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RESUMEN

El   objetivo  principal   de   esta  Tesis   consisti6   en  estu-
diar   los   efectos   de   la  administraci6n  de  dos   drogas   que  pro-
ducen  depleci6n  de   catecolaminas   (CA),   reserpina  y  guanetidi
na,   en  el   desarrollo  del   sistema  adren6rgico   en   las   adrena   -
1es,   coraz6n  y  cerebro   y  ademas,   en   establecer   las   diferen   -
cias   en   la  actividad  de  dichas  drogas   en   los   organismos   inm±
duros   con  respecto   a   los   adultos.

En   la  medula   adrenal,   cuatro   horas   despu6s   de   la.   admi-
nistraci6n  de   reserpina   (2,5   6   5  mg/kg,   s.c.)   a   ratas   reci6n
nacidas   se   observ6   una   depleci6n   aguda   de   CA   y   a   las   24   ho   -
ras   el   contenido   de   CA  era  un   10   a   20%   del   valor   control;   1a
recuperaci6n  de   los  niveles   normales   demor6   2   semanas.        La
depleci6n  aguda   (4   horas)   de   CA  no   fue   inhibida   a.1   pretratar
las  ratas  con  un  agente  bloqueador  de  los  receptores  colin6|
gicos   nicotinicos    (clorisondamina;   10  mg/kg,   s.c.).      Una   do-
sis   igual   de   clorisondamina,   contrarrest6   1a  disminuci6n  de
CA  obtenida   en  las   ratas   adultas,   1o   que   indica   que   la.  depl±
ci6n  aguda  obtenida  en  las  ratas  reci6n  nacidas  no   es  de  ori

gen  neurog6nico   reflejo  via  nervio   esplacnico.      La  reserpina
no  alter6  el  desarrollo  de   la  actividad  de  la   tirosina  hidrg
xilasa   (TH)   y   aument6   s61o   1igeramente   el   de   la   dopamina   8-
hidroxilasa   (DBH).      En   contraste,1a   reserpina  produjo   gran-
des   aumentos   de   la   actividad  de   TH  y   DBH  y  una   disminuci6n
del   contenido   de   CA  memos   acentuado   y  de  menor   duraci6n     en
las  ratas  adultas.     Al   administrar  reserpina  a  ratas  de  dife.
rentes   edades,   1a   respuesta   de   tipo   adulta   (inducci6n   de   TH)
se   obtuvo   solamente   a  partir  de   los   8   dias   de   edad.      Por   o   -
tro   lado,   cuando   se   administr6  un  agonista  colin6rgico   (ni   -
cotina;   10  mg/kg,   s.c.)   a   ratas   reci6n  nacidas,   hubo   induc   -
ci6n  de   TH,   1o   que  prueba   que   la  m6dula   adrenal   de   las   ratas
reci6n  nacidas   esta  capacitada  para   inducir   enzimas   cuando
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se   la   estimula  directamente;   la   falta   de   respuesta   enzimati-
ca   a   la   estimulaci6n  refleja  producida  por   la   reserpina   indi
ca   que   la  m6dula   adrenal   no   esta   funcionalmente   inervada   en
ratas   menores   de   8   dias.

La   capacidacl   de   la   ornitina   decarboxilasa    (ODC)    (enzi-

ma   que   se   cree   tendria  una   participaci6n  muy   importante   en
el   desarrollo   de   los  distintos   6rganos)   para   responder   a  dro

gas   simpaticomim6ticas,   fue   utilizada   como   indice   para   valo-
rar   la  participaci6n  de   las   aferencias   adren6rgicas   en   el   dg
sarrollo   del   coraz6n.      En   el   coraz6n   adulto   con   funci6n   sim-

patjca   intacta,   la   administraci6n   de   nicotina   produjo   un  mar
cado   aumento   en   la   actividad   de   la   ODC   a   las   3   horas;   el   prg
tratamiento   con   clorisondamina   o   con  propranolol   (bloqueador
de   los   receptores   B-adren6rgicos),   inhibi6   completamente   es-
te   efecto,   indicando   que  dicha   estimulaci6n   se   realiza   a   tra
v6s   de   la   via   simpatica,   probablemente   estimulando   las   c61u-
1as   ganglionares.      En   contraste,   1a  nicotina   administrada   a
ratas   en  desarrollo   fue   incapaz   de   estimular   la  ODC   cardiaca
durante   los   5   primeros   dias   de   edad,   no   asi   el   isoproterenol

(un   agonist;t   B-adrcn6rgico),   el    cual   si   produjo   grandes   au   -
mentos   en   la   actividad   de   la   ODC   tanto   en   el   coraz6n   adulto
como   en   el   reci6n   nacido.      Estos   resultados   demuestran   que

las   conexioncs   funcionales   entre   el   sistema   nervioso   y   las
c61ulas   cardiacas   estarian  ausentes   en   las   ratas   reci6n  naci
das   y  que   ellas   se   establecerian   entre   los   5   y   8   dlas   de   edad.
La   administraci6n  de   reserpina   a   ratas   adultas   o   a   ratas   de
un   dia   de   edad,   disminuy61a   intensidad   de   la   respuesta   en
el   coraz6n   adulto   y   retard6   el   tiempo   durante   el   desarrollo
en   que   aparecen   las   respuestas   de   tipo   adulto.      Estos   resul-
tados   demuestran   que   la   administraci6n  de   reserpina  a   ratas
reci6n  nacidas,   demora   el   establecimiento   de   las   conexiones
funcionales   entre   los   nervios   simpaticos   y  las   c6lulas   car   -
dlacas   y  por   lo   tanto,   retarda   el   desarrollo   del   coraz6n.
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La   administraci6n  de   guanetidina   (50  mg/kg,   s.c.)   du-

rante   los  primeros   dias   de   edad   aument6   entre  un   40  y   80%   el
contenido   de   CA  y   la   actividad  de   TH  y   DBH   en   las   adrenales,
con  recuperaci6n  de   los   valores  normales   a   las   2   6   3   semanas
de   edad.      El   pretratamiento   de   las   raLtas   reci6n  nacidas   con
clorisondamina   (10  mg/kg,   s.c.)   inhibi6   completamente   dichos
aumentos,   1o   que   indica   que   la   guanetidina   produce   una   esti-
mulaci6n  de   los   receptores   colin6rgicos  nicotinicos   localiz±
dos   en   la  membrana   de   las   c61ulas   adrenomedulares.      En   con   -
traste,   1a  administraci6n  de  guanetidina  a  ratas   adultas  no
alter6  practicamente   los   valores   de   las   CA,   TH  y  DBH  en   las
adrenales.     Por   lo   tanto,1a  administraci6n  de   guanetidina  a
ratas  durante   los  primeros  dias  de  edad  acelera  el   desarrollo
normal   de   las   adrenales,   aparentemente   a   trav6s   de  un  efecto
estimulante  directo.      Estos   resulta.dos   sugieren  ademas   que  d±
rante  el  desarrollo  habria  un  cambio  en  las  caracteristicas
del   receptor  colinergico  de   las   c61ulas   adrenales,   de  modo   que
6ste  ya  no   seria   sensible  a  guanetidina  en  el   adulto   o   que   tal
vez,   1a  presencia  de   la   inervaci6n  funcional   impediria  el   efes.
to   estimulante  directo  de   la  droga.

Finalmente,   se   administr6   reserpina   (1mg/kg,   s.c.)      a

ratas   embarazadas   en  distintos  periodos   de   embarazo.      En   las
ratas  nacidas   de  madres   tratadas   con  reserpina   los  dias   6,   5

y  4   6   4,   3   y   2   antes   del   parto,   se   observ6  una   depleci6n  de
CA  en   las   adrenales,   1a  cual   puede   ser   atribuida   a  efectps
directos   de   la   droga;   sin   embargo,   en  ning6n  momento   se   ob   -
serv6   inducci6n   de   TH  o   DBH.      La   administraci6n  de   reserpina
los   dlas   9,   8   y   7   antes   del   nacimiento   no  .alter61os  niveles
de   CA  en   las   adrenales  postnatales,   pero  produjo   elevaciones

permanentes   en   la   actividad  de   las   enzimas  y  en   la  captaci6n
de  aminas  por   las  vesiculas  de  almacenamiento  a  partir  de  los
10   dias   de   edad,   es   decir,   despu6s   que   las   adrenales   se     en   -
cuentran  funcionalmente   inervadas.     Cuando   se   estimularon  las
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adrenales   directamente   con  nicotina,   antes   o   despu6s   de   la   i
nervaci6n   funcional,   se   obtuvo   el   mismo   grado   de   depleci6n
de   CA  en   las   ratas   expuestas   a   la   reserpina  y   en   las   contro-
1es.      Por   lo   tanto,   estos   resultados   sugieren  que   el   tono
ncrvioso   .sin|iatico   sobre   la  m6dula   adrenal   se   encontraria

permanentemente   aullientado   en   las   ratas   expuestas   a   la   reser-
pina   in   titero   durante   los   dias   9,   8   y   7   antes   del   parto.      En
el   cerebro,1a   administraci6n   de   reserpina   los   dias   9,   8   y   7
6   6,    5   y   4   produjo   un   deficit   cn   la   actividad   de   TH,1o   que
indica   que   la   administraci6n  prenatal   de   reserpina   altera
tambi6n   al   sistema   adren6rgico   central.
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ABSTRACT

The   principal   goal   of   this   Thesis   was   to   investigate
the   effects   of   two   catecholamine   depleting   drugs,   reser|)ine
and   guanethidine   on   the   development   of   the   adrenergic   system
in   the   adrenals,   heart   and  brain,   and   to   establish  whether
their   actions   are   similar   in   adult   and   immature   animals.

Four   hours   after   reserpine   administration   (2.5   or   5

lug/kg,   s.c.)   to   neonatal   rats,   an   acute   depletion   of   catecho|
amines    (CA)   was   observed   in   the   adrenals,   and   by   24   hours   CA

fell   to   10   -209o   of   controls;   recovery   required   2   weeks.

Pretreatment   of   neonates   with   chlorisondamine    (10   mg/kg,    s.c.),

a   nicotinii.chi>lincrgic   blocking   agent,   did   not   prevent   acute

(4   hours)   CA  depletion,   but   did   block   the   decline   observed   in
adult     rats,   indicating   that   the   acute   depletion   in  neonates
is   not   due   to   neurogenic   stimulation   via   the   splanchnic   nerve.
At   no   time   after   the   administration   of   reserpine   to   neonates
was   a   change   in   tyrosine   hydroxylase    (TH)   ob.served,   and   only   a
small   increment   in   dopamine   B-hydroxylase    (DBH)   activity   was

obtained.      In   contrast,   adult   rats   given   reserpine   showed  marked
increases   in   both   TIT   and   DBI-I.    and   depletion   of   CA   was   less   marked

and   ot-shorter   duration.      Administration   or   reserpine   to   rats   of
different   ages   demonstrated   t.hat   an   adult   pattern   of   response

(T[I   induction)   was   obtained   only   after   8   days   of   age.      On   the
other   hand,   nicotine    (10   mg/kg,    s.c.),   a   cholinergic   agonist,

given   to   neonates   did   evoke   T[I   induction,    indicating   that   at
birth   the   adrenal   is   capable  of   induction   if   stimulated   directly:
the   lack  of   response   to   reflex   effects   of   reserpine  until   8   days
of   age,   indicates   that   in   the   rat,   the   adrenal   medulla   is  not
functionally   innervated   at   birth.

The   ability   of   ornithine   decarboxylase    (OT)C)    (an   enzyme

which   is   thought   to  play  a   key  role   in  organ   development)      to
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respond   to   sympathomimetic   agents,   was  utilized   as   an   index
of   the   role   of   the   sympathetic   system   in   the   development   of
the  rat  heart.     In  the  adult  heart  with  intact   sympathetic
function,   nicotine  administration  resulted   in  marked   increases
in  ODC  activity  within   3   hours;   pretreatment  with  chlorison   -
damine,   or  with  propranolol,   a   B-adrenergic   receptor  blocker,
completely  abolished  the  nicotine-induced   increase,   indicating
that   stimulation  occurred  via   the   sympathetic   system,   probably
through  ganglionic  cell   stimulation.      In  contrast,     nicotine
given   to   developing   rats   was   unable   to   stimulate   heart     ODC
during  the  first   5  days  of  postnatal   age,   although  administration
of   isoproterenol,   a   a-adrenergic   agonist,   did   evoke   a   large
increase   in  both  neonatal   and   adult   heart  ODC.        These   results
demonstrate   that   functional   connections   between   the   sympathetic
nervous   system  and  cardiac  cells  are  not  present   at  birth,   but
are   established   at   some   time   between   5   and   8   days   of   age.
Administration  of  reserpine   to  adult  rats   or   to  one  day     old

pups,   decreased   the   ODC   response   to   nicotine   in   the   adults   and
retarded   the   onset   of  a  mature   response   in  developing   animals.
Thus,   neonatal   reserpine  administration  can  delay  the   time  at
which  functional   connections  are  established  between   sympathetic
nerves   and  cardiac  cells  and  therefore  heart  development.

Guanethidine   administration(50  mg/kg,   s.c.)   during   the
first   days   of   age  produced  a   40   to   80%   increase   in   the   adrenal
CA,   TH  and   DBH  values,   with  return   to   normal   values   by   3   -4
weeks   of   a.ge.      Pretreatment   of  neonates   with  chlorisondamine

(10  mg/kg,   s.c.)   prevented   the   stimulatory  effects   of  guanethidine
indicating  that   in  neonates,   this  drug  produces  a  direct   stim-
ulation  of  nicotinic  cholinergic  receptors  localized  on     the
membrane  of  the  adrenomedullary  cells.      In  contrast,   administration
of  guanethidine   to  adult  rats  had  little  or  no   effect  on  adrenal
CA,   TH  or   DBH.      Thus,   guanethidine   administration  during   the
f irst  days  of  age  accelerates   the  normal  development  of  ,rat
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adl.cmils,    {ipi)iircntly   through   a   direct   stimulatory   effect.

These  data   suggest   that   either   the   specif icity  of  adreno   -
medullary  cholinergic   receptors   changes   with  development,
so   that   they   become   insensitive   to   guanethidine     in     the
adult,   or   that   in   later   stages          the  presence   of   functional
innervation  prevents   the   access   of   the   drug   to   the   receptors.

Finally,   reserpine    (1   mg/kg,   s.c.)   was   administered

to   pregnant   rats   during   different  periods   of  pregnancy.
Rats   born   to   lnothcrs   who   received   reserpine   on   days   6,    5

and   4   or   4,   3   and   2   before   delivery   showed   early  postnatal
adrenal   CA  depletion,   an   effect   which  can   be   attributed   to
a   direct   action   of   the   drug;   however,   at   no   time   was   induction
ol.   '1`11   or    I_)811   obscl.vcd.       Adliiinistrdtion    of   reserpine   on   days

9,   8   and   7   before   delivery  did   not   alter   postnatal   CA   levels
in   the   ot`fspring   but   produced   permanent   elevations   in   enzyme
activities   and   vesicular   amine   uptake   beginning   at   10   days
of   age.      Studies   utilizing   direct   stimulation  with  nicotine
indicated   that   inherent   responsiveness   of   the   adrenal   medulla
itself   was   the   sa.me   in   control   and   reserpine-exposed  pups.
Therefore,   these   data   suggest   that   sympathoadrenal   tone   has
been  permanently   increased   in   the   off spring   of   rats   which  have
been   exposed   to   reserpine   on   days   9,   8   and   7   before   delivery.
In   the   brain,   administration   of   reserpine   on   days   9,   8   and   7
or   6,    5   and   4   before   delivery  produce.d   subnormal   TII   activities,
indicating   that   prenatal   reserpine   administration  also   alters
CA  disposition   in   the   central   nervous   system.
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I NTRODUCC I 0N

Durante  el  desarrollo  pre  y  postnatal,   el   sistema  adre-
n6rgico  perif6rico     experimenta  una   serie  de   cambios  muy     a   -
centuados   en   los   niveles   de   catecolaminas   (CA),   en   la   activi-
dad  de   las   enzimas   que  participan  en   su  bios±ntesis   y  en  la
capacidad   de   captaci6n   de   aminas   ex6genas   (1-7).      En   el   polio,
la   tirosina  hidroxilasa   (TH),   enzima   limitante  en  la  biosfnte.
sis   de   CA   (8),   es   ya   detectable   en   el   embri6n  de   un  dla;      1as
CA  y  el   resto  de   las   enzimas   estan  todas   presentes   alrededor
del   sexto   d±a   (1).      En   la   rata,   a.  pesar   de   que   las   enzimas   a-

parecen   tempranamente   durante   el   perfodo   de   gestaci6n,   1as   CA
adrenales  no   son  detectables  hasta  tres   d±as   antes   del  naci   -
miento   (2).      Ademas,   de   estudios   realizados   mediante  microscg

pta   electr6nica   se   sabe  que   las  veslculas   de   almacenamiento
de   aminas   aparecen   cuatro   dfas   antes   del   nacimiento   (9).      Es-
tos   resultados   sugieren  que  dichos  organelos   constituyen     el
factor   limitante   en  el   aumento   de   las   CA  adrenales   durante   el
desarrollo .

En  cerebro   de   ratas   inmaduras,   Karki   y  col.    (10)   obser-
varon  que   al   inhibir   la  monoamino  oxidasa,   1os   niveles   de   CA
alcanzados  no   eran  comparables   a   los  valores   obtenidos   en,    el
animal   adulto,   y  concluyeron  que   ello   se  deberfa,   principal   -
mente,   al   desarrollo   incompleto   de   los   sistemas   de   almacena   -
miento   de   aminas.      Por   otro   lado,   Mirkin   (5),   encontr6     que
durante  el  periodo  postnatal   1os  dep6sitos   de  CA  y   las  protei
nas  vesiculares   solubles   aumentan  en   forma  paralela.     Estos
resultados   indicar±an  que   las  vesfculas   de   almacenamiento   taE
bi6n  podrfan  tener  un  papel   importante  en  el   desarrollo   fun   -
cional   de   las  neuronas  adren6rgicas   centrales.
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Debido   a   que   las   vesiculas   de   almacenamiento   de   la  m§

dula  adrenal   de   rata   aparecen   relativamente   tarde  durante   la

gestaci6n,    1os   cambios   mss   acentuados   en   el   contenido   de   CA
se   producen   durante   las   primeras   semanas   de   desarrollo   post-
natal    (11).      I)urante   ese   periodo   de   tiempo,1a   actividad   de

las   enzimas   tiue   participan   en   la   biosintesis   de   CA   y   las   ve-
siculas   de   almacenamiento   experimentan   una   serie   de   cambios,
1os   cuales   dcpenden     en   parte,   del   nivel   de   actividad   de   las
aferencias   nerviosas.      Es   asi   como   ha   sido   demostrado   que   la
csi)1aciicctolnia   disininuyc   los   aumentos   de   los   dep6sitos   de   CA

y   los   incrementos   de   TH   y   DBH  dependientes   de   la   edad   en   las
adrenales   dc   rata   (6).      Por   otro   lado,   un   aumento   en   la   acti
vidad   espl.icnica,   acelera   la   velocidad   de   recuperaci6n     de
los   dcp6sitos   de   CA   en   adrenales   adultas   que   han   sido   deple-
tadas   de   aminas   mediante   reserpina    (12,13).      En   el   ganglio

silnpatico,1a   administraci6n   cr6nica   de   agentes   bloqueadores

ganglionarcs   csi)ecificos   retarda   tambi6n   el   perfil   de   desa   -
rrollo   normal   de   las   enzimas   de   la   biosintesis   de   CA   (14).

Esta   dependencia   de   la   actividad   neural   de   los   dep6sitos   de
CA   durantc   cl   desarro]1o   postnatal,    se   observa   tambien     en

las   respuestas   al   stress.      Por   ejemplo,   Comline   y   Silver

(15)   observaron   que,   en   fetos   de   vacunos,    la   secreci6n   de   CA
en   respuesta     a   la   asfixia,   es   independiente   de   estimulos
neurog6nicos;   en   cambio,   el   mismo   tipo   de   stress   aplicado   dos

semanas   desi)u6s   del   nacimiento,   produce   una   aguda   depleci6n

de   aminas   adrenales   la   cual   depende  principalmente   de   la  par-
ticipaci6n  neuronal.      Estos   resultados   indican   que,   conjunta-
mente   con   el   desarrollo   postnatal   de   los   sistemas   de   almacen±
miento   de   CA,    se   producirian   cambios   importantes   en   los   meca-
nismos   de   movilizaci6n   de   aminas.

Durante   estos   filtimos   afros,   se   ha   realizado   una   serie
de   estudios   que   demuestran   que   los   efectos   producidos   por   drg.

gas   que   actrian   sobre   el   sistema   adren6rgico,   dependen   tambi6n
en   gran   mL`dida   de   la   edad   del   animal.      Se   sabe,   por   ejemplo,
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que   la  administraci6n  de  guanetidina  a  ratas   o  ratones   duran-
te   las   dos   primeras   semanas   de   edad,   produce  una   irreversible

y   practicamente   comi)1eta   simpatectomfa   perif6rica   (16-19).
En   los   adultos,   1a  guanetidina  debe   ser   inyectada  durante  pe-
I.fodos   d.`    tiowipo   iiiucho   mss    lar{;os   p{Ira   ocasjonar   dafio   al    te    -

jido   adren6rgico   (20-22).      El   animal   en   desarrollo,   es   mss
sensible   tambi6n   a   los   efectos   depletores   de   CA  de   otras   dro-

gas   tales   como   reserpina  y   tetrabenazina`      Por   ejemplo,   cuan-
do   se   inyectan   ratas   de   11   dias   de   edad   con   cualquiera   de   las
dos   drogas   antes  mencionadas,   se  produce   una   disminuci6n     en
el   contenido   de   CA   en   cerebro,1a   cual   es   mss   intensa   y   de  m±

yor   duraci6n  que   la   obtenida   en   el   animal   adulto   (23).      Por
otro   lado,   ha   sido   demostrado   que   la   administraci6n  de   otras
drogas   que   acttian   sobre   el   sistema   adren6rgico,  tales   como
clorpromazina,   metil-anfetamina   o     fenciclidina,   a   ratas   du-
rante   el   perlodo   de   gestaci6n,   provoca  una   alteraci6n  en   los
niveles   de   CA   en   el   cerebro   de   la   rata   adulta   (24-26).      En

pollos,1a   inyecci6n  de   reserpina  a  huevos   fertilizados   an   -
tes   del   perlodo   de   incubaci6n   disminuye   los   niveles   de   CA  en

cercbro   durante   el   desarrollo   embrionario;   sin   embargo,   a
las   4   semanas   de   edad  postnatal     hay   un   aumento   en   los   nive-
1es   de   CA   y   de   TH   (27),y  una   alteraci6n   en   la   conducta   del
animal    (28,29).      Estos   dltimos   resultados   sugieren   que   la  mg.
dif icaci6n   del   contenido   de   aminas   tempranamente   durante   el
desarrollo,   podria   ocasionar  una   alteraci6n  prolongada  en
los   mecanismos   de   regulaci6n   de   la   bioslntesis   de   CA.

Sin   embargo,   en   la  mayoria   de   los   estudios   realizados
acerca  de   los   efectos   de   drogas   sobre   el   desarrollo   del   sis-
telna   adrenergico     se  midi6   exclusivanente   el   contenido   de   CA

y   solamente,   en  algunos   casos,   se   determin6   ademas   la   activi
dad   de   alguna   de   las   enzimas   de   la   biosintesis   de   CA.      Por   g

jemplo,   Nair   (26)   observ6   que   al   administrar   clorpromazina   a
ratas   reci6n  nacidas,   se   obtiene  un  aumento   de   los   niveles
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de   CA  en   el   cerebro   de   la   rata   adulta;   dichos   aumentos   podrfan
deberse   a  un   incremento  de   la   sintesis,   a  una  mayor   capacidad
de   almacenamiento   o   a  una  menor   liberaci6n  de  neurotransmiso   -
res.      Por   otro   lado,   Liuzzi   y   col.    (30)   y   Nomura   y   col.    (31)

observaron  que   la  administraci6n  de   guanetidin'a  a   ratones   re   -
ci6n  nacidos  provoca  una  disminuci6n  prolongada   en  el   conteni-
do   de   CA  en   el   cerebro   y   en   el   coraz6n;   al   igual   que   en   el   ejeE

plo   anterior,   no   se  determin6   el  mecanismo  de   esta`alteraci6n
del   desarrollo.      Obviamente,   el   conocimiento   de   los   efectos   de
drogas   sobre   el   desarrollo   del   sistema   adren6rgico,   ademas   de
la  determinaci6n  de   los  niveles  de   CA,   requiere  de  un   estudio
mss   detallado   de   las   enzimas   y  de   la   capacidad   de   almacenamiep.
to  de   las  vesiculas.

El  objetivo  principal  de  esta  Tesis  consiste  en   identifi
car   las   lesiones  bioquimicas  o   funcionales  especif icas   induci-
das   en  el   sistema   adren6rgico   como   consecuencia   de   la   adminis-
traci6n  de  dos   drogas   que  depletan  CA,   reserpina  y  guanetidi   -
na  durante   el   desarrollo  de   la  rata.     En  todos   los   casos   que
seran  estudiados,   se   compararan   los   efectos  producidos  por  di-
chas   drogas   en   la   rata   adulta  con   los   observados   en   el   animal
en  desarrollo.      Ello  permitira  determinar   en  qu6   forma   los   can
bios   experimentados   por   la  m6dula  adrenal,   el   coraz6n  y  el   ce-
rebro,   durante  el  desarrollo,   influyen  sobre  los  efectos  prod±
cidos   por   ambas   drogas.      Simultaneamente,   y  considerando   que
el   desarrollo  de   la  medula  adrenal   es   a   su  vez   dependiente   tap
to   del   grado   de   inervaci6n   funcional   como   de  mecanismos   de   re-
troalimentaci6n   (32-34),   se   determinara   en  qu6   forma   la   admi   -
nistraci6n  pre  o  postnatal   de   tales  drogas,   altera  a   su  vez   el
desarrollo  normal   de  dicho   tejido.      La   elecci6n  de   la  m6dula  i
drenal   como   sistema  modelo   de  neurona   adren6rgica,   esta  basada
en  estudios   que  demuestran  que   la   embriologia,   histologia,   big.

qulmica  y  farmacologla  de   este   tejido   es   similar  a   la  de   las
neuronas   adrenergicas,   y  ademas,   a  que   ha   sido   estudiada
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preferentemente   por  un   gran  ntimero   de   investigadores   debido
al   mayor  ntimero   de   t6cnicas   disponibles.

Las   drogas   simpaticopl6jicas  utilizadas   en   este   estudio
se   escogieron   debido   a   que,   como   ya   se   mencion6   anteriormen-
te,   son  capaces   de   alterar   la   funci6n  adren6rgica  en   los   or-

ganismos   inmaduros.      Se   seleccionaron   ademas   por   las   siguie±
tes   razones   especificas:

a)   Reserpina.      Es   una   de   las   drogas            utilizadas   en   el
tratamiento  de   la  hipertensi6n  arterial.     Se   la   suele
emplear   tambien  para  combatir  ciertos   transtornos   car-
diovasculares   durante   el   desarrollo,   y   es   ademas, luna
de   las   drogas   empleadas        en   la   toxemia   del   embarazo.
La  reserpina   inhibe   el  mecanismo   de.captaci6n  de   ami-
nas   dependiente   de   ATP-Mg2+   1ocalizado   en   las   membra-

nas   de   las   vesiculas   de   almacenamiento   (35-38)  ,   provg
cando  una  depleci6n  de  aminas   tanto   a  nivel   central

CH30

OCH3

Reserpina

OCH3

CH3
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como   perif6rico.      La   reserpina   incrementa   ademas   la   ac   -
tividad   refleja   del   sistema   simpatico   perif6rico,   aumen  -
tando   asi   la   secreci6n  de   CA   (39),  realzando   de   esta  mang
ra   el   efecto   depletor  de   la  droga.      La   reserpina   atravig
sa   la  barrera  placentaria  y  disminuye   los   niveles   de   CA
en   cl   iiniliial    rcci6n   nacido    (40).

b)   Guanetidina.      Es   otra   de   las   drogas   utilizadas   en   el   tr±
tamiento   de   la   hipertensi6n.      La   guanetidina   tiene  un   iE
ter6s   especial   por   el   hecho   de   carecer   de   un   efecto   di   -
recto   sobre   la  m6dula   adrenal   y   el   cerebro   de   ratas   adul
tas    (41-43).      Sin   embargo,   como   ya   se   mencion6   anterior-

mente,   la   administraci6n  de   guanetidina  a  ratas  y  rato   -
nes   reci6n   nacidos,   provoca   una   disminuci6n  prolongada
en   los   niveles   de   CA   en   el   SNC    (30,    31).      Ello   se   debe   -

ria,   probablemente,   a   que   en   los   roedores   la  barrer.a  he-
matoencefalica   no   estarla   completamente   desarrollada   a
tan   temprana   edad  permitiendo,   por   lo   tanto,   el   acceso
de   la   droga   al   cerebro.      Esto  tiltimo,   sugiere   que   los   e-
fectos   de   la   guanetidina  pueden   ser   completamente  dife   -
rentes   en   el   animal   inmaduro.     Al   igual   que   la   reserpi   -
na,1a   g`idnetidina   I)roduce   uno   der)1eci6n   de   CA      en      las

/yNH-CHe-CH2-NH-C
\NH2

Sulfato    de    quanelidina

•SO,

2
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t.erminaciones   adren6rgicas,   provocando   de   esta   lnanera
un   bloqueo   de   dichas   neuronas    (43-46).      Su   mecanismo

de   acci6n   es  muy   complejo   y  no   esta   del   todo   aclarado.
Al    inycctur]d   iior   via   intravcnosa   se   observa,    inicial-

iiiciitL`,    un    {Iiiiiii?i`t'o    tri)iisitorio    cn    la    I.rcsi6n    arterial

similar   a]   que   se   obtjene   al   administrar   tiramina   (47).
Postcriormcntc,   hay   una   inhibici6n   en   la   conducci6n   de

los   iinpulsos   nerviosos   cn   las   f ibras   adren6rgicas   y  por
lo   tanto,   una   dismim:ci6n   de   la   liberaci6n   de   CA;   este
efecto   es   similar   al   mecanismo   de   acci6n   del   bretilio.

(48,    49).       Finalmente,    se   produce   una   depleci6n   de   CA
en   la   neurona   adren6rgica,   parecida   a   la   obtenida   con
la   reserpina   (43,   44).      Para   complicar   las   cosas   un  pg
co   mss,   hay   estudios   que   indican   que   la   guanetidina   in
hibe   ademas   la   captaci6n   neuronal   de   CA   a   trav6s   de   un
mecanismo   similar   al   de   la   cocalna    (50).

Los   rcsultados   Clue   se   esperan   obtener   en   esta   Tesis,   pug

den   ser   de   considerable   importancia   para   valorar   las   consecuen
cias  de   la   administraci6n  de   este   tipo   de  drogas   durante   la  vi
da   fetal   o   postnatal,   en   el   desarrollo   del   sistema   adren6rgico;

piieden    inilicar   ademas   la   necesidad   de   terapias   diferentes   duran
te   el   clnbarazo   y   en   las   distintas   etapas   del   desarrollo.



METODOS   Y   MATERIALES

I.     METODOS

A.     PROCEDIMIENTOS    EXI'ERIMENTALES    A    QUE    Ft.JERON    SOMETIDAS       LAS

RATAS

Se   emplearon   ratas   Si)rague-Dawley   obtenidas   de   los   Labs
ratorios   Zivic-Miller,   Allison   Park,   Pennsylvania,   U.S.A.      Las

ratas   fueron   sacrificadas   mediante   decapitaci6n.

1.   Administraci6n ostnatal  de  reser

Las   ratas   fueron   inyectadas
serpina    (2,5   6   5   mg/kg,    s.c.)    al

rios   intervalos   de   tiempo   entre   4
ber   administrado   la   droga.      A   los

con  una  dosis   tinica   de   re   -
nacer  y   se   sacrif icaron  a  va

hr   y   29   dias   despu6s   de   ha-
controles   se   les   administr6

soluci6n   salina.
En   otro   tipo   de   experimentos,1as   ratas   fueron   inyecta-

das   con   reserpina   o   soluci6n   salina   al   nacer,   pero   ademas   6s-
tas   se   inyectaron  posteriormente   (a   intervalos   de  varios   dias)
con   nicotina    (10   mg/kg,    s.c.),    isoproterenol    (0,17   mg/kg,    s.c.)

o   con   soluci6n   salina,   siendo   sacrificadas   3   hr   despu6s   de   la
segunda   inyecci6n.     Lus   dosis   de   nicotina   y   de   isoproterenol
elegidas   son  aquellas   que  producen   la  maxima   estimulaci6n  de
la   enzima   ornitina   decarboxilasa   en   coraz6n   (nicotina   e   isoprg.
terenol)   y   la  maxima   depleci6n   de   catecolaminas   adrenales   (ni-.
cotina) .

2.   Administraci6n ostnatal   de uanetidina

Las   ratas   fueron   inyectadas   con   guanetidina   (50   mg/kg,s.
c   )   diariamente   a  partir   de   los   2   dias   de   edad,   durante   5   dias,
mientras   que   los   controles   recibieron   soluci6n  vehlculo   (Nac1
0,9%    -acido   asc6rbico   0,1%    -pH   7,4)    reci6n   preparada.      Los   a

nimales   fueron   sacrif icados   a  varios   intervalos   de   tiempo   entre

8

__                                 _.____      I



9

1os   3   y   49   dias   de   edad.      En   otros   experimentos,1as   ratas

fueron   pretratadas   con   clorisondamina   (10   mg/kg,   s,c.)   30  mi
nutos   antes   de   la   administraci6n   de   guanetidina   y   sacrifica-
das   24   hr   despu6s   de   la   segunda   inyecci6n.

3.   Administraci6n   prenatal   de   rese±p±j±±,£E_prenatal   de   rese±j2±j±±

Las   ratas   embarazadas   (todas   con   igual   tiempo   de   emba-

razo)   fueron  distribuidas   en   jaulas   especiales   para   crianza

(una   I)or   jaula),    con   libre   acceso   al   agua   y   a   la   comida.    Las
ratas   fueron   inyectadas   con   reserpina   (1   mg/kg,    s.c.)   una   vez
al   dia  durante   3   dias   consecutivos,   en  diferentes   periodos   de

gestaci6n   (un   s6lo   periodo   por   cada   grupo   experimental);   mien
tras   que   a   las   ratas   controles   se   les   administr6   soluci6n   sa-
1ina.      El   tamal~io   de   las   camadas   vari6   entre   8   y   12   ratas,    taE
to   en   las   contro]es   como   en   las   inyectadas   con   reserpina.   Los
animales   fueron   sacrif icados   entre   1   y   45   dlas   de   edad   postna
tal.      Se   utilizaron   ratas   de   ambos   sexos   y   s61o   cuando   6stos
fueron   facilmente   djstinguibles    (entre   los   36   y   45   dfas   de   e-
dad)    se   rci]artieron   animales,   en   igual   proi]ori`i6n   de   sexos,

entre   los   grui)os   experimentales   y   los   controles.      En   ningtin
caso   se   obscrv6   alguna   diferencia   atribulble   al   sexo   en   los
resultados   exi)erimentales   obtenidos.      Para   cada   determinaci6n
se   escogieron   al   azar   ratas   provenientes   de   camadas   diferen   -
tes.

En   otl`o   tiito   dc   cxiicrimcntos   se   escogieron   ratas   de   3

y   14   dias   de   edad,   nacidas   de   ratas   controles   y   de   ratas   que
hablan   sido   tratadas   con   reserpina   durante   los   dias   9,    8   y_.   7

antes   del   parto,   y   se   les   administr6   nicotina    (5   610   mg/kg,

s.c.)   o   soluci6n   salina,    siendo   sacrificadas   4   hr   despu6s   de
la   inyecci6n.
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a.    PREPARACI0N   DE   LOS      TEJIDOS

1.   Estudios   en   adrenales

Determinaci6n  de   catecolaminas,   actividad   de   tirosina  hidroxi
lasa  y  dopamina   B-hidroxilasa  y  captaci6n   de   adrenalina-3H  por
las   vesiculas   de   almacenamiento

Sc   cxtrajcron   las   adrL`nfl]L`s   dc   lfls   ratas   y   despu6s   de

eliiliinar]cs   el   tcjido   adj|)oso   y   conectivo   se   homogeneizaron

en   2,5   ml   de   una   soluci6n   de   sacarosa   0,3   M;    Tris-IIC10,025   M

(pl]   7,4);    iproniazida   10-5   M   (sacarosa-Tris-iproniazida)   a   4°C,
utilizando   un   homogenizador   Potter-Elvehjem   c6nico   (vidrio   -
vidrio).      En   los   experimentos   realizados   con   ratas   de  muy  col
ta   edad     se   juntaron   las   glandulas   de   varios   animales   para
asi   disponer   de   suficiente  material`      Se   tom6   una   alicuota  de   .
0,1   ml   del   homogeneizado   recibi6ndola  .en   1,9   ml   de   acido   per-
cl6rico   (PCA)   al   3,5%   y   despu6s   de   centrifugar   a   26.000   g   du-

rante   10   min   se   determin6   el   contenido   de   catecolaminas   (CA)
en   el   sobrenadante.      Otra   alicuota   de   0,5   ml   del   homogeneiza-
do   se   diluy6   con  un  volumen   equivalente   de   agua   destilada  que
contenia   2.000  unidades   de   catalasa   de  vacuno   por  mililitro,

y   se   determin6   1a   actividad   de   la   dopamina   B-hidroxilasa
(DBH).      Un   mililitro   del   homogeneizado   se   centrifug6   a   800   g
durante   10   min   y   en   el   sobrenadante   se   determin61a   captaci6n
de   adrenalina-3H  por   las   vesiculas   de   almacenamiento   de   ami   -
naS.

El   resto   del   homogeneizado   se   centrifug6   a   26.000   g   du-
rante   10  min  y   se   determin61a   actividad  de   la   tirosina  hidro
xilasa   (TH)   en   el   sobrenadante.

En   aquellos   experimentos   en   que   no   se   determin6   1a   cap-
taci6n  vesicular  de   aminas,   se   separaron   las   alicuotas   nece   -
sarias   para   la   determinaci6n   de   CA   y   DBH   y   el   resto   del   homo-

geneizado   se   centrifug6   directamente   a   26.000   g   para   la
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determinaci6n  de   la   TH.
En   los   experimentos   en  que   a   las   adrenales   s61o   se   les

determin6   el   contenido   de   CA,   1as   glandulas   fueron   homogenei-
zadas   directamente   en   2,5   ml   de   PCA   al   3,59o   y   despu6s   de   cen-

trifugar   a   26.000   g   durante   10   min     se   cuantificaron   las   CA
en   el   sobrenadante.

2.   Estudios   en   cerebro

a)   Determinaci6n  de   la   actividad  de   tirosina  hidroxilasa  y
ornitina   decarboxilasa.      Los   cerebros   se   pesaron  y  homo

geneizaron   en   9   voldmenes   de   Tris-HC10,01   M   (pH   7,2)    y
se   separaron   alicuotas   de   0,1   ml   para   la  determinaci6n
de   la   actividad   de   la   TH.      El   resto   de   los   homogeneiza-
dos   se   diluy6   con   un   volumen   equivalente   de   Tris-HC1
0,01   M   (pH   7,2)   y   despu6s   de   centrifugar   a   26.000   g   du-

rante   10  min     se   determin61a   actividad   de   la   ornitina
decarboxilasa   en   el   sobrenadante.

b)   Determinaci6n   de   la   actividad   de   tirosina   hidroxilasa

y   captaci6n   sinaptosomal   de   tiramina-3H.      Los   cerebros
se   pesaron   y   homogeneizaron   en   9   voltimenes   de   sacarosa-
Tris-iproniazida   y   se   separaron   allcuotas   de   0,1   ml   pa-
ra   la     determinaci6n   de   laJactividad   en   la   TH.      El   res-
to   del   homogeneizado   se   centrifug6   a   1.000   g   durante

10   min   y   el   sobrenadante   se   centrifug6   a   11.000   g   duran

tL`    I()   iiiiii.       lil   I)cllct    siliaptosomal   crudo   se   resuspendi6

en   Krebs-[Ienseleit   (volumen   original)   que   contenla   ade-
mss   iproniazida   1,25   uM  y   ascorbato   2   uM   y   se   recentrifu

96     a   11.000   g.      El   pellet   lavado   se   resuspendi6   cuida-
dosamente   en   Krebs-Henseleit-iproniazida-ascorbato   (1a
mitad  de   su   volumen   original),   utilizando   un   Potter   -
Elvehjem   (tefl6n-vidrio), y   se   determin61a   captaci6n   si
naptosomal   de   tiramina-3H.



12

3.   Estudios   en   coraz6n cerebro

Determinaci6n  de   la  actividad     de   la  ornitina  decarboxilasa

Los     tejidos   se  pesaron  y   homogeneizaron   en   20   voldme   -
nes   de   Tris-HC10,01    (pH   7,2),   utilizando   un   Politr6n.      El

homogeneizado   se   centrifug6   a   26.000   g   durante   10   min   y   se   de

termin61a   actividad   enzimatica   en   el   sobrenadante.

C.     DETERMINACION    DE    CATECOLAMINAS

Se   sigui61a   t6cnica   del   trihidroxiindol   (51)   utilizan-
do   un   autoanalizador   (52).      El   m6todo   se   basa   en   la   oxidaci6n

y  ciclaci6n  de   las   catecolaminas,   cuya   ecuaci6n  general   es   la
siguiente:

Alcali>

Norodrenalina 3-hidroxi  5,6-          3,5.6-trlhidroxi
indolinodiona             indol

En   la   Fig.    1   aparece   un   esquema   del   autoanalizador,   c±

yo   funcionamiento   basico   es   el   siguiente.      La  muestra   es   suc
cionada  desde   uno   de   los   vasitos   portamuestras   y   oxidada   con
un  volumen  equivalente  de  una   soluci6n  de   ferricianuro   de
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potasio.      Los   productos   de   oxidaci6n  de   las   aminas   (crom6ge-
nos)   se  mezclan   a   continuaci6n   con  una   soluci6n  de   hidr6xido
de   sodio,   1a   cual   los   convierte   en   compuestos   fluorescentes

(trihidroxi-indolcs).      Al   alcali   se   le   agrega  un   agente   est±
bilizador   para   evitar   la  descomposici6n  oxidativa  de   estos
tiltimos   compuestos;   cuando   se   emplea   acido   asc6rbico,   1a   flug
rescencia   que   se   obtiene   a  partir   de  mezclas  de   adrenalina  y
noradrenalina   es   aditiva.

Antes   de   cada   determinaci6n   se   hizo   una   curva   de   cali-
braci6n  para   adrenalina,   con   concentraciones   entre   0,005     y
0,05   ug/ml,   a  partir   de   una   soluci6n  madre   que   contenia   100

ug   de   base   libre/ml    (18,2   mg   de   bitartrato   de   L-adrenalina
en    100   ml    de    HC10,01    N).

Una   de   las   ventajas   principales   de   este   m6todo   es   la
de   iioder   manejar   un   gran   ntimero   de   muestras   en   un   tiempo   re-
1ativamente   corto   (40   determinaciones   por   hora),   y   con   esca-
sa  participaci6n  personal.      El   equipo   elimina   ademas   dificu|
tades   tales   como:   contaminaci6n   del   rna.terial   de   vidrio,   pol-
vo,   variaciones   en   el   control   de   los   tiempos   de   adici6n  de
los   reactivos,   inestabilidad  de   la   soluci6n  de  acido  asc6rbi
co   en   hidr6xido   de   sodio,   etc.,   problemas   que,   en   general,
tienden   a   aumentar   la   fluorescencia  de   las  muestras.      La   se±
sibilidad   de   este   m6todo   es   de   0,02   ug   de   aminas   totales   por
muestra .

D.     TIROSINA    HIDROXILASA

La   tirosina   hidroxilasa   (TH;   L-tirosina,   tetrahidroptf
ridina:   oxigeno   oxidoreductasa;   E.C.1.14.3.a)      es   la   enzima

que   cataliza   la  oxidaci6n  de   tirosina  a  dihidroxifenilalanina
(DOPA),   utilizando   oxigeno  molecular   y  una   tetrahidropteridi-
na   como   co factor:
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Tirosino+ 02

)
Dihidroxifenil-
alanlna+H£O

Tirosino
Hj+dEoexjlssa

Tetrahidro-

p'e'idino

Dihidro-
pteridina

reduclosa

NADP

f
NADPH

La   enzima   es   altamente   especifica   para   la   L-tirosina,
requiere   Fe2+   para   su   actividad  maxima   y   es   inhibida   por   u-
na   gran  variedad   de   aminoacidos   y  por   catecoles;   estos   dlti
mos   mediante   inhibici6n   competitiva   con   el   co factor   pteridi
nico    (53,    54).      Las   evidencias   disponibles   indican   que   la   TH

es   la   enzjma   limitante   en   la   biosintesis   de   catecolaminas

(8),   y   que   su   actividad   esta   regulada   por   mecanismos   de   re   -
troalimentaci6n   (42,    53,    55).      La   mayoria   de   los   resultados

experimentales   sugieren   que   la   enzima   estaria   presente   en   la
fracci6n   soluble   de   los   homogeneizados    (56-58),   aunque   hay

ciertas   evidencias   que   indican   lo   contrario   (53,    59,   60).   En
el   cerebro,1a   enzima   se   encuentra  principalmente   en   la   fra€
ci6n   sinaptosomal    (61).      La   TH   ha   sido   parcialmente   purific±
da   a   partir   de   adrenales   de   bovino    (62);   posee   un   peso   mole-
cular   de   34.000   y   contiene   Fez+/Fe3+        como   grupo   prost6tico.
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1.    Determinaci6n   de 1a   actividad   en  m6dula adrenal

Se   utiliz61a   t6cnica   de   Waymire   y   col.    (63),1a   cual

consiste   en   la  decarboxilaci6n  enzimatica  de   la   L-dihidroxi   -
fenilalanina-1-]4C   (L-DOPA)   que   se   genera   a   partir   de   L-tiro-

sina-1-'4C   por   acci6n   de   la   TH.      El   m6todo   se   basa   en   la   rna   -

yor   af inidad   de   la   DOPA  decarboxilasa   por   L-DOPA   que   por   L-
tirosina.      Para   ello   se   agrega  un   exceso   de  decarboxilasa.   al
medio   de   incubaci6n   y   el   ]4C021iberado    (casi   exclusivamente
a   partir   de   la   L-DOPA)   es   captado   y   cuantificado.

El   medio   de   incubaci6n   contenia   (en   un   volumen   f inal
de   0,55   ml):    0,1   ml   del   sobrenadante   26.000   g    (ver:   Prepara   -

ci6n  de   los   tejidos);    100   umoles   de   tamp6n   acetato   de   sodio,

pH   6,1;    0,5   umoles   de   sulfato   ferroso;    1    umol   de   2-amino-4-
hidroxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidropteridina-HC1    (DMPH4) ;

20   umoles   de   2-mercaptoetanol;   1   umol   de   fosfato   de   sodio   mong

basico   0,18   nmoles   de   L-tirosina-1-]4C    (50   mci/mmol);    0,03   umg.

1es   de   L-tirosina;   5   nmoles   de  piridoxal   fosfato   y   7,5   unidades
de   DOPA  decarboxilasa.      La  mezcla   de   reacci6n   se   incub6   a   37°C

durante   1   hr   en  recjpientes   de  vidrio   de   2,5  x   6,0   cm  provis-
tos   de   un   tap6n  de   goma   que   sostiene   un   pequefio   capacho   de

pl6stico    (Kontes   Glass   Co.,   Vineland,   N.J.,   USA)    situado   apro-
ximadamente   a   1   cm  de   la   superf icie   del   medio   de   incubaci6n     y
conteniendo   un   trozo   de   papel   f iltro   de  unos   4   cm2   de   superf i-
cie   aproximadamente.      La   reacci6n   se   detuvo   con   0,5  ml   de   aci-
do   tricloroac6tico   (TCA)   al   logo   inyectados   a   trav6s   del   tap6n
de   goma.      De   la   misma  manera   se   agregaron   0,2   ml   de   hidr6xido
de   hiamina   en   el   interior  del   capacho   (para   atrapar   el   T4C02)

y   se   incub6   a   37°C   por   otros   30  min.      A  continuaci6n   se   cort6
el   vastago   que   sujeta  el   capacho  mediante  una   tijera  y  despu6s
de   secar   la  parte   exterior  del   capacho  mediante  papel   f iltro
se   recibi6   en   10  ml   de   liquido   de   centelleo   y   se  midi61a   ra   -
diactividad   en  un  contador  de  centelleo   liquido.   La  actividad
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enzimatica   esta   expresada   en   unidadcs    (una   unidad   equivale   a
1   nmol   de   "C02   producido   por   hora   y  por   glandula).

2.   Determinaci6n   de   la   actividad   en   cerebro

Los   cerebros   se   homogeneizaron   en   9   voldmenes   de   saca-
rosa-Tris-iproniazida  y   se   determin61a   actividad   de   la   TH
directamente   en   el   homogeneizado    (0,1   ml)   en   la   forma   descri
ta   para   las   adrenales,   pero   agregando   ademas   al   medio   de   in-
cubaci6n   Trit6n    (0,1%)   y   Cac12    (0,7   mM)    (concentraciones   fi-

nales)   con   el   objeto   de   optimizar   la   actividad.      La   acti'vi   -
dad   enzimatica   ?§ta   expresada   en  unidades   (una  unidad   equiv±
1e   a   1   nmol   de        C02   producido   por   hora   y.por   cerebro).

E.     DIHIDROXIFENILALANINA   DECARB0XILASA    (DOPA   DECARBOXILASA)

La   DOPA   decarboxilasa   (DDC;   L-3,4-dihidroxifenilalani-

na   carboxi-1iasa;    E.C.    4.1.1.26)    es   la   enzima   que   cataliza

la   conversi6n   de   DOPA   a   dopamina   (64),   pero   es   activa   ademas

con   todos   los   L-aminoacidos   aromaticos   naturales,   y   es   por   e-
so   que   se   le   conoce   mss   bien   como   decarboxilasa   de   L-aminoaci
dos   aromaticos   (65).      Esta   distribuida   en   cantidades   aprecia-
bles   en   la  mayoria   de   los   tejidos   de   los   mamiferos   incluyendo
higado,   est6mago,   cerebro   y  rifi6n;   raz6n  por   la   cual   se   pien-
sa  que   su   funci6n   en   el   metabolismo   no   estaria   limitada   a   la
biosintesis   de   CA.      Se   encuentra   en   la   fracci6n   soluble   de
los   homogeneizados   celulares,   habi6ndose   detectado   ademas   una

pequefia   cantidad   (2-log)   en   la.   fracci6n   correspondiente   a   las
vesiculas   de   almacenamiento   de   la  m6dula   adrenal    (57).      La   en
zima   ha   sido  purificada   a  partir   de   rifi6n  de   cerdo;   posee   un

peso  molecular   de   109.000   y   contiene  piridoxal   fosfato   como
grupo   prost6tico   (66).



1.    Pre araci6n   a artir   de   rifiones   de   cerdo

Se   sigui6   el   m6todo   de   Waymire   y   col.    (63).      Los   rifiones

obtenidos  de   cerdos   reci6n   sacrif icados   fueron  recibidos   en
hielo   y   trasladados   rapidamente   al   labor.atorio.      Despu6s   de   e-
1iminarles   la  grasa  y  el   tejido   conjuntivo,   se  disecaron   las
cortezas,   y   una   vez   pesadas   se   homogeneizaron   en   4   voltimenes   de
sacarosa   0,32   M  utilizando   una   juguera   a   3/4   de   su  velocidad
maxima,   durante   1   min,   dos   veces.      El   homogeneizado   se   centri-
fug6   a   6.000   g   durante   15   min.      El   sobrenadante   se   recentrifu-

96   a   27.000   g   durante   1   hr   y   al   sobrenadante   se   le   agreg6
(NH4)2S04   Saturado    (pH   8,0)    1entamente   hasta   lograr   un   379o   de
saturaci6n.      Se   agit6   30  min  y   el   precipitado   fue   eliminado  me
diante   centrifugaci6n   a   27.000   g   durante   30  min.      El   sobrena   -
dante   se   11ev6   ahora   hasta  un   559o   de   saturaci6n  y   se   agit6   nue
vamente   por   otros   30   min,   se   centrifug6   a   27.000   g   durante   30
min  y   las   protelnas   precipitadas   se   resuspendieron  en  glicerol
al   20%    (70   ml   por   rifi6n   aproximadament.e).      Todas   las   operacio-

nes   fueron   realizadas   a   4°C.

2.   Determinaci6n   de   la   actividad

Se   utiliz6   el   m6todo   de   Waymire   y   col.    (63)   que   consiste

en  medir   la   liberaci6n   de   14C02   producida  por   la   enzima   a  par-
tir   de   DL-DOPA-1-1£;lc,    en   un   medio   de   incubaci6n   similar   al   em-

pleado   en  la  determinaci6n  de   la  actividad  de   la   tirosina  hidrg
xilasa,   puesto   que   la   enzima  debe   funcionar   bajo   dichas   condi-
ciones.      Se   utiliz6   una   concentraci6n   de   DL-DOPA-1-14C   de   15

nmoles   (2,5   mci/mmol),    siendo   6ste   el   valor   estimado   equivalen
te   a   la   maxima   cantidad   de   L-DOPA   que   se   cree   se   produce   en   el
medio  de   incubaci6n  en  que   se   determina   la  actividad  de   la   ti   -
rosina   hidroxilasa.      Despu6s   de   incubar   1.a  mezcla   de   reacci6n
a   37°C   durante   15   min,1a   reacci6n   se   detuvo   con   TCA   al   10%   y

el   14C02   producido   se   capt6   y  cuantific6   en   la   forma   descrita
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anteriormente.      Una   unidad   de   decarboxilasa   se   define   como   la
cantidad   de   enzima  que   es   capaz   de   catalizar   la   decarboxila   -
ci6n   de    1    nmol   de   L-DOPA   en   30   min.

F.     DOPAMINA    B-[IIDROXILASA

I,a   doi)amina   a-hiilroxilasa    (I)811;    3,4-dihidroxifeniletil±

mina,    ascorbato:    oxlgeno   oxidoreductasa;    E.C.1.14.2.1)    es   la

enzima   que   cataliza   la   oxidacj6n   de   dopamina   a   noradrenalina:

DOPAMINA +  ASCOF`BATO  +  02-               >

NORADRENALINA  +   DEHIDRO   ASCORBATO +  H20

]ja   enzima   es   relativamente   inespecifica  pues   es   capaz   de
oxiilur   una   gran   variedad   de   feniletilaminas   a   sus   correspondieE
tes   derivados   B-hidroxilados    (67,    68).      La   DBH   parece   estar   lo

calizada   casi   exclusivamente   en   las   vesiculas   de   almacenamien-
to   de   catecolaminas    (57,   69-71),   en   donde   se   la   encuentra   tan-
to   en   la   fracci6n   soluble   como   en   la  particulada          de   las   ve-
siculas    (57,    71-73).      La   proporci6n   entre   ambas   formas   de   la

enzima   es   variable   en   las   distintas   especies   estudiadas,   sin
embargo     ella   es   relativamente   constan.te  para  una   especie   de   -
terminada   en   condiciones   de   reposo    (72).      La   m6dula   adrenal,

el   cerebro   de   rata,   el   conducto   deferente'  y  el   coraz6n  de   bovi
no     contienen  potentes   inhibidores   end6genos   de   la   DBH  cuya

participaci6n  f isiol6gica  en  la  regulaci6n  de   la  actividad     de
la   enzima  y  por   lo   tanto     de   la   sintesis   de  noradrenalina,     es
atin   desconocida    (72,    74-76).      Estos   inhibidores   end6genos   pue-
den   Ser   inactivados   mediantc   compuestos   tales   como:   Cu2+,   Hg2+,
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Ag+,   p-hidroximercuribenzoato      (PMB),    N-etilmaleimida    (NEM)   y

tranilcipromina   (TCP)    (72,   74).      La   enzima   ha   sido   purificada
hasta   homogeneidad   a   partir   de   adrenales   de   bovino   (77)   y  mss
recientemente   de   feocromocitoma,      suero   humano   (78,   79)   y   de
adrenales   de   rata   (80);   posee   un  peso   molecular   de   290.000   y
contiene   Cu+/Cu2+   como           grupo   prost6tico.

Determinaci6n  de   la   actividad   en  m6dula   adrenal

Se   sigui6   el   m6todo   de   Friedman   y   Kaufman   (77)   el   cual
utiliza   tiramina-3H  uniformemente  marcada   como   sustrato.        Se
tomaron   alicuotas   de   0,4   ml    (en   duplicado)   del   homogeneizado
diluldo   con   agua  mss   catalasa*   (ver:   Preparaci6n  de   los   teji-
dos)   y   se   incubaron   a   37°C   durante   1   hr   en  un  medio   que   conte

nia:   buffer   fosfato   de   potasio   (pH   5,8),100   umoles;   fumarato
de   sodio*    (pH   5,8),60   umoles;   ascorbato   de   sodio*,1    umol;   ATP,

5   umoles;    TCP,    0,5   umoles;    catalasa,700   unidades;    PMB,    5   umoles;

tiramina   fria,   0,01   umol   y   tiramina-3H,    1   uci    ,   en  un  volumen
final   de   1   ml.      La   reacci6n   se   detuvo   con   1   ml   de   PCA   al   7%   y

el   precipitado   se   descart6  mediante   centrifugaci6n.      Se   trans-
firi61   ml   del   sobrenadante   a  un   recipiente   de  vidrio   de   2,5   x
6,0   cm   y   se   alcaliniz6   con   0,3   ml   de   hidr6xido   de   amonio   15   N.

*   Para  obtener   el   maximo   de   actividad   ''in  vitro"   es   necesario
agregar   catalasa  y  un  6cido  dicarboxilico   (fumarato,   por   ej.,)

::d:a:::a::  E::::g:u:a::ee:Zip:a::ig::c:I:::::se:u:g::  ::ig=
rato  aumenta   la  velocidad  de   reacci6n  de   la   enzima   reducida
con  el   oxigeno.      El   ascorbato   reduce   a   la   enzima,pero    hasta
este  momento,   se  desconoce   si   es   el   verdadero   co factor   fisio
16gico .
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Despu6s   de   oxidar   los   derivados   a-hidroxilados   mediante   0,25
ml   de   metaperyodato   de   sodio   al   2%,   se   detuvo   la   reacci6n   con
0,25   ml   de   glicerol   al   logo,    se   acidific6   con   1   ml   de   HC15   N,

se   agregaron   7   ml   de   tolueno   y   se   agit6   1a  mezcla   vigorosamen
te   durante   10  min.      Se   dej6   decantar   la   soluci6n  y   se   transfi
rieron   5  ml   de   la   capa   de   tolueno   (conteniendo   el   aldehido   ra
diactivo   formado)   a   un   frasco   de   conteo.      Se   agregaron   10  ml

de   liquido   de   centelleo   y   se  midi6   1a   radiactividad   en  un   con
tador   de   centelleo   liquido.      La   actividad   enzimatica   esta   ex-

presada   en  unidades   (una   unidad   equivale   a   1   nmol   de   octopami
na-3H  producido   por   hora   y  por   glandula).

G.     ORNITINA   DECARBOXILASA

La   ornitina  decarboxilasa   (ODC;   L-ornitina   carboxi-1iasa;
E.C.    4.1.1.17)   es   la   enzima   que   cataliza   la   decarboxilaci6n   de

ornitina  a  putrescina,   siendo  esta  la  primera  etapa  en  la  bio-
sintesis   de   poliaminas    (81,    82).

Una  de   las   caracterlsticas  principales   de   la   enzima     es

que   su  actividad  y  por   lo   tanto   los  niveles   de   poliaminas,   v±
ria   rapidamente   de   acuerdo   al   estado  metab61ico   celular.      Es   a
si   como   se   ha   demostrado   que   en   todos   los   tejidos   con   una   ele-
vada  proliferaci6n  y  diferenciaci6n   celular,   uno  de   los  prime-
ros   cambios   bioquimicos   demostrables   lo   constituye   la   elevaci6n
en   la   actividad   de   la   ODC    (83-85).      La   enzima   es   de   tipo   solu   -

ble   y,   como   la  mayoria   de   las   decarboxilasas,   requiere   del   co   -
factor   piridoxal   fosfato   para   su   activit].ad  maxima   (86);   es   es   -

pecif ica  para   la   L-ornitina   y   su  vida  media   es   una   de   las  mss
cortas   descritas   para   enzimas   de  mamiferos    (10   a   20  min   en   hi   -

gado   de   rata)    (86,    87).      La   ODC   ha   sido   purificada   hasta   homo   -

geneidad  a  partir  de   higado   de   rata  y  posee  un  peso  molecular
de    70.000    (88).
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Determinaci6n  de   la   actividad

Se   sigui6   el   m6todo   descrito   por   Russell   y   Snyder   (82),
1igeramente   modificado.      Se   incubaron   alicuotas   de   0,9  ml   del
sobrenadante   a   26.000   g   (ver:   Preparaci6ri  de   los   tejidos)      a
37°C   durante   30   min   en   un   medio    (volumen   final   1   ml)   que   con-

tenia:   ditiotreitol,   0,5   umoles;   piridoxal   fosfato,   0,5   umoles

y   ornitina-T4C,12   nmoles   como   sustrato.      El   t4C02   se   atrap6
y  cuantif ic6   de   la  misma   forma   descrita  para   la  determinaci6n
de   la   actividad   de   la   TH.   La   actividad   enzimatica   esta   expre~
sada   en  unidades   (una  unidad   equivale   a   1   nmol     de   ]4C02   prod±
cido   por   hora   y  por   gramo   de   tejido).

H.    CAPTACION   DE    CATECOLAMINAS    POR   LAS   VESICULAS    DE   ALMACENA    -

MIENTO    DE   AMINAS

Las   vesiculas   de   almacenamiento   son   estructuras   subcelu-
1ares   altamente   especializadas  para  captar,   sintetizar,   alma   -
cenar   y   secretar   catecolaminas   (89).

La.   captaci6n  vesicular   de   aminas   cumple   principalmente
dos   funciones   muy   importantes:1)   captar   dopamina,   el   precur   -
sor   inmediato  de   la  noradrenalina;   de   no   existir   este  mecanis
mo,   1a  velocidad  de   sintesis   de  noradrenalina   estaria  determi
nada  por   la  difusi6n  pasiva  de  dopamina   hacia   el   interior  de
la  vesicula   de   almacenamiento,   y   2)   recaptar   las   catecolaminas

que   han  difundido   al   citoplasma.
Las   vesiculas   son   capaces   de   incorporar   aminas   ex6genas

a   30°C,   pero   no   a   0°C.      Esta   captaci6n   es   estimulada   por   ATP-

Mg2+   e   inhibida  por   reserpina   y  por   agentes   bloqueadores   de

grupos   sulfhidrilicos   tales   como   N-etilmaleimida   (NEM).      Las
evidencias   actuales   indican  que   la  captaci6n  de   aminas   se   rea
lizaria  a   trav6s   de   un   transporte   activo   (90,   91).
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or   las  vest-
culas   adrenales   aisladas

Se   utiliz6   el   m6todo   de   Slotkin   y   Kirshner   (92).      Para
ello,   se   separaron   alicuotas   de   0,5  ml   de   la  preparaci6n  vesi
cular   (ver:   Preparaci6n  de   los   tejidos)   recibi6ndolas   en   tu   -
bos   dc   centrf fuga   que   contcnfan:    0,1    ml   de   ATP-Mg2+,    50   mM;

5   Hci   de   adrenalina-3H;    0,1   ml   de   adrenalina   1   mM   (para   con   -

trarrestar   cualquier  diferencia   en  la  cpncentraci6n  extravesi
cular   de   adrenalina   entre   las  muestras),   y   0,3  ml   de   sacarosa
300   mM-Tris-HC125   mM    (pH   7,4).       Las   muestras   se   incubaron      a

30°C   durante   30   min   (con   agitaci6n)   y   los   blancos   se   mantuvie
ron   en   hielo.      La   captaci6n  de   adrenalina-3H   se   detuvo   con   2
ml   de   sacarosa-Tris   a   4°C   y   las   vesiculas   fueron   sedimentadas
mediante   centrifugaci6n   a   26.000   g   durante   10   min.      El   sobre-

nadante   se   recibi6   en   un   volumen   equivalente   de   PCA   al   79o,   se

recentrifug6   a   26.000   g   y   en   el   sobrenadante   se   determin6     el
contenido   de   catecolaminas   y   la   radiactividad;   esto   dltimo   per
mite   conocer   la   actividad   especif ica  del   medio   de  marcaci6n.
El   pellet   vesicular   se   resuspendi6   en   sacarosa-Tris   y   se   recen
trifug6   dos   veces.      El   pellet   final   fue   resuspendido   en   3  ml
de   PCA   al   3,5go   y   despu6s   de   centrifugar   a   26.000   g   durante   10

min   se   determin6   el   contenido   de   catecolaminas   y   la   radiacti-
viilad   en   el   sobrcnaJante.      Aunque   esta   preparaci6n   esta   conta
minada   con   otras   particulas,   1a   captaci6n   de   aminas   bajo   las
condiciones   anteriores   s61o   se   efecttia   en   las   vesiculas   de   al
macenamiento    (92).

La   captaci6n   de   adrenalina-3H  en   cada  una   de   las  muestras
se   calcul6   de   la   siguiente  manera:

captaci6n
91andula

cuentas   por   min
en   las   vesiculas

contenido   de   CA
1andula

actividad especifica
del   medio   de  marcaci6n

contenido   de   CA   en   las
vesiculas  de   la  muestra
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captaci6n   =
100    ug    CA

)taci6n 1andula      x      100
microgramos   de   CA  por   glandula

La   captaci6n  vesicular  dependiente   de   la   temperatura   se
obtiene   restandole   la   captaci6n   a   0°C   al   valor   obtenido   a   30°C.
La   captaci6n  por   glandula   refleja   tanto   la   cantidad   de  vesfcu-
las   funcionales   itor   glandula,   como   la   capacidad   de   captaci6n
de   cada   una   de   ellas   para   incorporar   adrenalina-3H.      La   capta-
ci6n   por   100   ug   CA   es   una   medida   de   la   capacidad   individual   de

las   vesiculas   en   relaci6n   a   su   contenido   end6geno   de   CA,    y   es
indc|]endientc     del   ntimero   de   vesiculas   presentes    (93).

I.     CAPTACION    SINAPTOSOMAL    DE    TIRAMINA    -3[]

Se   tomaron   alicuotas   de   0,5   ml   de   la  preparaci6n   sinap   -
tosomal   (ver:   Preparaci6n  de   los   tejidos),   y   se   recibieron     en
un  volumen   equivalente   de   Krebs-Henseleit   conteniendo   5   uci   de
tiramina-3II   (0,75   nmoles)   y   se   incubaron   a   37°C   durante   5   min,

mientras   que   los   blancos   se  mantuvieron   en   hielo.      La   captaci6n
de   tiramina-3H   se   detuvo   con   2   ml   de   Krebs-Henseleit  a   4°C,      y

los   sinaptosomas   marcados   se   centrifugaron   a   10.000   g.      El      p±

1let   sinaptosomal   se   resuspendi6   y   centrifug6   dos   veces   mss,   y
f inalmente   los   sinaptosomas   fueron   resuspendidos   en   3   ml   de   a-

gua.      Se     midi61a   radiactividad   y   se   cuantific61a   octopamina-
3H     formada   mediante   oxidaci6n   con  metaperyodato,   tal   como     se

describi6   para   la   dopamina   B-hidroxilasa.      La   tiramina-3H   tiene
la  ventaja   de   que   permite  medir   el   comportamiento   de   las   vesicu
las   de   almacenamiento   de   CA  en   el   interior   de   la   terminaci6n
nerviosa   (94-96).      Debido   a   que   la   dopamina   B-hidroxilasa   se   en

cuentra   localizada  casi   exclusivamente   en   las   vesiculas   de   alma
cenamiento,   su   actividad   depende   en  gran  medida  de   la
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capacidad   vesicular  para   captar   aminas.      Por   consiguiente,1a
conversi6n   de   tiramina-3H  a   octopamina-3H,   constituye   una  me-
dida  de   la   funci6n  vesicular.

En   otros   experimentos,1os   sinaptosomas   marcados   fueron
resuspendidos   en   sacarosa   isot6nica   en  vez   de   agua   y   centrif±

gados   en   gradientes   de   sacarosa   de   acuerdo   a   Bosmann   y   Hems   -
worth   (97);    1os   resultados   de   estos   experimentos    (no   mostra   -
dos)   indican  que   la   captaci6n  de   tiramina-3H   se   realiza  prin-
cipalmente   en   los   sinaptosomas.

J.    DETERMINACION    DE    LA   PRESION   ARTERIAL    SISTOLICA   EN    LA   RATA

ADIJLTA

Se   midi6   en   la   cola   de   la   rata  mediante   el   m6todo   plc   -
tisniografico   de   impedancia   (98,    99).      En   la   Fig.    2a,   aparece

un   esquema   del   equipo   utilizado.      La   rata   se   ubica   en  una   ja±
1a  de   restricci6n  y   se   le   coloca  un  brazalete   inflable   en   la
base   de   la   cola,el   cual   esta   conectado   a   un   electroesfigmoma~
n6metro  programable.      Este   instrumento   permite   inflar   y  desiE
flar  el   brazalete   autom6ticamente  a  ciertos   intervalos   de   tieE
po   y   con   una   velocidad   constante.        Luego   se   colocan  dos   elec-
trodos   dc   sui)erficic   en   la   mitad   de   la   cola    (separados   unos   2

cm   entre   si)   y   se   conectan   a   un   pletism6grafo.      Este   instrume±
to   permite  medir   cambios   de   resistencia   el6ctrica   extremadame±
te  pequefios,tales   como   los   generados,   en   este   caso,   por   las   v±
riaciones   en   el   volumen   sanguineo   del   segmento   de   tejido     que
separa   a   ambos   electrodos.      Esto   se   traduce   en  un   cambio   de
voltaje   en   el   pletism6grafo,   el   cual   puede   ser   registrado     me-
diante   un  poligrafo.
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JAULA  DE
RESTRICCION

BRAZALETE
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TEMPERATURA
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POLIGRAFO

ELECTRODOS

Fig.    2.   a)   Esquema   del   equipo   utilizado   para   medir   la   presi6n
arterial   en   la   cola  de   la  rata.

Fig.    2.   b)   Registro   normal   de   la   presi6n   arterial.
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La   medici6n   misma     consiste   en   generar   una   presi6n     en
el   brazalete   ligeramente   superior   a   la  presi6n  arterial   sis   -
t61ica  de   la   rata   (habiendo   logrado   obtener   previamente,  un   re

gistro   normal   de   la   onda  del   pulso),   dejando   luego   que   6sta
disminuya   gradualmente.      El   punto   en   el   registro   en   donde   rea

parece   por   primera  vez   la   onda   del   pulso,   corresponde   a   la
presi6n   arterial   sist61ica.      En   la   Fig.    2b,   aparece   un   regis-
tro  normal   de   la  presi6n  arterial   obtenida   en   la   cola  de   la
rata  mediante   este  m6todo.

Estadistica

Los   resultados   estan   expresados   como   los   valores   prome-
dios   ±   1os   errores   tipos   de   las   medias.      Los   niveles   de   signi
ficaci6n   se   calcularon  de   acuerdo   a   la   distribuci6n   t   de   "Stu
dent".
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11.    MATERIALES

A.     GENERALES

Se   obtuvieron   de   Sigma   Chemical   Co.,    Saint   Louis,   Mo.

USA:   clorhidrato   de   tiramina,   fosfato   de   iproniazida,   nico-
tina,   sulfato   de   DL-isoproterenol,   piridoxal-5'-fosfato,   p±
rahidroximercuribenzoato    (PMB),   catalasa   de   higado   de   vacu-
no,   clorhidrato   del   6ster   metilico   de   DL-Ch-metil-p-tirosina

(c"PT),   adenosin   5'-trifosfato    (ATP),   L-tirosina,    2-mercap-
toetanol,   clorhidrato   de   trams-2-fenilcipropilamina   (tranil
cipromina;   TCP),   ascorbato   de   sodio,   ditiotreitol    (DTT)      y

p-clorofenilalanina    (PCPA).      De   Ciba   Pharmaceutical   Co.,
Summit,   N.J.   USA:    fosfato   de   reserpind   (Serpasil),   cloruro
de   clorisondamina   (Ecolid)   y   sulfato   de   guanetidina   (Isme   -
1in).       De   Winthrop   Laboratories,    Inc.,    New   York,    N.Y.    USA:

bitartraLto   de   adrenalina.   De  Ayerst   Laboratories,   New  York,
N.Y.   USA:   clorhidrato   de   propranolol.      De   Aldrich   Chemical

Co.,   Milwaukee,    Wis.    USA:    2-amino-4-hidroxi-6,7-dimetil-5,6,

7,8-tetrahidropteridina    (DMPH4).      De   New   England   Nuclear

Corp.,   Boston,   Mass.   USA:   hidr6xido   de   hiamina,    2,5-difeni|

oxazol    (PPO)   y   1,4-bis-2-(5-feniloxazolil)    benceno    (POPOP).

Los  demas   reactivos   empleados   fueron   todos   de   grado   analiti
CO.

8.     ISOTOPOS

Se   obtuvieron   de   New   England   Nuclear   Corp.  ,    Boston,

Mass.    USA:    tiramina-G-3H    (10   Ci/mmol),dl-adrenalina-7-3H

(10   Ci/mmol),  L-tirosina-1  -]4C  (10   mci/mmol)    y   DL-ornitina-

|.]4C    (50   mci/mmol).



RESULTADOS

A.     Eli`ECTOS    DE    LA   ADMINISTRACION    POSTNATAL    DE    RESERPINA    EN    EL

DESARROLLO    SIMPATICO-ADRENAL

1.    Efectos   de   la   administraci6n   de   reser

ratas   reci6n  nacidas
ina   (2 565m

El   peso   de   las   ratas   controles   aument6   de   7   a   83   g   des-
de   cl   nacimicnto   hasta   los   29   dias   de   edad.      Las   ratas   trata-

das   con   2,5   mg/kg   de   reserpina   al   nacer,   tuvieron  un  peso   en-
tre   10   y   159o   por   debajo   de   los   valores   controles   durante   las
2   primeras   semanas    (Fig.    3).      Las   ratas   inyectadas   con   5   mg/kg

de   reserpina  mostraron  una   clef iciencia   en  peso  mayor   durante
la   primera   semana,   sin   embargo     su   peso   fue   practicamente   nor
mal   a   partir   de   la   segunda   semana   de   edad.

Durante   el   mismo   perlodo   de   tiempo,1as   catecolaminas

((|^)       ..i`|i.tti|.`i|tn,      `|`.       |m       I...il.'i*      t'tiiil-rt]1t`*      ;iilill{`nt;ll.t7n      tlt`      r),2      |l{!/}!l!ill

' ,,,,,,,.,,, `,        `,        !,       I,':/' ,.,., i,,,I,,,' ,,,,,,,. `       .,,,, lf,-,I,`      ``,I  ,,,, I        (,`,it:.        4`).

(;iuli`t]     lio]'ii.i    `l|`si>Lii;`i     ilL`     li{il)L`I`     {iili[i.IiiisLi.ado     la     ilosis    in.`nor    de

resc`ri)ina,    .sc   oltscrv6   una   disin'inuci6n   significativa   en   el   con

tenido   de   CA   adrenales.      Un   dia   despu6s,    los   niveles   de   CA   ha

bian   descendido   a   un   20%   del   control.      Con   la   dosis   mayor,   la
depleci6n   fue   practicamente   completa   a   las   24   hr.  Con   cualquif
ra   de   las   dos   dosis   empleadas,   la   depleci6n   de   CA  observada
24   hr   despu6s   de   la   administraci6n   de   la   droga   fue   seguida   de
una   rapida   recuperaci6n,llegando   a   un   80%   del   valor   normal   4
dias   despu6s   de   haber   recibido   la   droga.      A  partir   de   ese   mo-
mento,   1a   recuperaci6n   fue  mss   lenta   alcanzando   los  valores
controles   alrededor   de   las   2   semanas   de   edad.

En   la   Fig.    5   se   observan   los   efectos   de   la   administraci6n
neonatal   de   reserpina   sobre   la   actividad   de   las   enzimas
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I``ig.    3.    I'cso   coT`iioral    de   ratas   en   desarrollo   despu6s   de   la
adininistraci6n   de   una   dosis   tinica   de   reserpina   al   nacer.
Cada   punto   representa   el   promedio   ±   el   e.rror   tipo   de   la  mi
dia    (S.E.M.)   de   seis   determinaciones.
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5                   10                  15                  20            30

DIAS     POST     INYECCION

Fig.    5.   Actividad   de   tirosina   hidroxilasa   y   dopamina   a-hidro
xilasa   en   adrenales   de   ratas   en   desarrollo   despu6s   de   la   ad=
ministraci6n   de   una   dosis   tinica   de   reserpina   al   nacer.      Cada
punto   representa   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media
(S.E.M.)    de   seis   determinaciones.
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tirosina   hidroxilasa    (TH)    y   dopamina    a-hidroxilasa    (I)BIT)    en

la  m6dula   adrenal   en   desarrollo.      I.as   actividades   controles
aumentaron   de   1,2   nmoles/hr/glandula   al   nacer   a   7,4   unidades
a   los   29   dias   para   la   TIT   y   de   0,04   nmoles/hr/glandula   a   0,47

unidades   para   la   I)BH   en   igual   periodo   de   tiempo.      La   reserpi-
na   no   produjo   alteraci6n   alguna   en   el   perfil   de   actividad   de
la   TH   en   ningdn   momento   del   desarrollo.      Del   mismo   modo,1a

DBH   s61o   mostr6   variaciones   pequefias,    con   un   leve   aumento   de

actividad   a   los   4   y   21   dias   despu6s   de   la   dosis   menor   y  un
aumento   a   los   4   dias   seguido   de   una   disminuci6n   de   actividad

17   dias   despu6s   de   haber   recibido   la   dosis   mayor.
La   capacidad   de   las   vesiculas   de   almacenamiento   de   las

ratas   controles   para   incorporar   adrenalina-3H  por   glandula,
aument6   aproximadamente   10   veces   durante   las   3   primeras   semi
nas   del   desarrollo    (Fig.    6).      La   captaci6n   por   unidad   de   CA
vari6   de   45   nmoles/100   ug   CA   al   nacer   a   25   nmoles/100   tjg   CA   aL

las   3   semanas   de   edad    (Fig.    7).      Estos   resultados   indican   que
durante   el   desarrollo   normal   se   produce   un   aumento   en   el   ntime
ro   de   vesiculas   funcionales,   y  una   disminuci6n   en   las   capaci-
dades   de   captaci6n  de   las   vesiculas   en   relaci6n   al   contenido
de    CA     (11,100).

Cuatro   horas   despu6s   de   la   administraci6n  de   cualquiera
de   las  dos  dosis   de   reserpina  utilizadas,   se  produjo  una   inhi
bici6n   casi   completa   de   la   captaci6n   de   adrenalina-3H  expres±
da   Canto   por   glandula   como   I)or   unidad   de   CA    (Fig.    6   y   7).      La

captaci6n  por   glandula   I.ue   practicamente   normal   a   los   4   dias
de   edad    (Fig.    6).      La   captaci6n   por   unidad   de   CA  mostr6   un

perfil   diferente;   el   tratamiento   con   2,5  mg/kg   de   reserpina
produjo   una   inhibici6n   completa   a   las   24   .hr   seguido   de   valo-
res   superiores   a   los   controles    (P<0.02)   a   los   4   dias   de   edad

y   con   una   captaci6n   normal   a   los   9   dias    (Fig.    7).      Con   la   do-
sis  mayor   la   respuesta   supranormal   se   produjo   antes,   fue  mss

pronunciada   y  de  mayor   duraci6n.      De   estudios   anteriores   se
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5                  10                15                20

DIAS     POST    INYECCION

Fig.    7.    Caittaci6n   de   adrenalina-3I]   en   veslculas   de   almacena-
miento   aisladas   de   adrenales   de   ratas   en  desarrollo   (expresf
da   por   100   ug   de   catecolaminas   end6genas),   despu6s   de   la   ad-
ministrac.i6n   de   una   dosis   dnica   de   reserpina   al   nacer.      Cada
|lunto   rci)I`csenta   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la   media
(S.E.M.)    de   seis   determinaciones.
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sabe   que   las   elevaciones   r)or   uniitail   in(lican   que   las   vesiculas

intactas   remanentes   despu6s   de   la   respuesta   secretora   inicial,
estan   parcialmente   depletadas   de   CA   end6genas   y   que   simulta   -
neamente   se   ha   reiniciado   la   sintesis   de   nuevas   vesiculas,1as
cuales   poseen   un   bajo   contenido   inicifll   de   CA    (93).

2.    Efectos   de   1

de  diferentes
a   adlnin istraci6n  de   reserpip£J2±Jng±ke )   a  ratas

Tres   dias   despu6s   de   haber   administrado   la   droga,   1a   d£

pleci6n   de   CA   fue   evidente   en   todas   las   edades   estudiadas   con
excepci6n   de   una    (Fig.    8).      La   actividad   de   TH   no   mostr6   cam-

bios   signif icativos   en   ratas   reci6n   nacidas   ni   con   4   dias   de
edad.      Sin   embargo,1a   administraci6n   de`  1a   droga   a   ratas   de

8,11    y   14   dias   de   edad   produjo   un   aumento   de   30   a   loos   sobre

los   valores   controles.      En   los   distintos   grupos   ensayados,1a
actividad   de   DBH   fue   siem|tre   de   un   15   a   20%   superior   a   los   con

troles    (P<0.05).

etratamiento   con
i6na uda   de   catecolaminas

clorisondamina   sohre   la   de-

i_PE9±±.€.i±,.a_.Per   la   reserp±p£

Con   el   objeto   de   determinar   la   posit)1e   participaci6n   de
estimulos   esplacnicos   en   la   depleci6n   neonata]   de   catecolami-
nas   inducida  por   reserpina,   se   administr6   clorisondamina   (big

queadbr  ganglionar   de   larga  duraci6n)   30  minutos   antes   de     la
inyecci6n   de   reserpina.      Como   se   observa   en   la   Tabla   1,1a   a±

ministraci6n   de   reserpina   sola   (2.5   6   5   mg/kg)   a   ratas   reci6n
nacidas     produjo   una   depleci6n   aguda   de   CA   a   las   4   hr.        Esta
depleci6n  no   se   observ6   en   ratas   adultas   inyectadas   con   2.5
mg/kg   de   reserpina;   sin   embargo,1a   dosis   mayor   redujo   el   cop
tenido   de   CA   adrenales   a   un   57%   del   control.      La   clorisondami

na  no   previno   la   depleci6n   aguda  de   CA   en   las   ratas   reci6n  n±
cidas.      Sin   embargo,1a   misma   dosis   de   la   droga   bloque6
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EDAD     INYECCION
EDAD    SACRIFICIO

(  DIAS  )

I:ig.    8.    Ijl`cctos   dc   la   administraci6n   de   reserpina   a   ratas   de
diferentes   edades   sobre   el   contenido   de   catecolaminas   y   acti
vidad   de   tirosina   hidroxilasa   y   dopamina   B-hidroxilasa   en   las
adrenales.      Las   ratas   fueron   inyectadas   con   una   dosis   dnica
de   reserpina    (2,5   mg/kg,    s.c.)   a   las   edades   indicadas   y   fue-
ron   .sacrif-ic:ii]as   tres   dids   dcs|)u6s.      Coda   barra   representa   el
[ti`oil`cdio    i    L`1    error    tipo    dL`    1a   media    (S.E.M.)    de    4    a    6   deter-
minac iones .
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comi)1etamente   la   i]6rdida   de   CA   en   la   rata   adulta.      La   a.dminii
traci6n   de   clorisondamina   sola   no   alter6   1os   niveles   de   CA   en
las   ratas   reci6n  nacidas   ni   en   las   adultas.

4.   Efectos   de   la   reser ina   "in  vitro"   sobre   la   ca

adrenalina-3r|

taci6n   de

Para   avcrigiiar   s.i    la   dc|t]cci6n   {iguda   de   CA   provocada   por

la   reserpina   en   las   ratas   reci6n  nacidas   se   debla   a   un  mayor
efecto   de   la   rcseriiina   sobre   el   mecanismo   vesicular   de   capta   -
ci6n   dc   aminas,   se   agreg61a   droga   directamente   a   preparacio   -
nes   que   contenian  vesiculas   provenientes   de   animales   de   edades
diferentes.      Como   se   observa   en   la   Tabla   2,1a   reserpina   a   una
concentraci6n   10-7   M   inhibi61a   captaci6n   entre   un   75   y   85%   en

preparaciones   de   vcsiculas   de   ratas   de   15,    30   y   50   dlas   de   edad.
La   inhibici6n   obtenida   en  vesiculas   de   ratas   reci6n  nacidas
fue   significativamente   inferior,   indicando   que   las   acciones   de
la   reserpina   sobre   la   captaci6n  de   aminas   no   serian   responsa   -
bles   de   la   depleci6n   aguda   observada   en   neonatos.

5.    Efectos   de   la   DL-a-metil- -tirosina    (CiMPT)

de   catecolaminas   adrenales

en   el   contenido

Para   determinar   si   la   depleci6n   aguda   de   CA   observada   en

las   ratas   reci6n  nacidas   pudiera   deberse   a   una  mayor   velocidad
de   recambio,   se   bloque61a   sintesis   de   CA   con   c"PT   y   se   midie-
ron   los   niveles   de   CA   4   hr   despu6s   de   haber   administrado   la
droga.      Como   se   observa   en   la   Tabla   3,1a   CiMPT   no   alter61os

valores   de   CA   obtenidos   en   neonatos   controles;   1a   misma   dosis
de   la   droga  produjo   una  pequefia  pero   significativa   disminuci6n
en   las   CA  de   glandulas   adultas.      Estos   resultados   indicarian

que   la   depleci6n   aguda   de   CA   inducida   por   reserpina   en   neona   -
tos     no   podria   explicarse   solamente   en  base   a  una   alteraci6n
en   la   velocidad   de   sintesis   y/o   degradaci6n   de   CA.



40

T-    Ln     a     CJ-   t1   |J|

Eill=!
ro    Ur)

cocb
rd  \r+
LL]e-



41



42

6.    Efcctos   de   la   nicotina   en   el    contenitT,o   tle   catecolaminas   a-

drenales en   la   actividad   de   la   tirosina   hidroxilasa

Para   averiguar   si   la   ausencia   de   inducci6n  de   la   TH   en
las   ratas   reci6n   nacidas   tratadas   con   reserpina   se   debt a   a   u-
na   incapacidad   de   las   adrenales   para   aumentar   los   niveles   en-
zim6ticos,   se   estimularon   las   adrenales   directamente   con   nicg

tina    (10   iiig/kg).      Uli   Jia   despuc`s   de   haber   administrado   la   drg

ga   a   ratas   de   4   y   35   dias   de   edad,   se   obtuvo   un   aumento   sig   -
nificativo   de   la   TH   en   ambos   grupos,   con   niveles   normales     de
CA    (Tabla   4).

7.   Efectos   de   la   administraci6n   de   res erplna   a ratas   adultas

Para   comparar   los   efectos   de   la   reserpina   obtenidos   en
las   adrenales   inmaduras   con   los   efectos   de   la   droga   en   las   a-
drenales   maduras,   se   inyectaron   ratas   adultas   con   2,5   6   5
mg/kg   de   reserpina   y   se   midi6   el   contenido   de   CA   y   la   activi-
dad   de   la   TH   y   DBIi   en   la   m6dula   adrenal.      Cuatro   horas   despu6s

de   haber   administrado   la   droga,   el   contenido   de   CA   adrenales
era   normal   en   las   ratas   inyectadas   con   2.5   mg/kg   y   significa-
tiva.mente   inferior   a   los   controles   en   aquellas   inyectadas   con
5   mg/kg    (Fig.    9).      A   las   24   hr,1a   depleci6n   de   CA   era   acen    -

tuada   en   ambos   grupos   de   ratas;   sin   embargo,   6sta   no   fue   tan

pronunciada   como   la   obtenida   en   las   ratas   reci6n  nacidas
(Fig.    4).      Los   niveles   de   CA   recuperaron   los   valores   normales
entre   3   y   6   dias.

Un   dia   despu6s   de   administrada   la   dosis   menor   de   reser-

pina,   1a   TH   aument6   su   activiilad     alcanzando   a   los   3   dias   va-
1ores   hasta   de   un   60%   sobre   el   control    (Fig.    9).      Con   la   dosis

mayor,1a   actividad   maxima   se   produjo   a   las   24   hr    (80%   sobre

el   control),   manteni6ndose   adn   elevada   a   los   7   dias.      Con   la

dosis   mayor,    1a   DBH   aument6   al   primer   dia   y   con   la  menor   al
tercero,   alcanzando   valores   de   65   y   25%   sobre   los   controles
re spec t ivament e .
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Fig.    9.    E1-ectos   de   la   reserpina   sobre   el   contenido   de   catecg_
1aminas   y   actividad   de   tirosina   hidroxilasa   y   dopamina   B-hi-
droxilasa   en   adrenales   de   ratas   adultas   (50   dias   de   edad).

g:gatgTftfije3:e:::::  :]sg::mag::r:i::c:::::.t±po  de  ]a  me   _
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Los   efectos   de   la   reserpina   sobre   la   captaci6n  de   adre-
nalina-3H  por   liar.te   de   las  vesiculas   de   adrenales   adultas

(Fig.10)      fueron   similares   a   los   observados   en   los   neonatos
tratados   con   reserpina.      La   captaci6n  por   glandula   estaba   in-
hibida   casi   conipletamente   4   hr   despu6s   de   haber   dado   cualqui±

ru   ili`    lus   ilos   Josis,    I.ciui)ci.tiliilos.`   L`ntrL`    1os    3    y    7    dias.       Ex-

presada   por   unidad   de   CA,   se   observ6   una   inhibici6n   de   la   cap
taci6n   4   hr  despu6s   de   la  reserpina,   seguida  de  valores   supr±
normales   a   las   24   hr   (con   la   dosis   mayor)   y   a   los   3   dias    (con
la   dosis   menor).

8.     EFECTOS    DE    LA   AI)MINISTRACION    POSTNATAL    DE    RESERPINA    EN    EL

DESARROLLO    DEL    CORAZON    Y    CEREBRO

En   el   animal   en  desarrollo   el   coraz6n   experimenta  una
serie   de   cambios   tanto   a   nivel   fisiol6gico   como   bioquimico.Se
sabe,  por   cjemi)1o,   qiic   durante   el   perlodo   I)ostnatal   se   produce

un   rai]ido   aumcnto   en   cl   contenido   de   noradrenalina,   el   cual

parece   estar   relacionado   con  modificaciones   en   la   frecuencia
cardiaca   (101).      A  nivel   bioquimico      se   ha   visto   que   durante
las   primeras   semanas   de   vida   de   la   rata,  hay   un   descenso   pro   -

gresivo   en   la   velocidad   de   sintesis   de   I)NA   en   el   tejido   car   -
diaco   y  que   el   6rgano  ya   adulto     parece   ser   incapaz   de   repli-
car   dicho   acido   nucleico    (102).      Esta   p6rdida   de   la   capacidad

para   sintetizar   DNA  durante   el   desarrollo   es   acelerada   al   ad-
ministrar   agonistas   adren6rgicos,1o   que   sugiere   que   el   siste.
rna   simpatico   podria   participar   en   la   diferenciaci6n  del   teji-
do   cardiaco    (103).

Dentro   de   los   factores   que   determinan   las   respuestas

cdriliiicds   a   la   cstimulaci6n   iicuronal   durantc   el   desarrollo   tf

nemos:    1)   el   establecimiento   de   la   inervaci6n   simpatica   del
coraz6n,   2)   1a  maduraci6n  de   los   receptores   6-adren6rgicos   en
dicho   6rgano,   y   3)   1a   capacidad  del   tejido   cardiaco   para
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;i:;-![o|.e:f:::::u::sl3er:;::g:::in:::::  ::s::a::ci:nag:e:g;::a
de   ratas   adultas    (50   dfas   de   edad),   expresadas   por   glandula   y
por   100   tig   de   catecolaminas   end6genas.      Cada   punto   representa
el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la   media    (S.E.M.)   de   cinco     o
seis   determinaciones.
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responder   a   la   estiii`uldci6n   ile   dichos    receptores,       Sin   embar-

go,    se   desconoce   en   qu6   momento   durante   el   desarrollo   se   est±
blecerfan   las   concxiones   funciomi]es   entre   los   nervios   simpa-
ticos   y   las   c61ulas   cardlacas.      Este   problema   es   de   suma   im   -

portancia   r)ucsto   qiie   I)crmitirf,1   saber      a   r)artir   de   qu6   momen-
tt]     los    c.stfiiiiilos     I)r`ovcHiitHit`t`s    tlel     `SN(:    iiotli`i-tin     inrliicnciar        cl

desarrollo   del   tejido   cardlaco,   y   en   qu6   forma   la   administra-
ci6n   neonatal   de   droLqas   que   alteran   la   transmisi6n   adren6rgi-
ca  podrfan   afectar   dichas   influencias.

En    lil    rata    ad`ilta        la    c`stim`il.ic`i6n    simi)(itic.'i     incrL`ii`cn    -

ta   la   actividad   de   la   ornitina   decarboxilasa   (ODC)   en   el   teji
do   cardiaco    (104)   y   por   lo   tanto      aumenta   el   contenido   de   po-

1iaminas   y   conduce   f inalmente   a   una   hipertrofia   del   coraz6n

(105,106).      En   este   estudio      el   rar)ido   aumento   en   la   activi-
dad   de   la   OI)C,observado   despu6s   de   la   administraci6n   de   dro    -

gas   simpatico-mim6ticas,   fue   utilizado   como   un   indice   para   e-
valii.ir    la   ptirticii).ici6n   tlcl     sistcma    {ltlrc`n6r`(i`ico    en    e]    desarrg

Ilo     y     crci.iliiii`iito     il{`l      i.`ii.{i'L:(io     i"      l{is     I.,`it,'is     i.oiitl.olc`s     y     en     las

tratadas   con   reserpina.
Estudios   recientes   ham   denostratJo   qiie,   en   cerebros   en

desarrollo,1os   perfodos   de   maxima   actividad   de   la   OI)C   corres

i]onden   a   los   de   mciyor   multi|)1icaci6n   celular.Se   sabe   adcmas   que
la   administraci6n   dc   hormonas        tales   como   tiroxina   y   cortisol

produce   alteraciones   en   el   desarrollo   de   la   actjvidad   de   la
ODC   en   cerebro   de   rata   durante   el   desarrollo,   acompafiado   de   a
normalidades   en   el   comportamiento    (107).      Esto   tiltimo   sugiere

que   los   cambios   de   actividad   de   la   ODC   en   el   tiempo   podrian
ser   utilizados   como   un   lndice   precoz   de   anormalidades      en     el
desarrollo   del   cerebro.      Por   ello,   simultaneamente   con   los   es
tudios   realizados   en   coraz6n,   se  midieron   los   efectos   de     la
reserpina   sobre   el   desarrollo   de  `1a   actividad   de   la   ODC   en   cf
rebro .
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1.    Estiliiula Licu`lorcs   adrc ]±ir.at9i
Con   el   r)rop6sjto   de   determinar   las   drogas   adecuadas   que

iicl`ii`itieriu`   cva]uar    lu   iiarticiituci6n   del    sistema   simp6tico   en
las   respuestas   de   la   Ol)C   en   coraz6n,   se   ensayaron  varias   dro-

gas   estimulantes   y   bloqueadoras   adren6rgicas.      En   el   coTaz6n
de   rata   :iilultLi   con    r`inci6n   simpatica   intacta,1a   administra   -

ci6n   de   nicotina   produjo   un   aumento   marcado   en   la   actividad
de   la   ODC   a   las   3   hrs    (Tabla   5).      Al   estimular   los   receptores

8   directaiHcn`ie   con   isoproterenol   se   obtuvo   una   respuesta   simi
lar,   aunque   mss   acentuada.      En   los   animales   pretratados   con
clorisondamjna   o   con   propranolol    (bloqueador   a)    se   obtuvo   una

inhibici6n   total   de   la   estimulaci6n   inducida  por  nicotina,   i±
dicando   que   dicha   respuesta   estaria  mediada   por   el   sistema
simpatico.      La   estimulaci6n   de   la   OI)C   inducida   por   isoproter±
nol   fue   inhibida   totalmente   al   pretratar   las   ratas   con  propre.
nolol.      Sin   embargo,   el   pretratamiento   con   clorisondamina   in-
hibi6   s61o   parcialmente   dicha   respuesta.      Esto   confirma     que
los   aumentos   de   la   OI)C   en   coraz6n   inducidos   por   isoproterenol
estan  mediados   principalmente  por   los   receptores   a-adren6rgicos.
Estudios   similares   realizados   en   ratas   de   11   dias   de   edad   (no
mostrados)     produjeron  resultados   id6nticos.

I)e   lo   anterior   se   concluye   que   la  nicotina  puede   ser   u-
tilizada   como   un   indicador   de   las   conexiones   simpaticas   al   cg.
raz6n  y  el   isoproterenol   como  un   lndice  directo   de   las   respuei
tas   B-adren6rgicas   de   la   ODC.

Ambas   drogas   fueron  utilizadas   para   establecer   si   la   dg

plcci6n   de   neurotransmisores   del   sistema   simp6tico   producida
por   reserpina,   era   capaz   de   alterar   los   efectos   estimulantes
de   las   drogas   adren6rgicas   mencionadas   mss   arriba   sobre   la   ODC
en  ratas   adultas   y  en  ratas   reci6n  nacidas.

Ninguna   de   las   drogas   empleadas   en   estos   estudios   afec-
taron   la   actividad   de   la   ODC   directamente,   de   acuerdo   a   los



;
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resultados   obteni`]os   al   agre{iar   las   drogas   "in   vitro"   al   me   -

dio   de   incubaci6n;    htista   una   concentraci6n   (),1    mM   para   la   re-

serpina   y   1   inM   I)ara   la   nicotjna   e   isoproterenol.

2.    Ratas   {iilultus

ljn   el    tr{]nsi``il`so   ilc   dos   scman{is,    las   ratas   controles   a±

mentaron   de   peso   de   248   a   334   g;   el   coraz6n   y   el   cerebro   au   -

mentaron   de   0,81    a    0,98   g   y   de    1,76   a    1,90   g   respectivamente

(I.`ig.11).        I.as    r:it{is    inycct{iilas    con    2,5    in)I/k`(:    dc    rcsc`rpina

mostraron   un   melior   {Hiiiicnto   on   el    peso   corr)oral   durantc   la   pri

mera   semana,   con   una   recuperaci6n   I)arcial   a   la   segunda   semana.
El   peso   del   coraz6n   tuvo   un   desarrollo   similar,   mientras   que
el   dcl    ccrchro   solo   i``ostr6    ligcras   altL`r{'}ciones.          Las   ratas

inyectadas   con   5   mg/kg   de   reserpina  mostraron   clef iciencias   m±

yores   tanto   en  el   peso   corporal   como   en   el   del   coraz6n,   esta±
do   6stos   adn  por   debajo   de   lo   normal   a   los   14   dias   post-resei

pina.      El   peso   del   cerebro   nuevamente  mostr6   pocas   alteracio-
nes.

Tres   horas   y   media   despu6s   de   la   administraci6n   de   2,5

6   5   mg/kg   de   reseri]ina   a   ratas   adu]t{is,    se   produjo   una   dismi-

nuci6n   signif icativa   en   la   actividad   de   la   Onc   en   coraz6n

(Fig.12)    y   a   las   24   hr   los   nivelcs   cnzimaticos   habian   d.escep
dido   practicamente   a   cero;   1a   activjdad   enzimatica   se   norma   -

1iz6   en   2   semanas   aproximadamente.      A   cont.inuaci6n,    se   estu   -

diaron   los   efectos   de   la   reserpina   sobre   la   capacidad   de   la
nicotina   I)ara   estimular   la   OI)C.      Veinticuatro   horas   despu6s

de   la   administraci6n   tanto   de   la   dosis   menor   de   reserpina   co-
mo   de   la   mayor,    1os   incrementos   en   ODC   inducidos   por   nicotina
fueron  marcadamente   inferiores   a   los   valores   controles   (Fig.
12).      A   los   dos   clias   post-reserpina    (dosis   mayor),1a   estimu-

1aci6n   no   fue   significativamente   diferente   de   cero.      Las   res-

puestas   disminuf das   fueron   seguidas   de   valores   supranormales
a   los   7   y   14   cllas   post-reserpina    (dosis   menor   y   mayor
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Fig.11.   Peso   corporal,   del   coraz6n   y   cerebro   de   ratas   adultas
despu6s   de   la   administraci6n   de   una  dosis   6nica   de   reserpina.
El   primer   punto   corresponde   a   las   3[/2   horas   despu6s   de   la   in-
yecci6n  de   la   droga.      Cada   punto   representa   el   promedio   ±   el   e.
rror   tipo   de   la   media    (S.E.M.)   de   5   a   12   determinaciones;   1os
asteriscos   indican   los   grados   de   significancia   (P<0,05   o   menor)
comparado   con   los   controles.
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Fig.12.   Efectos   de   la   administraci6n   de   una   dosis   anica   de
reserpina   a   ratas   adultas   sobre   la   actividad   de   la   ODC   de   cg
raz6n  y   sobre   las   respuestas   de   la   ODC   cardlaca     a   la   estimu

::c::nr:::rE::::±nfaL:¥::::i:c:6£±=:::n::Sc::::E8sdge:EuSs  =
guiente  manera:   para   las   ratas   controles,    (estimuladas   con-i^^+inn_r.nr`+Jr`r`lpc:`/rnntT`oles:      ara   las   ratas   tratadas   Con

La  y   estimuladas   con  nicoti-
Lt=,CLtJLIL(J,       \|J.-|+A.+~---_--_   _   _

na-tratadas   con   reserpina   solainente.)/controles.      Cada  punto
representa   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media   (S.E.M.)
de   4   a   6   determinaciones;   1os   asteriscos   indican   los   grados
de   significancia   (P<0,05   o   menor)    comparado   con   la   estimula-
ci6n  neta  de   las   ratas   controles   con  nicotina   (triangulos  y
llneas   disc.ontinuas) .
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respectivamente).      La   reserpina   redujo   tambi6n   los   incremen   -
tos   de   ODC   inducidos   por   isoproterenol    (Fig.13),    sin   embar   -

go     estas   disiiiinuciones   fueron   inferiores   a   las   observadas   p±
ra   la   nicotina.      La   normalizaci6n  de   la   capacidad   del   isopro-
terenol   para   estimular   la   ODC   se   alca.nz6   a   los   4   dias,    siendo

las   rcsi]uest{is   sur]ranormales   a   los   7   dias   con   cualquiera   de

las   dos   dosis   Ilo   reserpina   eiiipleadas.

En   todos   los   casos   ensayados,1a   administraci6n  de   nico
tina  produjo.una   depleci6n   significativa   de   las   catecolaminas
adrenales   (Tabla   6),   a   pesar   de   que   la   reserpina   "per   se",   y
como   ya   se   dijo   anteriormente,   produce   una  marcada   p6rdida   de
aminas   adrenales.

3.   Ratas   en   desarrollo

Durante   las   dos   primeras   semanas   de   desarrollo   postnatal,
1as   ratas   controles   aumentaron   de   peso   de   9   g   a   la   edad   de   1
dla   a   47   g   a   los   15   dias   de   edad    (Fig.14).      Durante   el   mismo

perlodo   de   tiemi)o,    el   peso   del   coraz6n   aument6   de   0,045   a   0,2

g   y   el   del   cerebro   de   0,32   a   1,45   g.      La   administraci6n   de   rg.
serpina   (5   mg/kg)   a   ratas   reci6n   nacidas,   produjo   marcadas   d±
ficiencias   en   el   peso   durante   la   primera   semana   de   edad.     A

pesar   de   que   tanto   el   coraz6n   como   el   cerebro   habian   alcanza-
do   sus   pesos   normales   a   los   8   dias   de   edad,   el   peso   corporal
estaba   todavia  un   log   por  debajo   del   de   las   ratas   controles
durante   la   segunda   semana.

En   la   Fig.15   se   observa   el   perfil   normal   de   la   ODC   de

coraz6n   de   ratas   en   desarrollo.      A   las   24   hr   de   edad   la   acti-
vidad   de   la   ODC   era   superior   a   1   nmol   ]4C02   producido/hr/g,
disminuyendo   lentamente   durante   el   transcurso   de   las   2   semanas
siguientes.      La   administraci6n   de   reserpina   a   ratas   reci6n  n±
cidas   redujo  marcadamente   la   actividad   de   la   ODC,   obteni6ndose
luego  valores   supranormales   a   los   5   dias   de   edad,   con  normali
zaci6n  de   la   respuesta   a   los   8   dias.      En   las   ratas   controles
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Fig.    13.   Efectos   de   la   administraci6n   de   una   dosis   dnica   de

:::::P±:a]:  ::t::u:g:I::Sc::bI:o:::t:::£::S±:;e::a::  8DfiE:I
rentes   tiempos   despu6s   de   la   reserpina.      La   estimulaci6n  nE
ta  se  calcul6  de   la  siguiente  manera:   para   las   ratas   contrg
les,    (estimulaLdas   con   isoproterenol-controles)/controles;
para   las   raLtas   tratadas   con  reserpina   (tratadas   con  reserpi
na  y   estimuladas   con   isoproterenol-tratadas   con  reserpina
solamente)/controles.      Cada  punto   representa   el   promedio   ±
el   error   tipo   de   la  media   (S.E.M.)   de   4   a   6   determinaciones;
1os   asteriscos   indican   los   grados   de   significancia   (P<0,005
o   menor)   comparado   con   estimulaci6n   neta   de   las   ratas   contro
les   mediante   isoproterenol   (triangulos  y   lineas   discontinuas)



L==Cj------
a.     I.i     \C)     Ljl     \0     irl     IJ1\J \, \,,I + ,---
r`     t`r)     LJ')     iJl     ul     CO     \0

+I         +I         +I        +I         +I         +I        +I

--------
a,)    \0    LJ|    \0    a-    \0    q+J - +J +J \J - -
r`    \0    -    \0    a3    iJi    or)
+I         +I         +I         +I         +1        +I        +1



5'0

EDAD     (di'as)

56

Fig.14.   Peso   corporal,   del   coraz6n   y   cerebro   de   ratas   en
desarrollo   despu6s   de   una   dosis  tinica   de   reserpina   adminii
trada   a   la   edad  de   1   dia.      El   primer  punto   corresponde   a

::sr:;!:s::t:e:EuS:o::di:  in::c:i::rd:i::  g:oE:.meg::a(gig
M.)   de   18   a   44   determinaciones;   1os   asteriscos   indican   los
grados   de   significancia   (P<0,05   o   mehor)   comparado   con   los
controles .



_2.00Ea5'1.S-IJ=?I.0io5 *                r e s e r p i n a Jog//ycontrol

*

<=        + I.o cont ro I                                *                                              *

Iaa      +0.5Z-o=90::::::E+o-58joIa-0.5=5-I.oLLJ

FT-i---
*
reserplna 5mgMgr£1 *

I-I-
I*

2             4             6              8            10            12            14            16

E DAD  ( di'as )

Fig.15.   Efectos   de   una   dosis   dnica   de   reserpina   administra
da  a   la   edad  de   1   dfa   en   el   desarrollo   de   la  actividad  de   ra
ODC   de   coraz6n,   y   en   las   respuestas   de   la   ODC   cardiaca     a   la
estimulaci6n   con   nicotina   inyectada   a   diferentes   tiempos   des
puss   de   la   reserpina.      La   estimulaci6p  neta   se   calcul6   en   la
forma   descrita   en   la   Fig.12.      Cada   punto   representa   el   pro-
medio   ±   el   error   tipo   de   la   media    (S.E.M.)   de   5   a   12   determi
naciones;   1os   asteriscos   indican   los   grados   de   significancia
(P<0,05   o   menor)    comparado   con   los   controles.
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1a   nicotina   fue   incapaz   de   estimular   la   ODC   en   coraz6n   duran-
te   los   5   primeros   dlas   de   edad     observandose   incluso,en  algu-
nos   casos,   una   dis]ninuci6n   de   la   actividad    (Fig.15).      En   cam

bio,    1a   administraci6n  de   isoproterenol    (0,1   mg/kg)   a   ratas
de   4   dias   I)rodujo   `in   gran   aumento   en   la   actividad   ODC   de   cora

z6n    (aulnonto/control   =    3,40   ±    0,42    ;    P<0,001;    10   animales).

En   las   ratas   tratadas   con  reserpina   la   respuesta  de   tipo   "in-
m{lilur{i"     I)ct`sistTti     {il'in     ;)      log     8     {1f{.is     ilc     t`tlat].

Iiii       lti      iiii.:`lul{i      tlili.{:Ii;il       t`Ii      ilc``{ii.I.t71lti,        I{i      ;itlniiiiist[.aci6n      di`

iiiculind    rl`Jujo    sigiiil.ictltiv£IiiiL`iitL`   cl    contcnido   de   catecolami

nas,   tanto   en   las   ratas   controles   como   en   las   tratadas   con  re
serpina   (Tabla   7).

La   actividad   de   la   OI)C   en   cerebro   de   ratas   controles   en
desarrollo   djsminuy6   de   1,42   nmoles   de   ]4C02   producidos/hr/g

a   las   24   hrs   de   edad   a   0,08   unidades   a   los   15   dlas   de   edad

(Fig.16).      Tres   y  media   hora   despu6s   de   haber   administrado
reserpina,   1a   ODC   cerebral   estaba   significativamente   disminui
da.      Sin   embargo,   d   los   3   dias   se   observaron  valores   supranor
males   con  normalizaci6n  de   la   actividad   a   los   5   dias.

C.     EFECTOS    DE    LA   ADMINISTRACION    POSTNATAL    DE    GUANETIDINA    EN

EL    DESARROLLO    DE    LA   MEDULA   ADRENAL    Y    DEL    CEREBRO

1.    Efectos   de   la uanetidina   sobre   la  m6dula   adrenal

I)uraiitc   el   dcsarrollo,    1as   catecolaminas    (CA)    aumenta   -

ron   de   0,43   ug/glandula   a   los   3   dias   de   edad   a   9,72   ug/gland±
1a   a   los   49   dias    (Tabla   8).      Durante   el   mismo   periodo   de   tiem

po,   las   actividades   de   la   tirosina   hidroxilasa   (TH)   y  dopami=
na   a-hidroxilasa    (DBII)   aumentaron   aproximadamente   10   veces.

La   administraci6n  de   guanetidina   a   ratas   en  desarrollo
aument6   significativamente   los   niveles   de   CA,   TH   y   DBH   (Fig.

17).      A   los   3   y   5   dias   de   edad,1a   TH   estaba   aumentada   en   un
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2                  4                  6                  8                 10                12                 14                 16

EDAD (dias)

I:ig.16.    Efectos   de   una   dosis   tinica   de   reserpina   administra
da   a   la   edad   de   1   dla   en  el   desarrollo   de   la  actividad  de  -
1a   ODC   en   cerebro.      Cada   punto   representa   el   promedio   ±   el
error   tipo   de   la   media    (S.E.M.)   de   11    a   14   determinaciones;
1os   asteriscos   indican   los   grados   de   significancia   (P<0,05
o   menor)   comparado   con   los   controles.
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10            20            30           40           50

E D A D  ( d 1' a s )

Fig.17.   Contenido   de   catecolaminas   y   actividad   de   tirosina
hidroxilasa   y   dopamina   B-hidroxilasa   en   adrenales   de   ratas
en   desarrollo   tratadas   con   guanetidina   (50  mg/kg,   s.c.).   Ca
da  punto   representa   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media
(S.E.M.)   de   5   6   6   determinaciones;   1os   asteriscos   indican
diferencias   significativas   con   los   controles   (P<0,05   o   menor).
Los  valores   controles   aparecen   en   la   Tabla   8.
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SOS   aproximadamente,   mientras   que   las   CA   y   la   DBH   no   habian

variado.      Entre   los   7   y   11   dias   de   edad,   los   tres   parametros
alcanzaron   sus   aumentos   maximos    (entre   un.  40   y   809o   sobre   los

controles),   retornando   a   los   valores   normales   2   6   3   semanas

tli`spii6s   de    ]{i   tiltjm{i    inyccci6n.       I„1s   r:ltas   tratadas   con   guang

tidina  no  presentaron  diferencias   signif icativas   en  el     peso
en   relaci6n   a   los   controles,   como   tampoco   se   observaron   alte
raciones   en   la   conducta  y  actividad.

Para   determinar   si   el   aumento   en   los   niveles   de   CA  pro-
ducidos   por   la   administraci6n  de   guanetidina   se   debia   a   la   es
timulaci6n  directa  de   los   adrenales   via   receptores  nicotini   -
cos,   se   inyectaron   ratas   con   clorisondamina   30  min   antes   de
la   administraci6n   de   guanetidina.      Como   se   observa   en   la   Ta   -
bla   9,   1a   clorisondamina   bloque6   completamente   el   aumento   de
la   TH.      La   clorisondamina   sola,   por   su   parte,   no   alter61a   TH
adrenal    (P>  0,1).

El  mismo   tratamiento   con  guanetidina  practicado   en   ra   -
tas   adultas   no   alter6   el   contenido   de   CA   adrenales,   como   tam-

poco   las   actividades   de   TH   y   DBH    (resultados   no   mostrados).

2.   Efectos   de   la uanetidina   sobre   el   cerebro

Durante   el   desarrollo,   el   peso  del   cerebro   de   las   ratas
controles   aument6   de   0,41   g   a   los   3   dias   a   1,7   g   a   los   49   dfas

(Tabla   10).      Durante   el   mismo   periodo   de   tiempo   los   niveles
de   T[I   aumentaron   aproximadamente   10   veces.

La   administraci6n  de   guanetidina  produjo   pequefias   dismi
nuciones   en   el   peso   de   los   cerebros   a   los   3   y   7   dias   de   edad

(Fig.18).      La   actividad   de   la   TH   aument6   a   los   5   dias   de   edad,
con   deficits   posteriores   a   los   11   y   20   difls   y   con   una   tenden-
cia   a   los   valores   subnormales   durante   el   resto   del   tiempo   ex-

perimental.      La   guanetidina  no  mostr6   ningtin   efecto   sobre   la
TH  cerebral   en  ratas   adultas   (resultados   no  mostrados).



64



65

t`®    LJi    t`    -    c>    -    cn    cJ-   Cu   in   in   t

Eili=
roy)
cocb10    \rl
LIJeEE



66

10            20            30           40            50

EDAD  (di'as )

Fig.    18.   Peso   del   cerebro   y   actividad   de   ornitina   decarboxi-
lasa  y  tirosina  hidroxilasa  en  cerebro   de   ratas   en  desarrollo
tratadas   con   guanetidina   (50  mg/kg,   s.c.).   Cada  valor   repre   -
senta   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media    (S.E.M.)   de   5   6
6  determinaciones;   1os   asteriscos   indican  diferencias   signifj:
cativas   con   los   controles    (P<0,05   o   menor).      Los   valores   con-
troles  aparecen  en   la  Tabla   3.
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Como   se   observa   en   la   Tabla   10,1a   actividad   de   la   ODC

en   las   ratds   controles   disminuy6   de   1.2   nmoles   de   ]4C02   i]rod±

cido/cerebro/hr   a   los   3   dias   de   edad   a   0.031   unidades   a   los
20   dias.      A   los   3   dlas   de   edad   la   actividad   de   las   ratas   tra-
tadas   con  guanetidina   fue   inferior   a   la  de   las   ratas   contro   -
1es    (Fig.18);    sin   embargo,    desde   los   5   a   los    11    dias   la   ODC

se   mantuvo   supranormal   retornando   a   los   valores   controles   a
los   20   dias.

I).     EFECTOS    I)E    LA   Al)MINISTRACION    PRENATAL    DE    RESERPINA    EN    EL

DESARROLLO    DE    LA    MEDULA   ADRENAL    Y    DEL    CEREBRO

1.   Administraci6n   de   reser ina   los   dias   9 7   antes   del   na-

cimiento:    efectos   sobre   la  m6dula   adrenal

Durante   el   desarrollo,   el   peso   corporal   de   las   ratas   con
troles   aument6   de   8   g   a   la   edad   de   1    dia,   a   185   g   a   los   45

dias    (Fig.19).      A   los   36   tJias   de   edad,1os   niveles   de   cateco-

1aminas   (CA)   y   la   captaci6n   de   adrenalina   por   glandula   habian
aumentado   aproximadamcnte   en   la   misma   proporci6n   (30   veces   los

valores   observados   a   la   edad   de   1   dia),   indicando   el   origen  p±
ralelo   de   ambos   aumentos.      Durante   el   mismo   periodo   experimen-

tal,1a   actividad   de   la   tirosina   hidroxilasa   (TH)   aumen`L6   de
0,84   nmoles/glandula/hr   a   la   edad   de   1   dia   a   7,8   unidad.es      a

los   45   dlas,   y   la   actividad   de   la   dopamina   B-hidroxilasa    (DBH)

de   0,078   nmoles/glandula/hr   a   0,91   unidades.      En   el   mismo   lap-

so   de   tiempo,    la   captaci6n   de   adrenalina-3H     por   100   ug   de   CA
end6genas   se   mantuvo   entre   16   y   30   nmoles/30   min.

La   administraci6n   de   reserpina   los   dias   9,   8   y   7   antes
del   nacii]`iento   produjo   un  deficit   inicial   en   el   peso   corporal,
el   cual   se   recuper6   r6pidamente    (Fig.    20).      En   ningdn  momento

se   observ6   alguna   alteraci6n   siti.-nif icativa   en   el   desarrollo   de
los   valores   normales   de   CA   en   las   ratas   expuestas   a   la   reser   -

pina    (Fig.    21).      Las   actividades   de   la   TH   y   DB[I   adrenales
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Fig.19.    Peso   corporal,   contenido   de   catecolaminas,   activi-
dad   de   tirosina   hidroxilasa   y  dopamina   B-hidroxilasa   y   cap-
taci6n  de   adrenalina  por   glandula  y  por   100   ug   de   catecola-
minas   end6genas,   en   ratas   controles   en   desarrollo.      Cada
punto   representa   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media
(S.E.M.)   de   5   6   6   determinaciones.      La   ordenada   es   logarit-
mica.
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I:ig.    20.    Peso   corporal   y   del   cerebro   de   ratas   en   desarrollo
cuyas  madres   fueron   inyectadas   con   reserpina   (1   mg/kg,   s.c.)
1os   dias   9,   8   y   7   antes   del   parto.      Cada  punto   representa   el
promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media    (S.E.M.)   de   5   6   6   deter
minaciones;   1os   asteriscos   indican  diferencias   significati   -
vas   comparado   con   los   controles    (P<0,05   o   menor).      Los   valo-
res   controles   aparecen   en   las   Figuras   19.  y   23.
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Fig.    21.      Col-itenido   de   catecolaminas   y   actividad   de   tirosina
hidroxilasa   y  dopamina   a-hidroxilasa   en   adrenales   de   ratas
cuyas   madres   fueron   inyectadas   con   reserpina   (1   mg/kg,   s.c.)

:::m8£::  :'e:  ¥rzo:n:::od::  I:r::d±ac?8:E?#?;°d:e3r:S:n::t::
minaciones;   1os   asteriscos   indican  diferencias   significati  I
vas   comparados   con   los   controles    (P<0,05   o   memor).      Los   valo
res   controles   aparecen   en   la   Figura   19.
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tampoco   fueron   signif icativamente   diferentes   tie   los  valores
controles   tanto   en   las   ratas   de   1    como   de   4   dias   de   edad   (Fig.
21)`      Sin   embargo,   a   los   10   dias   de   edad   se   observ6   un   aumen-

to   de   un   21%   en   la   TIT   y   de   un   29%   en   la   DBH   en   las   ratas   que

fueron   expuestas   a   la   reserpina.      Las   actividades   enzimaticas

persistieron   auTi`cntadas   a   los   45   dfas   de   edad    (rata   adulta   jg
ven),    con   elevaciones   entre   23   y   38%.

La   captaci6n   de   adrenalina-3H  en  preparaciones   de   vesI-
culas   de   almacenamiento   provenientes   de   ratas   experimentales,
expresada   I)or   glandula,   mostr6   una   alteraci6n   similar   a   la   de
las   enzimas,      con   valores   normales   a   la   edad   de   1   y   4   dias   de
eda.d   seguido   de   un   34%   de   a.umento   a   los   10   dias,    el   cual   per-

sistfa   adn   en   la   rata   adulta   j6ven   (Fig.   22).      La   captaci6n

por   unidad   de   CA   experiment6   tambi6n   un   aumento   de   un   20   a
25%   entre   los    10   y   36   dias   de   edad    (Fig.    22).

Para  determinar   si   los  valores   obtenidos   a  partir   de   los
10   dias   de   edad   reflejaban   un   cambio   en   la   respuesta   de   las   a
drenales   mismas,    se   administr6   nicotina    (5   6.10   mg/kg,    s.c.)

a   ratas   de   3   y   14   dias   de   edad   con   el   oltjeto   de   producir   una
estimulaci6n   adrenal   directa.      Como   se   observa   en   la   Tabla   11,
1a   nicotina   produjo   depleciones   similares   (4   hr   despu6s   de
haber   sido   inyectada)   en   las   ratas   experimentales   y   en   las   col
troles,   indicando  por   lo   tanto  una  reactividad  adrenal   equiv±
1ente   frente   a   la   estimulaci6n  directa.

2.   Administraci6n   de   reser ina   los   ilias   9,    8

cimiento:   efectos   sobre   la resi6n  arterial
7   antes   del   na-

Como   se   observa   en   la   Tabla   12,   a   pesar   del   mayor   grado
de   actividad   adrenal   observado   a  partir   de   los   10  dlas   de   e   -
dad   en   las   ratas   que   habian   sido   expuestas   a   la   reserpina   "in
dtero"   1os   dias   9,   8   y   7   antes   del   nacimiento,1a  presi6n   ar-
terial   sist61ica   determinada   en  dichos   animales   (a   los   46   dlas
de   edad),   no   fue   significativamente   diferente   de   los   valores



72

10           20            30           40
E D A D ( d i' a s )

Fig.    22.   Captacj6n   de   adrenalina   en   vesfculas   de   almacenamien
to  de   adrenales   aisladas  de   ratas   en  desarrollo   (expresadas   -
por   g16ndula   y  por   100   ug   de   catecolaminas   end6genas)   cuyas
madres   fueron   inyectadas   con   reserpina   (1   mg/kg,   s.c.)   1os
dias   9,   8   y   7   antes   del   parto.      Cada  punto   representa   el   p?g.
medio   ±   el   error   tipo   de   la  media   (S.E.M.)   de   5  6    6   determi-
naciones;   1os   asteriscos   indican  diferencias   significativas
comparado   con   los   controles    (P<0,05   o   menor).      Los   valores
controles   aparecen   en   la   Figura   19.
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controles.      El   pretratamiento   con  p-clorofenilalanina   (PCPA),
droga   que   realza   los   efectos   estimulantes   simpatoadrenales   de
otras,drogas   tales   como   insulina   y   anfetamina   (108,109),   prg.
bablemente   a   trav6s   de  una  depleci6n  central   de   serotonina

(110),   tampoco   alter61a  presi6n  arterial   en   las   ratas   experi
mentales   ni   en   las   controles.

3.   Administraci6n   de   reser ina   los   dias   9 7   antes   del   na-

cimiento:   efectos   sobre   el   cerebro

Durante   el   desarrollo,   el   peso  del   cerebro   en   las   ratas
controles   aument6   de   0,35   g   a   la   edad   de   1    dia   a   1,65   g   a   los
45   dias   de   edad   (Fig.    23).      En   el   transcurso   de   las   primeras
tres   y  media   semanas   de   edad,   1a   actividad   de   la   TH  por   cere-
bro   aument6   20  veces,   mientras   que   la   captaci6n   sinaptosomal
de   tiramina   y   la   sintesis   de   octopamina   aumentaron   6   y   4   veces
respectivamente.      La   captaci6n  de   tiramina   disminuy6   ligerame±
te   entre   los   25   y   45   dias   de   edad.

La   administraci6n  de   reserpina   los   dias   9,   8   y   7   antes
del   nacimiento   no   alter6   1os   a.umentos   normales   en   el   peso   de
el   cerebro   (Fig.    20).      La   actividad   de   la   TH   estuvo   elevada
durante   los   10   primeros   dias   de   edad,   aunque  .ninguno   de   los
aumentos   fue   estadisticamente   significativo   (Fig.   24).      Sin
embargo,   a   los   36   y  45   dias   de   edad   se   observaron  deficits   en
la   actividad   de   la   TH  de   un   15   y   209o   respectivamente.      Tanto
la   captaci6n   sinaptosomal   de   tiramina   como   la   sintesis   de  octg

pamina  no  mostraron  desviaciones   significativas   del   perfil   de
desarrollo   normal.

4.   Administraci6n   de   reser ina   los  dias   6 4   antes   del   na-

cimiento:   efectos   sobre   la  m6dula   adrenal el   cerebro

La   administraci6n  de  reserpina   en   este  periodo  mss   avan-
zado   de   gestaci6n,   produjo   una   reducci6n   en   el   peso   corporal
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Figura   23.   Peso   del   cerebro,   actividad   de   la   tirosina   hidroxi
lasa   y   captaci6n   sinaptosomal   de   tiramina   y   slntesis   de   octo-
pamina   en   ratas   controles   en   desarrollo.      Cada  punto   represep.
ta   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la   media    (S.E.M.)   de   5   6   6
determinaciones.      La   ordenada   es   logarltmica.
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Fig.   24.   Actividad   de   la   tirosina   hidroxilasa  y  captaci6n   s±
naptosomal   de   tiramina   y   sintesis   de   octopamina   en   ratas   en
desarrollo   cuyas  madres   fueron   inyectadas   con   reserpina   (1
mg/kg,    s.c.)   1os   dias   9,   8   y   7   antes   del   parto.      Cada   punto
representa   el   promedio   ±   el   error   tipo   de   la  media   (S.E.M.)
de   5  6   6   determinaciones;   1os   asteriscos   indican  diferencias
significativas   comparados   con   los   controles    (P<0,05).      Los
valores   controles   aparecen   en   la   Figura   23.
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y   en   el   contenido   de   CA   en   las   ratas   de   1   dia   de   edad   compare.
da   con   los     controles   (Tabla     13).      Contrastando   con   los   efef
tos  producidos  por   la   administraci6n  de   reserpina   los  dias   9,
8   y   7,1as   actividades   de   la   TH  y  DBH  no   presentaron   elevacig

nes   persistentes;   se   observaron   solamente   ligeros   aumentos   en
las   actividades   de   ambas   enzimas   a   los   10   dias   de   edad,   sin
alteraciones   signif icativas   en   la   captaci6n  de   adrenalina-3H.

El   peso   del   cerebro   fue   un   12%   inferior   al   valor   normal
a   la   edad   de   1   dia,   mientras   que   la   actividad   de   la   TH  presel
t6   valores   normales   durante   los   4   primeros   dias   de   edad   (Ta   -
bla   14).      Sin   embargo,   esta   situaci6n   se   invirti6     entre   los
10   y   17   dias   de   edad;   el   peso   del   cerebro   era   normal   y   la   ac-
tividad  de   la   TH  fue   inferior   a   los   controles.     El   desarrollo
de   la   captaci6n   sinaptosomal   y   capacidad   de   sintesis   de   octo-

pamina     fueron   inferiores   a   los   controles   a   la   edad   de   1   dia,
recuperando   los   valores   normales   a   los   4   dias.

5. Administraci6n  de   reser ina   los   dias   4 2   antes   del   na-

cimiento:   efectos   sobre   la m6dula   adrenal    (Tabla

La   administraci6n   de   reserpina   durante   los   tiltimos   dias
de   gestaci6n  produjo  un  acentuado   deficit   en   el   peso   corporal
en   las   ratas   reci6n  nacidas   acompafiado   de   una  mantenida   depl±
ci6n   de   CA    (1    y   4   dias   de   edad)    (Tabla   15).      A   la   edad   de   1

dia,   1a   actividad  dc   la   Tll  era   ligeramente   inferior   a   la   nor-
mal;   3   dias   despu6s,   mostraba   un  pronunciado   deficit.
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DISCUSION

A.    ADMINISTRACI0N    POSTNATAL   DE    RESERPINA

1.    Efectos   sobre   adremales

La   dci)1L`ci6n   ilL`   catecolaminas    (CA)    quc   sc   observa   en   las

ratas   adultas   despu6s   de   la   administraci6n  de   reserpina   es   bi
f6sica:   inicialmente   (1as   primeras   4   hr)      hay  una   secreci6n
refleja  de   las   CA   adrenomedulares   (con   la   dosis  mayor   solame±
te),   seguida   de   una   depleci6n  rna;   1enta   (24   a   48   hr   con   cual-

quiera   de   las   dos   dosis),  debida   a   la   inhibici6n   de   la   capta   -
ci6n   vesicular   de   aminas   por   la   reserpina   (35-38).      A  difere±
cia  de   lo   observado   en   las   ratas   adultas,   1a   administraci6n
de   2,5   mg/kg   de   reserpina   a   ratas   reci6n   nacidas   produjo   una
disminuci6n   aguda   del   contenido   de   aiminas   a   las   4   hr.      Se

plantearon  varias   hip6tesis   que  podrian  explicar   este   fen6me-
no:    1)   La   estimulaci6n   esplacnica   producida   por   la   reserpina

podria   ser  mayor   en   las   ratas   reci6n  nacidas.     Esta  hip6tesis
fue   descartada   cuando   se   observ6   que   el   bloqueo   de   las   afere±
cias   neuronales   adrenales,mediante   clorisondamina   (111),   no

inhibi6   la   depleci6n   aguda   inducida   por.   1a   reserpina   en   las

ratas   reci6n   nacidas.      La   misma   dosis   de   clorisondamina   admi-
nistrada   a   las   ratas   adultas   impidi6   el   efecto   estimulante  de
la   dosis  mayor   de   reserpina.   2)   La   reserpina  podrla   inhibir
mss   intensamente   la   captaci6n  de   aminas  por   las  vesiculas     de
almacenamiento   en   las   ratas   reci6n  nacidas.      Esta   hip6tesis
fue   descartada   despu6s   de   los   experimentos   realizados   "in  vi-
tro",   en  que   se  vio   que   el   grado   de   inhibici6n  de   la   captaci6n

por   la  reserpina   en  el   animal   reci6n  nacido     es  menor   que   el
obtenido   en   el   animal   adulto.      Estudios   realizados   ''in  vitro"
conf irmaron   ademas   que   el   curso   temporal   del   bloqueo   vesicular
era   similar   en   adultos   y   en   reci6n  nacidos.   3)   El   recambio   de
CA  podria   ser  normalmente   elevado   en   las   ratas   reci6n  nacidas,
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realzando,   dc   esta   iiianera,   e]   efccto   depletor   de   la   reserpina.
Esta   hip6tesis   tambi6n   fue  descartada  de   los   estudios   reali   -
zados   con  Ci-metil-p-tirosina,   droga   que   inhibe   la   sintesis   de
CA   (53).      Si   la   mayor   depleci6n   de   CA   se   debiera   solamente   a

un  mayor   recambio,1a  or-metil-p-tirosina   deberia   producir   una

p6rdida   de   CA   equivalente   a   la   obtenida   despu6s   de   la   adminis-
traci6n  de   reserpina;   sin   embargo,1a   droga  no   alter61os   ni   -
veles   de   CA.   4)   La   reserpina  podria   estimular   la   secreci6n     de
las   CA   adrenales   a   trav6s   de   un   mecanismo   no   neurog6nico   o   in-
dependiente  de   los   receptores  nicotinicos.     Esta   hip6tesis   es
la  mss   probable,   puesto   que   la   depleci6n   aguda   de   CA  ocuire   di
masiado  pronto  para  que  pueda   ser   atribuida   a   efectos   directos
de   la  reserpina   sobre   las  vesiculas   o   a  una  alteraci6n  en  la
velocidad   de   recambio.      Se   sabe   ademas     que   la   estimulaci6n   e-
16ctrica  directa  del   nervio   esplacnico   o   la   administraci6n  de
drogas   que   aumentan   su   actjvidad,   no   producen   secreci6n   de   CA
en   ratas   y   terneros   reci6n  nacidos   (15,100),   mientras   que
ciertas     drogas   y  algunas   situaciones   de   stress     si   la  produ-
cen   (15,100,112).      En   este   estudio   se   vio   que   los   recepto   -

res  nicotinicos  no  participarian  en   la  p6rdida   aguda  de   CA,
descartando   asi   la  participaci6n  neurog6nica   en  dicha  deple   -
ci6n.

Otro   factor   que   podria   estar   relacionado   con   la  p6rdida
aguda   de   CA   inducida   por   la   reserpina,en   las   ratas   reci6n  na-
cidas,   es   la  menor   capacidad  para  metabolizar   drogas   a   esa   e-
dad   (13).      Sin   embargo,   el   efecto   de   la   administraci6n   de   re-
serpina   sobre   el   mecanismo   de   captaci6n   de   aminas,"in  vivo",
fue   equivalente   tanto   en   intensidad  como   en  duraci6n  en   los
adultos  y  en   los   reci6n  nacidos.     Esto   in¢icaria  que  practic±
mente   no   habrian  diferencias   en   la   intensidad  o   persistencia
de   los   efectos   directos   de   la   droga.      Estos   resultados   estan
de   acucrdo   con   los   hallazgos   de   Mueller   y   Shideman    (114),

quienes   encontraron  que   aunque   el  metabolismo   de   la   reserpina
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es  menor   en   la   rata   reci6n  nacida,1a  vida  media   de   la   droga
en   el   organismo   es   inferior   a   2   horas.

En   las   ratas   adultas,   uno   de   los   factores  mss   importan-
tes   en   la   recuperaci6n  de   los   dep6sitos   de   CA,   despu6s   de   la

p6rdida   inducida  por  reserpina,   es   la   inducci6n  transinaptica
de   las   enzimas   tirosina   hidroxilasa   (TH)   y  dopamina   a-hidroxi
lasa    (DBH)    (13,115-117).      Puesto   que   la.inducci6n   requiere   de

aferencias  neuronales   funcionales  y  ya  que   6stas  parecen  estar
ausentes   al   nacer   (15,100),   se  midi61a  actividad  de   ambas   el
zimas   en  las   ratas   tratadas   con  reserpina  para  averiguar   si   6s
tas   aumentaban,   modificando   la   recuperaci6n  de   los  dep6sitos
de   CA.      La   reserpina  no   produjo   ningdn   aumento   en   la   TH  y   sol±
mente   se   observ6  un   incremento  pequefio   en   la   actividad   de     la
DBH   a   los   4   dias   de   edad   (Figs.    5   y   8);   1as   adrenales   necesit±
ron   2   semanas   para   recuperar   sus   niveles   normales   de   CA   (Fig.
4).      Contrastando   con   los   resultados   anteriores,1a  administr£
ci6n  de  reserpina   a  ratas   adulta.s  produjo  un  gran  aumento     en
las   actividades   de   TH  y  DBH,   y   las   CA  estaban   ya   recuperadas   en
un   90%   a   los   3   dias    (Fig.    9).      Estos   resultados   demuestran   que
la  reserpina   ejerce  un  efecto  mss   intenso   y  mss  prolongado   so-
bre   las   CA  de   las   ratas   reci6n  nacidas,   comparado   con   las   adul
tas.     Esta  diferencia  se  debe,   en  parte,   a   la   incapacidad  de
las   adrenales   de   los   animales  reci6n  naci.dos  para  contrarrestar
la  depleci6n  mediante   inducci6n   en       .atica.      Por   lo   tanto,   1a
administraci6n  de   reserpina  a   rat{?        eci6n  nacidas  produce  un
retardo   de   casi   2   semanas   en   los              {tos   normales   de   las   CA
adrenales  durante   el   desarrollo

La   ausencia   de   inducci6n   de   la   TH   en   los   animales   reci6n
nacidos   tratados   con  reserpina  plantea  dos   interrogantes   impof
tantes,   4estan  las  adrenales  de   las   ratas   reci6n  nacidas   inca-
pacit'adas   para   inducir   la   TH?   y   i en   qu6  momento   del   desa'rro   -
Ilo   aparece  por  primera  vez   la   inducci6n  enzimatica  provocada

por   la   reserpina?.     Con  el   objeto   de  averiguar   la  capacidad  del
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tejido  para   inducir   TII,   se   administr6  nicotina   a   ratas   de   4
dias   de   edad,   obteni6ndose   un   rapido    (24   hrs)   y  marcado   aumen-
to   en   la   actividad   de   la   TIT;   ello   indica   que   la   adrenal   esta
en   realidad   capacitada   para    inducir   enzimas   y   ann   mss,   que   los

reccr]tores   nicotfnicos   son   ya   funcionales   a   esa   edad.      Sin   em-

bargo,    1a   reserpina   s61o   indujo   la   TIT   cuando   se   la   administr6

a   ratas   de   8   o  mss   dias   de   edad,   cuando   la   inervaci6n  de   la  m6
dula   adrenal   es   ya   funcional.      Puesto   que   en   los   adultos   la   re.
serpina  provoca  un   aumento   en   la   actividad   enzimatica   a   trav6s
de   un   incremento   en   la   actividad   neuronal,   estos   estudios   su   -

gieren   que   la   incapacidad   de   la   reserpina   para   inducir   la   TH,
en   las   ratas   reci6n   nacidas,   se   debe   a   la   ausencia  de   conexio-
nes   funcionales   entre   el   SNC   y   la  m6dula   adrenal   y  no   a  defi   -
ciencias   inherentes   al   tejido   adreno-medular  mismo.      Esta   hipf
tesis   es   apoyada  por   estudios   recientes   realizados  por   otros
investigadores   en   ratas   adultas   con  una  de   sus   adrenales   dene|
vada   (13).      En   estos   animales,1a   reserpina  provoca  una   prolog

gada   depleci6n   de   CA,   no   induce   TIT   y   aumen.ta   moderadamente      la
actividad   de   la   DBH   en   la   glandula   denervada.      Este   tipo   de   res

puesta   es   cu{ilitativamonte   similar   al   observado   en   las   ratas
reci6n   nacidas   tratadas   con   reserpina.      La   inducci6n   de   la   DBH
mediante   drogas   en   ausencia   de   aferencias   neuronales,  en   adrena-
1es   adultas   denervadas   (13)   o   en   las   ratas   reci6n  nacidas,   po-

dria   deberse   a  mecanismos   regulatorios   diferentes   a   los   trans-
s inapt icos .

Estos   estudios   indican   efectos   de   la   reserpina   completa-
mente   diferentes   a   los   observados   en   las   ratas   adultas;   hay  u-
na   depleci6n   no-neurog6nica   sin   inducci6n   compensadora   de   las
enzimas   de   la   biosintesis   de   CA.      Ello   se   debe,   en  parte,   a   la
ausencia   de   conexiones   funcionales   entre   las   adrenales   de   las
ratas   reci6n  nacidas   y   el   sistema  nervioso   central.     Estas   di-
ferencias   con   el   animal   adulto   se   traducen   en  un  marcado   retar
do   en   los   aumentos   de   las   CA   adrenales   durante   el   desarrollo
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en   las   ratas   tratadas   con  reserpina  al   nacer.

2.    Efectos   sobre   el oraz6n el   cerebro

En   el   coraz6n   adulto   con   funci6n   simpatica   intacta,1a
estimulaci6n   ganglionar  mediante   nicotina   o   de   los   receptores

8   cardiacos   directamente   con   isoproterenol     produjo   un  gran
aumento   en   la   actividad   de   la   ornitina   decarboxilasa   (ODC),
confirmando   los   hallazgos   recientes   de   Warnica   y   col.    (104)

para   el   isoproterenol.      La  utilizaci6n  de   agentes   bloqueado   -
res   especif icos   corrobor6   el   sitio   especif ico   de   acci6n  de   c±
da  droga.      La   administraci6n  de  nicotina   a   ratas   tratadas  pr9.
viamente   con   reserpina     produjo   una   p6rdida   aLdicional   de   las
CA   adrenales,   a   pesar   de   que   6stas   estaban.  ya   disminufdas   por
efectos   de   la   reserpina   y   adn  cuando   la   estimulaci6n   cardiaca
de   la   OL)C   For   la   nicotina   estaba   completamente   inhibida.      Es-

to   confirma   que   la   estimulaci6n   card,iaca   de   la   ODC   por   la  ni-
cotina     se   realiza   por   la  via   sinaptica  y  no   a   trav6s   de   los
efectos   de   la   droga   sobre   las   adrenales.

Contrastando   con   los   grandes   aumentos   de   la   ODC   obteni-

dos   en   el   coraz6n  adulto   despu6s   de   la   administraci6n  de  nice.
tina,   1a  misma  droga   inyectada   a   ratas   en  desarrollo   fue   inca

paz   de   estimular   la   ODC   cardiaca   durante   los   5   prineros   dias
de   edad.      Por   otro   lado,   1a     administraci6n  de   isoproterenol   a
ratas   de   4   dias   de   edad   provoc6   un   gran   aumento   en   la   actividad
de   la   ODC.      Esto   indica   que   la   falta   de   respuesta   a   la  nicotina,
en   las   ratas   inmaduras,   no  puede   ser   atribuida   a   la   ausencia  de
receptores   8   cardiacos   o   del   mecanismo   de   respuesta   de   la   ODC.
A6n  mss,   hay   estudios   recientes   que   prueban   que   los   receptores
B-adren6rgicos   cardiacos   son  ya   funcionales   en   la   etapa   embrio-
naria    (118).      La   falta   de   respuesta   de   la   ODC   a   la   estimulaci6n

nerviosa,hasta   los   5   a   8   dias   de   edad,   corresponde   con   la   apari
ci6n   temporal   de   terminaciones   nerviosas   bioquimicamente   funcig.
males   (119)      y   con   el   tiempo   durante   el   desarrollo   en   que   el
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sistema   simpatico  modif icaria  por  primera  vez   la  frecuencia
cardfaca   (101).      Nuevamente   queda  descartada   la  participaci6n
de   las   CA  adrenales   en   las   respuestas   cardiacas   de   la  ODC,

puesto  que   la  p6rdida  de  amina§   adrenales  provocadas  por   la  ni
cotina  era  ya  acentuada  antes  que   la  droga  fuera  capaz  de-ind±
cir   la  ODC  cardiaca.     En  consecuencia,   estos   resultados   indican

que  el  crecimiento  del   coraz6n  de   la  rata   s61o   se  veria   influi-
do  por   el   sistema  nervioso   simpatico   a  partir  del  momento   en

que   las   terminaciones  de   6ste   en  el   coraz6n   se   hacen   fuhciona   -
les   (5   a   8   dias   de   edad  postnatal).

La  administraci6n  de  reserpina  a  ra.tas   adultas  produjo  u-
na   aguda   reducci6n   en   la   actividad  de   la  ODC   cardiaca.      Es   pro-
bable  que   ello   se  deba  a   la  disminuci6n  del   tono   simpatico   ba   -
sal   sobre   el   coraz6n,   debido  a   la  depleci6n  de  noradrenalina
cardlaca   (40,120,121),   y  a   efectos   directos   de   la   droga   sobre
el  miocardio.     Apoya   lo  primero   el   hecho   que   la   reserpina   in   -
hibi6   casi   completamente   los   aumentos   de   la  ODC   inducidos   por
la  nicotina.      La  reserpina  disminuy6   tambi6n   las   respuestas  de
la  ODC  a   la   estimulaci6n  de   los   receptores   a  directamente  con
isoproterenol;   esto  dltimo  podria  deberse  a  efectos   t6xicos  g±
neralizados   de   la  reserpina   sobre   el   tejido   cardfaco   (122).   La
recuperaci6n  de   las   respuestas  de   la  ODC  a   la  nicotina  y  al   isg.

proterenol,   despues  de   la  administraci6n  de  reserpina,   fue   segui
da  en  el   animal   adulto  por  una   supersensibilidad  a  dichas  dro   -

gas.     Puesto  que   tales  respuestas   estan  presentes  ya   sea  al   es-
timular   los   receptores   a  directamente,   como   tambi6n  al   1iberar
los  neurotransmisores   end6genos  mediante  nicotina,   es  probable

que   la  supersensibilidad  est61ocalizada  a  nivel  postsinaptico;
esta   supersensibilidad  de   la  ODC   es   similar     a  otras   respues   -
tag  mediadas  por  receptores   8   (123).      En   las   ratas   adultas,     1a

perdida  de  CA  adrenales   inducida  por   la  nicotina  fue  normal   tag
to   en  el   perlodo  de   subsensibilidad  como   en  el   de
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§upersensibilidad,   descartando   asi   a   las   CA  como   posibles  media
dores   en   las   respuestas   cardlacas   alteradas.

Aunque   no   se   midieron   los  niveles   de  noradrenalina   cardle.
ca   despu6s   de   la   administraci6n  de   reserpina,   hay  estudios   (124)

que   indican  que   las   aminas   cardiacas   se   encontrarfan  atin  dismi-
nuidas  durante  el   periodo  de  recuperaci6n  de  las   respuestas  de
la  ODC   frente  a   la   estimulaci6n   simpatica   (4   dias).        Esto   esta
rla  de   acuerdo   con   la   observaci6n  de   Shore   (120)   referente   a

que  basta  una  pequefia  proporci6n  de  neurotransmisor  para  que   se
realice   la   transmisi6n   sinaptica   efectiva.

Contrastando   con   la   prolongada   disminuci6n   de   la   ODC   car-
dlaca  provocada  por   la  reserpina  en   las  ratas   adultas,1a  admi-
nistraci6n  de   la  droga  a  ratas  en  desarrollo  produjo   solamente
un  descenso   transitorio  de   la  actividad  enzimatica,   seguido  ra-

pidamente  por  respuestas  de   tipo   supranormal.     Estudios   anterig
res   realizados  con  otras  drogas  y  hormonas   indican  que  este  per
fil  de   la  ODC  representa  un  retardo   en  .la  proliferaci6n  y  dife-
renciaci6n   celular   (107,125,126).      Esto   estaria   de   acuerdo
con  la  menor  ganancia  de  peso  del   coraz6n   en   las   ratas   tratadas
con   reserpina.      Sin   embargo,   es   improbable   que   el   retardo   en   el
crecimiento  y  el   "perf il   de   retardo"  de   la  ODC   en  dicho   6rgano
se  deban  a   las  acciones   simpaticoliticas  de   la  reserpina,   pues-
to  que   tales   efectos   aparecen  antes  de  que   las   aferencias   sin   -

paticas   al   coraz6n   sean  funcionales.      El  mismo   tipo  de   respues-
ta   se  observ6   en  el   cerebro;   un  retardo   en  el   desarrollo  de   la
actividad  de   la   ODC   y  una  disminuci6n   en   la  velocidad  de   creci-
miento,1o   que   confirma   el   origen  mss   general   de   los   efectos
iniciales  de   la  reserpina  durante  el  desarrollo.

Por  otro   lado,   1os   efectos  de   la  reserpina   sobre   las  ref

puestas  de   la  ODC  a   la  nicotina,   en  coraz6n  de   ratas   reci6n  n±
cidas,   indican  claramente  una  interferencia  de  la  droga  con  el
establecimiento  de   la   inervaci6n  simpatica  funcional.   Es  asi  cg
mo   atin   cuando   los   aumentos   de   la  ODC  producidos  por   la  nicotina



89

fueron   evidentes   a   partir   de   los   8   dias   de   edad   en   las   ratas
normales,   1as   respuestas   a   la  nicotina   eran  adn   de   tipo   inmad±
ro   a   esa   edad   en   las   ratas   tratadas   con   reserpina.      Es   proba   -
ble   que   este   retardo   se   deba   a   la   depleci6n  de   noradrenalina
en   los   nervios   simi)aticos.      Las   ratas   adultas   recuperaron   la
respuesta  a   la  nicotina   a   los   4   dias  post   reserpina,   mientras

que   las   ratas   en  desarrollo   tratadas   con   reserpina,   mostraban
atin  un  perfil   inmaduro   a   esa   edad.      Es   probable   que   ello   se   df
ba   a   que   la   reserpina,   como   ya   se   dijo   anteriormente,   produce
en   los   animales   reci6n  nacidos   una   depleci6n  de   CA  mss   intensa

y  de  mayor   duraci6n   que   la   observada   en   la   rata   adulta.     Una
vez  mss     queda  descartada   la  participaci6n  de   las   CA  adrenales
en  el   retardo   del   desarrollo   funcional   de   la   inervaci6n  provo-
cado  por   la   reserpina,   puesto  que   la  administraci6n  de  nicoti-
na   a  dichas   ratas   siempre  produjo   una   reducci6n   de   las   CA  adrg
males,   manteni6ndose,   sin   embargo,   el   retardo   en   el   desarrollo
de   las   respuestas   cardfacas   de   la   ODC.

Otra  diferencia   entre   los   efectos  de   la   reserpina   en   las
ratas   adultas   y  en   las   reci6n  nacidas     es   que   en  estas  altimas
no   hubo   supersensibilidad.      Esto   se   puede   deber   a   que   el   siste.
rna   inductor   de   la   ODC   podria   ser   incapaz   de   dar   respuestas   su-

pranormales   a   esa   edad,   al   enmascaramiento   de   la   supersensibi-
1idad  debido   a   la  prolongada  depleci6n  de  neurotransmisores   i|
ducida  por   la   reserpina     o   a   efectos  directos   de   la  droga   so   -
bre   el   coraz6n.

Estos   resultados   indican   que   las   conexiones   entre   el   SN

y   las   c61ulas   cardiacas   estarian  ausentes   durante   los  primeros
dias   de   vida   postnatal,   estableci6ndose   ellas   en   algdn  momento
entre   los   5   y   8   dias   de   edad.      Por   lo   tanto,   solamente   a  par   -
tir   de   ese  momento   las   aferencias   simpaticas   pueden   alterar   la
actividad  de   la  ODC   en  coraz6n  y  por   lo   tanto   regular   el   creci
miento   y  diferenciaci6n  de   dicho   6rgano.      La   administraci6n  de
reserpina   a   ratas   reci6n  nacidas  demora   el   establecimiento  de
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1as   conexiones   funcionales   entre   el   SN   y   las   c61ulas   cardlacas

y   retarda,   por   lo   tanto,   el   desarrollo   del   coraz6n.      Sin   embaf
go,   1a   reserpina  podria   retardar   ademas   el   crecimiento   de   di   -
cho   6rgano   a   trav6s   de   algdn   otro   mecanismo.

a.    Al)MINISTRACION    l'OSTNATAL    DE    GUANETIDINA

1.    Efectos   sobre 1as   adrenales

La  administraci6n  de   guanetidina   a   ratas   durante   los  pri
meros   dias   despu6s   del   nacimiento      produjo   un   aumento   en   el
contenido   de   CA   y   en   la   actividad   de   TH  y   DBH   en   las   adrenales.
Esto   indica  que   la   guanetidina   habria   inducido  una   aceleraci6n
en   los   incrementos   normales   de   dichas   enzimas   durante   el   desa-
rrollo   y,   por   lo   tanto,   de   las   CA   en   esta   rama  del   sistema  ne|
vioso   simpatico.      Este   tipo   de   respuesta   es   similar   a   la   que   se
obtiene   en  ratas   adultas   despu6s   de   la   administraci6n  cr6nica
de   drogas   que   ocasionan  una   estimulaci6n  directa   o   refleja     de
las   adrenales    (13,127,128).      Sin   embargo,    sabemos   que   en      la

rata   en  desarrollo   1a   inervaci6n  de   la  m6dula   adrenal   por   el
nervio   esplacnico   no   es   funcional   hasta   los   8   a   10   dias   de   e   -
dad.         Por   lo   tanto,   el   hecho   de   que   los   aumentos   inducidos

por   la   guanetidina   ai)arezcan   antes   de   los   8   dias   de   edad,   des-
caLrta   la  posibilidad   de   que   tales   efectos   se   deban  a   estfmulos
transinapticos   o   a   reflejos   auton6micos.      Sin   embargo,   a  pesar
de   la   ausencia  de   inervaci6n   funcional   durante   los  primeros
dias   de   vida   postnatal,   qued6   demostrado   en   este   estudio     que
los   receptores   nicotinicos   si   son   funcionales   a   esa   edad.     Al
bloquear   dichos   receptores  mediante   clorisondamina,antes   de   la
administraci6n  de   guanetidina,   se   inhil)i6   completamente   la   in-
ducci6n  de   la   TH     indicando,por   lo   tanto,   que   la   guanetidina

probablemente   estaria  produciendo  una   estimulaci6n  nicotinica
directa  en  las   adrenales  de   la  rata  en  desarrollo.
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Contrastando   con  los   resultados   anteriores,1a  adminis   -
traci6n  de  guanetidina  a  ratas  adultas  no  alter6  el  contenido
de   las   CA  ni   la   actividad   de   TH  y  DBH   en   las   adrenales.      La
ausencia  de   inducci6n  de  TH  por   la  guanetidina   en  el   animal   a.
dulto  ya  habia   sido  descrita  anteriormente   (42).   For   lo   tanto,
el   efecto   estimulante  de   la  droga   se  manifestaria   solamente
en  el   animal   en  desarrollo.     Estos   resultados   sugieren  que  d±
rante   el  desarrollo  cambiaria  la  especif icidad  de   los  recep   -
tores  nicotinicos  o  que, tal  vez,1a  presencia  de   la   inervaci6n
funcional   impediria  el   efecto  estimulante  directo  de   la  droga.

2.   Efectos   sobre el   cerebro

En  el   cerebro,1a  guanetidina  produjo  una   alteraci6n  en
el   desarrollo  de   la  actividad  de   la  ornitina  decarboxilasa,
compatible  con  un  posible  retardo   en  la  proliferaci6n  celular.
Este   efecto     podria   estar   relacionado   con  el  menor  peso   inicial
del   cerebro  en  las  ratas   tratadas  con  guanetidina.

Los   efectos  de   la  guanetidina   sobre   el   desarrollo  de  la
actividad  de   la   TH  fueron   los   siguientes:   primeramente'  se   obt±
vo  un  aumento   transitorio,1o  que   indicaria  un  efecto   estimu-
1ante  de   la  droga;   posteriormente     la   actividad  de   la  TH  fue
inferior  a   la  de   los  controles.     Esto  tiltimo   estaria  de  acuef
do   con  un  posible  dafio   de   las  neuronas   amin6rgicas   en   el   sis-
tema  nervioso   central.     Esta  hip6tesis   es   apoyada  por   otros
estudios  que  demuestran  que   la  administraci6n  de   guanetidina,
a  ratones   reci6n  nacidos,   ocasiona  una  disminuci6n  prolongada
en   el   contenido   de   CA  cerebrales   (30).

En  el   cerebro   adulto,1a  guanetidina  no  provoc6  ninguna
alteraci6n,   concordando   con  resultados   obtenidos  por  otros   i±
vestigadores   (30).     Esto  demostraria  que   la  barrera  hematoen-
cef61ica  de   las   ratas  reci6n  nacidas  no   estaria  completamente
desarrollada  y  que,por   lo   tanto,   seria   incapaz  de  proteger  al
cerebro  de   los   efectos  neurot6xicos   de   la  droga.
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C.    ADMINISTRACION    PRENATAL    DE    RESERPINA

1.    Efectos   sobre   las adrenales

La   administraci6n  de   reserpina   a   ratas   adultas  produce  i
na   depleci6n   de   CA   a   trav6s   de   dos   mecanismos,1)   bloqueo     de

la   captdci6n   de   aminas   por   las   vesiculas   de   almacenamiento   (35-
38)     y   2)   secreci6n  de   CA   inducida  por   reflejos   centrales  via
nervio   esplacnico    (129).      Como   consecuencia   de   esta   estimula   -
ci6n   refleja   se   produce   un   aumento   en   la   actividad     de   TH     y
I)all,   tanto   en   las   neuronas   adren6rgicas   como   en   la   m6dula   adr±
nal    ("inducci6n   transinaptica")    (12,115-117),   y   en   la   sinte   -
sis   de   vesiculas   de   almacenamiento    (130,131).      Estos   cambios

permiten  una   rapida   recuperaci6n   de   los   dep6sitos   de   CA   (13,
131  )  .

Las   ratas   provenientes   de  madres   que   habian   sido   trata   -
das   con   reserpina   los   dias   6,   5   y   4   6   4,   3   y   2   antes   del   parto

presentaban  una   depleci6n   de   las   CA   adrenales.      Esto   confirma
que   los   efectos   clasicos   de   la   droga  pueden   ser   obtenidos   cua±
do   6sta   es   administrada   por  via  materna   (40).      El   peso   corporal
de  estas  ratas,   al   nacer,   fue   inferior  al  de   las  ratas  contro-
1es.      Cuando   la   reserpina   se   administr6   mss   tempranamente   du   -
rante   la   gestaci6n,   1os   niveles   de   CA   adrenales   de   las   ratas
reci6n   nacidas   ya   se   hablan   recuperado.      En   ninguno   de   los   ca-
sos   la   depleci6n   de   CA   fue   acompafiada   de   inducci6n   de   TH   o   DBH;

por   el   contrario,   1as   ratas   expuestas   a   los   efectos  de   la  dro-
ga   los   dias   4,   3   y   2   antes   del   nacimiento  mostraban  disminucig
nes   postnatales   en   la   TH  adrenal.

De   los   estudios   realizados   en   la  primera  parte   de   la   Te-
sis   qued6   claramente   establecido   que   la   inervaci6n  esplacnica
de   la  m6dula   adrenal   de   rata  no   es   funcional   hasta   los   8     a   10
dias   de   edad.      Por   lo   tanto,1as   drogas   que   evocan  un   aumento
transin6ptico   en   las   actividades   de     las     enzimas   de   la
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biosintesis   de   CA   son   incapaces   de   producir   tales   incrementos
durante   el   periodo  previo   a   la   inervaci6n.     En  este   sentido,
1os   resultados   obtenidos   al   administrar  reserpina   los   dias   6,
5   y   4   6   4,   3   y   2   antes   del   parto,   son   similares   a   los   que   se
obtienen   cuando   se   administra   la   droga  directamente   a   ratas
r c i` i 6 n   )1 a i` i tl a s .

En   las   ratas   expuestas   a   la   reserpina   los   dias   9,   8   y
7   antes   del   nacimiento,   no   se   encontr6   ninguna   alteraci6n   en
las   actividades   de   TH  y  DBH  durante   el   periodo   previo   a   la   i
ne-rvaci6n.      Sin   embargo,   despu6s   del   establecimiento   de   las
conexiones   funcionales   entre   la  m6dula   adrenal   y   el   sistema
nervioso,   1as   enzimas   estaban   aumentadas,   manteni6ndose   asf
hasta   la   edad   adulta.      Puesto   que   la   DBH   es   una   enzima   asocie_
da   principalmente   con   las   vesiculas   de   almacenamiento    (57,
69-71),   estos   resultados   indican   ademas   que   la   cantidad   de   v£
siculas   tambi6n   habria   aumentado   a  partir   de   los   10   dias   de   g
dad.      Esta   hip6tesis   fue   confirmada   al   encontrar  un  aumento   g

quivalente   en   la   capacidad  de   captaci6n  de   aminas   por   g16ndu-
1a   (1a   cual   depende   principalmente   de   la   cantidad  de  vesicu   -
1as   de   almacenamiento).

Puesto   que   tanto   las   actividades   enzimaticas   como   la   sip
tesis   de   nuevas   vesiculas   estan   relacionadas   directamente   con
el   grado   de   estimulaci6n   de   las   adrenales,   estos   resultados   s±

gieren  que   las   ratas   expuestas   a   la   reserpina   los   dias   9,   8   y
7   antes   del   nacimiento   tendrian  un  mayor   grado   de   estimulaci6n
adrenal   en   el   periodo   postinervaci6n.

Este   fen6meno   podria   explicarse   de   dos   maneras:   una   de
ellas     es   que   las   adrenales   estarian  respondiendo  mss   frente
a   igual   ndmero   de   estimulos   presinapticos,   y   la   otra,   es   que
el   ndmero   de   impulsos   nerviosos   que   llegan   a   las   adrenales   ei
ta.ria   aumentado.      Sin   embargo.   cuando   se   estimularon   las   adri
males   directamente   mediante   nicotina,   antes   o   despu6s   del   es-
tablecimiento   de   las   conexiones   funcionales,   se   obtuvo   el  mi±
mo   grado   de   depleci6n  de   CA   en   los   animales   expuestos   a   la   rg
se-rpina  y   en   los   controles.      Esto   indica,por   lo   tanto,   que   la
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respuesta   inherente   del   tejido   adrenomedular  no   ha   sido   alter±
da   por   efectos   de   la   droga.      En   consecuencia,   e.1   aumento   para-

1elo   en   la   actjvidad   de   ambas   enzimas   y   en   el   ntimero   de   vesicu

las,   asociados   al   tiempo   en  que   estos   incrementos   aparecen  por

primera   vez   y   a   la   ausencia   de   cambios   en   el   grado   de   respues-
ta   de   la   adrenal   misma,   sugieren  que   el   tono   nervioso   simpati-
co   adrenal     se   encontraria   permanentemente   aumentado   en   las   ra
tas   que   ham   sido   expuestas   a   los   efectos   de   la   reserpina   ten   -

pranamente   durante   la   gestaci6n.      Sin   embargo,   a   pesar   del   ma-
yor   grado   de   actividad   adrenal,1a   presi6n   arterial   sist61ica
de   los   animales   adultos  no   fue   signif icativamente   diferente   a
los   valores   controles,   incluso   cuando   se   increment61a   estimu-
1aci6n   adrenal   refleja  mediante   la   administraci6n  de   p-clorofe
nilalanina.   Es   probable   que   ello   se   deba   a   la   intervenci6n  de
mecanismos   autorreguladores   centrales.

Es   interesante   el   hacer  notar   que,  en   las   ratas   adultas,
1a   administraci6n   de   drogas   que   generan   un   aumento   similar   en
las   descargas   simpaticas   (tales   como   nicotina,   6-hidroxidopami
na   y  morf ina)   producen   el   mismo   efecto   sobre   las   adrenales,   es
decir,   aumentos   en   la   actividdd     de   TH  y   DBH  y   en   la   captaci6n
vesicular,   con   poca   o   ninguna  variaci6n   en   los   niveles   de   CA

(12,116,127,128).

El   hecho   de   que   no   se   observen   efectos   similares   despu6s
de   la      inervaci6n,        en   las   ratas   expuestas   a   la   reserpina.mss
tardia]nente    (dias  (-),  5   y   4   antes   del   nacimiento),    indica   que

existen  periodos   criticos   para   estos   efectos   teratol6gicos  de
tipo   bioquimico.      De   la   misma   manera,    se   ham   demostrado   perio-

dos   criticos  para   alteraciones   de   larga  duraci6n   en  el   compor-
tamiento   y  en   los   niveles   de   CA  producidos   por   la   reserpina   en

pollos    (27,    28),   y   para   ciertos   cambios   morfol6gicos   en   la   ra-
ta(132).      Las   dosis   y   los   tiempos   escogidos   en   este   estudio     no
ocasionaron  ninguna   alteraci6n  morfol6gica   aparente.
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2.    Efectos   sobre   'cl cerebro

En   el   cerebro,   1a   administrtlci6n   de   reserpina   los   dlas
6,   5   y   4   antes   del   nacimiento     produjo   un   retardo   en   la   sinap.
tog6nesis   (indicada   por   la  menor   captaci6n   sinaptosomal   de   ti
rami]ia-3[l)   y   en   el   iteso   del   cerebro   comparado   con   los   contro-

1es,   1o   que   sugiere  un  deterioro  general   del   desarrollo   en  di
chos   animales.      La   menor   sintesis   de   octopamina   indica   ademas

que  persiste   la   inhibici6n  directa   de   la  captaci6n  de   aminas
por   las   vesiculas,ocasionada  por   la   reserpina.      Cuando   se   a±
ministr61a   droga   los   dias   9,   8   y   7   antes   del   nacimiento,   no
se   observ6   ninguna   alteraci6n   en   el   peso   del   cerebro,   en     la
captaci6n  de   tiramina  y  en   la   sintesis   de   octopamina  durante
el   desarrollo.

En   el   cerebro,   1a   administraci6n  prenatal   de   reserpina,

produjo   tambi6n,al   igual   que   en   la  m6dula   adrenal,   un   efecto
retardado   en   la   actividad   de   la   TH  durante   el   desarrollo.   Sin
embargo,    on   este   caso   los   cainbios    I`ueron   oi)uestos   a   los   olise£

vados   en   la   adrenal;   1a   administraci6n   de   reserpina   los   dias
9,    8   y   7    iiiitL`s   tlcl    i`ticiiliiciito   |trodujo   valores    subnormalcs   en

la   Tl]   cerebraldesi)u6s   de   los   25   dias   de  .edad   postnatal,   mie|
tras   que   al   administrar   la  droga  mss   tardiamente  durante   la

gestaci6n,   se   obtuvo   un   descenso   en   la   actividad   de   la   enzima
a   partir   de   los   10   dias   de   edad.      Las   alteraciones   observadas
en   la   T[l  en   cerebro   obtenidas   en  dos  periodos   diferentes     de
administraci6n  de   la   reserpina,   sugieren   que   el   periodo   criti
co   en   el   cual   1a   droga   es   capaz   de   alterar   el   desarrollo     de
la   TH   cerebral   es   mss   amplio   que   en   el   caso   de   la   adrenal.



CONCLUSIONES

Estos   estudios   realizados   en   ratas   en  desarrollo   indi   -
can   efectos   tanto  de   la   reserpina  como   de   la  guanetidina
completamente   diferentes   a   los   que   se   obtienen   en   el   animal
adulto.     A  continuaci6n  y  con   el   objeto   de   llamar   la   aten   -
ci6n   sobre   los   posibles   riesgos   que   podria   tener   el   uso   de
dichas   drogas   en   el   ser   humano,   ya   sea   administradas   direc-
tamente  al   individuo   en  desarrollo  o   indirectamente  a   tra   -
v6s   de   la  madre,   quiero   destacar   los   aspectos  mss   relevan   -
tes   de   las   acciones   de  dichas   drogas   observadas   en   la   rata.
Sin   embargo,   hay  que   hacer   la   salvedad   que   tales   efectos   pg.
drian  no   ser   comparables   y/o   similares   en   el   hombre.

La  administraci6n  de  reserpina  a  ratas  reci6n  nacidas

produjo   una   depleci6n   no-neurog6pica   de   catecolaminas   (CA)
en   las   adrenales,   sin   inducci6n  compensadora   de   las   enzimas
tirosina   hidroxilasa   (TH)   y   dopamina   a-hidroxilasa   (DBH).
Ello   se  deberia,   en  parte,   a   la   ausencia  de   conexiones   fun-
cionales  entre  dichas   glandulas  y  el   sistema  nervioso   simpf
tico   en  las  ratas   reci6n  nacidas.     Estas  diferencias   con  el
animal   adulto   se   traducen  en  un  marcado   retardo   en  el   desa-
rrollo   de   las   adrenales   en  estos   animales.      La   reserpina  de
mor6   ta.mbi6n   el   establecimiento   de   las   conexiones   funciona-
1es   entre   los  nervios   simpaticos   y  las   c61ulas   cardiacas
en   consecuencia,   disminuy61a  velocidad   de   desarrollo   de
cho   6rgano.   Sin  embargo,   1a  droga  podrla   retardar   tambi6n
crecimiento   del   coraz6n  a   trav6s   de   otros  mecanismos.   En   el
cerebro,   la  reserpina  retard6  el  desarrollo  de   la  actividad
de   la   enzima   ornitina  decarboxilasa   (ODC),1o   que   indicaria  una
disminuci6n  en   la  proliferaci6n  celular   en  dicho   6rgano;   ello
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estarfa   de   acuerdo   con   el   bajo  peso   del   cerebro   observado
en   estos   animales.

La  administraci6n   de   reserpina   los   dlas   9,   8   y   7   antes
del   nacimiento     no   alter6   1os   niveles   de   CA   en   las   adrena-
1es   durante   los   primeros   dias   de   edad,   pero  produjo   elevacig
nes   permanentes   en   las   actividades   de   las   enzimas   TH   y   DBH

y   en   la   velocidad   de   sfntesis   de   las   vesfculas   de   almacena-
miento   de   aminas   a   partir   de   los   10   dias   de   edad.      Puesto

tiili`    taiitti    lus    {ii`tivitla`les    tlc    dii`li.1s    enzimas    como    la    sfnte    -

sis   de   nuevas   veslculas   estan   relacionadas   con   el   grado   de
estimulaci6n  de   las   adrenales,   los   resultados   obtenidos   su-

gieren   que   estos   animales   tendrlan   un  mayor   tono   simpatoadrf
nal   en   el   perlodo  postinervaci6n.      En   el   cerebro     se   obtuvo
un   retardo   en   la   sinaptog6nesis   y   en   la   actividad   de   la  TH,
1o   que   sugiere   un   deterioro   general   del   desarrollo   en   estos
animales .

La   administraci6n  de   guanetidina   durante   los  primeros
dlas   de   edad   aument6   1os   niveles   de   CA  y   la   actividad   de   TH

y   DBII   en   las   adrcnalcs,    1o   que   indica   una   aceleraci6n   en   el
clesarrollo   normal   de   dichas   glandulas.      Por   otro   lado,   la

guanetidina   retard6   el   desarrollo   de   la   actividad   de   la   ODC
en   el   cerebro;      1a   TH   mostr6   una   estimulaci6n   inicial,   pero

posteriormente   los   valores   fueron   subnormales.   Esto   dltimo
podrla   estar   relacionado   con   el   desarrollo   incompleto   de   la
ltarl.era    ht`iii{itocni.t`r<11  ii`a    cn    las    r.itas    reci6n    nacidas.
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