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Este trabajo fue proyectado para estudiar distintos aspec-
tos del mecanismo de accidén de los antagonistas de los recepto
res @-adrenérgicos que pueden contribuir a explicar la utilidad
de estos farmacos en el tratamiento de la hipertenéién arterial.
Se estudid asi’ su posible accidn bloqueante de neuronas adrene'_r_
gicas de tipo guanetidina, su accién sobre los receptores fbpre-
sinépticos que regulan la liberacién de noradrenalina y su ac-

. 7 . - .
cion sobre la enzima monoamino-oxidasa.

En la preparacion de conducto deferente de rata aislado
estimulado intramuralmente, el propranolol mostrd acciones
cualitativamente muy similares a las de la guanetidina. Esta a-
nalog{a fue mucho menos marcada en el caso del alprenclol

mientras que el INPEA, un antagonista @desprovisto de activi
dad anestesica local, no bloque6 en absoluto la respuesta con-
tractil del conducto deferente inducida por estimulacion eléctri
ca. Por otra parte, los estudios realizados con el anestésico
local procafna, asi como con quinidina, sirvieron para demos-
trar que los efectos obtenidos con concentraciones bajas,del or
den de 10-7M, de propranolol no pueden ser atribuidos a la pro
piedad estabilizadora de membrana de esta substancia sino mas
bien a una accién de tipo guanetidina. Sin embargo, en una pre-
paracidén "in vivo'" como es la membrana nictitante del gato a-
nestesiado, no se pudieron poner de manifiesto de forma satis-

. . < .
factoria las acciones bloqueantes de neuronas adrenergicas del

propranolol.

3
Tras incubacidon del conducto deferente con ~H-Noradrena-
lina, solamente la guanetidina fue capaz a concentraciones bajas
de reducir el "overflow'" del neurotransmisor marcado inducido

por estimulacion eléctrica. La ausencia de efecto de los anta-



gonistas (!a parece excluir la presencia de receptores ppresinz{B
ticos en el conducto deferente de rata. Al subir cien veces,

hasta 3 x IO-SM, la concentracidn de los firmacos en estudio

tanto la guanetidina como los antagonistas (!; redujeron el 'over
flow'"., No obstante, el hecho de que esta alta concentracion de
los antagonistas (5 prevenga ya la reincorporacidn de 3H-nora—
drenalina no permite adscribir rigurosamente los efectos ante-

. I .
riores a un bloqueo de neuronas adrenergicas.

En la auricula izquierda de cobaya estimulada eléctricamen
te, los efectos obtenidos con bajas concentraciones de bloquean-
tes (), adrenérgicos si parecen compatibles con una regulacion
presinaptica {5 de la liberacion del neurotransmisor marcado.
Este efecto no es dependiente de la concentraciéon de los anta-
gonistas (Bpues disminuye al elevar eésta, debido posiblemente a
que el bioqueo de la reincorporacion de noradrenalina puede de-

. . ' . < .
terminar una estimulacion de los receptores (5 presinapticos.

La actividad bloqueante de neuronas adrenérgicas del pro-
pranolol y el bloqueo de los receptores (& presinapticos por pro
pranolol o alprenolol puede pues servir para interpretar, al me
nos parcialmente, la actividad antihipertensora de estos compues
tos. No parece, en cambio, que tenga ningin papel la inhibicidn
de la monoamino-oxidasa de tejido cardiovascular o cerebral,
que so0lo se observa 'in vitro'" con altas concentraciones de
pPropranolol y nunca "in vivo'", incluso tras tratamientos pro

longados.



CAPITULO I

. INTRODUCCION



1.LA NEUROTRANSMISION ADRENERGICA EN EL SISTE-
MA NERVIOSO AUTONOMO

1. 1. Biosintesis y almacenamiento de la noridrenalina en

las neuronas adrenércicas

La hidroxilac_ién de la tirosina a DOPA, catalizada
por la enzima tirosina-hidroxilasa constituye el paso limi
tante en la velocidad de la reaccién de biosintesis de cate
colaminas. Esta hidroxilacidén, asi como la decarboxilacion
de DOPA a dopamina ocurre en el citoplaéma. La dopami-
na penetra seguidamente en los grénulos'de almacenamien
to en los que se convierte en noradrenalina (NA) (Fig. I).
Estos granulos contienen una alta concentracion de cateco
laminas, 21 % aproximadamente del peso seco, asi como
ATP en una relacién molecular de 4: 1. Los granulos tam
bién contienen unas proteinas especificas, las cromograninas,
y la enzima dopamina hidroxilasa (DBH). El complejo cate
colamina-nucledtido-proteina constituye el depdsito de reser
va, y en la médula adrenal es el mayor depésito de adrena
lina, pero es dudoso que sea la principal reserva de NA en
los terminales adrenérgicos. Dentro de las vesiculas tam-
bién existe un dep'ésito movil que se encuentra en equilibrio

con el depdsito movil del citoplasma.
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1.2.Mecanismo de recaptacion de Noradrenalina

El proceso de recaptacién & 'uptake' se condidera unz
de las formas de conservar constante la cantidad de NA den
tro de la neurona, pero se ha observado que realmente es
importante como proceso de inactivacion. Las neuronas po-
seen un sistema de transporte especifico para el neurotrans
misor que sintetizan y liberan, que en el caso de las neuro
nas adrenérgicas es la NA. Dentro del citoplasma neuronal
existen otros tipos de captacion para transferir las aminas
del citoplasma al interior de las vesiculas sinapticas, que

rd
actuan como almacenes de reserva.

El transporte de noradrenalina al interior de la neurona
es un proceso muy activo: utilizando 3H-NA se ha podido com
probar que la capacidad de concentracién de la amina en co
razén de rata, en 30 minutos, puede llegar a ser 60: 1, y con
siderando que el proceso de '"uptake' estd restringido casi
por completo a los terrminales nerviosos se deducen unos va
lores de 1000: 1 (Iversen, 1963). Como en otros sistemas de
transporte, la proporcidn de NA captada es dependiente de la
temperatura, lo que contrasta con la difusion pasiva. Diver-
sos estddios han mostrado que la proporcién de NA captada
es insensible a inhibidores metabdlicos, aungue una larga ex
posicion en estas condiciones (anoxia, omision de eneregia, etc)
6 la combinacién de inhibidores del metabolismo aerobio y de
la ¢licolisis si puede anularlo (Wakade y Furchgott, 1968). Exis

te una clara dependencia en la incorporacion de NA de la pre



sencia de i6n Na* en el medio externo: si éste se elimina
se bloquea la captacidn, y por eso este sistema de trans-
porte se puede bloquear con ouabafné, que inhibe la bomba
de sodio (Na" / K*-ATPasa) (Bogdansky y Brodie, 1969). De
be indicarse, por otra parte, que al estudiar la captacion
de los isomeros opticos de la NA y aminas similares, se
ha observado que el proceso es mas activo para las formas
levogiras que para las dextrdgiras, es decir, es estereoes-

e
pecifico.

Se piensa que el papel mas importante del "uptake' de
la NA en la transmisién adrenérgica es terminar las accio-
nes de la NA liberada por los terminales nerviosos. En e-
fecto, la inhibicidn de las enzimas MAO y COMT tienen po-
co efecto en cuanto a potenciar 6 prolongar las acciones de
la NA exégena (Iversen, 1967), y sin embargo, la inhibicidn

”’ < . . I -
del "uptake' por cocaina o0 desipramina si lo tiene.

Una vez que la noradrenalina ha sido transportada a tra
vés de la membrana neuronal, una cantidad pasa al interior
de las vesiculas ( Potter, 1966, 1967) lo que la protege de
la pérdida por ligamiento & por metabolismo. Las vesiculas
sindpticas juegan un papel muy importante en la biosintesis,
almacenamiento y liberacidén de la NA, ellas también son ca
pPaces de acumular mediante transporte activo el neurotrans-
misor. De distinto modo .que el '"uptake' neuronal ya descrito,
el '"uptake' de las vesiculas tiene relativamente poca afinidad
por las catecolaminas, y no depende de la presencia de N:: o

K*¥ en el medio, y es insensible a bastantes inhibidores de la



captacion neuronal, en las vesiculas adrenales parece que es
ta implicada en este proceso la ATPasa dependiente de Mg,
en este casa, sin embargo, este hecho no esta claramente es
tablecido. E1l inhibidor mas potente del "uptake' vesicular es
la res:rpina, en tejidos tratados con este compuesto la NA
acumulada se destruye rapidamente por actividad de la MAO
intraneuronal (Lindmar y Muscholl, 1964 ; Iversen y col, 1965).
Aunque existe una considerable evidencia a favor de que
la 3H—NA exogena sea tomada y almacenada en los nervios
simpaticos, sin embargo, hay alguna duda de que ésta se mez
cle homogéneamente con el depésito endGeeno de NA. El al-
macenamiento de la NA marcada se produce en las vesiculas
cercanas a la membrana neuronal, puesto que esta zona es
donde se ha encontrado la mayor concentracién (Budd y Salpe-

ter, 1969).

Ademas de la captacion por los nervios adrenérgicos
las catecolaminas exégenas puden ser captadas por aleunos
tejidos no neuronales, por un sistema de transporte distinto
del anterior. Esto se observo al perfundir tejidos con con-
centraciones altas de NA: el proceso se bloqueaba con nor-

. . . s 7
metanefrina y no por desipramina. La acumulacion se lleva
« ” . .
ba a cabo hasta alcanzar una proporcion tejido: medio de

4: 1, y para diferenciarlo de la captacion neuronal 6 ”uptakel"
ll.
2
ble, aunque demostrd tener menos afinidad por las catecola

. s .
se le denomind '"uptake El proceso es asi mismo satura-

minas. Cuando el '"uptake' esta bloqueado, el "uptakez" pasa

1
a representar el papel mas importante para la inactivacion



de la NA (Langer, 1970; Hughes, 1972).

1. 3. Liberacidén de la Noradrenalina

El impulso que viaja por el axon al llegar al termi-
nal nervioso, en concreto a la varicosidad que se halla en
su extremo,provoca una despolarizacion en la membrana por
la que la NA se libera en la brecha sinaptica. Podria sin
embargo ocurrir que la descarca en espiga no fuera el es-
timulo necesario para esa liberacién, como lo sugiere la
observacién de que los acentes despolarizantes de membra
na, tales como K* 6 la acetilcolina pueden inducir la libera
cion de la NA incluso en presencia de tetrodotoxina, que pre
viene la propagacion de los potenciales en espiga al bloquear
selectivamente la permeabilidad al N& . Es mas, la tetra-
caina, un anestésico local, puede bloquear preferencialmente
la entrada del Ca2+, mas que la del Nd y prevenir la libe-
racion de la NA inducida por K* 6 por ACh, aunque se pro
~duzcan las descarcgas (Haefely, 1972). Parece, pues, que el
estimulo crucial para la liberacién de la NA es la entrada

2+ .
del Ca” y no la despolarizacidén del axon ''per se'.

Se sabe que la eficiencia en la liberacién de NA puede
variar con la frecuencia de la estimulacion, la amplitud y la
duracion del potencial de accién (Haefely, 1972). A bajas fre

cuencias (0,5-2 Hz) el incremento de dicha liberacion se pue
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de deber a un aumento de la amplitud y duracion del poten
cial dé accidn, pero a altas frecuencias (10 Hz en adelante)
también existe un aumento en la eficiencia de la liberacion
debido a que disminuyen los mecanismos de inactivacion (por
ej. el "reuptake"). Sin embargo, llega un momento en que
la liberacion disminuye, sobre todo cuando los trenes de es-
timulos son muy larcos, y aun no estando los depodsitos de
NA apreciablemente deprimidos, debido a un mecanismo de
"feedback'" negativo mediado por los receptores o presinap-
ticos (aspecto sobre el que se insistira mas adelante), asi
como al agotamiento del potencial de accion (Kao y Mc

Cullough, 1973).

El mecanismo mas apoyado es el de una pinocitosis
invertida, es decir una ''exocitosis'. Este proceso incluye
acercamiento y fusién de la membrana vesicular con la de
la neurona, seguida de apertura y vaciamiento del contenido
vesicular al espacio sinaptico. Este proceso no esta del to-
do esclarecido en las neuronas adrenérgicas aunque sf lo es
td en glandulas exocrinas e incluso, ultimamente, en la g¢lan

dula adrenal.

Hoy en dia parece aceptado que la NA liberada por es
timulacién nerviosa tiene su origen en las vesiculas de al-
macenamiento mas que en la NA presente en el citoplasma,
como se ha visto en tejidos reserpinizados en los que la
MAO se habia inhibido, cuya estimulacién no aumenta la libe
“racion de NA ( Potter, 1967; Farnebo, 1971). Cuando se

. . . [4 . .« 7
produce la estimulacion se libera no sdélo NA sino también
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otra serie de compuestos presentes en la vesicula como son
el ATP, la DBH 6 la cromoeranina, mientras que las enzimas
citoplasmaticas no son liberadas en absoluto (Kirshner y Vi-
veros, 1972 ; Smith y Winkler, 1972). Asi mismo existe evi-
dencia de la exocitosis como mecanismo devliberacic'm de la
NA gracias a los datos obtenidos por microscopia electrdni-

ca.

Las aminas simpaticomiméticas indirectas causan sus
efectos por liberacion de la NA y no por interacciéon con los
receptores, hecho comprobado al utilizar cocaina que abole
su efecto, (por ej. de tiramina), mientras que potencia la res
puesta a la NA exdépena (Burn y Tainter, 1931; Iversen, 1966).
Por otro lado la denervacion previene esta accion simpatico-
mimética, por lo que se sugirié que actuaban sobre la neuro
na presiﬁéptica (Burn, 1932). La teoria resulto apoyada por
la observacién de que al vaciar los depésitos de almacena-
miento de NA con reserpina se abole el efecto de la tiramina,
restaurandose sus acciones después de infusion con NA (Burn
y Rand, 1958). El proceso para la liberacion de NA por la ti
ramina parece, en efecto, que no es similar al proceso fisio
16gico: en la liberacidén de NA no se halla involucrado el me
canismo exocitécico, ni se trata de un proceso Ca2+—dependie_§

te.

Es un hecho conocido el que un tejido incubado con nor-
adrenalina marcada, la libera posteriormente al estimular e-
4 . - . . L > -
lectricamente dicho tejido. Sin embarco parece existir una li

. 3 . ‘v
beracion preferencial de la "H-NA cuando la cantidad utiliza-
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da para la incubacién es pequefia (menor de 10 ng/ fnl), mien
tras que al aumentar la concentracidn hasta 100 ng / ml, la
amin_a marcada se mezcla homogéneamente con el neurotrans
misor almacenado en el tejido (Hughes, 1973). Del mismo mo
do, parece ser que la NA recién sintetizada tiende a eliminar
se mas répidamente que la NA almacenada (Hughes vy Roth,

1974).

1.4. Metabolismo de la Noradrenalina

El metabolismo del neurotransmisor adrenérqico, la nor-
adrenalina (NA), se lleva a cabo principalmente por dos enzi-
mas, la monoaminoxidasa (MAQO) y la catecol—O-metiltransferi
sa (COMT). Diversos autores han demostrado que la MAO se
halla tanto en los terminales nerviosos como extraneuronal-
mente. La mayor parte de la COMT par'ece encontrarse en te
jido extraneuronal, aunque recientemente se ha encontrado tam
bieén localizada en los terminales adrenérgicos (Jarrott, 1971:

Jarrott y Langer, 1971).

Existen ademas dos enzimas relacionadas con la redﬁc-
cién § la oxidacidén del aldehido 3,4-dihidroxifenilelicélico (DO
PAL), formado a partir de la NA por actividad de la MAO, y
son la aldehido reductasa (AR) que es una enzima NADPH-de-
pendiente y la aldehido dehidrogenasa (ADH) que es NAD -depen

diente.

De los cinco metabolitos obtenidos como resultado de la
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actividad de esas enzimas sobre la NA uno es O-metilado:
la nor.meténefrina (NMN) y existen dos desaminados: 3,4-
dihidroxifenilelicol (DOPEG) y el acido 3, 4-dihidroximandéli
co (DOMA). Los dos restantes son desaminados y O-metila
dos: 3-metoxi-4-hidroxifenilplicol (MOPEG) y el zcido 3-me
toxi-4-hidroximandélico (VMA).

En la mayoria de los tejidos inervados adrenéreicamente,
previamente marcados con 3H_NA, la liberacion de radiacti-
vidad se debe a los metabolitos de la NA, y en general la
3H-NA supone menos del 10 % del total de la radiactividad,
siendo el DOPEG el metabolito que representa la mayor pro-
porcion del tritio recuperado en estado de reposo. Normal-
mente la sipuiente fracciéon en importancia corresponde a los
metabolitos O-metilados y desaminados (OMDA). La NMN re-
presenta un porcentaje bajo del total de metabolitos, pero co
mo han demostrado Tarlov y Langer (1971) si se inhibe 1la
MAQO por pretratamiento con pareilina la NMN lleca a repre-

sentar el 25 % de la liberacidn esponta’.nea de radiactividad

en auricula de cobaya aislada.

El DOPEG parece formarse exclusivamente dentro de los
terminales nerviosos eracias a ia actividad de la MAO intra-
neuronal y la AR (Adler-Graschinsky y col., 1972). En efecto
el bloqueo selectivo de la MAO intraneuronal con bretilio a-
bole la liberacion espontanea de 3H-DOPEG sin afectar la can
tidad de 3H-DOMA que se obtiene en auricula de cobaya, pues
éste se forma mediante la actividad de la MAO extraneuronal

y la ADH.
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En experimentos en que la liberacion del neurotrans-
misor es inducida por estimulacién eléctrica, una importante
fraccidn de la NA se recoge en forma de metabolitos, y de
ellos el que se encuentra en mayor proporcion es el 3H-DQ_
PEG, que en membrana nictitante de rato representa hasta
el 50 % del "overflow' de 3H (Langer y Enero, 1974). El 3H-
DOPEG resulta de la recaptacion de 3H-NA y de su poste-
rior metabolismo a través de la MAO intraneuronal y la AR.
Esta secuencia metabdlica ha podido deducirse de observacio
nes en tejidos tratados con cocaina en los que queda impedida
la formacion de DOPEG por bloqueo de la reincorporacidn de
la NA liberada tras la estimulacién eléctrica. El orisen de
los metabolitos desaminados y O-metilados es similar al del
DOPEG, recaptacion y posterior metabolismo, pues se inhibe
también su formacion por cocaina, bloqueante de la recapta-
cién. Sin embargo la 3H—NMN se obtiene después de su cap
tacion extraneuronal y la actividad de la COMT, efectivamen
te cuando existe estimulacién nerviosa, fenoxibenzamina (1nh_l
bidor del "uptake ||y del "uptakez") disminuye la aparicién de
la NMN en tejidos estimulados eléctricamente pero no en el
"outflow'" espontaneo. Como consecuencia de todos estos he-
chos el 'reuptake' de la NA aparece como un mecanismo de
inactivacion mas que como proceso para economizar el neuro

. e
transmisor que se podria volver a usar.

3 . .
El H-DOPEG representa, pues, el metabolito mas im-
3
portante obtenido a partir de la H-NA en condiciones de re

poso y durante la liberacidén inducida por acentes tipo reser
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pina, por el ion K* y por estimulacidén nerviosa. El DOPEG
no es retenido en la neurona ni acumulado en vesiculas, por
lo que se ha pensado que pudiera ejercer efectos propios vy,
efectivamente, Rubio y Langer (1973) han observado que el
DOFEG es equipotente con la NA en cuanto a la inhibicién
de la tirosina hidroxilasa (TH) en auricula de cobaya. El pro
ducto resultante de la O-metilacion del DOPEG por la COMT
es el MOPEG, que carece de efecto sobre la TH. La catecol
-O-metiltransferasa puede, en consecuencia, regular la bio-
sintesis y liberacidén de NA. Los dos metabolitos desamina-
dos (DOPEG y DOMA) y los dos O-metilados (MOPEG y VMA)
son totalmente inactivos tanto como agonistas como antago-
nistas sobre los receptores adrenérericos, la NMN, sin em-
baroo, muestra efectos muy similares cualitativamente a los
de la NA, por lo que tiene un especial interés la ruta meta-
bélica del DOPEG en cuanto supone una terminacién de los e-

fectos de la NA.

i 3
1.5.Receptores localizados en las neuronas adrenergicas

Por lo menos tres grupos de receptores son esenciales
en la neurotransmision. Los receptores sobre el soma y las
dendritas de las neuronas, que determinan la frecuencia de
los impulsos que llecan hasta el terminal del axon. Los re-
ceptores postsinapticos, por otra parte, reconocen el neuro-

. . [ .
transmisor y median la respuesta de la celula inervada. Aun
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que estos son los receptdres clasicos, y bastan para que

el sistema opere, existe evidencia de que hay otra serie de
receptores localizados en los terminales nerviosos y que.siz
ven para controlar la liberacidn y en aleunos casos la biosin

tesis del neurotransmisor.

1.5. 1.Receptores postsinapticos:

Una vez liberado el neurotransrrisor interacciona con
los receptores situados en la célula efectora obteniéndose
como resultado una respuesta. Ahlquist (1948) clasificé es-
tos receptores como & y {3, basandose en el tipo de res-
puesta obtenida. En general la respuesta mediada por los re
ceptores ® en musculo liso es una contraccidn, mientras que
al actuar la NA sobre los receptores (b se obtiene una rela-
jacion. Sin embargo, no siempre ocurre Vasi’, pues por ej. la
contraccién del musculo cardiaco ocurre via (5 adrenoceptores,
y la activacion de los receptores d y f) del misculo liso in-

. . 3 . .« 7 : >
testinal provoca inhibicion de su movimiento.

Un determinado tipo de tejido puede poseer receptores
i< . 3 .
o, rb o de los dos tipos al mismo tiempo, como ocurre en
. ”
el caso de los vasos sanguineos que riegan los musculos es
. . . -
queleticos, en los que bajas concentraciones de adrenalina al
. - ' 3
activar los receptores P provocan vasodilatacion, pero si la
s 7 ‘ . s
concentracion es mayor los ¢ producen vasoconstriccion. En

- -’ .
general no existen compuestos que posean una accion exclusi
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vamente sobre los receptores de uno u otro tipo, pero al
predorr.linar uno de los dos efectos se puede predecir su ac
cién. Asi la isoprenalina, que posee propiedades agonistas £
Pero poca accion sobre los receptores oo, aumenta el ritmo
cardiaco y la fuerza de la contraccidn, dilata los vasos de
los musculos esqueléticos disminuyendo la preéic’m sanguinea
y relaja el mudsculo liso bronquial, mientras que fenilefrina,
cuyos principales efectos estan mediados por receptoresc,
carece de efecto sobre el musculo cardiaco 6 bronquial, pe

. « 7 s 2 ~
ro produce vasoconstriccion aumentando la presion sanguinea.

Gracias al descubrimiento de los bloqueantes de los re
ceptores {3 selectivos se han podido clasificar éstos en dos
grupos: '{bl situados en corazon e intestino y(’)z sobre muscu-
lo bronquial, lecho vascular y utero (Lands y col., 1967).
Existen agonistas @selectivos, por ej. el salbutamol que re-
laja el musculo bronquial al estimular los receptores [”2 sin
poseer efectos cardioestimulantes.Del mismo modo existen
antagonistas {bselectivos, el practolol, por ejemplo, bloquea
preferencialmente los receptores Pl cardiacos, mientras que
con butoxamina los receptores (BZ del lecho vascular son los

bloqueados de forma selectiva.

1.5.2.Receptores presinapticos:

. ' . . 7 . .
Hasta hace relativamente poco tiempo no existian indi-

cios de la existencia de unos receptores en la superficie ex
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terna de la membrana de los terminales nerviosos. En 1957,
Brown yG-‘illespie observaron que fenoxibenzamina, un g-a-
drenolitico, aumentaba el "overflow" de NA, inducido por es
timulacién eléctrica en bazo perfundido de gato, aunque estos
autores lo achacaron al bloqueo de los receptores o postsi-
napticos, con los cuales no se podria combinar el neurotrans

misor quedando libre.

Mas recientemente se ha constatado que el efecto contra-
rio se obtiene con apgonistas de otadrenoceptores, y desde
entonces se han encontrado las mismas acciones en todos los
tejidos estudiados, independientemente de que la respuesta es
té mediada por receptores o & {5 Aunque los antagonistas
poseen a altas concentraciones otras propiedades, (por ej. fe
noxibenzamina inhibe el 'uptake'' neuronal y extraneuronal),
su accién sobre los receptores o presinapticos se observa ya
a bajas concentraciones. Por lo que se refiere a los agonis
tas, la NA liberada activa esos receptores inhibiendo su pro
pia liberacidn, es decir se trata de un sistema de 'feedback"

negativo, (Kirpekar y Puig, 1971; Farnebo y Hamberger, 1971).

Para que se ponga en marcha este mecanismo el neuro
. . ”
transmisor debe alcanzar una concentracion umbral en la bre
. 2 . .. . ,
cha sinaptica. Asi, en tejidosen que se han vaciado los depo-
13 - . . 3 .« ? »
sitos de NA con reserpina 6 por la inhibicion de su sintesis
- . - - ’
con (-metil-p-tirosina, este mecanismo no actua (Enero y Lan
ger, 1973; Cubeddu y Weiner, 1975). Las condiciones de esti-
72 Iy . »
mulacidon eléctrica influyen considerablemente en la modula-

cién presiniptica de la liberacion de NA. Por ejemplo, Rand
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y col. (1975) encontraron que la fenoxibenzamina no aumenta
. , 3 )
ba el "overflow'" de "H-NA inducido por un sélo pulso en au

P d
"overflow" si aumento 4,5 veces

ricula de cobaya, pero el
cuando el tren utilizado fue de 16 pulsos. Por otro lado este
sistema de regulacion presinaptica va perdiendo eficiencia se

gin aumenta la frecuencia de estimulacidn (Starke y col, 1975a).

El "feedback'' negativo presinaptico que regula la libe-
racion de la NA es operativo cuando la liberacién se induce
por estimulacidn eléctrica o por K* sin embargo no actdia en
absoluto en la liberaciéon de NA por tiramina (Starke y Montel,
1973). Puede por consiguiente pensarse que la modulacidn pre
sinaptica consiste en una modificacién de la cantidad de iones

2+ . . 2
Ca” asequibles para el proceso de la liberacion.

Aunque los receptores presinapticos y los postsinapticos
sean estimulados por agonistas de o adrenoceptores y bloquea
dos por los oadrenoliticos, parece que los receptores postsi-
népticos, que median la respuesta del 6rgano efector, no son
idénticos a los receptores presinapticos, que regulan la libe-
racion de NA durante la estimulacién nerviosa. Starke (1972)
comprobo estas diferencias entre las potencias relativas de al
gunos agonistas o en corazoén de conejo: mientras que metoxa-
mina y fenilefrina activan preferentemente los receptores post
sinapticos, noradrenalina, adrenalina y nafazolina poseen apro-
ximadamente la misma potencia sobre los receptores presinap
ticos y los posfsinépticos, y por ultimo, oximetazolina, cloni-
dina y tramazolina actdan, predominantemente, sobre receptores

o-presinapticos. Estos ultimos compuestos, debido a su efec
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to inhibidor de la liberacidon de NA, a concentracionés que

todavia no provocan una r‘espuesta contractil, reducen la res
puesta a estimulacidn eléctrica. Asi mismo existen diferen-
cias en la potencia relativa de los a—adrenolfticos: fenoxiben
zamina es mas potente en bloquear los receptores postsinap
ticos, la fentolamina posee, en cambio, una potencia similar
sobre los receptores presinapticos y los postsinapticos, sin
embargo la yohimbina a concentraciones muy bajas (‘3 b 4 10'8
M) bloquea preferencialmente los receptores presinapticos

produciendo un aumento en la liberacion de NA y de la res

puesta contractil, en contra de lo que se podl’a esperar

(Starke y col, 1975b).

Recientemente se ha postulado la existencia de un me-
canismo de '"feedback", aparte del ya citado, que estaria
mediado por receptores Ppresinépticos y que actuaria de
forma inversa: los aeonistas P (isoprenalina) aumentarian la
liberacidn de ‘NA (Langer y col, 1974; Stjirne y Brundin, 1975).
El incremento en la NA liberada al activar los receptores
presindpticos es mas acusado a bajas frecuencias de estimu
lacion nerviosa (Langer y col, 1975), por eso el propio neu-
rotransmisor facilitara su liberacidon a bajas frecuencias a-
través de dichos receptores. En cuanto a su naturaleza se sa
be que Dahlof y col. (1975) observaron bloqueo de dichos re-
ceptores con metoprolol, que es un bloqueante selectivo PI’ Pe
ro en una publicacién reciente Stjirne y' Brundin (1976) su-
gieren que los A adrenoceptores presinapticos involucrados

serian PZ pues terbutalina y salbutamol aumentan la liberacién
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de NA, mientras que el aronista pl H110/38 carecia de e-

fecto. ’

La facilitacion de la liberacién de NA por activacion de
los receptores p presinapticos podria estar mediada por un
aumento en los niveles de AMPc en los terminales adrene’rqjcos
cos. Se ha encontrado, que algunos inhibidores de la fosfo-
diesterasa aumentan la liberacion de NA inducida por estimu
lacion eléctrica (Langer y col, 1975; Cubeddu y col, 1975), y
en bazo perfundido de pato aleunos analopos de nucleétidos ci
clicos aumentan la liberacion tanto de NA como de DBH du-

- « 7 .
rante la estimulacion nerviosa.
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2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS Y APLICACIONES TE -
RAPEUTICAS DE LOS BLOQUEANTES ()-ADRENERGICOS
t .

2. 1.Propiedades farmacoldgicas mas importantes de los [ -

[ 3

bloqueantes

Estos compuestos antagonizan los efectos de lés aminas
simpaticomiméticas sobre los receptores FJ, reduciendo asi
los efectos cronotrdpicos e inotrdpicos cardiacos debidos a
las catecolaminas circulantes. Los fp-bloqueantes inhiben tam
bién los efectos vasodilatadores de las catecolaminas y au-
mentan por tanto el efecto presor de la adrenalina. Aparte de
sus acciones sobre el miocardio y sobre la vasculatura, los
bloqueantes {» modifican igualmente otras acciones mediadas
por estos receptores. Asi, estos compuestos antagonizan la
relajacion de los musculos uterino y bronquiales inducida por
las catecolaminas, y bloquean los efectos metabdlicos media-

'dos por los receptores (b (lipolisis, glicolisis, glicoesenolisis).

Dentro de los receptores (&-adrene’rgicos se ha distingui
do tradicionalmente (ver por ej. Armnold y McAuliff, 1969) en-
tre receptores (5] y [’32. Entre los primeros figurarian los que
median el incremento de ritmo y fuerza cardiaca, la inhibicion
del musculo liso intestinal, la lipolisis, etc., mientras que los
segundos serfan los responsables de la broncodilatacién, de
la vasodilatacién, de la glicogenolisis, etc. Esta divisidon de

los receptores (> en dos tipos viene derivada del hecho de que
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se conocen compuestos que antagonizan selectivamente algu-
nas de las acciones antes citadas sin modificar otras, Exis
ten por ej. bloqueantes selectivos de los receptores PI’ ta-
les como el practolol, que bloquea los efectos cardiacos de
la isoprenalina sin modificar apenas la vasodilatacion e hi-
potension que aparece, y careciendo igualmente de efectos
sobre el musculo liso bronquial. La butoxamina, en cambio,
bloquea selectivamente los receptores {bZAy antagoniza las
acciones vasodilatadoras de la isoprenalina, pero no sus e-
fectos cardiacos. El propranolol, por ultimo, es el prototi-
po de bloqueante no selectivo en cuanto que antagoniza en
igual grado los efectos mediados por estimulacion de recep
tores (b] o (’JZ. Algunos bloqueantes {’7, por ej. el alprenolol
(Ablad, 1967) tienen en realidad un caracter de agonista par
cial frente a los receptores (b—adrene'rgicos; es decir, tienen
una cierta actividad agonista intrinseca que se pone sobre
todo de manifiesto en preparaciones supersensibilizadas (Da
rias y col, 1974) pero se comportan como antagonistas en

presencia del agonista puro.

Muchos de los bloqueantes de receptores (’)-adrenérgi—
cos poseen, por otra parte, propiedades anestésicas locales
(Howe y'v Shanks, 1966; Barrett y Cullum, 1968), y una con-
secuencia inmediata de estas acciones estabilizadoras de mem
brana es el aumento que inducen en el periodo refractario
efectivo del musculo miocardico (Darias y Del Rio, 1974). Se
gin varios autores (por ej. Lucchesi, 1964; Lucchesi y col,

1966 ; Somani y Lum, 1965) estas propiedades son las que de
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terminan las acciones antiarritmicas de los bloqueantes
mientras que para otros (por ej. Barrett y Cullum, 1968;
Dohadwalla y col, 1969; Florez y Arconada, 1971) es pri-

mordial el bloqueo de los receptores (’y-adrenérgicos.

Por lo que se refiere a sus efectos presindpticos so-
bre neuronas adrenergicas, se ha descrito una accion tipo
guanetidina (Mylecharane y Raper, 1970), que quiza pudiera
condicionar las propiedades antihipertensoras encontradas
en Clinica (Prichard y Gillam, 1964 y 1969), accion que mas
adelante se comenta de una forma mas amplia. Se ha des-
crito, igualmente, que algunos bloqueantes p son capaces de
inhibir la liberacion de noradrenalina en los terminales ner
viosos (Adler-Graschinsky y Langer, 1975) y de prevenir su

reincorporacion (Foo y col, 1968).

2.2.Aplicaciones terapeéuticas de los (-bloqueantes

Los farmacos que bloquean los receptores Pa-adrenér-
gicos han sido utilizados en Medicina para controlar los e-
fectos, especialmente cardiacos, de una actividad simpatica
excesiva. Se han obtenido resultados beneficiosos en el tra
tamiento del sindrome cardiaco hipercinético (Warkentin y
Valenca, 1965), en el feocromocitoma (Dornhorst y Laurence,
1963) y en el control de la taquicardia asociada a la tirotoxi

cosis’ (Shanks y Dunlop, 1969).
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La indicacién mas clasica de los bloqueantes p es po
siblemente el tratamiento de la aneina de pecho (Epstein ¥
Braunwald, 1968). Los bloqueantes @-adrene’rgicos reducen
el trabajo cardiaco y por tanto la demanda de oxigeno me-
diante el antagonismo que ejercen frente a los efectos ino-
tropicos positivos y cronotropicos positivos de las catecola
minas. La eficacia de estos compuestos frente al efecto des
pilfarrador de oxigeno de las catecolaminas ha sido puesta
de manifiesto en diversos trabajos (ver Karow, Riley, Ahlquist,
1971, para su revision), Aparte de esto, los bloqueantes {3
pueden aliviar el dolor de la anesina, bien por reduccidn de
los requerimientos metabolicos del miocardio (al reducir el
ritmo, la fuerza contractil cardi’aca, etc.) bien a través de
una interferencia con la percepcion sensorial del dolor anegi
noso (como consecuencia de su accién anestésica local antes

mencionada).

Otra aplicacién muy extendida de distintos P,.bloqueantes,
fundamentalmente del propranolol, es el tratamiento de algu-
nos tipos de arritmias cardiacas. As{i, se han  empleado en el
tratamiento de las. arritmias cardiacas debidas a una intoxi-
cacion dieitalica (Stock y Dale, 1963) y en las arritmias ven-
triculares que surgen durante la anestesia por ciclopropano
y halotano (Hess y Hamptons, 1964). Las arritmias de otra e-
tioloeia responden menos satisfactoriamente a los antaponis-
tas de freceptores, si bien el propranolol reduce el ritmo
ventricular en el flutter y fibrilacién auricular (Rowlands y

col, 1965),
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Varios [ bloqueantes se han utilizado en el tratamiento
de ciertos éasos de hipertension arterial, por ej. el propra
nolol (Prichard, 1969), el alprenolol (Furberg y Michaelson,
1969), el practolol y el sotalol (Sundquist y col, 1974), y el
oxprenolol (Materson y col, 1976; Pearson y col, 1976), ha-

biéendose obtenido con todos ellos resultados favorables.

Con respecto al mecanismo de la accién antihipertenso
ra de los antagonistas fp se ha postulado que se debe a un rea
juste gradual de los barorreceptores, que entonces regulan
la presion sanguinea a un nivel mas bajo (Prichard y Gillam,
1969). Otros investigadores han sugerido que el efecto an-
tihipertensor resulta del bloqueo de los receptores (’;-adrené_:;
gicos en corazdn, lo que causaria una disminucion del gasto
cardiaco (Frolich y col, 1968; Dorph y Binder, 1969). Se ha
propuesto también que la inhibicién de la secrecion de la re
nina puede ser un mecanismo mediante el cual los (’;bloqueag
tes disminuyen la presion sanguinea (BUhler y col, 1972; Laragh,
1975), hecho que indudablemente es cierto pero que sélo pue-
de ser aplicado a un reducido numero de pacientes, precisa-
mente aquéllos con un alto nivel plasmatico de renina. Tam-
bién se ha sugerido como explicacion para el efecto antihiper
tensor un lugar de accidn central de los [b-adrenoli’ticos (Day
y Roach, 1974; Reid y col, 1974). Otra posibilidad, por fin,
que ha recibido mucha atencidén estos ultimos afios es el he-
cho de que el propranolol deba su accion antihipertensora a
una accion presinaptica sobre neuronas adrenérgicas. Esta ac
cién podria ser, segun algunos autores (Mylecharane y Raper, -

1970 y 1973; Eliash y Weinstock, 1971) de tipo guanetidina, o
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bien podri_’a venir mediada por el bloqueo de posibles recep
tores (hpresinapticos que controlaran la liberacién de nor-

adrenalina (Adler-Graschinsky y Langer, 1975).

. Deben finalmente citarse las posibles aplicaciones psi
quiatricas de los bloqueantes ‘b . En algunos casos de ansie
dad hay, a veces, sintomas de marcado componente somati-
co (por ej. taquicardia, palpitaciones, temblor...), que contri
buyen a acentuar el estado de ansiedad, que a su vez hace
mas acusados esos sintomas. En estos casos los (> bloquean
tes parecen poseer propiedades ansioliticas similares a las
de las benzodiazepinas como demuestran los trabajos de Mc
Millin (1975) y de Krishnan (1976), en que el oxprenolol po-
sefa la misma actividad ansiolitica que el diazepam en el tra
tamiento de individuos bajo una situacion de "stress' agudo.
No fueron tan céncluyentes, sin embareo, los estudios reali-
zados por Tyrer y Lader( 1974) utilizando sotalol, y que acha
caron a la falta de seleccién de los pacientes, ni los de Jonh
son y col (1976), que compararon el oxprenolol con el diaze
pam en el tratamiento de casos de ansiedad, encontrando que
el diazepam poseia mayor efecto al cabo de una semana de
tratamiento que el (Abloqueante, aunque estas diferencias no

eran notorias al cabo de tres semanas.

Es tentador atribuir al bloqueo periférico del proprano
lol sus efectos ansioliticos. Sin embargo, hay cada vez més
evidencia de que juegan algun papel sus efectos centrales,
puesto que algunos (b-blc)queantes cruzan la barrera hemato

encefalica, como lo demuestran los efectos colaterales media



28

dos por el sisterma nervioso central (insomnio, alucinacio-
nes), c';ue éparecen en el tratamiento con propranolol algu-
nas veces. Uno de los posibles efectos centrales del pro-
Pranolol puede ser su propiedad anticonvulsivante, compar-
tida con alguno de sus metabolitos (Saelens y col, 1974;

Saelens y col, 1977 a).

2 . . I . ” .
.3.Las acciones presinapticas sobre neuronas adrenergicas

de los p-bloqueantes como mecanismo posible de su activi-
]

dad antihipertensora

Segun se comento en el apartado anterior, los antago-
nistas de los receptores (l:-adrenérgicos son hoy en dia u-
tilizados ampliamente en Clinica debido, fundamentalmente, a
su actividad antihipertensora. De hecho estos farmacos, so-
bre todo el propranolol, figuran ya entre los antihipertensores
mas utilizados (ver por ej. Andersson y col, 1976) y son asi
mismo muy comunmente empleadas las asociaciones de P-blg_
queantes con diuréticos o con vasodilatadores (cf. Materson y

col, 1976).

También fueron comentadas anteriormente las hipétesis
en torno a los mecanismos implicados en la actividad antihi
pertensora de los p-bloqueantes. De entre ellas, queremos
comentar de una forma mas amplia la referente a sus posi-
bles acciones bloqueantes de neuronas adrenérgicas, de tipo

. . . s 7 o
euanetidina, asi como la que sugiere una accidn especifica
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»

de estos compuestos sobre receptores vare_sinafpticos que.
regulan la liberacién de noradrenalina. Estas hipdtesis en
torno a la importancia de las acciones presinapticas de los’
bloqueantes p en la mediacién de su actividad antihiperten-
sora resultan, en nuestra opinién, particularmente atractivas
y son las que han motivado la realizacién del presente tra-

bajo.

2.3.1.Bloqueo de las contracciones inducidas por estimula-

« 7 7 -
cion electrica

La caracteristica farmacologica fundamental de los blo
queantes de neuronas adrenéregicas es su capacidad para an
tagonizar tanto 'in vitro'" como '"in vivo' los efectos deriva
dos de la estimulacién eléctrica de los nervios adrenérgicos,
potenciando en cambio la accion de las catecolaminas exéq_g

nas (Boura y Green, 1965).

Day y col (1968), estudiando comparativamente la eua-
netidina y el propranolol sobre conducto deferente de rata
aislado estimulado eléctricamente, fueron los primeros que
describieron que la actividad bloqueante en ambos casos e-
ra muy similar en cuanto a estabilidad del bloqueo y tiempo
que tardaba en instaurarse, observando, sin embargo, que el
efecto bloqueante de la guanetidina revertia mediante la adi-
cion de anfetamina mientras que no ocurria igual en el blo-

queo producido por el propranolol.
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l?osteriormente, Mylecharane y Raper (11970) estudian-
do sobre conducto deferente de cobaya estimulado intramu-
ralmente la accion del propranolol, junto con la de otros
bloqueantes (’)adrenérgicos, encontraron varias acciones muy
similares a las de la guanetidina: el bloqueo era mas pro-
nunciado a bajas (5-20 Hz) que a altas (50 Hz) frecuencias de
estimulacidn, el bloqueo producido con concentraciones de
0,05 y 0,1 ppg/ ml tardaba en establecerse y una vez esta-
blecido no se modificaba por lavado de la preparacion, y la
anfetamina y la cocaina hacian revertir el bloqueo, conclu-
yendo, pues, que estas acciones presinapticas de los bloquean
tes no podian correlacionarse con sus acciones como anta-
gonistas (’> o como depresores no especificos tipo quinidina.
También en trabajos realizados "in vivo"; ‘Eliash y Weinstosk
(1971) encontraron que el propranolol a muy bajas concentra-
ciones (25-100 p.,q/ kg) era capaz de bloquear las contraccio-
nes de la membrana nictitante de gato estimulada postpanglié
nicamente, resultando igualmente eficaz el isémero dextrdei-
ro en cuanto al bloqueo de las contracciones, que mostré ca-

racteristicas similares en ambos casos al de la guanetidina.

Sin embarco, Barrett y Nunn (1970) estudiando conjunta-
mente el d-propranolol y la forma racémica sobre la arteria
de oreja de conejo aislada y conducto deferente de rata encon
traron bloqueo a concentraciones de 4, 6y 14 pg/ ml con am
bos compuestos. A concentraciones bajas los efectos fueron
variables y frecuentemente se observo potenciacion en las res
puestas, considerando estos autores la importancia de los e-

fectos anestésicos locales de esta clase de compuestos a los
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que se deberfan los efectos observados mas que a una accién
de tipo guanetidina. No obstante, Bourne (1974) lno encontro
correlacion alguna entre actividad bloqueante de neuronas .a-
drenérgicas y actividad anestésica local. En las experiencias
realizadas por €l, la potencia inhibidora de las contracciones
en conducto deferente de rata de la guanetidina fue mucho ma
yor que la del propranolol, mientras que con la actividad a-

. . .
nestesica local ocurrio exactamente lo contrario.

Mylecharane y Raper (1973) propusieron un mecanismo
de accion dual de los (5b10queantes sobre el conducto defe-
rente de rata estimulado intramuralmente, que armonizaba
en cierto modo su trabajo previo (1970) con el antes citado
de Barrett y Nunn (1970). A bajas concentraciones (0,2 pg/ml)
todos los farmacos producian una reduccidn lenta en las res
puestas a la estimulacion simpatica mientras que las respues
tas a la NA exogena no se modificaban y el bloqueo, que era
parecido con todos los compuestos, revertia con d-anfetamina
pero no con el lavado. Con altas concentraciones (20 pg/ ml)
de d-propranolol, de dl-propranolol y de guanetidina el blo-
queo se establecia rapidamente, las respuestas a la NA exé-
gena se potenciaban y el bloqueo revertia por lavado pero no
se modificaba con d-anfetamina. A partir vde estos datos su-
girieron que a bajas concentraciones la accién de los antago
nistas (b era de tipo guanetidina mientras que a altas la acti

vidad anestésica local era la responsable del bloqueo.

Dawes y Faulkner (1975) pretendiendo clarificar el pa-

7’ . - 7 -
pel del bloqueo de neuronas adrenergicas en la accion anti-



hipertensora del propranolol, estudiaron su efecto sobre
las respuestas a la estimulacién simpatica lumbar en pa-
ta perfundida de perro, no encontrando ningﬁn bloqueo con
concentraciones de 10-100 pg/ kg, sino, en general, una po
tenciacién tanto en las respuestas inducidas por estimula-
cion eléctrica como en las de la NA ex6gena, concluyendo
por tanto que el propranolol carecia "in vivo" de acciones
tipo guanetidina, datos absolutamente contrapuestos a los des

critos previamente por Eliash y Weinstock.

Simultaneamente con la realizacion de este trabajo, o-
tros autores (Hughes y Kneen, 1976) han investigado el efec-
to del propranolol sobre las contracciones inducidas por es-
timmulacién eléctrica en conducto deferente de cobaya aislado.
Utilizando electrodos paralelos, encontraron que concentra-
ciones de 1-20 pg/ ml redujeron la respuesta y el bloqueo
fue facilmente revertido por el lavado pero no per d-anfeta
mina, resultados distintos de los obtenidos con la guanetidi-
na (0,2 pg/ ml) que indujo un bloqueo de instauracion lenta
y que fue totalmente revertido por d-anfetamina. Cuando la
respuesta se obtuvo por estimulacion mediante electrodos
concéntricos, bajas concentraciones de propranolol reduje-
ron ’apreciablemente la respuesta, efecto que fue achacado
a su conocida accidn anestésica local, no encontrando estos
autores evidencia de un verdadero bloqueo de neuronas adre

4 .
nergicas.

Debe citarse finalmente el reciente trabajo de Saelens y

col (1977b) quienes encontraron un bloqueo por propranolol de

32
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las contracciones inducidas por estimulacién de campo en
el conducto deferente de cobaya, proponiendo par'a esta ac
cién un mecanismo independiente de las acciones ﬁ-blo- R
queantes o anestésicas locales de este farmaco, datos que,
como puede verse mas adelante, se aproximan a las con-

clusiones establecidas en nuestro estudio.

. . . id - - .
2.3.2.Acciones sobre la liberacion de noradrenalina induci-

. . 7 ’ .
da por estimulacion electrica.

La inhibicién de la respuesta a la estimulacion eléc-
trica que producen los bloqueantes de neuronas adrenérgi-
cas, tales como la guanetidina, es debido a una disminucién
en la NA liberada. Otras substancias, tales como los anes-
téticos locales, pueden reducir la conduccién del impulso e
inhibir de este modo también la liberacién de noradrenalina
(por ej. Starke y col, 1972). Se ha sugerido, de hecho, que
el mecanismo de accién de la guanetidina puede implicar una
acumulacién selectiva del firmaco en el interior de la termi
nal adrenérgica en donde ejerceria una accion similar a la
de los anestésicos locales (Boura y Green, 1959). Un tercer
mecanismo que puede jugar un papel fisiologico importante
en la liberacion de la noradrenalina es el mediado por los
receptores ®-adrenérgicos presinapticos, cuya activacion
disminuye la liberacion de noradrenalina, mientras que su

bloqueo aumenta la noradrenalina liberada durante la estimu-



lacidon nerviosa (Farnebo y Hamberger, 1971; Langer y col,

1977 ; ver asi mismo la revisién de Starke y col, 1977).

Recientemente se ha postulado, que ademis de los re-
. e . . . 7

ceptores o presinapticos, que regulan la liberacion de la nor

adrenalina inducida por estimulacién nerviosa mediante un
mecanismo de ''feedback' negativo, existen otros receptores
? presinapticos en los terminales adrenérgicos, y cuyo me-

. ' . . . .
.canismo seria de 'feedback'''positivo (Adler-Graschinsky vy

Langer, 1975).

Stjarne (1975), en un estudio realizado sobre conducto
deferente de cobaya incubado previamente con 3H—NA, ob-
servé que la NA exdgena disminufa la cantidad de 3H-NA
liberada por estimulacién eléctrica de forma dosis depen-
diente, mientras que la isoprenalina, agonistap, no sélo no
redujo el "overflow' de 3H—NA sino que tendié a aumentar-
lo. Asi mismo la isoprenalina (1,2 x 10_8M) aument6 la libe
racién del neurotransmisor marcado en los experimentos rea
lizados en auricula de cobaya por Adler-Graschinsky y Lan-

. -7 .
ger (1975), mientras que el propranolol (10 'M) disminuyé la

: . 2 3 . . . .z .
liberacion de "H-NA inducida por estimulacion nerviosa.

Resultados similares han sido obtenidos por diversos
autores en varios tipos de tejidos (membrana nictitante, o-
viducto, bazo...). El aumento de la noradrenalina liberada
en presencia de la isoprenalina es independiente de que la
respuesta del organo efector esté mediada através de recep
tores ™ o {5 (Langer y col, 1975 ). Sin embargo, la exposi-

cion a propranolol 0,1 pM no siempre reduce significativa-

34
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mente la liberacién de la NA, pues Stjirne y Brundin (1975)
no observaron ninguna disminucién cuando utilizaron vasos

sanguineos humanos. Por otra parte, en el trabajo exhaﬁ'st_:_i_
vo realizado por Endo y col (1977) en busca de sistemas pre
sindpticos para la modulacién de la liberacién de distintos

neurotransmisores en nervios adrenérgicos de la arteria pu_l
monar, la isoprenalina en un intervalo de dosis muy amplio
(10—9 - 10-6M) no varié el "overflow'" de NA inducido por es

. « ’, . s . « ”
timulacion electrica, y el propranolol, asi mismo, carecio de

efecto.

Recientemente Yamaguchi y col (1977) demostraron que
en perro anestesiado la infusidn de isoprenalina aumento la
liberacién de NA provocada por estimulacidén del nervio car
dioacelerador a bajas frecuencias, y la administracion del

(b bloqueante sotalol redujo significativamente la liberacion
de noradrenalina utilizando frecuencias de estimulacidén entre
1 y 5 Hz, lo que muestra, en consecuencia, el papel fisiold-

. . 7’ . . .
gico representado por los receptores (5 presinapticos "in vivo'l

Finalmente, al comparar los efectos del dl-propranolol
y de sus estereoisomeros, Saelens y col (1977b),en su traba
jo previamente comentado (ver apartado anterior), observa-
ron inhibicién de las respuestas a estimulacion de campo en
conducto deferente de cobaya, y dicha inhibicidn, que fue do-
sis dependiente, resulté aleo mas pronunciada en el caso del
l-propranolol. Sin embargo, al investigar el efecto del d- y
del l-propranolol sobre la inhibicién de la liberacion del neu

: . . : < 2 . o ’
rotransmisor inducida por la estimulacion simpatica observa
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ron que eran equipotentes, encontrando un descenso signi
ficativo a una concentracion tan baja como 6 x 10-7M.' Un
resultado adicional de mucho interés fue que mientras eli
propranolol sdélo inhibié el "overflow'" de NA, la lidocaina
produjo ademas una reduccién paralela de la liberacidn de
la enzima dopamina—@-hidroxilasa. Estos resultadoAs lleva-
ron a los autores a concluir que el bloqueo de neuronas a-
drenérgicas del propranolol esti desligado de sus propie-

dades (Z-adrenoli'ticas o estabilizadoras de membrana.
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3.0BJETIVOS DEL TRABAJO Y JUSTIFICACION DE LOS MIS-
MOS

El presente trabajo fue planeado para estudiar la posi-
bilidad de que las acciones presinapticas sobre neuronas adre
nérgicas de los farmacos con actividad bloqueante de los re-
ceptores B-adrenérgicos fuesen responsables de su actividad
antihipertensora. Con este fin se analizaron las analogias y
las diferencias entre los @-bloqueantes y un bloqueante tipi-
co de neuronas adrenérgicas como es la guanetidina. Asi mis
mo se considero la accién de los {5-b10queantes sobre los re
ceptores (S-presinépticos que regulan la liberacién del neuro
transmisor. Se estudid, finalmente, la inhibicion de la enzima
monoamino-oxidasa tras el tratamiento crénico con [3-blo-
queantes en un intento adicional de encontrar factores que pu-
diesen contribuir a explicar la actividad antihipertensora de

esta clase de farmacos.

Ve .
3. 1.Farmacos seleccionados

Para llevar a cabo este estudio se eligieron tres blo-
queantes P-adrenérgicos representativos : propranolol, alpre
nolol e INPEA. EIl propranolol es, sin duda, el prototipo de
los bloqueantes (5, es el mas utilizado en Clinica de entre los

z e . .
farmacos de su clase, y fue asi mismo el primer bloqueante
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(butilizado para el tratamierto de la hipertension (Prichard,
1969). E1 alprenolol es utilizado también comoAantihiperten-
sor (Furberg y Michaelson, 1969) y sus propiedades farma-
cologicas generales son similares a las del propranolol, con
la unica excepcién de que el alprenolol tiene ademis una cier
ta actividad agonista parcial a nivel de receptores (’a (Ablad,
1967). E1 INPEA, por ultimo, fue seleccionado para poder
incluir en este estudio un antagonista(& sin actividad. anes -
tésica local (Murmann y col, 1966), propiedad que es muy

comun en esta clase de farmacos (Barrett y Cullum, 1968).

Los tres compuestos anteriores fueron siempre estu-
diados comparativamente con la guanetidina, farmaco blo-
, . o .« < .
queante de neuronas adrenergicas cuya aplicacion clinica
. 3 . 7 3
fundamental es el tratamiento de la hipertension arterial.
Por otra parte, y teniendo en cuenta las antes comentadas
propiedades anestésicas locales de varios [-bloqueantes, se
introdujo en este estudio un anestésico local tipico como es
. . , .’ .
la procaina. Finalmente se incluyo también en el estudio com
. . < . - e .
parativo un farmaco antiarritmico, la quinidina, cuyas pro-
piedades estabilizadoras de membrana le asemejan a los a -
’ 3 » . .
nestesicos locales. De hecho, varias de las acciones antia-
<, . 3
rritmicas que muestran algunos p-bloqueantes se explican

. .’ . . . .
por un mecanismo de accion tipo quinidina.
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3.2. Modificacion por los bloqueantes (-adrenérgicos de las
L}

. « ? < )
respuestas a la estimulacion electrica

3.2.1.Conducto deferente de rata aislado

En la primera parte del trabajo se estudic la accidn
de los (B-bloqueantes sobre la preparacion de conducto de
ferente de rata aislado, que posee una inervacidén predomi
nantemente adrenérgica, que fue estimulada bien mediante
trenes de pulsos cuadrados bien mediante noradrenalina exo

gena.

Teniendo en cuenta los datos conflictivos sefialados an
teriormente (Barrett y Nunn, 1970; Mylecharane y Raper,
1973) en torno al mecanismo por el cual los bloqueantesP
antagonizan las respuestas a la estimulacion eléctrica, es
tos farmacos fueron utilizados a dos concentraciones distin
tas, una baja de 0,1 pg/ ml (aproximadamente 3 x 10-7M), a
la cual el propranolol y el alprenolol ya inducen un claro
bloqueo de los receptores (5 postsinépticos en otras prepa-
raciones (Ablad, 1967; Darias y col, 1974) y otra concen-
tracion cien veces mayor a la que se pueden poner ya de
manifiesto las acciones estabilizadoras de membrana de es

tos farmacos (Mylecharane y Raper, 1973).

Puesto que la anfetamina es capaz de desplazar a la
guanetidina de sus lupares de acoplamiento intraneuronales

(ver por ej. Gerkens y col, 1969) y de revertir en conse-
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cuencia el bloqueo neuronal establecido, se estudié en todos
los casos esta posible accion de la anfetamina tras el blo-
queo inducido por los antagonistas (5 . As{ mismo, y dadb
que el bloqueo de la conduccién nerviosa inducido por los
anestésicos locales es facilmente reversible por lavado de
la preparacién, pero no asi el inducido por la guanetidina
(Day y col, 1968), se estudio este aspecto en otra serie de
experimentos. También se considerd de interés analizar el
efecto de los farmacos en estudio sobre las contracciones
del conducto deferente inducidas por noradrenalina exégena,
teniendo en cuenta que varias de las substancias empleadas
son capaces de prevenir el proceso de reincorporacion del
neurotransmisor (Iversen, 1967). Finalmente, y dado que la
desipramina impide la captacién de guanetidina por los ter
minales adrenérgicos (Brodie y col, 1965) se investigd la
posibilidad de que la desipramina impidiese, del mismo mo
do, la captacion de los (p-bloqueantes, lo que evidentemen-
te supondria un mecanismo de transporte comun con el que

opera en el caso de la noradrenalina y la cuanetidina.

3.2.2.Membrana nictitante de gato

Teniendo en cuenta, de una parte, que en los experi-
mentos anteriores los (&-bloqueantes fueron capaces de an

. s + 7 s 3
tagonizar la respuesta a la estimulacion electrica, y de otra

los trabajos de Eliash y Weinstock (1971 y 1972) en torno a
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la éccio’n bloqueante de neuronas adrenérgicas "in vivo' del
propranolol, parecié de interes eétudiar la accidén de los an
tagonistas P sobre las contracciones de la membrana nic\ti—
tante del gato anestesiado inducidas por estimulacidn eléctr_i
ca del tronco simpatico cervical. Esta aproximacion tenia el
interés evidente de poder demostrar una accién especifica
de bloqueo de neuronas adrenérgicas, excluyendo las posibles
acciones de tipo anestésico local que unicamente interfieren

~en las preparaciones aisladas.

3.3.Accidn de los bloqueantes (b adrenérpsicos sobre la libe-
U

. - 3 . . . . . 2
racion de "H-Noradrenalina inducida por la estimulacion e-

’ .
lectrica

3.3.1.Conducto deferente de rata

El objetivo siguiénte del trabajo fue el estudio en la
posible correlacién entre la actividad bloqueante de neuro
nas adrenérgicas de los antagonistas ‘5 (apartado 3.2.) y la
disminucion del "overflow' de noradrenalina inducida por es
timulacion eléctrica. Si los datos obtenidos en el estudio
previo reflejaban de alguna forma un mecanismo de accidn
tipo guanetidina para los (’J-adrenolfticos, era logico pen-
sar que, al igual que la guanetidina, redujeran la liberacion

. . I /s .
del neurotransmisor producida por estimulo electrico.
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Para llevar a cabo este estudio, se incubaron previa
mente los conductos deferentes con 3H-noradrena.lina, mi-
diéndose secuidamente el "overflow" de radiactividad tan:
to en condiciones basales como tras estimulo eléctrico, y
en presencia o ausencia de farmacos. Con objeto de que el
tritio liberado reflejase mas fielmente la cantidad de neuro
trasmisor que pasaba al liquido de perfusion, se trabajé
siempre en presencia del inhibidor de MAO pargilina. De
esta forma, el tritio recogido correspondié casiexclusiva-
mente a la mezcla de noradrenalina + normetanefrina, no
afectdndose por otra parte la cantidad total de radiactivi
dad liberada por estimulacion eléctrica (Langer, 1970).

En esta parte del trabajo se trato inicialmente de re
producir lo mas exactamente posible las condiciones expe-
rimentales utilizadas en el estudio previo (apartado 3.2.1.).
Fue necesario, no obstante, modificar estas condiciones con
objeto de poder precisar mas claramente la accién de los
farmacos sobre la liberacién de tritio en reposo y durante
la estimulacién eléctrica, para lo cual se utilizo un unico
tren prolongado de estimulos en ausencia y en presencia de
farmacos, expresandose siempre la cantidad de radiactividad
liberada por estimulacion eléctrica en relacion con la radiac

tividad liberada espontaneamente.

Considerando, por otra parte, las diferencias que ha-
bian sido sefialadas en un trabajo previo (Hughes y Kneen,
1976) en la accién antagonica de los p bloqueantes a los e-
fectos de la estimulacidn eléctrica dependiendo del tipo de

eq s s 2 . . . 7
electrodos utilizados, parecio interesante ver si existia al-



guna diferencia al estimular el conducto defere_nte bien me-
diante electrodos de aguja insertados en la preparacidn, bien
mediante estimulacion de campo, midiédose en todos los ca-
sos las modificaciones en la liberacidon basal de tritio, en el
aumento relativo de la liberacion de tritio provocado por es-
timulacién eléctrica y en la amplitud de la respuesta con-

tractil.

3.3.2.Auricula izquierda de cobaya

L.a sugerencia hecha por Adler-Graschinsky y Lanvcer
(1975) respecto a la presencia de receptores (5 presinapti-
cos en la auricula de cobaya, capaces de regular la libe-
racién del neurotransmisor, nos movié a extender las ex
periencias anteriores sobre conducto deferente de rata a

’d . .
la auricula izquierda de cobaya.

E1l planteamiento y desarrollo de estas experiencias fue
practicamente idéntico al utilizado en el apartado anterior
por lo que se refiere a la presencia de pargilina en el 1i-
quido de perfusién, a los tiempos de incubacidn con 3H—no_y_
adrenalina, fueron utilizados los mismos farmacos y la du-
racion del tren de estimulos fue la misma. Se midid, asi
mismo, en todos los casos, la liberacidon de radiactividad
espontanea o provocada por estimulacidén eléctrica, asi co.-

mo el efecto inotrépico maximo alcanzado.

Debemos indicar, finalmente, que en todos los casos en
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 1s 2 . . - 3
que se midio la liberacion de "H-NA se utilizo una frecuen
cia de 5 Hz, ya que la funcion moduladora de los receptores
e . .o ’ *
presinapticos se manifiesta de forma mas clara cuando se

utilizan bajas frecuencias de estimulacion (Laneer, 1970).

3.4.Accion de los bloqueantes [ sobre la incorporacién de

3I—I -Noradrenalina

Es sabido que tanto la suanetidina como los bloquean-
tes ﬂ—adrenérqicos son capaces de prevenir la incorpora-
cion de noradrenalina a los terminales noradrenéreicos(F oo
y col, 1968; Iversen, 1967). Este efecto podia, légicamente,
modificar la interpretacion de los resultados obtenidos en
los anteriores estudios de liberacion puesto que un incre-
mento de la concentracién de 3H-—noradrenalina en el liqui
do de perfusidn podia ipualmente ser debido a un incremen
to en la liberacién o a una disminucidén en la recaptacion.
Es por esto que se estudié la accion de los f3-bloqueantes
y demas farmacos sobre la incorporacién de 3H-noradreng._
lina por el conducto deferente de rata y por la auricula de
cobaya, utilizando concentraciones del neurotransmisor mar
cado y tiempos de incubacion iguales que en las experiencias
de liberacidn, con objeto de poder disponer de un indice re-
lativo de potencia bloqueante de la captacion de noradrenali-

na en la interpretacion de los resultados anteriores.



3.5.Accion del propranolol sobre la actividad de la monoa-

mino-oxidasa de cerebro y tejido cardiovascular de rata

El propranolol es capaz de inhibir la MAO de cerebro

de rata, con una IC__ de 260 uM (Milmore y Taylor, 1975).

50
Si bien esta concentracion es demasiado alta, se penso en
la posibilidad de que un tratamiento crénico en la rata con
propranolol pudiese llegar a inhibir la MAO, lo que podrfa.
contribuir a explicar la actividad antihipertensora de este
bloqueante f5 Para ello. tras un estudio previo de la acti-
vidad inhibidora de la MAO por el propranolol "in vitro",
se hicieron tratamientos aeudos y crénicos (hasta de 20 dias
de duracidn) con propranolol en la rata, midiéndose poste--

4 . . . 2 . ’
riormente la actividad enzimatica en cerebro, corazon y ar-

. - s .
teria mesenterica.

45



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION, FARMACOS Y PRODUC-
TOS QUIMICOS UTILIZADOS ‘

Se utilizaron en las experiencias ratas macho , de una raza
derivada de la Wistar, de peso comprendido entre 250 y 350 g, |
y cobayas albinos, machos 6 hembras indistintamente, cuyo pe-
so varié de 400 a 600 g. Tanto las ratas como los cobayas pro
cedieron de un criadero existente en este Instituto. Los gatos
tuvieron un peso entre 3 y 5 kg, y se utilizé también machos 6

hembras indistintamente.

. s -~ - .
La procedencia de los farmacos y productos quirricos uti

lizados fue la siguiente:

Hidrocloruro de DL-noradrenalina (Sigma), sulfato de suane
tidina (IsmelinR, Ciba), hidrocloruro de propranolol (SumialR,
ICI Farma), hidrocloruro de alprenolol (AptinaR, Made), sulfato
de D-anfetamina (Barcia), hidrocloruro de quinidina (Sigma), hi
drocloruro de INPEA (Liade), hidrocloruro de procaina (Barcia),
sulfato de atropina (barcia), hidrocloruro de pargilina (Abbott), hi
drocloruro de desipramina (PertofranR, Geigy), y las aminas mar
cadas DL—3H-noradrena1ina, hidrocloruro (actividad especifica
15 Ci/ mmol, Amersham) y 14C -tiramina, hidrocloruro (activi-
dad especifica 55 mCi/ mmol, Amersham). Como liquido de
centelleo se utiﬁzé PCS (Amersham), adecuado para la medida
de radiactividad de muestras en medio acuoso. Todas las sa-

les inorganicas utilizadas fueron de la casa Merck.

. . . e .
En los experimentos "in vitro", los farmacos fueron disuel
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. . eqs s 7 7 .
tos inmediatamente antes de su utilizacion en el liquido espe
e 13 13 - .I'
cifico utilizado para la perfusion del 6reano aislado. En los
experimentos '"in vivo'" los farmacos se disolvieron en suero

salino (C1Na 9 %), siendo inyectados intravenosamente.

2.ESTUDIOS SOBRE CONDUCTO DEFERENTE DE RATA AIS-

LADO

2.1.Técnica general utilizada

Una vez sacrificado el animal, se le extrajo mediante una
incisién en 1la region escrotal uno de los conductos deferentes
(que va del epididimo a la prostata), que se introdujo en una
placa Petri llena de liquido de Krebs, cuya composicion era

la sigiente :

Cloruro sddico 112, 9 mM
Cloruro potasico 4,6 mM
Cloruro calcico 1,9 mM
Sulfato maenésico 11,9 mM
Fosfato monopotasico 11, 9 mM
Bicarbonato sddico 25,0 mM
Glucosa 11,3 mM

Al liquido de Krebs se le adiciono siempre EDTA (0,1
’ -, . 3
mM) y acido ascdrbico (1,1 mM). En los experimentos con H-
noradrenalina el liquido de perfusion contuvo ademas pargili-

. -4 .
na, en una concentracion de 1,24 x 10 "M, para evitar en lo
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posible el metabolismo de la noradrenalina.

Una vez limpio el conducto deferente de adherencias por
su parte externa, procurando no lesionar la fibra muscuiar,
se 1llevé a un bafio de Srgano aislado, lleno de liquido de Krebs
Yy a una temperatura constante de 372 C. Uno de los extremos
del conducto se conecté a un oxigenador por el que borbotea-
ba continuamente gas carbogeno (95 % 02, 5 % COZ). A conti-
nuacion, en una serie de experiencias, el conducto deferente
se coloco en un bafio de 30 ml de capacidad, y el otro extre-
mo se conecté a una palanca isotdnica cargada con 0, 35 g, que
amplificaba sobre un quimc;grafo las contracciones del deferen-
te. En otras experiencias, el bafio utilizado fue de 5 ml de ca
pacidad, y las contracciones se midieron en condiciones isomé

tricas mediante untransductor de fuerza Grass FT-03, conec-

tado a un _poli’grafo Grass Modelo 7.

« 7 . s 7 i< .
2.2.Preparacién _con estimulacion eléctrica

o e < .
La estimulacion se llevo a cabo mediante un generador

de pulsos cuadrados (Stimulator II, B.Braun Electronik).

2.2.1.Tipos de estimulacidn

En unos casos antes de montar el conducto deferente en
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el bafio, se introdujeron dos electrodos de aguja de platino,
en forma de gancho en los extremos del tejido (estimulacidn

intramural mediante electrodos de aguja).

.

En otros casos los electrodos de platino se colocaron
paralelos al conducto deferente, evitando que lo rozaran, pa

3 3 .« 7
ra producir estimulacion de campo.

2.2.2.Parametros de la estimulacidn

Para la estimulacién eléctrica del conducto deferente

Id . - . 3
los parametros utilizados fueron los sipuientes:

Cuando se emplearbn condiciones isotonicas, los pulsos
cuadrados fueron de 2 mseg de duracion y una frecuencia de
20 Hz. Como voltaje se utilizé aquel que produjera contrac-
ciones supramaximales en el conducto deferente (en nuestro
caso se tratd en general de 90 V excepto en algunas expe-
riencias que fue 75 V). El deferente fue estimulado cada 6

min durante 18 seg.

En otras experiencias, en que se emplearon condiciones
isométricas, se utilizaron pulsos cuadrados de 1 mseg de du-
racién, 5 Hz de frecuencia y también voltaje supramaximal,
como en las experiencias anteriores. Se estimulé el conduc-
to deferente durante dos periodos de 1 min de duracidn espacia

dos 40 min.
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rd . .
2.2.3.Tecnicas operatorias

En las experiencias con estimulaciones repetidas cada
6 min, y contracciones medidas en condiciones isoténicas,
una vez obtenidas varias contracciones iguales se afiadid al
bafio el farmaco en estudio a distintas concentraciones in-
mediatamente después de una contraccidn, permaneciendo en
contacto con la preparacion hasta que se observé un bloqueo
maximo estable. Posteriormente, en algunos casos se efec-
tuaron lavados abundantes de la preparacion, prosiguiéndose
la estimulacion eléctrica hasta comprobar el efecto del lava
do. En otros casos, sin lavar, se estudio el efecto de la adi
cidén al bafio de distintas concentraciones de d-anfetamina y
se prosipuid la estimulacién eléctrica el tiempo necesario pa
ra comprobar la modificacion establecida. Finalmente, en al-
gunas experiencias se interrumpic la estimulacidn eléctrica
antes de la adicién del farmaco y se comprobd el efecto de
algunas dosis standard submaximales de noradrenalina (NA)
(relacion dosis -efecto), lavandose después de cada adicién de
NA y prosiguiéndose a continuacion la experiencia con esti-
mulacién eléctrica. Cuando se tuvieron nuevamente varias con
tracciones iguales se afiadié el farmaco, y una vez estableci-
do el bloqueo se volvié a interrumpir la estimulacion eléctrica
para afiadir al bafio una de las dosis de NA antes ensayadas,
lavandose a continuacidn ‘y prosiguiendo la experiencia con es

. . ” -’ " . . .
timulacion electrica, en las mismas condiciones que antes. To
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das las modificaciones obtenidas se expresaron como porcen-

taje de la respuesta inicial.

2.3.Preparacidn estimulada con Noradrenalina (NA) exdgena

2.3.1.Dosis aisladas de NA

Una vez conectado el conducto deferente al oxigenador y
a la palanca, se dejé reposar la preparacion 10-15 min des-
pués de los cuales se adiciond la NA (estimulante o« adrenér-
gico), que se dej6 actuar durante 90 seg, a continuacidn se
lavo vy se dejé 2 min como tiempo de recuperacién del deferen-

13 . . -’ .
te hasta la siguiente adicion de agonista.

En cada experiencia se hizo inicialmente una curva dosis-

efecto con objeto de fijar la DE__ aproximada de agonista (do-

50
sis que produce el 50 % del efecto maximo). Esta dosis se re
pitié un nimero suficiente de veces para tener seguridad de

. ’
la constancia de la respuesta antes de afiadir el farmaco en

estudio.

Los compuestos en estudio se dejaron actuar durante 2 min
y sin cambiar e1>11/quido del bafio se afiadié la dosis standard
de NA registrandose en la grafica los efectos obtenidos. Una vez
pasados los dos minutos de actuacién de la NA se lavé la pre-

paracidn y se continuo, de igual forma, adicionando NA a los
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mismos iatervalos hasta la estabilizacion de la respuesta.

Al igual que en el caso anterior, todas las modificacio-
nes obtenidas se expresaron como porcentaje de la respuesta

inicial.

2.3.2.Dosis acumuladas de NA

Se utilizd como agonista la noradrenalina, que fue adicio
nada al bafio cada 90 seg en dosis semilogaritmicas crecien-
tes, hasta alcanzar la maxima contraccion del conducto deferente.
Las concentraciones fueron ascendiendo desde un minimo de
l0—7M a un miximo de 10 M. La curva acumulativa se repi-
tic una & dos veces mas para tener constancia de la rerulari-
dad de la respuesta. En estas condiciones, en los casos de an
tagonismo competitivo, se consigue alcanzar la misma contrac-

. 7 - ., « ”
cion maxima forzando adecuadamente la concentracion de aro-

nista.

. 3
2.4.Estudio de la liberacion de H-NA en conducto deferente

- -~ ’ 3
En estas experiencias, realizadas en bafio de organo ais-
lado de 5 ml de capacidad, las contracciones se midieron en

3 - . ’ 3
condiciones isometricas.
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Una vez montado el conducto deferente en el bafio y co
nectado altransductor, se le dié una tensidn de 1 g, y se dejd
estabilizar durante 10 min. Se hicieron seguidamente una serie
de estimulaciones para dejar establecido el voltaje supra‘max‘r-
mal necesario. A continuacion se afiadié al bafio hidrocloruro
de DL-3H-NA, en la cantidad necesaria para alcanzar una con
centracidn de 0,5 pM, cantidad que es lo suficientemente peque

fia como para que solo se produzca captacidn especifica. Se
incubd durante 30 min la preparacion, y al cabo de este tiem-
po se hicieron una serie de lavados (8), ‘espaciados I min. A
partir de este momento se obtuvieron muestras del liquido de
perfusion de 200 pl cada 5 min, renovandose cada vez la can-
tidad sustraida de liquido. Una vez que el flujo de tritio fue
constante (85 min) se procedié a la primera estimulacidn eléc
trica, Sl, durante ] min, y se recogid una muestra, como me
dida de la liberacidn de NA. Durante los 40 min siguientes se
prosiguieron los lavados, en iguales condiciones que antes, re_é_

(R : e . 2
lizandose seguidamente la segunda estimulacion, S

;0 ¥ reco-

giendo otra muestra. Las muestras del liquido de perfusidn

recogidas, de 200 pl cada una, se llevaron a 2 ml de lfquido

») Debe precisarse aqui que, en general, el término liberacion
se utiliza para el paso de la NA del interior de los terminales
nerviosos al fluido extracelular. Dado que la liberacién no se

puede medir directamente, solo se puede determinar la fraccion
que escapa al ligamiento y al metabolismo y que difunde al me
dio de perfusidn, fraccién que se designa con el término "over-
flow'. No obstante, y puesto que no existe una palabra precisa
en castellano para, designar el '"overflow', se han utilizado in-
distintamente los términos liberacion y '"overflow' para indicar

siempre la "H-NA recogida en el liquido de perfusion.
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de centelleo PCS para la medida de radiactividad en un con-

tador de centelleo de liquidos Packard, modelo 2425.

El conducto deferente fue seguidamente extraido del\ bafio,
secado y pesado. La radiactividad fue expresada como cpm/ mg

de tejido/ min.

Cuando se estudio el efecto de los farmacos sobre la li-
. 2 3 . . . . .
beracién de "H-NA inducida por estimulacion eléctrica, éstos
se afiadieron inmediatamente despues de la primera estimula-

.’
cion.

Se calculd en todos los casos la cantidad de tritio libera-
do espontineamente por mg de tejido en ausencia y en presen

cia de farmaco (E1 y E_ respectivamente) asi como la canti-

2
dad de tritio liberada por estimulacidn eléctrica (Sl y SZ). I-
gualmente se midid la respuesta contractil en ausencia y en pre

sencia de farmaco (R] y RZ)-

. 3
2.5.Estudio de la captacion de H-NA en conducto deferente

Una vez disecado y limpio el conducto deferente se llevo a

un vaso de incubacion con 5 ml de liquido de Krebs a 372C y

- - -~ -
oxigenado con carbdgeno. Los farmacos ensayados se afiadieron

M . - i<

a la solucidén a distintas concentraciones, efectuandose una pre-
. . . . .« ” ~ + 2 3
incubacién durante 60 min. A continuacion se afiadio 10)1(31/ ml]

3 o . . '
de "H-NA (concentracién final de 0,5 pM) y la incubacién se con
. ’ . I . . - 7
tinuo durante 30 min mas. Una vez terminada la incubacion se

efectuaron 8 lavados de 2 min cada uno del tejido en vasos con
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liquido de Krebs frio. Seguidamente, los conductos, se seca-

ron, pesaron y homogenizaron en 6 ml de CIH 0,01 N, se a-
fiadid 15 ml de butanol y 4 g de ClNa, se acitd durante 20 min,
y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Del anterior sobr_g
nadante se recogié na muestra de 200 pul que se llevé a un

tubo con 2ml de liquido de centelleo para su contaje.

En todas las experiencias se proceso en paralelo un stan
dard interno (tejido + cantidad conocida de 3H-NA) con objeto |
de calcular la recuperacion. El valor medio obtenido para la
recuperacion fue el 45,3 +3, 9% (media +s.e. de 20 experimen
tos). Los resultados se expresaron como el tanto por ciento
de 3H captado por los conductos deferentes tratados respecto
a las experiencias de control, en que no se afiadié farmaco al

guno.

3.ESTUDIOS SOBRE AURICULA DE COBAYA AISLADA

Una vez sacrificado el animal, se le extrajo mediante u-

. . - 7 e 4 rd .

na incision en el torax el corazon, del cual se separo la au-
' . . . - .

ricula izquierda, que se introdujo en una placa Petri llena de

e . . . Y
liquido de Locke de la siguiente composicion:

Cloruro sddico 154, 0 mM
Cloruro potasico 55,6 mM
Cloruro calcico 2,2 mM
Bicarbonato sodico 6,0 mM

Glucosa 11,1 mM
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El liquido contuvo siempre, ademas, EDTA (0,04 mM),
ac. ascérbico (0, 11 mM), atropina (1,4 pM) y pargilina 1,25
-4 ,
x 10 "M.

La auricula fue dispuesta en un bafio de organo aislado
de 5 ml de capacidad, a 372 C, haciendo borbotear carbdgeno

Id . ” . e
atraves de la solucion y sometiendo a la auricula a una ten-

8idn de 1 g a lo largo de toda la experiencia.

El tejido fue estimulado mediante un fino hilo de cobre
cosido a la parte superior -electrodo activador-y en la pafte
inferior del bafio de 6rgano se dispuso un segundo electrodo
indiferente. La contraccion fue registrada mediante un trans-
ductor de fuerza Grass FT 03 en un poligrafo de la misma
marca. Para su estimulacién, mediante el Stimulator II antes
citado, se emplearon pulsos cuadrados de 1 mseg de duraciodn,
4 Hz de frecuencia y voltaje supramaximal (en general 90 V).

La técnica utilizada para el estudio de la liberacion de
3I—I-NA, espontanea ¢ producida por estimulacion eléctrica,
fue la misma expuesta en el apartado 2.4. para el conducto
deferente de rata. Se evaluo igualmente el efecto inotropico
maximo obtenido con cada tren de estimulos, en presencia y

. ’
en ausencia de farmaco.

. .2 ’ e .
Para los estudios de captacion se empleo, asi mismo, la
e . . . ©
tecnica utilizada en el caso del conducto deferente de rata (ver

apartado 2.5.)
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4. ESTUDIOS SOBRE MEMBRANA NICTITANTE DE GATO
ANESTESIADO

Se utilizaron gatos anestesiados con 80 mg/ kg de clo-
ralosa y 5 mg/ke de pentobarbital. Los animales estuvieron
ventilados artificialmente durante el experimento. La mem-
brana nictitante, sometida a una teﬁsién de 3 g, se conecto
através de una polea a un transductor de fuerza Grass FT 03,
registrandose las contracciones en un poligrafo de la misma
marca. Los farmacos se inyectaron mediante una canula en la
vena femoral. Se localizé la cadena simpética preganqliénica
dérecha, junto a la traquea, a la que se fijaron unos electro-
dos de platino, que se conectaron a un estimulador eléctrico,
(Stimulator II B.Braun Electronik). Para la estimulacidn elec-
trica se utilizaron pulsos cuadrados de 1 mseg de duracidn,
voltaje supramaximal, y frecuencias de 1, 2, 4, 10, 20 y 50 Hz,
aplicados durante 15 seg. Una vez obtenidas dos series de res
puestas control se inyecté el farmaco por via intravenosa, re-
pitiéendose la serie de estimulos eléctricos. En algunos casos,
cuando el bloqueo se hubo instaurado, se administrd d-anfeta-

. . e .
mina para ver si revertia dicho bloqueo.

5.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MONO -
AMINOXIDASA

Para llevar a cabo la medida de la actividad de 1la mono
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aminoxidasa (MAO) se utilizd un método radiométrico, basado
fundamentalmente en la utilizacidn de un substfato marcado
isotopicamente con 14C en una posicién que permanece inalte- -
rada en la molécula tras la reaccion de oxidacion de la ami-
na por el oxigeno del aire en presencia del catalizador enzi-

Id .
matico:

14 14
R- CHZ-NHZ + O‘2 + HZO MAO R- "COOH + NH3+ HZOZ

En los ensayos '"in vitro', concentraciones crecientes del
posible inhibidor se preincubaron a temperatura ambiente con
la fuente de enzima durante 15 min. En las experiencias '"in vi-

» . . ’, £ . .
", el farmaco se administro a las ratas por via intraperito-

vo
neal, 6 por via oral, disuelto en el asua de la bebida. Una vez
terminado el tratamiento, agudo 0 cronico, los animales se de-
capitaron, se les extrajo el cerebro, que se homogenizé a una
temperatura de 02 a 42 C en 20 volumenes de tam'pén fosfato
0,067 M (pH 7,2). El homogenizado asi obtenido se centrifugo

a 2500 rpm durante 10 min y se separo el sobrenadante que

fue la fuente de enzima.

*
E1l substrato utilizado en este ensayo fue tiramina mrarca-
da isotopicamente. De la fuente enzimatica se tomaron 25ul y
se le afiadieron 50 ul de tampon fosfato 0,067 M (pH 7,2), y 100

nl de substrato (concentracién final de tiramina 2,1 mM ). La

*) La cantidad 6ptima de substrato fue ajustada previamente te-
niendo en cuenta que cumpliese las condiciones para una cinéti
ca de orden cero, que fuese lineal la cantidad transformada de
substrato en funcién del tiempo y que hubiese también linealidad
en la relacién entre cantidad de proteina de la fuente enzimatica
y cantidad de producto de reaccion formado.



60

mezcla se incubo a 379 C durante 30 min, pasados los cuales
se(interrumpié la reaccion con 50 ul de C104H al 60%. Pa-
ralelamente al homogenizado problema, se proceso un control
que no llevaba farmaco, asi como el blanco de reaccidn que
era ideéntico al control, pero en el que habia sido desnaturali--

zada la proteina mediante ebullicion durante 2 min.

A continuacién se preparararon las columnas de croma-
tografia, colocando en cada una de ellas 1,5 ml de resina Do
wex 50 W-X8, cambiadora de cation, Antes de que se secara
la resina se afiadieron las muestras y a continuacion se elu-
y6 haciendo pasar 6 ml de agua desionizada que se recogieron
en viales de contaje con PCS para proceder a cuantificar la
radiactividad correspondiente en un contador de centelleo de

liquidos.

Con el fin de expresar la actividad enzimatica die la MAO
por unidad de proteina, se procedié a determinar el conteni-
do proteinico de cada homogenizado por el método de Lowry
(Lowry y col.; 1951), basado en la formacién de un complejo
cobre-proteina en un medio alcalino que reduce el reactivo
fosfomolibdico-fosfotunegsténico (reactivo de Folin) formando un
compuesto coloreado que se mide fotométricamente. Para dis
poner de una curva de calibrado, se prepararon unas solucio-
nes de concentracidn conocida a partir de una solucion acuo-
sa de albumina ‘bovina a la concentracién de 0,5 mg/ ml. Se
tomo un volumen de 200 ul del homogenizado problema & de
las soluciones conocidas, y se les afiadié a cada uno 200 pl de

NaOH 1 N, 200 pl de un reactivo compuesto por una parte de
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tartrato soédico al 2 %, una parte de SO4Cu al_l % y 100 par-
tes de COBNa.2 al 2%, se agito y se espero 10 min, luego

se afiadieron 200 pl del reactivo de Folin 0,5 N y se midid
la absorcion a 750 mp de cada muestra en un espectrofoto-

metro una vez transcurridos 30 min.

¢ s . .’
La actividad de la MAO se determino también en corazoén
de rata, siendo la unica diferencia con respecto al proceso
- . - e
antes descrito que el homogenizado se realizo tomando por ca

da oramo de tejido 5 ml de tampon fosfato 0,067 M (pH 7, 2).

Finalmente, cuando la actividad de la MAO se_valoré en
arteria mesentérica de rata, se homogenizaron 10 mg de teji-
do (peso aproximado de dos arterias) en 400 pl de tampon fos-
fato 0,067 M (pH 7,2), tomando, sin centrifugacién previa, 90
pl del homogenizado para el proceso. La concentracidén final
de tiramina fue 6,3 mM, pues la actividad enzimatica en arte

ria mesentérica es menor que en cerebro 6 en corazodn.



CAPITULO III
RESULTADOS
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1.EFECTOS DE LOS BLOQUEANTES PfADRENERGICOS SO -
BRE LA RESPUESTA DEL CONDUCTO DEFERENTE DE RA-
TA AISLADO A LA ESTIMULACION ELECTRICA Y A LA
NORADRENALINA EXOGENA

1.1.Contracciones inducidas por estimulacidon eléctrica

En esta serie inicial de experimentos se utilizé la téc-
nica descrita en el apartado 2.2. de Meétodos, utilizando elec
trodos de aguja para la estimulacion intramural del conducto
deferente, con los siguientes parémetros: pulsos cuadrados
de 2 mseg de duracidon, 20 Hz de frecuencia y voltaje supra-
maximal. Los trenes de estimulos, que duraron 18 seg, se

repitieron cada 6 min.

‘1s . . *
Se utilizaron dos concentraciones de farmacos, 0,1 pg/nﬂl
. . "7 . ”
(equivalente aproximadamente a 3 x 10 M), concentracion a
la cual guanetidina tiene actividad bloqueante de neuronas adre

nérqicas, los antaconistas a bloquean los receptores f3 -
Yy Yy q P

*) Al expresar las concentraciones en P/V en vez de en mo-
laridades se encuentra una pequefia diferencia entre la concen
tracion molar de las distintas substancias. Las concentracio-
nes molares correspondientes a 0,] pg/ml son propranolol 0,33
pM, alprenolol 0, 35 pM, INPEA 0,38 puM, quanetidina 12,34 pM,
quinidina 0,27 pM. lLaprocaina se utilizé a una concentracion
de 60 ng/ml equivalente a 220 pM. Puede observarse que la di
ferencia que se encuentra entre las distintas concentraciones
molares es insignificante, cuando se comrparan los @-bloqueap_
tes utilizados y la guanetidina.
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adrenéreicos sin poseer propiedades anestésicas locales, y
otra cien veces mayor, 10 ue/ml, conc_entra.cic;n a ia que va
rios de los farmacos utilizados muestran, ademas de la'»ag
tividad ya descrita, otras acciones farmacoldeicas tales como
propiedades estabilizadoras de membrana, actividad bloquean

te de la captacion de noradrenalina, etc.

1. 1. 1.Efecto de los f-bloqueantes a concentracion baja

a) Bloqueo maximo obtenido y tiempo que tardo en instau-

rarse

Con guanetidina a la concentracion de 0,1 pg/ml (3,4
x 10-7M), se observo una reduccion gradual de la respuesta
hasta un 35,6% de la respuesta inicial (media de 12 expe-
riencias). Dicho bloqueo tardd en instaurarse un tiempo muy
largo: 134 min (Fip 1). El propranolol redujo la respuesta
a un 61,9% en un tiempo mas corto, pues el bloqueo ya es-
taba establecido a los 95 min (Fig. 2). Muy similar al an-
terior fue el efecto del alprenolol a una concentracion 0, 1
pg/ml, pues redujo la contraccion del deferente a un 56,0 %
de la inicial en un tiempo de 88 min (Fie. 3). Cuando fue
INPEA el p-bloqueante utilizado se observo que carecia de
efecto sobre las contracciones, obteniéndose una media pa-
ra 11 experiencias de 101,6 %. La quinidina, finalmente, re
dujo en un tiempo de 38 min la contraccién a un 83,9 % del

valor inicial, cifra significativamente diferente de la res-
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puesta control. En las Figs. 5 y 6 se resumen los resulta

dos obtenidos y se indica su significacion estadistica.

b) Efecto del lavado de la preparacion sobre el bloqueo pre

viamente establecido

Una vez instaurado totalmente el bloqueo se procedié
a lavar repetidamente la preparacion. En las experiencias
en que se utilizé puanetidina a la concentracidn baja no hu
bo reversion del bloqueo, y la respuesta se mantuvo en un
valor de 45,9 % (n=5), valor que no es sisnificativamente
distinto del previamente obtenido en el punto maximo de
bloqueo (35,6 %). El lavado tampoco afecto el bloqueo produ
cido por propranolbl 0 quinidina, pero si hizo revertir sie-
nificativamente la inhibicién obtenida con alprenolol, pasan-
do la respuesta desde un 56 % hasta un 78 % del valor ini-
cial. En las Figs. 2 y 3 se incluyen alounos trazados re-

presentativos, y la Fig. 5 resume los resultados obtenidos.
c) Modificacién por d-anfetamina del bloqueo

En las experiencias en que una vez establecido el blo
queo por ouanetidina, sin lavado previo, se afiadid anfetamina
a una concentracién de 0,1 pg/ml, se revirtié totalmente
el efecto de la ouanetidina obteniéndose un valor medio de
94,8 % ; esto es, la altura de la contraccidn volvié a sus va
lores iniciales (fig. 1). En las experiencias en que se estu-

dio el efecto del propranolol, la anfetamina produjo también
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reversion, alcanzandose un valor de 97,5 % (Fie. 4), e igual
ocurri6, si bien en menor erado, en el caso del alprenolol.

En la preparacidon pretratada con INPEA a concentracidn 0,1
}Jg/ml, se obtuvo al afiadir anfetamina una respaesta media
de 114,3 %, es decir una leve potenciacidn, la 1iisma que se
observa en este tipo de preparacion al utilizar solamente an
fetamina a igual concentracion. En el caso de la inhibicidon
producida por quinidina hubo también reversion total del blo-
queo. La Fig. 6 resume las modificaciones producidas por

d-anfetamina sobre el bloqueo previamente establecido.

1.1.2. Efecto de los p-bloqueantes a concentracion alta
1

Los distintos farmacos fueron estudiados, en iguales con
. N P e .
diciones que antes, utilizando una concentracion cien veces

-5
mayor : 10 pg/ml (aproximadarmrente 3 x 10 “M).

a) Bloqueo maximo obtenido y tiempo que tardd en instaurar-

se

Con guanetidina se alcanzd un bloqueo maximo conside-
rable que llegd hasta un 16,4 %+ 3,0 de la respuesta inicial,
bloqueo obtenido ademas en corto tiempo : 21 min (n=12). En
las 11 experiencias realizadas con propranolol se obtuvo un

valor medio de 8,6 %+1,8 (siempre en relacion con la respues

ta inicial), alcanzado en 50 min, tiempo mas largo que en el
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caso de guanetidina.Cuando se utilizo alprenolol el bloqueo
fue similar : 8,4 % de la respuesta inicial (24 experiencias),
en un tiempo de 54 min. El INPEA prédujo potenciacién

de 1la respuesta, siendo la contraccion obtenida (120,4 % +
4,5 ; n=5), significativamente superior al control. La qui-
nidina, a esta concentracidn alta, redujo la respuesta contrac
til del deferente a 38,3 %x3,7 del valor inicial, en un tiempo
de 34 min. También se estudid el efecto de la procaina so-
bre la contraccion inducida por estimulacidén eléctrica, a u-
na concentracion de 60 p.q/ml observandose que la respues-
ta se redujo a un valor de 53,0 %, significativamente distin-
to del inicial, en sdlo 6 min de exposicidon al farmaco. Las
Figs. 7 y 8 reunen aleun trazado representativo y en la Fig.

9 se presenta el conjunto de resultados obtenidos.

b) Efecto del lavado de la preparacién sobre el bloqueo pre-

viamente establecido

El lavado no afectd tampoco la preparacion tratada con
una concentracidén alta de guanetidina. Sin embargo el lava-
do revirtié el bloqueo tanto del propranolol como del alpre-
nolol hasta un 44,8 % y 43,7 % del valor inicial respectiva-
mente. La reversion fue pues solo parcial, pero resultd sig
nificativa (Fig. 9). En las 5 experiencias en que se utilizo
el INPEA se obtuvo una variacion después del lavado de 89, 6%
t5,7, es decir la potenciacién producida por el firmaco desa
parecié. El lavado hizo también revertir el bloqueo produci-

do por quinidina a un 62,8 %+5,0, valor distinto del bloqueo
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maximo de 38,3 % obtenido. En el caso de la procaina tam
bién se observo igualmente reversion total por el lavado,

(ver la Fig. 9).
c) Modificacidén por d-anfetamina del bloqueo

La d-anfetamina (0,1 pug/ml) adicionada a las prepara-
ciones en que se habia pro.ducido el bloqueo con guanetidina,
no dié lucar a ninoin cambio, pero si se observd una leve
reversidn (30,3 %%5,5) cuando la concentracién de d-anfeta-
mina fue incrementada hasta 0,5 pg/ml. El bloqueo produ-
cido por propranolol no se modific6 tampoco significativamen
te con la concentracion baja de anfetamina, y el resultado ob
tenido al aumentar la concentracion de éste farmaco no fue
posible valorarlo dada la gran motilidad espontanea que apa-
recié (Fig. 7). En los experimentos en que se usG alpreno-
lol se observs, paraddjicamente, que el bloqueo no sélo no
revirtio con d-anfetamina sino que se acentuo de forma sieni-
ficativa (Fie. 8). Al afiadir d-anfetamina al conducto deferen-
te tratado con la concentracidén alta de INPEA se observd, i-
gual que al empleai‘ la concentracioén baja, una ligera potencia
cion. En el caso de la quinidina se obtuvo un valor medio de

32,7 %+£3,7 con la primera adicion de anfetamina, y al incre-

.’ -, .’ ,
mentar la concentracion de ésta, este valor subid sdlo a 35,7 %,

no resultando significativamente distinto del valor medio de
bloqueo previamente establecido. Cuando se estudio la modifi-
cacién por d-anfetamina del bloqueo producido por procaina

observamos que nin guna de las concentraciones produjo cam-
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bios significativos. La Fig. 10 reine los »datos obtenidos con

concentraciones altas de los pbloqueantes y otros farmacos.

. . . . Id
1. 2. Contracciones inducidas por Noradrenalina exdgena

1.2.1.Dosis aisladas de Noradrenalina (NA)

. . . = 7 ’ . <
En algunas experiencias con estimulacion electrica, eés-
ta se interrumpid antes de afiadir el farmaco en estudio, pa
. . . ”
ra hacer una pequefia curva dosis-efecto con NA, prosiguien
dose luego la estimulacion. Una vez observado el efecto ma
. . . . . + 7
ximo del bloqueante.se volvio a interrumpir la estimulacion
para comprobar el efecto de aleuna de las mismas dosis de

NA antes ensayadas.

En las experiencias en que se estudid conjuntamente el
efecto de la guanetidina a concentracién 0, 1 pg/ml sobre la
estimulacion eléctrica y sobre la NA exdegena, se encontrd
que la respuesta inducida por NA se potencié hasta un 331,8 %
(£43,0) del valor inicial (Fig. 11). La respuesta a NA exo-
gena, cuando se utilizé propranolol, resultd potenciada a un
231,0 %. En el caso del alprenolol, a la misma concentra-
cion, hubo una ligera reduccién de la respuesta, aunque no
fue significativa, obteniéndose un resultado de 70,4 %= 20,4
(n-4). Al afiadir NA exdgena a la preparacion tratada con el

Id . « 7 - .
INPEA no se observo variacion en la respuesta contractil.
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L2 quinidina tampoco modificé la respuesta inducida por NA

(ver Fia. 15).

Cuando los farmacos se afiadieron a la cbncentracién
de 10 pg/ml se observd que la respuesta a NA exégena re
sulto potenciada tanto por la guanetidina como por el pro-
pranolol, hallandose valores de 445,0% y 206,5 % respecti
vamente (Figs. 12 y13). El1 INPEA también produjo potencia
cién, aunque mucho mas ligera : 142,7 %+ 9,2 (n=4). Nueva-
mente se observd que la quinidina no mostraba efecto sobre
la contraccidén inducida por NA. La procaina sin embareco
produjo un aumento muy acusado de la respuesta cbntréctil,
pues se obtuvo un valor medio de 282,9 %+53,0 (n=4). En
el caso del alprenolol, finalmente, lo que se observo fue una
inhibicidon clarisima de la respuesta (14,9 % de la respues-
ta inicial, Fie. 14). Ver Fig. 15 en que se reunen los resul

tados obtenidos.

En otra serie de experiencias, el conducto deferente fue
estimulade Unicamente mediante NA exdeena. En estas condi-
ciones, la guanetidina (0, 1 pg/ml) aumenté la contraccidn ini
cial hasta un valor de 161,4 % del inicial. El propranolol y
el INPEA a la misma concentracién no variaron la respuesta
obtenida con NA, mientras que el alprenolol inhibié liperamen
te la contraccion obteniéndose como media de 4 experimentos
un 82,5 %. En las experiencias en que se ensayé la quinidina
tampoco se observd ninedn efecto. (En la Fig. 17 se encuen-

tran reunidos los resultados obtenidos).

En los experimentos en que se utilizo la dosis alta de los
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farmacos, los resultados fueron los siguientes : La guaneti
dina potencio a un 261,9 % la respuesta inicial producida
por la NA exdgena (Fig. 17). El propranolol también aumen
té sieonificativamente la contraccidn (156,3 % =10,2 ; n-:-4) e
igualmente el INPEA (163,8 %*5,9 ; n=5 ). Sin embareo,
cuando fue el alprenolol el farmaco ensayado se obtuvo una
inhibicidén total de la respuesta a NA exdoena (Fig. 16). Con
la quinidina, en estas experiencias sin estimulacion eléctri-
ca y a concentracion 10 pg/ml, se observd también un cier
to antavonismo a la NA : 42,6 % =4, 9 (n=4). En las experien
cias en que se estudié el efecto de la procaina hubo una po
tenciacion significativa de la contraccidn, siendo 125,7 % *

4,5 el valor medio hallado.
1.2.2.Dosis acumuladas de NA

En vista de los datos obtenidos al ensayar el alprenolol,
tanto a la concentracion baja como a la alta, frente a la res-
puésta del conducto deferente a la NA exdpena, parecid de
interés estudiar mas detenidamente este antaconismo, para lo
cual se llevaron a cabo otros experimentos con dosis acumu-
ladas de NA, comparandose los resultados con los obtenidos
utilizando el -adrenolitico tolazolina. Se cuantificé dicho
antaconismo mediante el calculo del pr(Arunlakshana y Schild,
1959). Para ello se represento en una grafica el loparitmo
necativo de la concentraciéon molar de antapgonista en abcisas
frente al logaritmo de la relacion de dosis de NA menos uno

(RD—l) en ordenadas y se calculd la recta de reoresién por
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el método de los minimos cuadrados. El punto en que la
recta ‘corta el eje de abcisas es, evidentemente, el pAZ
(RD 2 ;1lo¢ (2-1)=0), que indica el losaritmo nepcativo de la
dosis de antagonista que hace necesario duplicar la dosis

de agonista para obtener la misma respuesta del conducto
deferente. E1l pAlO’ a su vez, expresa el logaritmo nepa-

tivo de la dosis de antaronista que hace necesario multi-

plicar por diez la dosis de agonista para alcanzar la mis
ma respuesta. El valor se obtiene irualmente de la recta
de rerresion y es el de la abcisa correspondiente a la or-

denada de valor 0, 95=lo¢ (10-1) (Fie. 18). Los resultados

obtenidos para alprenolol y tolazolina fueron los siguientes

PA, PA10
Alprenolol 5,11 3,25
Tolazolina 4,22 3,13

Puede observarse que en el caso del alprenolol la di-

ferencia pA_-pA__ 1,86 esta muy alejada del valor tedrico

2 10
pPara un antaeconista competitivo.



log (R-1) (Relacion de dosis-1)
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3 4 5 6
-log (antagonista)

Fig. 18.-Método utilizado para el calculo de los valores de
pA2 y PAIO del alprenolol, frente a la respuesta a noradre
nalina del conducto deferente de rata aislado. Abcisas: loea

. . . .
ritmo negativo de la concentracion molar de antagonista; or

denadas: logaritmo de la relacion de dosis de NA menos uno

(RD-1).
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1. 3. Modificacion por desipramina de la respuesta a la estimu-

3 Id . 3
lacion eléctrica

Se realizaron una serie de expefimentos preliminares pa
ra elegir la concentracién de desipramina (DMI) idénea, que ca
reciera de efecto intrinseco sobre las contracciones del conduc
to deferente inducidas por estimulacion eléctrica, ya que es sa
bido que este compuesto a partir de ciertas concentraciones po
see propiedades estabilizadoras de membrana (Iversen, 1975).
Se elicieron dos concentraciones 0,1 pg/ ml, que en algunos ca
sos mostr6 efecto intrinseco, reduciendo la respuesta, y 0,01
pg/ ml que nunca tuvo efecto alguno sobre la contraccidn del

conducto deferente.

En la TablaI se rednen los resultados obtenidos al afiadir
el (”—bloqueante o la guanetidina a las preparaciones pretratadas
con el DMI. Puede observarse que la guanetidina a la concentra
cién de 0,1 pe/ ml inhibid la respuesta del conducto deferente
de rata a un 35,6 % del valor inicial, pero el tratamiento pre-
vio con DMI previno casi totalmente su efecto. Cuando se utili
z6 el propranolol se observaron resultados similares. Mientras
que el propranolol '"per se' redujo la respuesta contractil a un
61,9 % de la inicial, el tratamiento previo con DMI hizo que la
modificacion inducida por propranolol dejase de ser significativa.
Los resultados obtenidos con alprenolol difirieron, en cambio,
de los obtenidos con las dos substancias anteriores pués si bien el

tratamiento previo con la concentracion baja de DMI (0,01 pg/ml)



92

‘61 °p owrxPw un ® £ sojudusriddxs § 9p OWIUIW Un B S3judrpuodsara

-00 ‘9°'s F erpaw B[ uerjuasardar BUWN[OD BISDID) B[ UL sopedIpul safejusdiod sory

‘utwx 09 9njy sajueanborq sojurysip SO A TNQ 1° °1jue odwar} 2p ofeaxdjul [F -elnde
Sp SOpPOI3}D9[e 9JUBIPIW SJJUSWIBINWERIIUT OPBINWIISD 9NJ I3USISIIP 03ONPUOCD 5

1L F¥'L9 " 10
PL Fo'z8 u 10°0
8°‘G F0°‘9¢ , Totouaadiy o
L'L F¢€'98 h A 10

9'9 F99%6 . " 100
Sy F6°19 1orouradoag .

8L F9‘8 " I‘0
6‘8 FG'16 " 10°0
0% F9°Sc eUIpTIOUEND T

(Terotur 1ofeA 9)) (twx / 3t 1 “0) [w /8¢ ‘gNg

UQIDOBIJUOD sjueanborg SP UQId®BIUIDOUOY

OaVvISIV VIVY dId AINFIYAAAJ OLDNANOD THJ TILDVIINOD VI
-SUNdSIEY VT NI VNIAILINVAD O &.ghﬂzoo/whzd« JOod OdIDAANI 0ANDOTa
Td Jd¥dOS (INA) VNIAVYELISAd NOD OIAZYd OINAIANVIVIL Tdd VIDONANTANI

I Blqe],



previno el efecto bloqueante del alprenolol, no ocurrié igual

1z ) 2 . . .
cuando se utilizé la concentracidén superior de desipramina.
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2.EFECTOS DEL PROPRANOLOL SOBRE LA RESPUESTA DE
LA MEMBRANA NICTITANTE DEL GATO ANESTESIADO A
LA ESTIMULACION ELECTRICA

A la vista de los resultados obtenidos en el apartado |
anterior, pareci6 de interés estudiar si los bloqueantes Fv
podri’an afectar los efectos derivados de la estimulacidn de
nervios adrenérgicos 'in vivo'. La preparacidn elegida fue
la membrana nictitante del pato anestesiado, que se estimu
16 eléctricamente mediante electrodos de platino aplicados
precanclionicamente al tronco simpatico cervical, con el pro
tocolo ya explicado en los Métodos. El voItaje utilizado fue
supramximal, variandose la frecuencia entre 1-50 Hz, y re-
pitiendo la serie de estimulaciones cada cierto tiempo des-
pués de la inyeccidn i.v. del farmaco. Ademas de las ca-
racteristicas del bloqueo, en alounos casos también se es-

e . .« 7 s
tudio su posible reversion por la d-anfetamina.

En la Tabla II se recogen los resultados obtenidos con
la guanetidina y el propranolol. En el caso de la guanetidi-
na se obtuvo un bloqueo mas 6 menos pronunciado cuando
la dosis fue 0,5 mg/kg, que tardé en establecerse un tiem-
po bastante largo, entre 70 y 130 min, observandose cierta
reversion por la d-anfetamina (0,5 mg/kg). Cuando se aumen
té la dosis de suanetidina a 5 mg/kg el bloqueo fue claro, tan -
to administrando el farmaco a una unica dosis como a dosis

- - - [e . 3 .
acumulada, siendo a bajas frecuencias mas acusada la inhibi-
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cién de la respuesta. Con esta dosis de suanetidina el efec
to bloqueante aparecidé ya a los 15 min de la inyeccion del

P d
farmaco.

Con el propranolol se ensayaron dosis menores ya que
ciertos autores (Eliash y Weinstock, 1971) han insistido so-
bre el hecho de que dosis muy pequefias de propranolol pro
ducen un efecto bloqueante que, en cambio, no se observa a
dosis mayores. Con 0,05 mg/kg se observd un leve bloqueo,
si bien éste fue muy variable. El propranolol a 0,5 me/ke
produjo una cierta inhibicidn de la respuesta, que se instau-
ré en un tiempo medio de 80 min, y cuando se utilizaron do
sis acumuladas hasta 5 mg/kg el bloqueo maximo obtenido
fue del 35 %. Sin embargo, al ensayar una dosis muy baja,
0,01 mg/kg, variando en este caso los voltajes y manteniendo
una frecuencia de 20 Hz, se obtuvo bloqueo total a bajos vol
tajes en un caso y del 50 % en el otro, revirtiendo parcial-
mente este bloqueo en ambas experiencias al suministrar al
pato una dosis adicional de propranolol de 0,04 mg/kg (ver
Fig. 19). Este bloqueo fue apreciable a partir de las dos ho-

. . ’
ras de la inyeccidén del farmaco.
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3.EFECTO DE LOS BLOQUEANTES f-ADRENERGICOS SO-

)

BRE LA LIBERACION DE 3H—NORADRENALINA EN CONDUC-
TO DEFERENTE DE RATA AISLADO

A « 3 rd ’ .
3. 1. Liberacion de "H-NA inducida por estimulacion eléctrica

3.1.1.Experiencias preliminares

»
Se trato inicialmente de estudiar el ''overflow' de "H-NA

utilizando unas condiciones de estimulacidn eléctrica lo mas
similares posibles a las empleadas en la primera fase del tra
bajo (ver apartado 1.1.). Tras la incubacion previa del conduc
to deferente con 3H-—NA., a una concentracién de 1, 66 pM duran
te 40 min, la preparacién fue lavada dos veces y tras un perf_g
do de reposo de 30 min, se hizo un nuevo lavado. Seguidamen-
te el tejido fue estimulado durante dos periodos de tiempvo con
secutivos de 30 seg, separados 4,5 min de los perfodns siguien
tes de estimulacié:i. Los trenes de estimulacion fueron de 20
Hz, 2 mseg y voltaje supramaximal (usualmente 90 V). Se re-
cogié una muestra de 200 p! del liquido de perfusidn al final

de los periodos de reposo e inmediatamente después de los

*) A lo largo del presente trabajo, se denorrina con el término
"liberacién" no al paso de noradrenalina al espacio extracelular
sino a la difusidén de NA desde el tejido hasta el liquido de per
fusion. Es en realidad mucho mas correcto el término inglés
"overflow', que se ha utilizado también indistintamente.
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periodos de estimulacidén, midiéndose la radiactividad en las
condiciones usuales. La experiencia durd en total 90 min. En
estas condiciones, la cantidad recocida de radiactividad va de
creciendo continuamente en las sucesivas tomas, siendo siem-
Pre mayor, l6gicamente, la radiactividad presente en una mues
tra recogida después del periodo de estimulacidn que.la corres
pondiente al inmediato periodo de reposo. Esta técnica ha sido
utilizada por otros autores (Cf.p.ej. Graham y col, 1974) y po-
dria brindar, en principio, una idea de la cinética de libera-

.« 7 3 ”’
cion de H-NA en presencia y en ausencia de farmacos.

En las experiencias control, en que no se afiadié ningin
firmaco, se observd, como era de esperar, que el "overflow'"
de "H-NA era mayor después de la estimulacion eléctrica que
después de los periodos de reposo, siendo la relacidén de dichos
parametros entre 1,5 y 2. (Ver ejemplo representativo en la

Fig.20)

Sin embargo, en las experiencias en que se estudil el e-
fecto de la guanetidina & del propranolol, a concentracién 0,1
’ . 4 . . 3
o 10 pg/ml, no se observo ninguna diferencia respecto a los

controles (ver Fig.20), siendo los resultados muy variables.

En nuestra opinidn, la dispersién tan grande obtenida en
los resultados fue debida a que las condiciones experimentales
elepidas no hicieron posible en ninpin caso una liberacion acu
sada de 3H-NA por lo cual las posibles diferencias producidas
por los tratamientos quedaron enmascaradas por los errores
inherentes al método. De otra parte, si la preparacion hubiese

. - - - - . -’
sido lavada de forma exhaustiva antes de iniciar la estimulacion
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[< . . . . .
electrica, se hubiese obtenido un contaje aun mas bajo.

3.1.2.Estimulacién intramural de baja frecuencia con electro-

dos de aguja.

En vista de los resultados tan variables obtenidos en las
experiencias anteriores, se decidié emplear la técnica segui-
da por Adler-Graschinsky y Langer (1975), con ligeras modifi-
caciones, técnica descrita en el apartado 2.4. del capftulo de
Métodos. Se utilizaron electrodos de acuja, igual que en las ex
periencias antes descritas, pero, en cambio, los trenes de esti-
mulo duraron 1 min, y la frecuencia de la estimulacién fue 5
Hz, pues en caso de que existieran receptores presinapticos
que modularan la liberacidn de NA, su accidén reguladora se ob

-~ . . . « 7
servaria a frecuencias bajas de estimulacion (Langer y col,

1975)

e - . I* .
Se midio en todos los casos la cantidad de tritio liberada
espontineamente por unidad de tiempo y me de tejido (El) una
vez estabilizado el proceso de liberacion de radiactividad tras

. .’ o .
los lavados sucesivos de la preparacion, asi como la cantidad

*) La cantidad de tritio liberada corresponde en gran parte a
H-NA, puesto que la _Tonoaminoxidasa 'se hallaba inhibida por
la pargilina (1,25 x 10 M) existente en liquido de perfusidn.
Sin embargo también corresponde, en igual é mayor proporcién,
al metabolito de la noradrenalina normetanefrina (Langer, 1970).
No obstante, en ocasiones se habla en el texto de liberacién de
H-NA en vez de liberacion de tritio. '
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de tritio liberada durante el primer periodo de estimulacidn
eléctrica (Sl). Una vez transcurrido el peri’odd de 40 min de
incubacidn con el farmaco, se midid igualmente la cantidad de
~tritio liberada, bien espontaneamente, bien inducida por estimu

lacion eléctrica (EZ y S. respectivamente). Los resultados ob-

2
tenidos vienen reunidos en la Tabla III.

De los datos de la Tablalll puede deducirse que, en au-
sencia de farmacos, la estimulacidn eléctrica produjo una libe
racidn de tritio que, en general, fue mas de tres veces mayor
que la obtenida en condiciones basales. Cuando se utilizaron
concentraciones bajas de farmacos (0,1 ng/ml), éstos no afec-
taron la liberacion espontanea de radiactividad (EZ)' y solo la
guanetidina produjo a esta concentracién una reduccion sensi-
ble en la cantidad de tritio liberada por estimulacion eléctrica
(SZ). Las concentraciones altas de farmacos (10 pg/ml) si afec
taron en varios casos bien la liberacion espontéﬁea de radiac-
tividad, bien la inducida por estimulacién eléctrica. Para evaluar
los resultados obtenidos se utilizé la relacidn SZ: EZ/ SI: El.
Dicha relacidn en las experiencias control, en que no hubo far-
maco, fue 0,86= 0,08 (Fig. 21). Cuando se utilizé la concen-
tracién baja de propranolol, 0,1 pg/ml, aproximadamente 3 x
10-7M, se obtuvo un valor de 0,85+ 0,07, practicamente idénti-
co al control. Igual ocurrid (Fie. 21) con los valores obtenidos
con el alprenolol (0,83 %0,09) y el INPEA (0,89+0,08). Sin em

bargo, la guanetidina disminuyd sienificativamente el "overflow"

de tritio a un valor de 0,56%* 0,02.

Utilizando una concentracidén 100 veces mayor, 10 pg/rr.l,

-5 .
aproximadamente 3 x 10 "M, (Fip. 22 ) se observo una disminu
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cion significativa del ""overflow" no s6lo con la guanetidina, cu
ya media fue 0,47 £ 0,06 (n=4) sino tambien con el proprano-
lol (0,58) y el alprenolol (0,50). Sin embargo, el INPEA no m_g.
dificé el "overflow', y si lo redujo, de forma significativa la
quinidina. Finalmente con procaina (2,2 x 10_4M) no se observé
ninguna variacion apreciable, aunque al aumentar la concentra-
cién a ].0—3M si disminuy6 significativamente el "overflow'", ob

teniéndose una relacidn de 0,57 £ 0, 05.

Resumiendo estos resultados se puede decir que a la con
centracién baja (aproximadamente 3 x 10-7M) el unico farmaco
capaz de disminuir el '"overflow'" significativamente fue la gua-
netidina, mientras que a la concentracién de 3 x 1‘0—5M todos
los farmacos, excepto el INPEA, redujeron la liberacién de 3H
inducida por estimulacién eléctrica. El farmaco que produjo un
efecto mas acusado fue la guanetidina, si bien este efecto no

- " . 3
parece ser claramente dependiente de la concentracion utilizada.

3.1.3.Estimulacion de campo de baja frecuencia.

Con objeto de determinar si el tipo de electrodos utiliza

" de tritio, las

do podia afectar de alguna manera el "overflow
experiencias descritas en el apartado anterior se reprodujeron,
pero utilizando la técnica de estimulacion de campo, en la cual
los electrodos fueron dispuestos de forma paralela al tejido, sin

tocarlo. Los resultados de ''overflow'" espontaneo y provocado

por estimulacidn eléctrica vienen reunidos en la Tabla 1Vv. El
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efecto de los farmacos en estudio fue igualmente evaluado me

diante la utilizacion del cociente SZ: EZ/ SI: E1

nidos los resultados obtenidos en las Figs. 23 y 24

» viniendo reu

En las experiencias control est‘a relacidn tu:vo un valor
de 1,060, 15. Al utilizar la concentracion baja de farmacos
(aproximadamente 3 x 10_7M) se observo nuevamente que solo
la guanetidina ‘disminuyé de forma sienificativa la relacion has.
ta un valor de 0,692 0,04 (n=4). El resto de los farmacos ca
recieron de efecto, como se observa en la Fig. 23 . Cuando se
utilizé la concentracién alta de farmacos (Fig. 24 ), los g blo-
queantes propranolol y alprenolol, junto con la guanetidina y
la quinidina redujeron el "overflow'" de tritio de forma signi-
ficativa, el INPEA y la procaina (2,2 x 10_4M) no modificaron,

tampoco en este caso el "overflow'.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos utili- .
zando electrodos de aguja se observa que los efectos que se
obtuvieron con estimulacion de éampo cuantitativamente fueron
mas acusados, aunque fueron los mismos farmacos los que re
dujeron la cantidad de tritio liberada por estimulacion electri

ca en ambos casos.
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3. 2.Respuesta contractil

3.2.1.Estimulacidén intramural

"En los experimentos descritos a continuacion se emplea-
ron electrodos de aguja para la estimulacion intramural del
conducto deferente, utilizando las condiciones de estimulacidn
usuales. Las contracciones se midieron en condiciones isomé
tricas mediante un transductor de fuerza. Los farmacos estu-
vieron en todos los casos en contacto con la preparacién du-
rante 40 min, pues se afiadieron inmediatamente después de la
primera estimulacién. La Fig.25 reune algunos trazados re-
pPresentativos. El conjunto de los resultados se expresaron co
mo la relacién en tanto por ciento de la altura de la contrac-

.’ . P .
cion en presencia del farmaco, R y la altura obtenida en au

2
sencia de él, Rl.
Como se puede observar en la Tabla V , en que se reco-
gen los datos de la modificacién de la respuesta contractil in-
ducida por estimulacidn eléctrica, la altura de las dos contrac
ciones fue similar en los controles. Cuando se adicionaron los
farmacos a la concentracidn baja de 0,1 pq/ ml (aproximadameg_x
te 3 x 10_7M), sélamente la guanetidina redujo la contraccién de
forma significativa a un 68,4 = 7,2 de la inicial. Cuando la con
centraciéon fue 3 x 10-5M, la guanetidina, el propranolol y el al-
prenolol abolieron totalmente la respuesta contractil, observan-

dose ademds mucha movilidad espontanea. El INPEA potencio
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Fig. 25 .-Efecto de los p-bloqueantes y de otros farmacos
sobre la contraccidén inducida por estimulacion intramural en
conducto deferente de rata aislado, Los farmacos se afiadie-
ron a la concentracion de 3 x 107 M. Control (C), proprano-
lol (P), alprenolol (A), INPEA (I), guanetidina (G) y quinidina
(Q). Para detalles en la metodologfa utilizada véase el tex-
to (pag. 114 ).
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MODIFICACION DE LA CONTRACCION INDUCIDA POR ES-

TIMULACION ELECTRICA EN CONDUCTO DEFERENTE DE

RATA AISLADO

(Estimulacién intramural)

Compuesto Concentracidn % R, / R1
L 102,44+ 1,4
Propranolol 3 x 10'7M 94,2+ 6,7
Alprenolol " 103,0+ 3,4
INPEA " 115,2 +12,5
Guanetidina o 68,4+ 7,2%
Quinidina " 119,0+ 14,3
Propranolol 3x IO-SM 0, 0®
Alprenolol " 0, 02
INPEA n 126,2 + 8,2%
Guanetidina " 0, 0
Quinidina L 75,8+ 5,0%
Procaina 2,2 x 10" M 96,7+ 6,5
Procaina IO-3M 0, 0?

Los conductos deferentes se estimularon intramuralmen-
te mediante electrodos de aguja. Se expresa la relacidn, !
porcentual,de la contracciéon maxima obtenida en presencia
del farmaco (R,) respecto de la contraccién alcanzada en au

sencia de él

(R.); mediat s.e. de 4-6 experimentos rea-

lizados. a: indica diferencia significativa para p <0, 05 (test

de Student).
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significativamente la contraccion, probablemente debido a su
actividad simpaticomimética. La quinidina, a la misma con-
centracidn, inhibié la respuesta a un 75 % *5,0 de la inicial.
Finalmente la procaina, a la concentracién de 2,2 x 10-4M,
no modificé la contraccion, pero cuando se ensay6 a la de

"3 -~ .
100 "M 1la abolid totalmente (Tabla V), apareciendo una acu-

sada motilidad espontanea a lo largo de la experiencia.

Dado que en experiencias anteriores (apartado 1.1.) en
que se utilizaron trenes de estimulos de 20 Hz, 18 seg de du
racic’)ﬁ repetidos cada 6 min se habia observado blogueo con
la concentracién baja de propranolol y no en las condiciones
actuales de estimulacidn se hicieron otra serie de experien-
cias adicionales y se observo que al utilizar trenes uUnicos de
]l min de duracion y con una frecuencia de 20 Hz la respues-
ta contrictil no resulté modificada por el propranolol a 0,1
}lg/ ml. En cambio, esta misma concentracidén de propranolol
antagonizé la. respuesta contractil en un 42 % (media de 4 ex-
perimentos) cuando los trenes fueron cortos y repetidos, inde-

pendientemente de que la frecuencia utilizada fuera 5 o 20 Hz.
3.2.2.Estimulacion de campo

Esta serie adcional de experimentos fue realizada, igual
que antes, con objeto de comprobar la importancia del tipo de
estimulacién. La Tabla VI recoge los resultados del efecto de

los firmacos sobre la contraccion del conducto deferente, a las
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bre la contraccidn inducida por estimulacién eléctrica en el con
ducto deferente de rata aislado.
la concentracién de 3 x 10'5M, excepto la procaina cuya concen
tracidn fue 2,2 x 10"#M. Control (C), propranolol (F), alprenolol

(A), INPEA (I), guanetidina (G), quinidina (Q) y procaina (Pc). La

Los farmacos se afiadieron a

metodologia utilizada viene descrita en el texto (pag. 114).
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Tabla VI

MODIFICACION DE LA CONTRACCION INDUCIDA POR ES-
TIMULACION ELECTRICA EN CONDUCTO DEFERENTE DE
RATA AISLADO (Estimulacién de campo)

Compuesto Concentracidn % RZ / Rl
L 87,2+ 2,7
Propranolol 3x 107 M 94,3+ 5,7
Alprenolol " 88,7+ 5,3
INPEA " 76,1+ 8,2
Guanetidina " 65,5+ 6,3%
Quinidina " 73,3+10,4
Propranolol 3 x 10—5M " 0, 0®
Alprenolol " 0,0%
INPEA : T C122,9+ 7,4%
Guanetidina " 0, 0%
Quinidina " 89,7+ 9,2
Procaina 2,2 x 10" %M 78,0+ 7,7

Los conductos deferentes se estimularon mediante elec-
trodos paralelos, estimulaciéon de campo. Se expresa la re
lacion, porcentual, de la contraccion maxima alcanzada en
presencia del farmaco (R_) respecto de la contraccidn obte
nida en ausencia de é1 (R ); media+ts.e. de 4-5 experien
cias realizadas. a: indica diferencia significativa para p <
0,05 (test de Student).
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concentraciones habitualmente utilizadas.

. ~ « 7 .
En los experimentos en que no se afiadid ninedun firma-
.« ” - ) .
co la segunda contraccion fue liperamente menor que la pri-

fue 87,2 % * 2,7. La concen-

mera, pues la relacidn RZ/ R
.

1
tracién baja (aproximadamente 3 x 10~

M) de guanetidina re-
dujo la contraccion al 65,6 % (n=5), valor sienificativamente
distinto del de los experimentos control. El resto de ‘los
compuestos no variaron la respuesta contractil del conduc-
to deferente. Al aumentar la concentracién de los farmacos
a 3x 10—5M se observd, en cambio, que la guanetidina, el
propranolol y el alprenolol, inhibian totalmente la respuesta
contractil. E1 INPEA produjo, igual que en otras experien -
cias previas, un aumento significativo de la contraccién, ob
teniéendose un 22,9 % de incremento medio de la contraccidn
con respecto al valor control. Por dltimo, la quinidina y la
procaina, adicionada ésta ultima a la concentracién de 2,2 x

-4 Y
10 "M, no modificaron la altura de la respuesta contractil.
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4.EFECTO DE LOS BLOQUEANTES [(-ADRENERGICOS SO-
T =

BRE LA LIBERACION DE 3H-NORADRENALINA EN AURICU-

LA DE COBAYA AISLADA

. 3 . . . . - ..
4.1.Liberacion de "H-NA inducida por estimulacion electrica

En las experiencias realizadas en auricula de cobaya ais-
lada, se midid en todos los casos la cantidad de tritio liberada.
espontaneamente por unidad de tiempo y de mg de tejido (E 1)
asi como la cantidad de tritio liberada durante el primer peri’_q
do de estimulacidn eléctrica (Sl). Una vez transcurrido el tiem
po de contacto con el farmaco (40 min), se midié icualmente la
cantidad de tritio liberada bien espontaneamente, bien provoca-
da por estimulacion eléctrica (EZ y S, respectivamente). Los

resultados obtenidos se hallan reunidos en la Tabla VII.

Los resultados se expresaron, al icual que en el caso del
conducto deferente de rata (apartado 3.1.2.) por la relacion

SZ: EZ/SI: E1 antes comentada.

Cuando no existié firmaco alpguno, dicha relacion fue muy
proxima a la unidad. El propranolol a la concentracién 3 x 10-7
M redujo sieonificativamente el "overflow' de tritio a un valor
de 0,63 + 0,04 (5:4). El alprenolol, del mismo modo, dismi-
nuy$ el "overflow' a 0,74. Sin embargo al utilizar el INPEA

3 . [
a esa misma concentracidon, no se observdo efecto alguno. La

. . . . . . 7
guanetidina produjo una acusada disminucion del "overflow',
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pues el valor medio de las 5 experiencias realizadas fue 0, 70
+0,07. Los resultados obtenidos vienen representados en la

Fig. 27.

Al utilizar la concentracidn de 3 x 10_5M (10 ug/ ml), se
observd con ,quanetidiné. una disminucién del "overflow" de tritio .
mas acusada que al utilizar la concentracién cien veces menor.
El propranolol, en cambio, redujo también de forma sionificati-
va el "overflow'", pero en menor grado que al utilizar la con-
centracién inferior. Por otra parte, el alprenolol y el INPEA no

‘o 3 . -
modificaron apenas el ""overflow'" de H. La procaina (2,2 x 10 4

- 3 rd
"overflow', pero si lo disminuyd de forma

M) tampoco alterd el
significativa cuando la concentracién del anestésico local fue e-
levada hasta 10—3M. Debe indicarse, finalmente, que el alpreno
lol se utilizo, aparte de a las concentraciones usuales, a una
tercera concentracidn intermedia de 1 pg/ ml (aproximadamente
3x 10—6M), para observar, teniendo en cuenta sus acciones A -
adrenoliticas (apartado 1.2.2.), su posible efecto sobre los re-
ceptores a-presinapticos, a una concentracién a la que los efec
tos bloqueantes de los receptores ﬁ—postsinaﬁpticos o anestésicos
locales fueran menos aparentes. El resultado obtenido, 0,84 =%
0,03, no fue, sin embargo, significativamente diferente de los con

troles.

4.2.Efecto inotrdpico positivo

En las experiencias sobre auricula de cobaya aislada, es
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timulada electricamente, se midié el efecto inotropico positivo
inducido por dicha estimulacidn en condiciones isométricas.Se
hallS, para todos los casos, la relacidén RZ/ Rl’ de la maxi-
ma contraccién obtenida en presencia del farmaco R2 y en au-
sencia de é€l, Rl, expresada en tanto por ciento. La Fie. 29
reune algunos trazados representativos del efecto de los farma-

cos a la concentracidén baja (0,1 po/ml, aproximadamente 3 x 10,-7

M).

En los experimentos control se obtuvo un valor porcentual
de 91,7+ 4,1 (n=6). La concentracién baja del propranolol dis
minuy6 acusadamente la respuesta a la estimulacidn eléctrica
(13,8% del valor inicial). La misma concentracidn de alpreno-
lol también redujo la respuesta aunque en menor proporcion
(38,5%), mientras que la inhibicion inducida por el INPEA fue
algo menor, como corresponde a su menor potencia f-blogquean
te. La guanetidina, finalmente, inhibié la contraccién hasta un
60% aproximadamente del valor inicial. Los resultados obteni-
dos con la concentracidon baja de las substancias en estudio vie

nen reunidos en la Tabla VIII

A la concentracién de 10 pe/ ml (aproximadamente 3 x 10~
M), el bloqueo producido por el propranolol fue total, y con el
alprenolol casi total (Fig. 39 ). El1 INPEA, sin emb'aroo, redujo
la respuesta incluso menos que el propranolol a la concentra-
cién baja. La pfocai’na (2,2 x 10-4M) no varié sienificativamen
te el efecto inotrdpico positivo. La guanetidina, por fin, no sg
lo no indujo bloqueo, sino que potencié la respuesta a un 160%,

resultado altamente sienificativo (Tabla VIII).
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Tabla VIII

MODIFICACION DEL EFECTO INOTROPICO POSITIVO IN-

'DUCIDO POR LA ESTIMULACION ELECTRICA EN AURI-

CULA DE COBAYA AISLADA

Compuesto Céncentracién % R2 / Rl
91,7+ 4,)
Propranolol 3x 107 "M 13,8+ 8,9°
Alprenolol " 38,6+ 5,4°
INPEA " 64,4+ 7,0%
Guanetidina " 60,2 £10, 12
Propranolol 3 x 10-5M 0, 0?
Alprenolol ' " 4,2+ 2, 7°
INPEA | n | 33,5+ 0,6
Guanetidina " 160,8+22, 12
Procaina 2,2 x 10'4M 87,5+13,0
Procaina 107°M 0,0%

Se expresa la relacion, en tanto por ciento, de la con-
traccion maxima alcanzada en presencia del farmaco (RZ)
respecto de la contraccidn obtenida en ausencia de él
(R ); mediats.e. de 4-6 experiencias realizadas. a: in-
dica diferencia significativa para p €0, 05 (test de Student)
con respecto a los controles.
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5.EFECTOS DE LOS (-BLOQUEANTES Y DE OTROS FAR-
MACOS SOBRE LA INCORPORACION DE “H-NORADRENALI-

NA

5. 1.Conducto deferente de rata

Para determinar el efecto de los farmacos en estudio
sobre la incorporacién de 3H-NA por el conducto deferente
de rata, se realizaron una serie de experimentos en los que
los farmacos fueron afiadidos al medio de incubacidn a idén
ticas concentraciones que en los estudios previos de liberg_
cion.

Considerando un 100 % de incorporacién de 3H-NA a
los conductos deferentes control, tras una incubacién de 30
min en un medio con una concentracion de 0,5 pM de 3H-NA,
se encontro que a la concentracién de 3 x 10-7Mbninguno de
los farmacos utilizados modificé la cantidad de 3H captada por
los deferentes (Tabla IX). Sin embargo a 3 x IO-SM se obser-
vé que tanto la guanetidina como el propranolol, el alprenolol
y la quinidina inhibieron la incorporacién de 3H-NA, siendo el
farmaco mis efectivo la guanetidina con un valor porcentual me
dio de 41,7 %+ 3,2 (n=10). El INPEA no altero la capacidad
de captacion del conducto deferente, y tampoco vario la incor
poracion la procaina (2,2 x 10-4M). Finalmente, al utilizar la
concentracidn de 10—3M de procaina se obtuvo un valor medio

de captacion de 3H-NA en los conductos deferentes de 60,3 %
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Tabla IX

BLOQUEO DE LA INCORPORACION DE 3.H-NORADRENAL\I-

NA EN CONDUCTO DEFERENTE DE RATA

Compuesto Concentracion % Incorporacion
Propranolol | 3x 107 M 123,3+10,7
Alprenolol " 89,5+ 6,9
INPEA | " 96,4414, 1
Guanetidina " o 90,7+ 1,8
Propranolol 3% 107°M 83,6+ 3,8
Alprenolol " 62,9+ 5, 82
INPEA " 109,8 + 5,8
Guanetidina " 41,7 + 3, 22
Quinidina " _ 85,6 5, la
Procafna 2,2 x107% 110,9+ 6,6
Procaina 107°M 60,3 =+ 4,4°

Los conductos deferentes de rata se preincubaron durante
una hora con el firmaco, a continuacion se afiadid 3H-NA
(0,5 pM) prosiguiéndose la incubacién durante 30 min mas. Des
pués se realizaron 8 lavados, y se valord el % de radiactivi-
dad incorporada por los conductos deferentes tratados res-
pecto a los controles. Se expresa la media* s.e. de 4-16 ex
Perimentos. a: valores significativamente distintos de los con-
troles (p <0, 05 test de Student).
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+ 4,4 (n=6) respecto a los controles.

5.2.Auricula de cobaya

A la concentracién baja ( aproximadamente 3 x 10_7M)
ninguno de los farmacos modifico de forma significativa la
captacion de 3H-NA en auricula de cobaya, como se puede
observar en la Tabla X . Por el contrario a la concentraci
6n alta los antagonistas {b inhibieron acusadamente la incor
poracion de 3'H-NA, pero el efecto mas drastico fue el pro .
ducido por guanetidina, con la que se encontr6 un porcenta
je de bloqueo superior al 70 %. La procaina (2,2 x 10-4M)
carecié de efecto sobre la incorporacién de "H-NA, sin em

. -3
bargo al ensayar la concentracion de 10 "M produjo un blo

. 3
queo de la captacion de "H-NA del 42 % (Ver Tabla X ).



Tabla X

3

BLOQUEO DE LA INCORPORACION DE "H-NORADRENA -

LINA EN AURICULA DE COBAYA

Compuesto Concentraciéon % Incorporacion
Propranolol 3% 107 M 106,3 + 6,5
Alprenolol " 93,4 + 5,8
INPEA " 83,0 +14,5
Guanetidina " 117,5 *10,3"
Propranolol 3x 107°M 59,6 + 2,0°
Alprenolol " 44,0 + 6, 22
INPEA & 70,9 + 9, 6%
Guanetidina " 27,4 + 3, 02
Procaina 2,2 x 10 4\ 85,6 + 8,7
Procaina 107°M 58,0 =+ 4,5%

Las auriculas de cobaya se preincubaron dugante una
’, R .’ ~ .« #
hora con el farmaco, a continuacion se afiadio "H-NA
'3 . - - 7 . ”
(6,5 uM) prosipuiendése la incubacidon durante 30 min mas
. ’
Después se realizaron 8 lavados, y se valoro el % de ra
. . . . -~
diactividad incorporada por las auriculas tratadas respec
2 o~ . ” -
to a los controles, (auriculas a las que no se afiadio far-
maco alguno). Se expresa la mediat s.e. de 4-9 experi-

mentos. a: valores significativamente distintos de los con
troles (p < 0,05 test de Student).

134



135

6. EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA MONOAMINOXIDASA

Se realizaron una serie de experimentos para estudiar la
posible actividad inhibidora del propranolol sobre la actividad

de la monoaminoxidasa (MAO) de distintos tejidos de la rata.

Se realizé un tanteo previo "in vitro'' de la actividad de
la MAO con concentraciones de propranolol comprendidas entre

-7 -
10 y 10 3

M, (Fig.31 ), tanto en cerebro como en arteria
., ’ s .

mesenterica de rata, observandose unicamente a la concentra-

. - . -3 ey .- . .

cion mas alta (10 "M) una inhibicion acusada en la actividad de

la MAO en ambos tejidos.

El tratamiento agudo de las ratas con propranolol (dosis
de 12 50 mg/kg) i.p. una hora antes de su sacrificio, produ-
jo una inhibicién muy ligera, independiente de la dosis, de la
actividad de la MAO en cerebro y arteria mesentérica. Los re

sultados correspondientes vienen reunidos en la Tabla XI.

Se realizd también un tratamiento cronico con propranolol,
de 7 dias de duracidn, utilizando dos dosis de 0,1 y 10 me /[ kg
i.p., observandose con la dosis baja una ligera induccion en la
actividad de la MAO en corazdn y arteria mesentérica, que no
llegd a ser significativa respecto a los controles. Con la dosis
alta de 10 mg/ kg no se observd en corazoéon ninguna diferencia
en la actividad de la MAO con respecto a los controles, y en
arteria mesentérica el propranolol no sélo no produjo inhibicion

sino que aumento ligeramente la actividad de la MAO. Se reali
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z4 finalmente otro tratamiento crdnico, de 20 dias de durazcidn,
en el que el firmaco se afiadié al agua de bebida de las ratas,
de tal modo que la cantidad bebida al dia fuera aproximadarmente
10 mg/ke. La actividad de la MAO se valord en arteria mesen
térica, observandose una leve disminucidn en la actividad de la
MAO, valor que no llegé a ser estadisticamente distinto de los
controles. Los datos correspondientes al tratamiento cronico

con propranolol vienen igualmente expuestos en la Tabla XI.
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CAPITULO 1V

DISCUSION DE
LOS RESULTADOS
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Este trabajo se plamteé para estudiar los efectos presi
napticos de los (B-bloquezantes sobre las neuronas adrenér-
gicas, en un inteato de precisar la importancia de dichos
efectos en el mecanismo de la actividad antihipertensora

de estos farmacos.

1.ESTUDIOS SOBRE CONDUCTO DEFERENTE DE RATA
AISLADO

1. 1.Respuesta contractil

El conducto deferentte de rata aislado de rata o de co
baya ha sido la preparacion mas constantemente utilizada
en trabajos anteriores em los que se ha tratado de poner de
manifiesto la actividad blloqueante de neuronas adrenéregicas
de los antagonistas (’;(Day y col, 1968; Barrett y Nunn, 1970;
Mylecharane y Raper, 1970).

En la primera parte de este trabajo se estimulé el con
ducto deferente de rata mnediante electrodos de aguja y utili
zando trenes de estimulos de 20 Hz de frecuencia durante 18
seg cada 6 min. En estass condiciones los resultados obteni-
dos con la concentracion de 0,1 pg/ ml (aproximadamente 3 x
10-7M), fueron similares: en el caso de la guanetidina y del
propranolol, pues en ambos casos el bloqueo fue resistente

al lavado pero revirtié mmediante d-anfetamina, resultados si
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milares a los de Mylecharane y Raper (1973). No obstaute,
el blo&lueo inducido por guanetidina fue mas acusado y nas
lento en su instauracion que cuando se utilizd propranolol.
El alprenolol produjo un bloqueo serﬁejante al del propra-
nolol pero fue revertido, en cambio, tanto por d-anfetamina
como por lavado, hecho este ultimo que quiza pudiera ser
debido a que a esta concentracion baja de alprenolol se pro
duzca ya un bloqueo de la conduccién nerviosa de tipo anes
tésico local. En apoyo de esta afirmacion podrian citarse |
los experimentos en que la preparacion fue pretratada con
desipramina (Tabla I), en los que se encontrd que la acti-
vidad bloqueante del propranolol o de la guanetidina resul-
td totalmente prevenida,pero no ocurrid igual con el alpre-
nolol. Estos experimentos permiten afirmar, por otra par-
te, y en contra de la opinion de Lewis (1977), que el pro-
pranolol ejerce sus acciones sobre las neuronas adrenérgi
cas una vez ha sido incorporado al interior. El INPEA no
alteré las contracciones inducidas por estimulacion nervio
sa en el conducto deferente de rata aislado, y la ligera po
tenciacién que se observé al afiadir d-anfetamina se debe,
probablemente, al efecto intrinseco que posee este farma-
co simpaticomimético cuando se utiliza el solo en este ti-
po de preparacién (Valette y col, 1975). De igual forma la
quinidina produjo un suave bloqueo que el lavado no modi-
ficd, y que fue revertido en cierto modo mediante d-anfe-

tamina por las razones antes expuestas.

” . ” .
Cuando se aumrento la concentracion cien veces, has-

ta 10 pg/ ml (aproximadamente 3 x IO-SM), el bloqueo pro
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ducido por el propranolol se diferencié del obfenido con gua
netidina, en que el primero no fue modificado por d-anfeta-
mina, si bien es verdad que hubo una cierta tendencia a que
aumentara la respuesta, lo que no pudo precisarse por la a
paricién de una acusada motilidad esponténea.y El lavado, en
cambio, que no modificé el bloqueo obtenido con guanetidina,
revirtié el bloqueo en el caso del propranolol, resultados que
difieren de los obtenidos por Mylecharane y Raper (1973), pe
ro que se asemejan, sin embargo, a los descritos por Day

y col {1968) para los anestésicos locales. Ademas, Barrett

y Cullum (1968), hallaron que a la concentracion de IOPg/fnl
el propranolol posee propiedades estabilizadoras de mem-
brana en otras preparaciones de organos aislados, mieﬁtras
que la misma concentracion de guanetidina no debe poseer
actividad anestésica local, puesto que es mucho menos poten
te a este respecto que el propranolol (Bourne, 1974). En cuan
to a las diferencias observadas en los resultados obtenidos
con guanetidina a las dos concentraciones, en el sentido de
que el bloqueo inducido por la concentracion alta no es to-
talmente revertido por anfetamina, pueden ser debidas a que
a esa concentracién, la guanetidina quiza se pueda ligar a
otros lugares no relacionados especfficamente con el alma-
cenamiento de noradrenalina (Chang y col, 1965). El bloqueo
inducido por el alprenolol revirtié, asi mismo, por el lava-
do de 1la preparacién, pero la danfetamina acentu6 de for-
ma significativa el bloqueo, efecto que se observé también
con quinidina y procaina, aunque no llegl a ser significativo,

Yy que Bentley (1965) ya describié para el anestésico local
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procaina, en sus estudios realizados en conducto deferente
de cobaya estimulado eléctricamente. E1 INPEA, finalmen
te, potencié acusadamente la respuesta contractil, debido

probablemente a su actividad simpaticomimética (Del Tacca

y col, 1975), y el lavado elimind totalmente este efecto.

Los resultados anteriores unicamente sugieren una
cierta accién bloqueante de neuronas adrenéreicas para el
propranolol a baja concentracién, de acuerdo con las carac
teristicas similares del bloqueo obtenido con este compues
to y con guanetidina y considerando, por otra parte, que es
necesario para ambas substancias ganar acceso al interior
de la neurona adrenérgica para que se manifiesten sus efec
tos. Ambas substancias mosfraron,, asi mismo, un parale-
lismo en sus efectos potenciadores de las contracciones in-
ducidas por noradrenalina exdgena, hecho que debe atribuir
se simplemente a sus efectos bloqueantes de la reincorpo-
racidn del neurotransmisor (Iversen, 1967; Foo y col, 1968;
ver mas adelante), y que es, en general ,mas acusado cuanto
mayor es el tiempo de contacto del farmaco con la prepara
cién. En esta serie de experiencias es de destacar el hecho
un tanto sorprendeﬁte de que el alprenolol se revelo como
un o-adrenolitico no competitivo y relativamente potente, al
g0 mas que la tolazolina, hecho que quiza pudiera tener im-
portancia en la interpretacion de aleunos de los resultados

de este trabajo (ver apartado 3 de la discusion).

Cuando se estudié la accion de propranolol y ghanetidi
na utilizando las condiciones de estimulacién eléctrica des-

critas en el apartado 2.4. de Métodos (un dnico tren de es



timulos de 1 min de duracion y 5 Hz de frecuencia), se en
contro: que la concentracidon baja de guanetidina (3 x 10-7M)
fue la unica que redujo la altura de la contraccién en un
30 % aproximadamente, mientras que la misma concentra-
cién de propranolol no produjo una reduccidn significativa
de la respuesta, lo cual es logico si se tiene en cuenta
que en las condiciones de estimulacidn antes utilizadas, el
bloqueo inducido por guanetidina fue mucho mas acusado.
De hecho, en otra serie de experiencias adicionales, en las
que manteniendo la frecuencia de 5 Hz se hicieron estimu-
laciones de 18 se¢ de duracion y repetidas cada 6 min, si
se lleo6 a observar un bloqueo apreciable, y similar al
anteriormente hallado, con la concentracion baja de propra

. . rd
nolol. Al subirse la concentracién de todos los fiarmacos

. -5 .
a aproximadamente 3 x 10 "M, tanto la guanetidina como el

propranolol y el alprenolol bloquearon totalmente la respues

ta contractil mientras que el INPEA la potencio ligeramen-
te como podia esperarse de su actividad simpaticomimética
antes comentada, y estos hechos ocurrieron tanto al utilizar
estimulacidn intramural con electrodos de acuja como al u-
tilizar estimulacion de campo. Los datos obtenidos en esta
seogunda serie de experimentos no permiten en realidad es-
tablecer ninguna conclusion sobre el mecanismo implicado

en el antagonismo por los (5-b10queantes de las contraccio
nes del conducto deferente inducidas por estimulacion eléc-
trica. Cabe quiza Unicamente considerar el hecho de que u-
na substancia con una potente accidn estabilizadora de mem

brana como es la quinidina sélo reduce moderadamente la

144
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contraccion del deferente a la concentracidn alta cuando se
utilizan electrodos de aguja y no la modifica en absoluto al
utilizar estimulacion de campo. Por lo que se refiere al a-
nestésico local procaina es necesario utilizar concentracio-
nes casi cien veces mayores que las de propranolol para
conseguir un bloqueo total de la respuesta. Todo esto hace
pensar que el bloqueo inducido por propranolel y alprenolol
no debe depender uUnicamente de la actividad anesteésica lo-
cal de estos compuestos sino que, de acuerdo con Saelens
y col (1977 b) debe haber algin otro mecanismo implicado
que, en el caso del propranolol, no puede descartarse que
se trate de una accién bloqueante de neuronas adrenérei-

cas.

. ... 3
1.2, Liberacion de "H-Noradrenalina

. 1 *1 s < .
Para estas experiencias se utilizo una frecuencia de
estimulaciéon de 5 Hz, dado que si existieran en el conduc
. 4 . .
to deferente receptores (» presindpticos que regsularan la li
beracion de NA, su funcién se hubiera detectado mejor a

frecuencias bajas (Lanoer, 1970; Dubocovich y Lancer, 1974).

Segin se comenté anteriormente (apartado 3.1.2. de
Resultados), el liquido de perfusion contuvo siempre paroi
lina a una concentracion suficiente para inhibir la MAO.
De esta forma, la radiactividad liberada por estimulacion

electrica estuvo constituida casi exclusivamente por nora-
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drenalina y normetanefrina, y dado que la normetanefrina es
formada extraneuronalmente por la accién de la COMT, la can
tidad de tritio medida constituye un indice satisfactorio de la

. 3 s s
cantidad de "H-NA liverada por estimulo eléctrico (Langer y

col, 1972).

En las distintas series de experimentos realizados, el tri
tio liberado en ausencia de farmacos, tanto espontaneamente co
mo tras estimulacion eléctrica, fue variable, encontrandose una
relacién de hasta 1, 66 entre la maxima y la minima liberacidn
en el caso de la estimulacién intramural con electrodos de agu
ja (Tabla III ) v una diferencia similar en la estimulacion de
campo (Tabla IV ). Es por esto que parecié mas adecuado ex-
presar el'overflow" inducido por la estimulacién eléctrica me
diante el cociente S/ E, para poder asi compensar estas dife-
rencias experimentales en vez de emplear la diferencia S-E
que es utilizada mas habitualmente ( Stjarne, 1975; Summers
y Tillman, 1977; Celuch y col, 1978). |

7M) de los farmacos el u-

A la concentracién baja (3 x 10~
nico efecto observado fue que la guanetidina redujo la libera-
cion provocada por estimulacion eléctrica, lo que se tradujo
: S . E

Ey/ 8,

en una disminucion del cociente S respecto a los

r
controles, lo que es 1dgico de acuzerdo con su actividad blo-
queante de neuronas adrenérgicas (Starke y col, 1972). La con
centracion de los farmacos de 3 x 10—5M (10 pg/ ml) en el ca-
so del propranolol, el alprenolol, la guanetidina, la quinidina

. ” —3
y la procaina, esta ultirma a concentracién de 10 "M, aumen-

. e < . . ”
taron tanto la liberacion espontanea como la liberacion provo
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cada por estimulacién nerviosa, hecho que se puede expli-
car sdbiendo que estos farmacos a esta concentracién inhi
ben la reincorporacion de noradrenalina (ver Tabla IX ), y
aumentan tanto la liberacidn basal como la liberacion induci
da por estimulacién. Sin embarego, para estos farmacos dis

"overflow', pues

minuyé el cociente con que se valord el
aunque aumenté la liberacion de tritio disminuyd la relacidn
SZ: EZ’ es decir la liberacion en presencia d¢1 fairmaco. Es
evidente que a las concentraciones relativamente altas utili-
zadas, el bloqueo de la reincorporaciéon de noradrenalina pro
voca una mayor concentracion del neurotransmisor en la hen
didura sinaptica, y esto puede determinar una acci6én estimu
lante sobre los receptores & presinapticos que disminuya la
cantidad de noradrenalina liberada por estimulacion eléctri-
ca (Starke y Endo, 1976; Marshall y col, 1977). Esto puede
ademas tener mas importancia en el conducto deferente de
rata, tejido en el que las sinapsis son estrechas, entre 20y
50 nm, que en otros tejidos con sinapsis mas anchas (Cube-
ddu y col, 1974; Langer, 1974 ). Debe tenerse en cuenta,no
obstante, que no hay una relacion directa entre el bloqueo
de la incorporacién de la NA (TablaIX )y la reduccion del
cociente Sz/ S1 (Figs.21 y 22 )} y hay que pensar otra vez,
por consiguiente, para explicar las acciones del propranolol
o alprenolol en la alternativa entre accién bloqueante de neu

, . . ” cqe
ronas adrenergicas o accion estabilizadora de membrana, ha

ciendo iguales consideraciones que en el apartado anterior.

Al comparar los datos de 'overflow' de tritio (Fies. 21

y 22 ) con los de respuesta contractil, llama la atencidn



148

el hecho de que la reduccién de la contraccién no se corre

laciona muy satisfactoriamente con la reduccion de la libe-
. 2 3 sas -5

racion de "H-NA. En efecto, la quinidina (3 x 10 "M) reduce

el "overflow'" en un prado aproximadamente igual al del pro

pranolol y, sin embargo, reduce mucho menos la contraccidn.
Con guanetidina ocurre igualmente que la diferencia de accion
entre las dos concentraciones utilizadas es mucho mas acu-

sada cuando se miden contracciones que cuando se mide "over
flow' de 3H—NA. Unicamente cabe invocar para explicar esta
falta de correlacion la posibilidad de que la noradrenalina no
sea el neurotransmisor motor del conducto deferente de rata.
Esta idea, que fue propuesta inicialmente por Ambache y Zar
(1971) para el deferente de cobaya y mas recientemente por

Jenkins y col (1977) para el de ratén explicaria, sin duda, de

e
forma razonable los resultados aqui encontrados para el con-

ducto deferente de rata.

Estos experimentos han servido, por otra parte, para ex
cluir la presencia de receptores f presinapticos en el conduc
to deferente de rata, pues la concentracion baja (3 x 10_7-M) de
propranolol que ya induce claras acciones pre- y postsinapti-
cas (Adler-Graschinsky y Langer,. 1975; Weinstock, 1976) no
modifica aqui la liberacidén de 3H-noradrenalina provocada por
estimulo eléctrico, bien se utilizara estimulacidn intramrural
con electrodos de aguja, bien estimulacion de campo. De igual
forma, el INPEA a la concentrécién de 3 x 10-5M, a la cual
ya son manifiestas sus acciones de bloqueo de receptores {’) -

postsinapticos (Del Tacca y col, 1975) carece de efecto sobre
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la liberacion de H-NA, cualquiera que fuera el medio de

estimulacidn del conducto deferente.

Lias diferencias que se observaron al utilizar estimu-
lacién de campo en vez de estimulacién intramural con e-
lectrodos de aguja fueron solamente cuantitativas, pues los
compuestos que redujeron el "overflow' de tritio liberado
por estimulacidn intramural en este caso también fueron ca
paces de reducirlo, si bien es verdad que al ser el valor
del '"overflow" de los controles mayor, las diferencias obte
nidas fueron mas acusadas cuando se utilizé estimulacion de
campo. En nuestra opinién, en las condiciones utilizadas en
est'as series de experimentos, (Unico tren de estimulos de 1
min de duracion), no parece tener influencia en los resulta
dos el tipo de electrodos utilizados, aunque tenga mucha im
portancia en el caso de trenes de estimulo cortos y repeti-

dos (Hughes y Kneen, 19756).
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2.ESTUDIOS SOBRE MEMBRANA NICTITANTE DE GATO

ANESTESIADO

El trabajo de Eliash y Weinstock (1971) sobre el bloqueo
por propranolol de las contracciones de la membrana nicti-
tante del gato inducidas por estimulaciéon nerviosa supuso una
confirmacién "in vivo'" de los resultados previamente descri
tos (Day y col, 1968; Mylecharane y Raper, 1970) en torno a
la actividad bloqueante de neuronas adrenérgicas '"in vitro'
de esta substancia y parecidé por tanto de interés estudiar si
los resultados previamente encontrados en el presente traba-
jo con los antagonistas de los receptores (b en conducto defe-

rente de rata aislado podian ser extendidas al animal entero.

Se estudid inicialmente la accidn de la guanetidina (0, 05
-5 mg/ kg i.v.) sobre las contracciones de la membrana nic-
titante del gato anestesiado inducidas por estimulo eléctrico
del simpatico cervical, encontrandose al medir el bloqueo de
la contraccion una relacion dosis-efecto bastante satisfactoria
asi como una reversién de los efectos de la puanetidina me-
diante d-anfetamina, datos que confirmaron los obtenidos por
otros autores en este preparacion (Day y Rand, 1963; Fielden

y Green, 1967) y que son, por supuesto, paralelos a los resul

tados previos "in vitro'".

Cuando se estudiaron seguidamente los. efecto del propra
nolol, en una gama muy amplia de dosis comprendida entre
0,01 y 5 mg/ kgi.v. se obtuvieron resultados tremendamente

variables, como puede comprobarse en la Tabla II. En efecto



151

Eliash y Weinstock (1971, 1972) habian sefialado que el bloqueo
de la contraccidén de la membrana se observaba con dosis de
propran'olol comprendidas entre 25 y 100 pg/ kg y que el blo-
queo se revertia con dosis mayores de.este compuesto que
quiza produjera una liberacién de catecolaminas de la médu-
la de las SuprAarrenales. Sin embargo, en nuestros experimen
tos, utilizando una dosis de 50 pg/ kg, se encontré desde una
ausencia total de efecto hasta un bloqueo total, el cual, por o-
tra parte, no fue revertido por d-anfetamina. Con respecto al
hecho de que el bloqueo producido por dosis bajas de propra-
no_lol revierte al incrementar la dosis, encontramos igualmen
te resultados muy variables en el sentido de que a veces, y
aun con dosis bajas, ‘50}19/ kg, se antagonizd parcialmente el
bloqueo obtenido con dosis aun menores, 10 pg/ kg. En cam-
bio, en otras ocasiones, dosis de hasta 5 mg/ kg no modifica

ron el bloqueo obtenido con dosis bastante menores.

Estos resultados se asemejan en cierto modo a los des-
critos por Dawes y Faulkner (1975), quienes midiendo las res
puestas a la estimulacién simpatica lumbar en perro no en-
contraron una reduccién consistente mediante propranolol admi
nistrado a dosis comprendidas entre 10 y 100 p.g/ kg. A dife-
rencia de los autores anteriores no encontramos, en cambio,
en ningin caso una potenciacidén por propranolol de las respues

. . « 2 . 7. .
tas producidas por estimwulacion simpatica.

De cualquier forma, teniendo en cuenta la escasa luz que
arrojaron estos experimentos sobre el mecanismo de accidn
del propranolol, no parecio de interés proseguir el estudio en
esta preparacion con los demas (’)—bloclueantes seleccionados pa

ra este trabajo.



3.ESTUDIOS SOBRE AURICULA DE COBAYA AISLADA

3.1.Efecto inotrdpico positivo

Los bloqueantes @;-adrenérqicos empleados antagoniza-
ron en funcién de la concentracidon el efecto inotrdopico obte-
nido mediante estimulacién a 5 Hz de la auricula izquierda
de cobaya aislada. El maximo grado de antagonismo al efec-
to inotrépico fue el inducido por propranolol y el minimo el
obtenido con INPEA. Este efecto viene logicamente mediado
por la accidon de estas substancias sobre los'receptores (51
postsinapticos y se encuentra el mismo orden de potencia

que en otras preparaciones similares (Darias y col, 1974).

El anestésico local procaina también fue capaz de anu
lar totalmente las contracciones de la auricula una vez que
se alcanzan las mismas concentraciones altas que fueron ca
paces de prevenir la contraccion del conducto deferente de
rata inducida por estimulacién eléctrica. La guanetidina mos
trd, en cambio, un comportamiento totalmente distinto del an
teriormente observado en el conducto deferente de rata cuan
do éste fue estimulado por una corriente eléctrica de las
mismas caracteristicas que en los presentes experimentos.
En efecto, cuando se utilizd la concentracion baja (0,1 pg/ml)
de guanetidina, la reduccidén de la contraccion muscular fue

del mismo orden de la previamente observada en el conduc-
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to deferente. Sin embarco, la concentracion alta (10 }12/ ml)
que habia prevenido totalmente la respuesta contraictil del
conducto deferente, aqui potencié muy sipnificativamente el
efecto inotrdpico positivo producido por el estimulo electri
co (Tabla VIII). Este efecto de una concentracién alta de
suanetidina, que ya fue descrito por Bhasat y Shideman(1963)
y atribuido por estos autores a la liberacién de noradrenali
na marca las enormes diferencias que pueden producirse en
las preparaciones con inervacién adrenérqic'a distinta y obli
fa a presuntarse nuevar"nente por la naturaleza de la neuro-
trasmision motora en el conducto deferente de rata (ver a-
partado 1.2. de esta discusidn). Cabe considerar por otra
parte el hecho de que la cuanetidina es un bloqueante mas
potente de la captacién de NA en auricula que en conducto
deferente. El1 efecto bifasico de la puanetidina sobre la res-
puesta inotro’pica de la auricula se discute, no obstante, de
forma mas amplia e.n el apartado siguiente en relacion con
las acciones de este farmaco sobre el "overflow'' de NA in

. . . ’ .
ducido por estimulacion eléctrica.

. 3
3.2.Liberacion de H-Noradrenalina

De icual modo que en las experiencias sobre conducto
deferente de rata, se utilizd una frecuencia baja de estimu-
4 . . -

lacién, 5 Hz, con objeto de poder detectar mas satisfactoria

'3 . . ’ -
mente la posible presencia de receptores e-premnaptlcos con
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funcion reeunladora de la libefaciéh de 3H—noi’adrenalina (Du-
bocovich y Lancer, 1974). Debe indicarse, no obstante, que
con posterioridad a la realizacién de este trabajo se ha en-
contrado que los adrenoceptores {B presinapticos ejercen una
mejor facilitacion de la liberacidén del neurotransmisor cuan-
do la frecuencia de estimulacion es aun mas baja, de 1 a 3

l'in

Hz, y esto ocurre tanto en experimentos '"in vivae'" como
vitro' (Yamapuchi y col, 1977; Celuch y col, 1978). Concre-
tamente, Yamaecuchi y col. encontraron que el bloqueante (b
sotalol disminuye 'in vivo' la liberacion de noradrenalina en
un 80 % cuando el nervio cardioacelerador del perro se esti
mula a 1 Hz, mientras que si la estimulacién se hace a 5 Hz,
la disminucion es inferior al 50 %. Con respecto a la presen
cia de parsilina en el liquido de perfusién y al cociente uti-
lizado para expresar el "overflow' de tritio inducido por esti
mulacion eléctrica cabe hacer las mismas consideraciones va

expuestas en el apartado 1.2. de este capitulo a propdsito del

conducto deferente de rata.

Las concentraciones bajas (aproximadamente 3 x 10-7M)
de los farmacos utilizados en este estudio no modificaron sig
nificativamente la liberacion espontanea de 3H--noradrenalina,
con la dnica excepcion de la guanetidina, que produjo un au-
mento. Dado que esta substancia no redujo la captacién de
3H—noradrenalina por la auricula (Tabla X ), parece claro
que el aumento de liberacion es debido en este caso a que la
guanetidina es capaz de desplazar a la noradrenalina de las
vesiculas de almacenamiento (Brodie y col, 1965). Cuando se

. ) . . -5
utilizaron concentraciones mas altas de farmacos (3 x 10 "M
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para los Q)—bloqueantes y guanetidina; 107°M para procaina)
tendié’'a haber una cierta correlacidn entre aumento de la i
beracién espontinea y bloqueo de la captacién de 3H-noradr_e
nalina (Tablas VII y X ). No obstante, y considerando que en

los experimentos de control la liberacién espontanea E._ tras

2
la primera estimulacion es bastante inferior a la liberacidn
esponténea El previa a la estimulacién, encontramos nueva-
mente que la puanetidina ocupa una posicidon especial dentro
de esta serie de farmacos puesto que es el unico que hace

- - . 3 i<
que el valor E_, liberacion en presencia del farmaco, sea su

2!
perior al valor El’ liberacién control, de forma altamente sig
nificativa. A este hecho deben contribuir su potente actividad
‘bloqueante del '"uptake' de NA (Tabla X )y su accion libera
dora del neurotransmisor. Se ha descrito, sin embareo, que
inhibidores de MAO tales como la iproniazida previenen 'in
vivo' el vaciamiento de noradrenalina inducido por suanetidi
na en corazén de rata (Fielden y Green, 1957) y en los actua
les experimentos el liquido de perfusidon contenia una alta con
centracion de pargilina. En cualquier caso parece poco pro-
bable penéar que el incremento que induce la suanetidina so-
bre la liberacién espontanea de 3H—noradrenalina en nuestras

» 3 . ’ .
condiciones experimentales se deba unicamente a un bloqueo

. [ .
de la reincorporacion del neurotransmisor.

"overflow''

Al estudiar la accidén de la puanetidina sobre el
de tritio producido por estimulacién eléctrica se encontrd una
reduccion compatible con la accidén primordial de bloqueo de
neuronas adrenéreicas de este compuesto. No hubo sin embar

o0 una clara relacidn dosis-efecto y, por otra parte, la con-
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centracion alta, que redujo claramente el "overflow' poten-
ci6 la ‘respuesta inotropica de la auricula. Para explicar es
ta falta de correlacién, hay que tener probablemente en cueg
ta que la medida de tritio en el liquido de perfusidén no reve
la con exactitud los sucesos que ocurren a nivel del recep-
tor (Bpostsinéptico que media el efecto inotropico de la auri
cula. En efecto, aunque en el presente caso la presencia de
parsilina en el liquido de perfusién hace que quede inhibida
la formacién de metabolitos desaminados‘, el tritio medido en
presencia de estimulacion eléctrica corresponde intesramen-
te a 3H—noradrenalina liberada de la terminal adrenérrica que
sélo posteriormente es metabolizada en parte por la COMT,
mientras que en situacidn de reposo no ocurre lo mismo ,
(Lanaer y col, 1972 ; Luchelli-Fortis y Lancer, 1975). Asi
pues, aunque la guanetidina disminuye la liberacion relativa
de tritio (Fig. 28 ) es mayor la cantidad de noradrenalina que
alcanza el receptor postsinaptico debido al bloqueo considera
ble de la reincorporacion del neurofransmisor y aumenta por

lo tanto el efecto inotrdpico.

Las concentraciones bajas (3 x 10-7M) de los (>-bloquean
tes propranolol y aiprenolol redujeron el "overflow' de tritio
producido por estimulacién eléctrica mientras que el INPEA
no lo modifics. Dado que a nivel postsinaptico este iltimo com
puesto es un [}-bloqueante mas débil que los dos anteriores,
puede pensarse, de acuerdocon las ideas de Lancer (Adler-Gras
chinsky y Lanser, 1975; Celuch y col, 1978), y siempre que a
nivel presiniptico se mantenra la misma relaciéon de potencia,

que la disminucidn del "overflow' de tritio sea debida al blo-
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queo de receptores K&presina’.pticos cuya estimulacion facili-
ta la liberacidn del neurotransmisor. Seria leico pensar en
tonces que esta accidn presinaptica se observaria mas clara
mente al subir cien veces la concentracion de estos compues
tos. Sin embarco, en estas condiciones el propranolol indujo
una disminucion menos acusada del "overflow'" de tritio mien
tras que la disminucidn producida con alprenoclol dejo de ser
significativamente distinta de la de los controles. En este ul
timo caso se pens6 en la posibilidad de que las acciones ci-
adrenoliticas de este compuesto (ver apartado 1.2.2. del ca-
pitulo III) determinasen una accién bloqueante de receptores
ol presinapticos cuyos efectos contrarrestarian los derivados
del bloqueo @presina'ptico (Starke, 1972) pero utilizando una
concentracién intermedia de alprenolol (aproximadamente 3 x
z
10~3M) tampoco se observo una reduccion sionificativa del "o

verflow''.

Considerando pues de forma conjunta los tres @-blo—
queantes utilizados, ocurre que las concentraciones altas no
disminuyen el "overflow' de tritio producido por estimulo e-
léctrico, o s6lo lo hacen débilmente en el caso del propra-
nolol. Debe quiza tenerse aqui en cuenta que asi como los (b
bloqueantes antagonizan muy eficazmente el aumento en la li
beracion del neurotransmisor inducido por isoprenalina (Ce-
luch y col, 1978), su efecto bantagénico frente a la liberacion
del neurotransmisor producida por estimulacion eléctrica es
menos claro (Stjairne y Brundin, 1975; Hedquist y Moawad,
1975; Lanser y col, 1975), lo que quiza pueda explicarse te-

: .’ . . ”
niendo en cuenta su accion bloqueante de la incorporacion de
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noradrenalina a concentracién alta que repercute, evidente-
mente; en un aumento de la liberacion del neurotransmisor
(Werner y col, 1971; Starke y Schimann, 1972) hecho que, por
otra parte, podria también invocarse para explicar la pobre
relacién dosis-efecto de la cuanetidina anteriormente citada.
Debe, para acabar, comentarse que en esta preparacion de
auricula de cobaya el anestésico local procaina mostrd ala
concentracion mas alta empleada (10-3M) una imacen total-
mente distinta de la de los (5 bloqueantes puesto que redujo
la liberacidén por estimulo eléctrico del neurotransmisor a

. - o« 7
pesar de bloquear eficazmente su incorporacion.
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4. ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA MONOAMINOXIDASA (MAO)

Milmore y Taylor (1975) encontraron que el propranolol
era capaz de inhibir la MAO de cerebro de rata, con una

CISO de 260 pM. En los estudios previos 'in vitro'" que fueron
realizados, encontramos una CI

3

50 1 el mismo tejido aleo ma-

yor, del orden de 10 "M. En arteria mesentérica de rata, la

CISO obtenida fue todavia mas alta y ya resultd francamente
superior a 10-3M.

Cuando se hicieron tratamientos asudos con propranolol
a dosis i.p. comprendidas entre 1 y 50 mo/ ko, Unicamente
se encontr6 una cierta disminucion de la actividad enzimadtica
a la dosis mas baja empleada, disminucion que no parece te-
ner relevancia alruna puesto que el efecto observado es menor
a dosis mas altas. Incluso con la enorme dosis de 50 rnrx/ ko,
la disminucidén de actividad de la MAO no fue estadisticamen-
te sieonificativa, hecho que era de esperar si tenemos en cuenta
la concentracidn tan alta de propranolol a la que hay que lle-

gar para obtener ''in vitro'" una inhibicion de la enzima.

A pesar de los datos anteriores, y teniendo en cuenta que
las propiedades antihipertensoras del propranolol en Clinica
solo se manifiestan tras un tratamiento de varios dias de du-
racion (Amer, 1977) parecio de interés explorar la posibili-
dad de que este compuesto inhibiera la MAO en rata tras un
tratamiento cronico. Sin embargo, los resultados obtenidos des '

pués de administrar i,p. a ratas durante 7 dias propranolol a
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dos dosis no mostraron que hubiera inhibicién de la MAO en
corazoén o en arteria mesentérica, sino que, al contrario, en
este ultimo tejido lo que se observo fue una cierta induccidn
enzimatica, la cual no pudo ser confirmada cuando se prolon

g0 el tratamiento crdénico a 20 dias, utilizando la via oral.

Los resultados obtenidos no apoyan pues en absoluto la
hipétesis previa de que la actividad antihipertensora del pro-
pranolol pudiera ser debida a una inhibicién de la MAO de te

Jido cerebral o cardiovascular de rata.



CONCLUSIONES



163

1. - En un intento de aclarar el mecanismo por el que los

antagonistas de los receptores @—adrene’rgicos son eficaces en
. - e . ' -

el tratamiento de la hipertension arterial, se estudio la posi-

ble accion bloqueante de neuronas adrenérgicas, tipo guanetidi

na, de estos compuestos asi como su accion sobre los recep-

k3 [ . . .’
tores (b presinapticos que pueden regular la liberacion de nor-

adrenalina (NA).

2. - El antagonista (b propranolol bloqueé a una concentracidn
baja, del orden de 10 M, las contracciones inducidas en el con
ducto deferente de rata aislado mediante estimulacién intramural
de alta o baja frecuencia repetida cada 6 minutos. El bloqueo
obtenido no fue revertido por lavado pero si por d-anfetamina.
El propranolol potencio, en cambiu, las contracciones del con-
ducto deferente inducidas por NA exégena. Los efectos obtenidos
son cualitativamente muy similares a los de la guanetidina, lo
que sugiere la posibilidad de que el propranolol posea propieda-
des bloqueantes de neuronas adrenérgicas. Estas propiedades,
sin embargo, no se pudieron poner de manifiesto en una prepa-
racidén "in vivo'" como es la membrana nictitante del gato anes-

tesiado.

3. - Una concentracién baja del antagonista (5 alprenolol bloqued
asi mismo las contracciones del conducto deferente de rata pro
ducidas por estimulacion eléctrica de alta frecuencia en iguales
condiciones que antes. Este bloqueo, sin embargo, revirtic me-
diante lavado de la preparacién y no pudo ser prevenido, a dife
rencia de lo que ocurridé con propranolol o guanetidina, median-
te desipramina, lo que hace suponer que el alprenolol no necesita

. . . ’ . .
ser incorporado al interior de la neurona adrenergica para ejer
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cer sus efectos. El alprenolol se revelo, por otra parte, co-

mo un (-adrenolitico relativamente potente.

4.- El INPEA, un antagonista (b desprovisto de actividad anes
tésica local, no bloqueo’, ni siquiera a una concentracién alta,

del orden de 10-5

. . ’ .
M, la respuesta a la estimulacidon eléctrica
- ) -’ .
del conducto deferente sino que potencio la contraccion, hecho
atribuible a la actividad simpaticomimeética intrinseca de este

compuesto.

5. - El anestésico local procaina produjo un bloqueo de la res
puesta contractil del conducto deferente a una concentracidn
muy alta (10-3 ). Comparando las acciones de esta substancia
y las de la quinidina, compuesto que también posee propieda-
des estabilizadoras de membrana, con las del propranolol, se
deduce que las acciones de este ultimo compuesto a bajas con
centraciones no pueden ser atribuidas de ninguna forma a sus
propiedades anestasicas locales, cuya importancia relativa qui-

s - 13 « ? .
za sea en cambio mayor en la interpratacion de las acciones

del alprenolol.

6. - Utilizando concentraciones bajas de los farmacos en estu
dio, s6lo con guanetidina se observd una reduccion en el '"over
flow'" de 3H-noradrel:ialina producido por estimulacion eléctrica
del conducto deferente de rata. La ausencia de efecto de los an
tagonistas (b propranolol y alprenolol a bajas concentraciones

sobre el "overflow' de 3H-noradrena1ina parece excluir la pre

. . i< . « 7
sencia de receptores(& presinapticos en esta preparacion.

7. - Tanto la guanetidina como los antagonistas de los recep-

’, . . «
tores {’:—adrenergmos redujeron a una concentracion alta, a-
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proximadamente 3 x 10_5M, el "overflow' de '3H-NA inducido
por eétimulacién eléctrica del conducto deferente aislado. No
obstante, la interpretacidon de los resultados obtenidos con los
antagonistas {Ben el sentido de una accién bloqueante de neuro
nas adrenérgicas es dudosa pues a esta concentracion alta pre

vienen la incorporacién de NA, lo que puede determinar una es

timulacion de los receptores ® presinapticos. Ademas, no se

encontr$ una correlacion clara entre la reduccién del "overflow"
3 .. . 2 s s

de "H-NA y la disminucion de la respuesta contractil.

8. - Concentraciones bajas de propranolol o de alprenolol re-

dujeron el "overflow' de >H-NA producido por estimulacion e-
léctrica de baja frecuencia de la auricula izquierda de cobaya
aislada. Dado que el INPEA, un antagonista (& mas debil, no
modificé el "overflow' de 3H-NA, las acciones inducidas por
los dos compuestos anteriores parecen ser debidas a un blo-

queo de los receptores resinapticos.
P p P

9. - Cuando se ensayaron concentraciones cien veces mayores
de los antagonistas (b sobre la preparacion anterior, no se ob-
servd disminucién del "overflow' de ~H-NA o, en todo caso, la
disminucién fue menos acusada que a concentraciones inferiores.
Esta desaparicién del efecto al elevar la concentracion puede
quizid explicarse teniendo en cuenta que las concentraciones al-
tas de antagonistas (b previenen el proceso de reincorporacién
de noradrenalina, lo que puede determinar una accién estimulan
te del neurotransmisor sobre los receptores (5 presinapticos. El
antagonismo al efecto inotropico positivo parece ser, por otra
parte, de indole puramente postsinptica puesto que es total cuando

se utilizan concentraciones altas de los antagonistas (5 .



10. - Se estudi6 finalmente en este trabajo la posibilidad de

que el tratamiento con propranolol inhibiera la enzima mo-
noamino-oxidasa lo que, evidentemente, ‘hubiese constituido
una explicacion alternativa de la actividad antihipertensora
de este compuesto. Si bien se observd inhibicidén 'in vitro"
con altas concentraciones de propranolol, no se encontro,

sin embargo, que el tratamiento agudo o cronico con esta

substancia disminuyese la actividad de la monoamino-oxida

sa de tejido cardiovascular o cerebral de rata.
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