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Para poder comprender los efectos y mecanismos de accién de drogas que
actiian sobre los adrenoceptores pre- y postsinipticos, es necesario mencionar,

en primer término, las caracteristicas de la inervacidn simpdtica.

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 térmi
nos de arco reflejo visceral, podemos decir que el Sistema Nervioso Autdnomo se

compone de tres elementos: a) neuronas aferentes (sensitivas) cuyos cuerpos ce-

lulares se encuentran en los ganglios de las rafces dorsales de los nervios es-
pinales o bien en los ganglios sensoriales de ciertos nervios craneales, tales

como el ganglio nodoso del vago; b) neuromas conectoras, que tienen sus cuerpos

celulares en las columnas intermediolaterales de la mé&dula espinal o en los nii-
cleos de algunos nervios craneales. Los axones de dichas neuronas constituyen

las fibras preganglionares, que se dirigen a los ganglios autSnomos, localizados

fuera del sistema nervioso central; c) neuronas eferentes, cuyos cuerpos celula

res se hallan en los ganglios auténomos y cuyos axones (fibras postganglionares)

se dirigén a los drganos efectores.
En base a sus caracteristicas anatSmicas y fisiolSgicas, el sistema ner-

vioso auténomo se divide en dos partes:

a) Sistema nervioso simpdtico o toracolumbar

Las fibras preganglionares abandonan el sistema nervioso central a nivel
de las porciones toracica y lumbar de la m&dula espinal. Los ganglios simpati-
cos forman una cadena a cada lado de la columna vertebral, aunque algunos, tales

como el ganglio celfaco y los mesent&ricos, se hallan mids alejados.

b) Sistema nervioso parasimpdtico o créneosacro

Sus fibras preganglionares corresponden a los pares craneanos III, VII,
IX y X, o bien emergen a nivel de la mfdula sacra. Los correspondientes ganglios
autSnomos se hallan cerca de los Srganos inervados. En esto se diferencia del
sistema nervioso simpitico, cuyos ganglios se hallan alejados de los Srganos efec

tores.



Funciones del sistema nervioso autdnomo

En su mayor parte, los 6rganos viscerales estan inervados por las dos
divisiones del sistema nervioso autdnomo que por lo general, ejercen efectos an
tagénicos.

Por ejemplo, por accidn del sistema nervioso simpdtico se produce:

a) dilatacidn pupilar;

b) inhibicién de la motilidad gastrointestinal;

c) aumento del inotropismo y cronmotropismo cardiacos;

d) relajacidn del midsculo bronquial;
e) contraccidén de los vasos sanguineos,

En cambio, la estimulacidén del sistema nervioso parasimpdtico produce:
a) pupiloconstriccidn;

b) disminucidn del inotropismo y cronotropismo cardiacos;

c) aumento de la motilidad gastrointestinal;

d) broncoconstriccidn.

En algunos casos sin embargo, los dos sistemas no son antagénicos. Por
ejemplo, en las glandulas salivales la actividad de ambos sistemas, simpdtico y
parasimpatico, aumentan las secreciones aunque éstas son de distinta naturaleza.
Por otra parte, hay Organos controlados por uno sdlo de los sistemas. Asi vemos
que la cdpsula esplénica, la membrana nictitante y la mayoria de los vasos san-
guineos, 85lo responden a la estimulacidn nerviosa gimpética. En todos estos ca
sos la respuesta es la contraccidn del miisculo liso.

El sistema nervioso autonomo mantiene un tono o actividad basal en los
diferentes drganos, que puede estar aumentado o disminuido, de acuerdo a las ne

necesidades del organismo.

Control central del sistema nervioso autdnomo

En el sistema nervioso central existen centros coordinadores de las fun-
ciones viscerales, cuyos impulsos actiian sobre las neuronas conectoras del siste
ma nervioso auténomo. Los centros reguladores se hallan a nivel espinal, bulbo-
protuberancial, hipotalamico y cortical. Las porciones media y posterior del hi

potdlamo son los principales centros integradores del sistema nervioso parasimpi



tico y simpatico , respectivamente.
Esta descripcidn corresponde al sistema nervioso autdnomo de los mami-

feros, pero el mismo esquema general puede aplicarse a los anfibios, aves y rep

tiles.

NEUROTRANSMISORES DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

La primera sugerencia de que los impulsos nerviosos podri;n transmitirse
a las células efectoras por medio de sustancias quimicas fue hecha por DuBois-
Reymond en 1877. Sin embargo, el concepto de neurotransmisién quimica surgid re
cién en 1905 cuando Elliot postul§ que la tranemisidn nerviosa simpdtica se efec
tuaba a través de la liberacidn de una sustancia similar a la adrenalina. Poco
después, Dixon (1907) propuso que las fibras nerviosas parasimpdticas liberarian
un; sustancia parecida a la muscarina.

La confirmacidn experimental de que los impulsos nerviosos se transmi-
tian por medio de agentes quimicos especificos, fue obtenida por Loewi en 1921.
Este autor comprobd que al estimular el nervio vago en el corazén aislado de la
rana, se liberaba una sustancia a la que 1lamd "Vagusstoff" ,. que disminuia la
frecuencia de los latidos de otro corazén. Ademds, en este mismo trabajo,Loewi
observd que al estimular el nervio cardioacelerador se liberaba una sustancia
("Acceleranstoff"), similar a la adrenalina.

Casi simultaneamente con Loewi,en 1921 Cannon y Uridil comprobaron que
en el gato, la estimulacidn de los nervios simpdticos del higado, inducia la 1i
beracidn de una sustancia similar a la adrenalina, capaz Qe ;umentar la presidn
sanguinea y la frecuencia cardfaca. A esta sustancia Cann%n la llam8 "simpati-
na".

Con respecto al neurotransmisor del sistema nervioso parasimpético,los tra
bajos de Loewi y Navratil (1926), Feldberg y Krayer (1933) y muchos otros con-
tribuyeron a establecer que la acetilcolina era el principal neurotramsmisor li

berado por todas las fibras parasimpBticas postganglieonares.

También se demostrd que la acetilcolina era el neurotransmisor en las fi-

bras preganglionares del sistema nervioso simgﬁtico (Kibjakow, 1933; Feldberg y

Gaddum, 1934) y parasimpdtico (Perry y Talesnik, 1953).




Con respecto al neurotransmisor liberado por las fibras simpaticas post-

ganglionares, en un principio predomind la idea de que era la adrenalina. No obs
tante, ya en 1910 Barger y Dale notaron que los efectos de la estimulacidn nervio
sa simpitica eran mis fielmente reproducidos por la inyeccidn de noradrenalina
que de adrenalina.

Mas tarde, con el desarrollo de métodos quimicos y bioldgicos adecuados
para medir pequeiias cantidades de catecolaminas (von Euler, 1946; 1948; 1950) y
también mediante las técnicas de histofluorescencia (Falk, 1962; Falk y Torp,1962)
se ‘establecid que la noradrenalina era la principal catecolamina contenida en los
terminales nerviosos simpdticos.

La noradrenalina habia sido sintetizada por primera vez en 1904 por Stolz.
Junto con la adrenalina y la dopamina se la incluye en el grupo quimico de las ca
tecolaminas, por poseer un anillo catecdlico (0O-dihidroxibenceno) unido a una ami
na (etilamina).

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

- Las fibras postganglionares simpaticas en las glandulas sudoriparas son
colinérgicas, es decir que liberan acetilcolina (Dale y Feldberg, 1934).

- La mayor parte de los vasos sanguineos estdn inervados por fibras simpd
ticas noradrenérgicas (vasoconstrictoras). Sin embargo, en los lechos vasculares
de algunos misculos esqueléticos y de la piel de varias especies de mamiferos, ha
bria fibras simpaticas colinérgicas; dichas fibras nerviosas serfan vasodilatado-
ras (Campbell, 1970; Bell y Burmstock, 1971).

- Los datos obtenidos en varias especies de los géneros Rana y Bufo, sefia
lan que el contenido de adrenalina es mayor que el de noradrenalina en todos los
organos estudiados (Holzbauer y Sharman, 1972).

Cabe mencionar aqui, que la conclusidén de Loewi (1921) acerca de que el
neurotransmisor simpatico era la adrenalina, fue correcta ya que &l trabajé con
corazones de rana.

- Por otra parte, en varios drganos de pollo se han hallado evidencias de
que tanto la noradrenalina como la adrenalina podrian ser los neurotransmisores
simpiaticos (De Santis y col., 1975; Komori y 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 simpatico.



SISTEMA NERVIOSO SIMPATICO

- Anatomia de la inervacidn en tejidos periféricos

En el transcurso de este trabajo, mencionaremos a menudo los ''terminales
nerviosos simpdticos' para referirnos a las regiones de las fibras nerviosas que
hacen sinapsis con las células efectoras y desde donde se libera el neurotransmi
sor simpatico. Es importante aclérar que dichas terminaciones no son iguales a
las de las neuronas motoras somiticas o del sistema nervioso central.

En las neuronas que inervan los miisculos esquel&ticos por ejemplo, el a-
x6n se ramifica en su extremo dando numerosas terminaciones o pies terminales,
que hacen sinapsis con las fibrasdmuaculareo. formidndose las llamadas placas neu
romusculares. .

En cambio, las fibras de los nervios autSnomos, al llegar a los Srganos
efectores se dividen repetidamente formando una densa red de fibras nerviosas muy
finas. Hillarp (1946; 1959) sugirid el nombre de plexo terminal ('ground plexus")
para denominar a esta red nerviosa. :

En el sistema nervioso simpltico, los estudios de microscopfa de fluores
cencia muestran que a lo largo de esas finas fibras nerviosas, hay ensanchamien-
tos o varicosidades. En esas zonas, la concentracién de noradrenalina 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 plexo terminal autSnomo establece sinap-
sis con muchas células efectoras y a su vez, cada c&lula efectora puede recibir
inervacidn de varias fibras nerviosas.

Rodeando el plexo nervioso hay otro plexo, formado por nﬁl;iplca anasto-

mosis de las células de Schwann.

- Almacenamiento de la noradrenalina en los nervios aimgiticos

Tanto en la médula adfenal (Blaschko y Welch, 1953; Hillarp y col.,1953)
como en las neuronas noradrenérgicas (von Euler e Hillarp, 1956; Potter y Axelrod,
1962; 1963), las catecolaminas se acumulan en grénulos, que con el microscopio e-
lectrénico se identifican como vesiculas granulares osmiofflicas (Potter, 1966;
Bloom, 1972).



En los terminales nerviosos simplticos, las vesiculas de almacenamiento
cumplen una importante funcidn, ya que permiten mantener altas concentraciones
del neurotransmisor dentro de la neurona, protegen al neurotransmisor de la de-
gradacidn enzimdtica y, como se verd miAs adelante, intervienen en la liberacidn
de noradrenalina hacia el espacio sindptico. Ademis, dentro del gré@nulo se reali
za el Gltimo paso de la sintesis del neurotransmisor, es decir la conversidn de
dopamina en noradrenalina, por intermedio de la enzima dopamina-B-hidroxilasa.

Con respecto al almacenamiento del neurotransmisor deben considerarse
dos puntos: a) cémo entra la noradrenalina o su precursor la dopamina, al gra-
nulo de almacenamiento y b) de qué forma queda retenida la noradrenalina dentro
del granulo. _

En relacidn al punto (a), los grénulos de almacenamiento de las neuronas
simpdticas captan catecolaminas y otras aminas, a través de un mecanismo depen-
diente de ATP y magnesio (Mgz+) (von Euler y Lishajko, 1963; 1968; Stjarne, 1964).
Ocurre lo mismo en los grdnulos de la médula adrenal (Kirshner, 1962; Carlsson
y col., 1963). En ambos casos, se trat; de un proceso saturable, sensible a la
temperatura y que se inhibe selectivamente con bajas dosis de reserpina.

La captacion de aminas por los gradnulos catecolaminérgicos se harfa por
un mecanismo de transporte activo (Kirshner, 1962) y estaria relacionado con la
actividad de una ATPasa M32+-dependiente, localizada en la membrana del granulo
(Banks, 1965; Taugner y Hasselbach, 1968; Da Prada y col., 1975; Pletscher y Graf,
1976).

Con respecto a la retencidn de las catecolaminas (punto b), se ha sugerido
que las mismas forman un complejo con ATP u otros nucleStidos de la adenina, pues
en los grinulos de la médula adrenal y de los nervios simpdticos, existe una rela
cidn aproximada de 4 moléculas de catecalaminaa por 1 de ATP (Falk y coi., 1956;
Hillarp, 1958; Stj&rne, 1964).

También se ha sugerido que las cromograninas, especialmente la cromogra-
nina A, podrian intervenir en la retencifn granular de las catecolaminas (Smith
y Winkler, 1967). Las cromograninas, que son proteinas muy acidas, son especi-
ficas de los grdnulos catecolaminérgicos (Blaschko y Helle, 1963; Banks y col.,
1969) .

Es probable que el ATP y las cromograninas mantengan las catecolaminas



unidas al granulo, pues se comprobd que cuando se mezcla ATP con 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 observd ademis que
las cromograninas interaccionan con ese complejo (Berneis y col., 1973).

Otros autores sugirieron que el ATP y la noradrenalina formarian comple
jos con la intervencidén de metales bivalentes, tales como el ng+, Fe2+ y Ca2+
(Rajan y col., 1977).

I Si bien la mayor parte de las catecolaminas se hallan dentro de los gra
nulos, una pequefia fraccidn se hallarfa en el axoplasma y representaria entre
un 52 y un 10Z del contenido total de catecolaminas (Hillarp, 1960; von Euler,

1966; 1972).

—~ Liberacidn de noradrenalina desde los terminales nerviosos simpiaticos

La despolarizacidn de las termiéaciones nerviosas o varicosidades simpa
ticas, que se produce como consecuencia de la llegada de los impulsos nerviosos,
provoca la liberacidén de noradrenalina desde las vesiculas de almacenamiento ha-
cia el espacio sindptico (Figura 1), Dicha liberacidn se realiza por un mecanig
mo de exocitosis, que involucra la unidn de la vesicula de almacenamiento con la
membrana del axon, la fusidn de las membranas y la salida del contenido del gra-
nulo hacia el espacio extracelular.

La hipdtesis de la exocitosis de las catecolaminas, se refiere no sdlo al
neurotransmigsor simpdtico sino también a las catecolaminas de la médula adrenal y
se basa en numerosas evidencias que pueden resumirse de la siguiente forma:

Durante la estimulacidn de la mé&ula adrenal, junto con las catecolaminas
se liberan principalmente dos proteinas especificas de los granulos de almacena-
miento y que se hallan en la fraccidén soluble de los mismos: la cromogranina A
(Banks y Helle, 1965; Kirshner y col., 1966) y la dopamina-B-hidroxilasa. La do
pamina-B-hidroxilasa, una de las enzimas de sintesis de las catecolaminas, se ha
1la en dos formas, soluble y unida a la membrana del granulo(Viveros y col.,
1969a); s6lo se liberaria la fraccidn soluble (Viveros y col., 1969b). Por otra
parte, en la médula adrenal, junto con las catecolaminas y las proteinas solubles
también se libera ATP y otros nucledtidos de la adenina (Douglas y Poisner, 1966a
y b; Banks, 1966).
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Figura l: Transmisidén nerviosa simpatica.

La liberacién de acetilcolina (Ach) desde la newrona simpatica
preganglionar (A) o la estimulacidn de la fibra simpatica postganglio
nar (B), genera potenciales de accién (-A.) que al llegar a la zona
de los terminales nerviosos o varicosidades (C) provocan la liberacidn
de noradrenalina (NA) al espacio sindptico. La respuesta (R) de la cé
lula efectora se produce como consecuencia de la activacidn de recep

tores a o B-postsindpticos por la NA liberada.



No se liberan en cambio, los componentes lipidicos de la membrana del
granulo (Trifard y col., 1967; Schneider, 1969), ni la dopamina-g-hidroxilasa
unida a dicha membrana (Viveros y col., 1969b).

Estos hechos sugieren que durante la estimulacidén de la médula adrenal
se desencadena un proceso de exocitosis, pues se libera el contenido de los gri
nulos de almacenamiento (catecolaminas, cromograninas, dopamina-g-hidroxilasa,
ATP) pero no los componentes de la membrana de los grﬁnuloa.

Este mismo proceso ocurriria durante la despolarizacidn de los termina
les nerviosos simpaticos, pues junto con la noradrenalina se libera cromograni
na A y dopamina-g-hidroxilasa (De Potter y col., 1969; Geffen y col., 1970;

Smith y col., 1970; De Potter y col., 1971; Cubeddu y col., 1974a y b).

Por otraparte, las obse}vaciones realizadas con el microscopio eleétrd
nico (De Robertis y Sabatini,'1960; Diner, 1967; Fillenz, 1971), también indi-
can que las catecolaminas se liberan por exocitosis.

Es importante sefialar que también se liberarfan por exocitosis, ia ma-
yoria de las hormonas y algunas secreciones exdcrinas tales como, la amilasa
pancredtica y salivar (trabajos de revisién de Douglas, 1968; Rubin, 1970; Terry
y Martin, 1978). Asi mismo, €ste seria el mecanismo de liberacidn de la acetil-
colina (Katz, 1962; Katz y Miladi, 1967; 1970).

Sin embargo, aiin no se conocen con exactitud los procesos moleculares que
perniten la unidén y fusién del grdnulo de almacenamiento con la membrana plasmati
ca de la célula secretoria. En los pirrafos que siguen se mencionan algunos posi
bles mecanismos.

Se sabe que el calcio (Ca2+) cumpliria un rol esencial, ya que todos los
procesos secretorios dependen de la presencia de Ca2+ en el medio extracelular
(trﬁbajos de revisién de Douglas, 1968; Rubin, 1970; Terry y Martin, 1978). Con
respecto a la liberacidn del neurotransmisor simpatico y su dependencia con el
Ca2+ extracelular, pueden citarse los trabajos de Burn y Gibbons (1964); Kirpekar
y Misu (1967). Se postuld (Douglas, 1966; 1968; Katz y Miladi, 1967; 1970), que
durante la estimulacidén de la fibra nerviosa o, en general, la célula secretoria,
se produciria un influjo de Ca2+ al interior de la célula y que &sto activarfa el
mecanismo de exocitosis. Acorde con esta hipStesis, se observd efectivamente que,
durante la estimulacién de la médula adrenal (Douglas y Poisner, 1962) y de la neu

45C

rohipéfisis (Douglas y Poisnér, 1964), hay un aumento de la captacién de a.
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2+ qieminuirfa la

Banks (1966) sugirié que en la médula adrenal, el Ca
carga negativa de la membrana del granulo cromafin y que esto permitiria el a
cercamiento y unidn del grdnulo a la membrana celular. A similares conclusio
nes llegaron Matthews y Nordmann (1976), quienes trabajaron con fracciones ais
ladas de la corteza cerebral. ‘

Una hipdtesis alternativa que explicaria la neutralizacién de cargas,
se basa en la carboximetilacidn de protefinas. De acuerdo con esta hipdtesis,
la neutralizacibn de las cargas negativas en la membrana de los gréinulos de al
macenamiento (médula adrenal y glandula pardtida), se produciria como consecuen
cia de la metilacidn de los grupos carboxilos de las protefinas. Esta reaccidn,
catalizada por la enzima protein carboximetilasa, disminuiria la barrera elec-
trostdtica entre los granulos y‘la membrana celular y posibilitarfa el acerca-
miento y posterior fusidén de ambas membranas (Diliberto 'y col., 1976; Gagnon y
col., 1978; Strittmatter y col., 1978). _

Otra reaccidn que podria estar involucrada en la exocitosis es la hidrd
lisis de ATP, por intermedio de una ATPasa localizada en la membramadel granulo
de almacenamiento (Poisner y Trifar§, 1967; Poisner y Douglas, 1968).

En relacidén con el rol del calcio y del ATP, De Lorenzo y Freeman (1977)
hallaron que el ion Ca2+'incremenuﬂa la fosforilacién de proteinas especificas en
las vesiculas sindpticas aisladas del cerebro de rata y sugirieron que esta reac
cidén podria ser de importancia para la liberacidm del neurotransmisor.

Estas son algunas de las teorfas que tratan de explicar el mecanismo de
exocitosis, que seria comin para la secreciSn de una gran variedad de sustancias,
que incluyen hormonas, neurohormonas, neurotransmisores y otros productos.

El influjo de Caz+ a la célula secretoria es crucial para desencadenar el
proceso, ﬁero éste no es el dnico requerimiento. Hasta el momento, no se sabe e-
xactamente cual o cudles, son las funciones del Caz+, ni tampoco cudles son los

procesos moleculares involucrados en la exocitosis.

- Receptores adrenérgicos o adrenoceptores

Para que la noradrenalina liberada al espacio sindptico induzca una res-
puesta, debe unirse a sitios aceptores de la membrana plasmitica de la cé&lula e-

fectora (Figura 1). Dichos sitios son los receptores adrenérgicmo adrenocepto-

res.
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Desde el punto de vista farmacoldgico, los receptores se definen como
las estructuras moleculares de la célula efectora con las cuales se combina u
na droga para producir una determinada respuesta. Las drogas que actidan de es

ta forma se llaman agonistas. En cambio, se llaman antagonistas a las drogas

que se combinan especificamente con el receptor pero que no inducen una res-
puesta,impidiendo ademds, la accidn del agonistg. Es decir, que tanto el ago
nista como el antagonista pueden ocupar el receptor, pero mientras que la acti
vidad intrinseca de un agonista total es igual a 1, dicho valor‘es 0 para un
antagonista. (Actividad intrinseca -a-: té&rmino introducido por;Ariéns (1954) ;
indica la capacidad de una droga para activar el receptor).

De acuerdo con la clasificacién del Ahlquist (1948) los receptores a-
drenérgicos se dividen en dos tipos: alfa (a) y peta (B). Ambos se diferencian
farmacoldgicamente por la potencia relativa de los agonistas y, sobre todo, por
la naturaleza de los antagonistas especificos.

) Para el receptor a, la potencia relativa de los agonistas es la siguien
te: adrenalina’noradrenalina>fenilefrina>isoproterenol. Los efectos de los ago
nistas ase bloquean con fentolﬁmina, dibenamina o fenoxibenzamina, entre otros.
En cambio, el orden de potencias de los agonistas para los receptores g es: iso
proterenol >adrenalina>noradrenalina>fenilefrina. Los efectos B son antagoniza-
dos por el propranolol (ver el trabajo de revisidn de Furchgott, 1972).

Entre los efectos de las catecolaminas mediadas por la activacidn de re
ceptores a pueden citarse la contraccifn de los vasos sanguineos, de la capsula
esplénica, de la membrana nictitante y del miisculo radial del iris.

En cambio, los siguientes efectos son mediados por la activacidn de re-
ceptores 8§ : vasodilatacidn, aumento del inotropismo y cronotropismo cardiacos,
broncodilatacidn.

Los receptores adrenérgicos se activan cuando se‘estimula el sistema
nervioso simpatico o bien por medio de las catecolaminas circulantes, provenien
tes en su mayor parte, de la médula adrenal. También pueden activarse por el a

gregado de agonistas exdgenos.

- Inactivacidn de la noradrenalina liberada por estimulacidn nerviosa.

La inactivacién de la noradrenalina liberada durante la estimulacidn ner

viosa simpdtica se debe a la recaptacién del neurotransmisor en los terminales
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nerviosos y también a la captacifn en tejido postsinfptico (Figura 2). Ambos
mecanismos actian también sobre la noradrenalina exSgena. Un tercer factor que
contribuye a la remocién de la noradrenalina liberada por estimulo nervioso es
la difusidn del neurotransmisor fuera del espacio sindptico, y la posterior cap
tacidn lejos del sitio de liberacidn (Figura 2).

Los dos mecanismos de captacidn de catecolaminas, neuronal y extraneuro
nal, son saturables y siguen una cin@tica de Michaelis-Menten. Sin embargo, am
bos procesos son muy diferentes entre si. El mecanismo de captacidn neuronal
tiene mayor afinidad por la noradrenalina que por la adrenalina. En cambio la
captacidn extraneuronal, es decir, la captacidén que oczurre en el misculo liso,
miocardio y glandulas, tiene mayor afinidad por la adrenalina que por la nora-
drenalina. Ademds, la captacién neuronal es estereoselectiva (mayor afinidad
por el isdmero-l- que por el -d-),mientras que la captacidn extraneuronal no dis
crimina entre ambos isémeros. Por otra parte, las catecolaminas captadas por
los terminales nerviosos simpdticos pueden acum;larae en las vesiculas de alma-
cenamiento; en cambio, en el tejido extraneuronal sdlo se observa acumulacidn
cuando las dosis de catecolaminas son muy altas. Todas estas caracteristicas
han sido estudiadas y analizadas por Iversen (1967).

El hecho que la noradrenalina exdgena se capte y se acumule en las vesi
culas de almacenamiento de los terminales nerviosos permite medir la libezacién
1 C

del neurotransmisor, mediante el uso de trazadores radiactivos ( 3H- o
noradrenalina). Dicho método se utiliz§ en este Trabajo de Tesis para medir la
liberacién de noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa y su modificacidn
por diversos farmacos.

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

La captacidén neuronal es un mecanismo de transporte activo, que depende
de la presencia de sodio (Na+) extracelular y del funcionamiento de la bomba de
sodio (Na+-l(+ ATPasa) de la membrana celular. De acuerdo al modelo de Bogdanski
y Brodie (1969), habriaun transportador de membrana, con un sitio de unién para
la noradrenalina y otro para el Na+; la Na+—K+ ATPasa mantendria el gradiente de

.2 + P . .
concentracidn de Na a través de la membrana plasmitica del terminal nervioso.
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Figura 2: Representacion esquematica de una sinapsis noradrenérgica

y de las principales vias de inactivacidn de la noradrena

lina (NA).liberada por estimulacidn nerviosa.

(1) Captacidn neuronal; (2) Captacidn extraneuronal; (3) Difusién fue
ra del espacio sindptico.

MAO; monoaminooxidasa; AR: aldehfido reductasa; NMN: normetanefrina;
COMT: catecol-O-metiltransferasa; DOPEG: dihidroxifenilglicol;

a y B: adrenoceptores postsindpticos.
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Otro modelo mis reciente (Sdnchez-Armadsy Orrego, 1978) propone que el transpor-
tador de membrana, tendria dos sitios de unidn para el Na'.

La importancia relativa de la captacidn neuronal y extraneuronal como
vias de inactivacidn de la noradrenalina exdgena o liberada por estimulacidn ner
viosa depende del tejido. La captacidn neuronal seria el mecanismo predominante
en los tejidos ricamente inervados por el sistema nervioso simpdtico, mientras
que en los tejidos con baja densidad de inervacidn como son los vasos sanguineos,
la noradrenalina tendria un mayor acceso a8 los sitios de captacidon extraneuronal
(Iversen, 1971; Gillespie, 1973). Por otra parte, la importancia de la captacion
neuronal estaria inversamente relacionada con la magnitud del intervalo neuromus-
cular (Verity, 1971).

La noradrenalina liberada por estimulacidn nerviosa y que fue captada por
los terminales nerviosos y el tejido extraneuronal,se degrada mediante la activi
dad de dos enzimas principales: la monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-O-metil
transferasa (COMT) (Figura 2).

El metabolito predominante es el 3,4-dihidroxifenilglicol (DOPEG), que se
origina a partir de la noradrenalina recaptada por los terminales nerviosos (Tar
lov y Langer, 1971; Dubocovich y Langer, 1973; Graefe y col., 1973; Langer y Enero
1974). La enzima responsable de esta transformacidn es la MAO neuronal y también
intenviene una aldehido reductasa.

A nivel postsindptico, la noradrenalina liberada por estimulacidn nervio-
sa se metabolizaria principalmente a normetanefrina mediante la activacidn de la
COMT extraneuronal (Langer y col., 1972; Luchelli-Fortis y Langer, 1974).

Debe agregarse ademids (ver el esquema de la Figura 2), que una parte de
la noradrenalina liberada por estimulacidn nerviosa, podria ingresar nuevamente
a los granulos de almacenamiento para su posterior reutilizacifn (Hedqvist y
Stjarne, 1969).

En este Trabajo de Tesis, se consideran dos aspectos de la neurotransmi-
8ién simpatica:

La primera parte del trabajo se refiere a la liberacidn del neurotransmi-
sor y su modulacion a través de receptores a- y B-presindpticos. Se analiza la
influencia de dos factores: la edad del animal y la temperatura (Capitulos I, II,
I11).
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Figura 3: Funcidn de los adrenoceptores a y B-presin@pticos en la modu-

lacidon de la neurotransmisidn simpatica.

A: Mecanismo inhibitorio mediado por receptores presindpticos a.

Durante la estimulacidn nerviosa simpatica, la noradrenalina (NA) 1li
berada al espacio.sindptico activa receptores a-presindpticos, desenca
denandose un mecanismo que inhibe la subsecuente liberacidon del neuro
transmisor. Esto se relacionarfia con.una disminucidén del influjo de cal

cio al terminal nervioso.

B: Mecanismo facilitador mediado por receptores presinapticos B.

La activacidn de receptores B-presinépticos por la NA liberada al espa
cio sindptico, conduce a un incremento de la liberacidon del neurotransmi
sor. Esto se relacionaria con un aumento en los niveles de AMP ciclico en

el terminal nervioso. AC: adenilato ciclasa.ATP: adenosina-5"-trifosfato.
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La segunda parte (Capitulo IV), se refiere a las respuestas @-adrenérgi-
cas inducidas por la noradrenalina en el drgano 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 simpdtica, y en consecuencia, la
liberacidn del neurotransmisor, es controlada por el sistema nervioso central.

En los Ultimos afios sin embargo, numerosas evidencias experimentales in-
dicaron que la noradrenalina podria modular su propia liberacidn a través de la
activacidon de receptores a y B localizados en las terminaciones nerviosas simpa-
ticas (Figura 3).

En tejidos periféricos inervados por el sistema nervioso simpatico, muchos
autores observaron que los bloqueantes a-adrenérgicos aumentaban la liberacidn de
noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa (Brown y 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 observd que los ago
nistas adrenérgicos incluyendo la noradrenalina exdgena, inhibfan la liberacidn
del neurotransmisor (Farnebo y Hamberger, 1971; Starke, 1972; Stjarne, 1975a). Es
tas, y muchas otras evidencias obtenidas en diversos tejidos y especies, llevaron
a postular que la noradrenalina inhibiria su propia liberacién a través de la ac-
tivacidn de receptores adrenérgicos a-presindpticos (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; Stjirne y Brundin, 1975). De
acuerdo con la hipotesis, la noradrenalina liberada al espacio sindptico durante
la estimulacidn nerviosa, activaria receptores del tipo a, que estarian localiza
dos en el terminal nervioso; esto desencadenaria un mecanismo de retroalimenta-
cion negativa que inhibiria la subsiguiente liberacidn del neurotransmisor.

Los efectos de los agonistas y antagonistas a sobre la liberacidén de no-
radrenalina inducida por estimulacién nerviosa, se observaron en tejidos que po-

seen receptores postsindpticos de tipo a, tales como la membrana nictitante y
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el bazo de gato, el conducto deferente de cobayo y diversos vasos sanguineos
(Enero" y col., 1972; Enero y Langer, 1973; Dubocovich y Langer, 1974; Stjdrne
1975a; Stjdrne y Brundin, 1975; Endo y col., 1977) y también se observaron en
el corazdn del conejo, gato y cobayo (Starke, 1972; Vizi y col., 1973; Farah y
Langer, 1974; Langer y col., 1977), donde las respuestas cronotrdpicas e ino-
tropicas inducidas por la noradrenalina se deben a la activacidn de receptores
B. Estas evidencias favorecen la idea de que los receptores regulatorios a son
de localizacién presindptica. También apoyan la hipdtesis recientes observa
ciones realizadas en glandulas salivares de rata,en las cuales se provocd la a-
trofia del Grgano efector sin que se dafiara la inervacidn simpatica; en estas
condiciones experimentales, es decir, en ausencia del tejido postsinaptico, se
observé que la capacidad de feﬂiolamina para aumentar la liberacién de 3H—no;3
drenalina inducida por una alta concentracion de'K+, era igual que en las glén
dulas controles no atrofiadas (Filinger, y col., 1978).

En el conducto deferente de rata, el aumento de la liberacidn de nora-
drenalina inducida por estimulacidn nerviosa en presencia de fentolamina, es ma
yor cuando menor es la frecuencia de estimulacién (Vizi y col., 1973). Por o-
tra parte, cuando menor es la frecuencia de estimulacidn, mayor es la inhibi-
cién de la liberacidn del neurotransmisor causada por la noradrenalina exdgena
y otros agonistas a-adrenérgicos (Starke y col., 1975h;Langer, 1977). Estos da
tos indicarian que la eficacia del mecanismo inhibitorio mediado por receptores
a-presinipticos estd en relacidn inversa con la frecuencia de estimulacidn.

Los receptores a-presinapticos, del mismo modo que los postsindpticos,
presentan estereoespecificidad; son activados por la (-)-noradrenalina, que es
el isomero natural presente en los terminales nerviosos simpaticos, pero no se
activan con (+)-noradrenalina (Stjarhe, 1974). Sin embargo, los receptores a
pre- y postsinidpticos no son idénticos y se diferencian por las potencias rela
tivas de las drogas agonistas y antagonistas. Por ejemplo, los agonistas clo-
nidina, oximetazolina y a-metilnoradrenalina son mis potentes para reducir la
liberacién nerviosa que para estimular los receptores postsinipticos; en cambio,
la fenilefrina y la metoxamina, son mAs potentes a nivel postsindptico (Starke y

col., 1974; 1975b).



Entre los antagonmistas la fenoxibenzamina es mids efectiva para bloquear los recep
tores a-postsinapticos que los presinipticos (Dubocovich y Langer, 1974), y el
prazosin bloquearia selectivamente a los receptores postsindpticos (Cambridge y
col., 1977). En cambio, la yohimbina bloquea preferencialmente los receptores
presinipticos (Starke y col., 1975a).

La funcidn de los receptores g-presinipticos estaria relacionada con los
flujos de Ca2+. Diversas evidencias experimentales sugieren que la activacién
de los receptores a-presinipticos disminuye la liberacidn de noradrenalina, debi
do a una inhibicidén de la entrada de Ca2+ al terminal nervioso (Stjarne, 1973;
1975a;Kirpekar y col., 1975; Gothert y Neumeyer, 1977; Drew, 1978). E1l Caz+, co
mo ya fuera dicho es esencial para la exocitosis del neurotransmisor.

En la Figura 3A, se esquematiza el mecanismo regulatorio a-presiniptico
y su posible relacidn con el Caz+.

Poco después de que se postulara la existencia del mecanismo autoinhibi
torio de la liberacidon de noradrenalina, surgié la hipdtesis de que dicha libera
cioén estaria regulada ademids, por un mecanismo facilitador, mediado por la acti-
vacidn de receptores adrenérgicos presindpticos de tipo g (Langer y col., 1974;
Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Dahlof y col., 1975; Hedqvist y Moawad, 1975;
Stjarne y Brundin, 1975). Esta hipdtesis surgié del hecho que los agonistas B8
aumentaban la liberacidn de noradrenalina inducida por el estimulo nervioso sim
patico y también se basd en el hecho de que en algunos tejidos, los bloqueantes
B disminuian la liberacién del neurotransmisor. En la sinapsis (Figura 3B), los
receptores f-presinipticos serian activados por el mismo neurotransmisor simpati
co (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Langer, 1977) o bien,

por las catecolaminas circulantes (Stjdrne y Brundin, 1975; 1976).

La facilitacién de la liberacién de noradrenalina mediada por la activa
cién de receptores presinapticos g seria independiente del tipo de receptores a
o B involucrados en la respuesta del 8rgano efector. Las evidencias que sugie-
ren la existencia de este mecanismo regulatorio, se han hallado en el corazon de
cobayo (Adler-Graschinsky y Langer, 1975)donde los receptores son de tipo B8, y
también se verificaron en la membrana nictitante de gato, en el oviducto humano
y en diferentes vasos sanguineos (Langer y col., 1974; Hedqvist y Moawad, 1975;
Stjdrne y Brundin, 1975; 1976), tejidos donde las contracciones inducidas por

noradrenalina dependen de la activacidn de receptores a.
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Los procesos por los cuales la activacidn de receptores presindpticos 8,
podria conducir a un incremento en la liberacién del neurotransmisor simpédtico,
no se conocen ain. No obstante, se ha sugerido (Figura 3B) que podria depender
de un aumento en los niveles de AMP. &iclico en los terminales nerviosos noradre-
nérgicos (Adler-Graschinsky y Langer, 1975). Esta hipdtesis se apoya en los si-
guientes hechos: a) la estimulacién del receptor B-postsindptico se acompaiia ge
neralmente de un aumento en los niveles de AMP ciclico tisular y se piensa que
hay una relacién causa-efecto entre dicho nucleétido y la respuesta del drgano
efector (Anderson y col., 1972; Carlsson y Butcher, 1972; Honeyman y col., 1978);
b) el AMP ciclico y los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa aumentan la 1li-
beracidén de noradrenalina y de dopamina-B-hidroxilasa inducida por estimulacidn
nerviosa en el conducto deferente de cobayo y en el bazo perfundido de gato
(Wooten y col., 1972; Cubeddu y col,, 1975). Esto mismo se observa en el céra-
z6n de cobayo, luego de bloquear los receptores presindpticos a con fenoxibenza
mina (Langley y Weiner, 1978).

Con el objeto de ampliar el conocimiento de la regulacién de la neuro-
transmisién simpdtica a través de receptores presindpticos g, en el Capitulo I
del Trabajo de Tesis, se estudiaron diversos aspectos relacionados con la accidn
del agonista B isoproterenol y del antagonista 8 propranolol sobre la liberacidn
de noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa. Como modelo experimental
se utilizd el bazo perfundido de gato, marcado con 3H-noradrenalina. Se analizo:
(a) si los efectos del isoproterenol dependen de la concentracidn de la droga y
si los efectos revierten al quitarse la droga del medio de perfusidon; (b) si los
efectos del isoproterenol son prevenidos mediante el agregado del bloqueante B
propranolol; (c) si los receptores B-presindpticos presentan estereoespecifici-
dad; para ello se compararon los efectos del (-) y el (+)-isoproterenol; (d) si
la eficiencia del mecanismo mediado por receptores B-presindpticos, se relacio-
na con la frecuencia de estimulacidn.

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

En el corazdn aislado de la rana se comprobd que al descender la tempera
tura disminufa la capacidad del propranolol para bloquear las respuestas inotrdopi-

cas inducidas por adrenalina y que, al mismo tiempo aumentaba la inhibicidn debida
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a fenoxibenzamina, un bloqueante de los receptores a (Kunos y Szentivanyi, 1968;
Kunos y Nickerson, 1976). Similares resultados se obtuvieron en el corazdn ais-
lado de la rata estimulado con noradrenalina. En esta preparacidén, también se
observd que a bajas temperaturas disminufa la potencia del isoproterenol, y que
aumentaba la potencia de la fenilefrina (Kunos y Nickerson, 1977). Estas y o-
tras evidencias dieron origen a la hipdtesis de que el receptor adrenérgico ten
dria una conformacidn alostérica, con caracterditicas de receptor tipo g a tem-
peraturas altas y de tipo a a temperaturas bajas.(Kunos y Szentivdnyi, 1968; Ku
nos y col., 1973; Kunos y Nickerson, 1976, 1977).

Buckley y Jordan (1970) en cambio, sugirieron que en el corazdén de la
rana habria dos poblaciones independientes de receptores a y B, cuyas activida-
des dependerian de la temperatura; Estos antecedentes acerca de la influencia
de la temperatura sobre los receptores B cardiacos, nos llevaron a investigar
(Capitulo II) si la temperatura influfa de algiin modo sobre los receptores presi
nipticos B. En el bazo perfundido de gato, se estudiaron los efectos del agonis
ta B isoproterenol sobre la liberacién de.noradrenalina inducida por estimulacidn
nerviosa, bajo diferentes condiciones de temperatura. Como la regulacidn de la
neurotransmisidn simpdtica a través de receptores g podria involucrar un aumento
de los niveles de AMP ciclico (Adler-Graschinsky y Langer, 1975), también se es-
tudid la influencia de la temperatura sobre los efectos de dos inhibidores de 1la
fosfodiesterasa: l-metil-3-isobutilxantina (MIX)y papaverina.

Un factor importante que podria influir sobre la eficiencia de la regu-
lacidn de la neurotransmisidn simpdtica a través de receptores adrenérgicos pre-
sindpticos, es la edad del animal.

Fleisch y col. (1970) demostraron que la actividad de los receptores g-
postsindpticos en la aorta toradcica de vafias especies de mamiferos, disminuye
cuando aumenta la edad del animal. Por otra parte, Swedin (1972) observd que
las respuestas a la estimulacidn nerviosa en el conducto deferente de la rata,
eran bloqueadas por los antagonistas a sblamente hasta el 11° - 15° dfa de vida;
en los animales de mis edad, las mismas dosis de bloqueantes resultaban inefecti
vas. Teniendo en cuenta hestos hechos, en el presente trabajo (Capitulo iII) se
investigé si habia alguna diferencia a nivel de los receptores a y B-presindpti
cos de la aorta tordcica de gatos jovenes y adultos. Con este objeto se compara
ron, en estos dos grupos de animales, los efectos del isoproterenol y la fentola

mina sobre la liberacidn de noradrenalina inducida por estimulaci8n nerviosa.
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SEGUNDA PARTE: EFECTOS DE PIMOZIDE ENEL MUSCULO LISO VASCULAR

Los neurolépticos son bloqueantes de los receptores dopaminérgicos en el
sistema nervioso central (Andén y col., 1970; Miller y col., 1974; Seeman, 1977),
y tambi&n antagonizan los efectos de la dopamina en tejidos periféricos.

Una de estas drogas, el pimozide, ha sido utilizada para caracterizar re
ceptores dopaminérgicos en arterias (Imbs y col., 1974; Al-Jeboory y Marshall,
1977) y en terminales nerviosos simpaticos (Emero y Langer, 1975; Ilham y col.,
1976). Sin embargo, en algunas preparaciomes de milsculo liso, los efectos de
pimozide no son especificos (Janssen y col., 1968; Hope y col., 1977; Quintan:,
1978) sugiriendo que en ciertos tejidos, el pimozide podria actuar a través de
un mecanismo no relacionado con los receptores _dopaminérgicos.

En el Capitulo IV del presente Trabajo de Tesis, se analiz§ el mecanismo
de accidn del pimozide en la arteria meseptérica y otros tejidos aislados de ga-
to, donde la droga antagonizd la contracciom dependiente de la actividad de adre
noceptores a. Estos estudios contribuyem a establecer las limitaciones del pi-

mozide como bloqueante dopaminérgico especifico en el miisculo liso.



METODOS

I.- MEDIOS DE INCUBACION Y PERFUSION

SOLUCION SALINA
Camposicidn (mM)
Krebs Tyrode Tris (1)

NaCl 118.0 136.9 154.0
KC1 4.7 2.6 5.4
cacl, 2.6(2) 1.8(2) 1.5
MgCl, 1.2 0.05 0.05
NaH2P04 1.0 0.32 —_——
NaHCO3 25.0 . 11.9 —
Glucosa 11.1 5.6 11.0
Tris (hidroximetil) o 6.0
aminometano
Acido ascérbico 0.11 0.11 0.11
NazEDTA 0.004 0.004 0.004

(1) La solucidén Tris (modificada de Goodman y ﬁeiss, 1971) se ajustd
a pH 7.4 agregando pequeiias cantidades de HC1l 6N.

(2) E1 CaCl2 se omitid cuando se utilizaron soluciones de Krebs o Ty

rode libres de calcio.

Las soluciones de Krebs y Tyrode se burbujearon constantemente con una

mezcla de 95%Z 0, + 5% CO,. La solucidon Tris se burbujed con 0,
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II.- DISECCIONES. TECNICAS DE PERFUSION E INCUBACION

II.1 Bazo perfundido

Se utilizaron gatos adultos (1.5 kg - 2.5 kg) de ambos sexos. Se les ad
ministrd 0.5 mg/kg (i.p.) de atropina y se los anestesid con &ter. Luego de
canular la trdquea y una de las venas femorales y de ligar las arterias carbti
das, los animales fueron espinalizados de acuerdo al mé&todo de Burn (1952).: En
otros casos, se trabajé con animales anestesiados con pentobarbital sédico (35
ng/kg., i.p.).

Para aislar y perfundir'el bazo se proch?S segiin el método descripto
por Thoenen, Huerlimann y Haefely (1963), con pequefias modificaciones.

Se abri8 el lado izquierdo del abdomen y se ligarom y cortaron las cone-
xiones vasculares que existen entre el bazo y el estSmago. Se separaron los te
jidos que rodean la arteria y la vena esplénica y se canularon ambos véaos san-
guineos. La cdnula de la vena se introdujo desde la vena mesentérica superior.
El bazo fue heparinizado inmediatamente para prevenir la coagulaci&d en la san-
gre. En los casos en que se requirié estimular las fibras simpdaticas postgan-
glionares, se colocd un par de electrodos de platino alrededor de la arteria es
plénica.

Se colocd el bazo en un pletismdgrafo conteniendo vaselina 1iquida y se
perfundid el Srgano con solucifn de Krebs, a una velocidad constante de 7.5 ml/
min. Para ello se utilizd una bomba de perfusidén contfnua Guldener Vario Pars-
pex II. Los cambios en la presién de perfusién debidos a las variaciones en la
resistencia vascular se midieron por medio de un manSmetro de mercurio y se re-
gistraron en un quimdgrafo (Figura 4A). En algunos casos como se especificard
mds adelante, se utilizd un transductor de presién Statham conectado a un polf-
grafo Grass, Modelo 7B.

La temperatura del bazo y la solucién de Krebs fue mantenida en 37°C o

27°C, de acuerdo al experimento.
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Figura 4 A: Sistema de perfusidn del bazo de gato.
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Figura 4 B: Perfusidon del lecho vascular del colon descendente de gato.
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1I.2 Perfusion del lecho vas-ular del colon descendente

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

Se aisld una porcidn del colon descendente de alrededor de 5 cm de longi-
tud junto con la arteria y la vena mesentérica inferiores (técnica basada en el
método de Boullin, Costa y Brodie, 1967). Se canularon ambos vasos sanguineos
y para evitar la coagulacién de la sangre se perfundié solucidn de Krebs con he
parina.

Se colocd la preparacidn enun pletismdgrafo donde se la sujetd por medio
de una varilla de vidrio (Fikura 4B). El colon se cubri8 con vaselina liquida
y se perfundid el lecho vascular con solucién de Krebs a 37°C de acuerdo a la
técnica descripta para el bazo. La velocidad de perfusidn fue de 2 ml/min.

Los cambios en la presién de perfusidn se midieron con una transductor de

presién Statham y se registraron en un poligrafo Grass, modelo 7B.

I1.3 Aorta toracica superfundida

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

Se abrid la cavidad tordcica y se extrajo la porcidn supradiafragmitica
de la aorta. Luego de quitar los tejidos circundantes,la aorta se cort§ en es-
piral siguiendo un dngulo de 45°. De esta forma se obtuvo una tira de 2.5 x 0.5
cm aproximadamente.

La arteria se coloc6 en un baifio dé 7 ml de capacidad y se la sostuvo por
medio de dos electrodos de platino, a través de los cuales se aplicd estimula-
cidn de campo. El electrodo inferior era recto y estaba fijo a la pared del
bafio mientras que el electrodo superior, en forma de gancho, era mévil y se
unia con un transductor de fuerza Grass FT 03 (Figura 5). De esta forma se mi
dié la contraccidn isomé@ttrica del miisculo liso, inducida por la estimulacién
transmural. Las respuestas musculares se registraron en un poligrafo Grass,

modelo 7B. La tensidn de reposo se ajustd a 2.5g.



solucidn de Krebs

Figura 5: Sistema de superfusidn de la aorta toracica de gato.
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El tejido se superfundi§ con solucidn de Krebs a 37°C, por medio de una
bomba peristdltica Harvard, con velocidad de 1.5 ml/min,

La diferencia entre esta técnica de perfusidn y las anteriores radica
en que en el bazo y el lecho vascular del colon, la solucidn de Krebs y las
drogas que se agregan, llegan a los tejidos a través de la luz de los vasos
sanguineos. En cambio, durante la superfusion de la aorta, el 1fquido baiia

no s88lo la pared interna sino tambi&n la pared externa de la arteria.

II.4 Membrana nictitante aislada

Se utilizaron gatos de lés mismos grupos de:edades y anestesiados de la
misma forma que en la seccidn anterior (II.3). Se extrajéron los ojos y se a
isld el miisculo medial de la membrana nictitante junto con las fibras simpiti
cas postganglionares, las cuales provienen del nervio infratroclear. La di-
seccifn se realiz6 con el auxilio de una lupa. El cartilago donde se inserta
el misculo medial se fij6 a 1la parte inferior de un baiio de 5 ml. de capacidad
que contenia solucidn de Krebs a 37°C.

El extremo superior del milsculo se conectd a un transductor de fuerza
Grass FT 03 y la tensifn desarrollada se registrd en un poligrafo Grass. El
nervio infratroclear se apoyd sobre dos electrodos de platino para la poste-
rior estimulacidn eléctrica. La tensién de reposo se ajust§ a 2.5 gramos y la

solucidn de Krebs se renovd cada 10 minutos.

1I.5 Tiras aisladas de bazo (cdpsula esplénica)

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

Se extrajo el bazo de la cavidad abdominal y se aislaron dos tiras de
2.0 x 9.5 cm aproximadamente. A su vez, cada una de estas tiras, se separd
en dos partes, mediante un corte a través del parénquima. S&lo se utilizé la
mitad contraria al hileo del bazo.

Uno de los extremos del tejido se fijo a la parte inferior de un ‘baiio
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de drgano aislado de 10 ml de capacidad. El extremo opuesto se unid a un
transductor de fuerza Grass modelo 7B. De esta forma se registrd la contrac
cidn isométrica de la cdpsula esplénica. La tensidon de reposo se fijd en
2.0 gramos.

Como medio de incubacidn se utilizd solucién de Krebs, que se renovd

cada 10 minutos. La temperatura se mantuvo en 37°C.

I1.6 Arteria mesentérica inferior aislada

Se utilizaron gatos del mismo peso que en la seccidn II.5 y se usS el
mismo método de anestesia. -

Se extrajo la arteria mesentérica inferior y se quitd el tejido conec-
tivo circundante. La arteria se corté en espiral, de la misma forma que la
aorta (Seccién II.3). Se obtuvieron asi dos tiras de 1.5 x 1.2 cm aproxima-
damente, las cuales fueron colocadas‘en bafios de drgano aislado de 10 ml de
capacidad. El liquido del baiio (Krebs, Tyrode o Tris) se renovd cada 10 mi-
nutos.

Las contracciones isométricas del misculo liso arterial se midieron
con el mismo sistema que en las tiras aisladas del bazo (Seccidén II.5). La

tensién de reposo se ajustd a 2.5 gramos.

III.- METODOS RADIOQUIMICOS

Con el objeto de medir la libefacién de noradrenalina inducida por es-
timulacidn nerviosa y para estudiar el efecto de las drogas sbre dicha libe-
racion, se marcaron los depdsitos enddgenos del neurotransmisor con 3H—nora—
drenalina y se midid el eflujo de radiactividad total. En estos experimentos
se utilizaron el bazo, la aorta toracica y la membrana nictitante de gato.

(Ver las técnicas de preparacidn en la Seccidn II de 'Métodos").
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II1I.1 Bazo perfundido

Luego de una hora de perfusidn con solucion de Krebs, los depdsitos
endégenos de noradrenalina se marcaron mediante una infusién, en 10 minutos,
de 60 yCi de (-)-7-3H-noradrenalina (New England Nuclear Corporation, Boston
U.S.A.; actividad especifica 4-6 Ci/mM).

A continuacidn, el bazo se perfundid con solucidon de Krebs, durante
80 minutos. De eaéa forma se eliminaba la “H-noradrenalina captada en el te
jido extraneuronal y se llegaba a un estado estacionario en el eflujo de ra-
diactividad desde los terminales nmerviosos. Concluido el tiempo de lavado,
comenzaron los perfodos de ebtimulacién nerviosa. Las fibras simpdticas post
ganglionares se estimularon a través de dos electrodos de platino colocados
alrededor de la arteria esplénica (Métodos, seccion II). Se utiliz8 un esti-
mulador Grass S 44 y se aplicaron pulsos de onda cuadrada de 0.1 mseg de dura
cién y con voltaje supramiximo. El voltaje supramidximo se determin§ en cada
preparacidn al comienzo del experimento.

Antes, durante y después de los periodos de estimulacién nerviosa, el
efluente venoso se recogid en muestras de un minuto para la posterior deter-
minacidn de la radiactividad. Con el objeto de remover los gldbulos rojos,
las muestras se centrifugaron a 1000g. durante 15 minutos.

Los cambios en la presidn de perfusidn se registraron mediante un ma-
németro de mercurio conectado con un quimdgrafo (descripto en la Seccién II).

Cuando los periodos de estimulacién se llevaron a cabo en presencia de
alguna droga, la misma se agregd al medio de perfusién entre 10 y 20 minutos
antes del periodo de estimulacidén correspondiente. ‘Para ello, la solucifn
normal de Krebs se cambiaba por otra conteniendo la droga en la concentracifn
requerida.

Con el objeto de investigar los efectos del (-) y el (+)- isoprotere-

nol y del (-)-propranolol, los nervios esplénicos se estimularon con trenes

de 120 pulsos a 1 Hz; en cada experimento se llevaron a cabo hasta siete pe-

riodos de estimulacién (S1 - 87),separadoa por intervalos de 29 minutos, y
en las siguientes condiciones:

a) S3,Sa.y“85_se realizaron en presencia de (-)-isoproteremol 0.14,1.4 y 14.0 nM,respec



tivamente. En cambio, los dos primeros (S1 - Sz) y los dos @ltimos perfodos
de estimulacién (S6 - S7) se llevaron a cabo en condiciones controles, sin a
gregar ninguna droga a la solucién de Krebs.

b) S3 y S4
nM, respectivamente, mientras que Sl' 82 y SS' se hicieron en condiciones con

se llevaron a cabo en presencia de (+)-isoproteremol 14.0 y 140.0

troles.

c) Cuando se utilizd (-)-propranolol 0.1 M, el mismo se agregd al medio de
perfusidén antes de S, ¥ permanecid hasta el final del experimento.

d) En un grupo experimental, 83, Sa y S5 se realizaron en presencia de (-)-
isoproterenol como en (a) pero con la diferencia que se agregd (-)-proprano-

lol al medio de perfusidn, como en (c).

Para investigar la influencia de la frecuencia de estimulacidén sobre

los efectos del (-)-isoproterenol, los nervios esplénicos se estimularon a

1 Hz y luego a 2 Hz, aplicdndose un total de 300 pulsos cada vez. Ambos pe-
rio&os de estimulacidn fueron repetidos en presencia de (-)-isoproterenol,’
14.0 nM )

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

En otros grupos experimentales se compararon los efectos de las dro-

gas sobre la liberacidn de noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa,

bajo distintas condiciones de temperatura. En estos casos las estimulaciones

se realizaron a 27°C o 37°C, pero se usd una sola temperatura en cada experi-
mento.

En los experimentos realizados a 37°C, la marcacidn con 3H-noradrenali
na y el lavado de 80 minutos con solucidn de Krebs se hizo en la forma habi-
tual. Se aplicaron cuatro periodos de estimulacién a 1 Hz (300 pulsos cada
vez), separados por intervalos de 31 minutos. La la. y 2a. estimulacién (Sl
y 52) se realizaron en ausencia de drogas. Las dos Gltimas (S3 y sa) se rea-
lizaron en presencia de una de las siguientes drogas: papaverina 27 M; l-me
til-3-isobutilxantina (MIX) 0.5 mM; (-)-isoproterenol 14.0 nM; fentolamina
3.1 uM.

Cuando las estimulaciones se realizaron a 27°C la marcacién del tejido
con (i)-7-3H-noradrenalina se realiz8 a 37°C, pero a los 50 minutos de iniciar

se el lavado, la solucidén de Krebs a 37°C fue reemplazada por otra, cuya tempe
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ratura era de 27°C. Ademis, se cambid la vaselina lfquida que recubria el &r
gano y lo mantenia a 37°C por otra a 27°C. Estos cambios se realizaron lo mis
rapidamente posible. La perfusifn continud durante 30 minutos més antes de
comenzar las estimulaciones,las cuales se llevaron a cabo de la forma descrip-
ta en el parrafo anterior.

Para cada uno de los disefios experimentales descriptos, se realizd un

grupo de experimentos controles, en el cual todas las estimulaciones se hicie

ron sin el agregado de drogas al medio de perfusidn.

III.2 Aorta toracica de gato

Las arterias provenientes de gatos adultos y jovenes se colocaron en
bafios de rgano aislado y se perfundieron con solucién de Krebs, de acuerdo
a la técnica descripta en la Seccidn II de Métodos. Luego de una hora de su
perfusién, los tejidos se incubaron durante 30 minutos con 70 wCi (10 pCi/ml)
de (3)-7-3H-noradrenalina (New England Nuclear Corporation, Boston, U.S.A.;
actividad especifica 7-9, Ci/mM). Durante este lapso de tiempo la perfusidn
fue interrumpida. La marcacidn fue seguida por un lavado de 10 minutos con
velocidad de perfusidén 3 ml/min. El lavado prosiguid con velocidad 1.5 ml/
min, durante 60 minutos adicionales antes de comenzar los perfodos de estimu
lacidon eléctrica.

La velocidad de perfusidn de 1.5 ml/min se mantuvo hasta el final del
experimento y el perfusato se recogid en muestras de 2 minutos (3 ml) para la
posterior medicidn de la radiactividad total.

La arteria fue estimulada transmuralmente por medio de un estimulador
Grass, modelo S 44, y se aplicaron pulsos de onda cuadrada, de 1 mseg. de du-
racién y con voltaje supramidximo. El voltaje supramiximo se determind previa
mente en cada preparacién, antes de la marcacidn con 3H-noradrenalina.

Se llevaron a cabo dos periodos de estimulacidén eléctrica (S1 y SZ) se
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 utilizd una sola frecuencia de estimu

lacidn en cada preparacidn.
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En un grupo de experimentos se investigl si en las condiciones de estimulacién
utilizadas, la liberacién del neurotransmisor simpatico era dependiente de la
presencia de calcio. Para ello, luego de los 10 primeros minutos de lavado
que siguieron a la marcacién con 3H-noradrenalina, la solucifn de Krebs normal
(CaCl2
omitid el CaClz. Luego de 68 minutos, y siempre en un medio libre de calcio,

2.2 mM) se reemplaz8 por otra de igual composicibn pero en la cual se

se llevd a cabo el primer perfodo de estimulacidn (Sl). La solucién normal de
Krebs se restituyd 23 minutos antes dé_Sz. En ambos periodos S, ¥8
1iz8 una frecuencia de estimulacidn de 10 Hz.

g 8€ uti

En el resto de los grupos experimentales, la concentracidn de calcio en
el 1fquido de perfusién se mantpvo en 2.2 mM.

Cuando se estudiaron los efectos de la fentolamina sobre la liberacidn
de noradrenalina inducida por estimulaciSn nerviosa, las arterias se estimula-
ron a 10 Hz, La fentolamina, en una concentracifn 3.1 uM se agreg§ al medio
de perfusidn antes del segundo perfodo 9e estimulacidn eléctrica (Sz) y perma-
neci8 hasta el final del experimento.

El mismo disefio experimental se empled para estudiar los efectos del
(-)-isoproterenol 14.0 nM. En estos experimentos las arterias se estimularon
por perfodos de 5 minutos a 2 Hz.

Para cada una de las frecuencias empleadas (2 y 10 Hz)se hicieron expe
rimentos controles, en los cuales ambos perfodos de estimulacifn se llevaron
a cabo en ausencia de drogas.

En todos los experimentos se registraron las respuestas contractiles
del mi@sculo liso inducidas por la estimulacidn eléctrica. La técnica utiliza

da se describid en la Seccifn 1I de "Mé&todos".
\ :

III.3 Membrana nictitante aislada

La membrana nictitante se incubd durante 30 minutos con 10 uCi/ml de
(19-7-3H-noradrenalina (New England Nuclear Corporation, Boston, U.S.A.; ac-
tividad especifica 7 - 9 Ci/mM). Conclufdo el periodo de incubacidn, el te
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jido se lavé con solucién de Krebs, que se removd cada 60segundos, durante los
primeros 8 minutos y luego cada 10 minutos durante los 120 minutos siguientes.
En un periodo de 10 minutos adicionales de lavado, el 1Iquido del baiio se reno
v6 cada 2 minutos. Recién en ese momento comenzaron los perfodos de estimula-
¢idn nerviosa.

En cada experimento se aplicaron dos periodos de estimulacidn nerviosa
(Sl y 82) separados por un intervalo de 60 minutos. Se utilizé un estimulador
Grass y en cada periodo se aplicéd un total de 1200 pulsos a 10 Hz (pulsos de
onda cuadrada, 0.5 mseg de duracién y voltaje supramaximo). Cuando 82 se lle-
vG a cabo en presencia de fentolamina 3.1 pM, la droga se agregé al bafio de in
cubacidén antes de la estimulacidn y permanecid hasta el final del experimento.

Se determind el eflujo de radiactividad total antes, durante y después
de cada estimulacidn. Para ello se recolectaron muestras del liquido del bario,

despu@s que la solucidn estuviera en contacto con el tejido durante 2 minutos.

III.4 Bazo perfundido, aorta tordcica y membrana nictitante de gato. Medicidn

de la radiactividad en las muestras del perfusato o medio de incubacidn.

La radiactividad total de las muestras se midiS§ en un contador de cente-
lleo 1liquido. Se tomaron alicuotas de 1 ml a las que se agregaron 10 ml de 1i-
quido centelleador de la siguiente composicién: tolueno, 600 ml; Tritén X 100,
300 ml; etanol absoluto, 100 ml; 2,5 difeniloxazol (PPO), 5g.; 1,4-bis-2-(5-
feniloxazolil) benceno (POPOP), 0.lg.

Por otra parte, al finalizar los experimentos, los tejidos fueron secados
con papel de filtro y fueron pesados. El bazo fue homogeneizado en 10 ml de &ci
do percldrico 0.4 N frio por gramo de tejido, conteniendo 1 mg/ml de Nazso3 yl
ng/ml de Naz EDTA. Para la aorta y la membrana nictitante ge utilizaron 5 ml de
la misma solucién.

Los homogenatos se mantuvieron a 4°C durante 60 minutos y luego se los
centrifugé a 1000g durante 15 minutos. Se tomS una alicuota del sobrenadante

para medir la radiactividad total.
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I11.5 Calculo de la radiactividad presente en las nuestras del perfusato o

medio de incubacidon y en el tejido. Liberacion fraccional de 3H—

noradrenalina.

La radiactividad de las muestras y el tejido se expresd en desintegra

ciones por minuto y se calculd mediante la siguiente ecuacién:

cpm x V x 100

;dpm =
Va x Ef.

dpm: desintegraciones por minuto

cpm: cuentas por minuto ‘

V : volumen (ml) de la muestra o de la solucién en que se homogeneizd el te
jido

Va : volumen de la alicuota

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

Para conocer la eficiencia (Ef) se determinaron las cpm en una canti-

dad conocida de agua tritiada y se hizo el siguiente calculo:

cpm 3H2 0

Ef = x 100

dpm 3H2 0]

. . . 3 .
Liberacidén fraccional de “H-noradrenalina

Para calcular la liberacidn de'noradrenalina por estimulacidn nerviosa
se procedid de la siguiente forma:
a) La radiactividad total liberada durante el perfodo inmediatamente anterior
a la estimulacidn se considerd como indice del eflujo esponti@neo de radiacti-
vidad desde los terminales nerviosos simpdticos. Dicho valor se restd de las
muestras obtenidas en los perfodos de estimulacidn y postestimulacidn.

b) Para cada periodo de estimulacidn se calculd la liberacién fraccional de

3H—noradrenalina por pulso, es decir: la sumatoria de todos los incrementos por




3

encima de los niveles basales de radiactividad, expresada como una fraccion
de la radiactividad del tejido en el momento de comenzar la estimulacidn y
dividida por el nimero total de pulsos aplicados.

3 zzdpm muestra~-dpm basal)
Liberacidn fraccional de “"H-noradrenalina por pulso =

N° de pulsos x dpm en
el tejido al comienzo de
la estimulacién

Cuando el andlisis de los datos lo requirid, se calculd la liberacidén

fraccional de radiactividad en cada muestra:

dpm en la muestra

Liberacidn fraccional de radiactividad =

dpm en el fejido en el momento de
obtener la muestra

IV.- CURVAS DE DOSIS-RESPUESTA

Con el objeto de analizar los efectos del pimozide sobre la contraccidén
del misculo liso vascular, se estudiaron los efectos de dicha droga sobre las
respuestas inducidas por (-)-noradrenalina y otros agentes vasoconstrictores en
lechos vasculares perfundidos y arterias aisladas de gato. También se utilizd
un tejido no vascular: la cd@psula esplénica.

En todos los experimentos, los tejidos se perfundieron o incubaron duran
te una hora (las técnicas correspondientes figuran en la Seccién II de 'Metodos")

antes de comenzar las determinaciones.

IV.l Bazo y lecho vascular del colon perfundido

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

respuesta inducidas por (-)-noradrenalina, la cual se agregd en forma acumulati-
va. Para ello, se perfundieron concentraciones crecientes de (-)-noradrenalina,

preparadas en solucidn de Krebs. Cada concentracién se perfundia hasta que la
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presidn de perfusién alcanzaba un valor constante. Entonces, se cambiaba ri-
pidamente esa solucidn por otra conteniendo una concentracidén de noradrenali-
na tres veces mayor. La presidn de perfusién se midi§ por medio de un trans-
ductor de presidn Statham y se registrd en un poligrafo Grass, modelo 7B.

En cada experimento, se determinaron dos curvas de dosis-respuesta, se-
paradas por un intervalo de 40 minutos. El pimozide se agregd al medio de per
fusidén 20 minutos antes de la segunda curva y permanecid hasta el final de la
miema.

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 cénula arterial.

IV.2 Arteria mesentérica inferior aislada y tiras aisladas de bazo (cdpsula

esplénica)

Se determinaron curvas de dosis-respuesta a la (-)-noradrenalina, en teji
dos incubados en solucidn de Krebs. La (-)-noradrenalina se agregé en forma a-
cumulativa de tal forma que la concentracidén del bafio se incrementaba tres ve-
ces, cuando la respuesta contractil para la dosis anterior alcanzaba un valor
estable. En cada preparacidn se determinaron dos curvas de dosis-respuesta, se
paradas por un intervalo de tiempo de una hora. Durante este periodo, la solu-
cidn del baifio de incubacidn, se removd cada 10 minutos. Cuando la segunda cur-
va se determiné en presencia de pimozide o fentoiamina, las drogas se agregaron
al bafio de incubacién 20 minutos antes del comienzo de la curva y permanecieron
durante la determinacién de la misma,

En algunos experimentos, las arterias se incubaron en solucidn Tris y se
agregd una misma dosis de (-)-noradrenalina (0.18 6 1.8 W) cada 20 minutos. U-
na vez que las respuestas se estabilizaban, se repetia la determinacién en pre
sencia de pimozide o fentolamina. Se emplearon diferentes perfodos de preincu
bacién con los bloqueantes (desde 30 segundos hasta 20 minutos). La determina
cion de las respuestas inducidas por noradrenalina continuaron después de qui-

tar los bloqueantes del medio de incubacidén. En cada arteria se emple§ una sd
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la dosis de (-)-noradrenalina, un sdlo bloqueante y un sdlo periodo de preincu-
bacién con pimozide o fentolamina,
En arterias incubadas en solucidn Tris, también se investigaron los efec-

tos de pimozide y fentolamina sobre las curvas de dosis-respuesta inducidas por

potasio (KCl). Se determinaron dos curvas en cada preparacidén. La concentra-

cidn de KCl en el medio de incubacidn se duplicaba cada vez que la respuesta
contractil alcanzaba un valor estable. El pimozide y la fentolamina se agrega-
ron 20 minutos antes de comenzar la segunda determinacién. Al finalizar la se-

gunda curva se agregaron concentraciones crecientes de CaCl2 (hasta 11,9 mM),

En la arteria mesentérica inferior también se estudiaron los efectos de

pimozide y fentolamina sobre las respuestas inducidas por dosis acumulativas de

calcio.

Como medio de incubacidn se utilizé salucidn de Tyrode, que comparada
con la solucidn de Krebs contiene bajas concentraciones de POZ—X CO3: Se evi-
té de esta forma la precipitacién de sales de calcio.

La arteria se incubd de 60 a 90 minutos con solucidn de Tyrode libre de
calcio, con lavados cada 10 minutos. Concluido este periodo se agregd una do-
sis mixima de (-)-noradrenalina (18 yM) al bafio de incubacidén y al cabo de 1
minuto se agregd CaClz, en concentraciones crecientes. La concentracidn de
CaCl2 en el bano se incrementaba 4 veces cada vez que la respuesta contractil
llegaba a un valor constante.

La determinacidn se repitid 60 minutos mds tarde y durante este interva-
lo de tiempo, el tejido permanecid .en un medio libre de calcio. Para la segun
da curva de dosis-respuesta se utiliz§ (-)-noradrenalina en una concentracidn
180 yM y 20 minutos antes de comenzar la determinacidn se agregd pimozide al

medio de incubacidn.

Los datos estadisticos 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-Winthrop Research Institute,.

U.S.A.)
(+)-isoproterenol bitartrato (Sterling-Winthrop Research Institute, U.S.A.).
(-)-propranolol clorhidrato (Imperial Chemical Industries, 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 & Co.; U.S.A.).
pimozide (1-{1-[4,4-bis(p-f1uoropheny1) butyl[-é-piperidil}-2-benzimidazolinone)

(Janssen Pharmaceutica N.V.,‘Belgium).
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CAPITULO 1

MODULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA. FUNCION DE LOS RECEPTORES 8
PRESINAPTICOS

INTRODUCCION

Se ha postulado que la liberac£6n de noradrenalina inducida por estimula
cidn nerviosa, seria facilitada a través de un mecanismo mediado por la activa-
cién de receptores presindpticos de tipo 8 (Figura 3B). Esta hipStesis surgid
al comprobarse que en diversos‘tejidos, los agonistas B aumentaban la liberacién
del neurotransmisor simpatico (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer,
1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976) y que, en algunas preparaciones, los antago
nistas B disminuian la liberacidn de noradrenalina inducida por estimulacidn
nerviosa (Adler—Graschinsky y Langer, 1975; Dahlof y col., 1975).

El objetivo de este estudio fue ampliar el conocimiento sobre la naturale
za y funcién de los receptores presindpticos 8.

Utilizandose el bazo perfundido de gato como modelo experimental, se inves
tigdé si el efecto del isoproterenol sobre la liberacién del neurotransmisor simpa
tico dependia de la concentracidn de la droga y de la frecuencia de estimulacién.
También se investigd si los receptores presinipticos son B estereoselectivos. A
demiis, con el objeto de comprobar si los efectos del isoproteremol sobre la libe-
racidén de noradrenalina se debian realmente a la activacidn de receptores B, se
investigd si la accidn del isoproterenol era prevenida por el antagonista B propra

nolol.
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I.1 Efectos del (-) y (+)-isoproterenol sobre la liberacidn de 3H-noradrenali-

na_inducida por estimulacion nerviosa en el bazo perfundido de gato.

El bazo perfundido de gato se marcd con 3B-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 perfusidn 10 minutos antes de la estimulacidn correspondiente.

La radiactividad liberada como consecuencia de la estimulacidn nerviosa,
se expfes& como liberacidn fraccional de tritio por pulso (ver 'Métodos").

En los experimentos controles, los valores de dicha liberacidn fraccio-
nal se mantuvieron constantes a través de siete periodos de estimulacién nervio
sa (Tabla 1). En cambio, cuando la 3a, 4a y 5ta gstimnlaci6n (S3, 84 y 55) se
llevaron a cabo en presencia de (-) isoproterenol 0.14, 1.4 y 14.0 nM, respecti
vamente (Tabla 1), se registrd un aumento en la liberacidén fraccional de radiac
tividad con respecto a las estimulaciones controles sin droga (S1 yvsz).

Los incrementos,sin embargo, no fueron estadisticamente significativos
debido a la dispersion de los datos.

Una forma de normalizar los resultados consiste en expresar la liberacién
fraccional de radiactividad por pulso en cada periodo de estimulacibn (Sx), como
un cociente con respecto a Sl. dentro del mismo experimento. Los resultados, ex
presados en esta forma se pregsentan en la Figura 6. Como puede observarse, el
(-)-isoproterenol aumentd, en forma dependiente de la concentracién, la libera-
cién de radiactividad inducida por estimulo nervioso. Con 1.4 y 14.0 nM de (-)
isoproterenol, la liberacién de tritio aument§ en un 257 y en un 60 Z, respec-

tivamente por encima de los valores controles correspondientes; dichos incremen
\ n

‘toe fueron estadisticamente significativos. En la Figura 6B se observa ademis,

que el efecto del (-)-isoproterenol fue revertido r@pidamente, al quitarse la
droga del medio de perfusidn.

A diferencia del (-)-isoproterenol, el isémero (+) (Figura 6C, Tabla 1)
no modificé la liberacién fraccional de tritio por pulso, ni alin cuando la con-

centracién fue de 140 nM.



41

*0383 ap OpPTpunjiad ozeq @ U@ ®BOTAIaU UOTIBTNWIISd l0d ®PTONPUT

n:..n._”q:uuvnuoclmn 9P UQTO®BIAQIT B 31q08 TouaxajoxdosT-(+) 12 X TouaxajoxdosT-(-) Tap 6039937 :[ VIEVL

€2°1T .. §5°1 €2°1 Le 1 911
+ + + + + 0SI-(+)

15°¢ 61°S o9y €y Ly

RU09T  WUQ° 9]

0L°0 9L°0 e 1 L6°0" 6L°0 €9°0 9L°0
+ + ¥ + + ¥ + 0SI - (-)

LSy 199 8L°L 10°9 92°S Ly £8°Y

RUQ* 91 Wu9°1  Ruyy'o .

€51 L9 1 96 1 €5°1 61°1 €2°1 62°1
+ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ TOYINOD

§9°¢ $6°S 98°¢ 8S°¢ §s°¢ 6L°C oL

L 9 S Y € z 1

S S S s s s S IVINARI¥3dXd
¥Od TYNOIDOVMA NOIOVMAGIT 04NYd

(®) Am-oﬁxv 0s'1nd




*sojuawriadx® ap olswnu :u

*®TIPoW B] 3P PIBPUBIS 10119 [d 4 SOTPaW BIIOTBA SO UBOITIPUT 9§
*837013U0D SIUOTOITPUOD UI O2TIY 28
S83UOTOBTNUI18d SB] 9P 03631 [ °IJuamWeATIdadsaa .qw £ nm ap sajue sojnutw O] oB8218® 38 Ku 0Oyl

£ 0°91 * {0SI-(+) } Touaaajoadost-(+) Td *3jusmeATIOdSA1L .mm £ #m .nm ap sajue sojnulw (] uUQTSNy
I2d ap orpou T® 08218® @8 Ku 0°9] £ H°T ‘91°0 2P SIUOTIVIIUIOUOD UD {os1-(-) wﬁouquuouaouﬂlalv 13

* (outxepweidns afe3ToA £ uQyowanp ap *3asu [°(Q Ip EpPEIpPEND BPUO 3P
sosTnd) sojnuTw Z 23juvinp ‘zZH [ ¥ UOIBNUIISd 38 BOTAIAU 807 .Anm - ﬂmv BSOTAIdU uQIdETNWIY

-5 3ap soporiad soATS3IONS ua osInd 1od EPe1aqTIT OpTLa] T2p [PIOI PEPTATIOETIPEL BT 2P UOTIOBI4 (B)

*039d op opfpunjiad 0z®q [® U9 BSOJAIPU UOTOE[NWIIEd 10d BPFoNpUT BUTWU

|uuvnuo=|=n 9P UQTIOWIAqQYT BT 31q08 TOUa13301doST-(4+) T2 £ ToualajoiadosI-(-) [ap 6030933 :{ VIAVL




43

=
o
1

—
>
)

—
(=]

Liberocion deH por pulso(S»/5:)
b "
(@]

o
-2

I---I L—' I/

—

Control

S2S3 5,55 S S7 S25354 555 57 52535 S
{

10 o, i
(IS0 (nM)

)150(nM)

fundido de gato.

Figura 6: Efectos del (=) vy (+)-isoproterenol sobre la liberacidn de
noradrenalina inducida nor.estimulacic?n nerviosa en el bazo per-

Abscisas:

szas

3H-

7 indican sucesivos perfodos de estimulacidn nerviosa (1 Hz,
‘2 minutos, pulsos de onda cuadrada de 1 mseg. de duracidn y volta
je aupr.amiximo).

Ordenadas: cociente entre la liberacidn fraccional de tritio por pulso en

cada periodo de estimulacidn (sx) y el primer periodo (s;)-

A: controles (0—D); B: 83. S‘. y S5 en presencia de (-)-isoproterenol 0.14,
terenol 14.0 y 140.0 nM, reepectivaménte (---4).

1.4 y 14,0 nM respectivamente (6---9); C: S3 y Sa en presencia de (+)-isopro

|

de la estimulacidn correspondiente.

Cada concentracidn se agregé al medio de perfusidn 10 minutos antes
correspondiente.

Los simbolos indican la media + el error standard de la media de 4 expe
rimentos. * p < 0.05;%*% p < 0.001 cuando se compara con el valor control
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1.2 Efecto del (-)-propranolol sobre la liberacidn del 3H-neurotransmisor.

En un grupo de experimentos, 22 minutos antes del segundo perfiodo de es-
timulacién (82) , 8e agregd (-)-propranolol 0.1 ¥ al medio de perfusidn y la
droga permanecid hasta el dltimo periodo de estimulacidon. Igual que en los ex-
perimentos anteriores, se aplicaron 120 pulsos con una frecuencia de 1 Hz.

El bloqueante B (-)-propranolol no modificd la liberacién de radiacti-
vidad inducida por estimulacidn nerviosa, cuando se consideraron sdlo 4 datos
(Figura 7B). Sin embargo, hubo una pequeia pero significativa disminucidén (p <
0.05) cuando se analiz6 un total de 18 experimentos. El cociente SZ/SI entre
las liberaciones fraccionales de radiactividad por pulso fue 0.87 + 0.04 (n =
18) cuando S2

correspondiente valor control fue 1.05 + 0.07 (n = 4).

se llevo a cabo en presencia de (b)rpropranolol, mientras que el

I.3 Prevencidn por el (-)-propanoclol de los efectos del (-)-isoproterenol.

Con el fin de analizar si el incremento en la liberacidom de radiacitivi
dad inducida por estimulacidn nerviosa en presencia de (-)-isoproterenol se de
bia a la activacidén de receptores B, se investigd el efecto de (-)-isoprotere-
nol pero agregando previamente (-)-propranolol al medio de perfusifn. Los re-
sultados se representan en la Figura 7C. All{ se muestra que el antagonista B
previno totalmente los efectos de (-)-isoproterenol (comparar con la Figura 6B).

Los valores absolutos de la liberacidn fraccional por pulso en presencia

de propranolol y de propranolol + isoproterenol, figuran en la Tabla 2,

I.4 Relacidn entre la cantidad de 3H-noradrenalina liberada durante la estimu-

lacidn nerviosa y los efectos del (-)-isoproterenol y (-)-propranolol en el

bazo perfundido de gato.

En la Figura 8, se relaciona la liberacién fraccional de radiactividad
por pulso obtenida durante la primer estimulacién (Sl) en cada experimento, con

el cociente SD/S1 para dos estimulacionés en el mismo experimento.
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Figura 7: Prevencidn por propranolol de los efectos del (-)-isoprotere-

renol sobre la liberacidn del 3H—neurotransmiaor inducida por

estimulacidon nerviosa en el bazo perfundido de gato.

Abscisas: S2 a S7 indican periodos sucesivos de estimulacidon nerviosa (1 Hz,
2 min., 0.1 mseg., voltaje supramaximo).

Ordenadas: cociente entre la liberacidn fraccional de tritio por pulso ob
tenido en cada perfiodo de estimulacién nerviosa (Sx) y el primer
periodo (Sl). |

A; 0~—0, controles (n=4); B: &—9, (-)-propranalol 0.1 MM se agregd 22

min. antes de 82 y permanecid hasta el final del experimento (n=4);

C: F—~—A, igual que B pero 10 min. antes de 83, Sk y 85 se agregd (-)-iso

proterenol, en concentraciones de 0.14, 1.4 y 14.0 nM respectivamente (n=7).

Los valores indican la media + el error standard de la media; n: nimero

de experimentos.
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Liberacion de 3H por puiso (50/5:)

25 SO 75 WO R5 WO
Liberacion de3H por pulso (x10°)en S

|
‘Bigura 8: Relacidn entre la liberacién de radiactividad durante la estimulacidn

nerviosa control y los efectos del (-)-propranolol y (-)-isoproterenol

en el bazo perfundido de gato.

Abscisas: Fraccidon de la radiactividad total del tejido liberada por pulso durante
el primer perfodo de estimulaciom nerviosa (Sl) en cada experimento.

Ordenadas: Cociente entre la liberacién fraccional de tritio por pulso obtenida en
dos periodos de estimulacidn perviosa (S1 y SD) en el mismo experimento.

En cada perfodo de estimulacidn se aplicaron 120 pulsos a 1 Hz,(0.1 mseg., voltaje

supramaximo).

A: (0), controles (n=19); (@), SD después de 22 minutos de agregar (-)-propramolol

0.1 M al medio de perfusidén (n=18).

B: (0), controles (n=18); (4), SD a los 10 minutos de agregar (-)-isoproterenol

146.0 nM al medio de perfusidén (n=7).

En A y B, la linea punteada representa la recta de regresidén para los experimentos

controles; la linea llenacorresponde a los experimentos con drogas.

r: coeficiente de correlacidn. Niveles de significacién: *p<0.05; **p<0.001
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Se observa (Figura 8A), que cuando mayor fue la liberacibén de tritio du-
rante la estimulacidn control (Sl), mayor fue el efecto inhibitorio de (-)-pro
pramolol durante § . Esto se visualiza a través de un menor valor de SD/sl'

En cambio, con (-)-isoproterenol 14.0 nM (Figura 8B).se observé la rela
cién inversa: a una mayor liberacién del neurotransmisor tritiado durante la es
timulacién control (Sl) correspondid un menor efecto facilitador del isoprote-
renol, es decir, un.menor valor de SD/SI'

En ambos casos, la correlacidn fue estadfisticamente significativa. Los

coeficientes de correlacidn y los niveles de significacidn pueden verse en la

misma Figura 8.

1.5 Influencia de la frecuencia de estimulacién sobre los efectos del (-)-iso-

Eroterenol.

En estos experimentos,los nervios esplénicos se estimularon a 1 Hz y lue
go a 2 Hz, aplicdndose un total de 300 pulsos cada vez. Ambos perfodos de esti
mulacién fueron repetidos en presencia de isoproterenol 14.0 nM. En los experi
mentos controles los cuatro perfodos de estimulacidn nerviosa se llevaron a ca-
bo en ausencia de la droga.

El isoproterenol aument§ la liberacifn de radiactividad inducida por es-
timulacién nerviosa a 1 y 2 Hz, pero el efecto fue mas marcado para la frecuen-

cia menor (Figura 9).

1.6 Respuestas presoras inducidas por estimulacidn nerviosa en el bazo perfun-

dido de gato.

En los experimentos anteriormente descriptos, ademids de medirse la libe-
racién de noradrenalina inducida por estimulacifn nerviosa y las modificaciones
producidas por el isoproterenol y el propranolol, también se midieron las res-
puestas del drgano efector. Se registraron los cambios en la presidn de perfu-

8ifn, los cuales reflejan las variaciones de la resistencia vascular.
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Figura 9: Influencia de la frecuencia de estimulacidn sobre los efectos

del (-)-isoproterenol en el bazo perfundido de gato.

Ordenada:cociente de la liberacidn fraccional por pulso obtenida en el se

gundo (Sz) y en el primer (Sl) periodo de estimulacidén nerviosa.
En cada perfodo se aplicd un total de 300 pulsos (0.1 mseg., voltaje supra
maximo), a 1 Hz (A) o a 2 Hz (B).
C: controles (n=6); ISO: se agregd (-)-isoproterenol 14.0 nM al medio de
perfusidén 10 minutos antes del periodo de estimulacidn 82 (n=4).
Las barras indican la media + el error standard. * p<0.0l; ** p<0.005 cuan

do se compara con el valor control correspondiente.
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En condiciones controles (Tabla 3), las respuestas presoras permanecie-
ron constantes durante siete periodos de estimulacién nerviosa (1 Hz, 120 pul-
808) .

Cuando las 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 registrd una disminucidn de las respuestas,
cuando las estimulaciones se hicieron con (-)-isoproterenol en el medio de per
fusidn; en otro experimento, las respuestas aumentaron y en Otro Caso no se mo
dificaron. En todos los experimentos sin embargo, el (-)-isoproterenol habfa
aumentado‘la liberacién de norédrenalina inducidaipor estimulacidn nerviosa
(Figura 6B).

En presencia del antagonista § propranolol, las respuestas presoras ten
dieron a incrementarse con respecto al grupo control (Tabla 3). Esto se obser
vé especialmente en los tres }rimeros perfodos de estimulacidn (Sz, 83 y Sa)
en presencia del bloqueante. Recordemos que en estos cuatro experimentos (Fi-
gura 7B), la liberacidn del 3H-neurotransmisor no se habfa modificado con res-
pecto a los controles sin droga.

Cuando los 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 presidn de perfu-

8idn basal no se modificS por el agregado de isoproterenol o propramolol.
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En el presente trabajo, el (-)-isoproterenol aument§ en forma dependien
te de la concentracidn, la liberacidon de noradrenalina inducida por estimula-
cién nerviosa simpatica.

Dicho incremento estarfa relacionado con la actividad de receptores B
pues el antagonista B (-)-propranolol previno totalmente los efectos del ago-
nista. Estos resultados sugieren que en el bazo de gato, la liberacidn de nor
.adrenalina inducida por estimulacién nerviosa podria modularse a través de un
mecanismo facilitatorio de la exocitosis, mediado por la activacidn de recepto
res B-presindpticos, como fuera propuesto para otros tejidos inervados por el
sistema nervioso simpatico (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer,
1975; Hedqvist y Moawad, 1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976). Los receptores
presindpticos B serfan estereoéspecificos pues en ‘el bazo perfundido de gato, el
(+)-isoproterenol, aiin en una concentracidén 10 veces mayor que el isbmero (-),
no modificSd la liberacién de noradrenalina.

La estereoespecificidad tambi&n es una caracterfstica de los receptores

B-postsindpticos. En la aurfcula aislada de rata, el (-)-isoproterenol fue
1000 veces mids potente que el isdmero (+) para aumentar la frecuencia de lati
dos y la fuerza de contraccidén (Birnbaum y col., 1973).

Ademfis, en homogenatos del miocardio de cobayo, la (-)-noradrenalina fue
80 veces mds potente que la (+)-noradrenalina para activar la adenilato ciclasa,
efecto mediado por la estimulacién de receptores B (Krawietz y col., 1976). En
este mismo tejido por otra parte, las formas (-) de varios antagonistas B, inclu
yendo al (-)-propranolol,fueron mas potentes que las formas (+) para antagomizar
el efecto del isoproterenol sobre la actividad de la adenilato ciclasa y también
para desplazar al 3H-alprenolol unido al receptor B (Krawietz y col., 1976).

En el bazo perfundido de gato, el efecto del agonista B (-)-isoproterenol
sobre la liberacifn de noradrenalina, fue mayor durante la estimulacidn nerviosa
al Hz que a 2 Hz. Estos resultados sugieren que el mecanismo facilitatorio de
la liberacidn del neurotransmisor simptico, es mis eficaz cuando menor es la
frecuencia de estimulacién. Ello podrfa estar relacionado con la concentracidn
de noradrenalina que se alcanza en el espacio sinfiptico y con el hecho que los
receptores 8-presindpticos podrfan ser activados por el mismo neurotransmisor

liberado. Se ha postulado que durante la estimulacidn nerviosa simpatica, los
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receptores presindpticos B podrfan ser activados por la misma noradrenalina que
se libera al espacio sindptico y, que de este modo, el neurotransmisor regula-
ria su propia liberacién (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y col., 1975).
Considerando que la concentracién de noradrenalina que se alcanza en el espacio
sinfiptico es menor a 1 Hz que a 2 Hz, la ocupacifn de los receptores B-presindp
ticos por el neurotransmisor enddgeno, podrfa ser menor a la menor frecuencia
de estimulacidn. En consecuencia, el agregado de un agonista B exSgeno durante
la estimulacién nerviosa a 1 Hz, producirfa un efecto adicional mias marcado so-
bre la liberacidn del neurotransmigor.

El andlisis de los datos individuales obtenidos con (-)-isoproterenol y
(-)-propranolol, tambi&n apoyarfa. 1la hipStesis de que los receptores presindp-
ticos B pgdrian ser activados pbr la misma noraq?qnalina liberada al espacio si
ndptico. En el bazo perfundido de gato, se observd que a una mayor liberacién
del neurotransmisor enddgeno.en condiciones controles de estimulacién, corres-
pondid un menor incremento en dicha liberacién por accién del agonista B isopro
terenol; al mismo tiempo, correspondid una mayor inhibicidn por accién del anta
gonisia B propranolol. Estos datos sefialarian que la magnitud de los efectos
&el agonista y el antagonista exdgenos dependeria del grado de activacién de los
receptores B por la noradrenalina enddgena.

Sin embargo, tomando los datos en conjunto, se observd que la magnitud
del efecto del (-)-propranoclol.fue muy pequefia. La droga inhibid s8lo en un 10Z
la liberaciSn de noradrenalina inducida por estimulacién nerviosa. En el oviduc
to humano aislado y arterias y venas humanas aisladas, se obtuvieron resultados
similares a los del bazo perfundido, pues el efecto inhibitorio del propranolol
en estos tejidos fue nulo o muy leve (Hedqvist y Moawad, 1975; Stjdrne y Brundin
1975; 1976).

De todos los tejidos y &rganos aislados que se estudiaron, el Gnico caso
en que el propranolol inhibiS en forma marcada la liberacién de noradrenalina
(alrededor del 40%Z), fue en la aurfcula de cobayo (Adler-Graschinsky y Langer,
1975). E1 escaso efecto que tienme el propranolol en la mayorfa de los tejidos
"in vitro'", sugiere que en estas condiéiones el mecanismo mediado por receptores
B -presindpticos no desempeiiaria un papel importante en la regulacidn de la libe

racién del neurotransmisor.
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Stjarne y Brundin (1975) mostraron que los receptores g-presinip-
ticos podrfan ser activados por la adrenalina. Se propuso en consecuencia,
que dichos receptores podrian detectar las catecolaminas circulantes y que
contribuirfan a aumentar la secrecién . de noradrenalina desde los terminales
nerviosos simpdticos, cuando la secrecién de adrenalina por la médula adre-
nal se halla incrementada (Stjarne, 1975b; Stjd&rne y Brundin, 1975; 1976).

En apoyo de esta hipStesis, recientemente se informS que en la
aurfcula aislada de cobayo, el bloqueante B oxprenolol disminuyd la libera-
¢ibn de noradrenalina inducida por estfmulo nervioso pero s6lo cuando se a-
gregS adrenalina a los depSeitoP endSgenos del neurotransmisor (Rand y col.,
1978).

Estos resultados sugieren que la adrenalina podrfa ser un impor-
tante agonista fisiolSgico de los receptores B-presindpticos y podria expli-
car por qué en los tejidos aislados, geperalmente no se observa el efecto de

los bloqueantes B sobre la liberacién de noradrenalina.

El posible papel de la adrenalina como activador de los recepto-
res localizados en los terminales nerviosos simpaticos, también podrfa expli
car algunos resultados obtenidos con animales "in vivo', donde los bloquean-
tes B disminuyeron efectivamente la liberacifn de noradrenalina. En la pata
de gato, el (+)-propranolol disminuyé en un 40% aproximadamente la liberacidn
de 3B-noradrenalina durante la estimulacidn nerviosa simp&tica, cuando previa
mente se bloquearon los receptores é-pre y postainﬁpticos con fenoxibenzamina
(Ddhlof y col., 1975). Por otra parte, en perros anestesiados el bloqueante
B sotalol, redujo én un 80Z la liberacién de noradrenalina endSgena desde
las fibras simpiticas cardfacas estimuladas a 1 Hz y dicho efecto disminuyd

al aumentar la frecuencia de estimulacién (De Champlain y col., 1977).

Existen otros factores adicionales que parecen influir sobre los efec

tos de los bloqueantes By que contribuirfan a explicar el escaso efecto de dichas
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drogas sobre la liberacidén de noradrenalina en los tejidos aislados. Uno de es
tos factores podria ser el tiempo de contacto de la droga con los tejidos.

En ratas cronicamente tratadas con practolol, se produjo una inhibicién
de las respuestas presoras inducidas por estimulacidn nerviosa. Este efecto
se atribuyd a una menor liberacidn de noradrenalina y no se observé en los ani
males que 88lo recibieron una dosis del bloqueante (Lewis, 1974).

Por otra parte en un trabajo reciente (Adler-Graschinsky y Carrara,1978)
se compar§ la liberacién de 3H-noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa
en auriculas aisladas de ratas que habfan recibido propranolol 1 hora antes o du
rante los 15 dias previos al experimento. Se observd que la liberacidn del neu-
rotransmisor s6lo se hallaba inhibida en las auriculas de los animales tratados
crénicamente. ‘

Estos datos podrian indicar que se necesita un tiempo prolongado de per-
manencia en los tejidos para que los efectos de los bloqﬁéantea 8 puedan ser
bien visualizados. En los experimentos con organos aislados, los bloqueantes
se agregan al medio de incubacidén muy poco tiempo antes de la estimhlaci6n ner-
viosa. En el bazo perfundido, por ejemplo, lga estimulaciones se llevaron a ca
bo entre los 20 minutos y las 3 horas después de agregarse propranolol al medio
de perfusidn. Este hecho pudo haber influfdo en el escaso efecto del proprano-
10l sobre la liberacidn de noradrenalina, aiin cuando los receptores presinfipti-
cos estuvieran activados por el neurotransmisor enddgeno como se ha postulado
(Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y col., 1975). No se sabe por qué el e
fecto inhibitorio de los bloqueantes B podria incrementarse durante el trata-
miento cronico. En parte, podria deberse a un descenso en los niveles de nora-
drenalina endégena. Chubb y Raine (1976) observaron que el blogueo cidnico de
los receptores B con propranolol, producia una disminucién en la actividad de
la tirosina hidroxilasa (enzima limitante de la sintesis de noradrenalina) en el gan
glio cervicalsuperior de conejo. Tambié&n se demostrd una inhibicién en la sinte
sis de catecolaminas en la m&dula adrenal de ratas espontdneamente hipertensas ,
tratadas crénicamente con propranolol (Xblad y col., 1977),

Por otra parte, se ha comprobado que luego del tratamiento crbnico, el
propranolol se libera junto con la noradrenalina durante la estimulacidén ner-

viosa simpdtica. Se sugirid, en consecuencia, que el bloqueante se acumularia
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en las neuronas simpaticas y que, al ser liberado, competiria con el neurotrans
misor enddgeno por los sitios de accifn pre- y postsindpticos (Daniell y col.,
1979). Si la acumulacidn neuronal del propranolol fuese un proceso lento, po-
drfan explicarse al menos en parte, las diferencias entre la administracidn a-
guda y crénica y también el escaso efecto del propranolol sobre la liberacidn

de noradrenalina en la mayor parte de los tejidos "in vitro".

En resumen, los datos obtenidos en el bazo perfundido de gato sugieren la
existencia de adrenoceptores de tipo B, qt:xe participarian de un mecanismo facili-
tador de la liberacidén del neurotransmisor simpético. El1 hecho de que los efec-
tos del agonista B isoproterenol fuera mayor a la frecuencia menor de estimula-
cidén y el hecho de que los efegtos del isoproterenol y el propranolol se correla
cionaran con la cantidad de noradrenalina liberadi. sugieren que los receptores
B-presindpticos podrian ser activados por el propio neurotransmisor simpitico.
Sin embargo, diversas evidencias sugieren que la adrenalina circulante podria
ser un importante activador de este mecanismo regulatorio.

Hasta ahora, los resuliadoa obt;nidos en el bazo perfundido de gato sdlo
se han analizado con respecto a la liberacidn del neurotransmisor. Pero tam
bién interesd analizar las respuestas del drgano efector inducidas por el esti-
mulo nervioso, asi como los efectos del isoproterenol y el propranolol sobre di
chas respuestas.

En el bazo del gato, la estimulacidn nerviosa simpatica induce dos efec-
tos principales. Por un lado, se produce una disminucidn del volumen del &rga-
no, lo cual se debe a la contraccidn de las trabéculas y la cépsula esplénica.
Por otra parte, la estimulacién de las fibras nerviosas simpaticas produce una
vasoconstriccidn,debida principalménte a la contraccidn del misculo liso arte-
rial. Esta Gltima fue la respuest; qué se midié durante los experimentos.

Es importante mencionar que ambas contracciones, vascular y de la cépsu-
la esplénica, son mediadas por la activacidn de receptores adrenérgicos de tipo
a .

En principio, deberia esperarse que a una mayor cantidad de noradrenali-
na liberada durante la estimulacién nerviosa, correspondiera una mayor respues-
ta presora. Sin embargo, en presencia de (~)-isoproterenol, hubo un incremento

en la liberacidon del neurotransmisor en todos los experimentos, pero sdlo en un
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caso se produjo un aumento en la respuesta del Srgano efector. Por el contra-
rio, en dos de las preparaciones, dicha respuesta disminuyd con respecto al va
lor control sin droga. Para poder dar una interpretacién a estos resultados,
deben tenerse en cuenta no 86lo los efectos presindpticos del (-)-isoprotere-
nol y que ya han sido analizados, sino también los efectos postsindpticos de

la droga. En presencia del agonista 8 (-)-isoproterenol, las respuestas pre-
soras inducidas por estimulacidn nerviosa se verian potenciadas como consecuen
cia de la mayor liberacién de noradrenalina, pero al mismo tiempo podrian es-
tar disminuidas a causa del efecto vasodilatador de la droga. Es sabido que la
activacidén de receptores B median la relajacidn del misculo liso vascular, tan-
to en las arterias como en las venas (Bucher y col., 1973; Lundvall y Jarhult,
1974; Richardson y Withrington, 1977). La combinacidn de los efectos pre- y
postsindpticos del isoproterenol, determinaria la respuesta final que podria re
sultar mayor, menor o igual que el valor control, sin droga. Por otra parte,
los receptores B vasculares del bazo de gato, también podrian ser activados por
la noradrenalina liberada durante la estimulacidn nerviosa. Asf 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 presen
cia de receptores g en la vasculatura del bazo de gato. En consecuencia, los
parrafos anteriores son una hipStesis de trabajo para explicar la disociacién
entre la liberacidn del neurotransmisor y la respuesta del Srgano efector en
presencia  de isoproterenol y propranolol. Sin embargo, es importante insistir
en esa disociacifn, pues sefiala que las variaciones en la respuesta del drgano
efector no pueden ser tomadas como parametro para estudiar las variaciones en la

liberacibn 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 corazon de la rana y la rata, las
respuestas p-adrenérgicas son muy sensibles a la_fgyperatura. Existe, sin embar
g0, una amplia variedad de resultados e interpretaciones.

Kunos y sus colaboradores estudiaron los efectos inhibitorios del propra
nolol y de la fenoxibenzamina sobre las respuestas inotropicas inducidas por age
nistas adrenérgicos en el corazén aislado de la rana y la rata, bajo diferentes
condiciones de temperatura. Obsérvaron que el bloqueante B propranolol era mas
efectivo a temperaturas altas, mientras que la fenoxibenzamina, un bloqueante a ,
tenia un mayor efento a temperaturas bajas (Kunos y Szentivanyi, 1968; Kunos y
col., 1973; Kunos y Nickerson, 1976; 1977). Ademas, en el corazon de la rata, al
bajar la temperatura disminuih]a.potencia del agonista B isoproterenol, al tiempo
que aumentaba la potencia del.agonista a fenilefrina. Estas y otras evidencias,
llevaron a estos autores a postular la interconversidén del receptor adrenérgico.
De acuerdo con la hipdtesis, habria un receptor adrenérgico Gnico, que seria de
tipo B a altas temperaturas, pero que adquiriria caracteristicas de un receptor
a a temperaturas mas bajas. .

' Por otra parte, Buckley y Jordan (1970), sugirieron que en el corazén de
la rana habrfa dos poblaciones independientes de receptores a y B cuya actividad
estaria regulada por la temperatura.

En cambio, Amer y Birne (1975) postularon que las variaciones dependientes
de la temperatura en las respuestas adrenérgicas del corazdn de la rata, se debe -
rian a modificaciones en la actividad de la adenilato ciclasa o en el acople re
ceptor B - adenilato ciclasa.

Los trabajos antes mencionados muestran que al disminutir la temperatura
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se produce una disminucidn en la sensibilidad de los receptores B cardiacos,pe
ro otros autores muestran lo contrario, es decir, un. incremento:'de los efectos
de las drogas agonistas o antagonistas B al bajar la temperatura. Dichos cambios
se atribuyeron a variaciones en el metabolismo celular (Reinhardt y col.,1972;
Schihann y col.,1972), o bien a variaciones en la actividad de la catecol-O-me
tiltransferasa, enzima que degrada las catecolaminas (Mufioz-Ramfrez y col.,1975).

Dado que los receptores B cardfacos son afectados por la temperatura, se
investigd si la temperatura también influia sobre los receptores 8 localizados
en los terminales nerviosos simpaticos. Los experimentos se hicieron en el bazo
perfundido de gato y se compararon los efect;s del isoproterenol sobre la libe
racifn de noradrenalina inducida por estimilacidon nerviosa a 37°C y 27°C. También
se compararon los efectos del bioqueante a fentolamina.

Por otra parte, bajo estas mismas condiciones 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 AMP ciclico podria estar invo
lucrado en el mecanismo regulatorio de 1a neurotransmisidon simpatica mediado por

receptores presindpticos B (Adler-Graschinsky y Langer, 1975).
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1I.1 Estimulacidn nerviosa simpatica del bazo perfundido de gato a 37°C y 27°C

El bazo aislado de gato se perfundid con solucidn de Krebs a 37°C y se
marcé con 3H-noradrenalina. Posteriormente la temperatura del sistema se man-
tuvo en 37°C y en otros casos se llevd a 27°C. Bajo estas dos condiciones de
temperatura, se aplicaron cuatro periodos de estimulacidn nerviosa (1 Hz, 300
pulsos). En algunos casos, los periodos 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 estimulacidn Sp»
que siempre se hizo en condiciones controles. Se observa que la variacibn de
la temperatura no produjo cambios apreciables en la liberacidn de 3H—noradrqu
lina inducida por estimulacidn’ nerviosa ni tampoco en el eflujo basal de tritio.

Las respuestas presoras, en cambio, fueron menores a 27°C que a 37°C.

I11.2 Efectos del (-)-isoproterenol, MIX apaverina sobre la liberacidn de

3H—noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa a 37°C y 27°C

En los experimentos controles, tanto a 37°C como a 27°C, los valores Sx/
51

cercanos a 1, a través de los 4 perfiodos de estimulacidén (Figura 10A y B).

entre las liberaciones fraccionales de radiactividad por pulso permanecieron

A 37°C el agonista B (-)-isoproterenol 14 fiM, elevé casi al doble la libe
racidn de 3H-noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa (Figura 10A). Si
milares resultados se habian mostrado en el Capitulo I.

Sin embargo, cuando las estimulaciones se llevaron a cabo a 27°C (FPigura
10B), el isoproterendl no tuvo ningin efecto y las relaciones Sx/S1 entre las
liberaciones fraccionales por pulso, permanecieron cercanas a los valores con-
troles. Los valores absolutos de la liberacién fraccional por pulso }e mues-
tran en la Tabla 5.

El aumento producido por el isoproterenol sobre la liberacidn del neuro-
transmisor simpatico a 37°C, podria ser consecuencia de un aumento en los nive-
les de AMP ciclico en el terminal nervioso (Adler-Graschinsky y Langer, 1975).

Se investigdé por lo tanto, si los efectos de dos inhibidores de la fosfodieste-
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37°C 27°C
(n=26) (n=30)
Liberacidn basal ()
3 1.77 + 0.10 1.62 + 0.12
DE “H (x1073)
. ®
Liberacion DE “H 5.55 + 0.50 6.75 + 0.52

por pulso (x1079)

Presion de perfusién
{

(mmHg) (c)

7.43 + 1.12%

TABLA 4: Liberacidn de radiactividad y

respuestas presoras induci-

das por estimulacién nerviosa a 37°C y 27°C en el bazo

perfundido de gato.

a) Fraccidén de la radiactividad liberada antes del primer periodo

de estimulacion nerviosa (1 Hz, 5 min, 0.1 mseg. voltaje maximo).

Se promediaron los valores de dos muestras (1 min., cada una).

b) Fraccidn de la radiactividad liberada por pulso durante el primer

periodo de estimulacién.

c¢) Respuesta presora inducida por estimulacidn nerviosa.

Se indican los valores medios + el error standard de la media

n: ndmero de experimentos;

do a 37°C

* p<0.025 comparado con el valor obteni-



Figura 10:

A:37°C B:27°C

- 2.0[- o

@ %

@ / ~Jw

/

%15— /’

g /
I 4

< ¢ (5)
8 10 S

.g 6\N t——'-—-_!_ -1(5)
£ p (5)

osk L )

Efectos del (-)-isoproterenol sobre la liberacidn de 3H-nora

Abscisas:

Ordenadas:

drenalina inducida por estimulacién nerviosa a 37°C y 27°C

en el bazo perfundido de gato.

52 a Sa representan sucesivos periodos de estimulacidn nervio
sa (1 Hz, 5 min., 0.1 mseg., voltaje supramaximo).

cociente entre la liberacidn fraccional de radiactividad por
pulso obtenida en cada periodo de estimulacidn (Sx) y el primer

periodo Sl’

La temperatura del sistema se mantuvo a 37°C (A) o a 27°C (B).

0—0: controles; ¢ --0: (-)-isoproterenol 14.0 nM (ISO) se agregd al medio

de perfusidn 10 minutos antes de 83 y 84.

Los simbolos sefialan la media + el error standardi entre paréntesis se in

dica el nimero de experimentos. * p<0.005, ** p<0.001 cuando se compara

con el valor control correspondiente.



rasa (MIX y papaverine) sobre la liberacidn del neurotransmisor, mostraban una
dependencia similar al isoproterenol con respecto a la temperatura.

Con MIX 0.5 mM los resultados fueron similares a los obtenidos con iso-
proterenol. La droga aumentd alrededor de 2 veces la liberacién de radiactivi
dad inducida por estimulacidn nerviosa a 37°C pero no tuvo efecto a 27°C (Figu
ra 11; Tabla 5).

Por el contrario, papavering 27 M se comportd de una manera diferente,
pues en presencia de la droga, la liberacidn fraccional de radiactividad por pul
so aumentd entre 2.5 y 3 veces con respecto a los controles, tanto a 37°C como a
27°C (Figura 12; Tabla 5).

11.3 Efectos del (-)-isoprqterenol, MIX y papaverina sobre la liberacidn basal

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

Ademids de incrementar la liberacidn de radiactividad inducida por estimu-
lacidn nerviosa, papaverina 27 yM también aumentd el eflujo espontlneo de tri-
tio. Dicho efecto se observd a las dos temperaturas, aunque fue algo mayor a
37°C que a 27°C (Tablas 6 y 7). En estas mismas tablas puede observarse que MIX

e isoproterenol no modificaron la liberacién basal de radiactividad.

11.4 Efectos del(-)-isoproterenol, MIX y papaverina sobre las respuestas preso-

ras inducidas por estimulacidn nerviosa a 37°C y 27°C

Como ya se mencion5 en el item II.1, los aumentos de la presidn de perfu
8ién inducidos por estimulacién nerviosa fueron mayores (p<0.025) a 37°C que a
27°C (Tabla 4). No obstante, en los experimentos controles con ambas temperatu
ras, las respuestas presoras se mantuvieron relativamente constantes a través
de los cuatro perfodos de estimulacién (Figura 13).

En presencia de (-)-isoproterenol 14.0 nM (Figura 13) se registr§ una mo-
derada disminucidn de las respuestas con respecto a los controles sin droga, pe

ro sblo cuando las estimulaciones se realizarom a 37°C.
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Figura 11: Efectos de l- metil-3-isobutilxantina 0.5 mM sobre la li-

. 3 . . . . .
beracidon de “H-noradrenalina inducida por estimulacidn

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

Ver la leyenda de la Figura 10.

0—0: controles; &-~A : l-metil-3-isobutilxantina 0.5 mM (MIX) se agre
g6 al medio de perfusidn 22 min. anéea del tercer periodo de estimula
cidon (53) y permanecid hasta el final del experimento.

* p<0.025; ** p<0.01 cuando se compara con el valor control correspon
diente.
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Figura 12: Efectos de papaverina 27 }M sobre la liberacidon de “H-noradre-
nalina inducida por estimulacidn nerviosa a 37°C y 27°C en el

bazo perfundido de gato.

Ver la leyenda de la Figura 10.
controles;@ -4 : papaverina.27 uM se agregd al medio de perfusiédn

0—0:
22 min. antes del tercer periodo de estimulacidn (83) y permanecid hasta

el final del experimento.
* p<0.00]1 cuando se compara con el valor control correspondiente.
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Por otra parte, MIX 0.5 mM y papaverina 27 uM, tuvieron un marcado efecto
inhibitorio sobre las rﬁspuestas presoras inducidas por estimulacidon nerviosa,

tanto a 37°C como a 27°C (Figura 13).

I1.5 Efectos de fentolamina sobre la liberacidon de radiactividad y sobre las

respuestas presoras inducidas por estimulacidn nerviosa a 37°C y 27°C

Como la accidn del isoproterenol sobre los receptores B-presinapticos se
observo a 37°C y no a 27°C (Figura 10), se investigd si también habfa variacio
nes en los efectos de una droga que actuaba a nivel de los receptores a-presinép
ticos.

Con este objeto, se detgrminaron los efectos del bloqueante a fentolamina
sobre la liberacion de 3H-noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa (1 Hz,
300 pulsos) a 37°C y 27°C. Como se observa en la tabla 8, la liberacién fraccio
nal de radiactividad por pulso aumentd airededor de 5 veces con respecto a los
controles sin droga y el efecto fue similar a las dos temperaturas. La droga no
modificd el eflujo basal de tritio.

Por otra parte, fentolamina bloque§ en forma totallas respuestas presoras,

tanto a 37°C como a 27°C.
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Cambios de la presidon de perfusidn inducidos por estimulacién ne

JFigura 13:
nerviosa en el bazo perfundido de gato. Efectos de (-)-isopro-
terenol, MIX y papaverina a 37°C y 27°C.

Abscisas: 52 a S4 representan sucesivos periodos de estimulacidn nervio
sa (1 Hz, 5 min., 0.1 mseg., voltaje supramiximo).

Ordenadas: cociente entre el aumento de la presidn de perfusion obtenido

en cada periodo de estimulacidn (Sx) y el primer perfodo (Sl).

La temperatura del sistema se mantuvo a 37°C (A) o a 27°C (B).
0—0: controles; &---9: (—)jisopro'tetenol 14.0 nM (1SO); &-—4 :l-metil-
3-igobutilxantina 0.5 mM (MIX); ®---8: papaverina 27 wM (PAP). Las drogas

estuvieron presentes durante el tercer y cuarto periodo de estimulacidn

(s3 y Sa) y se agregaron en los tiempos indicados en las Figuras 10, 11

y 12.

Los simbolos representan la media + el error standard. Entre paréntesis

se indica el nimero de experimentos.
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DISCUSION




En condiciones de estimulacién control, la liberacidén de noradrenalina in
ducida por estimulo n\ervioso en el bazo perfundido de gato, fue similar a 37°C
y a 27°C.

Sin embargo, la regulacidn de dicha liberacién a través de receptores g-
presindpticos (Langer y col., 1974; Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Hedqvis;
y Moawad, 1975; Stjarne y Brundin, 1975; 1976), sSlo tendria lugar a 37°C, pues
cuando las estimulaciones se hicieron a 27°C, el isoproterenol no incrementd la
liberacién del neurotransmisor.

Una posibilidad es que al disminuir la temperatura, se produzeca un cambio
en la naturaleza del receptor B-presindptico,como propusieron algunos autores
pax-'a el receptor B cardfaco. Se postuls que el receptor adrené&rgico cardfaco
tendria una conformacidn alost&rica y que pooeerila caracteristicas de receptor

B o a segiin fuese la temperatura alta o baja, respectivamente (Kunos y Szenti
vanyi, 1968; Kunos y Nickerson, 1976; 1977). Segin otra hipStesis, en el cora
z6n habria dos poblaciones independientes de receptores a y B8 , cuyas activida
des serian controladas en forma opuesta por la temperatura (Buckey y Jordan,
1970).

Si se aplicara la hipStesis de Kunos y col. o 1la de Buckley y Jordan a
los receptores presinipticos del bazo de gato, podria sugerirse que la ausencia
de los efectos del isoproterenol a 27°C se deberfa a un cambio en la conforma-
cion del receptor o a una menor actividad dentro de la poblacifn de receptores
presindpticos B . Sin embargo, tales cambios a nivel del receptor 8, deberfan
acompafiarse de un cambio opuesto a nivel de los receptores presindpticos a. Re
cordemos que la noradrenalina autorregularia su liberacién a través de un meca
nismo de retroalimentacidén negativa mediado por la activacion de receptores pre
sindpticos de tipo a (Langer y col., 1971; Enero y Langer, 1972; Starke, 1972;
Stjarne, 1973; 197;’;bv:i.zi y col., 1973; Farah y Langer, 1974; Starke y col.,
1973’;bFilinger y col., 1978).

Como consecuencia del bloqueo de los receptores presindpticos a, fentola
mina 3.1 pM aumentd la liberacidn de noradremalina inducida por estimulacién
nerviosa en el bazo perfundido de gato. El efecto fue igual a 37°C y a 27°C,
lo cual sugiere que en este rango de temperaturas, no habrfa cambios a nivel

del mecanismo inhibitorio de la liberacifn del neurotransmisor.



Es decir, que la ausencia de los efectos presindpticos del isoproterenol
a 27°C, no se acompaﬁ§ de una mayor participacién de los receptores aen el con
trol de la liberacidén de noradrenalina. En consecuencia, no parece muy proba-
ble que a 27°C el receptor 8 -presinaptico adquiera caracteristicas de receptor
a © que la temperatura controle en forma opuesta la actividad de los recepto-
res q yg -presinapticos.

No obstante, al disminuir la temperatura podrfa haber un cambio sdlo a ni
vel del receptor g -presinfiptico, sin involucrar al receptora. Un posible cam-
bio seria una disminucién'en la afinidad del isoproterenol por el receptor g-
presindptico a 27°C en comparacibn con 37°C.

Otra posibilidad es que la alteracién se haya producido en un paso poste
rior a la activacidn del recepfor B, por ejemplo,.a nivel de la adenilato cicla
sa.

Como se sabe, en una amplia variedad de tejidos, la estimulacidn del re-
ceptor g conduce a la activacidn de una adenilato ciclasa, con el consecuente
aumento de los niveles de AMP ciclico (Carlson y Butcher, 1972; Anderson y col.
1978; Honeyman y col., 1978); se acepta que se produciria un acople entre el re
ceptor g activado y la adenilato ciclasa (Murad y col., 1962; Caron y Lefkovitz
1974; Kaumann y Birnbaumer,1974; Mukherjee y col., 1974).

Con respecto al sistema nervioso simpatico, se ha sugerido que la facili-
tacidn de la liberacidén de noradrenalina a través de receptoresf -presinfipticos
podria involucrar la activacidn de una adenilato ciclasa y un aumento en los ni
veles de AMP ciclico en los terminales nerviosos (Adler-Graschinsky y Langer,
1975). También se ha propuesto la existencia de un mecanismo similar para la
regulacidn de catecolaminas en la médula adrenal (Serck-Hanssen, 1974).

Favorece estas hipotesis el hecho.que el AMP ciclico o sus andlogos susti
tuidos y los inhibidores de la fosfodiesterasa, aumentan la liberacién de cate-
colaminas en los terminales nerviosos simpdticos y en la médula adrenal (Wooten
y col., 1973; Serck-Hanssen, 1974; Cubeddu y col., 1975; Langley y Weiner,l978).

En coincidencia con estos antecedentes, en el bazo perfundido de gato se
observd que el inhibidor de la fosfodiesterasa, MIX, aument§ la liberacidn de
3H-noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa a 37°C. Ademds, el compor

tamiento de MIX y del agonista g isoproterenol frente al cambio de temperatura



fue similar, pues ninguna de las dos drogas increment§ la liberacifn de noradre
nalina a 27°C. Estos resultados apoyan la hipStesis de que la facilitacibn de

la neurotransmision s'impltica a través de receptores g-presinfpticos podrfa in-
volucrar un aumento en los niveles de AMP cfclico en el terminal nervioso.

Existen evidencias de que la actividad basal de la adenilato ciclasa dismi-
nuge al bajar la temperatura (Caron y - Lefkowitz 1974; Salmon y col., 1974;
B;r, 1976). Por lo tanto, la ausencia de efectos del isoproterenol y MIX en el
bazo perfundido de gato a 27°C, podrfa ser consecuencia de una menor actividad
de la adenilato ciclasa en los terminales nerviosos simpfticos. No obatapte,
también existe la posibilidad de que entre los 37°C y 27°C haya un cambio en un
paso posterior a la sintesis del AMP cfclico

Los resultados obtenidos ,con papaverina fueron diferentes de los observa-
dos con MIX, a pesar de que. las concentraciones de ambas drogas fueron adecua-
das para inhibir a 1la fosfodiesterasa (Beavo y col., 1970; Cubeddu y.col..l971):

Una diferencia entre MIX y papaverina fue que papaverina incrementd el e-
flujo basal de radiactividad, en tanto que MIX no modific8 dicho parfmetro.

Este es un conocido efecto de la papaverina y se debe a que la droga po-
see una accidn granular de tipo reserpinico (Langer, 1973; Cubeddu y col.,l971?
Se habla de "accién granular" porque se produciria una mayor salida de noradre-
nalina desde los grdnulos de almacenamiento hacia el citoplasma neuronal, donde
el neurotransmisor es degradado por la.nonoaninooxidann, principalmente. En
consecuencia, el efecto granular se manifiesta por un aumento en el eflujo basal
de noradrenalina y sobre todo de metabolitos del neurotramsmisor.

La segunda diferencia entre MIX } papaverina en el bazo perfundido de gato,
fue que papaverina incrementd§ la liberacin de noradrenalina inducida por estimu
lacidn nerviosa, tanto a 37°C como a 27°C, mientras que MIX 88lo tuvo efecto a
la temperatura mis alta.

Cabe sefialar, que este no es el Gnico caso en que los inhibidores de la
fosfodiesterasa se comportan en forma distinta. Korth (1978) comparé los efec-
tos del isoproterenol con los de MIX, papaverina y teofilina en el miocardio de
cobayo, un tejido donde el acople receptor § ~adenilato ciclasa ha sido ampliamen
te estudiado. Korth observd que de los tres inhibidores de la fosfodiesterasa
probados, el MIX era el Gnico que en un gran rango de concentraciones, reprodu-

cia la accién del agonista g isoproterenol. El autor sugiriS§ que la papaverina



y la teofilina tendrfan efectos adicionales que enmascararfan su efecto tipo
isoproterenol. \

El hecho que MIX y no papaverina haya reproducido los efectos del isopro
terenol en el miocardio de cobayo, coincide con los resultados obtenidos a ni
vel presinfiptico en nuestros experimentos. Es probable que los efectos de la p!_
paverina sobre la liberacién de noradrenalina inducida por estimulacifn nerviosa
en el bazo perfundido de gato se deban, en parte, a un mecanismo de accidn no re
lacionado con el mecanismo regulatorio B presinfptico.

Se ha sugerido que el efecto de la papaverina sobre la liberacién del neu
rotransmisor durante la estimulacién nerviosa podr!a tener relacifn con la accién
granular de la droga (Cubeddu y col., 1974b), pero esto no ha sido probado toda
via. No obstante, cabe recordaf que en nuestros experimentos, ni la accién granu
lar de la papaverina ni su efecto durante la estimulacién nerviosa, sufrieron mo .
dificaciones importantes al -variar la temperatura. Esto_sugerirfa que, efectiva

mente, -existe una relacién entre ambos eventos.

Respuestas presoras inducidas por estimulaciSn nerviosa a 37°C y 27°C

A 37°C, las respuestas postsinfipticas inducidas por estimulaci®én nerviosa
en presencia de isoproterenol 14.0 nM, fueron menores que en condiciones contro
les, a pesar que hubo un aumento en la liberacién del neurotransmisor. Ello po
drfa deberse a una mayor Ac;ivaci&n de los receptores B vasculares por accién del
isoproterenol, pues es sabiio que en muchos vasos sanguineos, la estimulacifn de
los receptores induce la relajacibn del misculo liso (Mellander y Johansson,
1968; Tutle y Moe, 1973; Collis y Shepherd, 1979).

Contrarismente a lo que se observS a 37°C, cuando las estimulaciones ner
viosas se hicieron a 27°C, no se registtaron diferencias significativas entre
las respuestas presoras controles y en presencia de isoproteremol. Como se re-
cordarfi, a esta temperatura la droga tampoco modificS la liberacién de noradre
nalina. Estos datos parecen indicar que los efectos pre- y postsinapticos del
isoproterenol poseen una similar dependencia con respecto a la temperatura.



Con respecto a MIX y papaverina, ambas drogas produjeron una marcada dis
minucidén en las respuéstas presoras inducidas por estimulacidn nerviosa. Dicho
efecto podria estar relacionado con la inhibicibn de la fosfodiesterasa y con
el subsecuente incremento en el contenido de AMP cfclico en el misculo liso vas
cular. Este, al menos, es uno de los mecanismos propuestos para explicar la vaso

dilatacidn producida por papaverina (Kukovetz y Pdch, 1970).
Diversas evidencias sugieren que la relajacion mediada por el AMP cfclico

en el misculo liso se deberfa a una disminucidn de la disponibilidad de calcio
intracelular. Por ejemplo, se sabe que el AMP cfclico estimula la captacidn de
calcio en la fraccidn microsomal del miisculo liso intestinal de conejo (Anders
son y col., 1972) y en fracciones subcelulares de la aorta de conejo, ricas en
reticulo sarcoplasmatico (Thore%s y Haeusler, 1578).

Por otra parte, el AMP ciclico podria facilitar la extrusidn de calcio a
través de la membrana plasmatica (Thorens y Haeusler, 1978).

Con respecto a la 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). No es claro si dicha accion se relacio
na o no con la inhibicidén de la fosfodiesterasa pero igualmente contribuye a ex
plicar su efecto inhibitorio sobre las respuestas inducidas por estimulacién
nerviosa en el bazo perfundido de gato.

No se posee informacién acerca de los efectos de MIX sobre el calcio.

Los efectos de MIX y papaverina sobre las respuestas presoras inducidas
por estimulacidn nerviosa fueron similares a 37°C y 27°C. En el caso de papaveri
na, esto coincide con loobservado a nivel presinaptico: como se recordarid, el
aumento en la liberacidn del neurotransmisor también fue igual a las dos tempera
turas. En cambio, los efectos pre-'y postsindpticos de MIX mostraron uma sénaibi
lidad diferente con respecto a la temperatura: la liberacifén de noradremalina
inducida por estimulacién nerviosa sSlo aumentd cuando se trabajd a 37°C, pero
en cambio, la inhibicidon de las respuestas presoras se produjo tanto a 37°C co

mo a 27°C. Esta disociacidn sefiala que un factor tal como la temperatura, puede

modificar en forma diferente los efectos de una droga sobre el terminal nervio

so y sobre el drgano efector.



En resumen, los resultados de este capitulo mostraron que la activa-
cifén de los receptores B facilita la liberacién de noradrenalina inducida por
estimulacidn nerviosa, a través de un mecanismo sensible a la temperatura. El
hecho de que el isoproterenol y el MIX hayan presentado una similar dependen-
cia con respecto a la temperatura, apoya la hipStesis de que el AMP cfclico
participaria en el mecanismo regulatorio mediado por receptores B-presindpti-
cos.

Los efectos de papaverina sobre la liberacibn de noradrenalina indu-
cida por estimulacifn nerviosa, no se modificaron con el cambio de temperatura,
indicando que a nivel de los terminales nerviosos, la papaverina y el MIX po-
drfan actuar por diferentes mecanismos, aunque ambas drogas sean inhibidoras de
la fosfodiesterasa. Puesto que{el efecto granular de papaverina tampoco se mo—
dificd al variar la temperatura, se sugiriS que podrfa haber relacidn entre la
accidén reserpinica de la droga y el efecto durante la estimulacidn nerviosa.

Por otra parte, la comparacidn entre los efectos pre- y posteinfpti-
cos de MIX, senald que una misma variable, en este caso la temperatura, puede
afectar de manera diferente la accifn de una droga sobre el terminal nervioso

adrenérgico y sobre el 6rgano efector.



CAPITULO III

MODULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA A TRAVES DE RECEPTORES ADRENERGICOS
PRESINAPTICOS. INFLUENCIA DE LA EDAD.

INTRODUCCION

En varias especies de animales se comprobd que la relajacifn del miisculo
liso arterial inducida por el isoproterenol, disminuye al envejecer el indivi-
duo (Fleisch y col., 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 humano y de la ra-
ta (Lakatta y col., 1975; Shand y col., 1978).

Diversos trabajos sugieren que estas alteraciones se relacionarfan con
cambios a nivel del sistema receptor B-adenilato ciclasa. Por ejemplo, en la
aorta de rata se observd que con la edad disminufa la relajacibn mediada por re
ceptores B, y que esto se acompanaba de una menor capacidad del isoproterenol
para incrementar los niveles de AMP.cfclico (Ericsson y Lundholm, 1975).

Algo semejante ocurriria en los linfocitos humanos. En estas células se
registrd una disminucidn en el nimero de sitios de unibn para el isoproterenol
(Shocken y Roth, 1977) y un menor incremento del AMP ciélicoen respuesta al a-
gonista (Chung y col., 1979), cuando envejece el individuo. En concordancia
con estos hallazgos, Sheppard y Burghardt(1973) previamente habfan mostrado que
en eritrocitos de rata la produccidén de AMP c¢fclicoen respuesta al isoprotere-
nol y al fluoruro de sodio en los animales inmaduros, era mayor que en los madu
ros.

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

En oposicidén a la amplia bibliograffa acerca de la actividad B-adrenérgica,
existe poca informacidn con respecto a los receptores a-adrénérgicos en funcidn

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 a a medida que crece el individuo.
Por ejemplo, en la aorta de la rata y en la arteria basilar del conejo, la con
traccion midxima inducida por noradrenalina aumenta coﬁ la edad ,pero este cam-
bio no seria especifico para los receptores a pues también se observa con o-
tros agentes vasoconstrictores (Cohen y Berkowitz, 1974; Toda y Hayashi, 1979).
Sin embargo, en la aorta del conejo habria un aumento en las respuestas a-adre
nérgicas entre los 2 y 30 dfas de edad, mientras que no habrfa cambios signifi
cativos para las respuestas inducidads por histamina y serotonina ( Toda'y Haya-
gshi., 1979). Ello podria indicar que en esta arteria y en una edad temprana

se produce una maduracidn del mecanismo contrfictil a-adrenérgico.

Dado que en diversos tejidos la actividad dependiente de receptores adre
nérgicos varia con la edad del individuo, nos interes§ estudiar si habfa varia
ciones en los mecanismos mediados por receptores a y B-presinfipticos, los cua-
les regulan la liberacidn dé noradrenalina desde los terminales nerviosos sim-
paticos. Hasta ahora, dichos mecanismos 88lo han sido estudiados en animales
adultos (Enero y Langer, 1973; Vizi y éol., 1973; Dubocovich y Langer, 1974;
Adler-Graschinsky y Langer, 1975; Hedqvist y Moawad, 1975; Stj&rne y Brundin,
1975; 1976; Endo y col., 1977).

Para estudiar ambos mecanismos regulatorios en funcién de la edad, se u-
tilizaron como modelos experimentales, la aorta torficica y la membrana nicti-
tante de gato. Los animales se seleccionaron en dos grupos de acuerdo a su pe
so: jovenes (0.4 a 0.8 kg) y adultos (2.5 a 4.0 kg). La edad de los primeros
oscilaba entre los 20 y 60 dias, mientras que los segundos superaban el afio de
vida.

Se determinaron los efectos del yloqueante a fentolamina y del agonista
B isoproterenol sobre la liberacién de noradrenalina inducida por estimulacidn

nerviosa.



RESULTADOS




III.1 Liberaciodn de,?ﬂ-noradrenalina y respuestas postsindpticas inducidas por

estimulacién eléctrica en la aorta torfcica de gatos adultos y jévenes.

La aorta tordcica de los gatos adultos y jovenes fue superfundida con so
lucidn de Krebs a 37°C. Los tejidos se marcaron con 4-noradrenalina. Se mi-
did la respuesta contrfictil y la liberacidn de radiactividad inducidas por esti
mulaqién de campo.

En cada experimento, se llevaron a cabo dos perfodos de estimulacidn (S1
y Sz) a 2 Hz (600 pulsos) o bien a 10 Hz (1200 pulsos). En la Tabla 9 se compa
ran los datos correspondientes al perfodo S1 para los dos grupos de edades. Pue
de observarse que en condiciones controles de estimulacién, la liberacidn frac-
cional de radiactividad por pulso a 10 Hz y las respuestas postsindpticas para
2 y 10 Hz en los animales adultos, fueron similares a los gatos jSvenes. Para
la frecuencia de 2 Hz, la liberacién de radiactividad fue mayor en los jdvenes

que en los adultos (p<0.025).

I111.2 Efectos del (-)-isoproterenol 14.0 nM en la aorta torfcica de gatos adul-

tos y jOvenes.

En estos experimentos, ambos perfodos de estimulacién se realizaron a 2
Hz. Cuando se utilizd isoproterenol, la droga se agregd al medio de perfusidn
antes de la segunda estimulacidn (82).

En los experimentos controles (sin droga), la liberacidn de radiactivi-

dad por pulso correspondiente a S, fue-alrededor de un 30 menor con respecto

al primer periodo de estimulacian(Sl), mientras que las respuestas del miscu-
lo liso se mantuvieron constantes. Esto se muestra en la Figura 14, donde los
valores correspondientes a S2 se expresaron como un cociente con respecto a S1
para cada experimento. Los tejidos provenientes de animales adultos y j6venes
mostraron un comportamiento similar.

En ambos grupos de animales el (-)-isoproterenol aument§ significativa-
mente la liberacidn de radiactividad inducida por estimulacidn elé&ctrica con

respecto a los controles sin droga (Figura 14A). Dicho efecto fue algo mayor
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Figura 14: Efectos del (-)-isoproterenol 0.14 nM sobre la liberacidon

de 3H-noradrenalina y la respuesta contrictil inducidas por

estimulacion eléctrica en la aorta toracica de gato.

Ordenadas:A: cociente de la liberacién fraccional de tritio por pulso ob_
tenida en el segundo periodo de estimulacién eléctrica (sz) con respecto

al primer perfodo (Sl); B: cociente entre las respuestas contrictiles ob
tenidas en ambos perfodos de estimulacién. Las estimulaciones se hicieron

a 2 Hz durante 2 min. (pulsos de 1 mseg. de duracifn y voltaje supramiximo).
Barras claras (C): experimentos controles; Barras rayadas (ISO): se agre

g0 (-)-isoproterenol 14.0 nM al medio de perfusifn 28 min. antes de sz.

Se representa la media + el error standard.Entre paréntesis se indica el ni
mero de experimentos.

* p<0.05; #** p<0.025; #** p<0,001 cuando se compara con el valor control

correspondiente.



en los animales adultos que en los jovenes, pero la diferencia entre ambos gru-
pos no fue estadisticamente significativa (p>0.0S5).

Por otra partei en presencia de (-)-isoproterenol también se modificaron
las reéﬁheatas contractiles inducidas por estimulacidn y en este caso se regis-
trd una marcada diferencia entre los animales de distintas edades. En los gatos
adultos, las respuestas aumentaron con respecto a los controles sin droga y en
cambio, dichas respuestas disminuyeron en el caso de los gatos j6venes (Figura
14B).

La liberaci6n:de radiactividad por pulso y las respuestas contriéictiles

expresadas en valores absolutos figuran en la Tabla 10.

I11.3 Efectos de fentolamina 3.1 yM en la aorta toracica de gatos adultos y j6-

venes.

En cada perfodo de estimulacidn se aplicaron 1200 pulsos a 10 Hz. En con
diciones controles (Tabla 11), la liberacidn de radiactividad inducida por la se
gunda estimulacién (Sz) decayd en un 307 con respecto al primer perfodo (Sl),;en
los dos grupos de edades.

Cuando S2 se llevd a cabo en presencia del bloqueante ¢ fentolamina, 3.1
uM, la liberacidn de radiactividad aument§ casi al doble del valor control, en
el grupo de gatos adultos. Por el contrario, en los animales jovenes, la droga
no modificd la liberacidn del neurotransmisor simp&tico (Tabla 11).

Fentolamina también antagonizd las respuestas musculares inducidas por la
estimulacidn y dicho efecto fue similar en ambos grupos de animales (Tabla 11).

Para investigar si la ausencia de los efectos presinipticos de la fentola
mina en la aorta de los animales jovenes se verificaba tambi&n en otro tejido,
se utilizé la membrana nictitante aislada de gato. Igual que en la aorta, la es
timulacidn nerviosa se hizo a 10 Hz (1200 pulsos). En la Figura 15 se comparan
ambas preparaciones. En la membrana nictitante de los gatos jovenes, a diferen-
cia de la aorta del mismo grupo de animales, la fentolamina aumentd la liberacién
de noradrenalina inducida por estimulacién nerviosa. Sin embargo, dicho incre-

mento fue significativamente menor que en el grupo de los animales adultos (p<0.01)
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Figura 15: Efectos de fentolamina 3.1 uM sobre la liberacidn de 3B-noradre-
nalina en la aorta toracica y en la membrana nictitante de gatos

adultos y jSvenes.

Ordenada: cociente de la liberacidén fraccional de tritio por pulso obtenida
en el segundo periodo de estimulacién (Sz) con respecto al primer perfodo
(sl). Las estimulaciones se hicieron con voltaje supramfiximo, a 10 Hz, du
rante 2 min. (pulsos de 0.5 mseg. de duracién en la membrana nictitamte y

de 1 mseg. en la aorta toracica). Barras claras (C): experimentos comntroles;
Barras rayadas (F): se agregl fentolamina 3.1 M 30 minutos antes de S,.

Se representa la media + el error standard. Entre paréntesis se indica el
nimero de experimentos.

* p<0.005; ** p<0.001 cuando se compara con el valor control correspondiente
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indicando que tambi&n en la membrana nictitante, el efecto de la fentolamina
sobre la liberacifn del' neurotransmisor, depende de la edad del animal. Entre
los animales adultos, el incremento producido por fentolamina fue mucho mis

marcado en la membrana nictitante que en la aorta.

I11.4 Liberacidén de radiactividad inducida por estimulacién eléctrica en au-

sencia de calcio extracelular, en la aorta torficica de gatos adultos y

jovenes.

En adicibn a las diferencjas entre la aorta de los animales jSvenes y
adultos con respecto a los efectés de la fentolamina, tambifn se hallaron dife
rencias cuando las estimulaciones se hicieron en ausencia del ion Caz+. Los
tejidos se lavaron con solucién de Krebs libre de Ca2+ durante 1 hora y en es-
tas condiciones se hizo el primer perfodo de estimulacidn S1 (10 Hz, 1200 pul-
sos). La segunda estimulacidn (82) se hizo en presencia de una concentracidén
normal de Ca?+ (2.6 mM).

Las respuestas contrictiles indueidas por la estimulacién en ausencia
de Caz+, fue practicamente nula en los dos grupos de animales (Figura 16B).

Ademds, en los animales adultos, la falta de calcio extracelular anuld
casi por completo la liberacién de radiactividad inducida por la estimulacidn
eléctrica. La liberacion remanente fue menor del 10X con respecto al valor con
trol (Figura 16A). En cambio, en la aorta de los gatos j6venes, se obtuvo una
considerable liberacifn de radiactividad ain en ausencia de Ca2+ (25 con res-
pecto al valor control ;(Figura 16A).

No obstante, en los animales j6veﬂes. la liberacién de radiactividad in
ducida por estimulacidn de campo se abolif totalmente cuando las estimulaciones
(10 Hz, 1200 pulsos), se hicieron en presencia de tetrodotoxina 0.62uM y con

una concentracién normal de ca?*. La liberacién fraccional por pulsq. fue la si

5

guiente (promedio de dos experimentos): 5.80 x 10” y 0.009 x 10-5. en condicio

nes controles y en presencia de tetrodotoxina, respectivamente.
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Figura 16: Aorta toracica de gatos adultos y jovenes: liberacién de no-

radrenalina y respuesta contractil inducidas por estimulacidn

eléctrica en ausencia de calcio extracelular.

Ordenadas: A: Liberacidn fraccional de tritio por pulso en dos periodos
consecutivos de estimulacién electrica (10 Hz, 2 min., pulsos
de 1 mseg de duracidén y voltaje supramaximo). B: respuestas
contractiles (gramos) inducidas por la estimulacidnm.

Barras rayadas (0 Ca2+): 60 min. después de quitar el calcio del medio de

perfusidn; Barras claras (C): periodo de estimulacién control, en presen

cia de CaCl, 2.6 mM.
Se representan los valores medios + el error: standard de 4 experimentos
para los gatos adultos y 6 experimentos para los jovenes.

* p<0.001 cuando se compara con el valor control correspondiente.
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1.- REGULACION DE LA LIBERACION DE NORADRENALINA A TRAVES DE RECEPTORES g .

»
En la aorta toracica de gato el agonista B (-)-isoproteremol, produjo un

incremento en la liberacifn de “H-noradrenalina inducida por estimulacién de cam
po. Estos resultados sugieren que el mecanismo facilitatorio mediado por la ac-
tivacién de receptores g-presinfipticos (Capftulos I y 1I), también se halla pre-
sente en los terminales nerviosos de la aorta torBcica.

No se hallaron diferencias -significativas entre los efectos presinfipticos
del is&proterenol en los animales adultos y j6venes, lo cual indicarfa que en la
aorta tordcica de gato, la actividad de los receptores pg-presinfipticos no varfa
con la edad del animal.

Esto es diferente de lo’que se observa a nivel de los receptores g-postsi
nipticos de muchas arterias y en eritrocitos y linfocitos de varias especie;fas
animales, donde la actividad p-adrenérgica disminuye al madurar el %ndividuo
(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 relacifn inversa entre la edad y la acti
vidad p-adrenérgica. Por ejemplo, no se han hallado variaciones relacionadas
con la edad ni en la vena ﬁorta de rata ni en la vena renal de conejo (Fleisch y
Hooker, 1976; Hooker y col., 1976). Por otra parte, en. el miocardio humano y de
la rata, las respuestas Pf-adrenfrgicas decrecen con la edad (Lakatta y col.,b1975;
Shand y col., 1978) pero dichas respuestas no varian en el corazdn de conejo
(Brus y Jacobowitz, 1972). También se obtuvieron diferentes resultados en distin
fas porciones del sistema nervioso central de la rata: en el cersbelo habrfa una
piaminuciGn del n(imero de receptores B.al envejecer el animal, pero este cambio
no se observa o es apenas perceptible en la corteza cerebral y el cuerpo estriado
(Greenberg y Weiss, 1979; Maggl y col., 1979; Weiss y col., 1979).

De acuerdo a nuestros resultados, los terminales nerviosos simpfticos de
la aorta tor8cica de gato, estarfan entre los tejidos donde la actividad p-adre
nérgica no decrece con la edad. Por el contrario, los efectos del isoproterenol
sobre la liberacidn de noradrenalina en los gatos adultos, fue algo mayor que en

los jovenes. Esto es vdlido para gatos comprendidos entre los 2 y 3 meses y 1 §



més afios de vida, pero no se descarta la posibilidad de que ocurran otros cambios
en una etapa mas temprana del desarrollo.

En los gatos jovenes, como ya dijimos, la liberacién de noradrenalina indu
cida por estimulacién de campo en presencia de isoproterenol, fue mayor que en
condiciones controles pero a pesar de esto, se registr6 una disminucién de las
respuestas musculares. En cambio, en los animales adultos,aumentdno s6lo la libe
racién del neurotransmisor, sino tambi&n la contraccidén del miisculo liso arterial.

Si la actividad adrenérgica B-postsiniptica de'la aorta de gato disminuye-
ra al madurar el animal, como ocurre en arterias de otras especies, los resultados
recién mencionados podrfan interpretarse de la siguiente forma:

-En los gatos jévenes, las respuestas del misculo liso estarfan disminui-
das debido a la accidn del isop;oterenol sobre los receptores g —postsindpticos,
que median la relajacién de las arterias. En los gatos adultos, la actividad a-
drenérgica p-postsindptica de la aorta, seria menor que en los animales jévenes y
‘por lo tanto seria menor el efecto relajante del isoproterenol; debido a esto, la
mayor liberacién del neurotransmisor eﬁ'presencia del agonista g ex6geno en los a
nimales adultos, podrfa traducirse en una mayor respuesta muscular.

Esta hipdtesis sin embargo, es poco factible. En experimentos adicionales
se comprobd que el isoproterenol (0.14 nM hasta 45.0 M) no producfa relajacidn
en aortas de gato previamente contrafdas con serotonina (3.40 yM, y cuyos recepto
res a habian sido bloqueados con fentolamina 3.1 yM. Los resultados fueron simi-
lares en los animales adultos y j6venes, sugiriendo que el misculo liso de la aor
ta de gato no posee una actividad adrenérgica B importante. Ya en 1970, Fleisch
y col., habian arribado a una conclusién semejante.

En consecuencia, la diferencia entre lod gatos adultos y jovenes en cuanto
a las respuestas musculares inducidas por estimulaciﬁn eléctrica en presencia de
isoproterenol, no se deberfan a variaciones en la actividad de los receptores g-
postsinapticos 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 toracica de gatos adultos el bloqueante de los receptores
a, fentolamina, aumentd la liberacidn de 3H-noradtenalina inducida por estimu-
lacion eléctrica, sugiriendo que en esta arteria hay receptores presinipticos
de tipo a que modulan la liberacidn del neurotransmisor simpidtico a través de
un mecanismo de retroinformacidén negativa (Langer, 1977; Stjd&rne y col.,1979).

A diferencia de los animales adultos, en la aorta de los gatos jove-
nes los receptores presindpticos a tendrian una escasa participacién en el con
trol de la liberacidn del neutotransmlsor slmpatxco, pues el antagonista a
fentolamina no modificéd el efluJo de radxactlvzdad durante la estimulacidn.

Los resultados en la membrana nictitante también sugieren que el mecanismo au-
toinhibitorio mediado por receptores a-presindpticos estaria menos desarrolla-
do en los animales jovenes que en los adultos.

La menor activacidn del mecanidmo inhibitorio presindptico en los ga-
tos jovenes podria deberse a distintos factores. Una posibilidad es que en es
te grupo de animales haya un menor nimero de receptores a-presindpticos o que
la afinidad de la noradrenalina por dichos receptores sea menor que en los ani
males adultos. Otra alternativa es que la maduracion del animal implique cam-
bios en un nivel posterior a la activacidn del receptor p}eainiptico.

Una tercera posibilidad es que la diferencia entre los animales adul-
tos y jovenes se relacione con la magnitud del intervalo neuromuscular de las
sinapsis noradrenérgicas. Esta hipOtesis se basa en datos provenientes de te-
jidos de gatos adultos en los que se observo una relacidén inversa entre la mag-
nitud delnespacio neuromuscular y el incremento producido por fentolamina en la
liberacidén de noradrenalina inducida por estimulacidn nerviosa (Tabla 12). Los
datos referidos sugieren que en los espacios neuromusculares pequefios habria u-
na mayor activacidn del mecanismo inhibitorio, lo cual podria ser consecuencia
de que a nivel de los receptores a-presindpticos, el neurotransmisor liberado
alcanzaria una mayor concentracidn, en comparacidn con espacios meuromusculares
de mayores dimensiones. A este respecto, cabe destacar que en tejidos inervados

por el sistema nervioso simpatico, el grado de potenciacidn de la noradrenalina
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exdgena por la cocaina, un inhibidor de la captacidn neuronal, guarda una rela-
cidn inversa con la di;tancia del intervalo neuromuscular (Verity, 1971), sugi-
riendo que esta distancia influye sobre el gradiente de concentracidén de la no-
radrenalina en la zona préxima al terminal nervioso.

Teniendo en cuenta la relacidn mostrada en la Tabla 12, podria sugerir
se lo siguiente: si la distancia entre la varicosidad adrenérgica y el misculo
liso arterial o de la membrana nictitante fuera mayor en los gatos i6venes que
en los adultos, seria factible esperar que la accidn de la fentolamina sobre la
liberacidén del neurotransmisor fuera menor en los animales de menor edad, lo
cual coincidiria con nuestros resultados.

Las hipStesis formuladas en los parrafos anteriores suponen que el me-
nor efecto de la fentolamina en los gatos j&venes Ea consecuencia de una menor
activacion del mecanismo inhibitorio, por el neurotransmisor endégeno. Sin em-
bargo; no puede descartarse la posibilidad de que dicho mecanismo sea tan acti-
vo en los animales jdvenes como en los gdultos y que la diferencia entre ambos
grupos de edades se deban a una variacidén en la afinidad del antagonista fento-
lamina por el receptor a-presiniptico.

A nivel de los receptores a-postsindpticos no se hallaron diferencias
relacionadas con la edad ya que el bloqueo producido por fentolamina sobre el
miisculo liso arterial fue similar en los gatos jovenes y adultos.

Las aortas de los animales adultos y jovenes también se diferenciaron
cuando las estimulaciones se hicieron en ausencia del ion calcio. Cuando se
quitd el calcio del medio de perfusidn, la liberacidn de noradrenalina inducida
por estimulacidon nerviosa fue mucho menor que los valores controles en ambos
grupos de animales, pero la disminucion fue menos pronunciada en los gatos jdve
nes. En cambio, las respuestas contractiles se anularon por completo en ambos
grupos de edades. Ello podria indicar que en los animales de menor edad y en
nuestras condiciones experimentales, una parte de la noradrenalina se estaria
liberando a través de un proceso no dependiente de calcio extracelular. Recor-
demos que el calcio es indispensable para que se produzca la exocitosis del neu
rotransmisor ("Introduccidn General'). No obstante, en los gatos jovenes la li

beracién de noradrenalina se abolid totalmente cuando la estimulacidn se llevd



a cabo en presencia de tetrodotoxina, droga que bloquea los canales de Na+ e
impide el desarrollo de los potenciales de accidn (Gershon, 1967) y la libera
cion de 3thoradrenalina dependiente de calcio (Katz y Kopin, 1969). En con-
secuencia, la liberacion de noradrenalina en la aorta de los gatos jovenes se
ria calcio dependiente, alin cuando la secrecifn del neurotransmisor no se haya
anulado totalmente después de lavar los tejidos en ausencia de calcio. Una
posibilidad es que las varicosidades nerviosas simpaticas en los gatos jove-
nes contengan depdsitos de calcio mas resistentes a la deplecidon por lavado
que en los gatos adultos y que, durante la despolarizacidn ese calcio estu-
viera disponible para la liberacion del neurotransmisor.

El calcio podrfia estat{asociado con las qembranas de los terminales

nerviosos. Al menos, en el bulbo espinal de la rata y del conejo se observd

que el calcio podria unirse a unos filamentos y a una protefna de membrana que

se localizaban en los axones; a nivel de las sinapsis (Haydén, 1974).

El calcio también podria provenir de las mitocondrias. Estas organe-

las tienen una gran capacidad para acumular dicho ion y podrian intervenir en

la regulacién de los niveles de calcio citoplasmatico (Batra, 1973; Carafoli y

102

col., 1976). Ademds, se ha propuesto que en los terminales nerviosos, las mito

condrias podrian servir como reservorios de calcio, el cual participarfa en el

proceso de liberacidon del neurotransmisor (Lust y Robinson, 1970).

Con respecto a las posibles diferencias entre la disponibilidad de cal

cio en los animales adultos y jovenes, es de interés mencionar que la contrac-

cion de la aorta de rata inducida por noradrenalina es menos dependiente del cal

cio extracelular en los animales jovenes (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-presi

napticos no variaria entre los 2 o 3 meses y 1 afio 0 mas de vida. Ello sugiere

que en esta especie, la edad del animal no influye sobre los receptores B-presi

napticos del mismo modo que sobre los postsindpticos, cuya actividad, en muchos

tejidos, decrece al madurar el individuo.
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Por el contrario, en estos mismos grupos de animales, la participacidn
de los receptores a-pogstsindpticos en el control de la liberacién del neurotrans
misor simpatico dependeria de la edad y serfa menor en los gatos mas jovenes. O
tra diferencia fue que en ausencia de calcio extracelular, la liberacidn remanen
te de noradrenalina inducida por estimulacion transmural fue mayor en las aortas
de los gatos jovenes en comparacidén con los adultos, sugiriendo que podrfa haber
cambios en la disponibilidad del calcio a nivel de los terminales nerviosos sim-

paticos.
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CAPITULO 1V

Y
EFECTOS DEL PIMOZIDE SOBRE LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS POR NORADRENALINA EN
EL MUSCULO LISO ARTERIAL

INTRODUCCION

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

Esta droga también ha sido utilizada como un antagonista dopamin&rgico
especifico en el milsculo liso (Imbs y col., 1974; Setler y col., 1975; Al-Jeboory
y Marsha11,1977;Tayo,1977);ﬂpesar que ya en 1968.‘Jansaen y col. habfan mostra-
do que en el duodeno y la clpsula esplénica del conejo y en el fleo de cobayo,
el pimozide antagonizaba las contracciones inducidas por agonistas-no dopaminér
gicos (acetilcolina, histamina y norad;enalina entre otros).

La inespecificidad de la accifn del pimozide en el fleo de cobayo fue co
rroborada por Quintana (1978). Ademfs, Hope y col. (1977), observaron que el
pimozide antagonizaba las respuestas inducidas por histamina y noradrenalina en
la arteria de la oreja del conejo.

Estos datos sefialan que en el miisculo liso, el pimozide tieme efectos no
relacionados con los receptores dopaminérgicos. Con el objeto de analizar la
naturaleza de la accién del pimozide ;n el misculo liso, en el presente trabajo
g8e investigaron los efectos de la droga en la arteria mesenté€rica inferior y o-
tros tejidos aislados de gato.

Se realizé un estudio comparativo con fentolamina pues el pimozide, en la
concentracidn utilizada, antagonizb las respuestas inducidas por noradrenalina

como si fuera un bloqueante a-~adrenérgico competitivo.



RESULTADOS
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Iv.l Efectos de pimozide y fentolamina sobre las respuestas inducidas por nor-

adrenalina en la arteria mesent€rica inferior de gato. Reversidn de los

Y
efectos por lavado.

La arteria mesentérica inferior de gato se cortd en espiral y se incubd
en solucién de Krebs a 37°C, ajustdndose la tensidén de reposo a 2.5g. Se deter
minaron dos curvas de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina, la cual se a
gregd en forma acumulativa. La primera determinacidn se realizé en condiciones
controles, mientras qﬁe la segunda se hizo en condiciones controles o en presen
cia de pimozide o fentolamina.

Pimozide 0.20 ¥M y el bloqueante ¢ fentolamina 0.31 WM, desplazaron las
curvas hacia la derecha sin modificar la respuesta méxima (Figura 17).

En estos experimentos, el pimozide y la feniolamina se agregaron al me-
dio de incubacidn 20 minutos antes de determinar las correspondientes curvas,
para que la interaccidn entre la droga y el tejido alcanzara un estado estacio
nario. En otros experimentos, en cambi?, se emplearon tiempos de preincubacién
més cortos.

Las arterias se incubaron en solucidn Tris ("Métodos",Seccidn I). Se de
terminaron las respuestas inducidas por noradrenalina 0.18 o 1.8 UM en condi-
ciones controles y luego de 30 segundos de preincubacién con fentolamina o pimo
zide. Posteriormente se lavaron los bloqueantes y se registrd la respuesta a
una nueva dosis de noradrenalina, cada 20 minutos. En cada experimento se em-
pled una sola concentracién de noradrenalina y un s8lo bloqueante. Los resulta
dos se representan en la Figura 18. Luego de 30 segundos de preincubacidn, pi-
mozide 0.20MM no modificd las contraccionmes inducidas por noradrenalina 1.8 M
y_sélo tuvo un débil efecto sobre la dosis menor del agonista (0.18 uM). Sin
embargo, el bloqueo se manifestd a los 20 minutos, aiin cuando el pimozide ya no
estaba presente en el medio de incubacidn. Dicho efecto no  'revirti8 en una
hora adicional de lavados. Fentolamina se comportd en una forma diferente, pues
su accidn se manifestd a los 30 segundos de preincubacidén y la recuperacibn de
las respuestas inducidas por noradrenalina fue total a los 20 minutos de lavado.

En otros experimentos, se determind la magnitud de los efectos de pimozi-

de y fentolamina en funcidn del tiempo de preincubacién (Figura 19). Para que
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:Ca'lrolcs

Figura 17: Efectos de pimozide y fentolaming sobre las curvas de dosis-—

respuesta inducidas por noradrenalina en la arteria mesenté-

rica inferior de gato.

Ordenadas: Tensidn desarrollada, éxpresada como un poréentaje con respecto

a la respuesta maxima de la ler. curva control.

Abscisas: Concentracidn de (-)-noradrenalina (M). (0) y (®): primera y
segunda curva control (n = 3); (@ ): pimozide 0.20 M (n = 5);
(A): fentolamim 0.31 M (n = 4).

Las drogas se agregaron al medio de incubacidn 20 minutos antes del comien-
zo de la 2a. curva. Se sefialan los valores medios + el error standard de

la media.
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Figura 18: Inhibicion de las respuestas inducidas por noradremalina luego
de 30 segundos de preincubacion conlpimozide o fentolamina en

la _arteria mesentérica inferior de gato. Reversidn de los efec-

tos por lavado.

La noradrenalina (NA) se agregd en dosis de 0.18 o 1.8 wM, cada 20 minutos
(flechas debajo de la abscisa). La tensién desarrollada se midié al minuto
de agregar cada dosis de NA y se expresd como un porcentaje de la respuesta

obtenida en la lra. determinacidn control (®).

La segunda determinacidén se realizd en presencia de pimozide 0.20 M (B ) o
fentolamina 0.31 M (A) (30 segundos de preincubacidn). Las restantes de~

terminaciones se llevaron a cabo en ausencia de los bloqueantes.

Se utilizd una sola dosis de NA y un solo bloqueante en cada arteria. Se
indican los valores medios + el error standard de 3 experimentos en cada ca

80.
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Figura 19: Curso temporal de los efectos de pimozide y fentolamina sobre

las respuestas inducidas por noradrenalina en la arteria me-

sentérica inferior de gato.

Pimozide 0.20 yM (M) o fentolamina 0.31 yM (A) se preincubaron durante
los periodos indicados en la abscisa y se determind la respuesta inducida
por noradrenalina (NA) 1.8 uM. La respuesta obtenida antes de agregar

los bloqueantes (0) se considerd como el 100%. Se empled un solo bloquean

te y un solo periodo de preincubacidn en cada tejido.

Se indican los valores medios + el error standard de 3-4 experimentos en

cada caso.
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se manifestarala inhibicién causada por pimozide sobre las respuestas inducidas
por noradrenalina 1.8 M, se requirif un tiempo mfnimo de preincubacidén de 2 mi
nutos. Entre los 3 y 5 minutos el bloqueo alcanzd valores semejantes a los ob-
tenidos con 20 minutos. A diferencia de pimozide, los efectos de fentolamina

fueron similares a los 30 segundos o 20 minutos de preincubacién.

IV.2 Efectos de pimozide y fentolamina sobre las respuestas al Caz+ en la ar-

teria mesentérica inferior de gato.

Las arterias se incubaron en solucién de Tyrode libre de Ca2+ ("Métodos"
gseccidn I) durante 60 minutos 'y 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 uM, respectivamente y 20 minutos antes de la segunda curva se agregd pimo
zide 0.29w o fentolamina 0.31 uM al medio de incubacidn.

El pimozide desplaz§ las curvas hacia la derecha en 0.6 unidades logarit
micas aproximadamente y no modificé la respuesta mixima. Con fentolamina el des
plazamiento fue menor (Figura 20).

Notese que ni el pimozide ni la fentolamina inhibieron las respuestas in-
ducidas por noradrenalina 18.0 y 180.0 ¥M, cuando se mantuvo constante la concen

tracion de Caz+ en el medio de incubacidén (Figura 17).

IV.3 Efectos de pimozide y fentolamina sobre las contracciones inducidas por

potasio en la arteria mesentérica inferior de gato.

En arterias incubadas en solucién Tris, pimozide 0.20 yMantagoniz8 las
respuestas inducidas por concentraciones crecientes de potasio (KCl). La inhi
bicién fue de tipo no competitivo, con una marcada disminucién de la contraccién
mixima. Fentolamina 0.31 W en cambio, no modificd las curvas de dosis-respues
ta inducidas por potasio (Figura 21). Pimozide y fentolamina se agregaron 20
minutos antes del éomienzo de las curvas correspondientes. Es de interés desta

car que la inhibicidn debida al pimozide revirtid parcialmente cuando la concen
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Figura 20: Efectos de pimozide y fentolamina sobre las respuestas indu-

cidas por calcio, en presencia de dosis maximas de noradrena-

lina.

Ordenadas: tensidn desarrollada, expresada como un porcentaje de la respues

ta maxima obtenida en la ler. curva control.

Abscisas: concentracidn de CaCl2 (mM) .

Previamente los tejidos se lavaron-con solucion de Tyrode libre de Caz+ (60
min.). La lra. y 2da. determinacidn se llevaron a cabo en presencia de (-)
noradrenalina (NA) 18.0 y 180 M respectivamente. (0) y (®): curvas contro-
les (n = 4); (®): pimozide 0.20 yM (n = 4); (A): fentolamina 0.31 W (n =
3). Los bloqueantes se agregaron al medio de incubacidn 20 minutos antes del

comienzo de la 2da. curva.

Se indican los valores medios + el error standard de la media.
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Figura 21: Efectos de pimozide y fentolamina sobre las respuestas inducidas

or potasio.

Ordenadas: tension desarrollada, expresada como un porcentaje de la ler. cur

va control.

Abscisas: concentracion de KC1 (mM). (0) y (@): curvas controles; Pimozi-
de 0.20 yM (W) o fentolamina 0.31 M (A), se agregaron al medio

de incubacidén 20 minutos antes de la 2da. determinacién.

En el panel central se indica la adicidon de Ca2+ (Ca Clz) 10.2 mM, una vez
que se alcanzd la respuesta mdxima inducida por potasio en preseancia de pimo-

zide.
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tracibn de Ca2+ en el medio de incubacidén se elevl desde 1.7 a 11.9 ™M (Figura
21). E1 Caz+ se agregd una vez que se alcanzaba la respuesta mixima inducida
por potasio en presencia de pimozide. En condiciones controles, el agregado de
ca* no modificS las respuestas inducidas por dosis miximas o submiximas de po-

tasio.

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

el lechQJggacular del colon descendente |y en el bazo de gato.

Se investigé si los efectos de pimozide en la arteria mesentérica infe-
rior, se observaban también en ‘otros tejidos aislados de gato. Para ello se u-
tilizaron: el lecha vascular perfundido del colon descendente, el bazo perfundi
do y la cépsula esplénica (tiras aisladas de bazo). y

En cada experimento se determinaron dos curvas de dosis-respuesta induci
das por noradrenalina; la primera fue una curva control y la segunda se determi
nd luego de 20 minutos de agregar pimozide 0.20 uM a la solucién de Krebs. En
otros experimentos, ambas curvas se determinaron én condiciones controles. Los
resultados figuran en las Tablas 13 y 14, donde se comparan los efectos de pimo

zide sobre el pD2 (logaritmo negativo de la CE_. de noradrenalina) y sobre la

respuesta mixima inducida por noradrenalina ensgos diferentes tejidos, incluyén
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 mesent@rica aislada. En ambos casos, colon y ba
zo, las curvas se desplazaron hacia la derecha en mds de una unidad logaritmica,
a nivel de 19 CBSO' Por otra parte, la cdpsula esplénica fue la menos afectada
por el pimozide pues el desplazamiento de las curvas de dosis-respuesta fue de
alrededor de 0.3 unidades logaritmicas (Tabla 13).

En el bazo perfundido, pimozide no s6lo desplazd las curvas de dosis-res
puesta hacia la derecha, sino que ademfis se registr§ una marcada disminucibn de
la respuesta maxima. Dicho efecto fue menos notorio en el lecho vascular del
colon. En cambio, pimozide no produjo cambios en la respuesta mixima de las res

tantes preparaciones (Tabla 14).
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En la arteria mesentérica inferior de gato, pimozide 0.20pM tuvo un efec
to similar a fentolamina sobre las curvas de dosis-respuesta inducidas por nora
drenalina, pues produjo un desplazamiento hacia la derecha sin alterar la res-
puesta mixima. La primera interpretacién que surge de estos resultados es que
pimozide se comporta como un bloqueante competitivo de los adrenoceptores a en
el misculo liso arterial. Esto podrfa ser factible pues el pimozide tiene pro-
piedades 5-bloqueantes en el sistema nervioso central (Blumberg y col., 1975;
1976; Sawaya y col., 1977; Titeler y Seeman, 1978).

Sin embargo, en el miisculo liso arterial, el pimozide podrfa temer un me
canismo de accidén distinto de un tfpico antagonista competitivo de los recepto-~
res a como es la fentolamina. En primer lugar, el pimozide necesit§ un tiempo
mayor que la fentolamina para que se manifestaran sus efectos antagonistas sobre
la noradrenalina. Ademis, dichos efectos persistieron ain después de una hora de
continuos lavados,mientras que la fentolamina se lavé r@pidamente. Por otra par
te, en la arteria mesentérica inferior, la accin del pimozide no fue espeéifica
para las contracciones inducidas por nqQradrenalina sino que la droga tambi&n in-
hibid en forma no competitiva las contracciones inducidas por un agente despola-
rizante, el potasio, y también desplaz§ hacia la de;echa las curvas de dosis-res
puesta inducidas por Ca2+. En cambio, la fentolamina no
modificé lap respuestasal potasio y tuvo ‘un menor efecto sobre las curvas de Ca2+.

Esta inespecificidad en la accibn del pimozide también se verific§ en o-
tros midsculos lisos. En el fleo de cobayo, el pimozide inhibid las contraccio-
nes inducidas por acetilcolina, angiotensina, histamina e incluso antagonizé las
contracciones inducidas por cloruro de bario (Janssen y col., 1968; Quintana,
1978). Ademis, en la arteria de la oreja del conejo, el pimozide antagonizé las
contracciones inducidas por noradrenalina y angiotensina (Hope y col., 1977).
Por otra parte, en el bazo perfundido de gato, el pimozide bloqueS las respues-
tas presoras inducidas por angiotensina (datos no incluidos en la secciSn "Resul
tados") y por noradrenalina.

Esta informacidn sugiere que en el miisculo liso la droga podrfa actuar,
no a través de un receptor especifico, sino a través de otro mecanismo.

El hecho que en la arteria mesent@rica de gato, el pimozide haya desplaza
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

2+

al aumentar la concentgaciSn externa de Ca” , sugieren que el pimozide se compor
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taria como un antagonista del Caz+ en el miisculo liso. El antagonismo del pi-
mozide por el Ca2+ también fue observado por Quintana (1978).

El pimozide podria inhibir el influjo de Caz+ hacia la fibra muscular o
bien podria interferir con el Ca2+ en un sitio de accién intracelular. En el
sistema nervioso central, se aisld una proteina reguladora dependiente de Ca2+,
el "calmodulin”, que regularfa la actividad de la fosfodiesterasa y que es in-
hibida por el pimozide y otros neurolépticoq (Levin y Weiss, 1976; Stoclet,
1979) . Dicho factor protéico también se hallS en el misculo liso, donde parti
ciparfa de la interaccidn actina-miosina (Hidaka y col., 1979; 1980). De este
modo, en el midsculo liso arterial, el pimozide podrfa inhibir la contraccidn

por interferir con un factor medulador dependiente de Caz+. Si bien los pre-

2+, afin no puede

sentes resultados sugieren una accidn 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 antagonis
mo @ -~adrenérgico, sobre todo si se tieneen cuenta que el pimozide y todes los
neurolépticos tienen afinidad por los receptores a del sistema nerviosocentral
(Titeler y Seeman, 1978).

No todos los tejidos mostraron la misma sensibilidad para los efectos
del pimozide. De las preparaciones analizadas, los lechos vasculares perfundi
dos fueron los mias afectados. En el bazo perfundido no sSlo se desplazaron
las curvas de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina hacia la derecha, si
no que ademis disminuyd la respuesta mixima. En cambio, en un tejido no vascu
lar como la cdpsula esplénica de gato, el pimozide tuvo efecto muy débil. To-
davia menos sensible parece ser la membrana nictitante de gato donde el pimozi
de, en una concentracidn de l.uM, es decir 5 veces mayor que la utilizada en
los tejidos antes mencionados, no modific6 las curvas de dosis-respuesta indu-
cidas por noradrenalina (Enero y Langer, 1975).

Estos datos indicarian que las arterias podrfan ser muy sensibles al pi
mozide, en relacion a otros tejidos.

Del anilisis de este capitulo se desprenden dos hechos importantes:

1) A pesar de que en la arteria mesentérica aislada de gato, el pimozi-
de 0.20 uM aparentemente competiria con la noradrenalina por la ocupacifn del re

ceptor @, la droga estaria actuando a través de otro mecanismo, probablemente re
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lacionado con el Ca2+. Esto sefiala que un corrimiento paralelo en las curvas
de dosis-respuesta en,presencia de un bloqueante, no indica necesariamente una
competicidn con el agonista por la ocupacidon del receptor. Lo mismo podria o-
currir con otros neurolépticos emparentados quimicamente 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 se les a-
tribuyd un efecto antagonista g-adrenérgico en la aorta del conejo porque des-
plazaban las curvas dosis-respuesta inducidas por noradrenalina (Gothert y col.,
1977).

2) Los resultados obtenidos sefialan que el pimozide no es una droga ade-
cuada para ser utilizada como un bloqueante especifico de los receptores dopami
nérgicos en cualquier tejido périférico, puesto que en algunos tipos de misculo
liso la droga puede actuar a través de otro mecanismo. Sobre todo,esto debe
tenerse en cuenta para las arterias, que demostraron ser muy sensibles a la ac-

cién del pimozide.
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RESUMEN GENERAL

La primera parte del Trabajo de Tesis se relaciondé con la modula
cion de la liberacidon del neurotransmisor simpatico a través de adrenocepto
res presindpticos.

Los resultados presentados en el Capitulo;l son compatibles con la hi
potesis de que las varicosidades simpaticas poseen receptores de tipo g , los
cuales participan de un mecanismo facilitador de la liberacion de noradrenali
na. Asi lo sugiere el hecho de que en el bazo perfundido de gato el agonista
B (-)-isoproterenol haya incfementado la liberacién de noradrenalina inducida
por estimulacion nerviosa y que dicho efecto haya sido antagonizado por el
bloqueante (-)-propramolol( Tablas 1.y 2; Figuras 6 y 7).

Los receptores presinapticos g serian estereoespecificos pues el (+)-
isoproterenol no modificd la liberacidn del neurotransmisor simpdtico (Tabla 1;
Figura 6).Como se sabe, la estereoespecificidad para los ligandos también es
una caracteristica de los receptores g_postsinapticos.

El analisis de los datos obtenidos con (-)-isoproterenol y (-)-propraqg
lol (Figura 8), y la comparacidn de los efectos del (-)-isoproterenol a dife
rentes frecuencias de estimulacidn (Figura 9), sugieren que el mecanismo regu
latorio mediado por receptores presindpticos g podria ser activado por el mis
mo neurotransmisor liberado al espacio sinaptico. Sin embargo, diversas eviden
cias sefialan que la adrenalina circulante podria ser un importante activador

de este mecanismo.
En el Capitulo II se analizd la influencia de la temperatura sobre el

mecanismo regulatorio g-presindptico.

La regulacion de la neurotransmision simpatica a través de receptores
B-presinapticos seria un mecanismo sensihle a la temperatura, pues en el bazo
perfundido de gato el (-)-isoproterenol 14.0 nM aumentd la liberacion de nora
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-metil-3~isobutilxantina (MIX)

0.5 mM se comportd en forma similar al (-)-isoproterenol frente al cambio de

temperatura, observandose un incremento en la liberacidn de noradrenalina a
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37°C y no a 27°C (Figura 11).

La similar dependencia de ambas drogas con respecto a la temperatura
sugiere que la activacion de los receptores presind@pticos B aumenta la libera
cion de noradrenalina a través de un mecanismo en el cual participa el AMP
ciclico.La -ausencia de los efectos del (-)-isoproterenol y MIX a 27°C podria
deberse a una menor actividad de la adenilato ciclasa o a una alteracidn en
un paso posterior a la sintesis de AMP ciclico en el terminal nervioso.

Sé estudid la influencia de la temperatura sobre los efectos de otro in
hibidor de la fosfodiesterasa, la papaverina. A diferencia de MIX, papaverina
27 pM aumentd el eflujo basal de radiactividad. Por otra parte, durante la es
timulacion nerviosa papaverina incrementd la liberacion del neurotransmisor a
37°C y también a 27°C (Figurda 12). Estos resultados indican que a nivel de los
terminales nerviosos simpaticos, MIX y papaverina podrian actuar por distintos
mecanismos aiin cuando ambas drogas sean inhibidoras de la fosfodiesterasa.

Puesto que ni el efecto granular de la papaverina ni su efecto durante
la estimulacion nerviosa sufrieron modificaciones importantes al variar la tem
peratura, se sugirid que podria haber una relacidon entre ambas acciones de la
droga. Cabe sefialar que esta posible relacidn ya fue sugerida por Cubeddu y
col. (1974b).

En muchos tejidos la actividad p-adrenérgica decrece a medida que aumen
ta la edad del individuo, pero los resultados obtenidos en la aorta toracica
aislada de gato (Capitulo III, Figura 14A) indican que en este tejido la activi!
dad de los receptores B-presinapticos no disminuye entre los 2-3 meses y~1—6
mas anos 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 madu
racidén no afecte en forma sensible el mecanismo regulatorio B presinaptico en
la aorta del gato. Cabe recordar que la influencia de la edad sobre la activi
dad B adrenérgica no ha podido ser detectada en todos los tejidos ni en todas
las especies estudiadas y hasta se encontraron diferencias en distintas porcio
nes de una misma especie animal.

Los gatos jovenes y adultos sin embargo, presentaron dife}enciaa relacio
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nadas con el mecanisgo inhibitorio de la liberacidn de noradrenalina mediado
por receptores presinapticos a. De acuerdo con los datos obtenidos en la aor
ta tordcica y la membrana nictitante (Figura 15), la activacién de dicho me
canismo por la noradrenalina liberada al espacio sindptico es menor en los
animales jovenes que en los adultos. Esto podria deberse a distintos factores,
como el nimero de receptores presinapticos, la afinidad de la noradrenalina
por dichos receptores o la dimensidn del espacio sindptico.A nivel de los re
ceptores a-postsindpticos no se hallaron diferencias relacionadas con la edad.
Otra diferencia entre los dos grupos de animales fue que en ausencia
de calcio extracelular. la liberacion remanente de moradrenalina inducida por
estimulacin transmural fue mayor en la aorta de.los animales j&venes,.sugi
riendo que podria haber cambios en la disponibilidad de calcio a nivel de los

terminales nerviosos simpaticos.

En la segunda parte del Trabajo de Tesis (Capitulo IV) se estudiaron los
efectos del pimozide sobre la contraccion inducida por noradrenalina en el mus
culo. liso.

El pimozide es considerado como un bloqueante especifico de los recep
tores dopaminérgicos del sistema nervioso central y tejidos periféricos pero
en la arteria mesentérica inferior aislada de gato parece actuar como un anta
gonista competitivo a-adrenérgico , pues desplazd hacia la derecha las curvas
de dosis-respuesta inducidas por noradrenalina (Figura 17). Sin embargo, expe
rimentos adicionales (Figuras 20 y 21) mostraron que en esta arteria el pimo
zide actuaria a través de otro mecanismo, probablemente relacionado con el
calcio. También en otras preparaciones-de misculo liso, el pimozide inhibid las
respuestas inducidas por noradrenalina, aunque se hallaron diferencias de sensi
bilidad frente a la droga (Tablas 13 y 14).

Estos resultados senalan que el pimozide no es una droga adecuada para
ser utilizada como un bloqueante especifico de los receptores dopaminérgicos
en todos los tejidos periféricos, puesto que la droga presenta otros efectos.

Particularmente, las arterias fueron muy sensibles a la accidn inhibitoria

del pimozide.
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