LIBERACION DE NORADRENALINA POR RESERPINA. IL
INTERACCION CON BRETILIO EN CONDUCTO DEFERENTE
DE RATA *

S. SAncrEZ, M. E. PrANAs, F. G.-VALDECASAS

INTRODUCCION. — Desde hace ya algunos afios estudiamos en nues-
tro Departamento la interaccién de la reserpina con distintas sustancias
que actGian en la presinapsis adrenérgica (simpaticomiméticos indirec-
tos, inhibidores de la MAO, etc.). El bretilio es un blogueante de la
conduccién del impulso nervioso que actda también a nivel presindptico.
Tras su administracién se ha descrito en un primer momento un efecto
simpaticomimético atribuible a la liberacién periférica de catecolaminas
de las terminaciones adrenérgicas (BourRA y GREEN, 1965). Este efecto
persiste tras la adrenalectomia y el bloqueo ganglionar y por el contra-
rio desaparece tras la administracién de bloqueantes adrenérgicos alfa
y beta, y ademds la administracién previa de una dosis de reserpina que
produzca depleccién de catecolaminas disminuye marcadamente la res-
puesta simpaticomimética en la rata. En un segundo tiempo se produce
una inhibicién de las respuestas al estimulo de nervios adrenérgicos.

En la comunicacién anterior se ha demostrado este efecto simpatico-
mimético inicial en el bazo de gato perfundido iz situ seguido de la
inhibicién del efecto de la reserpina. Dado el interés de estos resultados
hemos iniciado el estudio de esta interaccién empleando como reactivo
farmacoldgico el conducto deferente de rata. El conducto deferente de
rata posee una rica inervacién adrenérgica, por lo que su contenido en
noradrenalina es elevado. Se trata por tanto de un érgano muy adecuado
para poder valorar modificaciones en el contenido de este neurotrans-
misor.

MATERIAL Y METODOS. — Para determinar el contenido en noradre-
nalina del conducto deferente de rata, tras las previas administraciones
a los distintos lotes de ratas, macho Sprague-Dawley de pesos compren-
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didos entre 250 + 10 gr. de las sustancias a ensayar, en este caso:
reserpina, 2,5 mg/kg. por via i.v. y bretilio 10 mg/kg. i. p. bien por
separado, o bien juntas, seguimos la técnica que indicamos a conti-
nuacion:

Transcurrido el tiempo correspondiente tras la administracién a
cada lote de ratas de la sustancia a ensayar, se sacrifica al animal me-
diante un golpe en la cabeza, procediendo a continuacién a la diseccién
del conducto deferente. Para ello se incide el saco escrotal dejando al
descubierto los testiculos, que se evierten hacia el exterior, con lo que
se visualizan los conductos deferentes de ambos lados.

A continuacién se secciona el conducto deferente por sus 2 extre-
mos proximal y distal, con lo que presenta una longitud aproximada
de 3-6 cm., y un peso seco de unos 60-90 mg.

Seguidamente, y manteniéndolo siempre en hielo, procedimos a la
determinacién del contenido en noradrenalina por el método de Chang
(1964), que en lineas generales consiste en la extraccién de las cateco-
laminas de los tejidos por medio de butanol, una adsorcién simple con
alimina para eliminar las sustancias fluorescentes, no catéquicas, y la
formacién de fluoréforos por accién del yedo. Sin embargo, nosotros
y con el propésito de poder comparar los resultados por nosotros obte-
nidos con los ya obtenidos en este mismo Departamento (PLANAS,
Tesis Doctoral), en dicho método bioquimico introducimos también la
modificacién usada por los anteriores autores, debida a GIACALONE,
y que sustituye la aldmina por cloroformo, lo que simplifica el método
sin perder precisién, al eliminarse todos los procesos necesarios para
ajustar el pH de la aliimina.

Las sustancias empleadas son: Serpasol (Ciba-Geigy) y Tosilato de
Bretilio (Gayoso-Wellcome, S. A.). Las soluciones de bretilio se han
preparado en suero fisioldgico.

En la segunda parte de nuestras experiencias con conducto defe-
rente, hemos utilizado también ratas macho Sprague-Dawley compren-
didas entre iguales limites de peso, a las que hemos administrado por
via i. p. 10 mg/kg de bretilio 1 hora antes de ser sacrificadas, después
de lo cual les extraimos un conducto deferente y lo colocamos en un
bafio de érganos, mantenido a una temperatura constante de 31°C y
sumergido en liquido nutricio de Krebs y oxigenado con carbégeno.

REsuLTADOS. — En una primera serie de experiencias se ha deter-
minado el contenido en noradrenalina del deferente de rata, expresado
en microgramos/gr. de tejido sin administracién previa de sustancia
alguna, siendo en este caso de 10,78 microgramos/gr., denomindndolo
valor control.

Seguidamente, y en otra serie de experiencias, se ha procedido a
inyectar bretilio, a una concentracién de 10 mg/kg., por via i.p., a
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unos lotes de 4 ratas cada uno, sacrificando los animales de los distintos
lotes a distintos tiempos: 30 min., 1 hora, 2 horas, 4 horas y 8 horas,
determindndose seguidamente el contenido en noradrenalina. Los resul-
tados obtenidos, expresados graficamente en la figura 1, se recogen en

la tabla I.

Conducto deferente de rata

Mg NA/gr

i2
Bretilio 10mg/kg

8

i e
Bretilio + Reserpina
Reserpina 2,5mg/kg

A 4

t (hrs)

F16. 1. — Representacién grifica del efecto de bretilio (10 mg/kg), la reserpina (2,5 mg/kg)
y la asociacién de ambas sustancias en el conducto deferente de rata.

CORpUOTO DEFERERTE DE RATA: Oontenido en noredrenalina (pg/g de te3ido)

Control seeeccescccsses 10,78 + 0,64

Bretilio Reserpina Bretilio § Reserpina
10 mg/kg 1.p. 2,5 mg/kg 1.v.
2dempo

30 min, 10,07 & 0,60 8,45 ¢ 0,60 12,3 & 0,69

1 hora 11,29 ¢ 0,71 7,48 & 0,51 12,2 ¢ 0,20

27 " 10,80 ¢ 1,09 5,77 ¢ 0,31 11,38 4 0,54

4 " 12,11 ¢ 1,01 1,15 ¢ 0,13 6,51 & 0,33

8 » 9,39 & 1,22 1,06 + 0,12 3,26 4 0,5¢

Cada uno de estos valores representa la media do un minimo de 5 expe-
riencias.

Entre los velores obtenidos con reserpina, y los obtenidos oon bre=
t1lio ¢ reserpina,en los distintos tiempos, existe uma diferencia
estadisticamente muy significativa (0,005& B< 0,001)

TaBra I
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Como puede observarse, el bretilio, a ninguno de los tiempos ensa-
yados, modifica significativamente el contenido en noradrenalina del
deferente, respecto al valor control. También con lotes de 4 ratas cada
uno, se ha determinado el contenido en noradrenalina del deferente,
tras la administracién intravenosa de reserpina a la concentracién de
2,5 mg/kg., sacrificando también los animales de los distintos lotes
a los tiempos sefialados arriba: 30 min., 1 hora, 2 horas, 4 horas y
8 horas. Los resultados obtenidos, expresados grificamente en la figu-
ra 1, se recogen en la tabla I.

La depleccién de noradrenalina producida por la reserpina es com-
parable con los datos ya obtenidos anteriormente en nuestro Departa-
mento (PLANAS, Tesis Doctoral, 1972).

Posteriormente, y utilizando también lotes de 4 ratas cada uno, se
ha administrado bretilio (10 mg/kg.) por via i. p. y transcurrida 1 hora
se ha inyectado reserpina, 2,5 mg/kg.) por via i.v. y se han sacrificado
también los animales, a los mismos tiempos indicados arriba, después
de la reserpina. Se determina, posteriormente, el contenido en noradre-
nalina del conducto deferente. Los resultados obtenidos, expresados
graficamente en la figura 1, se recogen en la tabla I.

Como podemos observar, la depleccién de noradrenalina producida
por la reserpina, es casi total una vez pasadas las 4 horas, mientras
que al administrar el bretilio previamente, queda inhibida dicha deplec-
cién. Esta inhibicién es completa durante las 2 primeras horas, pasadas
las cuales es solamente parcial.

El deferente de rata pretratada con bretilio (10 mg/kg. i. p. 1 hora
antes del sacrificio del animal) colocado en un bafio de érgano aislado,
muestra movimientos espontdneos intensos y que perduran durante unas
4 horas aproximadamente.

La aparicién de estos movimientos podria atribuirse a la liberacién
de pequefias cantidades de noradrenalina inducida por efecto del bre-
tilio.

DiscusiON. — Desde hace ya mucho tiempo (BOURA y GREEN,
1959), se sabe que el bretilio produce una marcada disminucién de
las respuestas nerviosas inducidas por estimulacién eléctrica. Este efecto
de bloqueo de las neuronas adrenérgicas va precedido por unos ligeros
y poco duraderos efectos simpaticomiméticos indirectos (FURCHGOTT,
1960; KirPEKAR y FURCHGOTT, 1969; ABBS, 1966).

El sistema parasimpdtico, por el contrario, no se afecta por las
concentraciones de bretilio que son suficientes para bloquear la trans-
misién adrenérgica.

La accién del bretilio sobre las neuronas adrenérgicas se debe posi-
blemente a que se acumula activamente en la terminacién nerviosa sim-
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pética, accediendo a ella por un mecanismo de transporte activo en la
membrana (Ross y GoszTonvyi, 1975; Ross y KELDER, 1976).

En nuestras experiencias en bazo de gato perfundido iz situ con
bretilio (5 X 10~ g/ml) (comunicacién anterior) se observa que tras
la administracién de esta sustancia se produce, aun sin estimulacién
eléctrica del nervio esplénico, una cierta liberacién de noradrenalina
que aparece en el perfusado. Posiblemente esta liberacién sea produ-
cida por el efecto simpaticomimético inicial descrito para el bretilio.

Cuando tras la perfusién con bretilio se inicia la perfusién con
reserpina, este alcaloide produce una menor liberacién de noradrena-
lina que la obtenida tras la perfusién con reserpina sola. Este efecto
es semejante al observado por nosotros mismos (PLANAS y cols., 1977)
cuando se perfunde inicialmente el bazo con iproniacida o con pargi-
lina. Estos inhibidores de la monoaminooxidasa no presentan ningin
efecto simpaticomimético inicial pero inhiben la liberacién de cateco-
laminas por la reserpina cuando se han perfundido antes del alcaloide.

FURCHGOTT y cols. (1971) describieron que el pretratamiento con
bretilio produce un efecto semejante al producido por el pretratamiento
con inhibidores de la monoaminooxidasa en la auricula de cobayo pre-
viamente tratada con reserpina.

Estos autores proponen la hipdtesis que el bretilio, al ser transpor-
tado de forma activa al interior de las terminaciones nerviosas adrenér-
gicas, alcanza una concentracién capaz de inhibir competitivamente a
la monoaminooxidasa.

Por otra parte, cuando administramos bretilio (10 mg/kg. i.p.) a
unos lotes de ratas y luego las sacrificamos a distintos tiempos no se
observa modificacién en el contenido en noradrenalina del conducto
deferente respecto a los animales control. A pesar de que aparentemente
no existe paralelismo entre la liberacién de noradrenalina por el bazo
de gato perfundido con bretilio y el hecho que el bretilio no produzca
modificacién en la concentracién de noradrenalina en el conducto defe-
rente quizd sea debido a que el método empleado para determinar el
contenido en noradrenalina del conducto deferente (CHANG, 1964) no
es capaz de detectar las pequefias cantidades que libera el bazo de gato
y que determinamos con el método de Schellemberger y Gordon (1971).

No obstante, cuando a otros lotes de ratas las pretratamos con
bretilio (10 mg/kg. i.p.) y una hora después les administramos reser-
pina (2,5 mg/kg. i.v.) observamos que el bretilio inhibe también
parcialmente la accién depletora de noradrenalina provocada por la
reserpina sola.

Esta interaccién del bretilio con la reserpina en el conducto defe-
rente de rata, concuerda exactamente con la obtenida en el bazo de
gato perfundido i# situ. Se trata de dos érganos ricos en catecolaminas

A
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y en los que, a pesar de tener distinta estructura anatomofisioldgica,
se obtienen resultados concordantes.

Nuestra hipStesis para explicar la interaccién bretilio-reserpina se
basarfa en el hecho de que el bretilio es recaptado al interior de la
terminacién nerviosa adrenérgica por un sistema de transporte activo
coincidente con el de la noradrenalina (Ross y GoszTonyi, 1975;
Ross y KELDER, 1976). Al administrar posteriormente reserpina este
alcaloide penetra en la terminacién adrenérgica, posiblemente por difu-
sién pasiva, y produce la conocida depleccién de noradrenalina de las
vesiculas de almacenamiento.

La noradrenalina por efecto de la reserpina pasa de los granulos
de almacenamiento a quedar libre en el interior de la terminacién
adrenérgica. En determinadas circunstancias (p. ej. por el pretrata-
miento con anfetamina), la noradrenalina pasa rdpidamente al espacio
sindptico, pero en el caso de pretratamiento con bretilio se halla blo-
queado el mecanismo transportador, por lo que la noradrenalina encuen-
tra dificultado el paso al espacio sindptico. Esto explicarfa el efecto
inhibidor del bretilio sobre la accién de la reserpina que hemos obser-
vado tanto en el bazo de gato perfundido i# situ como en el conducto
deferente de rata.

Los autores agradecen la colaboracién de los sefiores Andrés
Calvet, Alfonso Tristdn y Antonia Casellas.
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