Murady col., 1962; Caron y Lefkovitz

1974; Kaumanny Birnbalmer.l974; Mukherjee y col., 1974)-‘

Conrespecto al sistema nervioso simpático, se ha sugerido que la facili­
tación de la liberaci6n de noradrenalina a través de receptoresa -presinfipticos
podría involucrar la activación de una adenilato ciclasa y un aumentoen los ni
veles de AM?cíclico en los terminales nerviosos (Adler-Graschinsky y Langer,
1975). También se ha propuesto la existencia de un mecanismosimilar para la
regulación de catecolaminas en la médula adrenal (Serck-Hanssen, 1974).

Favorece estas hipótesis el hecho que el AMPcíclico o sus anílogos susti
tuíaos y los inhibidores de la fosfodiesterasa, aumentanla liberación de cate­
colaminas en los terminales nerviosos simpáticos y en la médula adrenal (Hooten
y col., 1973; Serck-Hanssen, 1974; Cubedduy col., 1975; Langley y Weiner,l978).

En coincidencia con estos antecedentes, en el bazo perfundido de gato se
observó que el inhibidor de la fosfodiesterasa, MIX.aumentó la liberación de
3H-noradrenalina inducida por estimulación nerviosa a 37°C. Además, el campo!
tamiento de MIXy del agonista B isoproterenol frente al cambio de temperatura



fue similar, pues ninguna de las dos drogas incrementó la liberaciñn de noradrg
nalina a 27°C. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la facilitación de
la neurotransmisiñn sïmpítica a través de receptores B-presinfipticoa podria in­
volucrar un aumento en los niveles de AMPcíclico en el terminal nervioso.

Existen evidencias de que la actividad basal de 1a adenilato ciclasa dismi­
nuye al bajar la tenperatura (Caron y -Lefkovitz 1974; Salmony col., 1976;
33:, 1976). Por lo tanto, la ausencia de efectos del isoproterenol y MIXen el
bazo perfundido de gato a 27°C, podria ser consecuencia de una menor actividad

de la adenilato ciclasa en los terminales nerviosos simpíticoa. Noobstante,
también existe la posibilidad de que-entre los 37°C y 27°C haya un cambio en un
paso posterior a la síntesis del AMPcíclico

Los resultados obtenidos’con papaverina fueron diferentes de los observa­
dos con MIX, a pesar de quen las concentraciones de ambas drogas fueron adecua­

das para inhibir a la fosfodiesterasa (Beavoy col.. 1970; Cubedduy.col.‘,l971)J
Unadiferencia entre MIXy papaverina fue que papaverina incrementó el e­

flujo basal de radiactividad, en tanto que MIXno modific6 dicho parímetro.
Este es un conocido efecto de la'papaverina y se debe a que la droga po­

see una acción granular de tipo reserpinico (Langer, 1973; Cubedduy col.,l971).
Se habla de "acción granular" porque se produciría una mayorsalida de noradre­
nalina desde los grínulos de almacenamiento hacia el citoplasma neuronal, donde
el neurotransmisor es degradado por la monoaminooxidaaa,principalmente. En
consecuencia, el efecto granular ae manifiesta por un aumentoen el eflujo basal
de noradrenalina y sobre todo de metabolitos del neurotransmisor.

La segunda diferencia entre MIXv papaverina en el bazo perfundido de gato.

fue que papaverina incremento la liberacion de noradrenalina inducida por eating
lación nerviosa, tanto a 37°C comoa 27°C, mientras que MIXsólo tuvo efecto a

la temperatura mía alta.
Cabe señalar, que este no es el único caso en que los inhibidores de la

fosfodiesterasa se comportan en forma distinta. Korth (1978) compar6los efec­
tos del isoproterenol con los de MIX,papaverina y teofilina en el miocardio de
cobayo, un tejido donde el acople receptor e -adenilato ciclasa ha sido amplianeg
te estudiado. Korth observó que de los tres inhibidores de la fosfodiesterasa

probados, el MIXera el ünico que en un gran rango de concentraciones, reprodu­
cía la acción del agonista Bisoproterenol. El autor sugiriS que la papaverina



y 1. teofilina tendrían efectos adicionales que enmascarariansu efecto tipo
isoproterenol. ‘

El hecho que MIXy no papaverina haya reproducido los efectos del isoprg
terenol en el miocardio de cobayo, coincide con los resultados obtenidos a ni
vel presiníptico en nuestros experimentos. Bs probable que los efectos de la p!
paverína sobre la liberaci6n de norsdrenslina inducida por estimulación nerviosa
en el bazo perfundido de gato se deban, en parte, a un mecanismode acción no re
lacionado con el mecanismoregulatorio B presiniptico.

Se ha sugerido que el efecto de la papaverins sobre la liberación del ne!
rotransmisor durante la estimulación nerviosa podría tener relación con la acción
granular de la droga (Cubedduy col., l976b), pero esto no ha sido probado toda
vía. Noobstante. cabe recordar que en nuestros experimentos, ni la acción gran!
lar de la papaverina ni su efecto durante la estimulaci6n nerviosa, sufrieron mg_
dificaciones importantes al-variar la temperatura. Esto_sugeriria que, efectiqg
mente,-existe una relación entre amboseventos.

Respuestas presoras inducidas ¡gr estimulación nerviosa a 37°Cz 27'C

A 37°C, las respuestas postsinipticas inducidas por estimulación nerviosa
en presencia de isoproterenol 14.0 un, fueron menores que en condiciones contrg
les. a pesar que hubo un aumentoen la liberación del neurotransmisor. Ello pg
drfa deberse a una mayor activación de los receptores 3 vasculares por acción del
isoproteremol, pues es sabido que en muchosvasos sanguíneos, la estimulación de
los receptores induce la relajación del músculo liso (Hellsnder y Johansson,
1968; Tutle y Hoc, 1973; Collis y Shepherd, 1979).

Contrariamente a lo que se obserqfi a 37°C, cuando las estimulaciones ne;
hiosss se hicieron a 27'C, no se registraron diferencias significativas entre
las respuestas presoras controles y en presencia de isoproterenol. Comose re­
cordará, a esta temperatura 1a droga tampocomodificó la liberacion de norsdrg
nalina. Estos datos parecen indicar que los efectos pre- y postsinípticos del
isoproterenol poseen una similar dependencia con respecto a la temperatura.



Con respecto a MIXy papaverina, ambas drogas produjeron una marcada dig
minución en las respuestas presoraa inducidas por estimulación nerviosa. Dicho
efecto podría estar relacionado con la inhibición de la fosfodiesterasa y con

el subsecuente incremento en el contenido de AMPcíclico en el músculo liso vas
cular. Este, al menos, es uno de los mecanismospropuestos para explicar la vasg
dilatación producida por papaverina (Kukovetz y Pdth, 1970).

Diversas evidencias sugieren que la relajación mediada por el AMPcíclico
en el músculo liso se debería a una disminución de la disponibilidad de calcio
intracelular. Por ejemplo, se sabe que el AMPcíclico estimula la captación de

calcio en la fracción microsomaldel músculo liso intestinal de conejo (Anders
son y col., 1972) y en fracciones subcelulares de 1a aorta de conejo, ricas en
retículo sarcoplasmótico (Thoregs y Haeusler, 1573).

Por otra parte, el AMPcíclico podría facilitar la extrusión de calcio a
través de la membranaplasmática (Thorens y Haeusler, 1978).

Con respecto a 1a papaverina, se ha demostrado-que en las arterias, esta droga
posee un efecto antagonista del calcio (Hayashi y Toda, 1977; Broekaert y God

fraind, 1979; Thorens y Haeusler, 1978). Noes claro si dicha acción se relacig
na o no con la inhibición de la fosfodiesterasa pero igualmente contribuye a e!
plicar su efecto inhibitorio sobre las respuestas inducidas por estimulación
nerviosa en el bazo perfundido de gato.

No se posee información acerca de los efectos de MIXsobre el calcio.

Los efectos de MIXy papaverina sobre las respuestas presoraa inducidas

por estimulación nerviosa fueron similares a 37°C y 27°C. En el caso de papaveri
na, esto coincide con haobservado a nivel presinóptico: comose recordará, el

aumento en la liberación del neurotransmisor también fue igual a las dos temperg
turas. En cambio, los efectos pre-'y postsinípticos de MIXmostraron una sensibi
lidad diferente con respecto a 1a temperatura: 1a liberación de noradrenalina
inducida por estimulación nerviosa sólo aumentócuando se trabajó a 37'6, pero

en cambio, la inhibición de las respuestas presoraa se produjo tanto a 37°Ccg
moa 27°C. Esta disociación señala que un factor tal comola temperatura, puede

modificar en forma diferente los efectos de una droga sobre el terminal nervig
so y sobre el órgano efector.



En resumen, los resultados de este capítulo mostraron que la activa­
ción de los receptores B facilita la liberaciSn de noradrenalina inducida por
estimulación nerviosa, a través de un mecanismosensible a la temperatura. El

hecho de que el isoproterenol y el MIXhayan presentado una similar dependen­
cia con respecto a la temperatura. apoya la hipótesis de que el AMPcíclico
participaría en el mecanismoregulatorio mediadopor receptores B-presinapti­
cos.

Los efectos de papaverina sobra 1a liberación da noradranalina indu­
cida por estimulación nerviosa. no se modificaron con el cambio de temperatura,
indicando que a nivel de los terminales nerviosos, la papaverina y el MIXpo­
drian actuar por diferentes mecanismos. aunque ambas drogas sean inhibidoras da
la fosfodiesterasa, Puesto quezel efecto granuiar de papavarina tampocosa mo­
dificó al variar la temperatura. se sugirió que podría haber relaci6n entre la
acción reserpínica de la droga y el afecto durante la estimulación nerviosa.

Por otra parte. la comparaciónentre los afectos pre- y postsinípti­
cos de MIX, señaló que una mismavariable. en este caso la temperatura. puede
afectar de manera diferente la acci6n da una droga sobre a1 terminal nervioso
adrenérgico y sobre el órgano efector.



CAPITULOIII

MODULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA A TRAVES DE RECEPTORES ADRENERGICOS

PRESINAPTICOS. INFLUENCIA DE LA EDAD.

INTRODUCCION

En varias especies de animales se comprobóque la relajación del músculo
liso arterial inducida por el isoproterenol, disminuyea1 envejecer el indivi­
duo (Fleísch y co1., 1970; Fleisch, 1971; 1974: Gulati y col., 1973; Cohen y

Berkowitz, 1975; Fleisch y Hooker. 1976; Hayashi y Toda, 1978; Toda y Hayashi.

1979). Similares resultados se han obtenido en el_miocardio humanoy de 1a ra­
ta (Lakatta y col., 1975; Shand y col., 1978).

Diversos trabajos sugieren que estas alteraciones se relacionarian con
cambios a nivel del sistema receptor B-ademilato ciclasa. Por ejemplo, en la

aorta de rata se observó que con 1a edad disminuía la relajación mediada por rs
ceptores B, y que esto se acompañabade una menor capacidad del isoproterenol
para incrementar los niveles deAMP.ciclico(Ericsson y Lundholm.1975).

Algo semejante ocurriría en los linfocitos humanos. En estas células se
registró una disminución en el númerode sitios de unión para el isoproterenol
(Shocken y Roth, 1977) y un menor incremento delAMP ciólicoen respuesta a1 a­
gonista (Chungy col., 1979). cuando envejece el individuo. En concordancia
con estos hallazgos. Sheppard y Burgbardt(l973) previamente habían mostrado que
en eritrocitos de rata la produccióndeAMPciclicoen respuesta al isoprotere­
nol y al fluoruro de sodio en los animales inmaduros, era mayor que en los mad!
ros.

El decremento de la actividad B-adrenérgica a medida que aumenta la edad
del individuo, no se observa en todos los tejidos. Comoejemplos, pueden men­
cionarse 1a vena porta de rata y la vena renal de conejo (Fleisch y Hooker,1976;
Hooker y col., 1976) y el corazón de conejo (Btus y Jacobovitz. 1972).

En oposición a la amplia bibliografia acerca de la actividad B-adrenérgica,
existe poca información con respecto a los receptores a-adrenérgicos en función

de la edad. Sin embargo. los datos disponibles parecen indicar que no hay mu­
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chas variaciones a nivel de los receptores o a medida que crece el individuo.

Por ejemplo, en 1a aorta de la rata y en la arteria basilar del conejo, la con
tracción máximainducida por noradrenalina aumenta con la edad,pero este cam­
bio no sería específico para los receptores o pues también se observa con o­
tros agentes vasoconstrictores (Cohen y Berkowitz. 1974; Toda y Hayashi, 1979).

Sin embargo, en la aorta del conejo habría un aumento en las respuestas a-adrg
nérgicas entre los 2 y 30 días de edad. mientras que no habría cambios signifii
cativos para las respuestas inducidas por histamina y serotonina ( Toda'y Baya­
shi.. 1979). Ello podría indicar que en esta arteria y en una edad temprana
se produce una maduracióndel mecanismocontríctil o-adrenérgico.

Dadoque en diversos tejidos 1a actividad.dependiente de receptores adrg
nérgicos varía con la edad del individuo, nos interesó estudiar si había varig

ciones en los mecanismosmediados por receptores a y B-presinípticos, los cua­
les regulan la liberación de noradrenalina desde los terminales nerviosos sim7
píticos. Hasta ahora, dichos mecanismossólo han sido estudiados en animales
adultos (Enero y Langer, 1973; Vizi y col., 1973; Dubocovich y Langer, 1974;

Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Hedqvist y Moawad, 1975; Stjtrne y Brundin,
1975; 1976; Endo y col., 1977).

Para estudiar ambosmecanismosregulatorios en función de la edad, se u­
tilizaron comomodelosexperimentales, 1a aorta torícica y la membrananicti­

tante de gato. Los animales se seleccionaron en dos grupos de acuerdo a su pg
so: j6venes (0.4 a 0.8 k3) y adultos (2.5 a 4.0 kg). La edad de los primeros
oscilaba entre los 20 y 60 días. mientras que los segundos superaban el año de
vida.

Se determinaron los efectos del bloqueante a fentolamina y de1_agonista
B isoproterenol sobre la liberación de noradrenalina inducida por estimulación
nerviosa.



RESULTADOS



III.1 Liberación del3H-noradrenalina 2 respuestas postsinípticas inducidas pgr
estimulación eléctrica en la aorta torícica de gatos adultos z jóvenes.

La aorta torácica de los gatos adultos y jóvenes fue superfundida con ag

luci6n_de Krebs a 37°C. Los tejidos se marcaron con H-noradrenalina. Se mi­
dió la respuesta contractil y la liberación de radiactividad inducidas por esti

muladián de campo.

En cada experimento, se llevaron a cabo dos períodos de estimulación (S1

y 82) a 2 Hz (600 pulsos) o bien a 10 Hz (1200 pulsos). En la Tabla 9 se compa

ran los datos correspondientes al período S1 para los dos grupos de edades. Pug
de observarse que en condiciones controles de estimulación, la liberación frac­
cional de radiactividad por pulso a 10 Hz y las respuestas postsinípticas para
2 y lO Hz en los animales adultos, fueron similares a los gatos jóvenes. Para
la frecuencia de 2 Hz, la liberacián de radiactividad fue mayoren los jóvenes
que en los adultos (p¿0.025).

III.2 Efectos del g-z-isoproterenol 14.0 nMen la aorta torícica de gatos adul­
tos z jóvenes.

En estos experimentos, ambosperiodos de estimulación se realizaron a 2
Hz. Cuandose utilizó isoproterenol, la droga se agregó al medio de perfusión

antes de la segunda estimulación (82).
En los experimentoscontroles (sin droga). la liberación de radiactivi­

dad por pulso correspondiente a S2 fue alrededor de un 302 menor con respecto
al primer período de estimulaciSn (Sl), mientras que las respuestas del müscu­
lo liso se mantuvieron constantes. Esto se muestra en la Figura 14, donde los

valores correspondientes a 52 se expresaron comoun cociente con respecto a S1
para cada experimento. Los tejidos provenientes de animales adultos y j6venes
mostraron un comportamiento similar.

En ambosgrupos de animales el (-)-isoproterenol aument6significativa­
mente la liberación de radiactividad inducida por estimulación eléctrica con
respecto a los controles sin droga (Figura 16A). Dicho efecto fue algo mayor



FRECUENCIADELIBERACIONFRACCIONALDE3K RESPUESTACONTRACTIL(g) ESTIMULACIONPORPULSO(x10'5)(a)(b)

ADULTOSJOVENESADULTOSJOVENES

2Hz4.01i0.586.81i1.00* 0.68i0.140.63¿t0.12

(19)(13)(19)(13)

10Hz5.5810.535.6510.861.63i0.191.20i0.13

(12)(13)'ÏIZ)(13)

(a)Fraccíándelaradiactividadtotaldeltejido1iberada_porpulsoduranteunperíodode

estimulaciGntransmural.

(b)Contracción(engramos)delmúsculolisovascularinducidapor1aestimulación.Laaortatorácicaaisladaseestimulóa2Hzdurante5minutosoalOHzdurante2minutos. Enamboscasosseaplicaronpulsosde1maegdeduraciónyvoltajesupramáxino.Seseñalanlosvaloresmedios¿_elerrorstandarddelamedia.Entreparéntesisseindica elnúmerodeexperimentos, *p<0.025cuandosecomparaconelgrupodegatosadultos.
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Figgra 14: Efecto;_del g-Z-ieoproterenol 0.14 nMsobre le liberacián
de 3H-noredrenelinex le reepueete contríctil inducidee ¡gr
eetimulecián elíctrice en le eorte toricice de gato.

OrdenedeezA:cociente de le liberación freccionel de tritio por pulso o!_

tenida en e1 segundo periodo de estimulación electrice (sz) con reepecto
el primer periodo (SI); B: cociente entre lee reepueetee contrictilee og
tenidas en emboeperíodos de eetimuleción. Lee eetimulecionee ee hicieron
a 2 Hz durante 2 min. (puleoe de 1 meeg. de dureción y voltaje eupreníxino).

Berree claras (C): experimentos controles; Berree reyedee (Isa): ee cars

36 (-)-ieoproterenol 14.0 nMel medio de perfusión 28 min. entee de 82.
Se represente le mediet el error etenderdálntre“perínteeie ee indice el ng
mero de experimentos.
* p<0.05; ** p<0.025; *** p<0.001 cuendo ee compete con el valor control
correspondiente.



en los animales adultos que en los jóvenes, pero la diferencia entre ambosgru­
pos no fue estadísticamente significativa (p>0.05).

Por otra parte: en presencia de (-)-isoproterenol también se modificaron
las respuestas contríctiles inducidas por estimulación y en este caso se regis­
tró una marcada diferencia entre los animales de distintas edades. En los gatos
adultos, las respuestas aumentaroncon respecto a los controles sin droga y en

cambio, dichas respuestas disminuyeron en el caso de los gatos jóvenes (Figura

148). _
La liberación de radiactividad por pulso y las respuestas contríctiles

expresadas en valores absolutos figuran en la Tabla 10.

III.3 Efectos de fentolamina 3.1 EMen la aorta torácica de gatos adultos 1 jó­
venes .

En cada período de estimulaci6n_se aplicaron 1200 pulsos a 10 Hz. En co!
diciones controles (Tabla 11), la liberación de radiactividsd inducida por la se

gunda estimulación (82) decayó en un 302 con respecto al primer período (Sl), en
los dos grupos de edades.

CuandoS se llevá a cabo en presencia del bloqueante a fentolamina, 3.1
uM, la liberacign de radiactividad aument6casi al doble del valor control, en
el grupo de gatos adultos. Por el contrario, en los animales jóvenes, la droga
no modificó la liberación del neurotransmisor simpático (Tabla 11).

Fentolamina también antagonizó las respuestas musculares inducidas por la
estimulaciñn y dicho efecto fue similar en ambosgrupos de animales (Tabla ll).

Para investigar si la ausencia de los efectos presinípticos de la fentolg
mina en la aorta de los animales jóvenes se verificaba también en otro tejido,
se utilizó la membrananictitante aislada de gato. Igual que en la aorta, la eg
timulación nerviosa se hizo a 10 Hz (1200 pulsos). En la Figura 15 se comparan
ambaspreparaciones. En la membrananictitante de los gatos jóvenes, a diferen­
cia de la aorta del mismogrupo de animales. la fentolamina aumentó la liberación
de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa. Sin embargo, dicho incre­
mento fue significativamente menor que en el grupo de los animales adultos (p<0.01)



GRUP-oLIBERACIONDE3H-N0RADRENALINARESPUESTAALAESTIMULACION EXPERIMENTAL.a.

L1berac1onfraccmnal.' .uporpulso(x10-5)(a)Relac16nSZ/S1GramosdeTens16nRelacmn52/8

(b)(c)Ka)1

GATOSADULTOS

I

U)

CONTROL70.71i0.090.96i0.07

S"3.30i0.56S"O.‘7+0.17 S'2.95+0.50S-0.810+0.26

_ -nt..1'­

ISO14.0m71.7910.21

S-4.79+0.69S-1.13+0.30

ti

1.1.7i0.13

(masJOVENES

-s1-9.55+1.93s-0.99+0.10

common.s0.60i0.11.0.9310.12

s-4.75+0.53s-0.93+0.12 s1-5.15+0.62s-0.40+0.14

ISO14.0nMa1.30io.2o*0.2430.16“

s2-6.50i1.00s-0.21Í.+0.11.

TABLA10:Efectosd



TABLA10:Efectosdel

--isoroterenol14.0nMdurantelaestimulacióntransmuralen1aaortatorácica

(a)Fracciónderadiactividad(3B)deltejidoliberadaporpulsoendosperíodos(S1y82)deestimula­ cióntransmural(2Hz,5minutos,pulsosde1mseg.deduraciónyvoltajesupramíximo);(b)cocientede1a

3

liberaciónfraccionaldeHporpulsoobtenidaen82conrespectoa81;(c)respuesta(engramos)delmás culolisoduranteS1yS;(d)cocienteentrelasrespuestasobtenidasenambosperíodosdeestimulación.

2

Cuandoseutilizó(-)-isoproterenol(ISO)14.0nu,1adrogaseagregóa1mediodeperfusión28minutosag tesdesz... Seindicanlosvaloresmedios+elerrorstandardde1amedia. n:númerodeexperimentos;*p<0.05;**p<0.025;***p<0.001,cuandosecomparaconelvalorcontrol
correspondiente.



GRUPOLIBERACIONDE3H-N0RADRENALINARESPUESTAALAESTIMULACION EXPERIMENTALn

Liberaciónfraccionnl.. ..,Porpulso(310-5)(a)Relac1on82/81GramosdeTenalónRelac1on82/8].

(b)(c)(d)

GATOSADULTOS

s-5.7010.35s-1.7410.40

coman.50.71i0.091.0110.05

s-4.07+0.63s-1.79i0.1.9r

rm3.1un71.3410.230.3310.06“

s2-10.ozi1.31s2-0.4710.08'

otrosJOVENES

sl-4.65i2.10s1-1.13i0.20

CONTROL40.71i0.12' 0.8910.06

-3.15+1.13s-1.0810.23

s-6.45+0.93s-1.2710.20

rm3.1un90.9310.120.2510.06

s2-5.35+0.70s-0.3510.12"

m

TABLAll:Efectosdefentolánina3.1undurante1aestimulacióntranmuralenlaaortatoricicadeatoaadn].­

tooz¡6venea.



TABLA11:Efectosdefentolamina3.1Mdurante1aestimulacióntransmuralen1aaortatorácicadeatos

ut

adultosovenes.

(a)Fracciónderadiactividad(3H)deltejidoliberadaporpulsoendosperíodos(S1y82)deestimulacióntransmural(10Hz.,2minutos,pulsosde1mseg.deduraciónyvoltajesupramíximo);(b)cocientede1aLi bersciónfraccionalde3B porpulsoobtenidaen82conrespectoaSl;(c)respuesta(engramos)delmúsculo

LlisoduranteS1y82;(d)cocienteentrelasrespuestasobtenidasenambosperíodos-deestimulación.

Cuandoaeutilizófentolamina(PEN)3.1HH,1adrogaseagregáa1mediodeperfusión30minutosantesde Sz.' Seindicanlosvaloresmediosi_e1errorstandardde1amedia. n:númerodeexperimentos;*p<0.025;**p<0.00S;***p<0.001cuandosecomparaconelvalorcontrolco­ rrespondiente.I
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Figura 15: Efectos de fentolamina 3.1 ¡g aobre 1a liberaciSn de 3H-noradre­
nalina en 1a aorta torícica z en 1a membrananictitante de gatos
adultos z jávenea.

Ordenada: cociente de 1a liberación fraccional de tritio por pulso obtenida

en el segundo período de estimulaciGn (82) con respecto a1 primer período
(Sl). Las estimulacionaa ae hicieron con voltaje aupraniximo. a 10 Ba. q!
rante 2 min. (pulaoa de 0.5 maeg. de duraciGn en 1a membrananictitante y
de 1 mseg. en 1a aorta torácica). Barraa claras (C): experimentos controles;

Barras rayadaa (F): ae agregS fentolamina 3.1 un 30 minutoa antea de s2.
Se representa la media t el error atandard. Entre parfinteaia se indica el
número de experimentos .
* p<0.005; ** p<0.001 cuando ae compara con el valor control correspondiente
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indicando que también en la membrananictitante. el efecto de la fentolamina
sobre la liberación der neurotransmisor, depende de la edad del animal. Entre
los animales adultos, el incremento producido por fentolamina fue muchomía

marcado en la membrananictitante que en la aorta.

III.4 Liberación de radiactividad inducida por estimulación eléctrica en au­
sencia de calcio extracelularl en 1a aorta torícica de gatos adultos z
jime­

En adición a las diferencias entre la aorta de los animales jóvenes y
adultos con respecto a los efectos de la fentolamina, también se hallaron difig
rencias cuando las estimulaciones ae hicieron en ausencia del ion Ca2+. Los

tejidos se lavaron con solucion de Kreba libre de Ca2+durante 1 hora y en es­

tas condiciones se hizo el primer período de estimulación S1 (lO Hz, 1200 pul­
sos). La segunda estimulación (82) se hizo en presencia de una concentración
normal de Caz+ (2.6 mM).

Las respuestas contrictilea inducidas por la estimulación en ausencia
de Ca2+, fue prácticamente nula en los dos grupos de animales (Figura 163).

Además,en los animales adultos, la falta de calcio extracelular anuló
casi por completo 1a liberación de radiactividad inducida por la estimulación
eléctrica. La liberación remanente fue menordel 10! con respecto al valor con
trol (Figura 16A). En cambio, en la aorta de los gatos jóvenes, ae obtuvo una
considerable liberación de radiactividad afin en ausencia de Ca2+(25! con res­

pecto al valor control;(Figura 16A).
Noobstante, en los animales jóvenes, la liberación de radiactividad ig

ducida por estimulación de campose abolió totalmente cuando las estimulacionea
(10 Hz, 1200 pulsos), se hicieron en presencia de tetrodotozina 0.6ZIJH y con
una concentración normal de Ca2+. La liberación fraccional por pulso fue la si

5
guiente (promedio de dos experimentos): 5.80 x 10-5 y 0.009 x 10- . en condicig
nes controles y en presencia de tetrodotoxina. respectivamente.
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Fígura 16: Aorta torácica de gatos adultos z jóvenes: liberación de no­
radrenalína y respuesta contríctil inducidas por estinulación
eléctrica en ausencia de calcio extracelular.

Ordenadas: A: Liberación fraccional de tritio por pulso en dos períodos
consecutivos de estimulación eléctrica (10 Ez. 2 min., pulsos
de 1 mseg de duracián y voltaje supramíxímo). B: respuestas
contríctíles (gramos) inducidas por 1a estimulación.

Barras rayadas (0 Ca ): 60 min. después de quitar el calcio del medio de
perfusión; Barras claras (C): período de estimulación control. en presea

cía de CaCl2 2.6 mM.
Se representan los valores medios t el error standard de 4 experimentos
para los gatos adultos y 6 experimentos para los jóvenes.
* p<0.001 cuando se compara con el valor control correspondiente.



DISCUSION



1.- REGULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA A TRAVES DE RECEPTORES g .

\
En la aorta torácica de gato el agonista B (-)-isoproterenol, produjo un

incremento en la liberacion de 3H-noradrenalina inducida por estimulación de eq!
po. Estos resultados sugieren que el mecanismofacilitatorio mediadopor la ac­
tivaci6n de receptores B-presinípticos (Capítulos I y II). tambiénse halla pre­
sente en los terminales nerviosos de la aorta torícica.

¿Nose hallaron diferencias-significativaa entre los efectos presinápticos
del isoproterenol en los animales adultos y jóvenes, lo cual indicaría que en la
aorta torácica de gato. la actividad de los receptores e-presinipticos no varía
con la edad del animal.

Esto es diferente de loíque se observa a'nivel de los receptores 31mmtsg
nípticos de muchasarterias y en eritrocitos y linfocitos de varias especie; EE

animales, donde la actividad a-adrenérgica disminuye a1 madurar el individuo
(Fleisch y col., 1970; Sheppard y burghart, 1973; Cohen y Berkowitz. 1975; Shock
en y Roth, 1977; Toda y Hayashi. 1979).

Sin embargo, es de importancia recordar que no en todos los tejidos ni en

todas las especies se ha verificado una relaci6n inversa entre la edad y la acti
vidad e-adrenérgice. Por ejemplo, no se han hallado variaciones relacionadas
con la edad ni en la vena porta de rata ni en la vena renal de conejo (Flaisch y
Hooker, 1916; Hooker y col., 1976). Por otra parte. en.e1 miocardio humanoy de
la rata, las respuestas B-adrenErgicasdecrecen con la edad (Lakatta y col..l975;
Shand y col., 1978) pero dichas respuestas no varian en el corazón de conejo
(Brus y Jacobowitz, 1972). Tambifinse obtuvieron diferentes resultados en distig

\tas porciones del sistema nervioso central de 1a rata: en el cerebelo habria una
disminución del númerode receptores B.al envejecer el animal, pero este cambio
no se observa o es apenas perceptible en la corteza cerebral y el cuerpo estriado
(Greenbsrg y Weiss, 1979; Maggi y col., 1979; Weiss y col.. 1979).

De acuerdo a nuestros resultados, los terminales nerviosos simpiticos de
1a aorta torácica de gato, estarian entre los tejidos dondela actividad abadrs
nérgica no decrece con 1a edad. Por el contrario. los efectos del isoproterenol
sobre la liberación de noradrenalina en los gatos adultos. fue algo mayorque en

los jóvenes. Esto es vílido para gatos comprendidos entre los 2 y 3 meses y l 6



más años de vida, pero no se descarta la posibilidad de que ocurran otros cambios
en una etapa más tempÉanadel desarrollo.

En los gatos jóvenes. comoya dijimos, la liberación de noradrenalina ind!
cida por estimulación de campoen presencia de isoproterenol, fue mayor que en
condiciones controles pero a pesar de esto, se registrá una disminución de las
respuestas musculares. En cambio, en los animales adultos,aument6no sólo la libg
ración del neurotransmisor. sino también la contraccián del músculoliso arterial.

Si la actividad adrenérgica B-postsiníptica de‘la aorta de gato disminuye­
ra al madurar el animal, comoocurre en arterias de otras especies, los resultados
recién mencionadospodrian interpretarse de la siguiente forma:

-En los gatos jóvenes, las respuestas del músculo liso estarían disminui­
das debido a la acción del isoproterenol sobre los receptoresa -postsinípticos,
que medianla relajación de las arterias. En los gatos adultos, la actividad a­
drenérgica e-postsiníptica de 1a aorta, sería menorque en los animales jóvenes y
'por lo tanto sería menorel efecto relajante del isoproterenol; debido a esto, la
mayorliberación del neurotransmisor en presencia del agonista a exógenoen los'g

nimales adultos, podría traducirse en una mayorrespuesta muscular.
Esta hip6tesis sin embargo, es poco factible. En experimentos adicionales

se comprobóque el isoproterenol (0.14 nMhasta 45.0 ¡34)no producía relajación
en aortas de gato previamente contraídas con serotonina (5.40 un, y cuyos receptg
res a habían sido bloqueados con fentolamina 3.1 uH. Los resultados fueron simi­
lares en los animales adultos y j6venes, sugiriendo que el músculo liso de la aq;
ta de gato no posee una actividad adrenérgica B importante. Ya en 1970. Fleiach

y col., habían arribado a una conclusión semejante.
En consecuencia, la diferencia entre los gatos adultos y jóvenes en cuanto

a las respuestas musculares inducidas por estimulación eléctrica en presencia de
isoproterenol, no se deberían a variaciones en la actividad de los receptores e­
postsinípticos de la aorta. Es posible que las diferencias observadas, se deban
a variaciones propias de los grupos experimentales.



2.- REGULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA A TRAVES DE RECEPTORES a.

En la aorta torácica de gatos adultos el bloqueante de los receptores
a, fentolamina, aumentó1a liberación de H-noradrenalina inducida por estimu­
lación eléctrica, sugiriendo que en esta arteria hay receptores presinípticos
de tipo a que modulan 1a liberación del neurotransmisor simpático a través de
un mecanismode retroinformación negativa (Langer. 1977; Stjirne y col.,l979).

A diferencia de los animales adultos, en la aorta de los gatos jSVe­
nes los receptores presinápticos a tendrían una escasa participación en el con
trol de la liberación del neurotransmisor simpático. pues el antagonista a
fentolamina no modificó el eflugo de radiactividad durante la estimulación.
Los resultados en 1a membrananictitante también sugieren que el mecanismoau­
toinhibitorio mediadopor receptores a-presinápticos estaría menosdesarrolla­
do en los animales jóvenes que en los adultos.

La menor activación del mecanismoinhibitorio presináptico en los ga­
tos jóvenes podría deberse a distintos factores. Unaposibilidad es que en eg
te grupo de animales haya un menor número de receptores s-presinípticos o que

la afinidad de 1a noradrenalina por dichos receptores sea menor que en los ani
males adultos. Otra alternativa es que 1a maduración del animal implique cam­

bios en un nivel posterior a la activación del receptor presiníptico.
Unatercera posibilidad es que la diferencia entre los animales adul­

tos y jóvenes se relacione con la magnitud del intervalo neuromuscular de las
sinapsis noradrenérgicas. Esta hipótesis se basa en datos prOVenientesde te­
jidos de gatos adultos en los que se observó una relación inversa entre la mag­
nitud del espacio neuromuscular y el incremento producido por fentolamina en la
liberación de noradrenalina inducida por estimulación nerviosa (Tabla 12). Los
datos referidos sugieren que en los espacios neuromusculares pequeñoshabría u­
na mayoractivación del mecanismoinhibitorio, lo cual podría ser consecuencia
de que a nivel de los receptores a-presinípticos, el neurotransmisor liberado
alcanzaría una mayor concentración, en comparación con espacios neuromnsculares
de mayores dimensiones. A este respecto, cabe destacar que en tejidos inervados
por el sistema nervioso simpático. el grado de potenciación de la noradrenalina
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°RELACIONAREF. PEN/CONTROLFRECUENCIAREF

(a)(b)

BAZODEGATO200-300(1)5.0+0.25Hz(6)
MEMBRANANICTITANTE

DEGATO300(2)4.14+0.30__10Hz(7) AURICULADECOBAYO300-400(3)3.68i1.134Hz(8) ARIERIAMESENTERICA
DERATA2000-5000(4)1.98i0.2310Hz(9) AORTADEGATO19000-20000(5)1.81i¿0.2710Hz(lO) TABLA12:Relaciónentrelamanituddeladistancianeuromuacularelefectodefentolamina

sobre1aliberacióndenoradrenalina

(a)Cocientede1aliberaciónfraccionaldetritioporpulsoduranteunaestimulaciónenpresea

ciadefentolamina3.1HM(PEN)conrespectoalaestimulacióncontrol.Seindicanlosva­ loreamediosi_e1errorstandardde1amedia.

(b)Frecuenciadeestimulación
Referencias

(1):Fillenz,1970;(2)Esterhuitzenycol.,1968;(3)WolfeyPotter,1963;(4)DevineySimpson 1967;(5)VerityyBavan,1968;(6)Cubedduycol.,1974;(7)y(10):datosdeltrabajodetesis; (8)Adler-GraachinakyyLanger,1975;(9)GranatayLanger(nopublicado).
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exógenapor la cocaína, un inhibidor de la captación neuronal, guarda una rela­
ción inversa con la distancia del intervalo neuromuscular (Verity, 197Ï). sugi­
riendo que esta distancia influye sobre el gradiente de concentración de la no­
radrenalina en la zona próxima al terminal nervioso.

Teniendo en cuenta 1a relación mostrada en 1a Tabla 12, podría sugerir
se lo siguiente: si la distancia entre la varicoaidad adrenérgica y el musculo
liso arterial o de la membrananictitante fuera mayor en los gatos íóvenes que
en los adultos, sería factible esperar que la acción de la fentolamina sobre la
liberaciün del neurotransmisor fuera menor en los animales de menor edad, lo
cual coincidiría con nuestros resultados.

Las hipótesis formuladas en los pírrafos_anteriores suponen que el me­
nor efecto de la fentolamina en los gatos jóvenes es consecuencia de una menor

activación del mecanismoinhibitorio, por el neurotransmisor endógeno. Sin em­
bargo; no puede descartarse la posibilidad de que dicho mecanismosea tan acti­

vo en los animales jóvenes comoen los adultos y que la diferencia entre ambos
grupos de edades se deban a una variación en la afinidad del antagonista fento­
lamina por el receptor o-presiníptico.

A nivel de los receptores n-postsinípticos no se hallaron diferencias
relacionadas con la edad ya que el bloqueo producido por fentolamina sobre el
músculoliso arterial fue similar en los gatos jóvenes y adultos.

Las aortas de los animales adultos y jóvenes también se diferenciaron
cuando las estimulaciones se hicieron en ausencia del ion calcio. Cuandose
quitó el calcio del mediode perfusión, la liberación de noradrenalina inducida
por estimulación nerviosa fue muchomenor que los valores controles en ambos

grupos de animales, pero la disminución fue menos pronunciada en los gatos j6vg
nes. En cambio, las respuestas contrictiles se anularon por completo en ambos
grupos de edades. Ello podría indicar que en los animales de menor edad y en
nuestras condiciones experimentales, una parte de la noradrenalina se estaría
liberando a través de un proceso no dependiente de calcio extracelular. Recor­

demosque el calcio es indispensable para que se produzca la exocitosis del ne!
rotransmisor ("Introducción General"). Noobstante. en los gatos jóvenes la li
beración de noradrenalina se abolió totalmente cuandola estimulación se llevó
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a cabo en presencia de tetrodotoxina, droga que bloquea los canales de Na+ e
impide el desarrollo de los potenciales de acción (Gershon, 1967) y la libera
ci5n de ¡enoradrenalina dependiente de calcio (Katz y Kopin, 1969). En con­
secuencia, la liberación de noradrenalina en la aorta de los gatos jóvenes se
ría calcio dependiente, afin cuando la secreci6n del neurotransmisor no se haya
anulado totalmente después de lavar los tejidos en ausencia de calcio. Una
posibilidad es que las varicosidades nerviosas simpáticas en los gatos jóve­
nes contengan depósitos de calcio más resistentes a la depleción por lavado
que en los gatos adultos y que, durante la despolarización ese calcio estu­
viera disponible para la liberación del neurotransmisor.

El calcio podría estar,asociado con las membranasde los terminales
nerviosos. A1 menos, en el bulbo espinal de la rata y del conejo se observó
que el calcio podría unirse a unos filamentos y a una proteína de membranaque

se localizaban en los axonea; a nivel de las sinapsib (Haydín,.l974).
El calcio también podría provenir de las mitocondrias. Estas organe­

las tienen una gran capacidad para acumular dicho ión y podrían intervenir en
la regulación de los niveles de calcio citoplasmítico (Batra, 1973; Carafoli y
col., 1976). Además,se ha propuesto que en los terminales nerviosos, las mitg
condrias podrían servir comoreservorios de calcio. el cual partfiáparia en el
proceso de liberación del neurotransmiaor (Lust y Robinson, 1970).

Conrespecto a las posibles diferencias entre la disponibilidad de cal
cio en los animales adultos y jóvenes. es de interés mencionar que la contrac­
ción de la aorta de rata inducida por noradrenalina es menosdependiente del cal
cio extracelular en los animales jóvenes (6 - 16 semanas) que en los adultos
(36 - 52 semanas) (Cohen y Berkowitz, 1976; Pedersen, 1979).

Resumiendo,en la aorta de gato la actividad de los receptores B-preai
nápticos no variaría entre los 2 o 3 meses y 1 año o más de vida. Ello sugiere

que en esta especie, la edad del animal no influye sobre los receptores B-presi
nápticos del mismomodoque sobre los postsinípticos, cuya actividad. en muchos
tejidos, decrece al madurar el individuo.
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Por el contrario, en estos mismosgrupos de animales, la participaciün
de los receptores a-postsinápticos en el control de la liberación del neurotrang
núsor simpático dependería de la edad y sería menor en los gatos más jávenes. Q
tra diferencia fue que en ausencia de calcio extracelular, la liberación remaneg
te de noradrenalina inducida por estimulación transmural fue mayor en las aortas
de los gatos jóvenes en comparación con los adultos, sugiriendo que podría haber
cambiosen la disponibilidad del calcio a nivel de los terminales nerviosos aim­
píticos.
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CAPITULO IV

\
EFECTOS DEL PIMOZIDE SOBRE LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS POR NORADRENALINA EN

EL MUSCULOLISO ARIERIAL

INTRODUCCION

E1 pimozide es un potente bloqueante de los receptores dopaminérgicos en
el sistema nerviosocentral (Miller y col., 1974).

Esta droga también ha sido utilizada comoun antagonista dopaminirgico
específico en el músculo liso (Imbs y col., 1974;.Set1er y col., 1975; Al-Jeboory
y Marshs11,1977;Tayo,1977)s pesar que ya en 1968, Janssen y col. habian nostra­

do que en el duodeno y 1a cápsula esplénica del conejo y en el {leo de cobayo.
el pimozide antagonizaba las contracciones inducidas por agonistas-no dopaminfi;

gícos (scetilcolina, histamins y norsdrenalina entre otros);
La inespecificidad de la acción del pimozide en el Ileo de cobayo fue cg

rroborada por Quintana (1978). Además, Hope y col. (1977), observaron que el
pimozide antagonizaba las respuestas inducidas por histanina y noradrenalina en
1a arteria de la oreja del conejo.

Estos datos señalan que en el músculo liso. el pinozide tiene efectos no
relacionados con los receptores dopaminérgicos. Conel objeto de analizar 1a
naturaleza de 1a acci6n del pimozide en el músculo liso, en el presente trabajo
se investigaron los efectos de 1a droga en 1a arteria nesentirica inferior y o­
tros tejidos aislados de gato.

Se realizó un estudio comparativo con fentolamina pues el pimozide, en 1a
concentración utilizada, antagonizó las respuestas inducidas por norsdrenalina
comosi fuera un bloqueante a-adrenérgico competitivo.
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IV.1 Efectos de pimozide 1 fentolamina sobre las respuestas inducidas pgr nor­
adrenalina en la arteria mesentórica inferior de gato. Reversión de los

\
efectos por lavado.

La arteria mesentérica inferior de gato se cortó en espiral y se incubó

en solución de Krebs a 37°C, ajustíndose la tensión de reposo a 2.5g. Se deter
minarondos curvas de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina, la cual seis
gregó en forma acumulativa. La primers determinación se realizó en condiciones

controles, mientras que la segunda se hizo en condiciones controles o en presea
cia de pimozide o fentolamina.

Pimozide 0.20 HMy el bloqueante a fentolamina 0.31 HM,desplazaron las

curvas hacia la derecha sin modificar la respuesta_míxima (Figura 17).
En estos experimentos, el pimozide y la fentolamina se agregaron al me­

dio de incubación 20 minutos antes de determinar las correspondientes curvas,
para que 1a interacción entre la droga y el tejido alcanzara un estado estacig

nario. En otros experimentos, en cambio, se emplearon tiempos de preincubación
mis cortos.

Las arterias se incubaron en solución Tris ("Hétodos?,Sección I). Se de
terminaron las respuestas inducidas por noradrenalina 0.18 o 1.8 UMen condi­

ciones controles y luego de 30 segundos de preincubación con fentolamina o pimg
zide. Posteriormente se lavaron los bloqueantes y se registró la respuesta a
una nueva dosis de noradrenalina, cada 20 minutos. En cada experimento se em­

pleó una sola concentración de noradrenalina y un sólo bloqueante. Los resulta
dos se representan en la Figura 18. Luego de 30 segundos de preincubación, pi­
mozide 0.20MMno modificó las contracciones inducidas por noradrenalina 1.8 al

y sólo tuvo un débil efecto sobre la dosis menor del agonista (0.18 un). Sin
embargo, el bloqueo se manifestó a los 20 minutos, afin cuando el pimozide ya no

estaba presente en el medio de incubación. Dicho efecto no ‘rzvirtió en una
hora adicional de lavados. Fentolamina se comportó en una forma diferente, pues
su acción se manifestó a los 30 segundos de preincubación y la recuperación de
las respuestas inducidas por noradrenalina fue total a los 20 minutos de lavado.

En otros experimentos. se determinó la magnitud de los efectos de pimozi­
de y fentolamina en función del tiempo de preincubación (Figura 19). Para que
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:Gflroles

Figura 17: Efectos de imozide fentolamin sobre las curvas de dosis­
res uesta inducidas or noradrenalina en 1a arteria mesenté­

rica inferior de gato.

Ordenadas: Tensión desarrollada, expresada comoun porcentaje con respecto
a la respuesta máximade la 1er. curva control.

Abscisas: Concentración de (-)-noradrena1ina (M). (0) y (O): primera y
segunda curva control (n - 3); (I): pimozide 0.20 HM(n - 5);
(A): fentolamitn 0.31 ¡4M(n - lo).

Las drogas se agregaron a1 medio de incubación 20 minutos antes del comien­
zo de 1a 23. curva. Se señalan los valores medios -_|-__e1error standard de
1a media.
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Figura 18: Inhibición de las respuestas inducidas por noradrenalina luego
de 30 segundos de preincubación conlpimozide o fsntolsmina en
1a arteria mesentérica inferior de gato. Reversiónde los efec­
tos por lavado.

La noradrenalina (NA) se agregó en dosis de 0.18 o 1.8 un. cada 20 minutos

(flechas debajo de 1a abscisa). La tensi6n desarrollada se midió al minuto
de agregar cada dosis de NAy se ekpresó comoun porcentaje de 1a respuesta
obtenida en la 1ra. determinación control (O).

La segunda determinación se realizS en presencia de pimozide 0.20 ¡H (I) o
fentolamina 0.31 ¡H (a) (30 segundos de preincubación). Las restantes de­
terminaciones se llevaron a cabo en ausencia de los bloqueantes.

Se utilizó una sola dosis de NAy un solo bloqueante en cada arteria. Se

indican los vaiores medios i el error standard de 3 experimentos en cada c_a_
BO.
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Figura 19: Curso temBoral de los efectos de Eímozíde 2 fentolamina sobre
las resguestas inducidas por noradrenalína en la arteria me­
sentérica inferior de ato.

Pimozíde 0.20 HM(-) o fentolamína 0.31 uM (Á) se preincubaron durante
los períodos indicados en 1a abscísa y se determinó la respuesta inducida
por noradrenalina (NA) 1.8 uM. La respuesta obtenida antes de agregar

los bloqueantes (0) se consideró comoel 1002. Se empleó un solo bloquea!
te y un solo período de preincubación en cada tejido.

Se indican los valores medios i_e1 error standard de 3-4 experimentos en
cada caso.



se manifestara‘la inhibición causada por pimozide sobre las respuestas inducidas
por noradrenalina 1.a pH, se requirió un tiempo minimo de preincubación de 2 mi
nutos. Entre los 3 y 5 minutos el bloqueo alcanzó valores semejantes a los ob­
tenidos con 20 minutos. A diferencia de pimozide, loa efectos de fentolanina
fueron similares a los 30 segundos o 20 minutos de preincubación.

IV.2 Efectos de pimozide y fentolamina sobre las respuestas al Cs2+en la ar­
teria nesentérica inferior de gato.

Las arterias se incubaron en solución de Tyrode libre de Ca2+("Métodos"
sección I) durante 60 minutos s en esas condiciones se determinaron dos curvas

de dosis-respuesta inducidas por concentraciones crecientes de Ca Clz. La pri­
mera y la segunda curva se determinaron en presencia de noradrenalina 18.0 y

180.0 un, respectivamente y 20 minutos antes de la segunda curva se agregó ping
zide 0.201.“ o fentolamina 0.31 HMal medio de incubación.

El pimozide desplazó las curvas hacia la derecha en 0.6 unidades logarig
micas aproximadamente y no modificó la respuesta máxima. Con fentolamina el des
plazamiento fue menor (Figura 20).

Nótese que ni el pimozideni la fentolamina inhibieron las respuestas in­

ducidas por noradrenalina 18.0 y 180.0 HM,cuando se mantuvo constante la conce!
tración de Ca2+ en el medio de incubación (Figura 17).

IV.3 Efectos de pimozide y fentolamina sobre las contracciones inducidas por
Rgtasio en la arteria mesentérica inferior de gato.

En arterias incubadas en solución Tris, pinozide 0.20 uMantagonizó las

respuestas inducidas por concentraciones crecientes de potasio (KCl). La inhi
bición fue de tipo no competitivo, con una marcada disminución de la contracción

máxima. Fentolamina 0.31 HMen cambio, no modificó las curvas de dosis-respueg
ts inducidas por potasio (Figura 21). Pimozide y fentolamina se agregaron 20

minutos antes del comienzode las curvas correspondientes. Es de interés desta
car que la inhibición debida al pimozide revirtió parcialmente cuando la conceg
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Figura 20: Efectos de Bimozidez fentolamina sobre las resgueatas indu­
cidas Bor calcioI en presencia de dosis máximasde noradrena­
lina.

Ordenadas: tensión desarrollada, expresada comoun porcentaje de 1a respueg
ta máximaobtenida en la 1er. curva control.

Abaciaaa: concentración de CaCl2 (mn).

Previamente loa tejidos ae lavaron-con solución de Tyrode libre de Ca2+ (60
min.). La 1ra. y 2da. determinación se llevaron a cabo en presencia de (—)
noradrenalina (NA) 18.0 y 180 LHrespectivamente. (0) y (O): curvas contro­
les (n - 4); (I ): pimozide 0.20 uM(n - lo); (A): fentolamina 0.31 m (n ­
3). Los bloqueantea ae agregaron a1 medio de incubación 20 minutos antes del
comienzo de la 2da. curva.

Se indican loa valores medios i_e1 error standard de 1a media.
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Figure 21: Efectos de imozíde fentolamina sobre las res uestaa inducidas
por potasio.

Ordenadaa: tensión desarrollada, expresada comoun porcentaje de 1a 1er. eq;
va control.

Absciaas: concentración de KCI (mn). (0) y (O): curvas controles; Pimozí­
de 0.20 un (I) o fentolamina 0.31 ¡H (A), se agregaron al medio
de incubación 20 minutos antes de la Zda. determinación.

En el panel central se indica la adición de Caz+ (Ca C12) 10.2 IM. una vez
que se alcanzó la respuesta máximainducida por potasio en presencia de pimo­
zíde.
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tración de Ca2+ en el medio de incubación se elevó desde 1.7 a 11.9 ¡H (Figura

21). El Ca2+ se agregó una vez que se alcanzaba la respuesta máximainducida

por potasio en presencia de pimozide. En condiciones controles, el agregado de

Ca2+no modificó las respuestas inducidas por dosis máximas o submíximas de po­
tasio.

IV.4 Efectos de pimozide sobre las respuestas inducidas por noradrenalina en

el lecho Nascular del colon descendentelx en el bazo de gato.

Se investigó ai los efectos de pinozide en la arteria mesentérica infe­
rior, se observaban también enzotros tejidos aislados de gato. Para ello se u­

tilizaron: el lecho vascular perfundido del colon descendente, el bazo perfundi
do y la cípsula esplénica (tiras aisladas de bazo). p

En cada experimento se determinaron dos curvas de dosis-respuesta induci
das por noradrenalina; 1a primera fue una curva control y la segunda se determi
nó luego de 20 minutos de agregar pimozide 0.20 uH a 1a solución de Krebs. En
otros experimentos, ambascurvas se determinaron en condiciones controles. Los

resultados figuran en las Tablas 13 y 14, donde se comparan los efectos de pimg

zide sobre el pD2 (logaritmo negativo de la CE de noradrenalina) y sobre la
respuesta máximainducida por noradrenalina ensïos diferentes tejidos, incluyó!
dose la arteria mesentérica inferior.

En el lecho vascular del colon y en el bazo perfundido, pimozide tuvo un

efecto mayor que en la arteria_mesentérica aislada. En ambos casos, colon y bg
zo. las curvas se desplazaron hacia la derecha en más de una unidad logaritmica,
a nivel de la CE Por otra parte. la cápsula esplénica fue la menosafectada
por el pimozide gges el desplazamiento de las curvas de dosis-respuesta fue de
alrededor de 0.3 unidades logaritmicas (Tabla 13).

En el bazo perfundido, pimozide no sólo desplazó las curvas de dosis-reg
puesta hacia la derecha, sino que además se registró una marcada disminución de
la respuesta máxima. Dicho efecto fue menosnotorio en el lecho vascular del

colon. En cambio, pimozide no produjo cambios en la respuesta máximade las reg
tantes preparaciones (Tabla 14).
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TejidoRmaxl.-Curva

(á)ControlPimozide0.20uH

lABazoperfundido221.41i15.13(mas)1.03.10.110.40i0.03*

(n-17)(n-lo)(n-S)

2)Lechovasculardel210.47i19.93(mHg)1.20i0.080.7410.15
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3)Arteriamesentérica2.431"0.35(gr)0.95i0.030.9910.02

inferior(n-IS)'(n-ó)(n-9)

4)Cápsulaesplénica5.7010.).2(gr)1.09i0.341.0710.04

(¡l-8)(n-4_)(n-lo)

TABLAllo:Efectosdeimozidesobrelasres

endiferentesteidosaisladosdeato.

uestasmáximasinducidas

Encadapreparaciónsedeterminarondoscurvasdedosis-respuestainducidaspornoradra­ nalina,separadasporunintervalodetimpodeunahora.Seutilizósoluciónde¡(rabo comomediodeperfusión(1y2)oincubación(3y4).Pimozide0.20uMaaagregó20 nutosantesdelcomienzode1a2.2- curva. a)Respuestamííciíminducidapornoradrenalina.¡Seindicaelmáximoaumentodalaprl­

sióndeperfusión(1y2)o.1acontraccióniaom‘tricamíxima(3y4).

b)Cocienteentrelosmáximosobtenidosen1a1?.iy curvasdedosis-respuesta.Seexpresanlosvaloresmediosielerrorstandardde1amedia. n:númerodeexperimentos.

i p¿0.005cuandosecomparaconelvalorcontrolcorrespon

diente_
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En la arteria mesentárica inferior de gato, pi-ozide 0.20nMtuvo un efes

to similar a fentolamina sobre las curvas de dosis-respuesta inducidas por nora
drenalina, pues produjo un desplazamiento hacia 1a derecha sin alterar la res­
puesta máxima. La primera interpretaci6n que surge de estos resultados es que
pimozide se comporta comoun bloqueante competitivo de los adrenoceptores a en
el musculoliso arterial. Esto podría ser factible pues el pimozidetiene pro­
piedades a-bloqueantes en el sistema nervioso central (Blumbergy col., 1975:
1976; Sawaya y col., 1977; Titeler y Seeman, 1978).

Sin embargo, en el músculo liso arterial, el pimozide podría tener un me
caniamode acción distinto de un típico antagonista competitivo de los recepto­
res o comoea la fentolamina. En primer lugar, el pilozide necesitó un tiempo

mayorque la fentolamina para due se manifestaraanus efectos antagonistas sobre
la noradrenalina. Ademís,dichos efectos persistieron afin despues de una-hora de

continuos lavadoa,mientras que 1a fentolamina se 1av6 rápidamente. Por otra pa;
te, en la arteria mesentérica inferior, la acci6n del pimozideno fue especifica
para las contracciones inducidas por noradrenalina aino que 1a droga también in­
hibió en forma no competitiva las contracciones inducidas por un agente despola­

rizante, el potasio, y tambiéndesplazó hacia la derecha las curvas de dosis-reg
puesta inducidas por Ca2+. En cambio, la fentolamina no

modificó las respuestasal potasio y tuvo ïun menorefecto sobre las curvas de Ca”.
Esta inespecificidad en la acción del pimozide también se verifics en o­

tros musculos lisos. En el íleo de cobayo, el pimozide inhibió las contraccio­
nes inducidas por acetilcolina, angiotensina, histamina e incluso antagonizó las
contracciones inducidas por cloruro de bario (Janssen y col., 1968; Quintana,
1978). Además,en ls arteria de la oreja del conejo, el pimozide antagonizó las
contracciones inducidas por npradrenalina y angiotensina (Hopey cola, 1977).
Por otra parte, en el bazo perfundido de gato, el pimozide bloqueó las respues­

tas presoras inducidas por angiotensina (datos no incluidos en la sección "Resul
tados") y por noradrenalina.

Esta información sugiere que en el músculo liso 1a droga podría actuar,
no a través de un receptor específico, sino a través de otro mecanismo.

El hecho que en ls arteria mesentérica de gato, el pimozide haya desplaag
do las curvas de dosis-respuesta al Ca2+y el hecho que los efectos del pimozide
sobre las contracciones inducidas por potasio hayan revertido considerablemente

al aumentar la concentración externa de Ca2+, sugieren que el pimozide se campo;
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taria comoun antagonista del Ca2+en el músculo liso. El antagoniamo del pi­

mozide por el Ca2+ también fue observado por Quintana (1978).

El pimozide podría inhibir'elinflujo de Ca2+hacia la fibra muscular o
bien podría interferir con el Ca2+en un sitio de acción intracelular. En el
sistema nervioso central, se aisló una proteína reguladora dependiente de Ca2+,
el "calmodulin", que regularia la actividad de la fosfodiesterasa y que ea in­

hibida por el pimozide y otros neurolépticos (Levin y Weiss. 1976; Stoclet.
1979). Dicho factor proteico también se halló en el músculo liso, donde parti
ciparía de la interacción actinaqmiosina (Hidaka y col., 1979; 1980). De este
modo,en el músculo liso arterial, el pimnzide podría inhibir la contracción

por interferir con un factor moduladordependiente de Ca2+. Si bien los pre­
2+, afin no puedesentes resultados sugieren una acción antagonista sobre el Ca

descartarse,en forma absoluta, que los efectos del pimozide sobre las respues­
tas inducidas por noradrenalina no se deban, al menos en parte, a un antagonig

moG-adrenórgico, sobre todo si se tieneen cuenta que el pimozide y todos los
neurolépticos tienen afinidad por los receptores o del sistema nerviosocentral
(Titeler y Seeman, 1978).

No todos los tejidos mostraron la mismasensibilidad para los efectos

del pimozide. De las preparaciones analizadas, los lechos vasculares perfundi
dos fueron los más afectados. En el bazo perfundido no sólo se desplazaron

las curvas de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina hacia la derecha, si
no que además disminuyó la respuesta máxima. En cambio, en un tejido no vaso!
lar comola cápsula esplénica de gato, el pimozide tuvo efecto muydébil. To­

davía menos sensible parece ser la membrananictitante de gato donde el pinos;
de, en una concentración de 141M,es decir 5 veces mayor que la utilizada en
los tejidos antes mencionados, no modificó las curvas de dosis-respuesta indu­
cidas por noradrenalina (Enero y Langer, 1975).

Estos datos indicarían que las arterias podrían ser muysensibles al pi
mozide, en relación a otros tejidos.

Del análisis de este capítulo ae desprenden dos hechos importantes:

l) A pesar de que en la arteria mesentérica aislada de gato, el pimozi­
de 0.20 uMaparentente competiría con la noradrenalina por la ocupación del r5
ceptor 0, la droga estaría actuando a través de otro mecanismo,probablemente se
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+ - .
lacionado con el Ca2 . Esto aenala que un corrimiento paralelo en las curvas
de dosis-respuesta en‘presencia de un bloqueante, no indica necesariamente una
competición con el agonista por 1a ocupación del receptor. Lo mismopodría o­

currir con otros neurolépticos emparentados químicamente con el pimozide, como
son el haloperidol, droperidol y spiroperidol. Los tres pertenecen al grupo de
los butirofenonas (el pimozide es un derivado de las butirofenonas) y ae les a­
tribuyó un efecto antagonista a-adrenérgico en la aorta del conejo porque des­

plazaban las curvas dosis-respuesta inducidas por noradrenalina (Gathert y col.,
1977).

2) Los resultados obtenidos señalan que el pimozide no ea una droga ade­

cuada para ser utilizada comoun bloqueante específico de los receptores dopami
nérgicos en cualquier tejido periférico, puesto que en algunos tipos de músculo
liso 1a droga puede actuar a través de otro mecanismo. Sobre todo,esto debe
tenerse en Cuenta para las arterias. que demostraron ser muysensibles a la ac­
ción del pimozide.
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RESUMEN GENERAL

La primera parte del Trabajo de Ibsis se relacionó con la modulg

ción de la liberación del neurotransmisor simpático a través de adrenoceptg
res presinipticos.

Los resultados presentados en el Capítulo I son compatibles con la ni
potesis de que las varicosidades simpáticas poseen receptores de tipo B , los
cuales participan de un mecanismofacilitador de 1a liberación de noradrenali
na. Así lo sugiere el hecho de que en el bBZO'perfundido de gato el agonista
B (-)-isoproterenol haya incfementado 1a liberación de noradrenalina inducida
por estimulacion nerviosa y que dicho efecto haya sido antagonizado por el
bloqueante (-)-propranolol( Tablas 1-7 2; Figuras 6 y 7).

Los receptores presinápticos 3 serían estereoespecíficos pues el (+)­
isoproterenol no modifico la liberación del neurotransmisor simpático (Tabla l;
Figura 6).Comose sabe, la estereoespecificidad para los ligandos también es
una característica de los receptores B_postsin5pticos.

El análisis de los datos obtenidos con (-)-isoproterenol y (-)-proprangn
lol (Figura 8), y la comparaciónde los efectos del (ó)7isoproterenol a difg
rentes frecuencias de estimulación (Figura 9), sugieren que el mecanismoreg!
latorio mediadopor receptores presinípticos 3 podría ser activado por el mig
moneurotransmisor liberado al espacio sináptico. Sin embargo, diversas eviden
cias señalan que la adrenalina circulante podría ser un importante activador
de este mecanismo.

En el Capítulo II se analizó la influencia de la temperatura sobre el
mecanismoregulatorio B-presináptico.

La regulación de la neurotransmisión simpática a través de receptores
B-presinápticos sería un mecanismosensible a la temperatura, pues en el bazo
perfundido de gato el (-)-isoproterenol 16.0 nMaumentó la liberación de norg'
drenalina cuando las estimulaciones se hicieron a 37°C mientras que la droga
no tuvo efecto a 27°C (Figura 10).

El inhibidor de la fosfodiesterasa l-meti1-3-isobutilxantina (MIX)
0.5 mMse comportó en forma similar al (-)-isoproterenol frente al cambio de
temperatura, observandose un incremento en la liberación de noradrenalina a
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37°C y no a 27°C (Figura ll).

La similar dependencia de ambas drogas con respecto a 1a temperatura
sugiere que la activación de los receptores presinípticos B aumentala libera
ción de noradrenalina a través de un mecanismoen el cual participa el AMP
cíclico.La ausencia de los efectos del (-)-isoproterenol y MIXa 27°C podría
deberse a una menor actividad de la adenilato ciclass o a una alteración en

un paso posterior a la síntesis de AMPcíclico en el terminal nervioso.
Sé estudió la influencia de la temperatura sobre los efectos de otro ig

hibidor de la fosfodiesterasa, la papaverina. A diferencia de MIX,papaverina

27 ¡Maumentóel eflujo basal de radiactividad. Por otra parte, durante la es
timulacián nerviosa papaverina incrementó la liberación del neurotransmisor a
37'C y también a 27°C (Figura 12). Estos resultados indican que a nivel de los
terminales nerviosos simpáticos, Mixy papaverina podrían actuar por distintos
mecanismosaün cuando ambas drogas sean inhibidoras de la fosfodiesterasa.

Puesto que ni el efecto granular de la papaverina ni su efecto durante

1a estimulación nerviosa sufrieron modificaciones importantes al variar la tem
peratura, se sugirió que podría haber una relación entre ambasacciones de la
droga. Cabe señalar que esta posible relación ya fue sugerida por Cubedduy

col. (1974b).
En muchos tejidos la actividad B-adrenérgica decrece a medida que sumen

ta la edad del individuo, pero los resultados obtenidos en la aorta torácica

aislada de gato (Capítulo III, Figura 14A)indican que en este tejido la activil
dad de los receptores B-presinápticos no disminuye entre los 2-3 meses y<1"6
mas años de vida.

Existe la posibilidad de que en esta especie ocurran cambios en una eta
pa mas temprana del desarrollo pero también es factible que el proceso de mad!
ración no afecte en forma sensible el mecanismoregulatorio Bpresináptico en
la aorta del gato. Caberecordar que la influencia de la edad sobre la activi
dad Badrenérgica no ha podido ser detectada en todos los tejidos ni en todas
las especies estudiadas y hasta se encontraron diferencias en distintas porcig
nes de una misma especie animal.

Los gatos jóvenes y adultos sin embargo. presentaron diferencias relacig



121

hadas con el mecanismoinhibitorio de la liberación de noradrenalina mediado
por receptores presinípticos a. De acuerdo con los datos obtenidos en la ao!
ta torácica y la membrananictitante (Figura 15), la activación de dicho mg
canismo por la noradrenalina liberada a1 espacio sináptico es menor en los
animales jóvenes que en los adultos. Esto podría deberse a distintos factores,
comoel númerode receptores presinípticos. la afinidad de la noradrenalina

por dichos receptores o la dimension del espacio sináptico.A nivel de los rg
ceptores a:postsinapticos no se hallaron diferencias relacionadas con 1a edad.

Otra diferencia entre los dos grupos de animales fue que en ausencia

de calcio extracelular. la liberación remanentede noradrenalina inducida por
estimulación transmural fue mayoren la aorta de;los animales jóvenes,nsugi
riendo que podría haber cambios en la disponibilidad de calcio a nivel de los
terminales nerviosos simpáticos.

En la segunda parte del Trabajo de Tesis (Capítulo IV) se estudiaron los
efectos del pimozide sobre la contracción inducida por noradrenalina en el mus
culo_1iso.

El pimozide es considerado comoun bloqueante específico de los recep
tores dopaminérgicosdel sistema nervioso central y tejidos periféricos pero
en la arteria mesentérica inferior aislada de gato parece actuar comoun anta
gonista competitivo u-adrenérgico , pues desplazó hacia la derecha las curvas
de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina (Figura 17). Sin embargo, expg
rimentos adicionales (Figuras 20 y 21) mostraron que en esta arteria el pimg
zide actuaría a través de otro mecanismo,probablemente relacionado con el
calcio. Tambiénen otras preparaciones de músculo liso, el pimozide inhibió las

respuestas inducidas por noradrenalina, aunque se hallaron diferencias de sensi
bilidad frente a la droga (Tablas 13 y 14).

Estos resultados señalan que el pimozide no es una droga adecuada para
ser utilizada comoun bloqueante específico de los receptores dopaminérgicos
en todos los tejidos periféricos, puesto que 1a droga presenta otros efectos.
Particularmente, las arterias fueron muysensibles a la acción in bitoria
del pimozide.

SÏE/‘bf HAZ/.5C’s/.06” \ 'm.MhKlr «noth ENELH
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