LIBERACION DE NORADRENALINA POR RESERPINA. 1.
INTERACCION CON ANFETAMINA Y CON BRETILIO
EN BAZO DE GATO *

M. E. PLaNnas, S. SANcHEZ, F. G.-VALDECASAS

INTRODUCCION. — Continuando con experiencias anteriores ya pre-
sentadas en esta Asociacién (PLANAS y cols., 1977) sobre la interaccidén
de la reserpina con distintos farmacos, hemos estudiado en esta ocasién
las posibles modificaciones del efecto de la reserpina cuando previa-
mente se perfunde el bazo de gato iz situ con anfetamina o bretilio.

En este trabajo exponemos los resultados obtenidos al estudiar la
interaccién de la reserpina a una concentracién de 2,5 X 10~ g/ml.
(LAPORTE i cols., 1968) con distintas concentraciones de anfetamina
(10=7, 10— y 10— g/ml.). También hemos procedido a la determina-
cién de la concentracién de noradrenalina liberada por la reserpina,
cuando previamente se habia administrado al animal 2 mg/kg. de anfe-
tamina 1 hora antes de iniciar la perfusién con reserpina. Por otra parte,
hemos introducido un nuevo fiarmaco en nuestro estudio de interaccio-
nes con la reserpina, el bretilio, administrado en perfusién en el bazo
de gato a una dosis de 5 X 10— g/ml.

El bretilio es una sustancia bloqueante de la transmisién adrenérgica
por accién presindptica, no bloqueando la liberacién de catecolaminas
por parte de la médula suprarrenal (Boura y GREEN, 1965).

MATERIAL Y METODOS. — La preparacién utilizada ha sido el bazo
de gato perfundido in situ segin la técnica de Kirpekar y Mitsu (1967),
que en esencia consiste en utilizar gatos de ambos sexos de aproxima-
damente 2,5 kilos de peso. Los animales son anestesiados primero con
éter y a continuacién con cloralosa (100 mg/kg.), administrada por via
endovenosa a través de la femoral. A continuacién se canula la trdquea
y se abre el abdomen por medio de una incisién en la linea media, elimi-

*  Sessié del dia 31 de gener de 1979. La segona part del treball fou publicada en el
nimero d’octubre de 1980, pagina 887.
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nado desde el duodeno hasta el colon; al extraer el intestino disecamos
la vena mesentérica superior hasta su unién con la vena esplénica, de-
jando un mufién suficientemente largo para su posterior canulacién.
Después se ligan y se cortan las conexiones vasculares entre el bazo
y el estémago y peritoneo, eliminando los dos dltimos. Se extraen ambas
suprarrenales con el fin de excluir la posibilidad de la liberacién de
catecolaminas al torrente sanguineo. Se liga la arteria hepitica, colocdn-
dose una cdnula en la vena mesentérica superior y otra en la aorta para
perfundir el bazo. Inmediatamente antes de iniciar la perfusién se
ligan la aorta y vena porta y se llena la cavidad abdominal con parafina
liquida. Después de iniciar la perfusién se sangra el animal hasta su
muerte por medio de una cdnula colocada en la carétida. Asi pues, el
liquido de perfusién penetra por la arteria celiaca, luego por la esplé-
nica y aparece, después de atravesar el Srgano, en el flujo de la vena
mesentérica superior.

La perfusién se lleva a cabo con solucién bicarbonatada de Krebs
aireada con carbdgeno a una temperatura de 35° C, impulsada por me-
dio de una bomba de perfusién a una velocidad de 6 ml/min. En dicha
solucién se disuelven las sustancias a estudiar.

En el caso de la administracién de la anfetamina (2 mg/kg.) por
via endovenosa, se inyecta esta sustancia por la vena femoral, dejando
transcurrir una hora desde el momento de la inyeccién hasta que se
liga la vena esplénica. La perfusién del bazo se inicia directamente con
reserpina (2,5 X 10~ g/ml.) disuelta en Krebs.

Se toman las muestras cada 2 min. durante un periodo de 12 min.
para cada sustancia a estudiar.

El contenido en noradrenalina de las muestras venosas se determina
por el método de Schellemberger y Gordon (1971). Las sustancias em-
pleadas son: sulfato de DL-anfetamina (Miquel), Reserpina (Ciba-Geigy),
Tosilato de bretilio (Gayoso-Welcome, S. A).

REsuLTADOS. — Interaccién anfetamina-reserpina:

En una primera serie de experiencias se ha estudiado la liberacién
espontdnea de noradrenalina por el bazo de gato durante su perfusién
con liquido de Krebs. Esta liberacién es del orden de 0,55 + 0,19 ne’/
2 min., y es a la que denominaremos liberacién basal o control. Segui-
damente se ha afiadido al liquido de perfusién reserpina a la concen-
tracién de 2,5 X 10=° g/ml., tom4ndose muestras de perfusade cada
2 min. La liberacién de noradrenalina producida por dicho alcaloide es
del orden de 46 + 4,92 ng/2 min.

En otra serie de experiencias se ha perfundido el bazo de gato
inicialmente con anfetamina, y 12 min. después de ella se inicia la
perfusién con reserpina durante 12 min. mds a la concentracién arriba
indicada.
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Dado que en experiencias anteriores presentadas a esta Asociacién
(PLANAS y cols., 1977) se habfa estudiado la concentracion de 10—
g/ml. de anfetamina, en esta ocasién se han estudiado las concentra-
ciones de 10~7, 10—y 10— g/ml., para intentar establecer una relacién

dosis-respuesta.

107 10°6 10-5 1074
—a> Dosis Anletsmina  gjml

Fic. 1. — Representacién grifica de la interaccién anfetamina-reserpina. La concentracion
de reserpina es constante (2,5 X 10-5 g/ml.).

En la figura 1 se expresan en ordenadas los ng de noradrenalina
liberada por el bazo de gato en un intervalo de 2 min. cuando se inicia
la perfusién con reserpina a la concentracién de 2,5 X 10~ g/ml,,
después de la perfusién con anfetamina a las concentraciones indicadas
en abscisas. Se aprecia que la liberacién méxima se obtiene con 107
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g/ml. de anfetamina, siendo menor la liberacién de noradrenalina tanto
en el caso en que previamente se perfunde con anfetamina a dosis me-
nores (10~ g/ml.) como cuando las dosis son superiores (10~ y 10—
g/ml.). Puede observarse que con la dosis de anfetamina de 10~ g/ml.
se obtiene dnicamente una liberacién de noradrenalina del orden de
13 ng/2 min. con una diferencia estadisticamente significativa respecto
al valor obtenido administrando reserpina sola.

Por otra parte, se administré a una serie de gatos 2 mg/kg. de
anfetamina por via endovenosa 1 hora antes de iniciar la perfusién con
reserpina. Como puede observarse en la figura 2, al iniciar la perfusién
con reserpina en estas condiciones se produce en un primer momento
una liberacién de noradrenalina que alcanza un valor de 93,70 =EN1\AII0)
ng/2 min. Dicha liberacién disminuye rapidamente y a los 8 min. es
va inferior a la obtenida con reserpina sola.
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FiG. 2.—Represeptacio’n grifica de la interaccién anfetamina-reserpina en el bazo de gato
cuando la anfetamina se habia inyectado (2 mg/kg. i.v.) 1 hora antes de iniciar la perfusién.,

Interaccién bretilio-reserpina:
Para efectuar las experiencias con esta sustancia, dado que ya cono-
ciamos la liberacién basal o control (0,55 = 0,19 ng/2 min.) y también



1158 ANNALS DE MEDICINA

la obtenida al perfundir con reserpina sola a la concentracion de 2,5 X
X 10— g/ml. (46 % 4,92 ng/2 min.), procedimos a perfundir direc-
tamente el bazo de gato con bretilio a la concentracién de 5 X 10~
g/ml., y transcurridos 18 min. iniciamos también la perfusién con reser-
pina durante 12 min. mds a la concentracién arriba indicada.

=—s Control
o—e Bretilio 5.10° g/ml

Reserpina 25 .10-59 Iml
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FiG. 3. — Representacion grafica de la interaccion bretilio-reserpina en el bazo
de gato perfundido.

Como podemos observar en la figura 3, mientras se perfunde breti-
lio solo a dicha concentracién, se obtiene una liberacién media de nora-
drenalina de 12,51 ng/2 min. Al perfundir a continuacién con reserpina,
obtenemos, a diferencia de lo que ocurre con la anfetamina, una libe-
racién de noradrenalina del orden de 13,66 =+ 2,52 ng/2 min., clara-
mente inferior a la que obtendriamos con el alcaloide solo.
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Asi pues observamos que el bretilio a esta concentracién disminuye
la liberacién de noradrenalina producida por la reserpina.

En la tabla II se resume el valor en ng de noradrenalina liberada
tras la perfusion con dichas sustancias.

TaBLA 2

LIBERACION DE NORADRENALINA EN BAZO DE GATO PERFUNDIDO
"IN SITU". ACCION DE BRETILIO Y RESERPINA,

NORADRENALINA (ng/2 min)

CONTROL' (40) \ helvedearanssssesnaeceseos 0,55+ 0,17

P< 0,001
BRETILIO (12) sevecesesccscsccassccses 12,51 + 2,02

(5 x 10~%g/m1) s

RESERPINA (36) eevvvveeeevennoocnses 45,77 + 4.92
(2,5 x 10 0g/m1) P< 0,001

SSERPINA POST-BRETILIO (7) eevescees 13,66 + 2,52

I+

Entre paréncesi el nlmero de experiencias
Estas cifras representan el valor medio de la Noradrenalina
liberada cada dos minutos a lo largo de un periodo de doce min.

DiscusiON. — La interaccién anfetamina-reserpina ya habia sido
ampliamente estudiada i# vifro en nuestro Departamento, empleando
como reactivo farmacoldgico el conducto deferente de rata (LAPORTE
y cols., 1968; JANE y cols., 1972). En estas experiencias se puso de
manifiesto que la dosis éptima de anfetamina para obtener una contrac-
cién mdxima del conducto deferente al ponerlo en contacto posterior-
mente con reserpina era el 1 X 107 g/ml, habiéndose estudiado para-
lelamente las de 2,5 X 10~ g/ml y 5 X 10~ g/ml.

Por otra parte, las dosis de reserpina estudiadas posteriormente a
la anfetamina oscilaron entre 1 X 10~ g/ml. y 1 X 10~ g/ml. De
estas experiencias se concluyé que las dosis mds adecuadas para la
obtencién del denominado «fenémeno reserpinico» iz vitro era para la
anfetamina 1 X 10— g/ml. y para la reserpina 2,5 X 10=° g/ml.
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Estas dosis fueron las primeras estudiadas por nosotros en el bazo
de gato perfundido iz situ. La eleccién de este preparado se ha debido
a que se trata de un érgano muy rico en catecolaminas en el que se
han llevado a cabo gran cantidad de experiencias relacionadas con el
sistema adrenérgico.

De acuerdo con estos datos y con nuestras anteriores experiencias
(PLANAS, 1977) hemos estudiado esta interaccién manteniendo fija la
concentracién de reserpina (2,5 X 10~ g/ml.) y modificando la de
anfetamina (10~ g/ml., 10~ g/ml. y 10— g/ml.)

Mientras que la liberacién de noradrenalina provocada por la anfe-
tamina a las distintas dosis estudiadas varfa poco, el efecto de la reser-
pina resulta muy variable segin sea la concentracién de anfetamina
perfundida previamente.

La liberacién de noradrenalina por parte de la reserpina alcanza
un valor mdximo tras la perfusién con 10— g/ml. de anfetamina. Esta
liberacién es también elevada cuando la concentracién de anfetamina
perfundida ha sido de 10— g/ml., mientras que concentraciones de
anfetamina de 10~ g/ml. y 10~ g/ml. disminuyen, incluso, la canti-
dad de noradrenalina liberada por efecto de la reserpina sola.

En otra serie de experiencias, al inyectar al animal iz vivo 2 mg/kg.
i.v. de anfetamina 1 hora antes de iniciar la perfusién con reserpina
se obtiene una liberacién de noradrenalina muy elevada en un primer
momento pero que rapidamente desciende hasta niveles incluso infe-
riores a los obtenidos con reserpina sola.

De estos dos tipos de experiencias parece deducirse que en presen-
cia de anfetamina se facilita la salida de noradrenalina de la terminacién
adrenérgica por parte de la reserpina.

En condiciones normales la reserpina libera metabolitos inactivos,
pero en presencia de anfetamina, posiblemente por un fenémeno de
alteracién de la permeabilidad de la membrana presindptica, se facili-
tarfa la salida de las catecolaminas sin llegar a metabolizarse.

De las experiencias descritas parece deducirse que si se aumenta
mucho la cantidad de anfetamina perfundida no solamente no aumenta
la cantidad de noradrenalina liberada por la reserpina sino que incluso
ésta llega a disminuir por debajo de los niveles obtenidos tnicamente
con reserpina.

Los resultados obtenidos empleando el bretilio se comentan junto
con los de la comunicacién siguiente.

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