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RESUMEN

El objetivo principal de esta Tesis consistid en estu-
diar los efectos de la administracidén de dos drogas que pro-
ducen deplecién de catecolaminas (CA), reserpina y guanetidi
na, en el desarrollo del sistema adrenérgico en las adrena -
les, corazdn y cerebro y ademds, en establecer las diferen -
cias en la actividad de dichas drogas en los organismos inma
duros con respecto a los adultos.

En la médula adrenal, cuatro horas después de la admi-
nistracién de reserpina (2,5 6 5 mg/kg, s.c.) a ratas recién
nacidas se observd una deplecidn aguda de CA y a las 24 ho -
ras el contenido de CA era un 10 a 20% del valor control; la
recuperacién de los niveles normales demord 2 semanas. La
deplecién aguda (4 horas) de CA no fue inhibida al pretratar
las ratas con un agente bloqueador de los receptores colinér
gicos nicotinicos (clorisondamina; 10 mg/kg, s.c.). Una do-
sis igual de clorisondamina, contrarrestdé la disminucidén de
CA obtenida en las ratas adultas, lo que indica que la deple
cién aguda obtenida en las ratas recién nacidas no es de ori
gen neurogénico reflejo via nervio espldcnico. La reserpina
no alterd el desarrollo de la actividad de la tirosina hidro
xilasa (TH) y aumentd s6lo ligeramente el de la dopamina B-
hidroxilasa (DBH). En contraste, la reserpina produjo gran-
des aumentos de la actividad de TH y DBH y una disminucién
del contenido de CA menos acentuado y de menor duracién en
las ratas adultas. Al administrar reserpina a ratas de dife
rentes edades, la respuesta de tipo adulta (induccién de TH)
se obtuvo solamente a partir de los 8 dias de edad. Por o -
tro lado, cuando se administrd un agonista colinérgico (ni -
cotina; 10 mg/kg, s.c.) a ratas recién nacidas, hubo induc -
cién de TH, lo que prueba que la médula adrenal de las ratas

recién nacidas estd capacitada para inducir enzimas cuando

XV




se la estimula directamente; la falta de respuesta enzimadti-
ca a la estimulacidén refleja producida por la reserpina indi
ca que la médula adrenal no esta funcionalmente inervada en
ratas menores de 8 dias.

La capacidad de la ornitina decarboxilasa (ODC) (enzi-
ma que se cree tendria una participacién muy importante en
el desarrollo de los distintos d6rganos) para responder a dro
gas simpaticomiméticas, fue utilizada como indice para valo-
rar la participacidon de las aferencias adrenérgicas en el de
sarrollo del corazén. En el corazén adulto con funcidén sim-
patica intacta, la administracidn de nicotina produjo un mar
cado aumento en la actividad de la ODC a las 3 horas; el pre
tratamiento con clorisondamina o con propranolol (bloqueador
de los receptores B-adrenérgicos), inhibié completamente es-
te efecto, indicando que dicha estimulacién se realiza a tra
vés de la via simpatica, probablemente estimulando las célu-
las ganglionares. En contraste, la 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 agonista B-adrenérgico), el cual si produjo grandes au -
mentos en la actividad de la ODC tanto en el corazén adulto
como en el recién nacido. Estos resultados demuestran que
las conexiones funcionales entre el sistema nervioso y las
células cardiacas estarian ausentes en las ratas recién naci
das y que ellas se¢ establecerian entre los 5 y 8 dias de edad.
La administracion de reserpina a ratas adultas o a ratas de
un dia de edad, disminuyé la intensidad de la respuesta en
el corazdn adulto y retardd el tiempo durante el desarrollo
en que aparecen las respuestas de tipo adulto. Estos resul-
tados demuestran que la administracion de reserpina a ratas
recién nacidas, demora el establecimiento de las conexiones
funcionales entre los nervios simpdticos y las células car -

diacas y por lo tanto, retarda el desarrollo del corazdn.
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La administracidn de guanetidina (50 mg/kg, s.c.) du-
rante los primeros dias de edad aumentd entre un 40 y 80% el
contenido de CA y la actividad de TH y DBH en las adrenales,
con recuperacién de los valores normales a las 2 6 3 semanas
de edad. E1 pretratamiento de las ratas recién nacidas con
clorisondamina (10 mg/kg, s.c.) inhibié completamente dichos
aumentos, lo que indica que la guanetidina produce una esti-
mulacién de los receptores colinérgicos nicotinicos localiza
dos en la membrana de las células adrenomedulares. En con
traste, la administraciodn de guanetidina a ratas adultas no
alterdé practicamente los valores de las CA, TH y DBH en las
adrenales. Por lo tanto, la administracién de guanetidina a
ratas durante los primeros dias de edad acelera el desarrollo
normal de las adrenales, aparentemente a través de un efecto
estimulante directo. Estos resultados sugieren ademds que du
rante el desarrollo habria un cambio en las caracteristicas
del receptor colinérgico de las células adrenales, de modo que
éste ya no seria sensible a guanetidina en el adulto o que tal
vez, la presencia de la inervacién funcional impediria el efec
to estimulante directo de la droga.

Finalmente, se administrd reserpina (Img/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 observo una deplecién de
CA en las adrenales, la cual puede ser atribuida a efectops
directos de la droga; sin embargo, en ningdn momento se ob -
servé induccién de TH o DBH. La administracién de reserpina
los dias 9, 8 y 7 antes del nacimiento no alterdé los niveles
de CA en las adrenales postnatales, pero produjo elevaciones
permanentes en la actividad de las enzimas y en la captaciobn
de aminas por las vesiculas de almacenamiento a partir de los
10 dias de edad, es decir, después que las adrenales se en -
cuentran funcionalmente inervadas. Cuando se estimularon las
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adrenales directamente con nicotina, antes o después de la i
nervacién funcional, se obtuvo el mismo grado de deplecidn
de CA en las ratas expuestas a la reserpina y en las contro-
les. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el tono
nervioso simpdtico sobre la médula adrenal se encontraria
permanentemente aumentado en las ratas expuestas a la reser-
pina in Gtero durante los dias 9, 8 y 7 antes del parto. En
el cerebro, la administracién de reserpina los dias 9, 8 y 7
6 6, 5y 4 produjo un déficit en la actividad de TH, lo que
indica que la administracidén prenatal de reserpina altera

también al sistema adrenérgico central.
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ABSTRACT

The principal goal of this Thesis was to investigate
the effects of two catecholamine depleting drugs, reserpine
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

s.c.) to neonatal rats, an acute depletion of catechol

mg/kg, ¢
amines (CA) was observed in the adrenals, and by 24 hours CA
fell to 10 - 20% of controls; recovery required 2 weeks.

Pretreatment of neonates with chlorisondamine (10 mg/kg, s.c.),
a nicotiniccholinergic 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) observed, and only a
small increment in dopamine R-hydroxylase (DBH) activity was
obtained. In contrast, adult rats given reserpine showed marked
increases in both TH and DBH, and depletion of CA was less marked
and of shorter duration. Administration of reserpine to rats of
different ages demonstrated that an adult pattern of response
(TH 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 TH 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 (ODC) (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 B-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 age. 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

first days of age accelerates the normal development of rat
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adrenals, apparently through a direct stimulatory effect.

These data suggest that either the specificity 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 mothers 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

of TH or DBIl observed. Administration of reserpine on days

9, 8 and 7 before delivery did not alter postnatal CA levels

in the offspring 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 same in control and reserpine-exposed pups.

Therefore, these data suggest that sympathoadrenal tone has

been permanently increased in the offspring 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 produced subnormal TH activities,

indicating that prenatal reserpine administration also alters

CA disposition in the central nervous system.

XX




INTRODUCCION

Durante el desarrollo pre y postnatal, el sistema adre-
nérgico periférico 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 biosintesis y en la
capacidad de captacidn de aminas exogenas (1-7). En el pollo,
l1a tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la biosinte
sis de CA (8), es ya detectable en el embridn de un dia; las
CA y el resto de las enzimas estdn todas presentes alrededor
del sexto dfia (1). En la rata, a pesar de que las enzimas a-
parecen tempranamente durante el periodo de gestacidén, las CA
adrenales no son detectables hasta tres dias antes del naci -
miento (2). Ademds, de estudios realizados mediante microsco
pia electrénica se sabe que las vesiculas de almacenamiento
de aminas aparecen cuatro dias 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, los niveles de CA
alcanzados no eran comparables a los valores obtenidos en el
animal adulto, y concluyeron que ello se deberia, principal -
mente, al desarrollo incompleto de los sistemas de almacena -
miento de aminas. Por otro lado, Mirkin (5), encontrd que
durante el periodo postnatal los depdsitos de CA y las protei
nas vesiculares solubles aumentan en forma paralela. Estos
resultados indicarian que las vesiculas de almacenamiento tam
bién podrian tener un papel importante en el desarrollo fun -

cional de las neuronas adrenérgicas centrales,




Debido a que las vesiculas de almacenamiento de la mé
dula adrenal de rata aparecen relativamente tarde durante la
gestacién, los cambios mis acentuados en el contenido de CA
se producen durante las primeras semanas de desarrollo post-
natal (11). Durante ese periodo de tiempo, la actividad de
las enzimas que participan en la biosintesis de CA y las ve-
siculas de almacenamiento experimentan una serie de cambios,
los cuales dependen en parte, del nivel de actividad de las
aferencias nerviosas. Es asi como ha sido demostrado que la
esplacnectomia disminuye los aumentos de los depdsitos de CA
y los incrementos de TH y DBH dependientes de la edad en las
adrenales de rata (6). Por otro lado, un aumento en la acti
vidad espldcnica, acelera la velocidad de recuperacidén de
los depésitos de CA en adrenales adultas que han sido deple-
tadas de aminas mediante reserpina (12, 13). En el ganglio
simpatico, la administracion crdonica de agentes bloqueadores
ganglionares especificos retarda también el perfil de desa -
rrollo normal de las enzimas de la biosintesis de CA (14).
Esta dependencia de la actividad neural de los depdsitos de
CA durante el desarrollo postnatal, se observa también en
las respuestas al stress. Por ejemplo, Comline y Silver
(15) observaron que, en fetos de vacunos, la secrecidén de CA
en respuesta a la asfixia, es independiente de estimulos
neurogénicos; en cambio, el mismo tipo de stress aplicado dos
semanas después del nacimiento, produce una aguda deplecidn
de aminas adrenales la cual depende principalmente de la par-
ticipacién neuronal. Estos resultados indican que, conjunta-
mente con el desarrollo postnatal de los sistemas de almacena
miento de CA, se producirian cambios importantes en los meca-
nismos de movilizacidén de aminas.

Durante estos Gltimos aflos, se ha realizado una serie
de estudios que demuestran que los efectos producidos por dro
gas que actian sobre el sistema adrenérgico, dependen también

en gran medida de la edad del animal. Se sabe, por ejemplo,
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que la administracidn de guanetidina a ratas o ratones duran-
te las dos primeras semanas de edad, produce una irreversible
y practicamente completa simpatectomia periférica (16-19).

En los adultos, la guanetidina debe ser inyectada durante pe-
riodos de ticmpo mucho mds largos para ocasionar dano al te -
jido adrenérgico (20-22). El animal en desarrollo, es mas
sensible también 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 disminucidén en
el contenido de CA en cerebro, la cual es mds intensa y de ma
yor duracién que la obtenida en el animal adulto (23). Por
otro lado, ha sido demostrado que la administracién de otras
drogas que actdian sobre el sistema adrenérgico, tales como
clorpromazina, metil-anfetamina o fenciclidina, a ratas du-
rante el periodo de gestacidn, provoca una alteracion en los
niveles de CA en el cerebro de la rata adulta (24-26). En
pollos, la inyeccién de reserpina a huevos fertilizados an -
tes del periodo de incubacidén disminuye los niveles de CA en
cerebro durante el desarrollo embrionario; sin embargo, a

las 4 semanas de edad postnatal hay un aumento en los nive-
les de CA y de TH (27),y una alteracibn en la conducta del
animal (28,29). Estos Gltimos resultados sugieren que la mo
dificacién del contenido de aminas tempranamente durante el
desarrollo, podria ocasionar una alteracion prolongada en

los mecanismos de regulacién de la biosintesis de CA.

Sin embargo, en la mayoria de los estudios realizados
acerca de los efectos de drogas sobre el desarrollo del sis-
tema adrenérgico se midid exclusivamente el contenido de CA
y solamente, en algunos casos, se determiné ademds la activi
dad de alguna de las enzimas de la biosintesis de CA. Por e
jemplo, Nair (26) observd que al administrar clorpromazina a

ratas recién nacidas, se obtiene un aumento de los niveles
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de CA en el cerebro de la rata adulta; dichos aumentos podrian
deberse a un incremento de la sintesis, a una mayor capacidad
de almacenamiento o a una menor liberacién de neurotransmiso -
res. Por otro lado, Liuzzi y col. (30) y Nomura y col. (31)
observaron que la administracién de guanetidina a ratones re

cién nacidos provoca una disminucién prolongada en el conteni-

do de CA en el cerebro y en el corazdn; al igual que en el ejem

plo anterior, no se determind el mecanismo de esta\alteracién
del desarrollo. Obviamente, el conocimiento de los efectos de
drogas sobre el desarrollo del sistema adrenérgico, ademds de
la determinacidén de los niveles de CA, requiere de un estudio
nis detallado de las enzimas y de la capacidad de almacenamien
to de las vesiculas.

El objetivo principal de esta Tesis consiste en identifi
car las lesiones bioquimicas o funcionales especificas induci-
das en el sistema adrenérgico como consecuencia de la adminis-
tracién de dos drogas que depletan CA, reserpina y guanetidi -
na durante el desarrollo de la rata. En todos los casos que
seran estudiados, se comparardn los efectos producidos por di-
chas drogas en la rata adulta con los observados en el animal
en desarrollo. Ello permitird determinar en qué forma los cam
bios experimentados por la médula adrenal, el corazdén y el ce-
rebro, durante el desarrollo, influyen sobre los efectos produ
cidos por ambas drogas. Simultdneamente, y considerando que
el desarrollo de la médula adrenal es a su vez dependiente tan
to del grado de inervacidn funcional como de mecanismos de re-
troalimentacién (32-34), se determinard en qué forma la admi -
nistracidén pre o postnatal de tales drogas, altera a su vez el
desarrollo normal de dicho tejido. La eleccidn de la médula a
drenal como sistema modelo de neurona adrenérgica, estd basada
en estudios que demuestran que la embriologia, histologia, bio
quimica y farmacologia de este tejido es similar a la de las

neuronas adrenérgicas, y ademds, a que ha sido estudiada




preferentemente por un gran ndmero de investigadores debido
al mayor namero de técnicas disponibles.

Las drogas simpaticopléjicas utilizadas en este estudio
se escogieron debido a que, como ya sé menciond anteriormen-
te, son capaces de alterar la funcién adrenérgica en los or-
ganismos inmaduros. Se seleccionaron ademds por las siguien

tes razones especificas:

a) Reserpina. Es una de las drogas utilizadas en el
tratamiento de la hipertensién arterial. Se la suele
emplear también para combatir ciertos transtornos car-
diovasculares durante el desarrollo, y es ademds, -una
de las drogas empleadas en la toxemia del embarazo.
La reserpina inhibe el mecanismo de captacidén de ami-
nas dependiente de ATP—Mg2+ localizado en las membra-
nas de las vesiculas de almacenamiento (35-38), provo

cando una deplecién de aminas tanto a nivel central

OCHg
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b)
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como periférico. La reserpina incrementa ademas la ac -
tividad refleja del sistema simpdtico periférico, aumen -
tando asi la secrecidn de CA (39), realzando de esta mane
ra el efecto depletor de la droga. La reserpina atravie
sa la barrera placentaria y disminuye los niveles de CA

en el animal recién nacido (40).

Guanetidina. Es otra de las drogas utilizadas en el tra
tamiento de la hipertensidén. La guanetidina tiene un in
terés especial por el hecho de carecer de un efecto di -
recto sobre la médula adrenal y el cerebro de ratas adul
tas (41-43). Sin embargo, como ya se menciond anterior-
mente, la administracién de guanetidina a ratas y rato -
nes recién nacidos, provoca una disminucién prolongada

en los niveles de CA en el SNC (30, 31). Ello se debe -
ria, probablemente, a que en los roedores la barrera he-
matoencefdlica no estaria completamente desarrollada a

tan temprana edad permitiendo, por lo tanto, el acceso

de la droga al cerebro. Esto Gltimo, sugiere que los e-
fectos de la guanetidina pueden ser completamente dife -

rentes en el animal inmaduro. Al igual que la reserpi -

na, la guanctidina produce una deplecion de CA en las
NH
/
NHp |2

Sulfato de guanetidina
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terminaciones adrenérgicas, provocando de esta manera
un bloqueo de dichas neuronas (43-46). Su mecanismo

de accidén es muy complejo y no estid del todo aclarado.
Al inyectarla por via intravenosa se observa, inicial-
mente, un aumento transitorio en la presién arterial
similar al que se obtiene al administrar tiramina (47).
Posteriormente, hay una inhibicidon en la conduccidn de
los impulsos nerviosos en las fibras adrenérgicas y por
lo tanto, una disminucion de la liberacidén de CA; este
efecto es similar al mecanismo de accidon del bretilio.
(48, 49). Finalmente, se produce una deplecién de CA
en la neurona adrenérgica, parecida a la obtenida con
la reserpina (43, 44). Para complicar las cosas un po
co mas, hay estudios que indican que la guanetidina in
hibe ademas la captacidon neuronal de CA a través de un

mecanismo similar al de la cocaina (50).

Los resultados que se esperan obtener en esta Tesis, pue
den ser de considerable importancia para valorar las consecuen
cias de la administracion de este tipo de drogas durante la vi
da fetal o postnatal, en el desarrollo del sistema adrenérgico;
pueden indicar ademas la necesidad de terapias diferentes duran

te el embarazo y en las distintas etapas del desarrollo.
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METODOS Y MATERIALES

I. METODOS

A. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES A QUE FUERON SOMETIDAS LAS
RATAS

Se emplearon ratas Sprague-Dawley obtenidas de los Labo
ratorios Zivic-Miller, Allison Park, Pennsylvania, U.S.A. Las

ratas fueron sacrificadas mediante decapitacién.

1. Administracidon postnatal de reserpina

Las ratas fueron inyectadas con una dosis tnica de re -
serpina (2,5 6 5 mg/kg, s.c.) al nacer y se sacrificaron a va
rios intervalos de tiempo entre 4 hr y 29 dias después de ha-
ber administrado la droga. A los controles se les administroé
solucidon salina.

En otro tipo de experimentos, las ratas fueron inyecta-
das con reserpina o solucién salina al nacer, pero ademds &s-
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 solucién salina, siendo sacrificadas 3 hr después de la
segunda inyeccidn. Las dosis de nicotina y de isoproterenol
elegidas son aquellas que producen la maxima estimulacién de
la enzima ornitina decarboxilasa en corazdén (nicotina e isopro
terenol) y la maxima deplecidon de catecolaminas adrenales (ni-

cotina).

2. Administracion postnatal de guanetidina

Las ratas fueron inyectadas con guanetidina (50 mg/kg,s.
¢ ) diariamente a partir de los 2 dias de edad, durante 5 dias,
mientras que los controles recibieron solucién vehiculo (NaCl
0,9% - dcido ascérbico 0,1% - pH 7,4) recién preparada. Los a

nimales fueron sacrificados a varios intervalos de tiempo entre

8




los 3 y 49 dias de edad. En otros experimentos, las ratas
fueron pretratadas con clorisondamina (10 mg/kg, s.c.) 30 mi
nutos antes de la administracién de guanetidina y sacrifica-

das 24 hr después de la segunda inyeccidn.

3. Administracién prenatal de reserpina

| Las ratas embarazadas (todas con igual tiempo de emba-
| razo) fueron distribuidas en jaulas especiales para crianza
(una por 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
gestacién (un s6lo periodo por cada grupo experimental); mien
- tras que a las ratas controles se les administré solucidn sa-
| lina. E1 tamano de las camadas varidé entre 8 y 12 ratas, tan
to en las controles como en las inyectadas con reserpina. Los
animales fueron sacrificados entre 1 y 45 dias de edad postna
tal. Se utilizaron ratas de ambos sexos y s6lo cuando €stos
fueron facilmente distinguibles (entre los 36 y 45 dias de e-
dad) se repartieron animales, en igual proporcion de sexos,
entre los grupos experimentales y los controles. En ningidn
' caso se observd alguna diferencia atribuible al sexo en los

resultados experimentales obtenidos. - Para cada determinacidn

| se escogieron al azar ratas provenientes de camadas diferen
| tes.
: En otro tipo de experimentos se escogieron ratas de 3
y 14 dias de edad, nacidas de ratas controles y de ratas que
habian sido tratadas con reserpina durante los dias 9, 8 v 7
antes del parto, y se les administro nicotina (5 6 10 mg/kg, |

s.c.) o solucién salina, siendo sacrificadas 4 hr después de

la inyeccidn.
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B. PREPARACION DE LOS TEJIDOS

1. Estudios en adrenales

Determinacion de catecolaminas, actividad de tirosina hidroxi
lasa y dopamina pB-hidroxilasa y captacidn de adrenalina-SH por

las vesiculas de almacenamiento

Sc cextrajceron las adrenales de las ratas y después de
eliminarles el tejido adiposo y conectivo se homogeneizaron
en 2,5 ml de una solucidon de sacarosa 0,3 M; Tris-HC1 0,025 M
(pH 7,4); iproniazida 107> M (sacarosa-Tris-iproniazida) a 4°C,
utilizando un homogenizador Potter-Elvehjem cénico (vidrio -
vidrio). En los experimentos realizados con ratas de muy cor
ta edad se juntaron las glandulas de varios animales para
asi disponer de suficiente material, Se tom6é una alicuota de
0,1 ml del homogeneizado recibiéndola en 1,9 ml de adcido per-
clérico (PCA) al 3,5% y después de centrifugar a 26.000 g du-
rante 10 min se determind el contenido de catecolaminas (CA)
en el sobrenadante. Otra alicuota de 0,5 ml del homogeneiza-
do se diluyd con un volumen equivalente de agua destilada que
contenia 2.000 unidades de catalasa de vacuno por mililitro,
y se determindé la actividad de la dopamina B-hidroxilasa
(DBH). Un mililitro del homogeneizado se centrifugd a 800 g
durante 10 min y en el sobrenadante se determind la captaciodn
de adrenalina->H por las vesiculas de almacenamiento de ami -
nas.

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

En aquellos experimentos en que no se determiné la cap-
tacidn vesicular de aminas, se separaron las alicuotas nece -
sarias para la determinacion de CA y DBH y el resto del homo-

geneizado se centrifugd directamente a 26.000 g para la
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determinacidn de 1la TH.

En los experimentos en que a las adrenales s6lo se les

determin6é el contenido de CA, las glédndulas fueron homogenei-

zadas directamente en 2,5 ml de PCA al 3,5% y después de cen-

trifugar a 26.000 g durante 10 min se cuantificaron las CA

|
|
| en el sobrenadante.
|

2

Estudios en cerebro

a) Determinacidén de la actividad de tirosina hidroxilasa y

b)

ornitina decarboxilasa. Los cerebros se pesaron y homo

genecizaron en 9 volumenes de Tris-HC1 0,01 M (pH 7,2) y
se separaron alicuotas de 0,1 ml para la determinacidn
de la actividad de la TH. E1 resto de los homogeneiza-
dos se diluyd con un volumen equivalente de Tris-HC1
0,01 M (pH 7,2) y después de centrifugar a 26.000 g du-
rante 10 min se determindé la actividad de la ornitina

decarboxilasa en el sobrenadante.

Determinacion de la actividad de tirosina hidroxilasa

y captacidén sinaptosomal de tiramina-SH. Los cerebros
se pesaron y homogeneizaron en 9 volumenes de sacarosa-
Tris-iproniazida y se separaron alicuotas de 0,1 ml pa-
ra la determinacion de la actividad en la TH. El1 res-
to del homogeneizado se centrifugd a 1.000 g durante

10 min y el sobrenadante se centrifugd a 11.000 g duran
te 20 min. Ll pellet sinaptosomal crudo se resuspendid
en Krebs-Henseleit (volumen original) que contenia ade-
mas iproniazida 1,25 pM y ascorbato 2 uM y se recentrifu
g6 a 11.000 g. EI pellet lavado se resuspendid cuida-
dosamente en Krebs-Henseleit-iproniazida-ascorbato (la
mitad de su volumen original), utilizando un Potter -
Elvehjem (tefldn-vidrio), y se determiné la captacién si

naptosomal de tiramina->H.
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3. Estudios en corazon y cerebro

Determinacidn de la actividad de la ornitina decarboxilasa

Los tejidos se pesaron y homogeneizaron en 20 volume -
nes de Tris-HCl1 0,01 (pH 7,2), utilizando un Politrén. EIl
homogeneizado se centrifugdé a 26.000 g durante 10 min y se de

termind la actividad enzimatica en el sobrenadante.

C. DETERMINACION DE CATECOLAMINAS

Se siguid la técnica del trihidroxiindol (51) utilizan-
do un autoanalizador (52). El método se basa en la oxidacidn

y ciclacidon de las catecolaminas, cuya ecuacidén general es la

siguiente:

HO /OH 0 /OH HO /OI-I
CH oxidacion CH alcali c
W b L
+ 2 2
HO hll/ _0 llvﬁ HO ll!/
Hs H H
Noradrenalina 3-hidroxi 5,6~ 3,5,6-trihidroxi
indolinadiona indol

En la Fig. 1 aparece un esquema del autoanalizador, cu
yo funcionamiento badsico es el siguiente. La muestra es suc
cionada desde uno de los vasitos portamuestras y oxidada con
un volumen equivalente de una solucidon de ferricianuro de
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potasio. Los productos de oxidacién de las aminas (cromége-
nos) se mezclan a continuacidén con una solucién de hidrdxido
de sodio, la cual los convierte en compuestos fluorescentes
(trihidroxi-indoles). Al dlcali se le agrega un agente esta
bilizador para evitar la descomposicidn oxidativa de estos
Gltimos compuestos; cuando se emplea dcido ascérbico, la fluo
rescencia que se obtiene a partir de mezclas de adrenalina y
noradrenalina es aditiva.

Antes de cada determinacién se hizo una curva de cali-
bracién para adrenalina, con concentraciones entre 0,005 vy
0,05 pg/ml, a partir de una solucidén madre que contenia 100
png de base libre/ml (18,2 mg de bitartrato de L-adrenalina
en 100 ml de HC1 0,01 N).

Una de las ventajas principales de este método es la
de poder manejar un gran nGmero de muestras en un tiempo re-
lativamente corto (40 determinaciones por hora), y con esca-
sa participacién personal. El equipo elimina ademds dificul
tades tales como: contaminacién del material de vidrio, pol-
vo, variaciones en el control de los tiempos de adicién de
los reactivos, inestabilidad de la solucién de dcido ascorbi
co en hidréxido de sodio, etc., problemas que, en general,
tienden a aumentar la fluorescencia de las muestras. La sen

sibilidad de este método es de 0,02 ug de aminas totales por

muestra.
D. TIROSINA HIDROXILASA

La tirosina hidroxilasa (TH; L-tirosina, tetrahidropte
ridina: oxigeno oxidoreductasa; E.C. 1.14.3.a) es la enzima
que cataliza la oxidacidn de tirosina a dihidroxifenilalanina

(DOPA), utilizando oxigeno molecular y una tetrahidropteridi-

na como cofactor:
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Tirosinat O, Tetrahidro- NADP
Tirosina pteridina,  pihidro-
Hidroxilasa pteridina
+Fe?t reductasa
Dihidroxifenil- Dihidro- NADPH
alanina+H;0 pteridina

La enzima es altamente especifica para la L-tirosina,
requiere Fe?* para su actividad mdxima y es inhibida por u-
na gran variedad de aminoacidos y por catecoles; estos Glti
mos mediante inhibicidn competitiva con el cofactor pteridi
nico (53, 54). Las evidencias disponibles indican que la TH
es la enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas
(8), y que su actividad esta regulada por mecanismos de re -
troalimentacién (42, 53, 55). La mayoria de los resultados
experimentales sugieren que la enzima estaria presente en la
fraccion soluble de los homogeneizados (56-58), aunque hay
ciertas evidencias que indican lo contrario (53, 59, 60). En
el cerebro, la enzima se encuentra principalmente en la frac
cién sinaptosomal (61). La TH ha sido parcialmente purifica
da a partir de adrenales de bovino (62); posee un peso mole-

cular de 34.000 y contiene Fe®*/Fe®* como grupo prostético,
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1. Determinacién de la actividad en médula adrenal

Se utilizdé la técnica de Waymire y col. (63), la cual
consiste en la decarboxilacién enzimdtica de la L-dihidroxi -
fenilalanina—1-14C (L-DOPA) que se genera a partir de L-tiro-
sina—1-14C por accién de la TH. El método se basa en la ma -
yor afinidad de la DOPA decarboxilasa por L-DOPA que por L-
tirosina. Para ello se agrega un exceso de decarboxilasa al
medio de incubacidn y el 14CO2 liberado (casi exclusivamente
a partir de la L-DOPA) es captado y cuantificado.

E1l medio de incubacién contenia (en un volumen final
de 0,55 ml): 0,1 ml del sobrenadante 26.000 g (ver: Prepara -
cidén de los tejidos); 100 umoles de tampén 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—HCl (DMPH4);
20 umoles de 2-mercaptoetanol; 1 umol de fosfato de sodio mono
bisico 0,18 nmoles de L-tirosina-1-1%C (50 mCi/mmol); 0,03 umo
les de L-tirosina; 5 nmoles de piridoxal fosfato y 7,5 unidades
de DOPA decarboxilasa. La mezcla de reaccidn se incubd a 37°C
durante 1 hr en recipientes de vidrio de 2,5 x 6,0 cm provis-
tos de un tapén de goma que sostiene un pequeno capacho de
plastico (Kontes Glass Co., Vineland, N.J., USA) situado apro-
ximadamente a 1 cm de la superficie del medio de incubacidén vy
conteniendo un trozo de papel filtro de unos 4 sz de superfi-
cie aproximadamente. La reaccién se detuvo con 0,5 ml de aci-
do tricloroacético (TCA) al 10% inyectados a través del tapdn
de goma. De la misma manera se agregaron 0,2 ml de hidrdéxido
de hiamina en el interior del capacho (para atrapar el 14COZ)
y se incubd a 37°C por otros 30 min. A continuacidn se cortd
el vdstago que sujeta el capacho mediante una tijera y después
de secar la parte exterior del capacho mediante papel filtro
se recibi6é en 10 ml de liquido de centelleo y se mididé la ra -

diactividad en un contador de centelleo liquido. La actividad
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enzjméticalgsté expresada en unidades (una unidad equivale a

1 nmol de CO, producido por hora y por glandula).

2. Determinacidon de la actividad en cerebro

Los cerebros se homogeneizaron en 9 volimenes de saca-
rosa-Tris-iproniazida y se determind la actividad de la TH
directamente en el homogeneizado (0,1 ml) en la forma descri
ta para las adrenales, pero agregando ademds al medio de in-
cubaci6én Tritén (0,1%) y CaClp, (0,7 mM) (concentraciones fi-
nales) con el objeto de optimizar la actividad. La activi -

dad enzimdtica §§té expresada en unidades (una unidad equiva
le a 1 nmol de CO, producido por hora y por cerebro).

E. DIHIDROXIFENILALANINA DECARBOXILASA (DOPA DECARBOXILASA)

La DOPA decarboxilasa (DDC; L-3,4-dihidroxifenilalani-
na carboxi-liasa; E.C. 4.1.1.26) es la enzima que cataliza
la conversion de DOPA a dopamina (64), pero es activa ademas
con todos los L-aminodcidos aromdticos naturales, y es por e-
so que se le conoce mds bien como decarboxilasa de L-aminodci
dos aromdticos (65). Estd distribuida en cantidades aprecia-
bles en la mayoria de los tejidos de los mamiferos incluyendo
higado, estdomago, cerebro y rifién; razdén por la cual se pien-
sa que su funcidn en el metabolismo no estaria limitada a 1la
biosintesis de CA. Se encuentra en la fraccidén soluble de
los homogeneizados celulares, habiéndose detectado ademads una
pequena cantidad (2-10%) en la fraccidén correspondiente a las
vesiculas de almacenamiento de la médula adrenal (57). La en
zima ha sido purificada a partir de rindn de cerdo; posee un
peso molecular de 109.000 y contiene piridoxal fosfato como

grupo prostético (66).
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1. Preparacidn a partir de rinones de cerdo

Se siguid el método de Waymire y col. (63). Los rifiones
obtenidos de cerdos recién sacrificados fueron recibidos en
hielo y trasladados rdpidamente al laboratorio. Después de e-
liminarles la grasa y el tejido conjuntivo, se disecaron las
cortezas, y una vez pesadas se homogeneizaron en 4 voldmenes de
sacarosa 0,32 M utilizando una juguera a 3/4 de su velocidad
mdxima, durante 1 min, dos veces. El homogeneizado se centri-
fugdé a 6.000 g durante 15 min. El sobrenadante se recentrifu-
g6 a 27.000 g durante 1 hr y al sobrenadante se le agregd
(NH4),S04 saturado (pH 8,0) lentamente hasta lograr un 37% de
saturacidn. Se agitd 30 min y el precipitado fue eliminado me
diante centrifugacién a 27.000 g durante 30 min. El1 sobrena -
dante se 1llevé ahora hasta un 55% de saturacién y se agitd nue
vamente por otros 30 min, se centrifugdé a 27.000 g durante 30
min y las proteinas precipitadas se resuspendieron en glicerol
al 20% (70 ml por rifién aproximadamente). Todas las operacio-

nes fueron realizadas a 4°C.

2. Determinacion de la actividad

Se utilizé el método de Waymire y col. (63) que consiste
en medir la liberacidn de 14CO2 producida por la enzima a par-
tir de DL-DOPA-1-14C, en un medio de incubacién similar al em-
pleado en la determinacidén de la actividad de la tirosina hidro
xilasa, puesto que la enzima debe funcionar bajo dichas condi-
ciones. Se utilizé una concentracién de DL-DOPA-1-14C de 15
nmoles (2,5 mCi/mmol), siendo éste el valor estimado equivalen
te a la maxima cantidad de L-DOPA que se cree se producé en el
medio de incubacidn en que se determina la actividad de la ti -
rosina hidroxilasa. Después de incubar la mezcla de reaccidn
a 37°C durante 15 min, la reaccidn se detuvo con TCA al 10% y

el 14COZ producido se captd y cuantificé 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 -

cién de 1 nmol de L-DOPA en 30 min.

F. DOPAMINA g-HIDROXILASA

La dopamina g-hidroxilasa (DBIH; 3,4-dihidroxifeniletila
mina, ascorbato: oxigeno oxidoreductasa; E.C. 1.14.2.1) es la

enzima que cataliza la oxidacion de dopamina a noradrenalina:

DOPAMINA + ASCORBATO + Op—»
NORADRENALINA + DEHIDRO ASCORBATO + Hy0

l.La enzima es relativamente inespecifica pues es capaz de
oxidar una gran variedad de feniletilaminas a sus correspondien
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 fraccidn soluble como en la particulada de las ve-
siculas (57, 71-73). La proporcidén entre ambas formas de la
enzima es variable en las distintas especies estudiadas, sin
embargo ella es relativamente constante para una especie de -
terminada en condiciones de reposo (72). La médula adrenal,
el cerebro de rata, el conducto deferente y el corazdn de bovi
no contienen potentes inhibidores enddgenos de la DBH cuya
participacién fisioldégica en la regulacién de la actividad de
la enzima y por lo tanto de la sintesis de noradrenalina, es
ain desconocida (72, 74-76). Estos inhibidores enddgenos pue-

. - . 2 4+ 2+
den ser inactivados mediante compuestos tales como: Cu , Hg -,




20

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 mas
recientemente de feocromocitoma, suero humano (78, 79) y de
adrenales de rata (80); posee un peso molecular de 290.000 y

5 + 2 + e .
contiene Cu /Cu como grupo prostético.

Determinacidén de la actividad en médula adrenal

Se siguidé el método de Friedman y Kaufman (77) el cual
utiliza tiramina-°H uniformemente marcada como sustrato. Se
tomaron alicuotas de 0,4 ml (en duplicado) del homogeneizado
diluido con agua mds catalasa* (ver: Preparacidén 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 pmol y tiramina-3H, 1 uCi , en un volumen
final de 1 ml. La reaccidn se detuvo con 1 ml de PCA al 7% y
el precipitado se descartdé mediante centrifugacidén, Se trans-
firié 1 ml del sobrenadante a un recipiente de vidrio de 2,5 x

6,0 cm y se alcalinizd con 0,3 ml de hidroxido de amonio 15 N.

* Para obtener el mdximo de actividad "in vitro™ es necesario
agregar catalasa y un dcido dicarboxilico (fumarato, por ej.,).
La catalasa protege a la enzima al uescomponer el agua oxige
nada que se forma durante la reaccién, mientras que el fuma-
rato aumenta la velocidad de reaccidén de la enzima reducida
con el oxigeno. E1 ascorbato reduce a la enzima, pero hasta
este momento, se desconoce si es el verdadero cofactor fisio

16gico.
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Después de oxidar los derivados B-hidroxilados mediante 0,25

ml de metaperyodato de sodio al 2%, se detuvo la reaccidén con
0,25 ml de glicerol al 10%, se acidificd con 1 ml de HC1 5 N,
se agregaron 7 ml de tolueno y se agit6é la mezcla vigorosamen
te durante 10 min. Se dejo decantar la solucidén 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 midid la radiactividad en un con
tador de centelleo liquido. La actividad enzimdtica estid 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-liasa;
E.C. 4.1.1.17) es la enzima que cataliza la decarboxilacidén de
ornitina a putrescina, siendo esta la primera etapa en la bio-
sintesis de poliaminas (81, 82).

Una de las caracteristicas principales de la enzima es
que su actividad y por lo tanto los niveles de poliaminas, va
ria rdpidamente de acuerdo al estado metabélico celular. Es a
si como se ha demostrado que en todos los tejidos con una ele-
vada proliferacidén y diferenciacién celular, uno de los prime-
ros cambios bioquimicos demostrables lo constituye la elevacidn
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 actividad mdxima (86); es es -
pecifica para la L-ornitina y su vida media es una de las mas
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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Determinacidén de la actividad

Se siguid el método descrito por Russell y Snyder (82),
ligeramente modificado. Se incubaron alicuotas de 0,9 ml del
sobrenadante a 26.000 g (ver: Preparacidn de los tejidos) a
37°C durante 30 min en un medio (volumen final 1 ml) que con-
tenia: ditiotreitol, 0,5 pumoles; piridoxal fosfato, 0,5 umoles
y ornitina-14C, 12 nmoles como sustrato. El 14CO2 se atrapd
y cuantificd de la misma forma descrita para la determinacidn
de la actividad de la TH. La actividad enzimdtica estad expre-
sada en unidades (una unidad equivale a 1 nmol de 14CO2 produ

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-
lares altamente especializadas para captar, sintetizar, alma -
cenar y secretar catecolaminas (89).

La captacién 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, la velocidad de sintesis de noradrenalina estaria determi
nada por la difusidn 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 exdgenas
a 30°C, pero no a 0°C. Esta captacidén es estimulada por ATP-
Mg?+* e inhibida por reserpina y por agentes bloqueadores de
grupos sulfhidrilicos tales como N-etilmaleimida (NEM). Las
evidencias actuales indican que la captacidn de aminas se rea

lizaria a través de un transporte activo (90, 91).
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: > e : 3 .
Determinacion de la captacidon de adrenalina-"H por las vesi-

culas adrenales aisladas

Se utilizé el método de Slotkin y Kirshner (92). Para
ello, se separaron alicuotas de 0,5 ml de la preparacidn vesi
cular (ver: Preparacidén de los tejidos) recibiéndolas en tu -
bos de centrifuga que contenian: 0,1 ml de ATP-Mg?*, 50 mM;
5 HCi de adrenaliha—SH; 0,1 ml de adrenalina 1 mM (para con -
trarrestar cualquier diferencia en la concentracién extravesi
cular de adrenalina entre las muestras), y 0,3 ml de sacarosa
300 mM-Tris-HC1 25 mM (pH 7,4). Las muestras se incubaron a
30°C durante 30 min (con agitacidon) y los blancos se mantuvie
ron en hielo. La captacion de adrenalina—SH se detuvo con 2
ml de sacarosa-Tris a 4°C y las vesiculas fueron sedimentadas
mediante centrifugacién a 26.000 g durante 10 min. E1 sobre-
nadante se recibié en un volumen equivalente de PCA al 7%, se
recentrifugdé a 26.000 g y en el sobrenadante se determind el
contenido de catecolaminas y la radiactividad; esto Gltimo per
mite conocer la actividad especifica del medio de marcacién.
El pellet vesicular se resuspendidé en sacarosa-Tris y se recen
trifugdé dos veces. El pellet final fue resuspendido en 3 ml
de PCA al 3,5% y después de centrifugar a 26.000 g durante 10
min se determindé el contenido de catecolaminas y la radiacti-
vidad en el sobrenadante. Aunque esta preparacidn estd conta
minada con otras particulas, la captacidén de aminas bajo 1las
condiciones anteriores s6lo se efectla en las vesiculas de al
macenamiento (92).

La captacidn de adrenalina—SH en cada una de las muestras

se calculdé de la siguiente manera:

cuentas por min - contenido de CA
captacion_ en las vesiculas por glandula
glandula actividad especifica N contenido de CA en las
‘ del medio de marcacidn vesiculas de la muestra




24

captacion _ captacion por glandula x 100
100 pg CA microgramos de CA por glandula

La captacion vesicular dependiente de la temperatura se
obtiene restandole la captacidn a 0°C al valor obtenido a 30°C.
La captacidn por glandula refleja tanto la cantidad de vesicu-
las funcionales por glandula, como la capacidad de captacidn
de cada una de ellas para incorporar adrenalina-SH. La capta-
cidén por 100 pg CA es una medida de 1la capacidad individual de
las vesiculas en relacion a su contenido endégeno de CA, y es

independiente del nimero de vesiculas presentes (93).

I. CAPTACION SINAPTOSOMAL DE TIRAMINA —SH

Se tomaron alicuotas de 0,5 ml de la preparacidén sinap -
tosomal (ver: Preparacion de los tejidos), y se recibieron en
un volumen equivalente de Krebs-Henseleit conteniendo 5 uCi de
tiramina—su (0,75 nmoles) y se incubaron a 37°C durante 5 min,
mientras que los blancos se mantuvieron en hielo. La captacidn
de tiramina-SH se detuvo con 2 ml de Krebs-Henseleit a 4°C, vy
los sinaptosomas marcados se centrifugaron a 10.000 g. El1 pe
llet sinaptosomal se resuspendidé y centrifugd dos veces mas, y
finalmente los sinaptosomas fueron resuspendidos en 3 ml de a-
gua. Se midi6é la radiactividad y se cuantificé la octopamina-
3H formada mediante oxidacidn con metaperyodato, tal como se
describid para la dopamina B-hidroxilasa. La tiramina-SH tiene
la ventaja de que permite medir el comportamiento de las vesicu
las de almacenamiento de CA en el interior de la terminacidn
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, la
conversidon de tiramina—sH a octopamina-sH, constituye una me-
dida de la funcidn vesicular.

En otros experimentos, los sinaptosomas marcados fueron
resuspendidos en sacarosa isot6nica en vez de agua y centrifu
gados en gradientes de sacarosa de acuerdo a Bosmann y Hems -
worth (97); los resultados de estos experimentos (no mostra -

dos) indican que la captacioén de tiramina—SH se realiza prin-

cipalmente en los sinaptosomas.

J. DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA EN LA RATA
ADULTA

Se midié en la cola de la rata mediante el método ple -
tismografico de impedancia (98, 99). En la Fig. Za, aparece
un esquema del equipo utilizado. La rata se ubica en una jau
la de restriccién y se le coloca un brazalete inflable en la
base de la cola,el cual estd conectado a un electroesfigmoma-
németro programable. Este instrumento permite inflar y desin
flar el brazalete automdticamente a ciertos intervalos de tiem
po y con una velocidad constante. Luego se colocan dos elec-
trodos de superficic en la mitad de la cola (separados unos 2
cm entre si) y se conectan a un pletismégrafo. Este instrumen
to permite medir cambios de resistencia eléctrica extremadamen
te pequefios, tales como los generados, en este caso, por las va
riaciones en el volumen sanguineo del segmento de tejido que

separa a ambos electrodos. Esto se traduce en un cambio de

voltaje en el pletismégrafo, el cual puede ser registrado me-

diante un poligrafo.
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Fig. 2. a) Esquema del equipo utilizado para medir la presiodn

arterial en la cola de la rata.

i

Fig. 2. b) Registro normal de la presidn arterial.
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La medicion misma consiste en generar una presion en
el brazalete ligeramente superior a la presion arterial sis -
télica de la rata (habiendo logrado obtener previamente. un re
gistro normal de la onda del pulso), dejando luego que ésta
disminuya gradualmente. El punto en el registro en donde rea
parece por primera vez la onda del pulso,icorresponde a la
presion arterial sistélica. En la Fig. 2b, aparece un regis-
tro normal de la presién arterial obtenida en la cola de 1la

rata mediante este método.

Estadistica

Los resultados estdn expresados como los valores prome¥
dios + los errores tipos de las medias. Los niveles de signi
ficacidn se calcularon de acuerdo a la distribucién t de "Stu
dent'.




I1. 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, pa
rahidroximercuribenzoato (PMB), catalasa de higado de vacu-
no, clorhidrato del éster metilico de DL-a-metil-p-tirosina
(aMPT), adenosin 5'-trifosfato (ATP), L-tirosina, Z2-mercap-
toetanol, clorhidrato de trans-2-fenilcipropilamina (tranil
cipromina; TCP), ascorbato de sodio, ditiotreitol (DTT) vy
p-clorofenilalanina (PCPA). De Ciba Pharmaceutical Co.,
Summit, N.J. USA: fosfato de reserpina (Serpasil), cloruro
de clorisondamina (Ecolid) y sulfato de guanetidina (Isme -
1in). De Winthrop Laboratories, Inc., New York, N.Y. USA:
bitartrato 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: hidréxido de hiamina, 2,5-difenil
oxazol (PPO) y 1,4-bis-2-(5-feniloxazolil) benceno (POPOP).

Los demds reactivos empleados fueron todos de grado analiti

CO.

B. ISOTOPOS

Se obtuvieron de New England Nuclear Corp., Boston,
Mass. USA: tiramina-G—SH (10 Ci/mmol),dl—adrenalina-7—3H
(10 Ci/mmol),L-tirosina—1—14c(10 mCi/mmol) y DL-ornitina-

1-M¢ (50 mCi/mmol).
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RESULTADOS

A. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION POSTNATAL DE RESERPINA EN EL
DESARROLLO SIMPATICO-ADRENAL

1. Efectos de la administracion de reserpina (2,5 6 5 mg/kg a

ratas recién nacidas

El peso de las ratas controles aumentd de 7 a 83 g des-
de el nacimiento 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 15% por debajo de los valores controles durante las
2 primeras semanas (Fig. 3). Las ratas inyectadas con 5 mg/kg
de reserpina mostraron una deficiencia 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 periodo de tiempo, las catecolaminas

(CA) adrenales de las rvatas controles aumentaron de 0,2 pg/glidn
dula ol nacer o b oppptanduta o Tos 29 dias de odad (Fip. 4).
Cuatro horas despucs de haber administrado la dosis menor de

reserpina, sc¢ observo una disminucion significativa en el con
tenido de CA adrenales. Un dia después, los niveles de CA ha
bian descendido a un 20% del control. Con la dosis mayor, la
deplecidn fue prdacticamente completa a las 24 hr. Con cualquie
ra de las dos dosis empleadas, la deplecidén de CA observada
24 hr después de la administracidén de la droga fue seguida de
una rdapida recuperacién,llegando a un 80% del valor normal 4
dias después de haber recibido la droga. A partir de ese mo-
mento, la recuperacién fue mds lenta alcanzando los valores
controles alrededor de las 2 semanas de edad.
En la Fig. 5 se observan los efectos de la administracion

neonatal de reserpina sobre la actividad de las enzimas

29
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'ig. 3. Peso corporal de ratas en desarrollo después de la
administracién de una dosis uUnica de reserpina al nacer.

Cada punto representa el promedio * el error tipo de la me
dia (S.E.M.) de seis determinaciones.
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tirosina hidroxilasa (TH) y dopamina g-hidroxilasa (DBH) en
la médula adrenal en desarrollo. Las actividades controles
aumentaron de 1,2 nmoles/hr/gldandula al nacer a 7,4 unidades
a los 29 dias para la TH y de 0,04 nmoles/hr/glandula a 0,47
unidades para la DBH en igual periodo de tiempo. La reserpi-
na no produjo alteracién alguna en el perfil de actividad de
la TH en ningin momento del desarrollo. Del mismo modo, la
DBH sélo mostrd variaciones pequefias, con un leve aumento de
actividad a los 4 y 21 dias después de la dosis menor y un
aumento a los 4 dias seguido de una disminucidn de actividad
17 dias después de haber recibido la dosis mayor.

La capacidad de las vesiculas de almacenamiento de las
ratas controles para incorporar adrenalina—sH por glandula,
aumentd aproximadamente 10 veces durante las 3 primeras sema
nas del desarrollo (Fig. 6). La captacién por unidad de CA
varié de 45 nmoles/100 pg CA al nacer a 25 nmoles/100 pg CA a
las 3 semanas de edad (Fig. 7). Estos resultados indican que
durante el desarrollo normal se produce un aumento en el nime
ro de vesiculas funcionales, y una disminucidén en las capaci-
dades de captacidén de las vesiculas en relacidén al contenido
de CA (11, 100).

Cuatro horas después de la administracion de cualquiera
de las dos dosis de reserpina utilizadas, se produjo una inhi
bicidén casi completa de la captacion de adrenalina—sH expresa
da tanto por glandula como por unidad de CA (Fig. 6 vy 7). La
captacién por gldndula fue prdcticamente normal a los 4 dias
de edad (Fig. 6). La captacién por unidad de CA mostrd un
perfil diferente; el tratamiento con 2,5 mg/kg de reserpina
produjo una inhibicidén 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 captacién normal a los 9 dias (Fig. 7). Con la do-
sis mayor la respuesta supranormal se produjo antes, fue mas

pronunciada y de mayor duracién. De estudios anteriores se




34

«

2 osf

g= CONTROL

> 0.6
<« (7))
< o 0.4
D O
O E 0.2
pd
< 1 1 A 1
_J
52 EE 1401
> = RESERPINA
O o
O © 100k e TES (- = _
<3 . =4
a
< 2
O © 60

c o—a 2.5mg/kg

& 0—0 5.0mg/ kg

$ 20§

1 1 1 1
5 10 15 20

DIAS POST INYECCION

Fig. 6. Captacion de adrenalina—SH en vesiculas de almacena-
micinto aisladas de adrenales de ratas en desarrollo (expresa
da por glandula), después de la administracidén de una dosis
inica de reserpina al nacer. Cada punto representa el prome
dio + el error tipo de la media (S.E.M.) de seis determina -

ciones.




35

CONTROL
40

20;

’

1
(483%211)

nmoles/100ugCA

RESERPINA

140

CAPTACION /100 ugCA

Porcentaje del control

0—a 2.5mg/kg
0—0 5.0mg/kg

20

1 1

S5 10 IB 20
DIAS POST INYECCION

Fig. 7. Captacion de udrenulina—BH en vesiculas de almacena-
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sabe que las elevaciones por unidad indican que las vesiculas
intactas remanentes después de la respuesta secretora inicial,
estdn parcialmente depletadas de CA endogenas y que simultad -
neamente se ha reiniciado la sintesis de nuevas vesiculas, las

cuales poseen un bajo contenido inicial de CA (93).

2. Efectos de la administracion de reserpina (2,5 mg/kg) a ratas

de diferentes edades

Tres dias después de haber administrado la droga, la de
plecién de CA fue evidente en todas las edades estudiadas con
excepcién de una (Fig. 8). La actividad de TH no mostrd cam-
bios significativos en ratas recién nacidas ni con 4 dias de
edad. Sin embargo, la administracién de la droga a ratas de
8, 11 y 14 dias de edad produjo un aumento de 30 a 100% sobre
los valores controles. En los distintos grupos ensayados, la

actividad de DBH fue siempre de un 15 a 20% superior a los con

troles (P<0.05).

3. LBfectos del pretratamiento con clorisondamina sobre la de-

plecidén aguda de catecolaminas producida por la reserpina

Con el objeto de determinar la posible participacidn de
estimulos espldcnicos en la deplecidén neonatal de catecolami-
nas inducida por reserpina, se administrd clorisondamina (blo
queador ganglionar de larga duracién) 30 minutos antes de 1la
inyeccién de reserpina. Como se observa en la Tabla 1, la ad
ministracién de reserpina sola (2.5 6 5 mg/kg) a ratas recién
nacidas produjo una deplecién aguda de CA a las 4 hr. Esta
deplecién no se observd en ratas adultas inyectadas con 2.5
mg/kg de reserpina; sin embargo, la dosis mayor redujo el con
tenido de CA adrenales a un 57% del control. La clorisondami
na no previno la deplecidén aguda de CA en las ratas recién na

cidas. Sin embargo, la misma dosis de la droga bloqueb
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vidad de tirosina hidroxilasa y dopamina B-hidroxilasa en las
adrenales. Las ratas fueron inyectadas con una dosis Gnica
de reserpina (2,5 mg/kg, s.c.) a las edades indicadas y fue-
ron sacrificadas tres dias después. Cada barra representa el

promedio t ¢l error tipo de¢ la media (S.E.M.) de 4 a 6 deter-
minaciones.
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completamente la pérdida de CA en la rata adulta. La adminis
tracién de clorisondamina sola no alterd los niveles de CA en

las ratas recién nacidas ni en las adultas.

4. Efectos de la reserpina "in vitro'" sobre la captacion de

adrenalina-SH

Para averiguar si la deplecidon aguda de CA provocada por
la reserpina en las ratas recién nacidas se debia a un mayor
efecto de la reserpina sobre el mecanismo vesicular de capta -
cién de aminas, se agrego la droga directamente a preparacio -
nes que contenian vesiculas provenientes de animales de edades
diferentes. Como se observa en la Tabla 2, la reserpina a una
concentracion 10°" M inhibié 1la captacién entre un 75 y 85% en
preparaciones de vesiculas de ratas de 15, 30 y 50 dias de edad.
La inhibicidén obtenida en vesiculas de ratas recién nacidas
fue significativamente inferior, indicando que las acciones de
la reserpina sobre la captacidén de aminas no serian responsa -

bles de la deplecidén aguda observada en neonatos.

5. Efectos de la DL-a-metil-p-tirosina (aMPT) en el contenido

de catecolaminas adrenales

Para determinar si la deplecién aguda de CA observada en
las ratas recién nacidas pudiera deberse a una mayor velocidad
de recambio, se bloqued la sintesis de CA con aMPT y se midie-
ron los niveles de CA 4 hr después de haber administrado la
droga. Como se observa en la Tabla 3, la oMPT no alterd los
valores de CA obtenidos en neonatos controles; la misma dosis
de la droga produjo una pequena pero significativa disminucidén
en las CA de gldndulas adultas, Estos resultados indicarian
que la deplecidn aguda de CA inducida por reserpina en neona -
tos no podria explicarse solamente en base a una alteracidn

en la velocidad de sintesis y/o degradacidn de CA.
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6. Efectos de la nicotina en el contenido de catecolaminas a-

drenales y en la actividad de la tirosina hidroxilasa

Para averiguar si la ausencia de induccion de la TH en
las ratas recién nacidas tratadas con reserpina se debia a u-
na incapacidad de las adrenales para aumentar los niveles en-
zimdticos, se estimularon las adrenales directamente con nico
tina (10 mg/kg). Un dia después de haber administrado la dro
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 administracidén de reserpina 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 0 5
mg/kg de reserpina y se midié el contenido de CA y la activi-
dad de la TH y DBH en la médula adrenal. Cuatro horas después
de haber administrado la droga, el contenido de CA adrenales
era normal en las ratas inyectadas con 2.5 mg/kg y significa-
tivamente inferior a los controles en aquellas inyectadas con
5 mg/kg (Fig. 9). A las 24 hr, la deplecidon de CA era acen -
tuada en ambos grupos de ratas; sin embargo, ésta no fue tan
pronunciada como la obtenida en las ratas recién nacidas
(Fig. 4). Los niveles de CA recuperaron los valores normales
entre 3 y 6 dias.

Un dia después de administrada la dosis menor de reser-
pina, la TH aumentdé su actividad alcanzando a los 3 dias va-
lores hasta de un 60% sobre el control (Fig. 9). Con la dosis
mayor, la actividad maxima se produjo a las 24 hr (80% sobre
el control), manteniéndose atn elevada a los 7 dias. Con la
dosis mayor, la DBH aumentd al primer dia y con la menor al

tercero, alcanzando valores de 65 y 25% sobre los controles

respectivamente.
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Fig. 9. Efectos de la reserpina sobre el contenido de cateco
laminas y actividad de tirosina hidroxilasa y dopamina B-hi-
droxilasa en adrenales de ratas adultas (50 dias de edad).
Cada punto representa el promedio * el error tipo de la me -
dia (S.E.M.) de cinco o seis determinaciones.
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Los efectos de la reserpina sobre la captacidn de adre-
nalina-SH por parte de las vesiculas de adrenales adultas
(Fig. 10) fueron similares a los observados en los neonatos
tratados con reserpina. La captacidn por glandula estaba in-
hibida casi completamente 4 hr después de haber dado cualquie
ra de las dos dosis, recuperdandose centre los 3y 7 dias. Ex-
presada por unidad de CA, se observé una inhibicién de la cap
tacién 4 hr después de la reserpina, seguida de valores supra

normales a las 24 hr (con la dosis mayor) y a los 3 dias (con

la dosis menor).

B. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION POSTNATAL DE RESERPINA EN EL
DESARROLLO DEL CORAZON Y CEREBRO

En el animal en desarrollo el corazdén experimenta una
serie de cambios tanto a nivel fisioldgico como bioquimico. Se
sabe, por ¢jemplo, que durante el periodo postnatal se produce
un rapido aumento en el 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 DNA en el tejido car -
diaco y que el 6rgano ya adulto parece ser incapaz de repli-
car dicho dcido nucleico (102). Esta pérdida de la capacidad
para sintetizar DNA durante el desarrollo es acelerada al ad-
ministrar agonistas adrenérgicos, lo que sugiere que el siste
ma simpdtico podria participar en la diferenciacidn del teji-
do cardiaco (103).

Dentro de los factores que determinan las respuestas
cardiacas a la estimulacién neuronal durante el desarrollo te
nemos: 1) el establecimiento de la inervacidén simpdtica del
corazoén, 2) la maduracién de los receptores B-adrenérgicos en

dicho érgano, y 3) la capacidad del tejido cardiaco para
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Fig. 10. Efectos de la reserpina sobre la captacidon de adrena

11na-3H en vesiculas de almacenamiento aisladas de adrenales
de ratas adultas (50 dias de edad), expresadas por gldndula y
por 100 pg de catecolaminas endogenas 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 estimulacion de dichos receptores, Sin embar-
go, se desconoce en qué momento durante el desarrollo se esta
blecerian las conexiones funcionales entre los nervios simpa-
ticos y las células cardiacas. Este problema es de suma im -
portancia pucsto que permitiria saber a partir de qué momen-
to los estimulos provenientes del SNC podrian influenciar el
desarrollo del tejido cardiaco, y en qhé forma la administra-
cién neonatal de drocas que alteran la transmisién adrenérgi-
ca podrian afectar dichas influencias.

En la rata adulta 1la cstimulacion simpdtica incremen -
ta la actividad de la ornitina decarboxilasa (ODC) en el teji
do cardiaco (104) y por lo tanto aumenta el contenido de po-
liaminas y conduce finalmente a una hipertrofia del corazén
(105, 106). En este estudio el rdpido aumento en la activi-
dad de la ODC, observado después de la administracion de dro -
gas simpdtico-miméticas, fue utilizado como un indice para e- .

valuar la participacién del sistema adrenérpico en el desarro

llo y crecimiento del corazon en las ratas controles y en las
tratadas con reserpina.

Estudios recientes han demostrado que, en cerebros en
desarrollo, los periodos de maxima actividad de la ODC corres
ponden a los de mayor multiplicacidén celular.Se sabe ademds que
la administracidn de hormonas tales como tiroxina y cortisol
produce alteraciones en el desarrollo de la actividad de la
ODC en cerebro de rata durante el desarrollo, acompafiado de a
normalidades en el comportamiento (107). Esto Gltimo sugiere
que los cambios de actividad de la ODC en el tiempo podrian
ser utilizados como un indice precoz de anormalidades en el
desarrollo del cerebro. Por ello, simultaneamente con los es
tudios realizados en corazén, se midieron los efectos de 1la

reserpina sobre el desarrollo de la actividad de la ODC en ce

rebro.
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1. Estimulantes y bloquealores adrenérgicos

Con el propdésito de determinar las drogas adecuadas que
permitieran cvaluar la participacion del sistema simpdtico en
las respuestas de la ODC en corazbn, se ensayaron varias dro-
gas estimulantes y bloqueadoras adrenérgicas. En el corazdén
de rata adulta con funcién simpdatica intacta, la administra -
cién de nicotina produjo un aumento marcado en la actividad
de 1a ODC a las 3 hrs (Tabla 5). Al estimular los receptores
g directamente con isoproterenol se obtuvo una respuesta simi
lar, aunque mds acentuada. En los animales pretratados con
clorisondamina o con propranolol (bloqueador B) se obtuvo una
inhibicién total de la estimulacién inducida por nicotina, in
dicando que dicha respuesta estaria mediada por el sistema
simpdtico. La estimulacidn de la ODC inducida por isoprotere
nol fue inhibida totalmente al pretratar las ratas con propra
nolol. Sin embargo, el pretratamiento con clorisondamina in-
hibié sélo parcialmente dicha respuesta. Esto confirma que
los aumentos de la ODC en corazdén inducidos por isoproterenol
estan mediados principalmente por los receptores B-adrenérgicos.
Estudios similares realizados en ratas de 11 dias de edad (no
mostrados) produjeron resultados idénticos.

De 1o anterior se concluye que la nicotina puede ser u-
tilizada como un indicador de las conexiones simpdticas al co
razén y el isoproterenol como un indice directo de las respues
tas R-adrenérgicas de la ODC.

Ambas drogas fueron utilizadas para establecer si la de
plecion de neurotransmisores del sistema simpdtico producida
por reserpina, era capaz de alterar los efectos estimulantes
de las drogas adrenérgicas mencionadas mas arriba sobre la 0ODC
en ratas adultas y en ratas recién 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 obtenidos al agrecar las drogas '"in vitro'" al me -
dio de incubacién: hasta una concentracién 0,1 mM para la re-

serpina y 1 mM para la nicotina e isoproterenol.

2. Ratas adultas

En el transcurso de dos semanas, las ratas controles au
mentaron de peso de 248 a 334 g; el corazdn y el cerebro au -
mentaron de 0,81 a 0,98 ¢ y de 1,76 a 1,90 g respectivamente
(Fig. 11). Las ratas inycctadas con 2,5 my/ke de reserpina
mostraron un menor aumento en ¢l peso corporal durante la pri
mera semana, con una recuperacidén parcial a la segunda semana.
El peso del corazdén tuvo un desarrollo similar, mientras que
el del cerchbro solo mostrd ligeras altcraciones. Las ratas
inyectadas con 5 mg/kg de reserpina mostraron deficiencias ma
yores tanto en el peso corporal como en el del corazdn, estan
do éstos aiun por debajo de lo normal a los 14 dias post-reser
pina. El peso del cerebro nuevamente mostrd pocas alteracio-
nes.

Tres horas y media después de la administracion de 2,5
6 5 mg/kg de reserpina a ratas adultas, se produjo una dismi-
nucién significativa en la actividad de la ODC en corazdn
(Fig. 12) y a las 24 hr los niveles enzimaticos habian descen
dido prédcticamente a cero; la actividad enzimidtica se norma -
1iz6 en 2 semanas aproximadamente. A continuacidn, se estu -
diaron los efectos de la reserpina sobre la capacidad de la
nicotina para estimular la ODC. Veinticuatro horas después
de 1a administracion tanto de la dosis menor de reserpina co-
mo de la mayor, los incrementos en ODC inducidos por nicotina
fueron marcadamente inferiores a los valores controles (Fig.
12). A los dos dias post-reserpina (dosis mayor), la estimu-
lacién no fue significativamente diferente de cero. Las res-
puestas disminuidas fueron seguidas de valores supranormales

a los 7 y 14 dias post-reserpina (dosis menor y mayor
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Fig. 11. Peso corporal, del corazén y cerebro de ratas adultas
después de la administracién de una dosis Gnica de reserpina.
El primer punto corresponde a las 3'/2 horas después de la in-
yeccién de la droga. Cada punto representa el promedio * el e
rror tipo de la media (S.E.M.) de 5 a 12 determinaciones; los
asteriscos indican los grados de significancia (P<0,05 o menor)

comparado con los controles.
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Fig. 12. Efectos de la administracion de una dosis Gnica de

reserpina a ratas adultas sobre la actividad de la ODC de co
razén y sobre las respuestas de la ODC cardiaca a la estimu
lacidn con nicotina inyectada a diferentes tiempos después
de la reserpina. La estimulacion neta se calculd de la si -
guiente manera: para las ratas controles, (estimuladas con
nicotina-controles)/controles; para las ratas tratadas con
reserpina, (tratadas con reserpina y estimuladas con nicoti-
na-tratadas con reserpina solamente) /controles. Cada punto
representa el promedio * el error tipo de la media (S.E.M.)
de 4 a 6 determinaciones; los asteriscos indican los grados
de significancia (P<0,05 o menor) comparado con la estimula-
cién neta de las ratas controles con nicotina (tridngulos y

1ineas discontinuas).
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respectivamente). La reserpina redujo también los incremen -
tos de ODC inducidos por isoproterenol (Fig. 13), sin embar -
go estas disminuciones fueron inferiores a las observadas pa
ra la nicotina. La normalizacién de la capacidad del isopro-
terenol para estimular la ODC se alcanzd a los 4 dias, siendo
las respuestas supranormales a los 7 dias con cualquiera de
las dos dosis de reserpina empleadas.

En todos los casos ensayados, la administracidén de nico
tina produjo-una deplecidn significativa de las catecolaminas
adrenales (Tabla 6), a pesar de que la reserpina 'per se', y
como ya se dijo anteriormente, produce una marcada pérdida de

aminas adrenales.

3. Ratas en desarrollo

Durante las dos primeras semanas de desarrollo postnatal,
las ratas controles aumentaron de peso de 9 g a la edad de 1
dia a 47 g a los 15 dias de edad (Fig. 14). Durante el mismo
periodo de tiempo, el peso del corazén aumenté de 0,045 a 0,2
g y el del cerebro de 0,32 a 1,45 g. La administracidn de re
serpina (5 mg/kg) a ratas recién nacidas, produjo marcadas de
ficiencias en el peso durante la primera semana de edad. A
pesar de que tanto el corazén como el cerebro habian alcanza-
do sus pesos normales a los 8 dias de edad, el peso corporal
estaba todavia un 10% por debajo del de las ratas controles
durante la segunda semana.

En la Fig. 15 se observa el perfil normal de la ODC de
corazdén de ratas en desarrollo. A las 24 hr de edad la acti-
vidad de la ODC era superior a 1 nmol 14COZ producido/hr/g,
disminuyendo lentamente durante el transcurso de las 2 semanas
siguientes. La administracién de reserpina a ratas recién na
cidas redujo marcadamente la actividad de la ODC, obteniéndose

luego valores supranormales a los 5 dias de edad, con normali

zacién de la respuesta a los 8 dias. En las ratas controles
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Fig. 13. Efectos de 1la administracion de una dosis tGnica de
reserpina a ratas adultas sobre las respuestas de la ODC car
diaca a la estimulacidn con isoproterenol inyectado a dife™
rentes tiempos después de la reserpina. La estimulacidén ne
ta se calculd de la siguiente manera: para las ratas contro
les, (estimuladas con isoproterenol-controles)/controles;
para las ratas 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;
los asteriscos indican los grados de significancia (P<0,005
o menor) comparado con estimulacion neta de las ratas contro
les mediante isoproterenol (tridngu

los y lineas discontinuas).
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Fig. 14. Peso corporal, del corazdn y cerebro de ratas en

desarrollo después de una dosis Gnica de reserpina adminis
trada a la edad de 1 dia. E1l primer punto corresponde a

las 3!/, hr después de la inyeccién de la droga. Cada pun
to representa el promedio * el error tipo de 1la media (S.E.
M.) de 18 a 44 determinaciones; los asteriscos indican los
grados de significancia (P<0,05 o menor) comparado con 1los

controles.
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Fig. 15. Efectos de una dosis tGnica de reserpina administra

da a la edad de 1 dia en el desarrollo de la actividad de 1a
ODC de corazdén, y en las respuestas de la ODC cardiaca a la
estimulacién con nicotina inyectada a diferentes tiempos des
pués de la reserpina. La estimulacidn neta se calculdé 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; los asteriscos indican los grados de significancia
(P<0,05 o menor) comparado con los controles.
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la nicotina fue incapaz de estimular la ODC en corazdén duran-
te los 5 primeros dias de edad observandose incluso,en algu-
nos casos, una disminucién de la actividad (Fig. 15). En cam
bio, la administracién de isoproterenol (0,1 mg/kg) a ratas
de 4 dias produjo un gran aumento en la actividad ODC de cora
z6n (aumento/control = 3,40 + 0,42 ; P<0,001; 10 animales).
En las ratas tratadas con reserpina la respuesta de tipo "in-
madura'™ persistia ain a los 8 dias de cdad.

o la medula adrenal on desarvollo, la administracién de
nicotina redujo signilicativamente ¢l contenido de catecolami
nas, tanto en las ratas controles como en las tratadas con re

serpina (Tabla 7).

La actividad de la ODC en cerebro de ratas controles en
desarrollo disminuyé de 1,42 nmoles de 14CO2 producidos/hr/g
a las 24 hrs de edad a 0,08 unidades a los 15 dias de edad
(Fig. 16). Tres y media hora después de haber administrado
reserpina, la ODC cerebral estaba significativamente disminui
da. Sin embargo, u los 3 dias se observaron valores supranor

males con normalizacidén 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 guanetidina sobre la médula adrenal

Durante el desarrollo, las catecolaminas (CA) aumenta -
ron de 0,43 pg/gliandula a los 3 dias de edad a 9,72 ug/glandu
la a los 49 dias (Tabla 8), Durante el mismo periodo de tiem
po, las actividades de la tirosina hidroxilasa (TH) y dopami-
na B-hidroxilasa (DBH) aumentaron aproximadamente 10 veces.

La administracidén 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, la TH estaba aumentada en un
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ig. 16. Efectos de una dosis Gnica de reserpina administra
da a la edad de 1 dia en el desarrollo de la actividad de
la ODC en cerebro. Cada punto representa el promedio * el
error tipo de la media (S.E.M.) de 11 a 14 determinaciones;
los asteriscos indican los grados de significancia (P<0,05
o menor) comparado con los controles.
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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; los asteriscos indican
diferencias significativas con los controles (P<0,05 o menor) .

Los valores controles aparecen en la Tabla 8.
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30% aproximadamente, mientras que las CA y la DBH no habian
variado. Entre los 7 y 11 dias de edad, los tres pardmetros
alcanzaron sus aumentos maximos (entre un.40 y 80% sobre 1los
controles), retornando a los valores normales 2 6 3 semanas
despucs de la Gltima inyeccion. Las ratas tratadas con guane
tidina no presentaron diferencias significativas en el peso
en relacion 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 administracidn de guanetidina se debia a la es
timulacion directa de los adrenales via receptores nicotini -
cos, se inyectaron ratas con clorisondamina 30 min antes de
la administracidon de guanetidina, Como se observa en la Ta -
bla 9, la clorisondamina bloqued completamente el aumento de
la TH. La clorisondamina sola, por su parte, no alterdé la TH
adrenal (P> 0,1).

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

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

2., Efectos de la guanetidina 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 dias
(Tabla 10). Durante el mismo periodo de tiempo los niveles
de TH aumentaron aproximadamente 10 veces,

La administracidn 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 déficits posteriores a los 11 y 20 dias y con una tenden-
cia a los valores subnormales durante el resto del tiempo ex-
perimental. La guanetidina no mostrd ningin efecto sobre la

TH cerebral en ratas adultas (resultados no mostrados).
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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; los asteriscos indican diferencias signifi
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, la actividad de 1la ODC
en las ratas controles disminuyé de 1.2 nmoles de ]4C02 produ
cido/cerebro/hr a los 3 dias de edad a 0.031 unidades a los
20 dias. A los 3 dias de edad la actividad de las ratas tra-
tadas con guanetidina fue inferior a la de las ratas contro -
les (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.

D. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION PRENATAL DE RESERPINA EN EL
DESARROLLO DE LA MEDULA ADRENAL Y DEL CEREBRO

1. Administracion de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes del na-

cimiento: efectos sobre la médula adrenal

Durante el desarrollo, el peso corporal de las ratas con
troles aumentdé de 8 g a la edad de 1 dia, a 185 g a los 45
dias (Fig. 19). A los 36 dias de edad, los niveles de cateco-
laminas (CA) y la captacién de adrenalina por glandula habian
aumentado aproximadamente en la misma proporcidén (30 veces los
valores observados a la edad de 1 dia), indicando el origen pa
ralelo de ambos aumentos. Durante el mismo periodo experimen-
tal, la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH) aumento de
0,84 nmoles/glandula/hr a la edad de 1 dia a 7,8 unidades a
los 45 dias, 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 captacidn de adrenalina—SH por 100 pug de CA
endoégenas se mantuvo entre 16 y 30 nmoles/30 min,

La administracién de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes
del nacimiento produjo un déficit inicial en el peso corporal,

el cual se recuperd rdpidamente (Fig. 20). En ningln momento

se observd alguna alteracidén significativa 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 DBH adrenales
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Fig. 19. Peso corporal, contenido de catecolaminas, activi-
dad de tirosina hidroxilasa y dopamina B-hidroxilasa y cap-
tacién de adrenalina por glandula y por 100 ug de catecola-
minas enddgenas, 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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Fig. 20. Peso corporal y del cerebro de ratas en desarrollo
cuyas madres fueron inyectadas con reserpina (1 mg/kg, s.c.)
los dias 9, 8 y 7 antes del parto. Cada punto representa el
promedio * el error tipo de la media (S.E.M.) de 5 0 6 deter
minaciones; los 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. Contenido de catecolaminas y actividad de tirosina
hidroxilasa y dopamina f-hidroxilasa en adrenales de ratas
cuyas madres fueron inyectadas con reserpina (1 mg/kg, s.c.)
los dias 9, 8 y 7 antes del parto. Cada punto representa el
promedio *+ el error tipo de la media (S.E.M.) de 50 6 deter
minaciones; los asteriscos indican diferencias significati -
vas comparados con los controles (P<0,05 o menor). Los valo
res controles aparecen en la Figura 19,
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tampoco fueron significativamente diferentes de 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 observdé un aumen-
to de un 21% en la TH y de un 29% en la DBH en las ratas que
fueron expuestas a la reserpina., Las actividades enzimdticas
persistieron aumentadas a los 45 dias de edad (rata adulta jo
ven), con elevaciones entre 23 y 38%.

La captacidn de adrenalina—sH en preparaciones de vesi-
culas de almacenamiento provenientes de ratas experimentales,
expresada por gldndula, mostrd una alteracidon similar a la de
las enzimas, con valores normales a la edad de 1 y 4 dias de
edad seguido de un 34% de aumento a los 10 dias, el cual per-
sistia aGn en la rata adulta joven (Fig. 22). La captaciodn
por unidad de CA experimentd también 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 administrd nicotina (5 6 10 mg/kg, s.c.)

a ratas de 3 y 14 dias de edad con el objeto de producir una
estimulacién adrenal directa. Como se observa en la Tabla 11,
la nicotina produjo depleciones similares (4 hr después de
haber sido inyectada) en las ratas experimentales y en las con

troles, indicando por lo tanto una reactividad adrenal equiva

lente frente a la estimulacion directa,

2. Administracion de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes del na-

cimiento: efectos sobre la presiodon arterial

Como se observa en la Tabla 12, a pesar del mayor grado
de actividad adrenal observado a partir de los 10 dias de e -
dad en las ratas que habian sido expuestas a la reserpina "in
Gtero" los dias 9, 8 y 7 antes del nacimiento, la presidn ar-
terial sistdlica determinada en dichos animales (a los 46 dias

de edad), no fue significativamente diferente de los valores
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Fig. 22. Captacion de adrenalina en vesiculas de almacenamien
to de adrenales aisladas de ratas en desarrollo (expresadas
por glandula y por 100 pg de catecolaminas enddgenas) cuyas
madres fueron inyectadas con reserpina (1 mg/kg, s.c.) los
dias 9, 8 y 7 antes del parto. Cada punto representa el pro
medio + el error tipo de la media (S.E.M.) de 58 6 determi-
naciones; los 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), pro
bablemente a través de una deplecidén central de serotonina

(110), tampoco alterd la presidn arterial en las ratas experi

mentales ni en las controles.

3. Administracién de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes del na-

cimiento: efectos sobre el cerebro

Durante el desarrollo, el peso del cerebro en las ratas
controles aumenté 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, la actividad de la TH por cere-
bro aumentdé 20 veces, mientras que la captacién sinaptosomal
de tiramina y la sintesis de octopamina aumentaron 6 y 4 veces
respectivamente. La captacidn de tiramina disminuyé ligeramen
te entre los 25 y 45 dias de edad.

La administracidén de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes
del nacimiento no alterd los aumentos 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 déficits en
la actividad de la TH de un 15 y 20% respectivamente. Tanto
la captacién sinaptosomal de tiramina como la sintesis de octo
pamina no mostraron desviaciones significativas del perfil de

desarrollo normal.

4. Administracidén de reserpina los dias 6, 5 y 4 antes del na-

cimiento: efectos sobre la médula adrenal y el cerebro

La administracién de reserpina en este periodo mds avan-

zado de gestacién, produjo una reduccidén en el peso corporal
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Figura 23. Peso del cerebro, actividad de la tirosina hidroxi
lasa y captacidn sinaptosomal de tiramina y sintesis de octo-
pamina en ratas controles en desarrollo, Cada punto represen

ta el promedio * el error tipo de la media (S.E.M.) de 5 6 6
determinaciones. La ordenada es logaritmica.
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Fig. 24. Actividad de la tirosina hidroxilasa y captacidn si
naptosomal de tiramina y sintesis de octopamina en ratas en
desarrollo cuyas madres fueron inyectadas con reserpina (1
mg/kg, s.c.) los dias 9, 8 y 7 antes del parto. Cada punto
representa el promedio * el error tipo de la media (S.BE.M.)
de 5 0 6 determinaciones; los 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 compara
da con los controles (Tabia 13). Contrastando con los efec
tos producidos por la administracidn de reserpina los dias 9,
8 y 7, las actividades de la TH y DBH no presentaron elevacio
nes persistentes; se observaron solamente ligeros aumentos en
las actividades de ambas enzimas a los 10 dias de edad, sin
alteraciones significativas en la captacidn de adrenalina-sH.
El peso del cerebro fue un 12% inferior al valor normal
a la edad de 1 dia, mientras que la actividad de la TH presen
té valores normales durante los 4 primeros dias de edad (Ta -
bla 14). Sin embargo, esta situacion se invirtid 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 captacién 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. Administracion de reserpina los dias 4, 3 y 2 antes del na-

cimiento: efectos sobre la médula adrenal (Tabla 15)

La administracion de reserpina durante los tGltimos dias
de gestacién produjo un acentuado déficit en el peso corporal
en las ratas recién nacidas acompanado de una mantenida deple
cién de CA (1 y 4 dias de edad) (Tabla 15). A la edad de 1
dia, la actividad de la TH era ligeramente inferior a la nor-

mal; 3 dias después, mostraba un pronunciado déficit,
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DISCUSION

A. ADMINISTRACION POSTNATAL DE RESERPINA

1. Efectos sobre adrenales

La deplecion de catecolaminas (CA) que se observa en las
ratas adultas después de la administracion de reserpina es bi
fisica: inicialmente (las primeras 4 hr) hay una secrecidn
refleja de las CA adrenomedulares (con la dosis mayor solamen
te), seguida de una deplecidn mis lenta (24 a 48 hr con cual-
quiera de las dos dosis), debida a la inhibicidén de la capta -
cién vesicular de aminas por la reserpina (35-38). A diferen
cia de lo observado en las ratas adultas, la administraciodn
de 2,5 mg/kg de reserpina a ratas recién nacidas produjo una
disminucién aguda del contenido de aminas a las 4 hr. Se
plantearon varias hipdtesis que podrian explicar este fendme-
no: 1) La estimulacién espldcnica producida por la reserpina
podria ser mayor en las ratas recién nacidas. Esta hipdtesis
fue descartada cuando se observd que el bloqueo de las aferen
cias neuronales adrenales, mediante clorisondamina (111), no
inhibié la deplecién aguda inducida por la reserpina en las
ratas recién nacidas. La misma dosis de clorisondamina admi-
nistrada a las ratas adultas impidié el efecto estimulante de
la dosis mayor de reserpina. 2) La reserpina podria inhibir
mids intensamente la captacidén de aminas por las vesiculas de
almacenamiento en las ratas recién nacidas, Esta hipdtesis
fue descartada después de los experimentos realizados "in vi-
tro'", en que se vio que el grado de inhibicién de la captacidn
por la reserpina en el animal recién nacido es menor que el
obtenido en el animal adulto. Estudios realizados "in vitro"
confirmaron ademds que el curso temporal del bloqueo vesicular
era similar en adultos y en recién nacidos. 3) El recambio de

CA podria ser normalmente elevado en las ratas recién nacidas,

82
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realzando, de esta manera, el efecto depletor de la reserpina.
Esta hipétesis también fue descartada de los estudios reali -
zados con a-metil-p-tirosina, droga que inhibe la sintesis de
CA (53). Si la mayor deplecidon de CA se debiera solamente a
un mayor recambio, la a-metil-p-tirosina deberia producir una
pérdida de CA equivalente a la obtenida después de la adminis-
tracion de reserpina; sin embargo, la droga no alterdé los ni -
veles de CA. 4) La reserpina podria estimular la secrecidén de
las CA adrenales a través de un mecanismo no neurogénico o in-
dependiente de los receptores nicotinicos. Esta hipdtesis es
la mas probable, puesto que la deplecidon aguda de CA ocurre de
masiado pronto para que pueda ser atribuida a efectos directos
de la reserpina sobre las vesiculas o a una alteracidn en la
velocidad de recambio. Se sabe ademas que la estimulacién e-
léctrica directa del nervio espldcnico o la administracidn de
drogas que aumentan su actividad, no producen secrecion de CA
en ratas y terneros recién 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 pérdida aguda de CA,
descartando asi la participacidén neurogénica en dicha deple -
cidn.

Otro factor que podria estar relacionado con la pérdida
aguda de CA inducida por la reserpina,en las ratas recién na-
cidas, es la menor capacidad para metabolizar drogas a esa e-
dad (13). Sin embargo, el efecto de la administracidn de re-
serpina sobre el mecanismo de captacidén de aminas,"in vivo",
fue equivalente tanto en intensidad como en duracidn en los
adultos y en los recién nacidos. Esto indicaria que préactica
mente no habrian diferencias en la intensidad o persistencia
de los efectos directos de la droga. Estos resultados estén
de acuerdo 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 recién nacida, la vida media de la droga
en el organismo es inferior a 2 horas.

En las ratas adultas, uno de los factores mads importan-
tes en la recuperacidén de los depbésitos de CA, después de la
pérdida inducida por reserpina, es la induccién transindptica
de las enzimas tirosina hidroxilasa (TH) y dopamina B-hidroxi
lasa (DBH) (13, 115-117). Puesto que la ‘induccién requiere de
aferencias neuronales funcionales y ya que &stas parecen estar
ausentes al nacer (15, 100), se mididé la actividad de ambas en
zimas en las ratas tratadas con reserpina para averiguar si és
tas aumentaban, modificando la recuperacidn de los depbsitos
de CA. La reserpina no produjo ningin aumento en la TH y sola
mente se observé un incremento pequefio en la actividad de 1la
DBH a los 4 dias de edad (Figs. 5 y 8); las adrenales necesita
ron 2 semanas para recuperar sus niveles normales de CA (Fig.
4). Contrastando con los resultados anteriores, la administra
cién de reserpina a ratas adultas 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 mds intenso y mids prolongado so-
bre las CA de las ratas recién nacidas, comparado con las adul
tas. Esta diferencia se debe, en parte, a la incapacidad de
las adrenales de los animales recién nacidos para contrarrestar

la deplecidén mediante induccidn en dtica. Por lo tanto, la
administracidon de reserpina a ratsa ecién nacidas produce un
retardo de casi 2 semanas en los tos normales de las CA

adrenales durante el desarrollo

La ausencia de induccidén de la TH en los animales recién
nacidos tratados con reserpina plantea dos interrogantes impor
tantes, ;estdn las adrenales de las ratas recién nacidas inca-
pacitadas para inducir la TH? y ien qué momento del desarro -
1lo aparece por primera vez la induccidn enzimdtica provocada
por la reserpina?. Con el objeto de averiguar la capacidad del
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tejido para inducir TH, se administré nicotina a ratas de 4
dias de edad, obteniéndose un rdpido (24 hrs) y marcado aumen-
to en la actividad de la TH; ello indica que la adrenal esta
en realidad capacitada para inducir enzimas y aln mads, que los
receptores nicotinicos son ya funcionales a esa edad. Sin em-
bargo, la reserpina sélo indujo la TH cuando se la administrd
a ratas de 8 o mids dias de edad, cuando la inervacidén de la mé
dula adrenal es ya funcional. Puesto que en los adultos la re
serpina provoca un aumento en la actividad enzimdtica a través
de un incremento en la actividad neuronal, estos estudios su -
gieren que la incapacidad de la reserpina para inducir la TH,
en las ratas recién nacidas, se debe a la ausencia de conexio-
nes funcionales entre el SNC y la médula adrenal y no a defi -
ciencias inherentes al tejido adreno-medular mismo. Esta hipd
tesis es apoyada por estudios recientes realizados por otros
investigadores en ratas adultas con una de sus adrenales dener
vada (13). En estos animales, la reserpina provoca una prolon

gada deplecién de CA, no induce TH y aumenta moderadamente la

actividad de la DBH en la glandula denervada. Este tipo de res

puesta es cualitativamente similar al observado en las ratas
recién nacidas tratadas con reserpina. La induccién de la DBH
mediante drogas en ausencia de aferencias neuronales, en adrena-
les adultas denervadas (13) o en las ratas recién nacidas, po-
dria deberse a mecanismos regulatorios diferentes a los trans-
sinapticos.

Estos estudios indican efectos de la reserpina completa-
mente diferentes a los observados en las ratas adultas; hay u-
na deplecién no-neurogénica sin induccidén 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 recién 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 corazén y el cerebro

En el corazén adulto con funcién simpdtica intacta, la
estimulacién ganglionar mediante nicotina o de los receptores
B 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 utilizaciodn de agentes bloqueado -
res especificos corroboré el sitio especifico de accidn de ca
da droga. La administracidén de nicotina a ratas tratadas pre
viamente con reserpina produjo una pérdida adicional de las
CA adrenales, a pesar de que éstas estaban ya disminuidas por
efectos de la reserpina y aln cuando la estimulacidn cardiaca
de la ODC por la nicotina estaba completamente inhibida. Es-
to confirma que la estimulacidén cardiaca de la ODC por la ni-
cotina se realiza por la via sindptica y no a través de los
efectos de la droga sobre las adrenales.

Contrastando con los grandes aumentos de la ODC obteni-
dos en el corazoéon adulto después de la administracidén de nico
tina, la misma droga inyectada a ratas en desarrollo fue inca
paz de estimular la ODC cardiaca durante los 5 primeros dias
de edad. Por otro lado, la administracidén de isoproterenol a
ratas de 4 dias de edad provocd 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 B cardiacos o del mecanismo de respuesta de la ODC.
AGn mas, hay estudios recientes que prueban que los receptores
g-adrenérgicos cardiacos son ya funcionales en la etapa embrio-
naria (118). La falta de respuesta de la ODC a la estimulacidn
nerviosa, hasta los 5 a 8 dias de edad, corresponde con la apari
cién temporal de terminaciones nerviosas bioquimicamente funcio

nales (119) y con el tiempo durante el desarrollo en que el
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sistema simpdatico modificaria por primera vez la frecuencia
cardfaca (101). Nuevamente queda descartada la participacidn
de las CA adrenales en las respuestas cardiacas de la ODC,
puesto que la pérdida de aminas adrenales provocadas por la ni
cotina era ya acentuada antes que la droga fuera capaz de indu
cir la ODC cardiaca. En consecuencia, estos resultados indican
que el crecimiento del corazén de la rata s6lo se veria influi-
do por el sistema nervioso simpdtico a partir del momento en
que las terminaciones de éste en el corazén se hacen funciona -
les (5 a 8 dias de edad postnatal).

La administracién de reserpina a ratas adultas produjo u-
na aguda reduccidn en la actividad de la ODC cardiaca. Es pro-
bable que ello se deba a la disminucidn del tono simpatico ba -
sal sobre el corazdén, debido a la deplecidén de noradrenalina
cardiaca (40, 120, 121), y a efectos directos de la droga sobre
el miocardio. Apoya lo primero el hecho que la reserpina in -
hibid casi completamente los aumentos de la ODC inducidos por
la nicotina. La reserpina disminuy6é también las respuestas de
la ODC a la estimulacidén de los receptores B directamente con
isoproterenol; esto Gltimo podria deberse a efectos tdxicos ge
neralizados de la reserpina sobre el tejido cardiaco (122). La
recuperacidén de las respuestas de la ODC a la nicotina y al iso
proterenol, después de la administracién de reserpina, fue segui
da en el animal adulto por una supersensibilidad a dichas dro -
gas., Puesto que tales respuestas estdn presentes ya sea al es-
timular los receptores B directamente, como también al liberar
los neurotransmisores endbgenos mediante nicotina, es probable
que la supersensibilidad esté localizada a nivel postsindptico;
esta supersensibilidad de la ODC es similar a otras respues -
tas mediadas por receptores B (123). En las ratas adultas, 1la
pérdida de CA adrenales inducida por la nicotina fue normal tan

to en el perfodo de subsensibilidad como en el de
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supersensibilidad, descartando asi a las CA como posibles media

dores en las respuestas cardiacas alteradas.
Aunque no se midieron los niveles de noradrenalina cardia

ca después de la administracidn de reserpina, hay estudios (124)
que indican que las aminas cardiacas se encontrarian aGn dismi-
nuidas durante el periodo de recuperacidn de las respuestas de
la ODC frente a la estimulacidn simpédtica (4 dias). Esto esta
ria de acuerdo con la observacién de Shore (120) referente a
que basta una pequefia proporcidn de neurotransmisor para que se
realice la transmisidn sindptica efectiva.

Contrastando con la prolongada disminucion de la ODC car-
diaca provocada por la reserpina en las ratas adultas, la admi-
nistracién de la droga a ratas en desarrollo produjo solamente
un descenso transitorio de la actividad enzimdtica, seguido ra-
pidamente por respuestas de tipo supranormal. Estudios anterio
res realizados con otras drogas y hormonas indican que este per
fil de la ODC representa un retardo en la proliferacidn y dife-
renciacién 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 "perfil 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 sim -
paticas al corazdén sean funcionales. El mismo tipo de respues-
ta se observé en el cerebro; un retardo en el desarrollo de la
actividad de la ODC y una disminucidén en la velocidad de creci-
miento, lo que confirma el origen mds general de los efectos
iniciales de la reserpina durante el desarrollo. '

Por otro lado, los efectos de la reserpina sobre las res
puestas de la ODC a la nicotina, en corazbén de ratas recién na
cidas, indican claramente una interferencia de la droga con el
establecimiento de la inervacidén simpdtica funcional. Es asi co
mo aGn 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, las respuestas a la nicotina eran alGn de tipo inmadu
ro a esa edad en las ratas tratadas con reserpina. Es proba -
ble que este retardo se deba a la deplecidn de noradrenalina
en los nervios simpdticos. 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
aan un perfil inmaduro a esa edad. Es probable que ello se de
ba a que la reserpina, como ya se¢ dijo anteriormente, produce
en los animales recién nacidos una deplecidén de CA mas intensa
y de mayor duracién que la observada en la rata adulta. Una
vez mds queda descartada la participacidén de las CA adrenales
en el retardo del desarrollo funcional de la inervacidn provo-
cado por la reserpina, puesto que la administracion de nicoti-
na a dichas ratas siempre produjo una reduccién de las CA adre
nales, manteniéndose, sin embargo, el retardo en el desarrollo
de las respuestas cardiacas de la ODC.

Otra diferencia entre los efectos de la reserpina en las
ratas adultas y en las recién nacidas es que en estas Gltimas
no hubo supersensibilidad. Esto se puede deber a que el siste
ma inductor de la ODC podria ser incapaz de dar respuestas su-
pranormales a esa edad, al enmascaramiento de la supersensibi-
lidad debido a la prolongada deplecidn de neurotransmisores in
ducida por la reserpina o a efectos directos de la droga so -
bre el corazdn.

Estos resultados indican que las conexiones entre el SN
y las células cardiacas estarian ausentes durante los primeros
dias de vida postnatal, estableciéndose ellas en algin momento
entre los 5 y 8 dias de edad. Por lo tanto, solamente a par -
tir de ese momento las aferencias simpdticas pueden alterar la
actividad de la ODC en corazén y por lo tanto regular el creci
miento y diferenciacién de dicho 6rgano. La administracidn de

reserpina a ratas recién nacidas demora el establecimiento de
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las conexiones funcionales entre el SN y las células cardiacas
y retarda, por lo tanto, el desarrollo del corazdén. Sin embar
go, la reserpina podria retardar ademds el crecimiento de di -

cho érgano a través de algin otro mecanismo.
B. ADMINISTRACION POSTNATAL DE GUANETIDINA

1. Efectos sobre las adrenales

La administracién de guanetidina a ratas durante los pri
meros dias después 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 aceleracidn
en los incrementos normales de dichas enzimas durante el desa-
rrollo y, por lo tanto, de las CA en esta rama del sistema ner
vioso simpatico. Este tipo de respuesta es similar a la que se
obtiene en ratas adultas después de la administracién cronica
de drogas que ocasionan una estimulacion directa o refleja de
las adrenales (13, 127, 128). Sin embargo, sabemos que en la
rata en desarrollo la inervacién de la médula adrenal por el
nervio espldcnico no es funcional hasta los 8 a 10 dias de e -
dad. Por lo tanto, el hecho de que los aumentos inducidos
por la guanctidina aparezcan antes de los 8 dias de edad, des-
carta la posibilidad de que tales efectos se deban a estimulos
transinapticos o a reflejos autondmicos. Sin embargo, a pesar
de la ausencia de inervacién funcional durante los primeros
dias de vida postnatal, quedd demostrado en este estudio que
los receptores nicotinicos si son funcionales a esa edad. Al
bloquear dichos receptores mediante clorisondamina, antes de la
administracién de guanetidina, se inhibi6é completamente la in-
duccién de la TH indicando,por lo tanto, que la guanetidina
probablemente estaria produciendo una estimulacidén nicotinica

directa en las adrenales de la rata en desarrollo.
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Contrastando con los resultados anteriores, la adminis -

tracién de guanetidina a ratas adultas no alteré el contenido

de las CA ni la actividad de TH y DBH en las adrenales. La
ausencia de induccién de TH por la guanetidina en el animal a

dulto ya habia sido descrita anteriormente (42). Por lo tanto,
el efecto estimulante de la droga se manifestaria solamente

en el animal en desarrollo. Estos resultados sugieren que du

rante el desarrollo cambiaria la especificidad de los recep -

tores nicotinicos o que, tal vez, la presencia de la inervacidn

funcional impediria el efecto estimulante directo de la droga.

2. Efectos sobre el cerebro

En el cerebro, la guanetidina produjo una alteracidon en
el desarrollo de la actividad de la ornitina decarboxilasa,

compatible con un posible retardo en la proliferacidn 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 obtu

vo un aumento transitorio, lo que indicaria un efecto estimu-

lante de la droga; posteriormente la actividad de la TH fue
inferior a la de los controles. Esto Gltimo estaria de acuer
do con un posible dafio de las neuronas aminérgicas en el sis-
tema nervioso central. Esta hipétesis es apoyada por otros
estudios que demuestran que la administracién de guanetidina,
a ratones recién nacidos, ocasiona una disminucidn prolongada
en el contenido de CA cerebrales (30).

En el cerebro adulto, la guanetidina no provocd ninguna

alteracién, concordando con resultados obtenidos por otros in

vestigadores (30). Esto demostraria que la barrera hematoen-
cefalica de las ratas recién nacidas no estaria completamente
desarrollada y que,por lo tanto, seria incapaz de proteger al

cerebro de los efectos neurotdxicos de la droga.
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C. ADMINISTRACION PRENATAL DE RESERPINA

1. Efectos sobre las adrenales

La administracion de reserpina a ratas adultas produce u
na deplecién de CA a través de dos mecanismos, 1) bloqueo de
la captacién de aminas por las vesiculas de almacenamiento (35-
38) vy 2) secrecién de CA inducida por reflejos centrales via
nervio esplacnico (129). Como consecuencia de esta estimula -
cién refleja se produce un aumento en la actividad de TH vy
DBH, tanto en las neuronas adrenérgicas como en la médula adre
nal ("induccidén transindptica') (12, 115-117), y en la sinte -
sis de vesiculas de almacenamiento (130, 131). Estos cambios
permiten una rdpida recuperacién de los depbésitos de CA (13,
131).

Las ratas provenientes de madres que habian sido trata -
das con reserpina los dias 6, 5y 4 6 4, 3 y 2 antes del parto
presentaban una deplecidn de las CA adrenales. Esto confirma
que los efectos cldsicos de la droga pueden ser obtenidos cuan
do ésta es administrada por via materna (40). El1 peso corporal
de estas ratas, al nacer, fue inferior al de las ratas contro-
les. Cuando la reserpina se administré mas tempranamente du -
rante la gestacién, los niveles de CA adrenales de las ratas
recién nacidas ya se habian recuperado. En ninguno de los ca-
sos la deplecidén de CA fue acompafiada de induccidén de TH o DBH;
por el contrario, las ratas expuestas a los efectos de la dro-
ga los dias 4, 3 y 2 antes del nacimiento mostraban disminucio
nes postnatales en la TH adrenal.

De los estudios realizados en la primera parte de la Te-
sis qued6é claramente establecido que la inervacién esplacnica
de la médula adrenal de rata no es funcional hasta los 8 a 10
dias de edad. Por lo tanto, las drogas que evocan un aumento

transindptico 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 inervacidn., En este sentido,
los resultados obtenidos al administrar reserpina los dias 6,
5y 46 4, 3y 2 antes del parto, son similares a los que se
obtienen cuando se administra la droga directamente a ratas
recién nacidas.

En las ratas expuestas a la reserpina los dias 9, 8y
7 antes del nacimiento, no se encontrd ninguna alteracidn en
las actividades de TH y DBH durante el periodo previo a la 1
nervacién. Sin embargo, después del establecimiento de las
conexiones funcionales entre la médula adrenal y el sistema
nervioso, las enzimas estaban aumentadas, manteniéndose asi
hasta la edad adulta. Puesto que la DBH es una enzima asocia
da principalmente con las vesiculas de almacenamiento (57,
69-71), estos resultados indican ademas que la cantidad de ve
siculas también habria aumentado a partir de los 10 dias de e
dad. Esta hipdtesis fue confirmada al encontrar un aumento €
quivalente en la capacidad de captacion de aminas por glandu-
la (la cual depende principalmente de la cantidad de vesicu -

las de almacenamiento).

Puesto que tanto las actividades enzimaticas como la sin

tesis de nuevas vesiculas estan relacionadas directamente con

el grado de estimulacidén de las adrenales, estos resultados su

gieren que las ratas expuestas a la reserpina los dias 9, 8 y

7 antes del nacimiento tendrian un mayor grado de estimulacidn

adrenal en el periodo postinervacion.

Este fendmeno podria explicarse de dos maneras: una de
ellas es que las adrenales estarian respondiendo mas frente
a igual namero de estimulos presindapticos, y la otra, es que
el nidmero de impulsos nerviosos que llegan a las adrenales es
taria aumentado. Sin embargo, cuando se estimularon las adre
nales directamente mediante nicotina, antes o después del es-
tablecimiento de las conexiones funcionales, se obtuvo el mis
mo grado de deplecidn de CA en los animales expuestos a la re

serpina y en los controles. Esto indica,por lo tanto, que la
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respuesta inherente del tejido adrenomedular no ha sido altera
da por efectus de la droga. En consecuencia, el aumento para-
lelo en la actividad de ambas enzimas y en el namero 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 simpdti-
co adrenal se encontraria permanentemente aumentado en las ra
tas que han sido expuestas a los efectos de la reserpina tem -
pranamente durante la gestacidén. Sin embargo, a pesar del ma-
yor grado de actividad adrenal, la presion arterial sistdélica
de los animales adultos no fue significativamente diferente a
los valores controles, incluso cuando se incrementd la estimu-
lacién adrenal refleja mediante la administracién de p-clorofe
nilalanina. Es probable que ello se deba a la intervencidn de
mecanismos autorreguladores centrales.

Es interesante el hacer notar que, en las ratas adultas,
la administracién de drogas que generan un aumento similar en
las descargas simpdticas (tales como nicotina, 6-hidroxidopami
na y morfina) producen el mismo efecto sobre las adrenales, es
decir, aumentos en la actividad de TH y DBH y en la captacidn
vesicular, con poca o ninguna variacidén en los niveles de CA
(12, 116, 127, 128).

El hecho de que no se observen efectos similares después
de la inervacion, en las ratas expuestas a la reserpina més
tardiamente (dias 0,5 y 4 antes del nacimiento), indica que
existen periodos criticos para estos efectos teratoldgicos de
tipo bioquimico. De la misma manera, se han demostrado perio-
dos criticos para alteraciones de larga duracidn en el compor-
tamiento y en los niveles de CA producidos por la reserpina en
pollos (27, 28), y para ciertos cambios morfoldgicos en la ra-
ta(132). Las dosis y los tiempos escogidos en este estudio no

ocasionaron ninguna alteracion morfoldgica aparente.
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2. Efectos sobre ¢l cerebro

En el cerebro, la administracion de reserpina los dias
6, 5y 4 antes del nacimiento produjo un retardo en la sinap
togénesis (indicada por la menor captacidn sinaptosomal de ti
rumina-SH) y en el peso del cerebro comparado con los contro-
les, lo que sugiere un deterioro general del desarrollo en di
chos animales. La menor sintesis de octopamina indica ademas
que persiste la inhibicidén directa de la captacién de aminas
por las vesiculas, ocasionada por la reserpina. Cuando se ad
ministré la droga los dias 9, 8 y 7 antes del nacimiento, no
se observé ninguna alteracidn en el peso del cerebro, en la
captacién de tiramina y en la sintesis de octopamina durante
el desarrollo.

En el cerebro, la administracién prenatal de reserpina,
produjo también,al igual que en la médula adrenal, un efecto
retardado en la actividad de la TH durante el desarrollo. Sin
embargo, en este caso los cambios fueron opuestos a los obser
vados en la adrenal; la administracidn de reserpina los dias
9, 8 y 7 antes del nacimiento produjo valores subnormales en
la TH cerebral después de los 25 dias de edad postnatal, mien
tras que al administrar la droga mas tardiamente durante la
gestacién, se obtuvo un descenso en la actividad de la enzima
a partir de los 10 dias de edad. Las alteraciones observadas
en la TH en cerebro obtenidas en dos periodos diferentes de
administracién de la reserpina, sugieren que el periodo criti
co en el cual la droga es capaz de alterar el desarrollo de

la TH cerebral es mds amplio que en el caso de la adrenal.
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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 continuacidn y con el objeto de llamar la aten -
cién 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 -
vés de la madre, quiero destacar los aspectos mds relevan -
tes de las acciones de dichas drogas observadas en la rata.
Sin embargo, hay que hacer la salvedad que tales efectos po
drian no ser comparables y/o similares en el hombre.

La administracidén de reserpina a ratas recién nacidas
produjo una deplecidén no-neurogénica de catecolaminas (CA)
en las adrenales, sin induccidn compensadora de las enzimas
tirosina hidroxilasa (TH) y dopamina B-hidroxilasa (DBH).
Ello se deberia, en parte, a la ausencia de conexiones fun-
cionales entre dichas gldndulas y el sistema nervioso simpa
tico en las ratas recién 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
moré también el establecimiento de las conexiones funciona-
les entre los nervios simpdticos y las células cardiacas Yy,
en consecuencia, disminuyd la velocidad de desarrollo de di
cho 6rgano. Sin embargo, la droga podria retardar también el
crecimiento del corazén a través de otros mecanismos. En el
cerebro, la reserpina retardd el desarrollo de la actividad

de la enzima ornitina decarboxilasa (0DC), lo que indicaria una

disminucién en la proliferacién celular en dicho drgano; ello
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estaria de acuerdo con el bajo peso del cerebro observado
en estos animales.

La administracién de reserpina los dias 9, 8 y 7 antes
del nacimiento no alterd los niveles de CA en las adrena-
les durante los primeros dias de edad, pero produjo elevacio
nes permanentes en las actividades de las enzimas TH y DBH
y en la velocidad de sintesis de las vesiculas de almacena-
miento de aminas a partir de los 10 dias de edad. Puesto
que tanto las actividades de dichas enzimas como la sinte -
sis de nuevas vesiculas estdn relacionadas con el grado de
estimulacidon de las adrenales, los resultados obtenidos su-
gieren que estos animales tendrian un mayor tono simpatoadre
nal en el periodo postinervacidn. En el cerebro se obtuvo
un retardo en la sinaptogénesis y en la actividad de la TH,
lo que sugiere un deterioro general del desarrollo en estos
animales.

La administracién de guanetidina durante los primeros
dias de edad aumentd los niveles de CA y la actividad de TH
y DBIl en las adrenales, lo que indica una aceleracidn en el
desarrollo normal de dichas glandulas. Por otro lado, la
guanetidina retardé el desarrollo de la actividad de la 0ODC
en el cerebro; la TH mostré una estimulacion inicial, pero
posteriormente los valores fueron subnormales, Esto Gltimo
podria estar relacionado con el desarrollo incompleto de la

harrera hematoencelalica en las ratas recién nacidas.
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