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INTRODUCCION



CONCEPTO DE SINAPSIS

El creador del concepto de sinapsis, fué Santiago Ra-
món y Cajal (1886), que llamó "articulación nerviosa" al lu ■

gar de contacto entre la terminación nerviosa aferente y el
soma o dendrita de la neurona eferente. Sin embargo, el pri
mero que introdujo el término "sinapsis" fué C. Sherrington

según este último autor, las relaciones entre neuronas, pue

den hacerse, bien a través de un espacio interneuronal, o -

bien a través de una superficie de contacto como se ha de-
mostrado por microscopia electrónica (Pappas y Púrpura,1972

En el primer caso, se acepta, en general, que se tra-
ta de un tipo de sinapsis, en la cual, la transmisión del -

impulso nervioso de una neurona a otra se realiza a través
de un mediador químico (quimiosinapsis). En el segundo caso

cuando existe contacto directo entre ambas neuronas, dire-

mos que se trata de una sinapsis electrotónica, donde la
transmisión del impulso nervioso, se realiza por potencia -

les eléctricos originados en la misma membrana.
En los vertebrados superiores, la mayoría de las si -

napsis son químicas, por lo que no comentaremos nada más
respecto a las sinapsis electrotónicas.

Aún cuando el término de sinapsis se acuñó para la co

nexión interneuronal, se han adscrito al mismo concepto,sin

discusión alguna, otros contactos nerviosos. Podemos distin
guir, desde el punto de vista morfológico:

1) Sinapsis interneuronales
2) Sinapsis neuromusculares
3) Sinapsis neuroglandulares

En cada una de estas tres hay que distinguir además, una se

rie de variedades.

Las sinapsis representan, pues, un conjunto muy poli-
morfo de estructuras, caracterizado por ciertos rasgos co -

muñes.
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Otra forma de clasificar a las sinapsis, es por crite
rios bioquímicos:

1) Sinapsis adrenérgicas
2) Sinapsis colinérgicas, etc.

En esta división que podemos considerar clásica, sur-

gen continuadamente, nuevas variantes, pues, en especial, -

dentro del sistema nervioso central, parece que la bioquíirm
ca de los transmisores se complica: sinapsis dopaminérgicas
sinapsis serotoninérgicas, sinapsis purinérgicas, etc...
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BASES MORFOLOGICAS DE LA SINAPSIS QUIMICA

Las neuronas y células gliales, junto con sus proion-

gaciones están densamente empaquetadas en el sistema nervio .

so central dejando entre sí espacios extracelulares de unos
O

200 A de anchura. La región sinóptica, cumple también
esta ordenación estructural, y así, vemos que entre dos neu

roñas existe una hendidura característica que es el espacio

sinóptico o canal sinóptico. Este canal es el que determina
o separa las llamadas membranas pre y post-sinópticas, pro-

porcionando así una correlación morfológica para la diferen
ciación funcional de los elementos llamados pre y post si -

nápticos (Eccles, J.C. 1964).

con

La especialización funcional de las membranas sinápti
cas no ha podido, por el momento, relacionarse con ultraes-
tructuras especializadas en las dos partes homónimas de las

membranas que intervienen en la formación de la sinapsis. A

raíz de los estudios realizados hasta el momento, la estruc

tura de estas membranas especializadas, responde a la misma

composición que el resto de las membranas de la neurona. No

obstante, se observa una densificación de la imagen a nivel

del citoplasma limitante con las membranas sinópticas.

La terminación axónica, es decir, la porción presinóp
tica, posee unas características estructurales que comenta-
remos acto seguido:

A. - Estructuras. Presináptica£

Aparte de elementos más o menos comunes a toda célula
y a otras regiones de la neurona, en la terminación sináp -

tica encontramos los siguientes elementos específicos:

1.- Vesículas sinópticas: son unos elementos caracte-

rísticos del botón presináptico, diferenciándolo claramente
del elemento postsináptico. Los estudios de aislamiento
los llamados sinaptosomas (todos los órgánulos típicos de -

de
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la terminación sinóptica) de los cuales forman parte
vesículas sinópticas, parecen demostrar claramente la fun-

ción de almacenamiento y liberación del neurotransmisor

químico por dichas estructuras vesiculares (Whittaker,1972

las

En cuanto al origen de las vesículas sinópticas ha -

sido discutido por varios autores, las cuestiones principa
les son: 1) a partir de qué componente celular se forman y

2) en que lugar de la neurona tiene lugar esa formación.
Los estudios ultraestructurales y citoquímicos, han

apuntado a los microtúbulos (De Robertis, 1964; Pellegrino
de Iraldi y De Robertis, 1968) mitocondria (Sprigg y cois.
1967) membrana de las células nerviosas (Andrés, 1964; Wes_
trum, 1965; Birks,1966; Kanasaki y Kadota, 1969; Gray y Wi

llis, 1970; Douglas y cois. 1971; Holtzman y cois. 1971)
el aparato de Golgi (Akert y cois. 1971; Stelzner, 1971; -

Ijima y Awazi, 1973) y el retículo endoplósmico liso (Ro -

dríguez, Echandria y cois. 1971; Machado, 1971; Stelzner,

1971; Korneliussen, 1972; Tranzer, 1972; Hokfelt, 1973; -

Teichberg y Holtzman, 1973) como posibles precursores.

Ya en los primeros estudios de microscopia electróni
ca realizados en tejidos nerviosos, fueron descritas vesí-
culas pequeñas, con un diómetro de alrededor de unos 500 A
como componentes intracelulares de la porción presinaptica
(De Robertis y Benivet, 1954; Palade y Palay, 1954; Sjos -

trand, 1954)

Grillo y Palay (1962) reconocieron, como mínimo dos

tipos distintos de vesículas granulares descritas como:
- vesículas granulares pequeñas, de un diómetro apro

ximado de unos 500 A (SGV)
- vesículas granulares grandes, de un diómetro apro-

*

(LGV)

Ademós de las clósicas vesículas agranulares sinópti_
ximado de unos 1000 A

cas.
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Experiencias posteriores indicaron, utilizando bien
la adición de aminas exógenas (Tranzer y Thoenen, 1967;Hok

felt, 1968) o una técnica de fijación con KMNO^ (Richard -
son, 1966) que prácticamente todas las vesículas en las fi
bras nerviosas adrenérgicas contienen un núcleo denso (Hok ■

felt, 1969; Woods, 1970; Fillenz, 1971). Ambos tipos de ve

sículas SGV y LGV, pueden, de acuerdo con técnicas histo -

químicas almacenar y recaptar la amina (Hokfelt, 1968;Tran
zer y Thoenen, 1968; Fillenz, 1971). Las vesículas granula
res del tipo SGV y LGV se localizaron, en primer lugar, en

el interior de las terminaciones de las neuronas adrenérgjL
cas.

En estudios realizados con el músculo dilatador del

iris de rata (Hokfelt, 1969) se vió que el número de vesí-
culas por varicosidad presentaba una media de 300-500, de
las cuales un 2% eran del tipo LGV y el resto del tipo SGV
En conducto deferente de rata se encontraron un 40% de las

vesículas del tipo LGV (Farrell, 1968) , mientras que en el
bazo de gato, se encontró ün 20% de vesículas del tipo LGV

(Bisby y Fillenz, 1971). También se vieron vesículas granu

lares del tipo SGV y LGV en los axones y cuerpos celulares
de las neuronas adrenérgicas. En los axones, la proporción
de LGV parecía ser mayor que en las terminaciones (Geffen

y Ostberg, 1969; Hokfelt, 1969) aunque ocasionalmente tam-
bién se podían ver grupos de vesículas SGV.

La alta incidencia de vesículas en las regiones si -

nápticas y la escasez de ellas en regiones no sinápticas -

de la neurona representan los extremos de una distribución
de frecuencias. Esta distribución de las vesículas sináp -

ticas a través de lo que podríamos llamar "región de tran£
ición" es claramente debida a un factor y no se debe al a-

zar. En la mayoría de las sinápsis, el perfil de la distri_
bución de frecuencias de la población de vesículas, repre-

sentado frente a la distancia de dichas vesículas a la hen

didura sináptica, tiene la.forma de función continua.
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El cilindro axónico en dichos sistemas contien un en

rejado de finos neurofilamentos. Es claro que la localiza-
ción de las vesículas en esas sinápsis no se debe a una d:L
fusión con una constante de difusión pequeña. En el caso -

de un proceso de difusión entre un estado de equilibrio
con gran concentración de vesículas y otro estado estable,
de baja concentración (en los lugares alejados de la sináp
sis) encontraríamos un perfil de densidad de población de
vesículas aue disminuiría linealmente con la distancia a

la sináosis (Shea, Karnowskv v Bossert, 1969)

Este hecho sugeriría aue el mecanismo que rige la lo
calización de las vesículas pueda ser la presencia de
barrera absorbente o refractante. Un mecansimo de este tipo

que decidiera la localización de las vesículas, podría te-

ner importancia transcendental para la transmisión sináp -

tica.

una

2.- Filamentos y Túbulos: Los botones sinópticos en

algunas partes del sistema nervioso contienen neurofilamen
tos (Gray y Guillery, 1966). Dichos filamentos, de unos 75
©

A, de diámetro aparecen a menudo como un trayecto circular
en la terminación rodeando a las vesículas y las mitocon -

drias. Se ha sugerido que estos filamentos corresponden a

las neurofibrillas visualizadas por el microscopio óptico,
(Palay y Palada, 1955) . En los axones se encuentran tam -

bién a veces neurotúbulos, y algunos investigadores han su

gerido que pueden interconvertirse en neurofilamentos (Pe-
ters y Vaughn, 1967). Sin embargo, existen datos que no
confirman la interconversión de dichas estructuras (Schmit

Wuerker, y Palay, 1969). La sugerencia de que las vesícu -

las sinópticas proceden de una transformación de los micro
túbulos (De Robertis, 1964) no ha tenido una demostración

palpable y ha sido incluso criticada desde el punto de vi£
ta bioquímico (Grafstein, Me Ewan y Shelanski, 1970). Lo -

que parece cierto es que los neurotúbulos desempeñan un pa

peí importante en el transporte axoplásmico (Gray, 1970).
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3.- Banda sináptica: Es una estructura densa en forma

de vara, localizada en las terminaciones en contacto con

los receptores. Este tipo de estructuras se encuentran des-

critas en los receptores de la retina (Sjostrand, 1958) cé-
lulas ciliares cocleares (Smith y Sjostrand, 1961), electro ^

rreceptores (Wachtel y Szamier, 1966) y células de la línea
lateral de la anguila (Hama, 1965). También se han descrito

(Dow-en la sinápsis de las células bipolares de la retina

ling, 1968; Dowling y Boycott, 1966). Las vesículas se en -

cuentran arracimadas alrededor de esta banda o bastón sináp
tico.

B.- Estructuras Postsinápticas

El elemento postsináptico puede no ofrecer ninguna ca

racterística que lo identifique como tal. Podemos encontar,

diversas estructuras especializadas en el elemento post-si-

náptico, pero ninguna de ellas, sola, es suficiente para ca

talogar inequívocamente al elemento como post-sináptico.
Frecuentemente existe una densificación del material

citoplasmático frente a la membrana presináptica, en la re-

gión de lo que llamamos membrana post-sináptica. Otras es-

tructuras típicas, aunque no específicas todas ellas son:
- mitocondrias, retículo endoplásmico liso y rugoso,

cuerpos postjuncionales, cisternas subsinápticas, el llama-
co aparato dendrítico espinoso, cuerpos multivesiculares y

especializaciones micropinocíticas.

1.- Cuerpos densos postjuncionales: Llamados así por-

aué son estructuras opacas al microscopio electrónico, for-
man una organización hexagonal subyacente a la membrana post

sináptica. Fueron descritos por primera vez en la habénula
y los núcleos interpedunculares del gato (Milhaud y Pappas,
1966) ambas estructuras se caracterizan por su alto contení
do en monoamino oxidasa (MAO) (Shimizu, Morikawa y Okada, -

1959; Smith, 1963), aunque el nivel de dicho enzima en otra
regiones no está totalmente determinado.
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No es posible, por el momento, asignar a estas estruc
turas un papel determinado en la sinapsis. Estos

han sido ocasionalmente descritos en las denominadas "pune-
ta adherentia", no sinápticas, entre procesos o prologacio-

(Milhaud y Pappas, 1966).

cuerpos

nes neuronales.

2.- Cisternas subsinápticas: Han sido descritas en nu

merosos lugares del sistema nervioso, tanto en superficies

sinápticas, como no sinápticas, por lo que Rosenbluth(1962)

concluyó que se distribuían al azar en relación con las es_
tructuras extraneuronales. Sin embargo, las cisternas que -

se encuentran inmediatamente por debajo de la superficie
membranosa de la sinapsis, se localizan específicamente ba-

jo la junción sinóptica formada por los nervios eferentes -

en el sistema acústico lateral de ciertos animales inferió-

res (Pappas y Púrpura, 1962) . En el núcleo óculo motor de -

la rana, se encuentran estructuras similares subyacentes a

ciertas sinapsis, donde rodean íntimamente todo el botón sjl

náptico, por lo que las proyecciones del botón y'la cister-
na en la membran son prácticamente idénticas. Por otra par-

te, jamás se han visto cisternas subsinápticas en las sinajo
sis electrotónicas.

3.- Aparato dendrítico espinoso: Gray (1959) fue quien
primero describió una serie de vacuolas aplanadas, formando
capas en disposición paralela en las espinas dendríticas
del córtex visual de la rata. Más tarde, se observaron idén

ticas formaciones en somas neuronales, en las proximidades

de sinapsis axosomáticas. Estructuras similares se han ob -

servado en las dendritas, cerca de las espinas dendríticas.
En el gato, por ejemplo, existen en gran número en el cór -

tex visual, y son muy escasas en el córtex motor. En el mo-
no estas estructuras se encuentran en el núcleo caudado, pe^

ro son raras en el núcelo óculo motor. Se ha dicho que

aparato dendrítico espinoso puede estar implicado en proce-

sos cerebrales, como el aprendizaje o la memoria (Hamlyn ,

1962) , pero no se ha podido demostrar.

el

8



4.- Cuerpos multivesiculares: Estas estructuras fue-

ron descritas por vez primera en las neuronas por Palay y

Palade. Se encuentran frecuentemente en las espinas dendrí
ticas y somáticas, lo cual probablemente está relacionado,
con la actividad micropinocítica en los procesos postsináp
ticos (Waxman y Pappas, 1969).

5.- Especializaciones micropinocitóticas: En las mem

branas postsinápticas se observan a menudo, invaginaciones
encapsuladas. Varios razonamientos apoyan la teoría que di
chas estructuras intervienen en la pinocitosis, aunque

pinocitosis puede ocurrir en la presinapsis, se da con mu-

cha mayor frecuencia en la áreas postsinápticas. En estu -

dios de sinaptogénesis en córtex cerebelar (Larramendi,19

69)' se ha observado la presencia de invaginaciones encapsu

ladas en las membranas postsinápticas de las sinapsis

los axones en cesta de las células de Pukinje, sugiriendo-
se que dichas invaginaciones representarían un estadio
un proceso membranoso que actuaría dividiendo en dos las -

adherencia sinápticas, dando lugar así a diversas junción-
. es más pequeñas. La presencia de semejantes estructuras en

tejidos nerviosos ya adultos, no invalida esta hipótesis.
Otro autor, Chalazonitis (1969) de acuerdo con los -

estudios realizados en las terminaciones axóhicas del Hé -

lix, interpreta la formación de estas vesículas como el re

flejo de una reorganización estructural de las membranas,
tanto en procesos de biosíntesis, como de degradación. Va-
rios trabajos parecen demostrar que la actividad pinocitó-
tica en las sinapsis proporciona una base morfológica para

el intercambio selectivo de materiales entre neuronas

están relacionadas entre sí funcionalmente.

la

con

de

que
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FISIOLOGIA DE LA SINAPSIS

En esencia se admite que la función de la sinapsis,
es la transmisión de los impulsos nerviosos en sentido uni

direccional. Este concepto viene apoyado en los siguientes
datos:

1.- Los impulsos nerviosos se conducen por fibras en

forma de variaciones de potencial de membrana, que tienen,
un voltaje y una duración característica para cada tipo de
fibra (Eccles, 1964). Es decir, todos los impulsos, son i-

guales para cada fibra del mismo tipo. La modulación de la
intensidad se hace por la frecuencia de impulsos. Una es -

timulación intensa de un órgano sensitivo da una frecuen -

cia de disparo mayor que otra estimulación débil.

2.- Cada neurona recibe sinapsis de fibras proceden
tes de muy distintos orígenes, resultando así un centro de

conexiones en el que hay múltiples entradas y una sola sa-

lida, el axon, cuya frecuencia de disparo se corresponde ,

con el estado de polarización general de la membran de
célula. No cabe por lo tanto esperar la corrrespondencia ,

de: un estímulo que llega por la presinapsis-un estímulo -

que sale por el axon. Ocurre esto sólo en casos muy conta-

dos (en realidad sólo en el de las fibras del músculo es -

quelético o placa motriz), casos por otra parte, que fue -

ron los primeramente estudiados por las condiciones espe -

ciales que permitían la investigación con medios simples.

la

3.- El impulso nervioso presináptico muere en la si-

napsis, produciendo allí la descarga de una substancia quí
mica que atravesando la junción, viene a iniciar en la mem

bran postsináptica, una serie de eventos que terminan de -

forma muy diferente ya se trate de una célula efectora(mus
cular, grasa, glandular, etc. ) o de una segunda neurona.

En este último caso el fenómeno terminal es, o un aumento

o una disminución de la polaridad de la membrana.. El aumen

to de la polaridad significa inhibición de la conducción -

nerviosa, y lo contrario signfica excitación.
10



Como consecuencia de estas características lo que el

impulso hace al llegar a la sinapsis interneuronal no es -

crear otro impulso en la segunda neurona, sino modificar -

localmente el valor de su potencial de membrana. Como a la

segunda neurona no llega sólo una sinapsis, sino cientos -

o aún imles (unas diez mil para las grandes células pirami_
dales de la corteza cerebral), la frecuencia de disparo

por el axon (única variable que condicionan) dependerá de
el conjunto de impulsos (excitadores e inhibidores) recibiL
dos en sumación espacial y temporal (dentro de los límites
del tiempo de la variación producida). Por ello una neuro-

na más que a un sistema de contactos, a lo que se parece ,

es a un sistema de circuitos como los que se utilizan en -

los computadores electrónicos y que se conocen con los nom

bres de "ñor", "not" y "and": varias entradas y una sola -

salida. Como en ellos, la salida es únicamente "sí o no" -

(Ley del todo o nada), como se conoce desde los tiempos de
Pfluger, y como en ellos las entradas pueden provocar au -

mentó de frecuencia en la salida, o a la inversa, como su-

cede en las células "on" y "off" de la retina.
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SINAPSIS ADRENERGICA

La primera proposición concreta de un mecanismo neu-

rohumoral, se hizo alrededor de los comienzos del siglo XX

Lewadonsky (1898) y Langley (1901) observaron por se

parado, la semejanza que hay entre los efectos de la inyec
ción de extractos de glándula suprarrenal y la estimulad-
ón de nervios simpáticos. En 1905 Elliot, empleó estas ob-
servaciones y postuló que los impulsos nerviosos simpáti -

eos liberan pequeñas cantidades de una substancia semejan-
te a la adrenalina, en contacto inmediato con las células

efectoras, consideró que esta substancia era el paso quíimi
co en el proceso de la transmisión. También descubrió que

mucho después de que los nervios simpáticos se habían dege
. nerado, los órganos efectores aún respondían en forma ca -

racterística da la hormona de la médula suprarrenal. Tam -

bién en 1905, Langley postuló que las células efectoras
tenían "substancias receptivas" excitadoras e inhibidoras,

y que la respuesta a la adrenalina dependía de cual de e -

lias estuviera presente.

Las investigaciones de Loewi (1921) en las que obtu-
vo la liberación de una substancia aceleradora en el cora-

zón de rana en determinadas circunstancias, establecieron

la primera prueba real de la mediación química de los im -

pulsos nerviosos mediante la'liberación periférica de subs_
tancias específicas. En el mismo año, Cannon y Uridill, in
formaron que en el hígado, cuando se estimulan los nervios

hepáticos simpáticos, se libera una substancia parecida a

la adrenalina que aumenta la presión sanguínea y la frecue
ncia cardíaca, pero no dilata la pupila. Experimentos ulte
riores, principalmente los de Cannon y cois, demostraron -

que esta substancia es el mediador químico liberado por lo

impulsos de los nervios simpáticos en las uniones neuroe-

fectoras. El mediador fué llamado originalmente "simpatina
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En muchas de sus cualidades farmacológicas y quími-
cas, la "simpatina" de Cannon, se asemejaba mucho a la a-

drenalina, pero las dos substancias diferían en algunos a£

pectos importantes. Cuando se inyecta adrenalina en el or-

ganismo provoca efectos excitadores e inhibidores. Así ace .

lera la frecuencia cardíaca, pero al mismo tiempo dilata -

algunos lechos vasculares y causa constricción de otros.
En cambio, los efectos excitadores déla "simpatina" podían
producirse por separadado.

En. 1910, Barger y Dale, observaron que los efectos -

de la estimulación del simpático se parecían más a los cau

sados por aminas primarias simapaticomiméticas que a los -

producidos por la inyección de adrenalina u otras aminas -

secundarias.

Muchas veces se ha enunciado que la noradrenalina pu

diera ser la "simaptina", pero la prueba definitiva de su

papel como uno de los mediadores simpáticos, sólo se obtu-
vo cuando se elaboraron métodos para la determinación cuan

titativa de pequeñas cantidades de aminas simpaticomiméti-
cas en extractos tisulares y líquidos corporales.

La prueba de que es la noradrenalina y no la adtena-
lina la catecolamina predominante en los tejidos periféri-
eos y en las terminaciones adrenérgicas, se debe a las in-

vestigaciones de von Euler (1946, 1948, 1950, 1957). Este
autor comparó las acciones farmacológicas de extractos
nervios adrenérgicos (nervios esplénicos) y de órganos in-
ervados por este tipo de terminaciones con la acción de la
adrenalina, llegando a identificar finalmente como el tra-
nsmisor adrenérgico a la noradrenalina, aunque también
estimulación del simpático puede, en ocasiones liberar pe-

queñas cantidades de adrenalina.

de

la

Después de la demostración que la noradrenalina se -

encuentra en órganos inervados por el sistema nervioso sim
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pático, se obtuvo la prueba de que esta substancia era li-
berada por la estimulación nerviosa postganglionar simpáti^
ca. Peart (1949) lo demostró tras la estimulación del ner-

vio esplénico de gato; Mann y West (1950, 1951) lo demos -

traron en el hígado, bazo, útero e intestino de gato; Outs_ •

choorn y Vogt (1952) en la oreja de conejo perfundida.

Posteriormente ha sido posible demostrar directamen-
te la presencia de noradrenalina en las terminaciones sim-

páticas empleando métodos histoquímicos de fluorescencia,

(Falck, 1962; Fillenz, 1971).

Estudios sistemáticos han revelado la presencia de
noradrenalina en casi todos los órganos y tejidos, con la
notable excepción de la placenta, órgano sin inervación.
Esto sugiere que la presencia de esta amina en los órganos
y tejidos depende de la presencia de tejido nervioso. La

sección e los nervios adrenérgicos del corazón y de algu -

nos otros órganos y su subsiguiente degeneración produce -

un descenso en el contenido en noradrenalina hasta valores

muy bajos, o hasta su total desaparición. Estas experien -

cias confirman la hipótesis que la presencia de noradrena-
lina en los tejidos está en relación con la existencia de
terminaciones adrenérgicas. Por otra parte,. el hallazgo de

que la regeneración de los filetes nerviosos previamente -

seccionados hace aumentar el contenido de noradrenalina

del corazón, hasta valores aproximadamente normales (von
Euler, 1972).

De estas observaciones se puede deducir, que el con-

tenido en noradrenalina de un órgano o tejido, puede ser -

una indicación de la riqueza de su inervación adrenérgica.

Hoy también está claro, que la noradrenalina es tra-
nsmisor neurohumoral en ciertos tramos del sistema nervio-

so central.
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Hay pruebas farmacológicas cuantitativas, y demostra
ciones directas de histofluorescencia que sustentan la ide
a de la presencia selectiva de noradrenalina y de otras mo

noaminas en varias vias nerviosas centrales (Rothballer, -

1959; Hillarp y cois, 1966; Salmoiraghi, 1966; Marley y

Stephenson, 1972). Además, es probable que su inmediato pre

cursor, la dopamina sea el principal transmisor adrenérgi-
co en el sistema extrapiramidal de los mamíferos y en todo
1 sistema nervioso de ciertos invertebrados (Carlsson,1959

Hornykiewickz, 1966).
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CICLO DEL NEUROTRANSMISOR: NORADRENALINA

El neurotransmisor en las sinapsis adrenérgicas, tal
como hemos citado anteriormente, es la noradrenalina;

etapas de su ciclo se pueden esquematizar como sigue:

las ■

1.- Síntesis.

2.- Almacenamiento y depósito.

3.- Liberación. Regulación de la liberación. Acción
sobre los receptores presinápticos.

4.- Acción sobre los receptores postsinápticos.

5.- Difusión en el espacio sinóptico, sin sufrir mo-

dificaciones.

6.- Inactivación.

7.- Recaptación.

1.- Síntesis.

Tiene lugar en el cerebro, en las células cromafines
en los nervios simpáticos y en los ganglios simpáticos.

Se inicia a partir de la fenilalanina (aminoácido e-

sencial). Los pasos que se muestran en la figura 1., fue -

ron propuestos por Blaschko (1939), aunque la conversión -

global se demostraría varios años después, cuando Gurin y

Delluva (1947) administraron fenilalanina radiactiva a ra-

tas y recuperaron adrenalina radiactiva en las glándulas -

suprarreanales. El proceso ha sido confirmado, y se han
identificado y caracterizado la mayoría de los enzimas que

él.participan en
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— CH — NH2
FENILALANINA

COOH

Fenilalanina

hidroxilasa

\7
TIROSINA

COOH. HO —

Tirosina

hidroxilasa

N7
HO —

OOPA

COOHHO —

Oopa
decarboxilasa

\7
HO —

DOPAMINA

HO —

Oopamina-p
hidroxilasa

\7
HO-

NORADRENALIUA

HO —

Fcnil etanolamina

-N-metiltransferasa

HO —

ADRENALINA

HO —

Fig. 1.- Pasos de la síntesis enzimática de la noradrenali-

(Según Blaschko, 1939; Gurin y Delluva,na y la adrenalina.
1947);.
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Fenilalanina Tirosina
Fenilalanina-hidroxilasa

Este paso es previo, y tiene lugar en el hígado. La
síntesis puede empezar con el siguiente paso

L-Tirosina L-Dopa
Tirosina-hidroxilasa

La L-Tirosina penetra en la neurona por transporte
activo. Este paso es llevado a cabo por el enzima tirosi-

na-hidroxilasa, que es un enzmia específico de las célu -

las catecolaminérgicas, estereoespecífico, y que requiere

oxígeno , Fe
++

y tetrahidropteridina.

La transformación de L-Tirosina a L-Dopa, es el pa-

so limitante en la síntesis de noradrenalina, puesto
el enzima tirosina hidroxilasa es el enzima más específi-
co de los que intervienen en esta cadena de síntesis.

que

Este paso puede ser inhibido por: alfa metil tirosi

na, noradrenalina o análogos, siendo en este caso una in-
hibición por feed-back, y también por tropolonas y quelan
tes del Fe++ , que actúan inhibiendo al enzima.

DopaminaL-Dopa
Dopa-decarboxilasa

La L-Dopa pasa a Dopamina, gracias a la dopa-decar-
boxilasa. Este enzima no es específico, ya que en realidad
es una decarboxilas de L-Aminoácidos aromáticos, que pue-

de convertir por ejemplo, la alfa metil dopa en alfa metil
dopamina, la cual a su vez, por acción de la dopamina-beta
hidroxilasa, se convierte en alfa metil noradrenalina,
"transmisor falso". La dopa decarboxilasa requiere, para

ejercer su efecto, piridoxal y puede ser inhibida por la -

alfa metil dopa, carbidopa y benserazida.

el

NoradrenalinaDopamina
Dopamina-beta-hidroxilasa

La Dopamina pasa a Noradrenalina por acción de la do
pamina-beta-hidroxilasa.
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++
Este enzima es una proteína que contiene Cu

encuentra ligada a la membrana de las vesículas o gránulos
de las varicosidades, por ello, la síntesis final de la -

noradrenalina tiene lugar en los gránulos. Requiere, para

su actuación oxígeno y ácido ascórbico. Puede ser inhibida :

por sustancias quelantes del Cu
furo y ácido fusárico.

y se

++
, mediante grupos disul -

Noradrenalina Adrenalina

Finalmente, la metilación de la noradrenalina por la
fenil-etanol-N-metiltransferasa origina la adrenalina.

En la médula adrenal, la mayor parte de la noradre -

nalina sale de los gránulos, y es metilada a adrenalina en

el citoplasma y entonces vuelve a entrar a un grupo distin
to de gránulos intracelulares, donde es almacenada hasta -

su liberación.

2.- Almacenamiento.

Las catecolaminas, tanto en los nervios simpáticos,
como en la médula adrenal, se almacenan en gránulos membra
nosos o vesículas (Falck, 1962; Malmforms, 1965; Tranzer y

Thoenen, 1968; Hokfelt, 1968; Fillenz, 1971). Estas vesícu
las tienen una alta concentración de ATP, con una relación
constante catecolaminas:ATP de 4:1 (Hillarp y cois, 1953 ;

Weiner y cois, 1964) además también se ha demostrado la
presencia en ellas, de calcio y otros iones divalentes (Ra
jan y cois, 1974). En estas vesículas se han identificado,
proteínas específicas, como la dopamina-beta-hidroxilasa ,

(Potter y Axelrod, 1963; Potter, 1967; Bisby y cois, 1973)
»

y diversasa cromograninas, la mitad de las cuales es cromo

granina A (Geffen y cois, 1970; Geffen y Livet, 1971; De
Potter y cois, 1972).

A pesar de que prácticamente toda la noradrenalina
presente en ía terminación se encuentra en forma estable,
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fijada, hay experiencias que sugieren la existencia de más
de un tipo de almacenamiento de neurotransmisor. Así Tren-

delenburg (1961) se refería a la "noradrenalina disponible"

para designar una pequeña fracción que aparecía liberable ,

como respuesta a la estimulación nerviosa y a varios agen - '

tes, como la tiramina. Este almacén fácilmente disponible ,

se nutriría de otro depósito mayor y más estable (Crout y

cois, 1962; Trendelenburg, 1963). El almacén o depósito pe

queño, periférivo de fácil liberación parece estar relacio
nado directamente e incluso formar parte de la membrana
axonal a nivel de la porción presináptica (von Euler, 1970

De doversas experiencias realizadas "in vivo" e "in
vitro" para estudiar la captación y almacenamiento de la ,

noradrenalina en las vesículas, se desprende que son nece-

sarios grupos catecol y beta-hidroxilo de la molécula
ñoradrenalina.

de

++
(vonEl proceso de almacenamiento requiere ATP y Mg

Euler y cois, 1963, 1969) es termodependiente y se bloquea

por la reserpina. Las catecolaminas liberadas por la reser

pina, son desaminadas y por tanto fisiológicamente inacti-
vadas por las monoamino oxidasas intraneuronales, antes de

abandonen la terminación (Kopin y cois, 1962)que

3.- Liberación.

Tiene lugar por acción del impulso nervioso, que pro

voca una despolarización,lo que requiere Ca++. También pue

de ser producida por agentes externos que penetran en la
terminación adrenérgica (tiramina, anfetamina...) y en es-

te caso no se precisa Ca++.

En la médula adrenal, las catecolaminas se encuent -

ran casi exclusivamente en los gránulos cromafines, mien -

tras que la noradrenalina existente en las terminaciones -

adrenérgicas periféricas se localiza fundamentalmente, en

las vesículas granulosas.
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Existen muchas similitudes entre los procesos de libe
ración estudiados a nivel de la médula adrenal y a nivel de
las terminaciones simpáticas periféricas aunque no se puede
afirmar que los mecanismos sean totalmente idénticos.

Experimentalmente se demuestra que siempre que en una
preparación de cápsula suprarrenal perfundida, se estimula
la liberación de catecolaminas, aparecen en el medio, asi -
mismo, cantidades de ATP que coinciden con la cantidad de -
catecolaminas liberadas, manteniendo la misma proporción de
ambas substancias (ATP y catecolaminas) que la que guardan
en el interior del gránulo intacto. Aún más, bajo condicio-
nes experimentales adecuadas, se puede comprobar que el ATP
liberado está intacto, a pesar de que la terminación nervio
sa es rica en ATP-asa, lo cual sugiere, que el ATP es libe-
rado directamente desde el gránulo al exterior sin pasar por
el citoplasma.

Para que esto se lleve a término, y tal como parecen
apoyar las microfotografías electrónicas, seguramente la ve
sícula cargada, se aproxima a la membrana citoplasmática, -
fundiéndose con ella y abriéndose al exterior, para
su contenido directamente.

vaciar

Las proteínas específicas del gránulo, las cromograni
ñas, también aparecen en el perfusado de cápsula suprarre -
nal estimulada, puesto que dichas proteínas no pueden atra-
vesar membranas intactas, lo lógico es suponer, que salen -
al exterior por exocitosis.

La dopamina-beta-hidroxilasa se encuentra también
el perfusado, en la misma proporción que en el interior del
gránulo. Todo ello va en apoyo, pues, de la teoría de la
exocitosis, sin embargo, vamos a tener en cuenta las sigui-
entes consideraciones, hechas por Baldesarinni (1975):

en

a) La microscopía electrónica ha dado una evidencia
consistente para las primeras sugerencias hechas por de Ro-
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bertis y Vas Ferreira (1957) referentes al hecho de que la
exocitosis pueda ser el proceso que media la liberación de
catecolaminas.

b) La exocitosis como proceso biológico está bastan-
te bien establecido, tanto morfológica como fisiológicamen
te para varios tejidos no adrenérgicos, incluyendo el leu-
cocito (Hirsch, 1962) así como también la célula betapan -

creática (Lacy, 1967) el páncreas exocrino,y puede también
tener lugar en otras células neurosecretoras y exocrinas ,

(Douglas, 1968; Sachs, 1970). La eviencia que ha mostrado
la microscopía electrónica para la exocitosis en la médula
adrenal es bastante buena (Coupland, 1965; Diner, 1967;

D^Anzi, 1969; Grynszpan, Winograd, 1971) especialmente si-

guiendo a una estimulación (Smith y van Order, 1973).

c) Si la exocitosis es un evento importante en la
normal liberación de noradrenalina de las terminaciones

nerviosas adrenérgicas, entonces varios elementos del pro-

ceso permanecen por explicar. El Ca
liberación de catecolaminas por estímulo fisiológico (est_i
mulación nerviosa o agonistas nicotínicos) en la médula
adrenal o en la neurona simpática (Hukovic y Muscholl,1962'

++
es esencial para la

Sin embargo, se conoce poco de las consecuencias fisiológi_
++

al interior de la célula. Este hecho,cas del paso de Ca

puede jugar un papel en los mecanismos que llevan a un va-

ciado final de las vesículas de almacenamiento. Estos pa -

sos se pueden resumir en la siguiente secuencia,que es una

forma de concretar el proceso denominado "stimulation-se -

cretion-coupling" (Douglas, 1968):

++
entrada de Ca (con su1) despolarización

posterior unión a las mitocondrias o microsomas, o su sal_i
da fuera de la célula).

2) acercamiento de la vesícula a la membrana celular

3) unión y posible fusión a dicha membrana
4) apertura de la membrana al exterior
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5) expulsión de la noradrenalina

6) separación, para volver la membran vesicular al -

interior del citoplasma.

No se sabe si los movimientos brownianos de las vesí

culas son adecuados para contribuir a que se ponga en con-

tacto la superficie de la membrana de la célula, o si hay,
algunos procesos más ordenados, por los cuales se aproxi -

man. Por ejemplo, algunos de los elementos que forman par-

te de la célula, tales como los microtúbulos, podrían ser-

vir de guia para las vesículas (Axelrod, 1972). La presen-

podría también facilitar los procesos de acer-

camiento y unión puesto que los cationes divalentes, tien-

den a incrementar la agregación o aglutinación de muchas -

estructuras membranosas subcelulares.

++
cia de Ca

++
d) Además del Ca , un factor que ha recibido una a-

tención considerable para explicar los mecanismos de libe-

ración de las catecolaminas, es la presencia de lisoleciti^
na (palmitato de glicerol-fosforil-colina) (Blaschko y col
1967; Smith y Winkler, 1972). Mientras que muchos elemen -

tos subcelulares membranosos contienen solamente trazas de

este fosfolípido, es sin embargo muy abundante en las ves_í
culas de almacenamiento del tejido cromafin. Parece que ca

pacita a las membranas de la célula para fusionarse, tal -

como se ha visto durante las experiencias "in vitro" con -

eritrocitos de aves (Howell y Lucy, 1969)¿ La posible im -

portancia de este lípido, en la liberación neuronal de ñor

adrenalina, es todavía un enigma, ya que el contenido en -

lisolecitina de las vesículas del nervio esplénico,a pesar

de tratarse de un órgano muy rico en catecolaminas, es ba-
jo y probablemente sólo algo mayor que el de las membranas
de microsomas o mitocondrias de otras células (Lagercrantz

1971) .

e) Otro factor a considerar, es el tiempo relativa -

mente largo requerido para la exocitosis, factor que no
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parece favorecer la idea de que este mecanismo sea el de -

la liberación de noradrenalina por las terminaciones ner -

viosas, ya que ésta se libera en menos de la milésima de -

segundo.

f) Por otra parte, la presencia de mucho ATP en las

vesículas y de una ATPasa en la membrana de las vesículas

y probablemente también en la membrana plasmática ayuda a

especular sobre la posible intervención de la energía del
enlace del grupo fosfato, al romper las barreras membrano-
sas para que se libere el transmisor.

g) De acuerdo con la aparente semejanza con la con -

tracción muscular (stimulation-contraction coupling) es in
teresante que los fármacos, colchicina y los alcaloides de
la Vinca, que intefieren con la estructura y función de la

proteína de los neurotúbulos (la tubulina) y una de los mi_
crofilamentos (citocalasina B) puedan inhibir la liberación
de noradrenalina y dopamina-beta-hidroxilasa, del conducto

deferente, por estimulación preganglionar del nervio hipo-

gástrico (Thoa y cois, 1972) o la liberación de noradrena-
lina del corazón por KCl (Sorimachi y cois, 1973). Para

que aparezca este efecto, se requieren concentraciones ele
vadas de estas substancias (0,1-1.0 mM). A tales concentra

clones puéden inteferir con la captación y liberación de -

varios neurotransmisores putativos en el interior del tej_i
do cerebral, del cual ha sido aislada una proteína parecí-
da a la actiomiosina (neurostenina) (Berl y cois, 1973) (Ni
cklas y cois, 1973) que posee una actividad estimulada por

++ATPasa. Hay pruebas de que la stenina (porción
++

la Mg

parecida a la miosina) es característica de la membrana ve

-Ca

sicular presináptica, mientras que la neurina (porción pa-

recida a la actina) pueda aparecer en la membrana plasmáti
ca neuronal. Además la neurina puede estimular la activi -

dad ATPasa de la stenina; Estas observaciones han llevado
++

durante la despoa la sugerencia de que la entrada de Ca
larización neuronal puede facilitar la interacción neurina
stenina, necesaria para uno o más de los pasos de la exo -

citosis (Berl y cois, 1973) .
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h) Se pueden considerar también otras cuestiones, pa

ra decidir si las vesículas son vaciadas simplemente una -

vez por exocitosis y destruidas, o si son reutilizadas va-

rias veces.

En primer lugar, uno se pregunta porqué la síntesis
de noradrenalina en las terminaciones nerviosas puede ser

regulada (Baldesarinni y Karobath, 1973) en cada momento -

por un producto final inhibidor de la cadena de síntesis -

(Spector y cois, 1967) si la función de las vesículas es -

simplemente ser rellenadas y luego vaciadas en la libera -

ción. La regulación de la síntesis parecería tener su ma -

yor importancia fisiológica si algunos o todos sus almace-
nes vesiculares de transmisor, estuvieran en un estado di-

námico de rellenado y reutilización.
La segunda consideración es que la repetida observa-

ción que la noradrenalina recientemente sintetizada es li-
berada preferentemente (Kopin y cois, 1968; Gewirtz y Kopin
1970 b; Wennmalm, 1971) no ha sido nunca explicada de for-
ma adecuada, e incluso ha sido cuestionada (Kirpekar y Ya-

mamoto, 1971). Es difícil imaginar como este evento podría
ocurrir, si la liberación involucrara el simple vaciado ,

sólo una vez, de.'las vesículas llenas de neurotransmisor.

Es sin embargo, concebible que vesículas que hayan acabado
de liberar (total o parcialmente) sus contenidos, tengan -

una elevada probabilidad de ser rellenadas y vuelvan a u -

sarse de nuevo, por ejemplo, si tienen tendencia a permane

cer cerca de las membranas celulares durante un tiempo.

i) Una cuestión final relacionada con el proceso de

expulsión del contenido soluble de las vesículas presináp-
ticas es si alguno de los materiales liberados aparte de -

la noradrenalina tiene actividad biológica.

Como resumen se puede decir que a pesar de todas es-

tas pruebas favorables a la idea de que la exocitosis sea
el mecanismo de liberación del neurotransmisor en el siste

ma adrenérgico periférico todavía quedan detalles relati -

vos al ciclo vital de las vesículas sinópticas y algunos -
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aspectos cuantitativos de la exocitosis en las neuronas, -

que son inciertos y problemáticos.

En consecuencia, han surgido otras hipótesis que in-
tentan explicar los mecanismos de liberación de la noradre
nalina.

El impulso nervioso es un fenómeno de membrana. Está
bien establecido que consiste en una onda propagada de des

polarización durante la cual se produce un intercambio e -

lectrolítico, entrando Na

célula. Para un mismo tipo de fibra nerviosa, el voltaje ,

duración y velocidad de la onda son siempre las mismas.Por

regla general, las fibras gruesas tienen voltaje y veloci-
dad rápida. Llegada la señal nerviosa a la terminación,las
observaciones de Eccles y cois, han demostrado, con regis-
tro intracelular, que la variación de potencial presináp -

tico no pasa directamente el canal sinóptico hasta la post

sinapsis. Hay un "retraso" sinóptico, muy pequeño, varian-
do en las motoneuronas de los mamíferos entre 0,3 y 0,45 -

msec. Este valor puede considerarse superior a la realidad
ya que es imposible medir el tiempo de conducción desde el
lugar de aplicación del impulso a la sinapsis a través de
las finas ramificaciones finales. Si se hace la corrección

adecuada, el retraso sinóptico puede quedar reducido a po-

com más de una diez milésima de segundo. Un tiempo tan pe-

queño difícilmente puede ser suficiente para un proceso

tan complicado como la exocitosis, sobre todo si tenemos -

en cuenta que puede repetirse hasta una frecuencia de 100/
sec., sin notarse agotamiento ni disminuir el voltaje del

potencial post-sináptico. (Eccles, 1964).

++
del exterior al interior de la

Parece haber además una correlación estrecha entre -

el potencial del impulso nervioso, cantidad de transmisor
liberado y potencial postsináptico producido.
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Fig. 2.- Relación entre el potencial de la fi-
bra presináptica y el potencial producido en -

la postsinapsis (tomada de Takeuchi y Takeuchi)
La altura del potencial presináptico se varia
aplicando una corriente de despolarización an-

tes de producir el impulso excitatorio. Como -

el potencial postsináptico depende de la canti_
dad de transmisor liberada, este experimento -

es una demostración de que la cantidad de tran
smisor depende a su vez del potencial presináp
tico.
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Utilizando microelectrodos intracelulares en la sinap
sis gigante del ganglio estrellado del calamar, Takeuchi y

Takeuchi (1962) han obtenido los resultados que se repre -

sentan en la gráfica de la fig. 2. En el diafragma de rata
el fenómeno es semejante (Hubbard y Willis, 1962) y el au-

mentó del potencial del impulso nervioso produce un enorme

aumento del potencial postsináptico. Eccles considera
los pequeños potenciales que se producen (potenciales post

sinópticos miniatura) espontáneamente en las sinapsis en -

reposo, son debidos a la liberación de cuanta de acetilco-
lina. El potencial postsináptico excitatorio sería conse -

cuencia del aumento considerable de cuanta producidos
la presinapsis. Como en condiciones experimentales se lie-

gaba a producir un aumento del EPP (potencial de placa ter

minal) de hasta veinte veces "debe haber una concentración

notable de vesículas sinópticas hacia el canal sinóptico.,
si realmente las vesículas son los paquetes preformados".
Sería de gran valor, dice Eccles (1973) comprobar si un

tal concentración de vesículas puede ser observada con el

microscopio electrónico. Hoy sabemos, que dicha concentra-
ción no existe.

que

por

Una explicación más simple para todos estos hechos,
puede ser el suponer que los cuanta de transmisor se co -

rresponden con la variación del potencial de membrana di -

rectamente, por existir previamente el transmisor en la
membrana mantenido por fuerzas químico-electrostáticas. Al

llegar así a la presinapsis una determinada cantidad de
electricidad con la señal nerviosa, quedaría liberado el -

transmisor exactamente en proporción a dicha cantidad, se-

gún exige la evidencia anteriormente expuesta. Este depósi
to que sugerimos es perfectamente compatible con la comple
jidad admitida hoy dia para la membrana celular.(Valdeca -

y cois, 1962, 1967, 1975).sas,
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Regulación de la Liberación.-

Hasta hace pocos años nuestro conocimiento del papel
de la neurotransmisión en las terminaciones nerviosas adre

nérgicas se polarizaba en la síntesis almacenamiento, libe
ración y captación neuronal del neurotransmisor. Durante -

la liberación provocada por la llegada del impulso nervio-

so, el neurotransmisor interactúa con receptores específi-
eos localizados en la membrana de la célula efectora post-

sináptica, originando la respuesta típica del órgano de

que se trate. Hasta hace muy poco tiempo, no habían indi -

cios de la existencia de receptores específicos en la ter-
minación adrenérgica.

En 1957 Brown y Gillespie describieron que la fenoxi^
benzamina, un bloqueante alfa adrenérgico, aumenta el flu-

jo de noradrenalina liberada por estimulación nerviosa
el bazo de gato perfundido. Estos autores postularon que -

el receptor alfa adrenérgico del órgano efector era un lu-
gar importante de utilización del transmisor liberado. En
otras palabras, el transmi-
sor liberado durante la es-

timulación nerviosa, no se

combinará con los recepto -

res adrenérgicos, si éstos
se encuentran ocupados por

un agente bloqueante. De la
observación de la fig. 3, -

queda claro que un incremen
to el flujo de transmisor,
resulta del bloqueo de uno

o varios de los lugares de

utilización, o a un aumen-

to de la liberación de ñor

en

MAO

0 COMT R
3O COMT

MAOCOMT 2
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Q,

Fig. 3 Tomado de Langer, 1977
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adrenalina, estén o no afectados, los lugares de utiliza-
cién.

Otros hechos experimentales modificaron la hipótesis
de Brown y Gillespie. Así Hertting (1965) e Iversen (1965)
describieron que la fenoxibenzamina no puede inhibir la re

captación neuronal y extraneuronal (Iversen y cois,1967; -

Iversen y Langer,1969). Así mismo se obtuvo una inhibición
de la recaptación neuronal de noradrenalina con substanci-
as que no bloquean los receptores alfa adrenérgicos ( como

cocaína o desipramina) observándose que no hay aumento, o

si lo hay es pequeño, de flujo de transmisor durante la e£
timulación nerviosa.

Estas y otras observaciones condujeron a la hipóte -

sis de que hay receptores alfa adrenérgicos en la superfi-
cié exterior de las terminaciones nerviosas adrenérgicas.
De acuerdo con esta hipótesis, los receptores presinápti -

eos alfa adrenérgicos, están implicados en la regulación -

de la liberación de noradrenalina, a través de un mecanis-

mo de realimentación negativa, mediado por el mismo neuro-

transmisor (Fig. 4) (Farnebo

y Hamberger,1971,a; Kirpekar

y Puig, 1971; Starke y cois.
1971,a,b; Enero y cois, 1972

Starke, 1972). Esta hipóte-
sis se ha visto apoyada al
demostrarse que algunos ago

nistas alfa adrenérgicos, -

inhiben la liberación de

transmisor durante la esti-

mulación nerviosa (Langer y

cois, 1972; Starke, 1972; -

Starke y Montel, 1974; Kir-
pekar y cois, 1973) y que

MAO
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Fig. 4 Tomado de Langer, 1977

30



se observa igualmente la reducción en la liberación de tran

smisor obtenida por la exposición a agonistas alfa adrenér-
gicos, en tejidos en los que la respuesta del órgano efec -

tor es mediada por receptores alfa (Starke y Montel, 1974 ;

Kirpekar y cois, 1973; Starke y cois, 1975) o receptores be •

ta (Langer y cois, 1972; Starke, 1972; Rand y cois, 1975)

Recientemente se ha postulado que, además de existir
un mecanismo de realimentación negativa para la liberación
de noradrenalina por estimulación nerviosa via receptores -

alfa, existe un mecansimo de realimentación positiva en las
terminaciones nerviosas adrenérgicas, que se pone en funcio
namiento a través de la activación de receptores beta adre-

nérgicos presinápticos (Fig 5) (Langer y cois, 1974; Adelr-

Graschinsky, Enero, 1975; Stjarne y Brundin, 1975,1976; Lan

ger, 1976). Esta hipótesis se basa en que la exposición a -

bajas concentraciones de isoprenalina aumenta la liberación
de noradrenalina durante la estimulación nerviosa a bajas -

frecuencias, en varios órganos con inervación adrenérgica ;

aurícula de cobaya, bazo de gato perfundido, aorta torácica
de gato, membrana nictitante
de gato, oviducto y nervios
vasoconstrictores humanos ,

(Falck, 1962; von Euler,1972
Moran y Perkins, 1958; Lands
y cois, 1967; Brown y Gille£
pie, 1957). Los efectos de
la isoprenalina en la libera
ción del transmisor, pueden

.paliarse por preincubación -

con propranolol 0.1 M (Adler
Graschinsky, Langer, 1975 ).
La naturaleza beta 1 o beta

2 de los receptores presi -

nápticos, está sujeta toda-
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Fig. 5 Tomado de Langer,1977
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vía a controversias. Según Dahlof y cois, (1975) los recep-

tores presinápticos son beta 1 porqué son bloqueados selec-
tivamente por metoprolol. Según Stjarne y Brundin, los re-

ceptores presinápticos son beta 2, dado que la terbutalina,

y el salbutamol favorecen la liberación del transmisor (1976 .

Los mecanismos presinápticos parecen estar incluidos
en la autorregulación de la liberación de noradrenalina du-
rante la estimulación nerviosa. El primero, a través de re-

ceptores alfa, se pondría en marcha cuando la concentración
de transmisor es alta en el botón sináptico, originando una

inhibición en la liberación de noradrenalina. El segundo, -

mediado por receptores beta, se activaría a bajas concentra
ciones de noradrenalina ocasionando un aumento en la libera

ción del transmisor (Fig 6.)

También se ha podido confirmar en estudios empleando
(We-prostaglandinas, sobre todo las de tipo E: PGE^ y PGE2

eks, 1972; Brody y Kadowitz, 1974)la demostración, inicial-
mente realizada por Hedqvist (1970), de que las prostaglan-
dinas podían disminuir la li-
beración de noradrenalina del

bazo, corazón y conducto de -

ferente perfundidos. Mientras
que todavía se está investí -

gando la posibilidad de que

las prostaglandinas puedan
provenir de las neuronas pre

sinápticas, se ha propuesto
que la prostaglandina E es -

liberada de las células post

sinápticas para ejercer sus

efectos presinápticamente.
Las prostaglandinas están en

muchos tejidos inervados
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por el sistema nervioso simpático, y también en el sistema
nervioso central, y la estimulación nerviosa puede incremen
tar su síntesis y su salida (Ramwell y Shaw, 1966; Davies y

cois, 1968; Hedqvist, 1970,1973). Las prostaglandinas son -

intensamente activa biológicamente, y tienen un amplio es -

pectro de actividad, incluyendo los efectos estimulantes e

inhibidores en el músculo liso, así como también en las neu

roñas periféricas y centrales, en concentraciones fisiológi_
cas miu bajas (Hedqvist, 1970; Wennmálm, 1971; Weeks, 1972;

Brody y Kadowitz, 1974). Entre estas acciones está la dismi^
nución de los efectos postsinápticos de la noradrenalina, -

pero también una aparente reducción en la liberación de ñor

adrenalina, como se ha demostrado en algunos (Hedqvist,1970
Swedin, 1971) pero no todos (Weeks, 1972; Brody y Kadowitz,
1974) los estudios en que se han empleado PGE^ y PGE2 a con
centraciones del orden de 10-100 nM (Hedqvist, 1970,1973

Wennmálm, 1971.

;

En un experimento parecido al de Loewi, la estimula -

ción de un corazón dador perfundido, liberó una substancia
. parecida a la prostaglandina, la cual disminuía la libera -

ción de noradrenalina en un segundo corazón "receptor", ade
más este fenómeno era prevenido por pretratamiento con áci-
do eicosatrénico, un potente inhibidor de la síntesis de

prostaglandinas (Wennmálm, 1971).

En el estudio de las interacciones entre varias subs-

tancias endógenas y la liberación de noradrenalina, hay va-

rias observaciones que sugieren que algunos polipéptido's pe

queños pueden alterar el proceso de liberación de noradrena
lina.

La vasopresina, generalmente disminuye el flujo de
noradrenalina, debido probablemente a una vasoconstricción
y no a una acción sinóptica local (Schümann, 1970; Starke y

cois, 1971,a). En contraste, varias observaciones sugieren
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que la angiotensina II puede producir incrementos moderados
del flujo de noradrenalina provocado por estimulación eléc-
trica del órgano (Schümann, 1970; Schümann y cois, 1970;
Starke, 1971; Starke y Schümann, 1972).

Las aminas endógenas, histamina y serotonina, tienen
efectos despolarizantes, y la serotonina puede actuar como
un estimulante ganglionar (Haefly, 1972).

Mientras que el AMPc puede tener importantes acciones
al mediar los efectos postsinápticos de las catecolaminas,
la posibilidad de que pueda jugar un papel en al liberación
de los neurotransmisores permanece sólo parcialmente estu -

diada. Poco se sabe acerca de los efectos del AMP en la li_
beración de noradrenalina, aunque hay algunas propuestas de

que puede mediar en las acciones fisiológicas de la acetil-
colina en la liberación de catecolaminas de la médula adre-
nal. Sin embargo, estas sugerencias no han sido totalmente

c

aceptadas (Jaanus y Rubin, 1974). Así mientras que los ago-
nistas nicotínicos pueden aumentar los niveles de AMPc de -
la médula adrenal, la aparición de este fenómeno es más len
to que.'la rápida liberación de catecolaminas. Finalmente la
teofilina, la cual tiende a incrementar la actividad del
AMP por inhibición de la fosfodiesterasa, deja de aumentar
las acciones de los agonistas nicotínicos. A pesar de todo

se cree que el AMPc puede intervenir en la liberación
neuronal. Así la inhibición de la fosfodiesterasa aumenta -

ello,

la liberación de noradrenalina procedente del conducto defe
aumenta la liberaciónrente, mientras que el dibutiril-AMPc

inducida, o la liberación espontánea de.noradrenalina y do-
++

en el medio (Wootenpamina-beta-hidroxilasa con o sin Ca
y cois, 1973) .

Esto podría sugerir un papel del AMPc en el proceso
acoplado de estimulación-secreción, lo cual es coincidente

++, o podría ser sólo un efecto farma-
cológico interesante de una substancia con un amplio espec-
con la entrada de Ca
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tro de actividad biológica. Hay también varias observacio-
nes hechas con la preparación de nervio frénico de rata, -

las cuales indican que altas concentraciones de dibutiril-

AMPc así como también de inhibidores de la fosfodiesterasa
pueden incrementar la cantidad de acetilcolina disponible,

para la liberación, quizás por un incremento en su síntesis
También se ha visto que el AMPc puede modifcar la cinética
de la tirosina hidroxilasa, aumentando así la síntesis de -

catecolaminas (Harris, Baldesarini, Morgwnorth y Roth,1975)

4.- Acción_sobre_los_receptores postsinápticos

En 1948 Alqhist postuló la existencia de receptores -

adrenérgicos alfa y beta en el músculo liso y el músculo
cardíaco, para explicar las diferentes respuestas de dichas
estructuras a las diversas catecolaminas: noradrenalina,

adrenalina e isoprenalina.

En consecuencia propuso denominar alfa receptores de
las células efectoras a aquellos sensibles sobre todo a la

adrenalina, noradrenalina y mucho menos a la isoprenalina,

y beta receptores a los receptores localizados en células
particularmente sensibles a la isoprenalina, menos a la a

drenalina y mucho menos a la noradrenalina.

Los tejidos efectores del organismo pueden poseer los
dos tipos de receptores o solamente uno de ellos.

A partir del descubrimiento de inhibidores beta adr^
nérgicos selectivos para uno u otro efecto de las catecola-
minas, Lands y cois (1967) propusieron subdividir el grupo

de los receptores beta adrenérgicos en:
- receptores beta^,cuya activación es responsable de

los fenómenos cardíacos y metabólicos.
- receptores beta2/ cuya activación provoca la reía-

jación de las fibras musculares lisas.
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EFECTOS DE LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

PoC

Corazón Aumento del

período refractario
Taquicardia( 1)
Aumento de la
fuerza de las

contracciones( 1>
Contracción Dilatación( ^ o 2)Vasos coronarios

Contracción Dilatación (Bronquios

Contracción Dilatación ( ^)Vasos

Músculos
esqueléticos

? Aumento de las
contracciones
Temblores t 2>

Contracción
de la cápsula

Bazo ?

Útero Contracción Relajación ( 2)

Relajación RelajaciónTracto

gastrointestinal

Glándulas
salivares

Secreción Secreción

Contracción
fenómeno de

horripilación

Músculos
pilomotores

?

Disminución
de secreción

Insulina Aumento
de la secreción

Aumento en músculosAlimento en hígadoGlucogenolisis

Aumento: liberación
incrementada en el

plasma de ácidos
grasos no esterifi-
cados y glicerol

Lipolisis

Aumento de la acti-
vidad renina plasmá
tica

Renina

Tabla 1.- Tomado de Freslon, 1980
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AGONISTAS Y ANTAGONISTAS

Agonistas Antagonistas

Neosinefrina Yohimbina

Metaraminol Alcaloides del
cornezuelo del
centeno

oL
Nafazolina Fenoxibenzamina

Oximatazolina Fentolamina

Timazolina Moxisilita

Prazosina

Isoprenalina Propranolol

AOrciprenalina Pindololi

yIsoxsupirina Alprenolol

A 2Dobutamina Oxprenolol

Timolol;

Sotalol

Acebutolol

A Atenolol
1

Metoprolol

Salbutamol Butoxamina

A'2
Terbutalina

oíAdrenalina Labetalol
y

(3Noradrenalina

Tabla 2.- Tomado de Freslon, 1980
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Los principales efectos farmacológicos provocados por

la excitación de los receptores alfa y beta vienen indica -

dos en la tabla 1.

Así pues, los diversos receptores adrenérgicos están
definidos farmacológicamente. Como ya hemos visto en el ca-

so de los dos neurotransmisores y la isoprenalina, anterior
mente mencionados, existen substancias, denominadas agonis-

tas, que poseen la capacidad de activar -selectivamente o

no- dichos receptores. Por el contrario, ciertos antagonis-
tas pueden bloquear -selectivamente o no- los efectos de
los agonistas (Tabla 2 ).

Mecanismos de acción resultantes de la excitación de

los receptores alfa y beta adrenérgicos.

Los efectos adrenérgicos consecutivos a la excitación
de los receptores beta se consideran actualmente, secunda-
rios a un aumento de la concentración intracelular de 3'—5'

debida a la activación dé la adenilciclasa.AMP
c

AMPc es responsable de la mayor parte de
los efectos metabólicos y provocaría además modificaciones
de la influencia del calcio, que producirían el efecto me-

cánico. De hecho, el efecto parece depender de las varia -

AMP / 3'-5' GMP .
c c

El 3’-5

clones de la relación 3'-5

El mecanismo de excitación de los receptores alfa

adrenérgicos, en cambio, no se conoce tan bien. Algunos au

tores han sugerido que el efecto alfa sería el resultado -

de una inhibición de la actividad adenilciclasa básica y -

de una disminución de las concentraciones intracelulares -

de AMP . Para otros investigadores, los efectos estarían -
c

en relación con variaciones de la permeabilidad de la mem-

brana para determinados iones.
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5.- Difusión_en el_espacio_sináptico_sin_sufrir modi_
ficaciones

Este fenómento da origen a la reserva de catecolami-
ñas que se encuentran en forma inactiva en la orina.

6.- Inactivación

Se lleva a cabo fundamentalmente por dos enzimas
COMT (catecol orto metil transferasa) y la MAO (mono amino
oxidasa). Ambos enzimas actúan sobre una amplia gama de -

aminas y cada una de ellas es totalmente activa sobre el -

producto de degradación de la otra (Molinoff y cois, 1971)
Es decir el metabolismo de una catecolamina puede comenzar

con la acción sobre ella de la MAO o de la COMT y el pro -

ducto de degradación obtenido será metabolizado, a su vez,

por la COMT o por la MAO, respectivamente (Fig. 7)

la

La COMT: este enzima fué descrito primeramente en el

hígado de rata (Molinoff y cois, 1971) es un enzima que re

quiere S-adenosil metionina, como dador de metilo y Mg.

Está repartido ampliamente entre los mamíferos y en

algunas plantas, en general su máxima concentración apare-

ce en hígado y riñón,en la mayoría de las especies. En
cerebro existe un reparto desigual, según las distintas zo

ñas cerebrales. La mayor parte del enzima se encuentra en

la fracción citoplásmica soluble, aunque existen pequeñas
cantidades en las membranas de células adiposas y en los -

microsomas. La COMT es un enzima preferentemente extraneu-

roñal, en contraposición a la MAO, que predomina en el in-
terior de la terminación nerviosa (Molinoff y cois, 1971).

el

El papel fisiológico de la COMT parece ser el de me-

tabolizar las catecolaminas liberadas a la circulación,así
como la inactivación de las catecolaminas presentes en ex-
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— CHOHHO — HO — — CHOH — CHOHHO —
[MAO] ^ ^ CMAO]I I

HO — ch2 HO — C-OH HO — CH2

ONH2 HN-CH3

Norepinefrina Acido 3;4-di-
hidroximande'lico

Epinefrina

[COMT] [COMT] [COMT]

X7’C7 "C7
I

H3C0— H3C0——CHOH — CHOH

/jCMAO] h3C0
HO —

— CHOH[MAO] t>
HO — CHj HO— C—OH ch2

nh2 O HN—CH3i

I

i

t

Normetanefrina \ Acido 3-metox¡-4 —

hidroximande'lico

( “AVM" )

Metanef riña

/

/\

/
/[MAO]

/
[Conjugasa] [MAO] [Conjugasa]

\

/
/

I
\

X7 X7

H3CO1— — CHOH H3CO— —CHOH — CHOHH3CO—

RO — —ch2 HO— C— OH RO — CH2
I
nh2 HN—CH3h2

Sulfato o glucuro'nido
de normetanefrina

Sulfato o glucoronido
de metanefrina

3-Metoxi-4-hidrox¡—

fenilglicol

Fig. 7.- Pasos de la eliminación metabólica de las cateco-

laminas. Según Axelrod y otros (1963).
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ceso en los tejidos carentes o pobres en inervación adre -

nérgica. Finalmente, la COMT puede estar implicada en el -

mecanismo de captación extraneuronal de catecolaminas.

Entre los inhibidores de la COMT están: dicloromercu

benzoato, pirogalol.

La MAO: es una flavoproteína que actúa sobre monoami
ñas alifáticas, primarias, secundarias y terciarias, la
longitud de cadena óptima está comprendida entre los 5 y 6
C unidos, y sobre diaminas de cadena larga (más de 7 c).

Es responsable de la desaminación oxidativa de monoa

minas fisiológicamente activas, tales como: tiramina, cate

colaminas e indolaminas, benzilamina, quinuramina, etc....

y no es sensible a los reactivos de tipo carbonilo, semi -

carbacida y cianhídrico.

Ya en 1955, Satake sugería que la MAO podía ser una

mezcla de enzimas que tuviesen distinta especificidad de -

substrato y en cada tejido se presentaría una distribución
diferente de dichos enzimas.

Alies y Heegard (1943) utilizaron una gran variedad
de substratos para determinar la actividad enzimática MAO,
de hígado de diferentes especies, obteniendo diferencias -

substanciales en la velocidad de oxidación de los diferen-

tes substratos empleados.

Después de estas primeras observaciones, y con el es_
tudio de las substancias inhibidoras de la MAO, se han ido

acumulando pruebas adicionales indirectas de que la MAO se

halla en más de una forma.

La existencia de dos formas enzimáticas A y B en

cerebro de rata, se infieren en los estudios realizados
"in vivo" e " in vitro" por Johnston (1968) y Hall Logan -

el
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(1969). El enzima A, era sensible a la acción de la clorgi-
lina (inhibidor de la MAO) y desamina oxidativamente a la -

tiramina y serotonina, mientras que elxenzima B, era relati^
vamente insensible a la clorgilina y oxidaba a la tiramina,

pero no a la serotonina. La proporción de estas 2 formas di_ •

feria en varias localizaciones (Neef y Goridis, 1972).

Las características de termo-estabilidad (Youdin y

Sourkes, 1965; Jarrot, 1971) y pH óptimos (Barbato y Abood,
1963; Youdin y Sourkes, 1965) de las preparaciones de MAO -

mitocondrial, también varían con el substrato empleado, y -

este ha sido otro motivo para evidenciar la multiplicidad -

del enzima (Gorkin y Romanova, 1959; Gorkin, 1966).

Aunque habían una serie de pruebas que demostraban la

presencia de. múltiples formas de MAO, nadie había demostra-
do su existencia, hasta que Youdin y Saudler (1967) consi -

guieron por electroforesis sobre gel poliacrilamida, sepa -

rar bandas de actividad enzimática de la MAO de hígado de -

rata.

Sin embargo, ya que los métodos empleados para la pu-

rificación y solubilización del enzima a partir de la mem -

brana exterior de la mitocondria (Schnaitman y cois, 1967)
eran drásticos, dió motivos a una nueva interpretación en -

la cual se consideraba a las formas múltiples como artefac-
tos de los procesos de purificación. Poco tiempo después, -

Kim y D'lorio (1968) confirmaron la existencia de las for -

mas múltiples, utilizando electroforesis sobre acetato de -

celulosa. Dichos autores emplearon numerosos procedimientos
para la solubilización del enzima y concluyeron que las for
mas múltiples no eran artefactos. Desde estas observaciones
otros investigadores han obtenido pruebas evidentes de que

la MAO puede existir en formas moleculares múltiples (Gor -

nes y cois, 1969; Shih y Eiduson, 1969; Baker, 1971; Nagat-
su y cois, 1972).
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La MAO está ampliamente distribuida en los tejidos de
muchas especies de animales vertebrados, localizada en la -

membrana exterior de las mitocondrias. En corazón y glándu-
la salival, se ha comprobado que existe MAO en la fracción
microsomal. En tejidos inervados por el simpático, la des -

trucción de dichas estructuras nerviosas provoca una marca-

da reducción del contenido en MAO de las terminaciones sim-

páticas (Molinoff y cois, 1975).

Aunque la inhibición de la MAO no juega un papel im -

portante en la duración de los efectos de la noradrenalina,
se sabe que es indispensable en la regulación del nivel in-

tracelular de neurotransmisor. Toda molécula que se encuen-

tra en el axoplasma, fuera de los depósitos específicos
metabolizada por la MAO.

es

Los inhibidores de la MAO han sido muy utilizados de£
de su introducción, tanto desde el punto de vista experimen
tal como terapéutico, entre ellos tenemos: hidracina, ipro-

niacida, tranilcipromina, harmalina ...

7.- Recaptación

El proceso de captación de noradrenalina tiene una

enorme importancia fisiológica, en primer lugar porqué re t

presenta un medio de reaprovechamiento de aminas y, en con-

secuencia, un ahorro en la síntesis; en segundo lugar es el
medio más eficaz para suprimir la acción de las aminas so -

bre el receptor, tanto en condiciones normales’, como cuando
existe un exceso de amina circulante (Axelrod, 1965).

Para la interpretación y evaluación de las experien -

cias realizadas sobre la captación, debemos hacer constar ,

que existen dos tipos de captación:

- a nivel de la membrana presináptica
- a nivel de los gránulos de almacenamiento
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Esta distinción es también interesante, puesto que di^
versos fármacos actúan selectivamente a uno u otro nivel, -

por ejemplo la reserpina, no afecta la captación axonal y -

sí, en cambio, impide la captación a nivel de los gránulos
(Malmforms, 1965).

La máxima capacidad de captación dentro de un órgano
determinado se encuentra a nivel de las terminaciones adre-

nérgicas. Existe además una correlación entre contenido en

catecolaminas de un órgano determinado y su capacidad de

captación de catecolaminas exógenas (Whitby y cois, 1961).

La simpatectomía quirúrgica, química o inmunológica ,

reduce grandemente el fenómeno de captación de noradrenali-

na, y la pequeña cantidad que consigue fijarse se supone

que lo hace por mecanismos inespecíficos (Anden y cois,1963

De las experiencias realizadas por diversos autores ,

se infiere que la captación de aminas es de dos tipos funda
mentales:

- específica, en depósitos especiales
- inespecífica, ya sea en depósitos intraneuronales o

extraneuronales.

Dentro de los depósitos específicos se acepta la exi£
tencia de un gran depósito granular y un depósito periféri-
co, quizás en la membrana axonal, que representan el peque-
ño almacén fácilmente liberable (Stjarne, 1964) .
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DESCRIPCION Y ACCIONES DEL BRETILIO

El bretilio (N-O-Bromobencil-N-etil-N-N-dimetil amonio)

?h3

—ch2— n— ch2— ch3

ch3— Br

es un derivado de benzilamonio cuaternario introducido en -

terapéutica a raíz del conocimiento de la estructura quími-
ca y acciones farmacológicas de la xilocolina.

La xilocolina presenta acciones parasimpaticomiméticas,

y además acciones bloqueantes adrenérgicas. Posteriormente,
fueron descubiertos otros derivados de benzilamonio cuater-

nario que bloqueaban específicamente los efectos de la est_i
mulación de los nervios adrenérgicos, pero que carecían
las acciones parasimpaticomiméticas que presenta la xiloco
lina (Boura y cois. 1959).

de

Uno de estos compuestos, con amyor actividad y selecti-
vidad de acción es el bretilio. De todas sus sales estudia-

das el tosilato es la menos higroscópica y por este motivo,
es la más empleada en terapéutica.

La toxicidad del tosilato de bretilio, es equivalente -

en base molar a la del bromuro.

del tosilato de bretilio en ratón es aproximada
D U

mente: 20 mg/kg i.v.; 72 mg/kg s.c. y 400 mg/kg via oral.

La DL

Las experiencias iniciales demostraron que esta sustan-
cia disminuía la tensión arterial en personas normotensas e

hipertensas, por su acción bloqueante sobre el sistema ner-
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vioso adrenérgico.

Los estudios autoradiográficos han mostrado que el bre
tilio se acumula en las terminaciones nerviosas adrenérgicas
La administración parenteral de bretilio va asociada con e -

fectos simpaticomiméticos, como resultado de la capacidad de
esta substancia de liberar noradrenalina de las terminado -

nes nerviosas adrenérgicas. En consecuencia, el bretilio blo

quea la liberación de noradrenalina inducida por la estimula
ción nerviosa, aunque libera noradrenalina como primer efec-
to.

En concordancia con lo anterior, se ha visto también ,

que el bretilio puede inhibir la recaptación de noradrenali-
na por las terminaciones nerviosas, produciendo por este e -

fecto similar al de la cocaína, la potenciación de las accio

nes,de las catecolaminas circulantes (Haeusler y cois, 1969)

El bloqueo adrenérgico, confiere al bretilio propieda-
des antiarrítmicas y se administra por via i.m. o i.v. en ca

sos de urgencia, cuando otros fármacos antiarrítmicos no sur

ten efecto.

El bretilio afecta directamente las propiedades eléc -

tricas del músculo cardíaco. Tiene un pequeño efecto directo
en la automaticidad del nódulo sinusal aislado, perfundido ,

(Papp y Vaughan Williams, 1969) Algunas veces, disminuye el
ritmo del seno carotídeo en perros con corazones denervados,
(Waxman y Wallace, 1972).

Inmediatamente después de la administración de breti -

lio la velocidad de despolarización de las fibras de Purkin-
je "in vitro" aumenta, y además se vuelven automáticas fi
bras que anteriormente estaban en reposo (Wit y cois, 1970 ;

Bigger y Jaffe, 1971). Se cree que estos efectos son causa -

dos por la liberación de catecolaminas de las terminaciones
nerviosas adrenérgicas, puesto que son inhibidos por el pre-
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tratamiento con reserpina o propranolol.

El bretilio tiene un efecto pequeño en el umbral de -

corriente eléctrica diastólica (Waxman y Wallace, 1972).Sin

embargo, el fármaco aumenta significativamente el umbral pa

ra la fibrilación ventricular (Bacaner, 1968; Alien y cois,
1972; Kniffen y cois, 1975). Esta acción no depende segura-

mente de la acción bloqueante neuronal adrenérgica del bre-
tilio.

En la aurícula aislada de conejo, el bretilio no indu
ce cambios ni en la duración del potencial de acción, ni en

el período refractario efectivo (Papp y Vaughan Williams 19

69) .

Tanto en perros normales, como en perros simpatectomi

zados, el período refractario efectivo de la aurícula aumen

ta después de la administración de bretilio.Este fármaco, -

causa una prolongación muy marcada de los potenciales de ac

ción en las fibras de Purkinje de perro (Wit y cois, 1970 ;

Bigger y Jaffe, 1971; Waxman y Wallace, 1972).

En humanos, el bretilio disminuye la presión arterial

y causa hipotensión ortostática (Boura y cois, 1959; Taylor

y Donald, 1960; Doyle y cois, 1960). Tiene un efecto varia-
ble en el rendimiento cardíaco, y bloquea el reflejo de va-

soconstricción mediado por los nervios adrenérgicos (Conway
1960; Laurence y Rosenheim, 1960; Freis y cois, 1960; Hay -

den y Baake, 1960) , pero tiene un efecto pequeño en el re -

fiejo de vasodilatación ya que se cree que debe estar aso -

. ciado con mecanismos colinérgicos postganglionares simpáti-
eos (Blair y cois, 1964).

También en humanos, el bretilio disminuye el ritmo
del seno carotídeo y aumenta los intervalos P-R y Q-T, sin
embargo la duración del complejo QRS no cambia.
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Efectos indeseables

El principal de ellos es la hipotensión, que aparece,

cuando se administra tosilato de bretilio i.v. en arritmias

agudas.

La administración i.v. rápida puede causar náusea y -

vómito.

Durante el tratamiento prolongado por via oral,muchos

pacientes desarrollan taquifilaxia a los efectos hipotensi-
vos, pero no a los efectos antiarritmicos el bretilio. Tam-
bién se ha descrito en algunos casos la aparición de dolor
en las glándulas parótidas.
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ACCION FARMACOLOGICA DEL BRETILIO

La acción farmacológica del bretilio ha sido amplia -

mente estudiada por numerosos autores. Boura y Green (1959,
1965) han recopilado numerosos datos que resumimos a conti-
nuación:

Acción_"in_v ivo"_sobre_e 1_ sistema nervioso simpático

Tras la administración de bretilio, en especial por -

via i.v. aparecen efectos simpaticomiméticos pasajeros, que

son más pronunciados cuanto mayor es la dosis utilizada.Po£
teriormente, los efectos son simpaticolíticos.

Los efectos simpaticomiméticos del bretilio se mani -

fiestan sobre:

a) corazón y vasos: la presión arterial de los gatos
anestesiados con cloralosa, generalmente aumenta con dosis
i.v. de 3 a 10 mg/kg de bretilio, y luego, tras un período
de 2 a 10 minutos desciende gradualmente.

Esta hipertensión va acompañada de taquicardia.

Este efecto del bretilio es mayor en animales con. pre

sión arterial baja, por ejemplo en la preparación de gato -

espinal, y también persiste después de un bloqueo ganglio -

nar, o de una adrenalectomía.

b) membrana nictitante: en gatos anestesiados con cío

ralosa, la membrana nictitante se contrae tras la adminis -

tración i.v. de grandes dosis de bretilio (10-20 mg/kg). Es_
ta acción persiste después de ser seccionados los nervios -

pre o postganglionares y la extirpación de las glándulas a-

drénales apenas tiene efecto.

La administración de 1 mg de bretilio en la arteria -

carótida de un gato adrenalectomizado causa una pequeña re
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- tracción de la membrana nictitante.

c) ganglio superior cervical: en la preparación de
ganglio superior cervical perfundido de gato, la inyección,

. de 100 mg de bretilio causa una retracción pequeña y tempo-
ral de la membrana nictitante, seguida de una inhibición de
los efectos de la estimulación preganglionar.

d) útero de conejo: en el útero aislado de conejo
estimulación del nervio hipogástrico provoca contracciones.
Esta respuesta a la estimulación nerviosa, se ve inhibida ,

por la administración de bretilio a concentraciones de 3 a

10 microgramos/ml.

la

Los efectos simpaticolíticos del bretilio, se manifi-
están sobre:

1) corazón y vasos: el bretilio reduce el reflejo de

hipertensión causado por la estimulación del nervio vago y

la causada por la oclusión de la carótida en el gato, así -

como t-ambién las respuestas presoras causadas por la excita

ción de los quimiorreceptores, a causa de una anoxia o de -

inyección de cianuro. La acción del bretilio sobre la pre -

sión arterial varia en las distintas especies animales, de-
pendiendo probablemente del nivel del tono simpático en ca-

da una de ellas.

2) membrana, nictitante: por el contrario, la adminis-
tración s.c. de 5 a 10 mg/kg de bretilio a un gato, le cau-

sa relajación de la membrana nictitante y estrechamiento de
la hendidura parpebral. Generalmente, este efecto no apare-

cé hasta transcurridas 3 horas, y es mayor entre las 12 y -

24 horas siguientes a la administración. El tono normal
la membrana no se recupera hasta que han transcurrido 36-48
horas. Cuando el bretilio es administrado por via oral,

necesitan dosis mayores para obtener los mismos efectos.

de

se
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La membrana nictitante de los perros también se reía-

ja tras la administración de bretilio en cantidades simila-

res a las utilizadas en las experiencias con gatos. Sin em-

bargo, en los perros la presentación de este efecto es más
lenta y persiste por los menos 24 horas.3)bazo: el bretilio, en bazo de gato perfundido, in-

. hibe la liberación de noradrenalina cuando se estimula el -

nervio esplénico.4)íleo de conejo: en el íleo aislado de conejo, la -

estimulación del nervio visceral provoca una inhibición de
los movimientos pendulares del íleo, tal inhibición es sup-

rimida por la adición de bretilio a concentraciones de 1 a

3 microgramos/ml.5)La administración de 10 mg/kg de bretilio por via
s.c. al conejo, va seguida de una vasodilatación, que es fá
cilmente aprecialbe en las venas marginales de la oreja.

En una preparación de oreja perfundida de conejo,
. estimulación del nervio auricular provoca vasoconstricción,

esta vasoconstricción no se presenta si se adiciona breti -

lio de 30 a 100 microgramos/ml, al baño, o si éste se apli-
ca localmente entre los electrodos estimulantes y la oreja.

la

La idea de que los efectos simpaticomiméticos del bre
tilio son atribuibles principalmente, a una liberación peri
férica de catecolaminas procedentes de los tejidos adrenér-
gicos, fué sugerida por Boura y Green (1959) después de ver

que tales efectos eran muy manifiestos en los gatos espina-

les, que persistían después de la adrenalectomía o el blo -

queo ganglionar y que se presentaban en las preparaciones -

de músculo liso aislado.

De acuerdo con lo expuesto, están las experiencias

que muestran que una administración previa de dosis depleto
ras de reserpina reducen de forma muy marcada la respuesta

51



presora del bretilio en las ratas (Gillis y Nash, 1961) y -

también las respuestas simpaticomiméticas de las tiras de -

aorta de conejo o las de aurícula de cobaya (Kirpekar y Fur

chgott, 1964). Estas experiencias eran similares en perros,

(Yelnowsky y Mortimer, 1961) y en gatos espinales (Gokhale, •

Gulati y Kelder, 1963).

Además hay evidencia directa de la liberación de ñor-

adrenalina tritiada procedente del bazo de gato. (Hertting ,

Axelrod y Patrick, 1962; Gilmore y Spiegel , 1962), también
se observó que el bretilio libera catecolaminas a la sangre

venosa coronaria del perro.

Inhibición de la monoamino oxidasa.

Kuntzman y Jacobson (1963) realizando experiencias
con corazones de rata, observaron que los compuestos que

contienen bromo en la posición orto, son diez veces más ac-

tivos como inhibidores de la monoamino oxidasa, que los com

puestos sin substitución orto,, para el bretilio obtuvieron,
los siguientes resultados:

5x10-4M 5x10 5M 5x10 6MConc. de bretilio

24% 0%% Inhibición MAO 82%

Wakade y cois (1964) observaron que el pretratamiento
con bretilio aumentaba de forma muy marcada la sensibilidad
a la tiramina de la aurícula izquierda de cobaya.

Furchgott (1964) utilizando aurículas de cobayas re -

serpinizados para sus experiencias, observó que el pretrata
miento con bretilio potenciaba de forma muy marcada, la ca-

pacidad de respuesta de la tiramina, si previamente se ha -

bía incubado el preparado con noradrenalina.

Los resultados obtenidos por dichos autores, sugerían
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la posibilidad de que el bretilio actuara como inhibidor de

la monoamio oxidasa.

Posteriormente Furchgott y cois (1971) utilizando tam
bién aurícula aislada de cobaya, observaron que el bretilio
es recaptado activamente y almacenado en las terminaciones

nerviosas adrenérgicas, produciendo una inhibición efectiva
de la monoamino oxidasa, que persiste durante bastante tiem

po, incluso después de lavar el bretilio de la preparación.

Esta inhibición podría explicar total o parcialmente,
los siguientes efectos causados por el pretratamiento con -

bretilio:1)potenciación de la respuesta de la aurícula normal
a la tiramina.

2)f la potenciación de la capacidad de una. incubación
con noradrenalina para restaurar la respuesta a la tiramina

u otros agentes simpaticomiméticos indirectos, de la aurícu
la reserpinizada.3)el aumento de la recaptación neta de noradrenalina

por la aurícula normal, o bien por la reserpinización.

La inversión de los efectos del pretratamiento con

bretilio por la exposición prolongada de la aurícula reser-

pinizada a elevadas concentraciones de tiramina, se atribu-

ye a un desplazamiento competitivo del bretilio por la tira
mina, de los lugares de unión intraneuronales, con una con-

secuente disminución de la inhibición de la monoamino oxida

sa.

La capacidad del pretratamiento con bretilio para pro

teger la aurícula frente a ciertos efectos irreversibles re

sultantes del tratamiento con iproniacida o feniprazina, fa
vorece la idea de que el bretilio inhibe la monoamino oxida
sa por combinación reversible con los lugares activos del -

enzima.
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Acción_sobre_e]L s_i£tema nerv_io£o_parasimpático

Tras la administración i.v. de bretilio, se observa -

un bloqueo ganglionar transitorio (Boura y Green, 1959; Ger
tner y Romans, 1961) . También aparece un ligero efecto sim_i
lar al nicotínico tras la administración de grandes dosis -

de bretilio en el ganglio superior cervical (Boura y Green,

1959).

En las preparaciones de músculo liso aislado, grandes
concentraciones de brertilio causan efectos muscarínicos

(Boura y Green, 1959; Gokhale y cois, 1963).

En la preparación de músculo recto aislado de rana, -

las respuestas a la acetilcolina son potenciadas por el br£
tilio. En esta misma preparación el bretilio antagoniza la
acción inhibidora de la d-tubocurarina (Gokhale y cois,1963
sin embargo, en la preparación de diafragma de rata, la d-
tubocurarina y el decametonio actúan sinérgicamente con el
bretilio.

De las experiencias de Chang y cois (1967) en prepara

ciones de diafragma de rata y músculo sartorio de rana,

deduce que el bretilio tiene una acción bloqueante postsi -

náptica en las uniones neuro-musculares.

se

Esta acción es debida a la capacidad que tiene esta

substancia para reducir la amplitud de los potenciales de -

placa terminal, y los potenciales de placa terminal miniatu
ra, sin afectar extracelularmente el potencial de acción
nerviosa presináptico o el potencial de la membrana muscu -

lar.

En las preparaciones de músculo recto abdominal de ra
na y músculo digástrico de pollo, las respuestas a la ace -

tilcolina, en presencia de neostigmina, son reducidas por -
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el bretilio. Sin embargo, se cree que este efecto no es la
causa principal del bloqueo neuromuscular que provoca el -

bretilio.

Se demostró que la causa principal del bloqueo, era

una disminución de la liberación de acetilcolina proceden-
te de la estimulación de las fibras motoras.Estimulando re

petidamente dichas preparaciones se observó que al aumen -

tar la frecuencia de estimulación se intensifica el bloqueo
neuromuscular y disminuye rápidamente la amplitud de los -

sucesivos potenciales de placa terminal.

Acciones sobre el sistema nervioso central

Administrando bretilio a gatos a dosis suficientes -

para relajar la membrana nictitante, no se observan cambi-
os importantes en el comportamiento de estos animales,
obstante tras la administración de dosis de 10 a 30 mg/kg,
en algunos casos se observaba letargo.

no

No se detecta cambio alguno en las cuentas de activ.i
dad de un ratón a los 15 a 20 minutos posteriores a la ad-
ministración de 50 mg/kg de bretilio i.p., ni tampoco a

las 2 horas siguientes a la administración de 2,5 a 4o mg/
kg de bretilio por via i.p.

Sin embargo, a las 4 y 6 horas siguientes a la admi-
nistración de 10 o 20 mg/kg de bretilio, las cuentas de ac

tividad se reducían a la mitad con respecto al valor con -

trol.

La administración de 12,5 mg/kg de bretilio por

i.v. prologa débilmente la hipnosis producida por 60 mg/kg
i.v. de pentobarbital sódico.

via

El bretilio no presenta acción analgésica alguna, se

gún se ha puesto de manifiesto administrando dosis tan gran
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des como 50 mg/kg a la rata, y observando su comportamien-
to frente a estímulos dolorosos.

Tolerancia inducida por el bretilio

Durante la administración diaria de bretilio, se de-
sarrolla una tolerancia a la depresión de las funciones a-

drenérgicas.

Los estudios realizados en las respuestas de las mem

branas nicititantes, sugieren que la probable explicación,
reside en el desarrollo por parte del músculo liso de

hipersensibilidad a las catecolaminas.

una

En principio esta hipersensibilidad al transmisor a-

drenérgico compensa la disminución de su propia liberación
debida al bloqueo neuronal adrenérgico. Además, debe tener
se en cuenta que durante el bloqueo neuronal adrenérgico -

completo, no puede ni siquiera ser mantenida la hipotonía
del simpático, debido precisamente a ese incremento de
sensibilidad a las catecolaminas de la médula suprarrenal.

la

La tolerancia es menos marcada en los sistemas que -

adquieren menor hipersensibilidad a las catecolaminas, co-

mo por ejemplo los vasos.

Efectos del tratamiento crónico con bretilio

Murdoch y cois (1977) observaron, tras un tratamien-
to crónico con bretilio, el edema de las mitocondrias y la

pérdida de sus crestas, en las neuronas simpáticas, de con

ducto deferente de rata, este hecho confirmó las primeras

experiencias realizadas por Angeletti y Levy-Montalcini(19
72), Caramia y cois (1972) y Juul (1973). Además se apre -

ciaron también inclusiones de aspecto denso en el interior
de las mitocondrias, inclusiones que raramente eran vistas
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en los controles, aunque sí habían aparecido, algunas veces

en varias situaciones patológicas (Hopfner y cois, 1970;
Jordán y cois, 1972). La sugerencia de que estas inclusio -

nes fueran el resultado de una alteración en el metabolismo

mitocondrial (Hopfner y cois, 1970) pareció atractiva, ya -

que el bretilio inhibe parcialmente la fosforilación oxida-

tiva in vitro (Malmquist y Oate, 1968).

La frecuencia de aparición de estas inclusiones en

las neuronas simpáticas, incluso 6 semanas después de haber
cesado el tratamiento con bretilio, sugiere una alteración

persistente en algunos aspectos de la función mitocondrial.

Durante el tratamiento con bretilio, hubo un 60% de
mortalidad entre las ratas adultas, pero no en las recién -

nacidas. La razón de este efecto se desconoce, pero parece

estar relacionada con las propiedades antiadrenérgicas del
fármaco.

En ratas pretratadas con bretilio, se observó un in -

cremento considerable en la respuesta contráctil máxima a -

la acetilcolina y noradrenalina en el conducto deferente de
estos animales. Ya que tanto las contracciones inducidas

. por la acetilcolina, como por la noradrenalina, se veían ¿n
crementadas el cambio tenía que tener lugar a un nivel pos-

terior al receptor, en la cadena de sucesos que provocan la
contracción. El microscopio óptico y electrónico no aportan

bases estructurales que expliquen este aumento en la contra
ctilidad en términos de tamaño de células y ordenamiento de
la ultraestructura de las células del músculo liso.

Este incremento en las respuestas máximas observado -

después del tratamiento crónico con bretilio, podría ser de
bido a cambios en la permeabilidad celular (Namm y col. 1975
Los alimentos inducidos por el fármaco, en la contractilidad
del músculo cardíaco, habían sido relacionados con un flujo
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++
alterado (Glyn, 1964; Grossman y Furchgott, 1964;

Gorman y Marmour, 1974).

de Ca

La respuesta de los conductos deferentes tratados con

bretilio y los controles a la noradrenalina, era comparable

para todas las concentraciones de Ca++
que las respuestas a la acetilcolina en presencia de eleva-
das concentraciones de Ca

estudiadas, mientras

++
, estaban muy aumentadas. Esto -

podía reflejar el hecho de que las contracciones inducidas

por la noradrenalina, usaran principalmente depósitos intra
+4

celulares de Ca

más de la entrada de Ca

, mientras que la acetilcolina dependiera

exógeno, para iniciar la contrac-
ción (Hudghins y Weiss, 1968; Van Breeman y cois, 1973;Deth

++

y Van Breeman, 1974). Es interesante decir que de acuerdo ,

con Westfall (1970) quien sugirió que la dependencia del
externo es reflejada en las pendientes de las curvas -

concentración-respuesta, había un pequeño pero consistente
aumento en la pendiente de las curvas concentración acetil-

colina-respuesta del conducto deferente de rata tratado con

bretilio, comparadas con los controles. En cambio en la pen

. diente, al aumentar la concentración de Ca

++
Ca

++
sugiere que el

tratamiento crónico con bretilio, podría alterar la entrada
de este ión y de este modo aumentar la fuerza de contracci-
ón.
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DISTRIBUCION SELECTIVA DEL BRETILIO

Las experiencias realizadas por Boura y cois.
estudiando la distribución de bretilio-C'1'^
tejidos del gato, tras la administración subcutánea de dis-

14
, a distintos intervalos de ti-

empo (ver tabla 3), sugieren que la especificidad de la ac-

ción bloqueante del bretilio en las neuronas adrenérgicas ,

puede estar relacionada con su acumulación selectiva en di-

chas neuronas.

(1960),
en los distintos

tintas dosis de bretilio-C

El hecho más interesante en la distribución del breti

lio tras su administración subcutánea al gato, es la lenta
acumulación de altas dosis del fármaco en los ganglios sim-

páticos y sus fibras nerviosas postganglionares (tabla 3) .

Además, los resultados para los distintos intervalos de ti-

empo, muestran que los niveles de bretilio en los ganglios

simpáticos y sus fibras nerviosas postganglionares están re

lacionados temporalmente con el grado de relajación de la -

membrana nictitante, que es una manifestación de la acción
bloqueante neuronal del bretilio (Boura y Green, 1959).

Observando la tabla, se puede apreciar, que en otros

órganos (hígado, corazón...) se alcanzan concentraciones de
bretilio más elevadas incluso que las de la sangre, y sin -

embargo, el nivel máximo de concentraciones se alcanza o in
cluso desciende antes del inicio del bloqueo simpático.

En general, los órganos ricos en catecolaminas, acumu

lan bretilio pero no está muy clara la relación entre las -

concentraciones de catecolaminas y el grado de acumulación
del fármaco.

Es interesante, el hecho de que, aunque el bretilio
no atraviesa la barrera hematoencefálica, se pueden encon -

trar pequeñas cantidades del fármaco en el hipotálamo, y el
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c o i ; s m : n c i o h 3 5 srstilio en PERIFERICOSTEJIDOS NERVIOSOS

Valores obtenidos en gatos, en mji moles/gr. de tejido húmedo (cada valor representa una experiencia) . Los tiem

pos indican el intervalo transcurrido entre la inyección subcutánea de LO, 30 o 6 mg/kg de “^C-yoduro de breti

lio y el sacrificio del animal. Imp moi»0.37 /ig de yoduro de bretilio.

10 mg/kg 50 mg/kg 5 mg/kg

Te jido 3 hr. 18 hr.12 hr. 18 hr. 71 hr. 18 hr. 13 hr.

Nervios adrenérgicos

Cervical simpático

postganglionar

Kipogástrico
Gástrico

Cardiaco inferior

70042 78 31 696 49

174 41 421 61

99 62

22 19136 196 53

Nervios colinérgicos

Cervical simpático

preganglionar
Gran esplácnico

Vago
Frénico

28 29 30 3 114 23

3 37 243014

2 4715 19 40

4011 94

Ganglios simpáticos

890 61 ‘ 965 174197 270 445Cervical superior
Cervical medio

Estrellado

Cellaco

Mesentérico superior
Mesentérico inferior

610

728 13 5303 770 16168 315

950. 534 225374 450 41158

258 70059

440 152430 49362290

Otros ganglios

41‘ 3730 1 61533Modoso

Ciliar.
Otico

Raíz dorsal

Semilunar

3064

7 1

16 10

11

CONCENTRACION DE BRETILIO EN VARIOS TEJIDOS

Valores obtenidos en gatos, en mji moles/gr de tejido húmedo (cada valor representa una experiencia). Los tiera
1 4

pos indican el intervalo transcurrido entre la inyección subcutánea de 10 o 50 mg/kg de

y el sacrificio del animal. Imp mols0.37 ^igr de yoduro de bretilio. a)otras concentraciones en gato eran:
glándula parótida 20 mumoles, ovario 38 musióles, tiroides 14 musióles, ganglio linfático cervical 5 muñóles

b y c) son las concentraciones en la corteza y la médula respectivamente d) ventriculo izquierdo e)certeza ce

rebral y cerebelar y médula espinal.

C-ycduro de bretilio

50 mg/kg
18 hr.

10 mg/kg
18 hr. (a) 18 hr. 72 hr.12 hr.3 hrTejido 3 hr.1 hr.

28 17 1 24131523Sangre

(ligado
Riñón

Glándula adrenal

23 276278 201238

139113

110(b)

164(0 951• 78205377

32 1 382244Corazón (d)

3azo

Pulmón

Diafragma
Area PÓstrema

5.N.C. ie)

Hipocálamo

!■?!400

25 45142 108102 235205 34

38

50•4552

20251

1 11l

3:

Tabla 3.- Tomado de Boura y cois. 1960
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área póstrenla, regiones que contienen catecolaminas (Vogt,-
1954).

En principio, todas las neuronas adrenérgicas son ca-

paces de acumular bretilio, pero la facilidad de su acceso

y por lo tanto de la acción bloqueante, puede estar influi-
da por la vascularización de cada región determinada.

La vascularización de los ganglios parece ser mayor -

que la de los otros troncos nerviosos, y esto puede estar -

en relación con la mayor rapidez en alcanzar una concentra-

ción capaz de provocar el bloqueo.

El hecho de que el bretilio se acumule en el corazón,
es puso de manifiesto en los primeros estudios de distribu-

ción del bretilio realizados por Boura y Green, (1960) .

Como se ha citado anteriormente, estos autores,demos-

traron que el bretilio se acumula selectivamente, en gran -

des cantidades, en las neuronas simpáticas, y por lo tanto,

atribuyeron el elevado contenido de bretilio en el corazón,
al hecho de estar este órgano inervado densamente por el -

sistema nervioso simpático.

También, la gran diferencia entre el contenido de bre
tilio en el músculo cardíaco, respecto al músculo esqueléti
co (30:1) en ratas simpatectomizadas, es una prueba de que

ciertos tejidos tienen afinidades más elevadas que otros
por el bretilio. Podría ser. que estas afinidades estuvieran
determinadas por otros factores distintos a la inervación -

simpática.

Las experiencias de Namm y cois (1974) sugieren la e-

xistencia en el corazón, de unos receptores para el bretilio
de naturaleza no neuronal, sino localizados en las membranas
celulares. Esta sugerencia podría ser cierta, basándose
la naturaleza catiónica del bretilio, lo que podría limitar

en
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su acceso a los distintos componentes intracelulares cardí-
acos. Estos autores, vieron que pequeños cambios en las con

centraciones de potasio del medio, podrían cambiar de forma

muy marcada la unión del bretilio, y por tanto se podría
concluir que la unión del bretilio a las células cardíacas, ■

fuese el resultado de fuerzas electrostáticas entre la par-

te catiónica de la molécula de bretilio y la . parte electro

negativa de las membranas celulares. Naturalmente, podría -

ser, que los lugares de unión para el bretilio, en corazo -

nes de ratas inmunosimpatectomizadas, no estuvieran relacio
nados con las células musculares cardíacas, sino, con otro

tipo de células, tales como: tejido vascular, tejido conec-

tivo o células cromafines.

Las experiencias de Garcia y cois (1975), muestran que

la presencia de sodio es necesaria para la recaptación de -

bretilio en las terminaciones nerviosas adrenérgicas, de la
aurícula de cobaya. De igual forma, la recaptación de ñor -

adrenalina es dependiente de la presencia de iones sodio -

(Iversen y Kavitz, 1966; Gillis y Patón, 1967; Kirpekar y -

Wakade, 1968,b; Horst, Kopin y Ramey, 1968; Bogdanski y Bro

die, 1969). En estas experiencias de Garcia y cois (1975) -

una concentración baja (25mM) en el medio, o incluso la au-

sencia total de sodio, reduce la acumulación de noradrenal_i
na inducida por- el bretilio, indicando un bloqueo de la re-

captación del bretilio al interior de las terminaciones ner

viosas, que probablemente tiene lugar a través del mismo me

canismo de recaptación de la noradrenalina.

Las experiencias de Ross (1976) y Ross y Gosztonyi(19
75), están de acuerdo también con esta última hipótesis. El

pretratamiento de ratas con 6-hidroxidopamina reduce de una

forma muy marcada la recaptación de bretilio en el conducto
deferente, indicando esto, que las terminaciones nerviosas,
son las responsables de esta recaptación. Es interesante -

mencionar que cuando la administración de 6-hidroxidopamina
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se realizaba según la siguiente pauta (2 x 50 mg/kg i.v. +
2 x 100 mg/kg i.v., 1 y 2 semanas respectivamente antes de -

la experiencia) no se observaba reducción en la recaptación
de bretilio o de noradrenalina. Este hallazgo negativo, es -

probablemente debido a que las neuronas que contienen norad- •

renalina en el conducto deferente, son de axon muy corto, y

se regeneran mucho más rápidamente que las neuronas más lar-

gas de otros órganos (T. Malmforms, comunicación personal).

La inhibición de la recaptación de bretilio, por los -

inhibidores de la recaptación de noradrenalina, apoya tambi-
én la teoría de que la recaptación de bretilio tiene lugar
en esas neuronas.

Las experiencias de Hosotani y Misu (1977) demuestran

que el bloqueo neuronal adrenérgico inducido por el bretilio
en la preparación de íleo de conejo, estimulando el nervio

periarterial, es evitado por varios procedimientos que inhi-
ben la recaptación de noradrenalina hacia el interior de las
neuronas simpáticas, tales' como, un medio sin sodio, baja

temperatura, presencia de ouabaína, y anoxia (Iversen y Ra -

vitz, 1966; Kirpekar y Wakade, 1968; Bogdanski, Brodie 1969;
Dengler y cois. 1961: Green y cois, 1966).

Hosotani y Misu (1977) también muestran, de acuerdo -

con Ross y Kelder (1975), que el bretilio es recaptado hacia
el interior de las terminaciones nerviosas adrenérgicas por

un mecanismo activo dependiente del sodio. Esto concuerda -

con experiencias de Ross y Kelder (1976) respecto a que la -

recaptación de H-bretilio, es dependiente de la concentra -

ción de sodio y de la temperatura, según se ha puesto de ma-
nifiesto empleando cortes de conducto deferente de rata, y

que esta recaptación es inhibida por acción de la ouabaína
en la aurícula de rata.

De acuerdo con la idea de que el bretilio es transpor-

tado hacia el interior de las neuronas adrenérgicas a través
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del mismo mecanismo que transporta la noradrenalina, Hosota

ni y Misu (1977) pensaron que la noradrenalina misma,podría
prevenir el bloqueo neuronal adrenérgico inducido por el
bretilio.

' Prasad y cois, ya en (1973) obtuvieron unos resulta -

dos similares en conducto deferente de cobaya. Una explica-
ción es que la noradrenalina que entra en las terminaciones
nerviosas adrenérgicas simultánea o seguidamente al breti -

lio, compita por los mismos lugares con los que se une el -

bretilio para inhibir la liberación del transmisor, o bien,

que desplaze de esos lugares al bretilio ya combinado a el-
los.

Esta interpretación de Hosotani y Misu, se basa en

las experiencias de Ross y Gosztonyi (1975) de que la recap

tación de
3
H-bretilio en la aurícula de rata "in vitro" es

inhibida de forma muy marcada por la noradrenalina, y tam -

bién en los datos aportados por Fischer y cois (1966) de

que en el corazón y bazo de gato aislado 14 y 20 horas des-
3

pués de la administración intramuscular de H-bretilio, el

fármaco no era liberado al perfusado por infusión de ñora -

drenalina, pero si era liberado por estimulación nerviosa.

Por otra parte, la incubación con una solución de cal
ció 10 mM, produce fácilmente una recuperación completa del
bloqueo inducido por el bretilio, lo que concuerda con las

experiencias de Burn y Welsch (1967) en la misma preparaci-
ón. Este efecto inversor producido por altas concentracio -

nes de calcio era duradero y no reaparecía el bloqueo.

Estos resultados apoyan la idea, de que el calcio que

entra en la terminación nerviosa, alcanza los mismos luga -

res en el interior de la terminación, con los que se combi-
na el bretilio, desplaza a éste y restaura las respuestas -

mediadas por las fibras nerviosas.
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De las experiencias de Hosotani y Misu (1977) se pue-

de concluir, pues, que el transporte activo de bretilio sen

sible al sodio, es necesario y que la competición entre el'
bretilio y el calcio, pudiera ser un factor esencial para -

el desarrollo de la acción bloqueante neuronal del bretilio

Puesto que la acumulación del bretilio, en los teji -

dos, no es afectada por la reserpina (Brodie y cois, 1965 ;

Ross y Gosztonyi, 1975) hay que pensar que el bretilio no -

tiene afinidad por las vesículas intraneuronales de noradre
nalina. Ya que el bretilio es metabolicamente estable, y es

un derivado de amonio cuaternario, por lo que atraviesa las
membranas de la célula por difusión muy lenta, puede servir
de modelo para los estudios de los mecanismos de paso de -

membranas de las neuronas simpáticas.- Sin embargo, no se pu

ede excluir el hecho que el bretilio se una intraneuronal -

mente a otros lugares distintos a las vesículas.
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EFECTO DEL BRETILIO SOBRE LOS DEPOSITOS DE AMINAS DE

LOS TEJIDOS

Las experiencias de Abbs (1965) demostraron que tras
una inyección i.v. de 10 mg/kg de bretilio, hay un aumento
inmediato de la concentración de catecolaminas en la sang-

re venosa esplénica.

Un año más tarde,'Abbs (1966) y Carlsson (1966) sugi_
rieron que estas catecolaminas liberadas podían provenir -

de una pequeña parte del depósito de catecolaminas esenci-
al para el propio funcionamiento de las fibras nerviosas -

adrenérgicas. Si la amina liberada de este almacén, no es

reemplazada, puede dar como resultado una deplección loca-
lizada, tal deplección podría ser responsable de la activi
dad bloqueante neuromuscular que posee el bretilio.

Posteriormente, el mismo Abbs y Robertson (1970)1 de-
tectaron niveles elevados de noradrenalina en el plasma de

gato, durante los 30 minutos siguientes a la administrad-
ón de bretilio, y también apoyó la teoría expuesta anteri-
ormente de que esta amina puede provenir del depósito esen

cial para el funcionamiento propio de los nervios adrenér-
gicos, porqué cuando esta amina ha sido liberada, las fi -

bras adrenérgicas se encuentran bloqueadas,y además la li-
beración de noradrenalina tras la estimulación nerviosa se

encuentra casi totalmente inhibida.

La liberación de noradrenalina "per se", es poco pro

bable que sea la causa de ese bloqueo neuronal adrenérgico
porqué la anfetamina que evita o invierte la acción inhibí/
dora de los bloqueantes adrenérgicos (Day, 1962;Day y Rand
1962) administrada a una dosis que produce una simpatomime
sis menor que la producida por el bretilio, ni causa deple
cción de noradrenalina, ni produce bloqueo neuronal adre -
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nérgico. Por tanto, el bretilio debe producir algún efecto
adicional, para explicar su acción bloqueante, seguramente,
no debe sólo liberar la noradrenalina del almacén del cual

es normalmente liberada en la estimulación nerviosa, sino,

que también debe prevenir el rellenado de dicho almacén y

en caso de que éste se rellene, debe prevenir la liberación
de la amina en la estimulación nerviosa.

Posteriormente Abbs y Pycock (1973), vieron que la ad
ministración de 10 mg/kg de bretilio, producía un descenso
selectivo en el contenido en noradrenalina endógena de la -

subfracción microsomal equilibrada en sacarosa 0,7 M, cuan-

dos se había establecido totalmente el bloqueo de los ner -

vios cardioaceleradores de la rata. En muchos estudios de -

subfraccionamiento se había hecho la distinción entre vesí-

culas de almacenamiento de noradrenalina, ligeras y pesadas
(Roth y cois, 1968; Bisby y Fillenz, 1970; Fillenz y Howe,

1971) . Las ligeras, habían sido caracterizadas generalmente
como las que se equilibraban en densidades de sacarosa

0,4-0,7 M, y las pesadas, como las que se equilibraban en -

. tre 1-1,2 M.

de

El bretilio disminuía así el contenido en noradrenali^
na endógena de la subfracción microsomal, la que contenía -

las vesículas de almacenamiento ligeras, son estas vesícu -

las las que están implicadas principalmente, en la libera -

ción del transmisor en la estimulación nerviosa (Fillenz, -

1971; Fillenz y Howe, 1971; Geffen y Livet, 1971). Esta su£
tancia no producía efecto detectable en el contenido en ñor

adrenalina endógena de la subfracción microsomal correspon-

diente a las vesículas de almacenamiento pesadas, las cua -

les, según Fillenz y Howe (1971) parecía que podrían estar
también involucradas en la liberación de noradrenalina du -

rante la estimulación nerviosa.

El bretilio también producía en el corazón, una dismi
nución selectiva en el contenido y en la actividad especí -
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fica de la noradrenalina de la fracción microsomal, esta ac

ción era observada tanto si la noradrenalina radiactiva era

sintetizada a partir de la tirosina, como si lo era a par -

tir de la dopamina. El bretilio no tenía un efecto demostra

ble en la actividad específica de la noradrenalina en el ho •

mogeneizado total o en las otras fracciones subcelulares

(Pycock, 1972) . Como la integridad del contenido en noradre
nalina de la fracción microsomal era aparentemente esencial

para el funcionamiento propio de los nervios adrenérgicos ,

(Abbs y Pycock, 1971, 1973) y como la noradrenalina nueva -

mente sintetizada se sabe, que es liberada preferentemente
en la estimulación nerviosa (Kopin y cois, 1968; Stjarne y

Wwnmalm, 1970), estas experiencias indican que el bretilio

puede bloquear los nervios adrenérgicos, evitando que la no

radrenalina, esencial para la función nerciosa, permanezca,

en el depósito de donde es normalmente liberada. De acuerdo
con los trabajos de Abbs y Pycock (1973) se puede deducir ,

que el bretilio puede primero desplazar la noradrenalina de
la fracción microsomal, y evitar entonces, que se almacene
a este nivel.
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Con la realización de esta Tesis, nos proponemos

ampliar el estudio del mecanismo de acción del bretilio,y
puesto que no se han descrito, para este fármaco, acción-
es postsinápticas adrenérgicas, pensamos que seria una a-

decuada herramienta farmacológica que contribuiría a am -

pliar el conocimiento de los procesos fisiológicos que -

tienen lugar en la porción presináptica de la terminación

adrenérgica.

Los trabajos iniciales sobre bretilio (Boura y -

Green, 1965) demostraron que esta substancia interfiere -

la liberación del mediador adrenérgico, pero sin disminuir
el contenido en catecolaminas de los depósitos en la ter-
minación adrenérgica. Por otra parte, se ha postulado que

el bretilio, al igual que los derivados guanetidínicos, -

actúa inicialmente como simpaticomimético indirecto, libe
rando catecolaminas de las terminaciones adrenérgicas. Co
rroboran esta hipótesis, las experiencias de Boura y cois

(1960) que demostraron que el bretilio se acumula selecti_
vamente en las neuronas simpáticas.

Para llevar a cabo nuestro estudio, utilizaremos
el conducto deferente de rata, ya que al ser un órgano
densamente inervado por el simpático, posee un gran núme-
ro de terminaciones adrenérgicas, y por tanto un elevado
contenido en catecolaminas. Por otra parte, se trata de un

órgano muy adecuado para realizar técnicas "in vivo", gra

cias a la facilidad de su disección y asimismo resulta i-
dóneo para las experiencias "in vitro", ya que colocado -

en un baño de órgano aislado, se muestra sensible a con -

centraciones muy pequeñas de simpaticomiméticos y bloque-
antes adrenérgicos, al mismo tiempo que, se mantiene en -
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condiciones óptimas de respuesta durante largo tiempo.

También utilizaremos el bazo de gato perfundido
"in situ". Aunque se trata de una técnica más difícil de

realizar, es también idónea para el estudio de los mecanis-

mos adrenérgicos, por la gran riqueza en catecolamias de es_
te órgano.

Con estas preparaciones farmacológicas estudiare -

mos el efecto del bretilio, así como las posibles interac -

clones con otras substancias.

Conjuntamente con estas experiencias "in vivo" y

en órgano aislado, realizaremos otra serie de estudios en -

caminados a caracterizar el tipo de fijación que tiene lu -

gar entre el bretilio y la porción presináptica de la ter -

minación nerviosa adrenérgica, utilizando para ello fraccio
nes de membrana de conducto deferente.

Con estas proposiciones que inicialmente considera

mos, creíamos poder contribuir al mecanismo de acción del -

bretilio y más aún, al discutido problema del mecanismo de
liberación de los transmisores sinápticos. En realidad, los
resultados obtenidos han confirmado nuestras !propuestas y

como veremos en los resultados experimentales y en las con-

clusiones finales, se aportan argumentos positivos para la

mejor comprensión de estos problemas.
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PARTE EXPERIMENTAL



MATERIAL



A.- ANIMALES EMPLEADOS

Se han utilizado gatos de ambos sexos, con un peso a-

proximado de 2,5 Kg; y ratas macho Sprague-Dawlwy de peso -

comprendido entre 250 y 280 gr.

Las ratas estaban alojadas en cajas de plástico de ti
R

po Makrolon , a una Temperatura ambiente de 22°C + 2, y una

humedad del 60%.

Estos animales se alimentaban con una dieta standard
R

tipo Panlab , con la siguiente composición:

Proteína 21,3%

3,5%Grasa

4,4%Fibra

6,2%

9,2%

Minerales

Humedad

y agua, hasta el momento de iniciar la experiencia.

B.- SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Las substancias empleadas en nuestras experiencias

fueron:

Bretylium Tosylate (Gayoso Wellcome, S.A.)
Bretilio tritiado (Amersham)

£
Fentolamina (Regitina , Ciba)
Fenoxibenzamina C1H (Smith Kline and French)

R
Propranolol (Sumial , Ici Farma)
Atropina (Miró)

R
Antazolina (Antistina , Ciba)
Cimetidina (Fremet^, Antibióticos S.A.)

Desmetilimipramina (Ciba)
Anfetamina Sulfato (Miquel)
Cocaína C1H (Eastmen Organic Chemicals)
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Noradrenalina C1H (Fluka)

Adrenalina ClH (Fluka)

Yohimbina ClH (Merck)
p

Guanetidina (Ismelin , Ciba)

Las diluciones de las distintas drogas se hicieron en:

agua destilada
suero fisiológico
solución nutricia de Krebs

añadiéndose al baño en volúmenes no superiores a 1 mi
La concentración se expresa en gramos de substancia base/ml
de solución.
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C.- PERFUSION DE BAZO DE GATO "IN SITU"

De acuerdo con la técnica de Kirpekar y Misu (1967) -

se han utilizado gatos de ambos sexos, de un peso aproxima-
do de 2,5 Kg. Estos animales se anestesiaron primeramente -

con éter y a continuación con cloralosa (80-100 mg/kg) admi
nistrada por vía endovenosa a través de la femoral. La tra-

quea fué canulada y el abdomen abierto por una incisión
la línea media, eliminando el intestino desde el duodeno

hasta el colon, al extraerse el intestino se disecó la vena

mesentérica superior hasta la unión con la vena esplénica,-
dejando un muñón lo suficientemente largo para su canulaci-
ón posterior. Seguidamente se ligaron y cortaron las cone -

xiones vasculares entre el bazo y el estómago y el perito -

neo, y los dos últimos fueron eliminados. Se procedió a

extracción de las dos suprarrenales a fin de excluir la po-

sibilidad de liberación de catecolaminas al torrente, sanguí
neo. La arteria hepática fué ligada, y se colocó una cánula
en la vena mesentérica superior y otra en la aorta, con el
fin de perfundir el bazo. Inmediatamente antes de empezar -

la perfusión, el animal fué sangrado hasta su muerte por me
dio de la cánula situada en la carótida. Así pues, el líqui
do de perfusión penetra por la arteria aorta, y llega al ba^-
zo después de pasar por la arteria celíaca y por la espléni
ca, y después de atravesar el órgano aparece el flujo veno-

so de la vena mesentérica superior.

en

la

La perfusión fué llevada a cabo con solución bicarbo-
natada de Rrebs:

C1 Na: 82,6 gr/1
4,2 gr/1

C^Ca (anhidro) :
P04H2K : 1,9 gr/1
S04Mg + 7 H20 : 3,5 gr/1
C03HNa : 2,45 gr/1
Glucosa : 2,15 gr/1

Agua destilada hasta
1.100 miC1 K :

3,3 gr/1
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aireada con carbógeno (95% 02 + 5% CC^),
temperatura de 35°C e impulsada por medio de una bomba
na velocidad de 7 ml/min.

mantenida a una

a u-

En primer lugar, el bazo se perfundía durante 20 minu
tos con solución de Krebs; pasado este tiempo, a un grupo -

de gatos se les perfundía con solución de Krebs que contení
a reserpina (4,1 x 10 ^ M) y a otro grupo de gatos se les -

perfundía el bazo, primero con solución de Krebs que conte-
nía bretilio (1,2 x 10 ^ M) y 18 minutos más tarde se les -

-5
perfundía con reserpina (4,1 x 10 M).

C.- a. Determinación bioquímica de la noradrenalina

en_el_ perfusado

Las muestras venosas se recogían cada 2 minutos. El

contenido en noradrenalina de dichas muestras venosas, se

determinó por medio del método de Schellemberger y Gordon

(1971) que consiste en:

1) Igualar al volumen máximo todas las muestras veno-

sas extraídas del gato con ácido perclórico 0,4 N

C104H: 50 mg de EDTA
3,42 mi de C104H de 70%
100 mg de Na2S,-02
H20 hasta 100 mi

e introducirlas en la centrífgua refrigerada de 10-15 min.

2) Transferir las muestras a unos tubos especiales en

los que se añade Buffer Tricine para conseguir un pH de 7,6
a 8,1

Buffer Tricine: NaOH 0,525 N

25 gr de EDTA

17,9 gr de Tricine

H20 hasta 100 mi
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3)Preparación de dos standarts internos de 0,5 gamas

por mi:

6 mi de ClO^H
0,1 mi de una solución compuesta por 19 mi de ClH 0,01

N y 1 mi de noradrenalina

Se debe comprobar que el pH de esta solución sea tam-

bién de 7,6-8,14)Añadir a todas las muestras y a los standarts in -

temos de 300 a 400 mg de alúmina (que elimina las substan-
cias fluorescentes no catéquicas).

5)' Agitar durante 15 minutos.6)Aspirar el líquido y dejar la alúmina y seguidamen
te añadir unos 10 mi de agua destilada fria.7)Agitar durante 5 minutos.8)Aspirar y volver a adicionar 10 mi de agua destila
da fria.9)Agitar durante 5 minutos.10)Aspirar de nuevo, y volver a adicionar 10 mi. de

agua destilada fria.11)Agitar durante 5 minutos.12)Aspirar de nuevo y adicionar 3,5 mi de ClO^H 0,05N13)Agitar durante 15 minutos.14)Centrifugar todos los tubos durante 5 minutos a -

1.200 revoluciones por minuto.15)Preparación de standarts externos:
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- 3 tubos de 0,5 gamas de noradrenalina:
0,9 cc CIO^H 0,05 N y 0,1 cc de solución de NA

- 3 tubos de 0,25 gamas de noradrenalina:

0,95 cc CIO^H 0,05 N y 0,05 cc de solución de NA

- 3 tubos de 1 gama de noradrenalina:

0,8 cc CIO^H 0,05 N y 0,2 cc de solución de NA

Fase de oxidación

Se preparan para cada muestra y standart interno 3 tu

bos, 2 para oxidar y 1 para blanco.16)Añadir a todos los tubos 1,5 mi de Na-K-P Buffer

5,353 gr Na2 HPO
4,27 gr Na2HPC>4

2 H204*

9,52 gr PO^K
9 gr EDTA

Agua destilada hasta 1000 mi y después llevar el pH
a 7 utilizando NaOH 5 N.17)Añadir a todos los blancos 0,5 mi de Na^O^

2,5 gr de Na2S02.7H20 a 10 mi con agua destilada, y
coger de éstos, 5 mi y llevarlos a 50 mi con NaOH 5N18)Añadir a todos los tubos 0,2 mi de yodo y a los

2 minutos exactos añadir 0,5 mi de Na^O^ a los oxidados.19)Añadir a todos los tubos 0,4 mi. de ácido acético
glacial.20)Introducir los tubos al baño maria 3,5 minutos y -

seguidamente en un recipiente con hielo otros 3,5 minutos.21)Leer en el espectrofotofluorímetro a las siguientes
Activación 380 y Emisión 480longitudes de onda:
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D.- CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VIVO"

Para realizar estas experiencias se siguió la técnica
de Laporte y cois (1966) que se indica a continuación.

Se sacrificó el animal mediante un golpe en la cabeza

procediéndose a continuación a la disección del conducto de

ferente. Para ello se incidió el saco escrotal dejando al -

descubierto los testículos, que se evertieron hacia el exte

rior, con lo que se visualizaban los conductos deferentes -

de ambos lados.

El conducto deferente se extiende desde el epidídimo,
hasta la vesícula seminal, donde forma el conducto eyacula-

dor, el cual a su vez, tras atravesar la próstata, desembo-
ca en la uretra. Se trata de un conducto cilindrico de pa -

red notablemente gruesa, por el interior del cual discurre
el líquido seminal.

A continuación se seccionó el conducto deferente por

sus dos extremos, proximal y distal, con lo que presentaba,
una longitud aproximada de 3 a 6 cms. y un peso en

unos 60 a 90 miligramos.

seco de

Seguidamente, y manteniéndolo siempre en hielo se pro

cedió a la determinación del contenido en noradrenalina por

el método de Chang (1964).

En líneas generales, este método consiste en la extra
cción de las catecolaminas de los tejidos por medio de buta
nol, una adsorción simple con alúmina para eliminar las su£
tandas fluorescentes no catéquicas, y la formación de fluo
róforos por acción del yodo.

Siguiendo una comunicación personal de Giacalone, se

ha sustituido la alúmina por cloroformo, lo que simplifica
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el método sin perder precisión, al eliminarse todos los pro

cesos para ajustar el pH de la alúmina.

D.- a. Determinación bioquímica de la noradrenalina -

en el deferente

Para la determinación de la noradrenalina se procedió
de la forma siguiente:1)Se homogeneizó un deferente con 4 mi de butanol á-

cido, lavando el homogeneizador a continuación con 1 mi del

mismo butanol. El homogeneizado se transfirió a una serie -

de tubos de vidrio de 20 mi de capacidad, a los que se aña-
dió el butanol del lavado del homogeneizador.2)Se tomaron los homogeneizados y se centrifugaron
durante 5 minutos a 2.000 revoluciones/minuto3)Se transfirieron 4 mi de la fase órganica a una se

rie de tubos de vidrio que contenían 8 mi. de heptano lava^-
do y 0,6 ml.de C1H 0,1 N.4)Se agitaron los tubos durante 5 minutos, en posi -

ción horizontal.5)A continuación se centrifugaron a 2.000 revolucio-

nes, durante 3 minutos.6)Se transfirió la fase ácida (aproximadamente 0,54

mi) a una serie de tubos de hemólisis de 7 mi de capacidad

que contenían 3 mi de cloroformo lavado; se agitaron duran-
. te 10 minutos y se centrifugaron durante 3 minutos a 4.000
revoluciones/minuto.

Tras este paso,se podía interrumpir la determinación
durante un período de tiempo no superior a 3 horas, dejando
la solución al abrigo de la luz.
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Fase de oxidación.-

Las soluciones que intervienen en esta fase son las -

siguiente:

- solución 1: EDTA 0,1 M + CH3COONa 1 M; 3,72 gr de - '
EDTA y 13,6 gr de acetato sódico se disuelven en 100 mi de

agua destilada corrigiendo el pH a 9,2 con NaOH (aproximada
mente de 2,7 a 3 mi).

- solución 2: Yodo 0,1 N. 1,27 gr de yodo se disuel-
ven en una probeta de 100 mi enrasando con alcohol etílico •

absoluto.

- solución 3: Na2S03. Debe prepararse inmediatamente
antes de su uso. Para ello se pesan 250 mg de Na2SC>3 que se
disuelven en 9 mi de NaOH 5 N y 1 mi de agua destilada.

- solución 4: CH^COOH 5 N.
glacial completados hasta 100 mi con agua destilada.

28,6 mi de ácido acético

La oxidación se lleva a cabo de la forma siguiente:

A 0,4 mi de la fase ácida se añaden 0,2 mi de la solu

ción 1) y 0,1 mi de la solución 2). Después de 2 minutos se

añaden 0,2 mi de la solución 3) y después de otros 2 minu -

Después de la adición de cada

solución se agita manualmente durante 5 segundos, aproxima-
damente.

tos 0,2 de la solución 4).

Después de la oxidación se colocaron los tubos al ba-
ño maria hirviendo durante 2 minutos, al cabo de los cuales

se enfriaron inmediatamente en agua y se leyeron en el es -

pectrofotofluorímetro a las siguientes longitudes de onda:
Activación 385 y Emisión 485.

Preparación del standart externo: Se toman 0,4 mi de
ClH 0,1 N y se le añaden 400 mg de ñoradrenalina (0.02 mi
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solución de 20 gamas/ml) A continuación se les pasa

a la fase de oxidación.

de la

Preparación del standart interno: A 5 mi de butanol -

acidificado se le añaden 400 mg de noradrenalina (0,02 mi -

de la solución de 20 gamas/ml). Se agita durante 10 minutos

y de aquí se toman 4 mi que se añaden a los tubos contenten

do heptano y clorhídrico. A partir de aquí el método se si-

gue igual que con los tubos que contienen hmogeneizado de -

tejido.

Preparación del blanco de tejido: Se sigue todo el me

todo como se ha descrito hasta llegar a la fase de oxidad-
ón. Al llegar a ésta, se ponen primero las soluciones corre

spondientes a esta fase y al final se le añade los 0,4 mi -

de la fase ácida. Después se ponen los tubos al baño maria,

y se enfria normalmente.

Preparación del "pool" para el cálculo de la recupe-

ración: Se homogeneizan tres deferentes en 5 mi de butanol
acidificado cada uno. Los homogeneizados se transfieren jun
tos a un tubo de 50 mi. A continuación se centrifugan duran
te 5 minutos a 3.000 revoluciones/minuto. Se toman 4 mi
la fase órganica y se hacen pasar normalmente a través del
método. Otros 4 mi de esta misma fase órganica, se ponen en

tubos de vidrio y se les añade 400 nanogramos de noradrena-
lina (0,02 de la solución de 20 gamas/ml) y se les hace pa-

sar también por todo el método.

de
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E.- CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VITRO"

En estas experiencias se ha utilizado también para di_
se car el conducto deferente, la técnica de Laporte y cois
(1966) ya descrita anteriormente.

Una vez disecado, se colocó el conducto deferente, en

una cápsula de Petri, provista del mismo líquido nutricio -

que se emplea para el baño de órgano aislado, y a una tempe
ratura de 31°C. Se eliminaron los restos de tejido graso

que pudiera haber en su exterior, así como las secreciones

que ocupaban su.' luz .

El extremo más grueso del órgano, que es el correspon

diente a la uretra, se ligó uniéndolo a una varilla metáli-
ca que se introducía en el baño, conteniendo el líquido nu-

tricio, y el extremo testicular, se unió por medio de un h_i
lo lo suficientemente largo, en unas experiencias a un tran

sductor de tensión isométrica Harvard, acoplado a un poli -

grafo Harvard modelo 2120; y en otras experiencias, el hilo
se unió a un transductor de tensión isométrica Letica, acó-

piado a un polígrafo Letica (registro térmico).

La capacidad del baño era de 15 mi,manteniéndose a u-

na temperatura constante de 31°C, gracias a un apartato de
perfusión continua (Water Thermosta, Radiómeter-Copenhagen).

El líquido nutricio fué la solución bicarbonatada de
Krebs, en cuyo interior se hizo burbujear de forma constan-
te carbógeno (95% + 5% CC^)

Una vez dispuesta la preparación de la forma reseñada
se deja estabilizar durante unos 15 minutos, a fin de obteíf
ner una mayor constancia de las respuestas. Pasado este in-
tervalo de tiempo, se añade al baño la substancia a estudi-
ar, registrándose el efecto obtenido mediante el polígrafo.
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La preparación se lavaba por perfusión con líquido nu-

tricio nuevo, que penetraba por la parte inferior del baño ,

mientras que el líquido que lo ocupaba anteriormente era as-

pirado por vacio por su parte superior. De esta forma, se lo

graba que el órgano no dejara de estar en ningún momento su- ■

mergido en la solución nutricia.

La duración del lavado era aproximadamente de 10 según

dos. Seguidamente, se espera a que la aguja inscriptora vue]L
va a la línea de base para continuar la experiencia.
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F.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA MONOAMINO

OXIDASA

Para la determinación de la posible actividad inhibi- •

toria de la monoamino oxidasa que pueda tener una sustancia

determinada, en nuestro caso el bretilio, se procede a la -

valoración del grado de actividad de la MAO después de la -

administración de la sustancia problema.

Esta valoración (Levy, 1968) puede llevarse a cabo

por medio de técnicas directas o indirectas. Las primeras -

pueden realizarse a su vez "in vivo" o "in vitro".

En nuestro estudio se ha empleado la técnica directa
"in vivo". Las experiencias consistieron , en esencia, en -

tratar a los animales con el presunto inhibidor de la MAO y

después de un tiempo determinado se procede al sacrificio -

del animal y a la homogeneización de los órganos o tejidos
a estudiar.

Estos homogene izados se ponen en contacto con un sus'-

tancia sustrato de la MAO, determinando después de un Ínter
valo de tiempo fijo, bien su metabolización, bien el consu-

mo de oxígeno, bien la cantidad de amoníaco liberado, bien
el aldehido formado en la desaminación oxidatvia, o bien la

radiactividad de las sustancias marcadas que se utilizan co

mo sustratos.

Aunque en líneas generales, todos los métodos de de -

terminación de la actividad de la MAO "in vivo" son semejan

tes,varían en cuanto a los sustratos utilizados:

Los más corrientemente utilizados son:

- serotonina (Bogdanski y cois, 1957)
- tiramina (Horita y Me. Grath, 1960)
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- triptamina (Weissbach y cois, 1960; Lovenberg y col
1962) .

- noradrenalina (Shore y cois, 1957)
- kinuramina (Weissbach y cois, 1960; Krajl, 1965)
- bencilamina (Robinson y cois, 1968)
- yodobencilamina (Zeller y cois, 1963) .

En nuestras experiencias se ha empleado el método de

Krajl (1965), con el cual se determina la cantidad de 4-hi-

droxiquinoleína, que se forma al incubar el sustrato, kinu-

ramina, con el tejido a investigar.

La 4-hidroxiquinoleína se forma por ciclación espon -

tánea del aldehido intermedio que es formado por la desami-
nación oxidativa de la kinuramina, debido a la MAO (Weiss -

bach y cois, 1960). La reacción es la siguiente:

_co-ch2-ch2-nh2 —C0-CH2-CH0
£>1

nh2 nh2
I

aldehido Intermedio 4-hidroxtquinoleina

El método de Krajl, se puede resumir en los siguien -

kinuramina

tes pasos:1)Se: homogeneiza el tejido con agua destilada.2)A 1 mi de dicho homogeneizado se le añaden 0,5 mi
de buffer fosfatos 0,5 M (pH 7,4); 0,5 mi de una solución
de kinuramina de 200 microgramos/ml y 1 mi de agua destila-
da. 3)Seguidamente se incuba a 37°C, durante 30 minutos.4)Se añaden 4 mi de ácido tricloroacético al 10%.5)Se centrifuga durante 10 minutos a 3.000 rev/min.
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6) A continuación se extrae 1 mi de la capa sobreña -

dante y se añaden 2 mi de NaOH 1 N.

7) Por último, se lee inmediatamente en un espectrofo

tofluorímetro, a una longitud de onda de 315 para la excita
ción y de 380 para la emisión.

Se preparan muestras que contienen tejido procedente
de animales no tratados, son los denominados standarts, que

luego pasan también por todos los pasos del método.

También se preparan unas muestras denominadas "blan
eos" que no contienen kinuramina, sino agua destilada, de
esta forma, con estas muestras, conocemos la fluorescencia

propia de los reactivos y tejidos.

El cálculo de la inhibición de la actividad de la MAO

se hizo por comparación con la lectura de la muestra control
(standart) a la que se le dió un valor de 100 por 100.
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G.- ESTUDIOS DE FIJACION

Se realizó el aislamiento de membranas por la técnica
Williams y R.J.de L.T. Lefkowitz.

+
Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 200 - 10

gramos a las que después de sacrificar se extirpan los con-

ductos deferentes, que se homogeneizan (con homogeneizador
de vidrio) a la máxima velocidad, durante 15 segundos a 0°C
en sacarosa 0.25 M, tris-HCl 5 mM; MgCl2 1 mM. Después de
filtración a través de gasa hidrófila, se centrifuga el ho-

mogeneizado a 600 g a 3°C, durante 30 minutos, descartándo-
se el sedimento. El sobrenadante se vuelve a centrifugar a

20.000 g a 3°C, durante 20 minutos. El sedimento así obteni

do, después de lavarse dos veces con tampón de incubación -

helado se resuspende en tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, a ra -
zón de 10 mg de tejido original por mililitro de tampón.

Se incubaron porciones de 5 mi de la preparación obte

nida con concentraciones de cloruro de bretilio marcado uni^
variables entre 2,5x10 ^ M y 2,5x10 ^ M a 37°Cformemente,

y a tiempos comprendidos entre 0 y 20 minutos.

Transcurrido el tiempo predeterminado para la incuba-
ción se pone fin a ésta añadiendo 5 mi de tampón de incuba-
ción helado y centrifugando a 105.000 g durante 30 minutos.
Se lava el sedimento con tampón de incubación y se añaden -

22 mi de ácido fórmico al 85% para su disolución. A las 48
horas se introducen las muestras en viales de centelleo que

contienen 10 mi de Merit (Isolab) y se cuentan durante 10 -

minutos.

Se considera como específica la diferencia entre la -

fijación así obtenida y la resultante de desplazar con

concentración de bretilio frió 1000 veces superior.

una
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A otro grupo de muestras, después de transcurrido el

tiempo de incubación con bretililio tritiado, se les añade
noradrenalina, adrenalina, anfetamina, fenoxibenzamina,pro

pranolol, desipramina, yohimbina y guanetidina, con el fin
de observar un posible desplazamiento del bretilio fijado.

Paralelamente a estas experiencias, se han realizado

preincubaciones con las sustancias citadas anteriormente y

posterior fijación de bretilio tritiado e incubación simul_
tánea con bretilio tritiado en presencia de las mismas sus

tancias.
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Reserpina

F±g. 9.- Representación gráfica de la interacción:
bretilio (1,2 x 10~^ M)-reserpina (4,1 x 10 ^ M) -

en el bazo de gato perfundido "in situM.
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Podemos observar, que el bretilio a la concentración

estudiada, frena la liberación de noradrenalina producida -

por la reserpina.

II.- INTERACCION BRETILIO-RESERPINA EN EL CONDUCTO DE '

FERENTE DE RATA "IN VIVO"

En una primera serie de experiencias se ha determina-
do el contenido en noradrenalina del conducto deferente de

rata sin tratar, de un peso aproximado de 250 + 10 gr. Esta
determinación se ha realizado por el método de Chang, obte-
niéndose una cantidad de noradrenalina de 10,78 ng/gr. Esta

noradrenalina, la consideramos como valor normal o control.

Seguidamente, y en otra serie de experiencias, se ha

procedido a inyectar bretilio, a una dosis de 10 mg/kg, por

via intraperitoneal, a unos lotes de 4 ratas cada uno, sa -

crificando los animales de los distintos lotes,a distintos

tiempos: 30 min, 1 hora, 2, 4 y 8 horas, después de la ad-
ministración del bretilio, determinándose seguidamente el

. contenido en noradrenalina. Los resultados obtenidos, expre

sados gráficamente en la figura 10, se recogen en la sigui-
ente tabla:

Bretilio + ReserpinaBretilio ReserpinaTiempo

2,5 mg/kg10 mg/kg

12.3 + 0,69

12,2 + 0,20

11.3 + 0,54

6,5 + 0,33

3,2 + 0,54

30 min 8,45 + 0,60

7,48 + 0,51

5,77 + 0,31

1,15 + 0,13

1,06 + 0,12

10,07 + 0,60

11,29 + 0,71

10,80 + 1,09

12,11 + 1,01

9,39'+ 1,22

■1 hora

2

4

8

Cada uno de estos valores representa la media de un mínimo
de 5 experiencias. Entre los valores obtenidos con reserpi_
na, y los obtenidos con bretilio + reserpina, en los dist-
intos tiempos, existe una diferencia estadísticamente muy

significativa (0,005 <P < 0,001)

91



CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VIVO"

O O Bretiüo 10 mg/ Kg

■a BreMlio ♦ ReserplnaO

Reserpina 2,5 mg/Kg

a>

<
z

a>
3.

Khrs)

Fig. 10.- Representación gráfica el efecto del breti-
lio (10 mg/kg), la reserpina (2,5 mg/kg) y la asocia-
ción de ambas substancias, en el conducto deferente -

de rata "in vivo".
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Como puede observarse, el bretilio, a ninguno de los

tiempos ensayados, modifica significativamente el contení-
do en noradrenalina del conducto deferente, respecto al va

lor control. También con lotes de 4 ratas cada uno, se ha
determinado el contenido en noradrenalina del conducto de-

ferente, tras la administración intravenosa de reserpina a

la concentración de 2,5 mg/kg, sacrificando también los a-

nimales de los distintos lotes, a los tiempos señalados an

teriormente: 30 minutos, 1, 2, 4 y 8 horas, después de la
administración del alcaloide. Los resultados obtenidos, ex

presados gráficamente en la figura 10, se recogen en la ta
bla anterior.

La depleción de noradrenalina producida por la reser

pina es comparable con los datos ya obtenidos anteriormen-
te en nuestro Departamento (Planas, Tesis Doctoral,1972).

Posteriormente, y utilizando también lotes de 4 ra -

tas cada uno, se ha administrado bretilio (10 mg/kg) por -

via intraperitoneal, y transcurrida 1 hora, se ha inyecta-
do reserpina (2,5 mg/kg) por via intravenosa, y se han sa-

orificado los animales, a los mismos tiempos indicados ar-

riba, después de la reserpina. Se determina posteriormente
el contenido en noradrenalina del conducto deferente. Los-

resultados obtenidos, expresados gráficamente en la figura

10, se recogen también, en la tabla anterior.

Como podemos observar, la depleción de noradrenalina

producida por la reserpina, es casi total una vez pasadas,
las 4 horas, mientras que al administrar el bretilio pre -

viamente, queda inhibida dicha depleción. Esta inhibición,
es completa durante las 2 primeras horas, pasadas las cua-

les, es solamente parcial.
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III.- CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VITRO"

Estas experiencias las hemos llevado a cabo, con el -

fin de estudiar la acción del bretilio sobre el conducto de •

ferente de rata. Para ello, hemos utilizado también en esta

ocasión, ratas macho Sprague-Dawley de un peso aproximado -

de 250 + 10 gramos.

En primer lugar, hemos podido comprobar, como ya lo -

había hecho con anterioridad en nuestro Departamento, Jane

(1970) , que el conducto deferente de rata aislado, en las -

condiciones experimentales descritas en el apartado corres-

pondiente de material y métodos, no muestra, por sí solo, -

actividad espontánea alguna, manteniéndose constante la lí-
nea basal de registro, como se puede observaren la figura
11.

si se adiciona bretilio (1,2 x 10 ^ M) al

baño, tras haber dejado estabilizar el conducto deferente
de rata, durante unos 20 minutos, aparecen, tras un Ínter-
valo de 5 a 10 minutos, tras la adición del bretilio, unas

contracciones frecuentes, intensas y de larga duración

figura 12, observadas durante unas 8 horas.

En cambio,

Si el bretilio se adiciona a una concentración 10 ve
-4

ces superior (1,2 x 10 M), se obtienen unas contracciones
del mismo tipo, aunque más frecuentes y de menor altura, -

ver figura 13.

Realizamos también una serie de experiencias, en las
que adicionamos el bretilio a una concentración 10 veces -

inferior ( 1,2 x 10 ^ M), no obteniéndose respuesta alguna.

Seguidamente, hicimos un estudio comparativo de las
alturas (mm.) y las frecuencias (contracciones/minuto) de
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las contracciones obtenidas con las dos concentraciones ci-

tadas de bretilio. Los datos se recogen en la tabla 4.

Las figuras (14 y 15) muestran los valores de las al-

turas (mm.) (ordenadas) y de las frecuencias (contracciones

/minuto) (ordenadas) de las contracciones, respecto a los -

distintos intervalos de tiempo (abcisas) transcurridos des-
de que se inicia la experiencia. Dichos intervalos de tiem-

po son:

el primero, representado por 15"'va desde el min. 10 al 15
el segundo, representado por 35'va desde el min. 30 al 35

el tercero, representado por 50'va desde el min. 45 al 50

Como se puede observar en la figura (14), las alturas
-4

para la concentración de 1,2 x 10
forma estadísticamente significativa (P<0,001), durante el
transcurso de la experiencia.

M, van aumentando de

También en la misma figura (14)podemos observar que
-5

para la concentración de 1,2 x 10 M, las alturas también
aumentan hasta 35'después de iniciada la experiencia, mos-

trando un ligero descenso, estadísticamente no significati^
vo (P <0,1) a partir de este momento. Las alturas inicia -

les máximas, las obtenemos con la concentración de 1,2 x -

10-5 M.

En la figura (15) podemos observar, como las frecuen-
-4 -5

para ambas concentraciones (1,2 x 10 M y 1,2 x 10
M) se mantienen bastante constantes durante los primeros 35'

después de iniciada la experiencia, mostrando a partir de -

este momento, un descenso, estadísticamente no significati-
-4

vo (P<0,1) para la concentración de 1,2 x 10 M.

cias,
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VITRO"

Bretilio adicionado al baño

"í 45 -

(5)E
E

m AO.
c
o

u 35 .

o
a
w

o 30 -

O

(A
O
- 25.

<

20 .

r41,2x10 M.
15 .

1,2 x 1Ó"5M.
10 -

5 .

?

15* 35* 50'

Tiempo (min.)

Fig. 14.- Evolución de las alturas (mm.) en ordenadas

de las contracciones del conducto deferente, obteni -

das al adicionar bretilio (1,2 x 10
-5

M y 1,2 x 10 ^M)
al baño, respecto al tiempo (min.) total de duración
de la experiencia, en abcisas. Los errores relativos
inferiores a 1, no se representan.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA " IN VITRO"

Bretilio adicionado al baño

(5) (5)

.£ 3 .
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Fig. 15.- Evolución de las frecuencias (contraccio -

nes/min.) de las contracciones del conducto deferen-

te (en ordenadas), obtenidas al adicionar bretilio -

(1,2 x 10 ^ M y 1,2 x 10 ^ M) al baño, respecto al
• tiempo total de duración de la experiencia (min.) en

abcisas.
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Seguidamente, pasamos a considerar cual podría ser la
causa que provoque la aparición de estas contracciones en -

el conducto deferente aislado de rata.

Desde los trabajos de microscopía de fluorescencia de
Richardson (1962), Owman y Sjostrand (1965), Norberg (1967),
Norberg y cois (1967) , Farell (1968), Graham y cois (1968) ,

es conocida la inervación del conducto deferente de rata.

Estos autores demostraron que el conducto deferente de rata,
contiene una densa inervación de tipo simpático. También
demostró que el conducto deferente de rata, contiene una ele
vada concentración de noradrenalina (Birmingham, 1968; Bir -

mingham e Iversen, 1969; Maitre y Stahelin, 1968; Kasuya y -

cois, 1969; Jané y cois, 1970; Spano y cois, 1978; Sjostrand

1965; Sjostrand y Swedin, 1967; Vohra, 1969). Por todo ello,

pensamos como primera posibilidad, que las contracciones ob-
servadas se deberían a la liberación de noradrenalina. En

las experiencias de Jané (1970) se demostró que este neuro -

transmisor, cuando se pone en contacto con el conducto defe-
rente de rata, produce una contracción proporcional al log.
de la dosis y de características, hasta cierto punto semejan
tes a las obtenidas por nosotros.

se

Para corroborar esta hipótesis, realizamos el siguien-
te grupo de experiencias en el que estudiamos el- efecto so -

bre las contracciones inducidas por el bretilio, de un grupo

de substancias, tales como:

bloqueantes alfa: fentolamina y fenoxibenzamina

bloqueantes beta: propranolol

bloqueantes presinápticos: reserpina

bloqueantes de la recaptación: desmetilimipramina (DMI
cocaína
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Como puede observarse en las figuras (16 y 17), las -
_5

contracciones inducidas por el bretilio (1,2 x 10 M) , di£
minuyen en intensidad y frecuencia hasta prácticamente desa
parecer, cuando añadimos al baño fentolamina (1,7 x 10

-7
o bien fenoxibenzamina (1,6 x 10 M).

-7
M) '

La adición de propranolol, a concentraciones crecien-
—7 —6

desde (1,9x10 Ma3,8xl0 M), no produce altera
ción alguna en las contracciones provocadas por el bretilio

(1,2 x 10 5 M) (figura 18).

tes,

La adición de reserpina (4,1 x 10 ^ M), provoca una-

disminución de las contracciones inducidas por el bretilio

(1,2 x 10~5 M), pero sin llegar a su total desaparición.

Con la reserpina, realizamos otras experiencias con -

sistentes en reserpinizar los animales con 5 mg/kg del alca
loide por via intravenosa, 24,. 48 y 72 horas antes del sa -

crificio de los animales. Seguidamente, y una vez aislado -

el conducto deferente, pudimos observar, como la adición de
bretilio al baño (1,2 x 10 ^ M) en el caso de haber reserpi

nizado a los animales 24 y 48 horas antes de su sacrificio,
no provoca la aparición de contracciones, en cambio, éstas
si empiezan a manifestarse, si la reserpinización se reali-
za 72 horas antes.

En vista de estos resultados, pasamos a utilizar una

dosis de reserpina mayor, 10 mg/kg, también por via intrave

nosa, pero encontramos unos resultados idénticos a los obte
nidos en el caso anterior.

Por último, estudiamos el efecto de los bloqueantes -

de la recaptación sobre las contracciones inducidas por el
bretilio.
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BRETILIO 1,2 x 10 5 M

FENTOLAMINA 1,7 X 10”7 M

t;

1
l¡

i : :

im

S CONTROLES GRAFICOS IBERICOS. S.A. MADRID NO. ECG 100

Fig. 16.- Inhibición producida por la fentolamina
_7

(1,7 x 10 M) sobre las contracciones inducidas

por el bretilio (1,2 x 10 ^
ferente aislado de rata’ (registro térmico).

M) en el conducto de-

i ¡nr BRETILIO 1,2 X 10_5
-7

FENOXIBENZAMINA 1,6 X 10 M

M

f
:

—

!;;!!
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BU CONTROLES GRAINO. ECG lOO

Fig. 17.- Inhibición producida por la fenoxibenza
-7

mina (1,6 x 10

cidas por el bretilio (1,2 x 10 ^
M) sobre las contracciones indu-

M) en el conduc

to deferente aislado de rata (registro térmico).
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En primer lugar, pudimos observar que la adición de -
-5

DMI (3,7 x 10 M) provoca una inhibición de las contraccio
-5 ~

nes inducidas por el bretilio (1,2 x 10 M) (figura 19).

En cambio, cuando la misma substancia, la DMI, se adi
_ g

ciona a una concentración de (3,7 x 10 M), provoca una po

tenciación dé las contracciones inducidas por el bretilio -
-5

(1,2 x 10 M), y al adicionarla a concentraciones de (3,7
-7 -8 -9

x 10 M; 3,7 x 10 M; y 3,7 x 10
cación alguna de dichas contracciones

M), no provoca modifi-

BRETILIO 1,2 x 10~5 MDESMETILIMIPRAMINA

3,7 x 10-5 M

3,7 x 10-6 M

3,7 x 10-7 M

3,7 x 10

3,7 x ÍO"9 M

Inhibe 100%

Potencia 227%

No modifica

-8
No modificaM

No modifica

Otro inhibidor de la recaptación que hemos estudiado
es la cocaína.

Adicionando cocaína a una preparación de conducto de-
a dosis crecientes de 2,06 x 10

M, no provoca modi

ferente aislado de rata,

4,1 x 10-6 M; 8,2 x IO-6 M; y 1,6 x 10~5
ficación alguna en el preparado.

Si se estimula el conducto deferente con noradrenali-

na, se obtiene una respuesta contráctil que resulta muy au-

mentada, si previamente se ha puesto en contacto el órgano
-5

a una dosis de 1,6 x 10 M. Esta experiencia,con cocaína,
demuestra el efecto simpaticomimético indirecto por inhibi-
ción de la recaptación,que produce la cocaína.

tos



Comprobado el efecto inhibidor de la recaptación de -

noradrenalina, producido por la cocaína, proseguimos núes -

tro estudio con esta substancia, y pudimos observar que, al

8,2 x 10-6 M; 8,2 .

induce un aumento tanto de la in-

adicionarla al baño a concentraciones de

x 10 7 M; y 8,2 x 10 8 M,

tensidad, como de la frecuencia de las contracciones provo-

cadas por. el bretilio (1,2 x 10-'8 M) (figuras 20 y 21).

BRETILIO 1,2 x 10~5 MCOCAINA

8,2 x 10_6 M

8,2 x 10-7 M

8,2 x 10~8 M

Potencia 253%

Potencia 259%

Potencia 212%

Sin embargo, no podíamos descartar, de entrada, la po

sibilidad de que las contracciones fueran provocadas por

una liberación de acetilcolina o histamina, por parte del -

conducto deferente, hipótesis poco probable, puesto que en

nuestro Departamento se había demostrado que el conducto de
ferente de rata, es escasamente sensible a la acción de
acetilcolina y de la histamina (Jané, 1970).

la

Por ello, estudiamos también el efecto sobre las con-
-5

tracciones inducidas por el bretilio (1,2 x 10 M) , de:

bloqueantes muscarínicos: atropina

antihistamínicos H^: antazolina

cimetidinaantihistamínicos :
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BRETILIO 1,2 X 10_S M
COCAINA 8,2 X 10“6 M

i
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F_ig. 2 0.- Potenciación de las contracciones induci-
das por el bretilio (1,2 x 10
deferente aislado de rata, por la acción de la co -

caína (8,2 x 10

-5
M) en el conducto

-6
M) .

l. '

BRETILIO 1,2 X 10 5 M

COCAINA 8,2 X 10-7 M

■■
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Fig. 21.- Potenciación de las contracciones induci-
das por el bretilio (1,2 x 10
deferente aislado de rata, por la acción de la co -

caína (8,2 x 10

-5
M) en el conducto -

-7
M) .
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La adición de atropina al baño, una vez instauradas
_5

las contracciones inducidas por el bretilio (1,2 x 10
-7 -4

a concentraciones de (1,7 x 10 M y 1,7 x 10 M)

M) ,

, no pro-

duce alteración alguna en las contracciones (fig. 22 y 23).

-4
ñi la adición de antazolina (1,8 x 10 M ,Asimismo,

y 1,8 x 10 ^ m) ni la de cimetidina (2,1 x 10 ^ My 2,1 x -
_7

10 M) produce alteración alguna en las contracciones indu

cidas en el conducto deferente de rata por la adición de
bretilio al baño (1,2 x 10 ^ M) (figuras 24, 25, 26 y 27).

Puesto que sabíamos, por las experiencias de Kuntzman

(1970) que el bretilio no es metabolizado en la ra-

ta, nos pareció interesante estudiar si la administración -

de bretilio al animal, antes de su sacrificio, inducía tam-

bién la aparición de las contracciones descritas, cuando el
bretilio es adicionado al baño.

y cois.

Para este estudio, realizamos una primera serie de ex

periencias, en las que procedimos a inyectar bretilio a una

dosis de 10 mg/kg, por via intraperitoneal, 1 hora antes
del sacrificio de los animales.

Como podemos observar en la figura 28, en este caso,

aparecen, de forma inmediata, unas contracciones del conduc
to deferente, similares a las obtenidas con el bretilio adi.
cionado al baño (1,2 x 10 ^ M).

Si en lugar de administrar 10 mg/kg, administramos a

los animales, 5 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal,'
1 hora antes de su sacrificio, no obtenemos modificación al_
guna d^l comportamiento normal del órgano, es decir no apa-

rece actividad contráctil alguna.
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BRETILIO 1,2 X 10-5 M

ATROPINA 1,7 X 10_4 M

4

I
}

iiiiii
11 ¡SübJHJ

'V 1■K.
n"hr

Fig. 22.- Acción de la atropina (1,7 x 10 4 M)
sobre las contracciones inducidas por el breti-

-5
lio (1,2 x 10 M) en el conducto deferente ais

lado de rata.

t ■“BRETILIO 1,2 x 10_5 M

ATROPINA 1,7 X 10_7 M iPSlMsi

m i
Mr111

1

Fig. 23.- Acción de la atropina (1,7 x 10 ^ M)
sobré las contracciones inducidas por el breti-

-5
lio (1,2 x 10 M) en el conducto deferente ai£
lado de rata.
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BRETILIO 1,2 X 10_5 M

ANTAZOLINA 1,8 X 10~4
:TZT

m . s li pi|i [innjj
tóíüílllini

i:
'
'

!iia
v;

U

«i ¡I ::

1,4,1
1

•T

;1iKii!
n

i

Fig. 24.- Acción de la antazolina (1,8 x 10 ^ M)
sobre las contracciones inducidas por el bretilio

(1,2 x 10~5
de rata.

M) en el conducto deferente aislado -

SiSBRETILIO 1,2 X 10_5 M

ANTAZOLINA 1,8 X 10-7 M i
T

;

wV

i S f□T-T AZOLINA

rn ♦m

_7
Fig. 25.- Acción de la antazolina (1,8 x 10 M)
sobre las contracciones inducidas por el bretilio

-5
(1,2 x 10 M) en el conducto deferente aislado -

de rata.
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BRETILIO 1,2 X lo-5 M

CIMETXDINA 2,1 x 10_4 M

i~I 7
, j—í ? i

- :i
;

wmL■h

CIMETIDINA

♦

Fig. 26.- Acción de la cimetidina (2,1 x 10 4 M)
sobre las contracciones inducidas por el bretilio

-5
(1,2 x 10 M) en el conducto deferente aislado -

de rata.

Fig. 27.- Acción de la cimetidina (2,1 x 10 7 M)
sobre las contracciones inducidas por el bretilio

_5
(1,2 x 10 M) en el conducto deferente aislado -

de rata.
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Si administramos una dosis superior (20 mg/kg) por via

intraperitoneal, 1 hora antes del sacrificio de los anima -

les, si que observamos, de nuevo, la aparición inmediata de
las contracciones (figura 32).

También pensamos que existiría una relación entre do-
sis y efecto, por lo que decidimos estudiar con más detalle
este proceso, para ello, variamos los dos parámetros que

pueden influir en él:

a) dosis: 10 y 20 mg/kg de bretilio.

b) lapso de tiempo transcurrido entre la administra -

ción del bretilio y el sacrificio de los animales: 1, 2, 4,

y 8 horas respectivamente.

Las contracciones obtenidas al administrar 10 mg/kg -

de bretilio por via intraperitoneal, 1, 2, 4 y 8 horas an -

tes del sacrificio de los animales, se observan en las figu

ras, 28, 29, 30 y 31.

Asimismo, las contracciones obtenidas al administrar

20 mg/kg de bretilio por via intraperitoneal, 1, 2, 4 y 8 -

horas antes del sacrificio de los animales, se observan

las figuras, 32, 33, 34 y 35.

en

También en este grupo de experiencias, hicimos el es-

tudio comparativo de las alturas (mm.) y las frecuencias en

(contracciones/minuto) de las contracciones obtenidas al ad
ministrar bretilio (10 y 20 mg/kg) 1, 2, 4 y 8 horas antes
del sacrificio de los animales. Los datos se recogen, res -

pectivamente, en las tablas 5 y 6.
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La figura 36, nos muestra la evolución de las alturas

(mra.)(ordenadas) iniciales, las obtenidas en los primeros -

minutos tras la instalación del deferente en el baño, de
las contracciones obtenidas al administrar 10 mg/kg de bre- .

tillo por via intraperitoneal, tanto 1, como 2, 4 y 8 horas
antes del sacrificio de los animales (abcisas).

Como se puede observar, la altura inicial máxima, la

obtenemos cuando el bretilio es administrado 2 horas antes

del sacrificio de los animales,y la altura inicial mínima -

corresponde al intervalo de 8 horas entre la administración
del bretilio y el sacrificio de los animales. Existen dife-

rendas estadísticamente muy significativas (P < 0,001) en -

tre las alturas iniciales obtenidas cuando el animal se sa-

crifica a las 2 horas de la administración del bretilio,

respecto a las obtenidas cuando el animal se sacrifica a ca

da uno de los otros intervalos de tiempo representados en -

la figura (1, 4 y 8 horas). Los resultados, son por lo tan-
to lógicos, máxime si tenemos en cuenta que la vida media
del bretilio en la rata, es alrededor de las 12 horas, se -

gún Kuntzman y cois, (1970).

La figura 37, nos muestra la evolución de las alturas
(mm.) (ordenadas) de las contracciones obtenidas al admini£
trar 10 mg/kg de bretilio, tanto 1, como 2, 4 u 8 horas an-

tes del sacrificio de los animales, con respecto al interva
lo de tiempo transcurrido desde que se sacrifica el animal
(15% 35% 50' en abcisas). La signficación de estos Ínter-
valos se ha expuesto anteriormente.

Como se puede observar, las alturas van aumentando, -

aunque no de una forma estadísticamente significativa, du -

rante el transcurso de la experiencia, cuando los animales
se sacrifican a la hora, 2 y 4 horas después de la adminis-
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA " IN VITRO"

Brctilio 10 mg./Kg. i.fx
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B
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F-ig. 36.- Relación entre las alturas iniciales (mm.)
en ordenadas, de las contracciones del conducto de -

ferente, obtenidas al administrar 10 mg/kg i.p. de -

bretilio, a los animales, 1, 2, 4 u 8 horas antes de
su sacrificio, en abcisas. Los errores relativos in-

feriores a 1, no se representan.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA " IN VITRO*’ I hora

□—-O
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2 ••
Bretilio 10 mg./Kg. i.p-
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Fig. 37.- Evolución de las alturas (mm.) en ordenadas
de las contracciones del conducto deferente, obtenidas

al administrar 10 mg/kg i.p. de bretilio, a los anima
les, ya sea, 1, 2, 4 u 8 horas antes de su sacrificio,
con respecto a los intervalos de tiempo (min.) de ob-
servación de dichas contracciones, en abcisas.Los er-

rores relativos inferiores a 1, no se representan.
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tración de bretilio. En cambio, las alturas disminuyen un -

poco conforme transcurre el tiempo de la experiencia, cuan-

do los animales se sacrifican al cabo de 8 horas de haber -

sido administrado el bretilio. Son estos resultados, por lo
tanto coincidentes con lo que cabía esperar.

La figura 38, nos muestra la evolución de las frecu -

encias (contracciones/minuto) (ordenadas) iniciales, las ob
tenidas en los primeros minutos tras la instalación del de-
ferente en el baño, de las contracciones obtenidas al admi-

nistrar 10 mg/kg de bretilio por via intraperitoneal, tanto

1, como 2, 4 u 8 horas antes del sacrificio de los animales

(abcisas).

Como se puede observar, la frecuencia inicial máxima,
la obtenemos cuando el bretilio es administrado 2 horas an-

tes del sacrificio denlos animales, y la frecuencia inicial
mínima corresponde al intervalo de 1 hora entre la adminis-
tración del bretilio y el sacrificio de los animales. Exis-
tiendo diferencias estadísticamente significativas (P<0,01)
entre las frecuencias iniciales obtenidas cuando los anima-

les son sacrificados a las 2 horas de la administración del

bretilio, respecto a las obtenidas cuando los animales
sacrificados al cabo de 1 hora de la administración del bre

tillo.

son

La figura 39, nos muestra la evolución de las frecuen
cias (contracciones/minuto) (ordenadas) expresadas en % res

pecto a la frecuencia inicial, de las contracciones obteni-
das al administrar 10 mg/kg de bretilio, tanto 1, como 2, 4
u 8 horas antes del sacrificio de los animales, con respec-

to a los intervalos de tiempo transcurridos desde que se sa

orifican los animales (15"*, 35', 50') (abcisas). La signifi_
cación de estos intervalos se ha expuesto anteriormente.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA *'IN VITRO"

Bretilio 10 mg./Kg l.p.
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JFig. 38.- Relación entre las frecuencias iniciales
(contrac./min.), en ordenadas, de las contracciones
del conducto deferente, obtenidas al administrar 10

mg/kg i.p. de bretilio, a los animales, 1, 2, 4 u 8
horas antes de su sacrificio, en abcisas.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA " IN VITRO"
O——O 1 hora
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Eig. 39.- Evolución de las frecuencias (contrac./min)
en ordenadas, expresadas en % respecto a la frecuen -

cia inicial obtenida en cada caso, de las contraccio-

nes obtenidas al administrar 10 mg/kg i.p. de breti -

lio, ya sea, 1, 2, 4 u 8 horas antes de su sacrificio

respecto a los intervalos de tiempo (min.) de observa
ción de dichas contracciones, en abeisas.
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Como se puede observar, las frecuencias van disminu -

yendo, aunque de forma estadísticamente no significativa, -

durante el transcurso de la experiencia, cuando los anima -

les se sacrifican a los distintos intervalos de tiempo es -

tudiados, tras la administración de bretilio.

La figura 40, nos.muestra la evolución de las alturas

(mm.) (ordenadas) iniciales, las obtenidas en los primeros

minutos, tras la instalación del deferente en el baño, de -

las contracciones obtenidas al administrar 20 mg/kg de bre-
tilio por via intraperitoneal, tanto 1, como 2, 4 u 8 horas
antes del sacrificio de los animales (abcisas).

Como se puede observar, la altura inicial máxima, la

obtenemos, en este caso también, cuando el bretilio es ad -

ministrado 2 horas antes del sacrificio del animal, y la al_
tura inicial mínima corresponde al intervalo de 8 horas en-

tre la administración del bretilio y el sacrificio de los -

animales. Existen diferencias estadísticamente muy signifi-
cativas (P< 0,001) entre las alturas iniciales obtenidas ' -

cuando los animales se sacrifican a las 2 horas de la admi-

nistración del bretilio, respecto a las obtenidas cuando
los animales se sacrifican a cada uno de los otros interva-

los de tiempo representados en la gráfica (1, 4 u 8 horas).

La figura 41, nos muestra la evolución de las alturas
(mm.) (ordenadas) de las contracciones obtenidas al admini£
trar 20 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal, tanto 1
como 2, 4 u 8 horas antes del sacrificio de los animales, -

con respecto al intervalo de tiempo transcurrido desde que

se sacrifica el animal (15'', 35', 50' en abcisas). La sign_i
ficación de estos intervalos se ha expuesto anteriormente.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VtTRO"

Bretilio 20 tng./Kg. i.p.
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Fig. 40.- Relación entre las alturas iniciales (ram.)
en ordenadas, de las contracciones del conducto de -

ferente, obtenidas al administrar 20 mg/kg i.p. de -

bretilio, a los animales, 1, 2, 4 u 8 horas antes de
su sacrificio, en abcisas. Los errores relativos in-
feriores a 1, no se representan.
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA ‘1N VITRO" I hora

2 ii
Bretitio 20 mg./Kg. i.p.
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£ig. 41.- Evolución dé las alturas (mm.) en ordenadas

de las contracciones del conducto deferente, obtenidas
al administrar 20 mg/kg i.p. de bretilio, a los anima-

les, ya sea, 1, 2, 4 u 8 horas.antes de su sacrificio,
con respecto a los intervalos de tiempo (min.) de ob-
servación de dichas contracciones, en abcisas. Los er

rores relativos inferiores a 1, no se representan.
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Como se puede observar, las alturas van aumentando de

forma estadísticamente muy significativa (P <0,001) durante
el transcurso de la experiencia, cuando los animales se sa-

orifican a las 2 y 4 horas de la administración del breti -

lio. En cambio, cuando sacrificamos los animales, al cabo -

de 1 y 8 horas de la administración del bretilio, el aumen-

to en las alturas de las contracciones, aunque visible, no

es estadísticamente significativo, como en los dos casos an

teriores.

La figura 42, nos muestra la evolución de las frecuen
cias (contracciones/minuto) (ordenadas) iniciales, las obte

nidas en los primeros minutos tras la instalación del defe-
rente en el baño, de las contracciones obtenidas al adminis

trar 20 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal, tanto 1
como 2,

(abcisas).

u 8 horas antes del sacrificio de los animales

Como se puede observar, en este caso, la frecuencia
inicial de las contracciones obtenidas al administrar el

bretilio, 1, 2 0 4 horas antes del sacrificio de los anima-

les, no muestran, diferencias estadísticamente significati-

vas, en cambio, si hay una diferencia estadísticamente sig-
(P <0,001) entre las frecuencias iniciales ob -

tenidas al sacrificar los animales a las 8 horas de la ad -

ministración del bretilio, respecto a las frecuencias ini -

ciales obtenidas al sacrificar los animales al cabo de 1, 2

y 4 horas después de la administración del bretilio. Hemos
de destacar, que la frecuencia inicial mínima obtenida con

20 mg/kg de bretilio, es la que corresponde a 8 horas de in
tervalo entre la administración del fármaco y el sacrificio
de los animales.

nificativa
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA "IN VITRO"
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Fig. 42.- Relación entre las frecuencias iniciales

(contrac./min), en ordenadas, de las contracciones
del conducto deferente, obtenidas al administrar 20

mg/kg i.p. de bretilio, a los animales, 1, 2, 4 u 8
horas antes de su sacrificio, en abcisas.
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La figura 43, nos muestra la evolución de las frecuen

cias (contracciones/minuto) (ordenadas) expresadas en % res

pecto a la frecuencia inicial, de las contracciones obteni-

das al administrar 20 mg/kg de bretilio, tanto 1, como 2, 4
u 8 horas antes del sacrificio de los animales, con respec-

to al intervalo de tiempo transcurrido desde que se sacrifi
can los animales (15', 35', 50' en abcisas). La significa -

ción de estos intervalos se ha expuesto anteriormente.

Como se puede observar, las frecuencias van disminu -

yendo aunque de forma no estadísticamente significativa, du
rante el transcurso, de la experiencia, cuando los animales
se sacrifican al cabo de 1, 2 o 4 horas después de la admi-
nistración del bretilio. Sin embargo, cuando el intervalo -

transcurrido es de 8 horas, las frecuencias de las contrac-

ciones, parece que alimentan un poco durante el transcurso -

de la experiencia.

A continuación, en otra serie de experiencias, compro

bamos que las substancias que inhiben las contracciones ob-
_5.

tenidas al adicionar el bretilio (1,2 x 10 m) al baño,
hacen también cuando las contracciones se deben a la admiui

stración de 10 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal,
1 hora antes del sacrificio del animal.

lo

Como se observa en las figuras (44 y 45) los bloquean
_7

tes alfa: fentolámina (1,7 x 10 M) y fenoxibenzamina (1,6
_7

x 10 M) adicionados al baño, una vez instauradas las con-

tracciones inducidas por el bretilio (10 mg/kg) provocan

también una disminución, tanto en la intensidad como en

frecuencia de las contracciones, hasta que éstas llegan a -

desaparecer.

la
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CONDUCTO DEFERENTE DE RATA " )N VITRO"
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Pig. 43.- Evolución de las frecuencias (contrac,/min)
en ordenadas, expresadas en % respecto a la frecuen -

cia inicial obtenida en cada caso, de las contraccio-

nes obtenidas al administrar 20 mg/kg i.p. de breti -

lio, a los animales, ya sea, 1, 2,4 u 8 horas antes

de su sacrificio, respecto a los intervalos de tiempo
. (min.) de observación de dichas contracciones, en ab-

cisas.
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BRETILIO 10 mg/kg 1 hora antes
-7

FENTOLAMINA 1,7 X 10 MII

l.Vil!

H CONTROLES GRAFICOS MADRIIIBERICOS, S.A.

Fig. 44.- Inhibición producida por la fentolamina
-7

(1,7 x 10 M) sobre las contracciones inducidas

por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora antes del
sacrificio del animal) en el conducto deferente

aislado de rata, (registro térmico).

i
i!n ■ ;i: US■

: BRETILIO 10 mg/kg 1 hora antes
FENOXIBENZAMINA 1,6 X 10_7 M
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NO. ECG lOO ^ CONTROLES GRAFICOS IBERICOS, S.A. MADRID

Fig. 45.- Inhibición producida por la fenoxibenza
_7

mina (1,6 x 10 M) sobre las contracciones indu-
cidas por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora antes
del sacrificio del animal) en el conducto deferen-

te aislado de rata, (registro térmico).
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-5
La reserpina (4,1 x 10 M) (figura 46) adicionada al

baño, provoca también una disminución de las contracciones,

pero sin llegar a provocar, en este caso, su desaparición -

total.

La DMI (3,7 x 10 ^ M) (figura 47) adicionada al baño,

provoca la desaparición de las contracciones obtenidas
10 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal, 1 hora antes
del sacrificio del animal.

con

La DMI (3,7 x 10 M) (figura 48) potencia las contr-

acciones producidas por la administración de 10 mg/kg de
bretilio por via intraperitoneal, al animal 1 hora antes de
su sacrificio.

La cocaína (8,2 x 10 ^ M) y (8,2x 10’^ M) (figuras,
49 y 50) potencia en ambos casos las contracciones produci-
das por la administración de 10 mg/kg de bretilio, por via

intraperitoneal, al animal 1 hora antes de su sacrificio.
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BRETILIO 10 mg/kg 1 hora antes
’5

MDMI 3,7 x 10

1
<111 k

ERICOS. S.A. MADRID NO. ECG lOO

Fig. 47.- Inhibición producida por la Desipramina

(3,7 x 10~5
por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora antes del
sacrificio del animal), en el conducto deferente

aislado de rata, (registro térmico).

M) sobre las contracciones inducidas

Fig. 48,- Potenciación de las contracciones indu-
cidas por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora an -

tes del sacrificio del animal) en el conducto de-

ferente aislado de rata, por la acción de la Desi
— 6

pramina (3,7 x 10 M) .
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BRETILIO 10 mg/kg 1 hora antes
COCAINA 8,2 X 10-6 M

COCAINA

f ¡JiáiiSSIlllSffllÜHÜl

liil li ll;l II 'I ! II

Fig. 4 9.- Potenciación de las contracciones indu-
cidas por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora an -

tes del sacrificio del animal) en el conducto de-

ferente aislado de rata, por la acción de la co -

caína (8,2 x 10 ® M) .

Fig. 50.- Potenciación de las contracciones indu-
cidas por el bretilio (10 mg/kg i.p., 1 hora an -

tes del sacrificio del animal) en el conducto de-

ferente aislado de rata, por la acción de la co -

caína (8,2 x 10 ^ M).
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De todas estas experiencias realizadas en el Conducto

Deferente de Rata "in vitro", podemos concluir los siguien-
tes hechos, que comentaremos posteriormente en la Discusión.

1.- El bretilio adicionado directamente al baño de ór

1,2 x 10 ^ M y 1,2 x

M, provoca la aparición, al cabo de unos 5 a 10 minutos
de unas contracciones del conducto deferente aislado de ra-

ta, frecuentes, intensas y de larga duración (fig. 12 y 13).

gano aislado, a concentraciones de:
10-4

2.- La altura de estas contracciones, es mayor, duran
te el transcurso de la experiencia, para la concentración -

de bretilio de 1,2 x 10 M (figura 14).

3.- La altura de estas contracciones, va aumentando -

durante el transcurso de la experiencia, para ambas concen-

traciones de bretilio (1,2 x 10 ^ M y 1,2 x 10 4 M) fig. 14

4.- La frecuencia de las contracciones es mayor duran
te todo el transcurso de la experiencia, para la concentra-
ción de bretilio 1,2 x 10 ^ M. (figura 15).

5.- La frecuencia de las contracciones, para las dos
concentraciones utilizadas de bretilio, se mantiene prácti-
camente constante, durante el transcurso de la experiencia

(figura 15)

6.- La adición de bloqueantes alfa (fentolamina 1,7 x
-7 -7

10 M y fenoxibenzamina 1,6 x 10 M) provoca la desapari-
ción de las contracciones inducidas por el bretilio (1,2 x

10 ^ m). (figuras 16 y 17) .

-7
- La adición de propranolol (1,9 x 10 a 3,8 x

__ r
10 M) no produce alteración alguna de las contracciones -

inducidas por el bretilio (1,2 x 10 ^ M) (figura 18)

7.
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-5
8.- La adición de reserpina (4,1 x 10 M) provoca u-

na disminución, sin llegar a la total desaparición de las -

contracciones inducidas por el bretilio (1,2 x 10 ^ M) .

9.- La reserpinización previa de los animales con 5 y

10 mg/kg por via intravenosa, 24 y 48 horas antes de su sa-

crificio, impide la aparición de las contracciones inducid-
-5

as por el bretilio (1,2 x 10 M). Sin embargo, si se reali
za 72 horas antes, si que aparecen las contracciones, tras

la adición de bretilio (1,2 x 10 ^ M).

10.- La adición de DMI (3,7 x 10 ^
parición de las contracciones inducidas por el bretilio (1,2
x 10-5 M).

_ 6
(3,7 x 10 M) potencia las contracciones inducidas por el
bretilio (1,2 x 10 ^ M). La adición de DMI (3,7 x 10 ^
3,7 x 10

de las contracciones provocadas por el bretilio.

M) provoca la desa-

(figura 19). La adición de esta misma substancia

M ;
_g

M y 3,7 x 10 M) no induce modificación alguna
-8

— 6 — 7
11.- La adición de cocaína (8,2 x 10 M, 8,2 x 10 y

M) induce un aumento de las contracciones provo-
-8

8,2 x 10

cadas por el bretilio (1,2 x 10 ^ M ) (figuras 20 y 21).

-4
tanto de atropina (1,7 x 1012.- La adición, y 1,7 x

-7 -4
10 M) (figuras 22 y 23) como de antazolina (1,8 x 10 y

1,8 x 10 ^ M) (figuras 24 y 25) o de cimetidina (2,1 x 10 ^
_7

y 2,1 x 10 M) (figuras 26 y 21) no produce alteraión al -

guna de las contracciones inducidas por el bretilio.

13.- La administración de 10 mg/kg de bretilio por via

intraperitoneal, a los animales, tanto 1, como 2, 4 u 8 ho-
ras antes de su sacrificio (figuras, 28, 29, 30 y 31) indu-
ce también la aparición de unas contracciones semejantes a

-5
las obtenidas al adicionar el bretilio (1,2 x 10 M) direc

al baño.tamente

143



14.- La altura inicial máxima de las contracciones in

cucidas en el conducto deferente de rata, por la administra
ción de 10 mg/kg de bretilio por via intraperitoneal (figu-
ra 36) antes del sacrificio de los animales, corresponde al
intervalo de tiempo de 2 horas, transcurridas entre dicha -

administración de bretilio y el sacrificio de los animales.
Existiendo diferencias estadísticamente muy significativas,
entre el intervalo de 2 horas y los otros intervalos estu -

diados (1, 4 y 8 horas).

15.- Cuando los animales se sacrifican a las 2 horas,
de la administración del bretilio, las alturas de las con -

tracciones obtenidas son las mayores durante todo el trans-

curso de la experiencia, en relación con las obtenidas cuan

do los animales son sacrificados a los otros intervalos de

tiempo estudiados (1, 4 y 8 horas).

16.- Las alturas de las contracciones obtenidas al

sacrificar a los animales al cabo de 1, 2,4 u 8 horas de la

administración de 10 mg/kg de bretilio, por via intraperito

neal, van aumentando, aunque de forma no significativa es -

tadísticamente, durante todo el transcurso de la experien -

cia (figura 37).

17.- La frecuencia inicial máxima de las contraccio -

nes inducidas en el conducto deferente de rata por la admi
nistración de 10 mg/kg de bretilio, por via intraperitoneal,
antes del sacrificio de los animales, corresponde al Ínter-
valo de tiempo de 2 horas transcurridas entre dicha admini£
tración de bretilio y el sacrificio de los animales. Exis -

tiendo diferencias signficativas estadísticamente entre los
intervalos de 1 y 2 horas.
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18.- Las frecuencias van disminuyendo, aunque de for-
ma estadísticamente no significativa, durante el transcurso

de toda la experiencia, cuando los animales, se sacrifican
a los distintos intervalos de tiempo estudiados (1, 2, 4
8 horas) tras la administración del bretilio (10 mg/kg, por

via intraperitoneal) (figura 39)

u

19.- La administración de 20 mg/kg, por via intraperi^
toneal de bretilio, a los animales, tanto, 1, como 2, 4 u 8

horas antes de su sacrificio (figuras, 32, 33, 34 y 35) in-
duce también, la aparición de unas contracciones semejantes

-5
a las obtenidas al adicionar el bretilio (1,2 x 10 M) di-

rectamente al baño.

20.- La altura inicial máxima de las contracciones in

ducidas en el conducto deferente de rata, por la administra
ción de 20 mg/kg de bretilio por via intraperitoneal, antes
del sacrificio de los animales (figura 40) corresponde al -

intervalo de tiempo de 2 horas transcurridas entre dicha ad
ministación y el sacrificio de los animales. Existiendo di-
ferencias estadísticamente muy significativas, entre el in-
tervalo de 2 horas y los otros intervalos estudiados (1, 4

y 8 horas).

21.- Estas alturas iniciales obtenidas al administrar

20 mg/kg de bretilio, son menores, para todos los interva -

los de tiempo estudiados (1, 2, 4 u 8 horas) que las obteni^
das administrando 10 mg/kg de bretilio.

22.- Cuando los animales se sacrifican a las 2 horas

de la administración de 20 mg/kg de bretilio, las alturas
de las contracciones obtenidas, son las mayores durante to-
do el transcurso de la experiencia, en relación a las obte-
nidas cuando los animales son sacrificados a los otros in -

tervalos de tiempo estudiados (1, 4 y 8 horas) (figura 41)
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23.- Las alturas van aumentando de forma estadística-

mente muy significativa, cuando los animales se sacrifican
a las 2, y 4 horas de la administración de 20 mg/kg de bre-

tilio, por via intraperitoneal. No sucediendo así cuando, -

los animales se sacrifican al cabo de 1 y 8 horas de la ad-
ministración de dicha concentración de bretilio.

24.- Las frecuencias iniciales de las contracciones

obtenidas al administrar 20 mg/kg de bretilio por via intra

peritoneal, 1, 2, o 4 horas antes del sacrificio de los ani^
males (figura 42) no muestran diferencias estadisticamente

significativas, en cambio, si la hay para el caso del Ínter
valo de 8 horas, que además es cuando se obtienen las fre -

cuencias más bajas.

25.- Por lo tanto, con la dosis de 10 mg/kg de breti-
lio obtenemos las contracciones más altas y más frecuentes
durante todo el transcurso de la experiencia. Siendo el in-
tervalo de 2 horas entre la administración del bretilio y -

el sacrificio de los animales, el óptimo.

26.- Al igual que en las contracciones obtenidas al
adicionar bretilio (1,2 x 10 ^ M) al baño, también sobre

las contracciones obtenidas al administrar 10 mg/kg de bre-
tilio 1 hora antes del sacrificio de .los animales, los blo-

queantes alfa, beta, presinápticos, y de la recaptación,
ejercen el mismo efecto (figuras, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y

50) .
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IV.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA MONOAMINO

OXIDASA

Hemos realizado una serie de experiencias para deter-
minar la posible actividad del bretilio como inhibidor de -

la monoamino oxidasa.

En primer lugar, hemos utilizado hígado:de rata, por

ser uno de los órganos más ricos en dicho enzima. Hemos em-

pleado ratas macho Sprague-Dawley, de peso comprendido en -

tre 250 + 10 gr, y tal como se indica en el apartado de Ma-
terial y Métodos, se ha seguido el método de Krajl (1965)

para determinar la actividad de la monoamino oxidasa.

Al valor obtenido con hígado de ratas sin tratamiento

alguno, lo denominaremos valor control, y le daremos una ac

tividad de la monoamino oxidasa correspondiente; .a un 100%.

Posteriormente, hemos determinado la actividad de la

MAO, en hígados de ratas previamente tratadas con 10 mg/kg,
o 20 mg/kg de bretilio por via intraperitoneal.

Con la dosis de 10 mg/kg, no obtenemos inhibición al-
guna de la actividad de la MAO, y con la dosis de 20 mg/kg,
se obtiene un 25% de inhibición con respecto al valor con -

trol.

Seguidamente, realizamos estas determinaciones utili-
zando conducto deferente de rata. También en este caso, de-

terminamos el valor control con ratas sin tratar.

De forma similar a lo que obteníamos al trabajar con

hígado, nos encontramos que al administrar 10 mg/kg de bre-
tilio, no se observa inhibición alguna de la actividad de
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la monoamino oxidasa. En cambio, si administramos 20 mg/kg
de bretilio, se obtiene una inhibición de un 9% con respec

to al valor control.

De los anteriores resultados, podemos deducir, que a

las dosis empleadas por nosotros, en nuestras experiencias

(10 y 20 mg/kg) el bretilio no inhibe, de forma significa-
tiva, la acción de la monoamino oxidasa (MAO) en el conduc
to deferente de rata.
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V.- ESTUDIOS DE FIJACION

La fijación de bretilio a membranas de conducto defe-

rente de rata, a 37°C, en función del tiempo de incubación,
se representa en la figura (51). Se considera inespecífica,
la diferencia entre la fijación obtenida según los métodos
expuestos y la resultante de desplazar con bretilio frió
(no radiactivo) a una concentración 1000 veces superior.

Como puede observarse, el equilibrio se alcanza con -

gran rapidea (aproximadamente a los 5 minutos) y la incuba-
ción con concentraciones de bretilio frió 1000 veces superi_
ores, conduce a valores de fijación inferiores, tal como se

observa en la figura (52). El bretilio radiactivo fijado es

desplazado por adición de bretilio frió. La velocidad de

desplazamiento es proporcional a la concentración de breti-
lio frió, (figura 52).

En la figura 53, se representa la cantidad de bretilio
radiactivo fijado, en función de la concentración de breti^-
lio, también radiactivo, en el incubado, una vez alcanzado
el equilibrio.

De estos resultados, y utilizando el método de Seat -

chard, se deduce la posible existencia de dos afinidades
distintas:

_7
= 1.84 x 10 moles bretilio/gr. proteína

moles
N1

-8
= 2.1 x 10K1

_7
= 4.76 x 10 moles bretilio/gr. proteína

—6 “1
x 10 moles

N2
= 5.9k2

una de ellas se manifiesta sólo a altas concentraciones de

bretilio en el incubao, ver figura (54)
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r.10-74

Fig. 54.- Representación de Scatchard.
r - moles de bretilio tritiado/gr. de proteína.
D = concentración molar de bretilio tritiado libre.
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El contenido medio en proteínas de las fracciones de
membrana de conducto deferente de rata, utilizadas para la
obtención de estos resultados, fue de 1.43 + 0.11 mgrs. de

proteína por mi. de suspensión.

El tratamiento crónico con 6-hidroxi-dopamina, duran
te una o dos semanas, de ratas macho jovenes (100 gramos),
conduce a una simpatectomía química (Dosis: 50-100 mg/kg -

via intraperitoneal, en ácido ascórbico al 5%)..
Las membranas obtenidas a partir de los conductos de

ferentes de los animales así tratados, se incubaron con di

versas concentraciones de bretilio tritiado a 37°C, no ob-

servándose fijación específica del bretilio a dicha frac -

ción.

Una vez caracterizada la fijación del bretilio a mem

branas de conducto deferente de rata, se intentó el posi -

ble desplazamiento del bretilio de su "locus" de unión por

acción de diversas substancias (agonistas y antagonistas a

drenérgicos). Como puede observarse en la figura 55, no

hay disminución de la fijación al añadir: adrenalina, ñora

drenalina o anfetamina, después de haber incubado 5 minu -

tos con bretilio.

Este hecho, no desplazamiento del bretilio fijado,
por una serie de agonistas adrenérgicos, induce a ensayar

dos variantes:

a) preincubando con los diferentes agonistas durante
60 minutos, transcurridos los cuales, se añade bretilio y

se da por terminada la incubación a los 5, 10 y 20 minutos.

Los resultados pueden observarse en la figura 56, en

la que puede notarse que la noradrenalina produce un despla
zamiento del 35% aproximadamente, la adrenalina del 20% y

la anfetamina, no lo produce.
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Adrenalina (1.1.55 y 11/1M)
AnfetaminaCl y 100>iM y lmM)

Adíe.

O-
O O

I

1 205 10

t(min)

Fig. 55.- Esta figura muestra, como la adición al
incubado de cantidades variables de NA, A y anfe-

tamina, tras haberse alcanzado el equilibrio de -

fijación (5 min.) del bretilio, no desplazan a di
cho bretilio ya fijado.
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Fig. 56.- Esta figura muestra, como la preincubación
con anfetamina, A y NA,.l hora antes de añadir el

bretilio al incubado, provoca por parte sólo, de
A y NA, un cierto desplazamiento del bretilio.

la
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b) incubando bretilio y el agonista adrenérgico jun -

tos a 37°C y durante, 5, 10 y 20 minutos. Los resultados
muestran que la noradrenalina produce un desplazamiento má-
ximo del 50%, a unas concentraciones de 11 /iM de noradrena-
lina y 25 de bretilio, desplazamiento que se reduce al -

25% a unas concentraciones de 11 juM de noradrenalina y 12,5
de bretilio, y que apenas es perceptible a unas concentra -

clones de 11 /iM de noradrenalina y 2,5 juM de bretilio.

Algo análogo ocurre con la adrenalina a las mismas

concentraciones, y el desplazmiento es del 20% a unas con -

centraciones de 11 /jM de adrenalina y 25 juM de bretilio, y
del 8% a unas concentraciones de 11 /iM de adrenalina y 12,5
de bretilio, y es imperceptible a 11 jaM de adrenalina y 2,5

^iM de bretilio.

En el caso de la anfetamina, el desplazamiento es im-

perceptible en los márgenes ensayados (0 a 10 jaM) .

Tampoco se observa disminución en la fijación, al aña
dir fenoxibenzamina, fentolamina, yohimbina y propranolol,-

después de haber incubado 5 minutos con bretilio, tal como

puede observarse en la figura (57).

Tampoco hay disminución en la fijación preincubando -

previamente con fenoxibenzamina, fentolamina y yohimibina,o

propranolol, durante 60 minutos, transcurridos los cuales -

se añade bretilio, dándose por terminada la incubación a los

5, 10 y 20 minutos, realizando la incubación con bretilio y

los bloqueantes antes citados, simultáneamente.

El margen de concentraciones utilizado ha sido:

- fenoxibenzamina (1 jaM. a lOmM)
(1 jaM. a lOmM)
(1 /iM a lOmM)
(1 juM a lOmM)

- fentolamina

- yohimibina
- propranolol
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Fig. 57.- Esta figura muestra, como la adición al
incubado de cantidades variables de fenoxibenzami-

na, fentolamina, yohimbina y propranolol, tras ha-
berse alcanzado el equilibrio de fijación (5 min.)
del bretilio, no desplazan a dicho bretilio ya fi-

jado.
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La DMI y la guanetidina, no desplazan al bretilio de

su lugar de fijación, una vez alcanzado el equilibrio, tal
como puede observarse en la figura 58.

Análogamente a lo realizado con los agonistas adrenér

gicos, se ensayan las dos vias de preincubación e incuba -

ción simultánea, con los resultados que mostramos en las -

tablas 7 y 8. Puede apreciarse, de la observación de dichas
tablas que, si bien hay disminución de fijación de bretilio
a membranas de conducto deferente, ésta se manifiesta a con

centraciones de DMI y guanetidina muy superiores a la del -

bretilio.
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Pig. 58.- Esta figura muestra, como la adición al

incubado de cantidades variables de DMI y guaneti

dina, tras haberse alcanzado el equilibrio de fi-

jación (5 min.) del bretilio, no desplazan a dicho

bretilio, ya fijado.
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PREINCUBACION CON DESMETILIMIPRAMINA Y POSTERIOR

ADICION DE BRETILIO.

Concentración de bretilio 25 pM.
Temperatura 37°C

Tiempo de la preincubación 30 minutos.

Tiempo de la incubación con bretilio 20 minutos.

Cono. Desmetilimipramina Disminución de la fijación en %

1 mM 13.0

10 mM 24.0

PREINCUBACION CON GUANETIDINA Y POSTERIOR

ADICION DE BRETILIO.

Concentración de bretilio 25 yuM
Temperatura 37 °C

Tiempo de la preincubación 30 minutos.
Tiempo de la incubación con bretilio 20 minutos.

Disminución de la fijación en %Conc. Guanetidina

16.01 mM

33.028 mM

48.045 mM

Tabla 7.-
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INCUBACION SIMULTANEA DE BRETILIO Y

DESMETILIMIPRAMINA.

Concentración de bretilio 25 jjM.

Temperatura 37 °C

Tiempo 20 minutos.

Conc. Desmetilimipramina Desplazamiento (%)

13.01 mM

18.110 mM

INCUBACION SIMULTANEA DE BRETILIO Y

GUANETIDINA.

Concentración de bretilio 25 )iM

Temperatura 37 °C

Tiempo 20 minutos.

Desplazamiento (%)Conc. Guanetidina

12.51 mM

20.028 mM

23.245 mM

Tabla 8.-
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Desde los trabajos de Boura y Green (1959), se sabe,

que el bretilio produce una marcada disminución de las res

puestas nerviosas inducidas por estimulación eléctrica. Es

te efecto de bloqueo de las neuronas adrenérgicas, va pre-

cedido por unos efectos simpaticomiméticos indirectos, li-

geros y poco duraderos (Furchgott, 1960; Kirpekar y Furch-

gott, 1960; Abbs, 1966).

Las experiencias que describimos en esta Tesis, apor

tan según nuestro juicio, nuevos datos que permiten Ínter-

pretar de forma más completa la acción del bretilio en la
terminación neuronal y sugieren, incluso, el locus de ac -

tuación de este fármaco. Vamos a considerar separadamente,
nuestros datos, según los test utilizados.

Resultados en bazo de gato perfundido "in situ"

En nuestras experiencias en bazo de gato perfundido
"in situ" con bretilio (1,2 x 10 ^ M), se observa, que tr-
as la administración de esta substancia, se produce, aún
sin estimulación del nervio esplénico, una liberación con-

tinua de noradrenalina, que aparece en el perfusado. Es su

gestivo considerar que esta liberación es concordante con

el efecto simpaticomimético inicial descrito para el breti
lio.

Como se puede observar en la figura (9), cuando per-
-5

fundimos el bazo con reserpina (4,1 x 10 M) sin la pre -

sencia anterior de bretilio, se produce una liberación de
noradrenalina muy manifiesta e inmediata. Así mismo obser-
vamos, que cuando tras la perfusión con bretilio se inicia
la perfusión con reserpina, este alcaloide, no produce el
aumento de liberación de NA que cabría esperar,'sobre la -

producida por el bretilio solo.
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Vemos pues, que cuando la reserpina actúa sola, se

produce una gran liberación de noradrenalina, y que esta li
beración se ve frenada, cuando el bretilio es administrado

previamente al alcaloide.

Desde hace ya algunos años, se sabe que la reserpina,

produce una depleción o vaciado duradero de las catecolami-
ñas (noradrenalina, adrenalina y dopamina) y de la serotoni

na, tanto del cerebro como de los tejidos periféricos (Holz
bauer y Vogt, 1956; Carlsson y cois, 1957). Esta depleción,
puede llegar a ser total aún con dosis pequeñas de reserpi-
na (0,1 mg/kg, en la rata), pero a pesar de la intensidad
de este efecto, su.aparición es lenta, no alcanzándose el -

vaciado total de los depósitos de las terminaciones nervio-
sas hasta transcurridas de 12 a 24 horas. La recuperación -

es aún más lenta y no se obtiene el nivel normal de cateco-

laminas hasta transcurridos de 7 a 14 dias (Carlsson y cois.

1957) .

La transmisión nerviosa se recupera tanto en el siste
ma nervioso central (Haggendal y Lindqvist, 1964), como pe-

riférico (Anden y cois, 1964; Anden y Henning, 1966), al ca

bo solamente, de dos o tres días de la administración de re

serpina, cuando los niveles de NA se mantienen aún bajos.
Anden y Lundberg, (1970) intentaron explicar este hecho

demostrando que el factor más importante para la recupera -

ción de la función es la formación de nuevas vesículas si -

nápticas, por parte de los cuerpos celulares, y su subsigu-
iente transporte hasta las terminaciones nerviosas (trans -

porte axónico) aunque probablemente también contribuya la -

recuperación de las vesículas antiguas.

La reserpina es captada por el cerebro en una propor-

ción relativamente pequeña, sobre todo en comparación con -

otros órganos, y la pequeña cantidad que penetra en este
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órgano, desaparece aparentemente a las 2-3 horas de su admi

nistración, es decir antes de que se alcance el efecto far-

macológico máximo. Por ello se pensó, que las prolongadas -

acciones de la reserpina estarían más relacionadas con la -

depleción de los depósitos de aminas que con la presencia -

del fármaco en el cerebro.

Al producirse la depleción total de catecolaminas que

da inhibida la transmisión nerviosa y además los tejidos no

responden al estímulo provocado por los fármacos de acción

simpaticomimética indirecta (aquellas substancias que actú-
an como simpaticomiméticos no por su propio efecto, sino

por liberar catecolaminas de las terminaciones nerviosas) -

tales como la tiramina y la cocaína.

Hace ya algunos años se demostró (Muscholl, 1960; Ax-

y cois. 1961; Hertting y cois, 1961) que la adrenali
na y la noradrenaliná administradas exógenamente, no se fi-

jaban en los tejidos de los animales reserpinizados. Ante -

riormente, se había llegado a la conclusión (Dengler y cois

1961) de que este efecto era debido a que la reserpina inhi
bía la recaptación de las catecolaminas administradas. Poco

después (Lindmar y Muscholl, 1964) se pudo demostrar, por

medio de perfusión de noradrenalina a través de corazón ai£
lado de rata, que la recaptación de la noradrenalina se pro

ducía con igual intensidad en los tejidos normales, que

los procedentes de animales reserpinizados. Sin embargo, en

los corazones de animales pretratados con reserpina, la ami_
na aunque recaptada en la misma proporción no podía acumu -

larse en los tejidos.
La recaptación de catecolaminas por las terminaciones

nerviosas simpáticas, de tejidos de animales reserpinizados
se puede incluso demostrar simplemente (Burn y Rand, 1958 ,

1960; Jané, 1970) poniendo en contacto dichos tejidos con

una cantidad determinada de noradrenalina, transcurrido un

elord

en
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cierto tiempo (15 a 30 minutos), al estimular el tejido con

una substancia de tipo simpaticomimético indirecto, se obs-
erva que el tejido responde a dicho estímulo.

Si relacionamos todos estos datos con los obtenidos -

en el bazo de gato perfundido "in situ", se nos plantea el
dilema de decidir, si la presencia de bretilio impide la ac

ción de la reserpina, o si lo que hace es impedir la salida
de noradrenalina procedente de la terminación nerviosa.

En la figura 9, vemos que la noradrenalina liberada -

por la reserpina, cuando previamente se ha perfundido el ba
zo con bretilio, va en disminución, lo que en principio,apo
ya la idea de que el bretilio actúa inhibiendo la salida de
noradrenalina procedente de la terminación nerviosa, y no -

impidiendo la acción de la reserpina.

Podemos distinguir para el bretilio, dos acciones bi-
en diferenciadas:

- por una parte, la liberación continua de noradrena-
lina que obtenemos en el perfusado de bazo de gato, y por -

otra

- la inhibición de la salida de noradrenalina, que

provoca la reserpina.

Para complementar nuestras hipótesis, vamos a conside
rar a continuación nuestros resultados obtenidos con

Conducto Deferente de rata "in vivo"

En estas experiencias, pudimos observar (figura 10),-
que cuando administramos bretilio (10 mg/kg por via intrape

ritoneal) a lotes de ratas, 30 minutos, 1, 2, 4 y 8 horas -

antes del sacrificio de los animales, no se obtiene modifi-
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cación en el contenido en noradrenalina del conducto deferen

te (determinado por el método de Chang, 1964) respecto a los
animales control. A pesar de que aparentemente no existe pa-

ralelismo entre la liberación de noradrenalina por el bazo -

de gato perfundido con bretilio, y el hecho de que el breti-
lio no produzca modificación alguna enla concentración de
noradrenalina en el conducto deferente de rata, se podría ex

plicar dado que el bretilio no afecta a las vesículas sináp-
ticas, y por lo tanto al utilizar el conducto deferente de -

rata "in vivo", se mantiene su capacidad de síntesis y recap

tación, por lo que el recambio es rápido y el contenido en -

noradrenalina permanece más o menos constante.

No obstante, cuando pretratamos otros lotes de ratas,
con bretilio (10 mg/kg, por via intraperitoneal) y 1 hora

después les administramos reserpina (2,5 mg/kg, por via in -

travenosa) observamos que el bretilio retrasa la acción de -

plétora de noradrenalina provocada por la reserpina sola, pe

ro no la impide.

Esta interacción del bretilio con la: reserpina, en el
conducto deferente de rata "in vivo", aclara nuestros resul-

tados obtenidos en el bazo de gato. Evidentemente, el breti-
lio no impide el efecto depletorio de la reserpina en las ve

sículas sinópticas, pero bioquímicamente la curva de disminu
ción sé hace menos inclinada. Se puede sugerir, que este e -

fecto, es consecuencia del bloqueo de salida de las catecola
minas de la terminación neuronal a los líquidos hísticos,
por lo que dichas catecolaminas quedarían retenidas y sólo -

se elimnarían por la MAO intraneuronal. Este bloqueo de la -

difusión a los líquidos hísticos "in vivo", explicaría la ma

yor lentitud de desaparición de las catecolaminas en presen-

cia de bretilio, producida por la reserpina. Sin bretilio, -

la desaparición es más rápida porqué además de la acción
la MAO, contribuye la difusión a los líquidos perineuronales

de
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y por ello a su eliminación hemática.

En consencuencia, en los animales "naive" la reserpi-
na, al destruir las vesículas y liberar noradrenalina, hace

que ésta se elimne a través de los dos mecanismos conocidos
oxidación a través de la MAO y difusión con los líquidos
hísticos. Por el contrario, en el animal tratado con breti-

lio, la salida está disminuida, lo que implica un retraso -

en la disminución del contenido. Más adelante, comentaremos

nuestros resultados respecto a la acción del bretilio como

posible inhibidor de la MAO.

De nuevo, con estos resultados, comprobamos la acción
inhibidora del bretilio sobre la salida de noradrenalina

que provoca la reserpina.

Llegados a este punto, se nos planteó la cuestión de
si esta noradrenalina liberada por el bretilio tenía o no ,

. función fisiológica. Para intentar encontrar una respuesta
a dicha cuestión, pensamos en utilizar el conducto deferen-
te aislado de rata, ya que al ser un órgano densamente iner
vado por el simpático, posee un gran número de terminacio -

nes adrenérgicas, y por tanto, un elevado contenido en ñor-

adrenalina y también, porqué al ser colocado en un baño de

órgano aislado, se muestra sensible a concentraciones muy -

pequeñas de simpaticomiméticos y bloqueantes adrenérgicos,a
la vez que se mantiene en condiciones óptimas de respuesta,
durante largo tiempo.

Conducto Deferente de rata "in vitro"

En las primeras experiencias que realizamos con este
órgano, pudimos comprobar, al igual que ya se había hecho -
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con anterioridad en nuestro Departamento por Jané (1970) , -

que el conducto deferente de rata, en las condiciones expe-

rimentales explicadas en el apartado correspondiente de Ma-

terial y Métodos, no muestra, actividad espontánea alguna,-
manteniendo constante la línea basal de registro (fig. 11).

Seguidamente, continuando nuestras experiencias, adi-
-5

cionamos bretilio (1,2 x 10 M) al baño de órgano aislado,
tras haber dejado estabilizar el conducto deferente de rata

durante unos 20 minutos. Con gran sorpresa por nuestra par-

te, pudimos observar, que tras un intervalo de 5 a 10 minu-

tos, después de la adición del bretilio, aparecían unas con

tracciones del conducto deferente, frecuentes, intensas y -

de larga duración, que pudimos seguir durante todo el expe-

rimento (unas 8 horas) (figura 12).
A continuación, en otra serie de experiencias en las

que adicionamos bretilio a dos concentraciones, una superi-
-4 -6

or a la ya citada (1,2 x 10 M) y otra inferior (1,2 x 10

M). Pudimos observar (figura 13) con la concentración prime

ra, que se inducía la aparición de contracciones del mismo

tipo que las obtenidas con la concentración de 1,2 x 10 M

pero, más frecuentes y de menor altura. En el caso de la a-
_ 6

dición de la concentración 10 veces inferior (1,2 x 10 M)
no obtuvimos respuesta alguna.

Del estudio realizado comparando la altura en (mm.) y

la frecuencia (contracciones/minuto) de las contracciones -

obtenidas al adicionar bretilio a las concentraciones de
-5 -4

1,2 x 10 M y 1,2 x 10 M, podemos deducir que:

- 1.- La altura de las contracciones,es mayor, duran-
te el transcurso de la experiencia, para la concentración -

Para ambas concen -de bretilio (1,2 x 10 ^ M0 (figura 14).
traciones (1,2 x 10-5 M y 1,2 x 10 4 M) la altura de las
jcontraceiones va aumentando durante el transcurso de la ex-

periencia.
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-2.- La frecuencia de las contracciones, es mayor, du
rante el transcurso de la experiencia, para la concentrad-

ón de bretilio (1,2 x 10 ^
(1,2 x 10~5 M y 1,2 x lO-4
dones obtenidas se mantiene prácticamente constante duran-
te el transcurso de la experiencia (figura 15).

M). Para ambas concentraciones -

M) la frecuencia de las contrac-

A la vista de estas contracciones obtenidas en el con

ducto deferente aislado de rata, por la adición de bretilio,
se nos planteó de nuevo la cuestión de cual podría ser la -

causa de la aparición de dichas contracciones.

Creimos, en primer lugar, que estas contracciones se-

rían debidas a la liberación de noradrenalina causada por -

el bretilio, en concordancia con nuestros resultados ante -

riores. Para corroborar esta hipótesis, realizamos un según

do grupo de experiencias, con el conducto deferente de rata

"in vitro", en el que estudiamos el efecto, sobre estas con

tracciones de distintas substancias;a)bloqueantes alfa: fentolamina y fenoxibenzamina.
Como podemos observar en las figuras (16 y 17), las contrac

-5
clones inducidas por el bretilio (1,2 x 10 M) disminuyen,
en intensidad y frecuencia, hasta prácticamente desaparecer

-7
tanto con fentolamina (1,7 x 10

mina (1,6 x 10 ^ M).

M) , como con fenoxibenza-b)bloqueantes beta: propranolol. La adición de pro -
—7

pranolol (1,9 x 10 M a 3,8 x 10 M)., no provoca altera -

ción alguna en las contracciones inducidas por el bretilio
(1,2 x 10 ^ m) (figura 18).

-5c)bloqueantes presinápticos: reserpina (4,1 x 10 M
La adición de esta substancia al baño, produce una disminu-
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ción progresiva de las contracciones inducidas por el breti^
-5

lio (1,2 x 10 M) en el transcurso de 9 a 10 minutos, sin

desaparecer por completo.

En cuanto a las experiencias realizadas reserpinizan-
do con 5 y 10 mg/kg a las ratas, 24, 48 y 72 horas antes de
su sacrificio, podemos ver, que para ambas dosis utilizadas
si la reserpinización se ha realizado, 24 o 48 horas antes

-5
la posterior adición de bretilio (1,2 x 10del sacrificio,

M) al baño,no provoca la aparición de las contracciones, en

cambio, estas contracciones empiezan a manifestarse, cuando
la reserpinización se ha llevado a cabo 72 horas antes.

Estos resultados concuerdan una vez más con el mod de

acción de la reserpina, anteriormente comentado, del cual -

destacábamos que la transmisión nerviosa se recupera tanto
en el sistema nervioso central (Daggendal y Lindqvist, 1963
1964) como periférico (Anden y cois, 1964) al cabo de 2 0 3
días solamente de la administración de reserpina, cuando
los niveles de noradrenalina se mantienen aún bajos.

d) bloqueantes de la recaptación: la adición de DMI
-5

(3,7 x 10 M) provoca una inhibición de las contracciones
inducidas por el bretilio (figura 19). En cambio, cuando es

ta misma substancia, se adiciona a una concentración de 3,7
x 10“6

-7
y al adicionarla a concentraciones desde 3,7 x 10
10"9

M, provoca una potenciación de dichas contracciones,
a 3,7 x

M, no provoca modificación alguna de las mismas.
Estos resultados, concuerdan con lo expuesto ya en

1965 y 1967, por Cuenca y Valdecasas, referente a que la DMI
a concentraciones muy pequeñas, actúa como inhibidora de la

-5
recaptación, en cambio a dosis mayores (3,7 x 10 M) actúa
como bloqueante presináptico adrenérgico.
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La cocaína, el otro bloqueante de la recaptación estu
_ &

a todas las concentraciones utilizadas (8,2 x 10 M

M) (figuras 20 y 21) provoca una -

diado,

8,2 x 10 7 M, 8,2 x 10

potenciación de las contracciones inducidaas por la adición
de bretilio (1,2 x 10 ^ M) al baño.

-8

Por otra parte, tampoco podíamos descartar la posibi-
lidad de que las contracciones inducidas por el bretilio, -

fueran provocadas por una liberación de acetilcolina o his-

tamina, hipótesis poco probable, puesto que en nuestro De -

partamento se había demostrado, que el conducto deferente -

de rata, es escasamente sensible a la acción de la acetil -

colina y de la histamina (Jané, 1970).

Por este motivo, realizamos la siguiente serie de ex-

periencias con:

_7
a) bloqueantes muscarínicos: atropina (1,7 x 10 M

M). La adición de esta substancia no produce -

alteración alguna en las contracciones inducidas por el bre
tilio (1,2 x 10 ^ M) (figuras 22 y 23).

y 1,7 x 10~4

_7
b) antihistamínicos H1 : antazolina (1,8 x 10 M y -

-4 1 -7
1,8 x 10 M) y antihistamínicos H~: cimetidina (2,1 x 10

-4 z
y 2,1 x 10 M). La adición de estas substancias, tampoco -

produce alteración alguna en las contracciones obtenidas
por la acción del bretilio (1,2 x 10 ^ M) (figuras 24, 25
26 y 27) .

En consecuencia, de acuerdo con estos últimos resul -

tados comentados, parece demostrado que las contracciones -

inducidas por el bretilio en el conducto deferente de rata,

172



se deben a la liberación de catecolaminas (noradrenalina lo

más probable) actuando sobre receptores alfa, puesto que:

.1) Se bloquean por bloqueantes alfa (fentolamina y fe
noxibenzamina).2)No se modifican por bloqueantes beta (propranolol)3)Se inhiben al vaciarse los depósitos neuronales de
catecolaminas (acción de la reserpina).4)Se potencian con las concentraciones adecuadas de

bloqueantes adrenérgicos (DMI y cocaína).5)Se bloquean con dosis elevadas de DMI. Substancia,

que a dicha concentración bloquea la salida de catécolamina6)No se modifican por los bloqueantes muscarínicos -

(atropina).7)No se modifican por bloqueantes antihistamínicos
(antazolina) ni por bloqueantes (cimetidina)

Llegados a este punto, nos pareció interesante estu -

diar, si la administración de bretilio a los animales, antes

de su sacrificio, inducía también, la aparición de las con-

tracciones anteriormente descritas, puesto que conocíamos -

de las experiencias de Kuntzman y cois (1970), que en la ra

ta el bretilio no es metabolizado, y el 63% de la dosis es

excretado de forma inalterada por la orina, y el 31% es ex-

cretada por las heces, durante los 4 días siguientes a su -

administración.
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Conducto Deferente de rata "in vitro", tras la admni-

stración de bretilio "in vivo"

Para realizar este grupo de experiencias, procedimos
en primer lugar a inyectar bretilio (10 mg/kg por via intra •

peritoneal) 1 hora antes del sacrificio de los animales (se

gún la dosis utilizada en nuestras anteriores experiencias

bioquímicas).
En este caso pudimos observar (figura 28), que tras -

la colocación del conducto deferente de la rata en el baño

de órgano aislado, aparecían de forma inmediata, unas con -

tracciones similares a las obtenidas en el caso de que el -
-5

bretilio (1,2 x 10 M) fuera adicionado al baño.

De forma paralela a como habíamos realizado en el a -

partado anterior de experiencias, también en esta ocasión,-
hemos procedido a administrar una dosis inferior (5 mg/kg -

por via intraperitoneal) y otra superior (20 mg/kg, por via

intraperitoneal) de bretilio.
En el caso de administrar 5 mg/kg de bretilio, no se

obtiene respuesta alguna. En cambio, si se observa la apri-
ción de las contracciones, cuando se administran 20 mg/kg -

de bretilio, 1 hora antes del sacrificio de los animales'

figura (32).

Por lo tanto, parecía evidente una relación entre do-
sis y efecto, lo cual nos sugirió que debíamos estudiar con

más detalle este proceso, ya que era de presumir una reía -

ción paralela a la observada con las experiencias "in vitro"
para ello, variamos sistemáticamente, los dos parámetros
que podían influir:

dosis

- lapso de tiempo transcurrido entre la administración
del bretilio y el sacrificio de los animales. Los intervalos
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de tiempo estudiados, entre la administración del bretilio

y el sacrificio de los animales fueron de 1,2,4 y 8 horas.

Como hemos podido observar en las figuras correspon-

dientes (28, 29, 30, 31 y 32, 33, 34, 35), al administrar -

tanto 10, como 20 mg/kg de bretilio, por via intraperitone-

al, 1, 2, 4 u 8 horas antes del sacrificio de los animales,
se obtienen, de forma inmediata, las contracciones del con-

ducto deferente.

Por lo tanto, aparece, aquí bien visible, la acción -

liberadora de noradrenalina, que posee el bretilio, acción
que ya destacábamos, al comentar los resultados de la perfu
sión del bazo de gato "in situ".

Por otra parte debemos señalar, que no hemos podido -

observar una correlación entre los resultados obtenidos con

la dosis de 10 mg/kg, respecto a los obtenidos con la de 20

mg/kg, ya que prácticamente en todos los casos analizados -

las contracciones son más altas y más frecuentes, con la do
sis de 10 mg/kg.

De nuevo comprobamos, en este grupo de experiencias,
la acción de los bloqueantes alfa (fentolamina y fenoxiben-

zamina), bloqueantes presinápticos (reserpina) y bloquean -

tes de la recaptación (DMI y cocaína) sobre las contraccio-
nes inducidas en el conducto deferente de rata, por la admi_
ñistración de 10 mg/kg, por via intraperitoneal, de bretilio
1 hora antes del sacrificio de los animales.

1,7 x 10 ^ M y fe-
una vez -

Los bloqueantes alfa (fentolamina:
_7

1,6 x 10 M) adicionados al baño,noxibenzamina:

instauradas las contracciones inducidas por el bretilio,
provocan también, en esta ocasión, una disminución, tanto
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en la intensidad, como en la frecuencia de dichas contraccji
ones, hasta prácticamente su desaparición (figuras 44 y 45)

La reserpina (4,1 x 10 ^ M) adicionada al baño, provo

ca una disminución de las contracciones, sin llegar a su to
tal desaparición (figura 46).

Asimismo, con los bloqueantes de la recaptación (DMI,

y cocaína) obtenemos también los mismos resultados que en -

' el caso de que las contracciones se deban a la adición di -

recta del bretilio (1,2 x 10 ^ M) al baño (figuras, 47, 48
49 y 50) .

De todas las experiencias descritas hasta aquí, tanto
"in vivo" como "in vitro", podemos concluir que:1)el bretilio produce una liberación de catecolamina

y no de otro neurotransmisor, tanto "in vivo" como "in vi -

tro", ya que la atropina, la antazolina, o la cimetidina, -

no provocan alteración alguna en las contracciones obteni -

das por acción del bretilio.2)esta noradrenalina (catecolamina) liberada, tiene

una acción fisiológica, bien manifiesta, en la inducción de
las contracciones en el conducto deferente de rata.3)esta acción fisiológica es mediada por receptores
alfa postsinápticos, ya que el propranolol (bloqueante beta
no afecta para nada a las contracciones inducidas por el
bretilio, y sin embargo, los antagonistas alfa (fentolamina
y fenoxibenzamina) provocan la desaparición de las mismas,-
así como también provoca dicha desaparición la adición de
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-5
de DMI a una concentración de 3,7 x 10 M, a la que la DMI

actúa como bloqueante presináptico.

4) la DMI y la cocaína, al actuar como inhibidores de
la recaptación, aumentan la cantidad de noradrenalina que -

actúa sobre el receptor, provocando de esta forma una poten
elación de las contracciones inducidas por el bretilio.

5) la reserpina inhibe las contracciones, ya sea admi
nistrada "in vivo" o adicionada al baño.

Así pues, todos estos resultados son concordantes con

los expuestos anteriormente y evidencian de nuevo, que'el -

efecto analizado del bretilio se debe a la liberación de

noradrenalina que induce este fármaco.

Descritas pues, todas las acciones

servadas por nosotros, se nos planteó la cuestión, de cómo
lleva a término su acción dicha substancia, o sea, como po-

dríamos explicar, en base a nuestros resultados, el mecani£
mo de acción del bretilio. Pensamos, que el efecto fuera de
bido a la inhibición de la MAO por el bretilio, por lo
realizamos las experiencias de

del bretilio ob

que

Determinación de la actividad de la MAO

Para intentar solucionar la cuestión planteada, y pen

sando que el bretilio podría actuar como inhibidor de la
MAO, ya que Furchgott y cois (1971) observaron, en sus expe

_7
que el bretilio (5,7 x 10 M) actúa como inhibi-

dor de la MAO de las terminaciones nerviosas adrenérgicas -

de la aurícula izquierda de cobaya (inhibición de naturaleza

riendas,
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competitiva), hemos realizado una serie de experiencias con

conducto deferente de rata, y administrando las mismas do -

sis de bretilio que las empleadas en nuestras experiencias
anteriores (10 mg/kg, por via intraperitoneal, a unos lotes
de animales, y a otros lotes 20 mg/kg, también por via in -

traperitoneal) determinamos, por comparación con un grupo -

control de animales, la actividad de la MAO (Krajl, 1965) -

tanto en los grupos de animales tratados, como en los con -

trol.

Hemos podido observar, que en estas condiciones, no

se obtiene una inhibición significativa de la actividad
la MAO en el conducto deferente aislado de rata, por lo que

concluimos que la inhibición de la MAO, no es la causa de -

los efectos observados, ni sobre la motilidad del citado ór

gano, ni sobre la liberación de catecolaminas.

de

De todo lo expuesto hasta aquí, podemos concluir que

el bretilio, para ejercer su acción:

- no altera las vesículas sinópticas.

- no impide la síntesis de catecolaminas.

- no impide la metabolización de las catecolaminas in
traneuronales, ya que no inhibe a la MAO, en nuestras condi
ciones experimentales.

- bloquea parcial o totalmente, el disparo de noradre
nalina producido por el impulso nervioso!
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Todo esto nos llevó a pensar, si el efecto del breti-

lio observado, se correspondería con su fijación en las mem

branas celulares, por lo que realizamos nuestros

Estudios_de Fijación

Estas experiencias iban encaminadas a caracterizaran
lo posible, el tipo de fijación que tiene lugar entre el
bretilio y la terminación nerviosa adrenérgica, empleando -

para ello, fracción de membranas de conducto deferente de -

rata.

En estas experiencias, hemos observado que:

- el bretilio tiene una gran capacidad para fijarse -

en la fracción de membrana obtenida a partir de un homoge -

neizado de conducto deferente de rata, (figura 51).

- el tiempo en que se alcanza el equilibrio de fija -

ción es muy corto {2'-3'), lo que implica una gran veloci -

dad de fijación (figura 51).

- esta fijación obtenida, es reversible, siendo des -

plazado el bretilio radiactivo fijado por bretilio frió,ver
la figura 52.

- al ensayar diversas concentraciones de bretilio, u^-

tilizando posteriormente el método de Scatchard para deter-
minar el tipo de afinidad, nos encontramos con una afinidad

_7 __g
con N=1.84 x 10 moles/gr. de proteína y K=2,l x 10 mol
(ver figura 54).

Por lo tanto, estos datos parecen demostrar que hay -

una estructura en la sinapsis adrenérgica, que es capaz de
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fijar el bretilio. Podría por ello pensarse, que el breti-
lio desplazara a las catecolaminas de su lugar de fijación

y que ésta fuera asimismo la causa de los efectos observa -

dos-.

Hemos estudiado, por ello, el posible desplazamiento
del bretilio de su lugar de fijación, por una serie de ago

nistas y antagonistas adrenérgicos: noradrenalina, adrena-

lina, anfetamina (figura 55),fentolamina, fenoxibenzamina,

yohimbina y propranolol (figura 5"1) , guanetidina y DMI (f;L

gura 58), y hemos encontrado que, al introducir en el incu

bado, transcurrido el tiempo suficiente para alcanzar el -

equilibrio, cantidades diversas de dichas substancias, es-

tas substancias, no desplazan al bretilio de su lugar de

fijación, lo que indica gran afinidad de esta substancia -

por este "locus", cosa concordante con la larga duración -

del efecto del bretilio.

Por otra parte, incubando previamente durante 60 mi-

ñutos, la fracción de membranas con estas substancias, y

añadiendo posteriormente, el bretilio tritiado, se observa
en algunos casos, una ligera disminución en la fijación, al

igual que en el caso de incubar la fracción de membrana con

bretilio y una de estas substancias simultáneamente. En .-

los casos en que se observa disminución en la fijación, és_
ta es dependiente de la concentración de bretilio, lo que

indica la posible existencia de una competencia por ese lu
gar de fijación.
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1)El bretilio produce, aún sin estimulación eléctri- '

ca del nervio esplénico, una liberación continua de noradre

nalina, apreciable bioquímicamente en el perfusado de bazo
de gato. Este dato confirma las experiencias de Abbs (1965)
en las que demostraron que tras una inyección de bretilio -

hay un aumento inmediato de la concentración de catecolami-
ñas en la sangre venosa esplénica del gato. Sugerimos que -

esta liberación es la causa del efecto simpaticomimético i-
nicial descrito para el bretilio.2)La perfusión del bazo de gato con reserpina, produ
ce una liberación de noradrenalina muy manifiesta e inmedia
ta. 3)El bretilio perfundido antes que la reserpina, blo

quea la gran liberación de noradrenalina provocada por di -

cho alcaloide.4)Cuando administramos bretilio "in vivo" a lotes de

ratas y luego se sacrifican a distintos tiempos, no se ob -

serva modificación en el contenido en noradrenalina del con

ducto deferente, respecto a los animales control..5)La falta de paralelismo entre la liberación de ñor

adrenalina por el bazo de gato perfundido con bretilio, y -

el hecho de que el bretilio no produzca modificación alguna
en la concentración de noradrenalina en el conducto deferen

te de rata, se puede explicar porqué el bretilio no afecta
las vesículas sinápticas (Brodie y cois, 1965; Ross y Gosz-

tonyi, 1975) y por lo tanto se mantiene su capacidad de sin
tesis y recaptación, por lo que el recambio es rápido y

contenido en noradrenalina permanece más o menos constante,
en los tejidos, como comprobamos nosotros, en el conducto -

deferente de rata.

el
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6)En lotes de rata, que se les pretrata con bretilio
"in vivo" y 1 hora después se les administra reserpina,
observa que el bretilio retrasa la acción depletora de la -

noradrenalina provocada por la reserpina, pero no la impide

se7)Esta interacción del bretilio con la reserpina, en

el conducto deferente de rata "in vivo", concuerda con la -

obtenida en el bazo de gato perfundido "in situ". Se trata

de dos órganos ricos en catecolaminas, y en los que a pesar

de ser diferente su estructura anatomofisiológica, se obtie
nen resultados similares. Se debe interpretar que el breti-

lio, en ambos casos, impide la difusión de la noradrenalina
de las vesículas destruidas por.la reserpina a los líquidos
intercelulares. Se anula así un factor importante en la eli^
minación de la noradrenalina que sólo desaparecerá del tejí

do por la acción de la MAO intraneuronal.8)Cuando ponemos en contacto el conducto deferente -

de rata aislado "in vitro" con bretilio a la concentración

de 1,2 x 10 ^ M, observamos, la aparición, tras un interva-
lo de 5 a 10 minutos, de unas contracciones frecuentes, in-
tensas y de larga duración, que no se presentan de forma e£

pontánea, es decir, cuando el conducto deferente se encuen-

tra en condiciones básales.9)Al adicionar bretilio, a mayor cocnentración (1,2
-4

x 10 M) en las mismas condiciones expresadas en el punto

anterior, observamos también, la aparición de unas contrac-

ciones del mismo tipo, aunque más frecuentes, pero de menor

La adición de 1,2 x 10 ^ M de bretilio,

respuesta alguna.

altura. no induce10)La altura y la frecuencia de estas contracciones -

obtenidas en el conducto deferente de rata, al adicionar el
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bretilio al baño de órgano aislado, es siempre mayor, para
-5

la concentración de 1,2 x 10 M.11)Para ambas concentraciones, la altura de las cont- •

racciones va aumentando, durante el transcurso de la expe -

rienda, en cambio, la frecuencia se mantiene prácticamente
constante.12)Demostramos que, las contracciones observadas indu

cidas por el bretilio en el conducto deferente de rata, se

deben a la liberación de noradrenalina, y que, ésta noradre

nalina, actúa sobre receptores alfa, por los siguientes mo-

tivos: a)se bloquean por la adición al baño de bloqueantes
alfa (fentolamina y fenoxibenzamina).b)no se modifican por bloqueantes beta (propranolol)c)se inhibén al vaciarse los depósitos neuronales de

catecolaminas, por acción de la reserpina.d)se potencian con las concentraciones adecuadas de
bloqueantes de la recaptación (DMI y cocaína).e)se bloquean con dosis elevadas de DMI, substancia

que a dichas dosis bloquea la salida de catecolaminas.f)no se modifican por los bloqueantes muscarínicos -

(atropina).g)no se modifican por antihistamínicos H^: antazolina
ni antihistamínicos I^: cimetidina.13)El conducto deferente aislado "in vitro" proceden-
te de rata pretratada con 5 mg/kg de bretilio, por via intra
peritoneal, 1 hora antes de su sacrificio, no presenta res-

puesta alguna.
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14)Si el conducto deferente aislado "in vitro" proce

de de rata pretratada con 10 mg/kg de bretilio, por via in-

traperitoneal 1, 2, 4 y 8 horas antes de su sacrificio, mué

stra de forma inmediata unas contracciones similares a las
-5

obtenidas en el caso de que el bretilio (1,2 x 10 M) sea

adicionado al baño, contracciones que van aumentando en al-
tura pero no en frecuencia con el transcurso del tiempo.15)Si la dosis que hemos administrado de bretilio es

20 mg/kg, las contracciones se producen de forma semejante,
no habiendo diferencia ni en cuanto a altura ni en cuanto a

frecuencia de las contracciones producidas.
De la observación de las gráficas, se tiene la impre-

sión, de que en los plazos más largos, entre inyección y sa

crificio del animal (4 y 8 horas), los movimientos tienden
a disminuir con el transcurso del tiempo de forma más acen-

tuada en los animales a los que se les administró una dosis
inferior (10 mg/kg).16)No se ha observado una correlación estrecha entre

las contracciones obtenidas, y la magnitud de las dosis, ya

que prácticamente, en todos los casos analizados las contra
cciones son más altas y más frecuentes para la dosis de 10

mg/kg, que para la de 20 mg/kg. Sin embargo, cuando la do -

sis es mínima (5 mg/kg) no se manifiesta acción alguna.17)Igualmente que "in vitro",el bretilio administra-
do previamente "in vivo", produce liberación de noradrenali^
na, pues los resultados obtenidos con los bloqueantes selec
tivos son idénticos en ambos casos.18)Se ha de aceptar que las contracciones del conduc
to deferente de rata, provocadas por el bretilio, están me-

diadas por receptores alfa postsinápticos (anulación por los
antagonistas alfa: fentolamina y fenoxibenzamina), y que no

intervienen los receptores beta (ausencia de efecto de los -

bloqueantes específicos). Son concordantes los resultados
"in vivo" e "in vitro".
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19)Los inhibidores de la recaptación (DMI y cocaína)
aumentan la cantidad de noradrenalina que actúa sobre el re

ceptor, provocando, de esta forma, una potenciación de
contracciones inducidas por el bretilio, tanto adicionado -

al baño, como administrado previamente al animal antes de -

su sacrificio.

las20)La reserpina inhibe las contracciones, ya sea adi^
cionada al baño, o administrada "in vivo". Esto indica
la noradrenalina neuronal es imprescindible para el efecto

del bretilio que estudiamos.

que21)El bretilio a las dosis y condiciones experimenta
les utilizadas por nosotros, no inhibe la acción de la MAO.
Por lo tanto, esta no es la explicación de los efectos ob -

servados, ni sobre la motilidad del citado órgano, ni sobre
la liberación de catecolaminas.22)El bretilio pues:a)no altera las vesículas sinápticas.

b) no impide la síntesis de catecolaminas.

c) no impide la metabolización de las catecolaminas -

intraneuronales, ya que no inhibe la MAO en nustras condi -

ciones experimentales.

d) bloquea total o parcilamente el disparo de noradre
nalina producido por el impulso nervioso.23)El bretilio se fija a la fracción de membrana ob-
tenida a partir de un homogeneizado de conducto deferente ,

de una forma muy rápida, ya que el tiempo en que se alcanza
el equilibrio es muy corto (2"- 3").24)Esta fijación es reversible, siendo desplazado el
bretilio radiactivo fijado, por bretilio frió.
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25)Si la fracción de membrana de conducto deferente,
se obtiene de ratas tratadas con 6-OH-dopamina, no se obser
va fijación específica del bretilio a dicha fracción. Este

dato concuerda con las experiencias de Ross (1976) y Ross y

Gozstonyi (1975) en las que vieron que el pretratamiento de
ratas con 6-OH-dopamina, reduce de forma muy marcada la re-

captación de bretilio en el conducto deferente, indicando -

esto que las terminaciones nerviosas son las responsables
de esta recaptación.26)Una vez el bretilio está fijado a su "locus" de -

unión, no es desplazado del mismo por adición de adrenalina
noradrenalina o anfetamina.27)Tampoco se logra desplazar al bretilio de su lo -

cus, tras la adición de fentolamina, fenoxibenzamina, pro -

pranolol, yohimbina, guanetidina y DMI.28)En el caso de incubar previamente durante 1 hora
la fracción de membrana con estas substancias citadas en el

punto anterior, y añadiendo luego el bretilio tritiado, se

observa una disminución de la fijación del bretilio, al igu

al, que en el caso de incubar la fracción de membrana con -

bretilio y una de estas substancias simultáneamente. En ca-

so de observar disminución de la fijación, ésta es dependi-
ente de la concentración de bretilio.29)Estos datos sugieren que hay una estructura, en

la sinapsis adrenérgica, que es capaz de fijar el bretilio.
Pensamos que esta estructura debe ser importante en el me -

canismo de difusión de la noradrenalina a través de la mem-

brana presináptica, pues de esta forma habría una única ex-

plicación,tanto para los dos fenómenos demostrados en esta

Tesis, como para el anteriormente conocido, a saber:
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a) liberación de noradrenalina en el perfusado de ga-

to y efecto simpaticomimético en general, y en especial en

el deferente de rata.

b) bloqueo de la difusión al perfusado de la noradre-
nalina liberada por la reserpina.

c) estimulación alfa-adrenérgica de la motilidad del

conducto deferente y

d) bloqueo del efecto de la estimulación del simpáti¬
co.

En los cuatro casos, está involucrado el paso de la -

noradrenalina a través de la membrana, en un sentido o en -

el otro. Sugerimos que el "locus de fijación" del bretilio
podría ser el mismo (o espacialmente próximo) al de la fija
ción de la noradrenalina, y que esta fijación de la noradre

nalina, en la membrana, fuera el eslabón intermedio necesa-

rio para el paso de la noradrenalina a través de la membra-
na en cualquiera que fuera la dirección en que lo hiciera.
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