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GLANDULAS SALIVALES

1) GENERALIDADES {

La saliva eé el fluido que mafia los tejidos de la cévidad oral,
y es el resultado de la mezcla de las secreciones de todas las
gldndulas salivales, Estas constituyen un grupo especial de Srga-
nos que, como el pidncreas, segregan enzimas digestivas (63} 79) y
al igual que el rifién, eliminan sustancias presentes eﬁ el plasma
(57). |

Consideradas desde el punto de vista anatémico, 1as?gléndulas
salivales han sido clasificadas en mayores y menores. gEstas ti-
mas estdn constituidas por grupos pequefios de células épiteliales
secretoras dispersas, formando tdbulos ramificados que?yacen en la
mucosa o submucosa de: la lengua, paladar, encias, etc; ¥y que des-
cargan su secrecién en la cavidad bucal por medio de conductos ex-
cretores cortos (24; 90), y

Las gldndulas salivales mayores estdn también formadas por cé-
lulas epiteliales secretoras, dispuestas en complejos tﬁbulo-acinaé
res que sSe contindan con un complicado sistema excreto;. Ellas son
las parétidas, las submaxilares y las sublinguales. TPdas se en-
cuentran fuera de la pared muscular de la boca en formé de pares ¥y
sus conductos tubulares convergen en forma de conducto§simp1e y lar
go que se abre en la cavidad bucal lejos de la gléndulé. En la por
cién acinar se pueden diferenciar por medio- de reacciones de colora
cién dos tipos celulares especificos: células mucosas ? células se-
rosas (62). las primeras son responsables de la secrecién de com-
puestos orgdnicos gue hacen que la saliva por ellas producidas, sea
un liquido viscoso. Estas células existen en variada &roporcién en
las distintas gldndulas salivales, lo que determina que la viscosi-
dad relativa de la saliva parotidea, que es una gldndula predominan
temente serosa (aunque no pura) sea de 1,5; la .saliva | submaxilar
que es una gldndula mixta a predominio serosa, presenta una viscosi

dad relativa de 3,4 y de 13,4 para la saliva sublingual, gldndula




también mixta pero a predominio mucoso (96).
La uniﬁad funcional de las gldndulas salivales precibe el

nonbre de adendmero y consta de tres porciones, (sSQUXMA Lo, 1)

a) acino: 1la observacién microscépica muestra que los acinos

poseen una gran variedad de forma, tamafio y nimero de ?élulas que

lo componen. Su forma varfia desde ovoide hasta circula# 6 poligonal.
21 ndmero de células que lo componen es de 1 a 16 & 17% Su citoplasma
es baséfilo y esta caracteristica aumen?a cerca de la ﬂase celular,
donde se halla el nidcleo. Sc¢ colorean débilmente con eﬂ muci-carmin

§ alcian - hlue. Estas células drenan en un lumen deipequeﬁo tamafio,
Como no todas ellas llegan con su berde apical a la 1ué, se forman
espacios alargados, que no ge hallan bordeando al 1umed, donde drenan

' d - s v Y
estas células y que reciben el nombre de canaliculos secretorios.
|

Fxiste ademds otro tipo celular, las denominadas| células mio-

!
epiteliales que poseen la propiedad de contractilidad, pbicdndose alre:-

dedor del acino secretor y los conductos excretores. Al contraerse,

A
facilitan la excreeién principalmente de las gldndulas &e secrecidn

viscosa (34),

b) conducto intercalar: son conductos cortos qu? parten desde

la luz acinar, pero de mayor didmetro, formado por células cibicas,

achatadas, de nicleo central grande y eosinéfilas, tomando una forma
]
de "Y", ©n general son muy dificiles de observar en gléﬁdulas adultas

porque son comprimidas por las estructuras ahombhadas de|los acinos,

'
H
i

alrededor de los cuales ellos generalmonte se curvan.

¢) conducto estriadostamtidn formado por células columnares

altas, pero de nilcleo central & ubicado hacia apical; tienen una pro-

nunciada estriacién por debvajo del mismo, 1 peso de coﬂducto granular

a estriado es gradual, dd&ndose generalmente en 2 a 4 cklulas. Poste=-
|

riormente, estos conductos son muchos mds rectos en gu rboprrido, con

lo cual presentan en el corte una imagen circular y de luz regular.

’zs



Su estructura sin grdnulcs y sus estriaciones basaleﬁ,

7

'

indicarian cu

funcidén en la‘*absorcién y excrecién de electrélitos y deua.

Los tdbulos estriados de varios acinos confluyen en lo§ conductos

interlobulares, los que van a constituir el conducto ejxcretor princi-

pal de la gldndula, tapizado por epitélio seudoestratificado en su

porcidén distal 6 terminal,

o

9/_;].11.! G seron” {

Foreid

o T

viellond

¥ w .
onducto

b cC D L

ESQUEFA Ko 1,

A. Reconstruccién de la porcidn terminal de una gléand
3, Acino seroso ; C. Corte de un ducto estriado; D,
conducto intercalar; B, Corte de un acino mucoso. (to

y Fawcett).
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[ ICRCSCOPTIA LLECTRCHICA:

Eluea e s 55 MM RN

a) acino: 1los acinos estdn conpuestos por células pirgmidales de

{
nicleo grande y esférico. Por dehajo del mismc, poseen.hn reticulo

, |
endoplasmico rugoso sumarente abundante que forma estructuras parale-
' l
las (WSCURMA Ho. 2)., En la misma ubicacidn y lateralmente al nicleo
i

pueden encontrarse algunas nitocondrias, Ia zona apical celular estd

poblada de grdnulos secretorios. En cuanto a la conposieidn quimica

. 5
de estos grédnulos se supone que es una glicoproteinz 1g cual no pudo

»
«

ser totalmente clasificada, dado que, si hien es un corponente hialu-
rodinasa sensitivo es diferaorente del dcido sidlico y 40 detectatle
potr los métodos bioquimicos conccidos, F

Sus superficies laterales sc pliegan e interdigitan.tﬁéicamente en for
ma de S itdlica, Este tipo de interrelacidn celular es{comun entre las
células de los ductos estriados e intercalarcs, pero han sido vis=-
tos en ninglin otro tipo de acino salival. W1l r-ticulo jrdoplésmico,
adopta una forma laminar orientada, con muchos grdnulodg de RNA, ubica=-
do en toda la zona inferior al ndcleo y rodea como nidds a alguncs de
los grdnulos de secrecidn, <1 aparatc de C-lgi se encutntra disperso,

fundamentalmente er forma de microvesiculas,

Ios canaliculos secretorios del acinc difierern de les iuces mayores
8010 en que su didmetro es menor y gue se extiende cer$ de la peri-
fer{a del acino, Desde ¢l punto de vista estructural, ¢stos canali-
culos son parte del lumen acinar. la presericia de nwiefcsas pro-
Yecclones e invaginaciones er. 1a superficie la proximkidad de grd-

nulos o la merbrans plasmdtica, nerniten asceiarlces a

secrecidn,

b) conductc intercalar: Istes conductos estdr formadog por células

-
¥
)

cibicas de ndcleo grande, con una zona ocupada por el dparato de Col

gi bien.definida, Ya 1dmnina externa del nidcleo estd poplada de rilbo
somas, las mitocondrias de estas células ductales son ?e uefias y
f
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Ty

y nucho mds densas que las halladas en las célwhﬁ*acinares.

En la zona "apical se observan cuerpos nultivesiculares, Algunos

de los mismos, recubiertos per una membrana, son de fenor densidad

P . " . .
electrénica y se ubican cercanas al lumen. s muy frecuente dis-
tinguir los centriolos.

¥stas células poseen pocos pliegues de la membrana gelular,

|
l.
aunque las células que se contindan con 1lcs conductds granulares

pueden presentarlos.,

La unién mds comin con sus células vecinas se da poxn desmosomas

|
¥y uniones fuertes,

c) conductos estriados: el elemento mds llamativo def la ultraes=-

tructura de estos conductos, son las mitocondri&s‘ las mismas se
! .
hallan concentradas en la porcidén basal de la célul#, entre I6s

pliegues de la membrana celular (ZSQUEEA o 2), Estd membrana

1

muestra claramente sus invaginaciones paralelas ent sf y a su

vez, al eje celular, Tstas interdigitaciones estdn paradas por

citoplasma cargado de mitocondrias sumamente densas,

El retfculo endopldsmico liso estd confinado E un pequefio
1
b

sector cercano al nicleo.

El ndcleo es grande, oval y ubicado en el centro de la célula.
Lgtas cédlulas no presentan ese abombamiento de la membrana api-
cal., Su luz es regular., Svs membranas laterales pres@ntan ondula-

ciones con algin desnrosora, rodeado de citofilamentos.

En cuanto a las células nioenpitelinles solo estdn asbciadas a los

acinos y a los conductos intercalares. las membranas, basales de

estos elementos se contindan sobre las células mioepiiteliales, en =

volviéndolas., Ia merbrana plasmdtica, estd en estrecha relacién

con la membrana basal de las células acinares, peroc bo interdigi-

tan, Su citoplasma es nuy denso, conteriendo una 5rab cantidad de
I

material filamentoso, dispuesto paralelancnte al ejel mayor de la

célula. Posee pccas mitocondrias de pequefic tamaﬁoJ

.

|

f
F

las estructuras descriptas participan en la foFmacién de
i

saliva(19). .
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Se ha demostrado que la saliva elaborada por las células acina-

res sufre una .serie de modificaciones a su paso por log conductos
excretores; éé%o se ha podido comprobar mediante el empleo de micro
puncién de varias partes del sistema ductal y posterior andlisis de
las pequefias cantidades de fluido recogido durante cinco minutos.
Esta técnica ha sido aplicada a los acinos de las tres gldndulas en
la rata, en la submaxilar y sublingual del gato y en ﬂa parbétida hu
mana., Los resultados muestran que el fluido secretado por los aci-
nos es isoténico o débilmente hipoténico, siendo el sodio (Na+) y
el cloro (C17) los iones mds concentrades. Su composicién es inde-
pendiente de la magnitud del flufdo 6 de la estimulacidn parasimpd-
tica o simpdtica. De acuerdo a la composicidn del 1i@uido extrace-
lular y del liquido intracelular, se ha demostrado qué el Nat y el
Cl™ difunden hacia las células en el lado seroso, siendo bombeadas
activamente hacia el ldmen. (GRAFICC Ko. 1). .

Cuando se perfunden gldndulas no estimuladas, las éoncentraciones
de Na*t y C1” disminuyen en el liquido del conducto exe¢retor, mien-
tras que el bicarbomato (CO3H™) y el potasio (K') auméntan, aunque
en menor grado, por lo que la osmolaridad disminuye. rEllo estaria
evidenciando que los tdbulos absorben Na* (activamenté) y C1° (pasi-
vamente), que son muy impermeables al agua y secretan:activamente
CO3H™ y K+, de manera tal que las concentraciones de éstos dltimos
en la saliva exceden a la plasmitica. Estos constituyen cambios ne-
tos y2 que algo de Nat puede ser secretado aunque en %antidades mis
pequefias que las absorbidas. El1 transporte activo requiere la pre-
sencia de ATPasa. Ia absorcidn de Na¥ es proporcionag‘al flujo ¥y
se ha postulado que depende del control nervioso, de hanera tal que
el flujo y la secrecibén de estos iones aumentan en re;puesta al es-
timulo nervioso. Cuando el flujo es pequefio, la concentracién de
Nat tiende a aumentar, posiblemente debido a que la porcién distal
del tibulo excretor no posee mecanismos absortivos y Ll contenido
de los tubulos tiende a equilibrarse con-el plasma, ?or la misma
razén, 'la concentracién de los constituyentes que son;més elevados

en saliva que en el plasma tiende a disminuir (14; 64; 77).

i

E;
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:
GRAFICO No. 1:; Diagrama de algunos movimientos actﬁvds y pasivos

de iones postulados que van hacia el 4cino de las
glédndulas salivares y a través de varias partes de
las paredes de los conductos. (Tomado ?e "Fisiologia

y Bioquimica Oral", G.N. Jenkins, 4a.Bd.,1978).
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A) Funciones de la saliva

1,- Digestivas

:
La dUnica enzima digestiva en la saliva es la ptidlina o ami-

lasa salival, Esta engima digiere al almidén siempre qﬂe haya sido
previamente cocido. El calor rompe la cpbierta externa de los gra-
nulos, luego de lo cual el contenido forma una solucién eoloidal
que la enzima puede atacar. Es dudoso si la accibn de %a amilasa
salival es suficientemente prolongada en boca, eséfago ﬁ estémago,
para que se alcance la degradacién final. De cualquier manera se
considera que esto es irrelevante, ya que la digestién de los glici-
dos es completada por enzimas pancredticas e intestinales., E1 pH 6p
timo de la amilasa en la boca es de 7. (26). 3

Los alimentos permanecen en la boca un tiempo deﬁasiado bre=-
ve como para que se produzca digestién del almidén. Sin embargo,
luego de una comida abundante €l pH del alimento que ingresa al esté-
mago, permanece casi neutro durante 30 minutos en los cuales la acti
vidad amildsica continda; cuando el pH desciende debido al dcido
clorhidrico (ClH) gdstrico, la actividad amildsica termiha, siendo
digerida la enzima por la pepsina.

Es posible que la accidn principal de la amilasa salival sea
digerir el almidén de residuos de alimentos gque gquedan e? la boca,mds
que contribuir a la digestidén como un todo. Esta acciénvjunto a la
propiedad de la saliva en la preparacidén del bolo alimenticio, son
consideradas las funciones digestivas mds importantes (24).

+
i

2.- Antibacterianas

A pesar de la existencia constante de bacterias# las heridas
de la boca raramente se infectan. Este hecho sugiere qué la saliva
posee algun mecanismo que controla a las bacterias mas péligrosas y
que los organismos normalmente presentes en la boca son équellos que

se han hecho resistentes a la inhibicién salival (91).
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f.

La saliva posee alpunz accidn mecdnica de remocidn de bac-

terias de la cavidad bucal y su traslado al estdémago QOhde la mayo

ria muere por aecién del jugo gdstrico, \

Han sido descriptas dos propiedades de la saliv? que esta-
rian relacionadas con su poder antibacteriano: 1) la saiiva aumen-
ta la permeabilidad capilar y 2) la saliva mixta posee éccién leuco
tdxica (poder de atraer los polimorfonucleares) (28). ﬁsto no se
observa en la saliva obtenida de los tibulos; evidentemente, la leu
cotaxina es producida por enzimas proteoliticas bacteriénas que ac-
tian sobre proteinas salivales, t

Los leucocitos lavados, libres de plasma y suspendidos en so
lucién fisioldégica, no fagocitan bacterias pero si se agrega algo
de plasma, la fagocitocis comienza; las sustancias que ﬁacen més P2
latable las bacterias son llamadas opsoninas, siendo ﬁas inmunoglo-
bulina G (IgG), inmunoglobulina M (IgM) y ciertos constituyentes del
complemento, las mds representativas. La saliva contiene opsoninas
que siendo inmunoglobulinas, son menos activas que en e% plasma (56),

En 1922 Fleming (44), descubrié en ldgrimas, seérecién nasal
Y en muchos tejidos y liquidos corporales, una sustancid que elimina
a muchas especies de bacterias. Esta-sustancia es llamada lisozima,
una enzima que rompe las uniones 1-4 entre el 4cido N-acetilmurdnico
y N-acetilglucosamina, uniones presentes en la pared de%ciertas bac-
terias, cuya ruptura produce muerte y desintegracién,

El liquido gingival posee concentraciones de liéozima mas al
tas que el plasma (58)., Ademds de la lisozima, existe ﬁor lo menos
otro factor antibacteriano como constituyente normal de la saliva pa
rotidea y submaxilar en concentraciones variables, consistente en un
ién (tiocianato) y una molécula grande (la enzima peroxidasa), con
el p§r6xido<b hidrdégeno presente en saliva como producto del metabo-
lismg bacteriano; estas sustancias reaccionan para formar un factor

antibacteriano inestable, posiblemente, &4cido cianosulfuroso (29).
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|
|

La con.entracidén de inmunoglobulinas, principalmente inmu-
noglobulina A (IgA) en saliva es 1-3 % de la plasmét*ca, no exis-
tiendo compleménto. El fluido gingival contiene IgA, IgG e IgM en

relacién al plasma, pero en un tercio de su concentracién (99).

3.~ Accidén sobre la coagulacidn

Cuando sangre fresca es diluida con saliva, el tiempo de co.

——— ———

agulacién es reducido; esto es debido a que las tres gladdulas mayo
res contienen los factores de coagulacién normalmente presentes en

el plasma (75).

4 .- Poder amortiguador del pH:

El pH de la saliva, en la mayoria de las espicies, oscila en
un rango que va de 6,5 a 8,5 con un valor promedio de 7,5. Varios
son los factores que afectan el pH y la capacidad amortiguadora de
la saliva: 1) el mds importante es la duracién del estimulo; 2) el
bicarbonato excretado, componente de mayor importancia en la accidn
buffer, seguido en importancia por los fosfatos (72), iLos buffers
trabajan convirtiendo un dcido o base .fuerte que tiendé a alterar el
pH de la solucién en una sustancia menos ionizada (débil). Cuando
se agrega un dcido al sistema bicarbonato se genera mds dcido carbg
nico, que se descompone en 002 y H20. El 002 deja la solucidn,
siendo el resultado final,no la acumulacién de dcido carbénico en
la solucidén (como ocurre en la mayorfa de los buffers), sino la com
Pleta remocibén del dcido. E1 sistema bicarbonato es, por lo tanto,
muy efectivo siendo importante en la atenuacién de los cambios de pH
en la placa después de la alimentacién. Ia saliva de reposo con me-
nor contenido de bicarbonato que la estimulada, tiene mucho menor po

der amortiguador (42).

5= Poder lubricante

Claude Bernard en 1864 (8) fué el primero en observar en un

LY

caballo ¢on fistula parotidea, la gran dificultad gue éste presenta
)
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ba para tragar los alimentos. Luego se comprobd que sod‘las gluco-
proteinas las principales proteinas de la saliva gue 1{ Fonfieren
su cardcter viséoso. Ila lubricacidén del alimento es imﬁortante pa=
ra la formacidn del bolo y para el proceso de la deglucién,

F

6.,- Saliva y balance acuoso 1

Cannon (16), observé que la sequedad oral es debida a la exce-
siva evaporacién de saliva, actuando como estimulo park la secre-
cién de saliva, la sequedad de la cavidad oral (sed)., Una de las
teorias sobre el mecanismo de la sed explica que ésta seiorigina
por la sequedad de las mucosas oral y faringea. Si la bbca se seca
y opera el reflejo citado, el flujo salival corrige la sequedad y
desaparece la sensacién de sed., Si el organismo necesita agua, el

reflejo no ocurre y en esta circunstancia el individuo‘tiene sed.

Te- Saliva y gusto

12 sensacidén del gusto s6lo es producida por sustancias en
solucién. Algunos alimentos contienen tal proporcién de agua,que
su gusto es percibido ni bien las sustancias son liberadas durante
la masticacién, Otros tienen tan poca agua, que deben ser disuel-
tos en la saliva para que su sabor sea apreciado. Las ratas sin
gldnduwlas salivales muestran mayor ingesta de agua y falta de dis-

criminacién al sabor (17).

8.~ Factor de crecimiento nervioso

Extractos de gldndula submaxilar de ratén aumentan enorme-
mente el crecimiento de los ganglios simpdticos y nervio% sensoria
les., 1ILa sustancia activa es una proteina de peso molecuiar 29.000,
Estd presente en muchos 4rganos y suero de varias especies, pero la
mds rica es la submaxilar de ratén macho adulto. ILa administracién
de antisuero contra el factor de crecimiento nervioso (WGF) en rato
nes recién nacidos, reduce el crecimiento de los ganglioé que con-

tiene el 1% de las células existentes en animales no inyectados (70).
Lo

'F
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B) Caracteristicas de la secrecién salival en los animales

domésticos,

En los rumiantes la secrecidn salival es continﬁa no sélo,
para las gldndulas menores, sino también para las gldndulas pardti
das, independientemente de la prehensién de los alimento$ y de la
rumiacién., ILa explicacién de esta particularidad, esta£ia en que
las gldndulas de secrecidén continua estdn sometidas a centrol re-
flejo fuera de los periodos de prehensién y de la rumia#ién y la
excitaéiones procedentes de determinadas zonas de la redecilla, el
rumen y el eséfago, pueden estimular la secrecidn salivél de las
gldndulas menores, pardtidas y submaxilares (35). k

La estimulacidén o estimulo tdctil del esdfago iﬁmediatamen-
te antes del cardias o a nivel del propio cardias, provoca en ovi-
nos adultos sin anestesia, no s6lo contracciones de la ?edecilla,
sino que es origen también de un incremento de la secreéién paroti
dea, De la misma manera actia la distencién de la zona de comuni-
cacién con la redecilla y libro y del pliegue rumino-reticular,

En investigaciones realizadas con carneros y terneras anes-
tesiados, se ha podido comprobar que tras la ligadura del eséfago
en la regién cervical, la insuflacién del rumen con aire hasta u-
na presién de 20 mm Hg, incrementaba la secrecién parotidea de 2 a
10 veces sobre la habitual en estado de reposo, mientraé que un au-
mento mayor de dicha presién, producia una inhibicién de la activi-
dad secretora. }

Si la ligadura se practica inmediatamente por eﬁcima del
cardias, el aumento de la presidén en el rusnen conduce a una supre-
sién neta de la secrecién. |

También se ha encontrado que los dcidos grasos producidos
durante el proceso digestiva, no juegan ningin papel en!el desenca-
denamiento de la secrecién., Es muy importante de destacar, la acti

vidad buffer de la saliva en los rumiantes debido al coantenido en

d1lcalis, que facilita la neutralizacidn de los dcidos grasos voléd-
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tiles que se producen durante la degradacién de los hidratos de car
bono y de las protefnas en el rumen ¥y en la redecilla‘(GG).

Una par%icularidad importante de destacar, es 1& presencia
de urea en la saliva de los rumiantes, que es un hecho fisioldgico
de significacién ya que representa un aporte de nitrégeﬂo a los pre-~
estémagos que servird para la resintesis protéica bacteriana., En
estos animales la uréa difunde pasivamente de la sangre b la saliva
primaria, enseguida que ésta abandona el acino, o sez, eg las prime
ras porciones del sistema tubular y su concentracién final, es simi
lar a la plasmdtica ya que estd en relacidn directa con ésta. De
manera que la uréa es la forma mds importante de excreci@n nitroge-
nada a nivel salival en los rumiantes. (19) t

La secrecién salival de los perroé ha demostradolposeer una
potente accién antibacteriana, propiedad que le confieée la capaci-
dad de inhibir a una gran cantidad de bacterias en forma mds efecti
va que la saliva humana; se piensa que ésta serfa una razén que ex-
plique la mayor resistencia a la produccién de caries en{esta espe-

cie (92).

2) INERVACION DE IAS GLANDULAS SALIVALES

La produccién de saliva (respuesta) ante la accién de distintos
estimulos, es el resultado de un acto reflejo. Como todo acto re-
flejo,requiere la integridad del mismo, es decir, receptores senso-
riales, vias aferentes, centros, vias eferentes y 6rgano efector
(glédndulas). Los reflejos salivales son "autondmicos" ya que su i-
nervacién estd dada por nervios pertenecientes a ambas ramas del sis
tema nervioso auténomo: parasimpitico y simpdtico. (GRAFI&C No.2),

Fl neurotransmisor de todas las fibras autonémica% pregan-
glionares,de todas la fibras parasimpdticas postganglionares y de
algunas fibras simpdticas postganglionares, es la acetilcolina (15;

21; 108).




El neurotlranswisor de la mayoria de las

es la noradrenalina (NA) (13; 22).

-

- fibgas siupdticas

Estos neurotralnamisores se 1li-

1 .
beran al espacio sindptico como resultado de la 1]egada del impul-

S0 nervioso y ejercen su accién sobre los receptoreé-mstﬂlunp, cn

GRAFICO No. 2:

las salivales. (Tomado

(1976).
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Pasaremos a analizar los cdistintos componentes deliamco reflejo

Estimulos eficaces

:

Los estimulos eficaces para inducir secrecién salival son:

2) mecdnicos: movimientos masticatorios, estimulacidén de la mu-

b)

c)

a)

e)

cosa oral (alimentos, parafina, instrumentos, arena, etc.).

}
fisicos: calor, frio, sequedad del alimento. i

quimicos: sensacién gustativa agradable, écidos,sélcalis, sus

tancias amargas, etc.

psiguicos: actdan por medio de los reflejos condicionados.

El mds conocido es & delz sénsacién "agua en la boeca' al ver,
oler u pensar en un alimento. En un animal cod una fistula
salival se obtiene saliva cuando se coloca en su boca un ali-
mento o0 una sustancia sdpida. Esta secrecién depende de un
reflejo innato y ocurre sin intervencién de la corteza cere-
bral, Si al acto de proporcionar alimentos a este animal, se
asocia otro estimulo cualquiera, incapaz por s{ mismo de pro-
ducir secrecién salival (por ejemplo, el sonido de una campa-
na) y durante cierto tiempo (perfodo de acondicionamiento) se
aplican simultdneamente ambos estimulos (la comida, que pro-
voca secrecién salival por estimulo mecdnico o quimico y el
sonido de la campana, que de por si no lo hace) ;leva a que
en un momento determinado bastard el sonido de la campana pa-
ra que se produzca secrecién salival., E1l animal habrd adqui-
rido un nuevo reflejg que Pavliov (87) denominé "reflejo con-
dicionado", Este para llevarse a cabo, requiere la integri-

dad de la corteza cerebral,

extroliceles  distencién del estdmago, descenso del pH plas

mitico, presencia de alimento en estdmago(62).
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A) Receptores y vias aferentes ﬁ

El campo receptor de los reflejos salivales estéiintegrado
por un gran nimero de receptores diseminados en su mayoria en las
cavidades oral y faringea, tales como: {

1= Extéreoceptores de la mucosa oral, inervados .por el tri-
gémino, estando las neuronas sensoriales ubicadas en el ganglio de

Gasser. l

2.- Receptores-gustativos de la lengua, los que estdn ubica-
dos en la porcidén posterior y base; estdn, inervados por ‘el mnervio
glosofaringeo (células sensoriales ubicadas en el gangl#o petroso),
mientras que los ubicados en la porcidén anterior son inervados por
el nervio lingual., Las neuronas sensoriales se encuentran en el
ganglio geniculado del intermediario de Wrisberg y llefan al lin-

gual (rama del trigémino) a través de la cuerda del timpano.
'

3.- Extereoreceptores de epiglotis y faringe, inervados por
la rama laringea superior del nervio vago. Sus neuronas sensoria-

les estdn ubicadas en el ganglio yugular.

4,- Propioceptores de la articulacién temporomandibular,
misculos masticatorios y periodonto, inervados por el trigémino (rg

ceptores de poca importancia) (50).

B) Centros salivales

1.~ Parasimpdtico: pertenece a la divisidn paraSinética cra
neal y son dos: nicleo salival superior o anterior y el hﬁcleo sali
val inferior o posterior. ZEl primero corresponde al nicleo visce-
ral del nervio facial y el segundo, al ndcleo visceral del nervio

glosofaringeo. i

|
2.- Simpdtico: estd representado por neuronas ubicadas en el
asta lateral de la médula espinal, variando los segmentos vertebra-

les involuerados para las distintas especies (55).
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C) Vias eferentes i

-

»

1.,- Parasimpdticas

a) ILas fibras preganglionares que se originan en las
neuronas del nicleo salival superior o anterior, siguengel trayec-
to del intermediario de Wrisberg y llegan al ganglio geniculado,
donde no establecen sinapsis. Contindan por el tronco éel nervio
facial y penetran en la cuerda del timpano, cuyo trayecto recorren,
La cuerda del timpano se une al nervio lingual, rama de; trigémino,
en las cercanfas de la cavidad oral. F

las fibras parasimpdticas preganglionares penetrén en el ner
vio lingual, al que abandonan en el piso de la boca para dirigirse
al hilio de la gldndula submaxilar, donde existen pequefios ganglios
(submaxilares) con cuyas neuronas hacen sinapsis. De‘alli parten
las fibras postganglionares que se dirigen hacia las células secre-

toras y vasos sanguineos de las gldndulas submaxilar y bublingual.

|

b) las fibras preganglionares que se originah en el ni-
cleo salival inferior o posterior, recorren un breve trayecto del
nervio glosofaringeo. Se separan de él para ingresar en el nervio
de Jacobson, recorren luego el nervio petroso superficiél menor y
llegan al ganglio 6tico, donde hacen sinapsis con neuronas ganglio-
nares., las fibras postganglionares emergen del nervio maxilar infe
rior del trigémino, para alcanzar las células secretoras y vasos

sanguineos de la parétida (36).

2.- Simpdtica

Jas fibras preganglionares ortosimpéticas se;originan en
las neuronas que constituyen el centro salival simpéticb: Emergen
de la médula por las raices anteriores de los nervios raquideos co-
rrespondientes, a los que abandonan ingresando en las "ramas comuni
cantes blancas" que los conducen a la cadena ganglionar' paraverte-
bral., Por ella descienden siempre como fibras preganglionares, has
ta el gahglio cervical superior donde hacen sinapsis con neuronas

1
|
!

1

;-
A



ganglionares.- De éstas parten las fibras postgangliopdres, Jue
forman el plexé pericarotideo que rodea a la cardtida %xterna y
sus ramas, alcanzando asi a las distintas gldéndulas safivales.
|
D) Receptores de membrana E

1

Las drogas estdn constitufdas por moléculas y sus acciones

resultan de la interaccidn entre las mismas y ciertas moléculas de
la membrana celular que constituyen los receptores, cuya existen-
cia fué postulada por Ehrlich en 1910, refiridndosec a drogas de ac
cibén especifica. Con el nombre de receptores se designan las es-
tructuras moleculares situadas en la superficie o en e# interior
de la célula efectora, con las cuales reacciona la droga para pro-
ducir una respuesta determinada (32; 46; 71). F

Los receptores son secciones especializadas de las moléculas
proteicas de las células (53). Para que una droga de gccién espe-
cifica produzca su efecto, el proceso debe transcurrir!por tres e-
tapas: a) el primer paso asegura la llegada del férmac& a la inme-
.diata vecindad de los receptbres 0 biofase, 1o que incﬁuye.los pro
cesos de absorcidén, distribucidén, transformacién y excrecién de la
droga y que reciben en su conjunto el pombre de transferencia; b)
el segundo paso ‘consiste en la interaccién entre la droga y el re-~
ceptor especifico, que da lugar a la generacién de un estimulo; c¢)
el tercer paso se refiere a la produccién del efecto ogrespuesta
celular por dicho estimulo (2). Un claro ejemplo del éonjunto de

estes pasos son las curves dosis-respuesta a fidrmacos que se des-

cribe mds adelante (14, =1).

1.- Teoria de ocupacidn de los receptores

La teoria de ocupacidn de los receptores poétula gue la

respuesta a una droga depende del numero de receptores iocupados por

|
la misma {(2; 20). !

|

Todas las drogas capaces de unirse con los receptores y de

dar lugar a respuestas farmacolégicas, se denominan agonistas y po

1.
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¥
scen dos caracteristicas: a) afinidad, e es la capac%knide com-
1

binarse con los receptores; dependiendo de la estructuré quimica
espacial de ambos (droga y receptor). Los grupos reaccidnantes,
droga-receptor son.varios. Cualquier desviacidén en los ﬁismos pro
vocari un desajuste o una imposibilidad dg la unién de aﬁbos ele-
mentos; b) la actividad intrinseca o eficacia, que es la ‘propiedad
de inducir estimulos al unirse con los receptores, lo qué a su vez

dard origen a las respuestas (2). [

2.~ Actividad de los receptores adrenérgicos

La induccidén de la actividad en los receptores adienérgicos
es un fenémeno rédpido, transitorio y reversible que generya una se-
rie de eventos los cuales culminan con la respuesta de eé célula e~
fectora. La noradrenalina se comporta como un agonista éndégeno y
por lo tanto posee las dos propiedades que caracterizan % tales sus
tancias: a) afinidad quimica por los receptores; b) actiéidad in-
trinseca o eficacia, es decir, capacidad de promover respuestas co-
mo consecuencia de la interaccién con el receptor. r

En 1906, Henry Dale (23), describe una de las obseérvaciones
méds trascendentes de farmacologia autondmica: la inversién de la
accién hipertensiva de la adrenalina por medio de los aléaloides
del cornezuelo de centeno. Actualmente se conoce tal hallazgo co
mo "Fendmeno de Dale", Aquel experimento ponfa en evidencia que
determinados efectos simpaticomiméticos (vasoconstriccién) podian
ser antagonizados y otros no (vasodilatacién) por los mencionados
alcaloides, t

Recién en 1948, Ahlquist (1) basdndose en las distintas ac-
ciones de un grupo de aminas simpaticomiméticas y en los:cldsicos
trabajos de Dale, postula la existencia de dos tipos de receptores
adrenérgicos: |

a) alfa: que se caracterizan por tener alta afinidad por sus

tancias como la fenilefrina y metoxamina y porque en general, su ac

tivacién desencadena respuestas estimulantes (contraccidén de miscu-

: 1
}
b
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lo liso, aumento de secrecidén glandular exbcrina). Hacen excepcidn

las respuestas alfa inhibitorias de:la musculatura lisazgastrointeg
tinal y de la secrecién de .insulina por las células beté del pdn-
creas (6).

b) beta: con.gran afinidad por compuestos como e% isoprotere
nol; caracterizados por desencadenar respuestas inhibitérias (rela-
jacién del midsculo liso, disminucién de secrecidén en gldndulas exd-
crinas), Hacen excepcién las respuestas beta estimulantes del cora
z6n, la glucogenélisis, la 1lipdlisis y la secrecidén de ﬂnsulina
(111).

A los receptores alfa adrenérgicos, por mucho tieﬁpo se los
creyé constituidos por un solo tipo de receptores. Sin embargo, en
la dltima década se ha evidenciado que al menos existenidos subti-
pos de alfa receptores, el al:t‘a1 y el alfaz, diferenciados entre si
por la afinidad relativa de agonistas y antagonistas (41), ejempli-
ficados en la siguiente tabla, basada en trabajos realizados por

distintos autores (9; 18; 65; 93).

TABLA No.1}FARMACOS AGONISTAS DE LOS RECEPTORES ALFA
alfa, alfa,
Metoxamina Clonidina
Fenilefrina Azepina (B.HT.920)
Noradrenalina Azepexole (B.HT.933)
Adrenalina _ Noradrenal ina
Adrenalina

En la Tabla No. 1 se describen una serie -de drogab agonistas
de los receptores alfa adrenérgicos segin la afinidad cob los dis-
tintos receptores y que se clasifican en selectivos de 155 alfa1
(ej: fenilefrina), de los alfa, (ej: clonidina) y no-selectivos.(ej:

noradrenalina)

eI - e, e s
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¢ | FARMACOS ANTAGCNISTAS DE

T0S RECEPTCRES ALFA

alfa1

Prazosin

-| Fenoxibenzamina
W.B. 4101
Corinantina
Fentolamina

Dihidroergocriptina

alfa2

Yohimbima
Rawolscina
Fentolamina

Dihidroergocriptina

'

b

En la Tabla No. 2 se detallan una serie de drogaé antagonis-
|

tas de los receptores alfa adrenérgicos clasificdndolos! segin el me

canismo de accidén, al igual que para las drogas agonistas (ver Ta-

bla No. 1), en selectivos de los receptores alfa, (ej. prazosin),

de los alfa, (ej: yohimbima) o no-selectivos (ej: fentolamina), to-

mando como referencia trabajos de distintos autores (9; 18; 30; 93;

106).

|

Luego del desarrollo de los distintos fdrmacos agonistas y

antagonistas y de las combinaciones que se han realizado en distin-

tos experimentos, ha permitido tener una idea de las caracteristicas

del sub-tipo de receptor alfa adrenérgico presente en distintos teji

dos, detallados en la Tabla No. 3, segin Ruffolo (93). |
g

TABLA No,

3

i
!

b

ADRENOCEPTOR ALFA1

ADRENOCEPTOR ALFA,

"W O U H 49 = 1

Corazdén de rata
Aorta de conejo

Corteza cerebral de rata

Utero de conejo

Arteria pulmonar de conejo
Conducto deferente de rata
Mesenterio de rata

Bazo de conejo

Corteza cerebral de rata
Utero de conejo

Neuroblastoma de células
gliomas

Arteria pulmonar de conejo
Conducto deferente de rata
Ileén de cobayo

Adipocitos %umanos

o
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Para los receptores beta adrenérgicos, un grupo de trabajo

dirigido por Lgnds y Arnold en 1967 (67), postularon hi existencia
de dos subtipoé de receptores beta adrenérgicos. Ia fundamenta-
cién de tal decisién, se debid a la observacidn de diferentes po-
tencias de una serie de catecolaminas para producir didtintas res-
puestas beta adrenérgicas.

Es as{ que se clasificaron a los receptores beté en: 1) beta1
su estimulacién provoca incremento de las cuatro propiedades cardia
cas (cronotropismo, inotropismo, dromotropismo y batmotropismo), 1i
pSlisis e inhibicién de la motilidad intestinal; 2) beﬁaz, su esti-
mulacién produce vasodilatacidén, inhibicidén de la motilidad uterina

y glucogendélisis muscular,

TR T TN

3) REGULACIOR NERVIOSA DE LA SECRECION SALIVAL

Ia secrecién salival es el resultado de la activacién nervio
sa autonémica, constituyendo uno de los pocos ejemplos donde ambas
ramas del sistema nervioso auténomo, simpdtico y parasimpdtico, e-
jercen accién sinérgica, es decir que su activacién produce incre-
mento en la secrecidén de saliva (14).

Una de las caracteristicas fundamentales de las gldndulas sa
livales mayores, pardétidas y submaxilar, para el estudio de los fe-
némenos que ocurren a nivel de las sinapsis, tanto colinérgicas co-
mo noradrenérgicas, lo constituye el hecho de que las ﬁespuestas de
estgs érganos efectores no es inducida, sino por accién nerviosa,
Ademds, la propiedad de no poseer actividad basal, favorece la in-
terpretacién de los efectos inducidos por estimulaciénv%anto nervio
se como por agentes secretagogos (27; 61). |

El segundo grupo de gldndulas salivales, las glindulas meno-
res, tanto las de talla mediana como las de talla reducida, de me-
nor importancia secretora, al igual que la gldndula suﬁlingual (ma-
yor), son de secrecidn continda, no dependiendo tanto ie la regula-

|
|
|

1



cién nerviosa, siendo su funcién la de mantener un determinado gra-

i

do de humedad en la cavidad oral ( 83). F

El sistema nervioso auténomo por medio de las raﬁas simpdti-
cas y parasimpdticas regulan la funcién glandular a través de recep
tores colinérgicos muscarinicos y adrenoceptores alfa y beta, ade-
mds de los receptores a la sustancia P, De la activacidn de estos
receptores dependerd la cantidad y calidad de la secrecidn salival
(110). ‘r

Es comin encontrar en la bibliograffa K que la esﬁimulacién
colinérgica produce abundante secrecidén de saliva, otorgdndose poca
importancia sobre la accidn secretora al sistema simpdtico involu-
crando a la estimulacidén adrenérgica sobre la porcidn enzimdtica de
la secrecidén salival elaborada, { i

En la actualidad se ha conclufdo que la estimulacién tanto de
los receptores muscarinicos como alfa adrenoceptores, inducen la pro
duccién de una saliva abundante y rica en electrolitos (102).

En cambio, los beta adrenoceptores son los responsables, lue
go de su activacién, de producir una saliva con abundante contenido
enzimftico, principalmente de amilasa (5). Ademds de los receptores
alfa secretorios, se han descripto alfa adrenoceptores de las célu-
las mioepiteliales, cuya activacidn estd relacionada con el despla-
zamiento del fluido salival, tanto del acino como de loé conductos
excretores (37).GRAFICC Ko. 3).

En el presente trabajo, por medio de la combinacidén de fdrma
cos agonistas y antagonistas para los receptores alfa ad¥enérgicos,

serd nuestra intencidén la de .erriinn el subtipo de adrenoceptor

alfa involucrado en la secrecidn salival.

|
!
}'
L
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L 1Ge 3 Caracteristicas de la sinapsis neuroefectora

en la gldndula submaxilar de rata. (Tomado

3

de Stofeno y Terec, 1971).

e s R







! 26

De acuerdo a 1o descripto en el capitulo anterior el &bjetivo prin-

2)
-

cipal es el de caracterizar el subtipo de receptor alfa alirenérgico
i

responsable en la mediacidén de la secrecidn de saliva por{parte de
la gldndula submaxilar de rata. Para ello se decidid estudiar en
primer lugar las respuestas secretorias rediadas por:

1) receptores colinérgicos, analizando la accién sialagogf inducida
ll.

por el agonista muscarinico, metacolina,

2) adrenoceptores, para lc cual se determinardn los efectds secreta-
L

gogos inducidos por agentes simpaticomiméticos alfa ytbeta, tales
2

como la noradrenalina y el isoproterenol, respectivamente.
r

1]
3) determinar que la administracién del endecapéptido, sustancia X,
ejerce su accidén sialagoga "in vivo" por una accidén dikrecta sobre

las células glandulares. l

E
r

Luego de verificar por el empleo de antagonistas (atr@pina, como
bloqueante muscarinico, fentolamina como blecqueaante alfa % propranc-
lol como blogueante beta) de que la actividad secretoria ‘n submaxilar

1
es medlada por.estos receptores y con el fin de identificdr el subtipo
de alfa adrencceptor involucrado, se determinardn curvas @6513 respues=-
tas inducidas por el agonista mixto (neurotransmisor), lagnoradrenali—
na en presencia de distintas concentraciones de: &
a) antagonistas no selectivos (Ej.: Féntolamina)
b) antagonistas selectivos alfa, (Pragocin).

c¢) antagonistas selectivos alfa2 (Yohimbina).

En funcidén de las respuestas sccretorias oblenidas a noradrenalina

en presencia de las distintas concentraciones de antagonigtas, se de-

terminard: «

1) la dosis efectiva, expresada en microlitros de saliva,

2) pAz, con el objeto de analizar la cinética de las curvas dosis

respuestas en base al grado de desplazamiento.
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Todcs los-pardmétros mencionados (curvas dosis res?uésta a nor-
adrenalina, céfculo de la dosis efectiva y del pAZ) se e%tudiarén en

gldndulas con desnervacidén crdnica simpdtica v los res&ltados obteni=-
dos serdn comparados con los valores hallados en submaxilares contro-

1eS¢-

La identificacién de los receptores alfa y sus suhtiﬁos en gldn-
{
dulas salivaeles aportard cl conocimiento necesario para 41 disefio
d: agonistas y antagenistas para los distintos tipos de %eceptores
adrenérgicos, constituyendo un buen modelo experimental para la pos-

terior transferencia al carpo terapéutico. !

—ror—~
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In todos los, experimentes renlizados, se utilizaron ratas hembras
adultas, cepa Wistar, alimentadas ccn una dieta halanceada (¥Futrimentos
Purina S.A.).

Los animales recibieron conida y agua "ad liritum". Wlipeso de las
i
ratas al comienzo de los experimentas oscilé entre los 180 y§220g corres-
pondiendo a una edad de 2 a 3 meses, las mismas en su ihtegridad provinie~
ron del Instituto de Farmacologia y Rromatologia dependiente!de la Secre-
tarfa de Estado de Salud Piblica, mantenidas luego en el hioterio de la
Cdtedra de Fisiologia do la PFacultad de Cdontologia (U.B.A.), lugar donde

se realizé el presente tratajo. L

|

:

1.- Determinacién de las respuestas secroiorias en sldndula

subnmaxilar { t
Para evaluar las respuestas secretorias de la gléndu]a’submaxilar
se empled la técnica descripta en 1971 por Perec y pramug]ia;(SB), (Foto
|
Ko 1, 2y 3): L
A) Luego de pesar la rata, se la preanestesio con gter en una

campana de vidrio.

) Se fijé al animal sclre la mesa de orcracioncs ¢ inmediata-

3
. . . ’
mente se disecd la vena femoral, introduciendo en ella un cateter de plas-

i
. T 3 - 4 4 3 3 - 7 -
tico (Foto Mo 1). Esta cdnula fud crpleada comc viz de aOhln@stra016n tan-

to para el anestésico como para logz distintos férmscos enple2dos. Se ad-

ministro una solucidén de cloralosa a la ddsis de 100 mg

-

por kg/peso, su~-
primiéndose la anestesia etérea., 1 empleo de cloralosa, com%inacién de
cloral ceon glucosa, fud seleccionzdo debido fundamentalmenteia que se tra-
ta de un anestésico con poca accidn depresora sohre el siste&a nervioso
auténomo (7); asi, se sale que no sdlamente no deprime 1a re;piracién ni
muchos de los reflejos circulatorios sino que adernds tiene p%ca accidn
inhibitoria scbre lcs centros restonsables de la secrecidn s$1iva1.

La cloralosa, fué dilufda en agua destilada 1levada iuego a ebu-

1licidén, para obiener una perfecta disolucidn,
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C) Con el'énimal asi{ anestesiado se practicé la t‘aqueotomia.
Para ello se realizé una incisién de un centimetro en ia linea me-
dia del cuello, desde el extremo superior del esternén én direccién
al hueso hioides; se aisldé la trdquea y se procedid, pr%via incisién
en uno de sus anillos, a insertar un tubo de pldstico tipo PE 205,

el cual se mantuvo durante todo el experimento,

D) Se practicé una segunda incisién cutdnea en un piano que va
desde el hueso hioides hasta el borde de la sinfisis dei maxilar in
ferior. Se procedidé a continuacidén a la diseccidén de 1lps conductos
excretores de las gldndulas submaxilares. Ambos conduc‘tos corren
en forma paralela a las caras internas del maxilar inferior. Para
su localizacidén, se separardon los misculos cutdneos delgcuello y se
divulsionaron ambos misculos digdstricos. En un planoginferior ya
lejados del nervio lingual, se procedid a separar ambos conductos
con un hilo tipo cadena 00000 y bajo microscopio quirdirgico Zeiss
(modelo 35.3%33), se realizd una cuidadosa incisién coﬁ una tijera
oftdlmica del tipo SMICenel lateral interno de éada conducto,
Con ayuda de un dilatador se ir -dnjc una cdnula fina ée vidrio en
cada conducto. El didmetro interno de la cdnula estéicalibrado de
manera tal que un milititro de agua destilada corresponde a la libe
racién de 91 gotas (83),

En algunos experimentos para estimar las respuestas secretorias,
se conectdé la cdnula a través de un catéter de polietileno a una mi
cropipeta graduada de 50 microlitros de capacidad., ZEste procedi-

miento se realizé también bajo microscopio quirdrgico.

En ambos casos, fracciones de gotas al caho de las respuestas
inducidas por fdrmacos, fueron pesadas en papel de aluminio preia-

rado en una balanza Mettler modelo H 20 T, , con una precisié-

de 0.1 mg (97).
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2.~ Desnervacidén simpdtica

Como las fibras nerviosas medulares simpdticas que van a inervar

las gldndulas submaxilares hacen sinapsis en el ganglio|cervical su

perior (ver Introduccidn), con la resecpién de dichos ganglios se a
segura la interrupcién de la conduccidn postganglionar (desnerva-
cidén). En los presentes experimentos se procedid en toéos los ca-
sos a una simpatectomia unilateral. Para ello se desne#vé la gldn-
dula submaxilar derecha, empledndose la gldndula contraiateral no
desnervada como control,

La técnica quirdrgica para la reseccién del gangliolcervical su

perior empleada fué la siguiente: ,

A) Se anestesié al animal con éter en una campana dé vidrio.
Luego de fijarlo sobre una mesa de operaciones, manteniéndo la anes
tesia con un algoddn embebido en éter, se practicdé una incisién en
la 1inea media del cuello, desde el extremo superior de} esternén

hasta el hueso hiocides.

B) Para llegar al ganglio cervical superior se realtzd una di-

vulsién de las capas musculares del cuello, Iateralmen

e a la trd
quea y en un plano mds profundo, se localizd el ganglio|adherido a
los vasos sanguineos, "tomando la precaucién de no lesionarlos. A

este nivel se encuentran dos ganglios (que no deben ser|confundidos)

el ganglio nudoso, perteneciente al vago y el otro que és el ganglio
cervical superior, perteneciente al simpdtico.

Se separan cuidadosamente las fibras de una y otra rama y con
una pinza de diseccidén de punta muy fina, se extrae en su totalidad

siempre cuidando de no lesionar la arteria cardétida.

C) Finalmente se suturé con hilo comidn 2 punto continuado. Ia
eficiencia de la desnervacién fué controlada a los poco£ minutos
basdndose en la caida del pdrpado superior del mismo lado interve-
nido (ptosis).

F

Los animales gangliectomizados fueron empleados luggo de los
1
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21 dias de la gangliectomia, En todos los casos las oﬂeraciones

fueron realizadas bajo las mds estrictas normas de asépﬂia.

3.= Curvas dosis-respuesta

Ias curvas dosis-respuesta (C.D.R.) son realizadas para tra
é

tar de establecer el mecanismo de accién de una droga. Eara anali-
o

zar dicha accién, es indispensable determinar primero 1
l
nes de magnitud entre las dosis del fdrmaco y la intensided de los

relacio-

efectos producidos o respuestas., Esta relacidn correspopde a una ex
presidn matemdtica. Dicha. curva puede establecerse medi%nte estu-
dios efectuados tanto en animales enteros, en 6rganos aiblados 0 en
células dnicas (52, 73). E

Al determinarse la curva se representa en la ébs?isa la con
centracidén de la droga (dosis) y en la ordenada, la magnﬁtud de la
respuesta obtenida. Si en lugar de colocar en la abscisg la concen
tracién de la droga, consignamos su logaritmo, la curva ‘oma la for
ma de "S" itdlica, que tiene la ventaja de evidenciar noiablemente
los fendmenos que ocurren con concentraciones intermedia% logrdndo-
se ademds, un trazado pricticamente lineal desde el 20% %1 80% de
lg actividad mdxima, lo que permite predecir con facilidad los valo
res intermedios (63 73)

b

X En el presente trabajo se determinaron las dosis|umbrales Yy

las respuestas secretorias a distintas dosis de los agonistas siala

gogos tanto simpdticos como parasimpdticos.

A) Curvas dosis-respuesta a agonistas v antagonigtas adre-

Py

nérgicos.,

El agonista alfa adrenérgico utilizado en dosis acumula-
tivas (1-3-10-30-60-100-300 y 1000 pg/kg) fué la noradremalina (KA).

Como agonista beta adrenérgico se empled el i%oprotere-
nol (Iso), también en dosis acumulativas (0,3—1-3-10-30-é0-100 y 300
pg/kg de peso).

#
las diluciones de ambas drogas fueron siempre |preparadas




en el momento de su utilizacidén a partir de solucioneL qadres.

Luego ée inyectada cada dosis del agonista, se Aidié la
respuesta secretoria. Ia respuesta al agonista fué medida para
los 3 minutos iniciales, esperando un minuto, antes de éroceder
a inyectar la dosis siguiente. Es de recalcar nuevamen#e que

1
cuando se secret6 menos de una gota, la cantidad de saliva fué

pesada en un papel de aluminio previamente tarado (83).| Como se

gundo paso y luego de concluida la curva dosis-respuestd inicial,

]
se procedid a la administracidén endovenosa de los antagonistas

alfa y beta-adrenérgicos seleccionados.

Los antagonistas alfa-adrenérgicos empleados fuéron, el
prazosin, blogueante selectivo de los receptores del suﬁtipo al-
fa1 en las siguientes concentraciones: 0,024; 0,24; y 2$4 micro-

roles/¥.Como blogueante selectivo subtipo alfa,, se utiﬁizé la
yohimbina en concentraciones de: 2,6; 7,7 y 15,3 microm&les por
kilogramo de peso. Como blogueante no-selectivo de losirecepto-
res alfa-adrenérgicos, se utilizé la fentolamina a 3,’; T,7T Yy
15,3 micromoles por kilogramo de peso. Para los beta-airenocep-
tores, se utilizé el propranolol como bloqueante no-sel%ctivo de
dichos receptores a la dosis de 1 mg por kilogramo de péso. Es
de destacar que en todos los casos luego de administradés los an
tagonistas, se esperd 15 minutos antes de determinar la%segunda

curva dosis-respuesta al agonista.

En los animales desnervados, el agonista utilizado fue
la moradrenalina y el antagonista investigado, fue el prgzosin
(selectivo alfa1), en concentraciones similares a las ﬂenciona-
das para los experimentos realizados en animales no desnervados

(0,024; 0,24 y 2,4 micromoles por kilogramo de pesc).
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B) Curyas dosis-respuesta a agonistas y antagoxmistas co-
. )

linéxgicos. E

El agonista colinérgico utilizado en los presehtes ex-

perimentos, fue la metacolina dada su particularidad de ser agonis
ta de los receptores muscarinicos (45), en dosis acumulatévas 0,1~
1=3=10 - 30 y 60 pg/ke. t

Como antagonista de los receptores colinérgico;, la dro
ga seleccionada fue el sulfato de atropina en la concentrécién de
1 mg/kg.

Todos los pasos para la elaboracidn de las curﬁas dosis-
respuesta para las drogas colinérgicas fueron seguidas, d% acuerdo
a los procedimientos descriptos para los agonistas y antaéonistas
adrenérgicos (punto 34). 1

4

C) Curvas dosis-respuesta a la sustancia P. ]

Para la determinacién de las C.D.R. correspondientes pa

ra la sustancia P, fueron administradas dosis acumulativaé de 0,3~
[.

1 =3 -10 y 30 pg/kg de peso segin procedimientos descriptos en el

punto 3A,

4,~ Andlisis estadistico de los resultados

[
Ia media y el eror standard de la media de los resultados

fué calculado para todos los grupos. La significancia entre las

medias fué evaluada por medio del estudio del test "¢" y la proba-
bilided fué determinada por la tabla de Fisher y Yates (43). p<0,05
fué r;conocido como significativo

PA, y Dosis efectiva,,

El cdlculo estadfstico seleccionado para la expregidén de
los resultados fué el PA,, método dmpliamente utilizado en Farma-
cologia tanto en experimentos "in vitro" como "in vivo" (34). El

|
valor aparente del PA, representa el logaritmo negativo de un2 do-
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sis de antagonista capaz de reducir la potencia de un‘ agonista a

la mitad. Por 7lo que es lo mismo de hacer que una dosisidoble de

agonista sea reducida a la de una dosis simple (12, 31).

En los presentes experimentos el pA2 fue calculado a par-
tir de la serie de curvas dosis-respuesﬁa en animales qué recibie
ron administraciones del antagonista en ausencia y en pr¢sencia
de concentraciones crecientes de antagonistas. F

Las graficaciones del pi, se realizaron calculan#o las re
laciones de dosis 6 dosis efectiva 50 (DESO) del agonist% en pre-
sencia del antagonista sobre la DESO del agonista en auséﬁcia del
antagonista:

DE
-log (DE

C+1I
c— - 1) ]

|

Esta relacidn corresponde al eje de las ordenadag y se Tre-

50
50

presenta como relacién dosis-1); contra el logaritmo negativo de

las concentraciones del antagonista expresada en moles por kg:

log (I) = moles/kg

Cuando se refiere DE5O, se expresa la dosis del férmaco ne
cesario para producir una determinada intensidad de efecﬁo en el
50% de la poblacidn a los que se denomina dosis efectiva hedia
(DEm). Las dosis necesarias para producir el efecto enuﬂciado en
otros porcentajes de poblacidén, se expresa en forma parecida; por
€Jje DE3O, DEZO’ DE10, etc. El porcentaje de la DE es un ?arémetro
que se determina luego de haber obtenido las respuestas spcretorias
al agonista previa y posterior a la administracidn del an&agonista.
Este pardmetro debe ser un valor recuperable tanto en la E.D.R. Pre
via, como en la C.D.R. posterior al antagonista. (95).

Este valor se expresa en microlitros (n1) de salive excreta
da. Para satisfacer estas exisgencias se empled la DEZO de sali

va, valor que nos va a indicar si la dosis del agonista empleada pa

ra obtener una determinada respuesta secretoria se ve modi?icada (o]
no por la administracidén de un antagonista.




5-DROGAS UTILIZADAS EN L0OS EXPERINENTOS
alfa-Cloralosa (Sigma Chemical Company, U.S.A.)
Atropina, sulfato (Sigma Chemical Company, U.S.A.) h

Fentolamina, clorhidrato (Dr. Carvanolli, CIBA, Buenos Aﬁres)
(#)~-Isoproterenol, clorhidrato (Sigma Chemical Company, h.S.A.)
Metacolina, clorhidrato (Sigma Chemical Company, U.S.A.)f.
(-)-Noradrenalina, bitartrato monohidrato (Sterling Resebrch Insti-
tute, N.Y., U.S.A.)

Prazosin, clorhidrato (Pfizer, Argentina)
(-)-Propranolol (Imperial Chemical Industries)
Sustancia P. (Sigma Chemical Company, U.S.A.) if
Yohimbina, clorhidrato (Sigma Chemical Company, U.S.A') ﬁ
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A) ANIMALES NORMALES

Introduccidn

En ratas hembras adultas, cuyo peso fué de 220,30 +|38,5 g, pa-

ra un total de’' 120 animales, luego de canalizar ambos c#nductos ex-
cretores de las gldndulas submaxilares, se procedid a dgterminar
las curvas dosis-respuesta a agonistas cldsicos de acuefdo a los re
ceptores de membrana descriptos en las células secretoras de dicha
estructura (Figura 1).

En la Figura 1A, se presenta el volumen de saliva eﬁnretado lue
go de la administracidén de sucesivas dosis del agonistagadrenérgico
no selectivo de los receptores alfa adrenérgicos, la no&adrenalina
(NA). las dosis administradas fueron acumulativas: 1 3 - 10 - 30
60 y 100 ng/kg, siendo representadas en las abscisas (Pigura 1);
las respuestas secretorias se representan en ordenadas., lLa respues
ta mdxima fue obtenida a las: dosis de 30 y 60 ng/kg y ﬂu valor apro
ximadamente fue de 60 ul (Figura 1A), la respuesta salival disminu-
ye a 100 ng/kg de NA,

la Figura 1B presenta la actividad secretoria indugida por 1la
metacolina, droga parasimpaticomimética con predominio |de accidén so
bre los receptores muscarinicos, ILas dosis empleadas de este siala
gogo fueron de 0,3 - 1 - 3 = 10 - 30 y 60 ng/kg, obteniéndose la
respuesta secretoria méximg, luego de la administraciéﬁ de 30 ng/kg
siendo el valor aproximado de la respuesta de 60 ul delsaliva, Lue-
go, a dosis mayores, la saliva secretada por accién dejdicho agonis

!
1

ta fué menor.
La curva dosis-respuesta correspondiente al isoprojerenol, fér-
maco que posee la propiedad de ser no selectivo para les beta adre-
noceptores, se presenta en la Figura 1C. Las dosis empleadas para
este agonista fueron de 1 - 10 - 100 y 1000 pg/kg de ptso. A dife-
rgncia de lo observado tanto para la NA como para la metacolina,

donde la actividad secretoria gque se midieron eran las|correspon-

dientes a la respuesta secretoria total producida durahte los pri=-

]
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meros 3 minutos (Figuras 1A y 1B), para el isoproterenoj fue nece-

sario determih@r la respuesta total, durante un periJﬁo‘de tiempo
mds largo (de i0 a 30 minutos), de acuerdo a las dosis gmpleadas.
La respuesta mdxima obtenida se encontrd en valores cer¢anos-a los
60 pnl de saliva para dosis de 1000 ug/kg del agonista béta selecti
vo (Figura 1C). h

La Figura 1D presenta las respuestas secretorias obﬁenidas lue
go de la administracidn de dosis acumulativas 0,3 - 1 43 < 10y
30 pg/kg de la sustancia P. La respuesta mdxima fue obﬂenida lue-
go de la dosis de 10 pg/kg, el volumen de saliva secretaho corres-
pondidé a 30 pl, valor correspondiente a la mitad de los %alores cb
tenidos para las respuestas secretorias inducidas por 10% agonistas
anteriormente descriptos (ver PFiguras 1A, B, C). ;f

i

Accibén de los blogqueantes

Las respuestas secretorias inducidas pdr los agonistas reciente
mente descriptos (ver Figura 1), fueron modificadas cuanﬁo dichos a
gonistas fueron administrados en presencia de sus antago*istas cld~

sicos, tales como la fentolamina, el propranolol, la atrapina, etc.

Efectos de la fentolamina i

En la Figura 2A se presenta la curva dosis-respuesta p la NA,
previa a la administracidén del antagonista seleccionado ( ), la
fentolamina y la curva al mismo agonista en los mismos anﬁmales (n=
10), luego de la administracién de 1 mg/kg intravenoso del fentola-
mina (A-.-4). Se observa claramente que las respuestas spcretorias
en presencia de la fentolamina disminuyen marcadamente cua*dé}iﬁ{Eﬁmpé-

radas con las olhtenidas en la primera C.D,Re Este blogueo|se mani-

fiesta por el desplazamiento de la segundacuzv: décis-resfuicasaliacia
1la derecha (Figura 2A). Es de destacar que fue necesario}aumentar
la dosis del agonista 6 veces para obtener igual respues gsecreto-

ria .en presencia del blbbqueante, como lo demuestra la DE20 microli~-
tros (Tabla No. 4 ). .

iy




ximadamente (de 59 + 3 a 21 % 2,1),

El agonista beta empleado, el isoproterenol, produjo }

puesta secretoria que fué dosis-dependiente siendo antagobizado
por la accién del propranolol, en una concentracién de 1 Fg/kg.

En la Figura 2B se presenta el desplagamiento a la derech% de 1la
curva dosis~-respuesta al isoproterenol y que fué de aprox#madameg
te 1,5 unidades logaritmicas (u.log). También la dosis e&ectiva
15 1 (DE15 pl) estuvo incrementada en 35 vecesy la respu;sta mé -
xima se redujo en un 60% (de 55 + 4 a 17 + 2;7),El efectoi‘ induci-
do por la administracién de 1 mg/kg de sulfato de atropin%, blo~
queante de los receptores muscarinicos colinérgicos, fué Fl de blo
quear totalmente la respuesta secretoria inducida por la &etacoli-
na administrada en dosis acumulativas de 0,3 = 1 -_3 - 10{- 30 y

\

60 ng/kg en un total de 5 experimentos realizados. j_

Como existen convincentes estudios experimentales o rpferentes
tanto para el subtipo de receptor beta adrenérgico como d%l recep-
tor muscarinico colinérgico, en la presente serie de expe%imentos
se centrard la atencidn en el estudio de drogas de acciéanobre los
receptores alfa adrenérgicos. Con el fin de determinar l‘s carac-
teristicas de los alfa adrenoceptores presentes en la gléhdula sub-

maxilar de la rata, se seleccionaron tres fdrmacos antagoListas de

los receptores alfa: 1) fentolamina, no selectivo; 2) prakosin, se-
lectivo de los receptores alfa1; 3) yohimbina, selectivo Ee los re-
ceptores alfaz. i

Para cada uno de ellos se usaron tres concentracionesidistintas

una considerada baja, una media y una alta. La NA fue ellagonista

utilizado en todos los experimentos dada sus propiedades de actuar

tanto sobre los receptores alfa1 como en los alfa2 con intensidad
proporcional,
Fentolamina en una concentracién de 3,15 ymoles/kg (Figura 3)

produjo un desplazamiento de la curva dosis-respuesta a li RA de




aproximadamente 0,5 u,log hacia la derecha, Para la obténcién de
la dosis efectiYa 20 microlitros de saliva (DEzo;ﬂ), eitf despla-
zamiento fue de 5 veces (ver Tabla Ko. 4). |

la concentracién media para fentolamina (7,7 pmoles/Rg) indujo
un desplazamiento hacia la derecha de O,Bﬁ.log. el cual d@rrespon--
de aproximadamente a un valor de la DEZO nl, 6,5 veces m@yor (Figg
ra 4). Puede observarse que estos valores no difieren di"los obte
nidos con la concentracién anterior (comparar Figuras 3 j4).

En cambio, cuando se empled el blogueante en una concentracidén
de 15,3 ymoles/kg, el blogueo producido en la segunda doﬁis-respueg
ta,fué significativamente mayor. Asi la segunda curva s% desplazé
en aproximadamente 1,75 w.,log hacia la derecha (ver Figur% 5) lo
que corresponde a un incremento de 70 veces en la DEzo‘pl-(de 775

a 10,5).

Efectos del prazosin

3

Los mismos procedimientos empleados con el bloqueantel no selec-

tivo, fentolamina, fueron repetidos con prazosin, bloqueapte de los
alfa, adrenoceptores selectivo. Ias tres concentraciones elegidas
corrésponden 1) a 0,024 pmoles/kg (Figura 6); 2) 0,24 nmoles/kg; 3)
2,4 pmoles/kg. El1 desplazamiehto producido en la curva d‘sisdres-
puesta a la primera dosis del antagonista, produjo un des%lazamien-
to a la derecha con respecto a la C.D.R. inicial de alredeor de
0,2 u.,log; la DEZO pl fué 1,5 veces mayor, no existiendo gn cambio
diferencias significativas en las mdximas obtenidas. |

Para la concentracién de 0,24 umoles/kg de prazosin (Figura 7)
se ogtuvo un mayor blogueo a la respuesta secretoria indug¢ida por
la NA; el desplazamiento de la segunda C.D.R, fué de aproyimadamente
0?6 u.log con respecto de la inicial. Ia DE,, pl fué de easi 4,5
veces mayor (ver Tabla No. 4). Al igual que para la dosig ante-

rior, no hubo diferencias significativas en las respuestas mdximas

entre ambas curvas (Figura 7).

._;'17 . L‘)
» 0




La concentracidén mayor empleada para prazosin fue deL2,4 amo-

ra 8, Se

les/kg y las respuestas obtenidas se presentan en la ﬁig
observé un corr&miento significativamente mayor que los :btenidos
para las dos concentraciones anteriores. El desplazamiento a la

derecha alcanz8 para las dosis empleadas a 1,65 u.log, 1#que sig

nifica que la dosis del agonista debe ser aumentada aproximadamen

te 40 veces pard recuperar la DE20 pl original. Q

e

E

Efectos de la yohimbina

Una vez analizados los efectos del bloqueante selectivo de los

adrenoceptores alfa1, se analizaron las acciones sobre 1L secre-
|
cién salival de un fdrmaco de accién blogueante selectiv? de 1los

receptores alfaz, empledndose para ello la yohimbina.‘ primer

concentracién empleada fué de 2,6 pmoles/kg (Figura 9). [Se obser-

va el bloqueo producido a dicha concentracién, resultandf un blo-
queo significativamente mayor, respecto a la C.D.R. inicfal, evi-

denciado por el desplazamiento que es de alrededor de 1 ¥ez apro-

& 1l

Xximadamente, cuando es comparado con la curva inicial, :
Para la segunda dosis que fué de 7,7 umoles/kg de yohimbina

(FPigura 10), el desplazamiento a la derecha de la C.D.R.|fué de 3

veces con respecto a la C.D.R. inicial, teniendo en cuenta a la

DE20 ul como punto de referencia (ver Tabla No. 4). Ila fespuesta

mdxima estuvo reducida en un 45% aproximadamente (de 60 } 4 nl a

38 + 3 ul).

La concentracién mayor utilizada en los presentes experimentos

fué de 15,3 umoles/kg y los resultados se presentan en 14 Figura
11, La dosis utilizada sin duda fué cercana a la dosiT letal

50 (DLSO) debido a que varios de los animales no resistig¢ron di-

cha concentracién, En los animales que sobrevivieron,el {corrimien

to hacia la derecha obtenido, fué de menos de 0.5 u.log, jlo que co

rresponde a una DEzo‘nl de aproximadamente 4,5 veces mayor que la

1

obtenida en la C.D.R. inicial,

LTI A
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2@20 nl obtenidas

\

Los valores obtenidos correspondientes a las DE,q 22

se encuentran detallados en la Tabla No. 4. P

42

f

de saliva

e

En esta Tabla se describen las distintas concentraci

4
sarias del agonista (WA) para obtener las DEyq 11 previa

ones nece=

8 a las ad

ministraciones de los distintos antagonistas y las concﬁntraciones

del mismo agonista, en presencia de las distintas concen

de los antagonistas empleados, necesarias para la obtend

traciones

ién de la

DEzo‘pl posteriores; como diferencia de ambas, la DEzo,ml para ca

da concentracidén de antagonista.

pA2: Valores en animales normales

ki

El valor aparente del pA2 representa el logaritmo negativo de

-

una dosis del antagonista capaz de reducir la potencia
ta a la mitad (95). El grado de paralelismo encontrado
rectas correspondientes a cada antagonista,
una misma poblacién de receptores, como se observa en 14

El pA, para prazosin, o sea la concentracidén necess

cha droga para reducir a la mitad la potencia del agonis

indica que %e

e un agonis

para las

trata de
Figura 12.
&ia de di~
ta (NA),

fué de 0,045 umoles/kg, lo que representa aproximadamenﬁ@ el doble

, b
de la primera concentracién utilizada del mismo antagonista 0,024

pmoles/kg.

Para la fentolamina, el pA2 correspondiente fué de 1

kg, aproximadamente la mitad de la concentracidén menor u

dicho ‘antagonista, 3,15 pmoles/kg.

Cuando se emple§ yohimbina, bloqueante selectivo de

,78 nmoles/
tilizada de
i

i}

los alfa2

adrenoceptores, el pA, obtenido fué de 5,6 pmoles/kg, vqﬁor éste,

cercano a la concentracién media seleccionada para yohim%ina,7,7

amoles/kg.




FIGURA No., 1: EFECTOS DE AGOKISTAS SOBRE LA SECREC]OR
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1C) @—® Curva dosis-respuesta al isoproterendl
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Ordenadas Respuesta secretoria expresada en micgolitros
(p1) de saliva. |
Abscisas Dosis de agonistas expresada en micrggramos por

kilogramo (pg/kg).
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Los valores corresponden a la media + el error sfandard de

6 experimentos.
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FIGURA No.
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2: EFECTO DE LOS BLOQUEANTES ADRERERGICOS FENTOLAMINA Y

Ordenadas:
Abscisas s

Figura 2A:

Figura 2B:

PROPRANOLOL SOBRE LAS RESPUESTAS SEGRETORAS A: a) NO-

RADRENALINA (FA); b) ISOPROTZRENOL (IS0Q).
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A+ =4 fentolamina
1mg/kg
40
=
F
B 5
3 0F !
1
111 !
1 3 10 6010
NA (ug/kg)
60;—-Icontrol
o--=@ propranolol —
1mg/kg -
2
O
7]
3
2 20+
J
i B Y B I
1 3 10 30 00 3001000
IS0 (M9/kg)
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i

Respuesta secretoria expresada en microligros (ul)
- 1

de saliva.

{

Dosis de agonistas expresada en microgramés por kilo-

gramo (pg/kg).

¢——8 Curva dosis-respuesta a NA

i
!
!

A-+—A Curva dosis-respuesta a NA en predencia de

fentolamina (1 mg/kg)

B—M Curva dosis-respuesta control a I30

0-o--0
propranolol (1 mg/kg)

Curva dosis-respuesta a ISO en prtsencia de

1

Los valores corresponde a la media + el E.S. de 6 experimentos.
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FIGURA No, 3{ EFECTOS DE LA FENTOLAMINA (3,15 pmoleg/kg) SOBRE 14

" CURVA DOSIS-RESPUESTA A NORADRENALINA (na).

Al de saliva

Ordenada: Microlitros (ul) totales de saliva.

At A

Abscisa 1 Dosis de NA expresada en microgramos por kilpgramo

(pe/xg)

*——= Curva dosis-respuesta a NA

i
i
|
1
!

&———A : Curva dosis-respuesta a NA en presencia de fentolamina

(3,15 umoles/kg).

Los valores son la media t el error standard de la media de 10

experimentos.
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FIGURA No. 4% EFECTOS DE LA FENTOLAMINA (7,7 pmoles/kg) SOBRE LA
“CURVA DOSIS-RESPUESTA A LA NORADRENALINA (XA).
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g
@
¥ | B
E i
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i
bt
Ordenada: Microlitros (nl) totales de saliva
Abscisa Dosis de NA expresada en microgramos por kilogramo.,
(ng/kg).
!
———S Curva dosis-respuesta a KA i
1
‘_—'—‘ Curva dosis-respuesta a NA en presencia de fe

(7,7 pmoles/kg).

ntolamina

i
1
!
|

Los valores son la media + el error standard de la medig de 10

experimentos.
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FIGURA Ko. 5: EFECTOS DE LA FENTOLAMINA (15,3 pmoles/ﬁz)
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FIGURA No. 6: EFECTOS DL PRAZCSIN (0,024 pmoles/kgjfgoBRE LA CURVA

DOSIS-RESPUESTA A LA NORADRENALINA (NA). 1
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FIGURA No, 7: .EFECTOS DEL PRAZCSIN (0,24 ,Jlmoles/kgliEN; LA CURVA
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FIGURA No. 8z EFECTOS DEL PRAZOSIN (2,4 umoles/kg) él\’ :
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FIGURA No, 9: EFECTCS DE YOHIMBINA (2,6 mmoles/kg) EX 14 CURVA

DOSIS-RESPUESTA A NORADRENALINA (XA). :
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FIGURA No, 10: EFECTOS DE YOHIMBINA (7,7 umoles/kg) }m;
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FIGURA No. 1%: EFECTOS DE YOHIMBINA (15,34pmoles/kgs EN_LA CURVA

DOSIS~-RESPUESTA A IA NORADRENALINA (NA:.
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FIGURA Ko, 12: ph, OBTENIDOS EN GLANDULAS SUBMAXILAR
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TABLA No., 4%

DOSIS EFECTIVA (DEzo) EN ANIMALES N&RMALES

DOSIS

CURVAS RESPUESTA

Previa p.log. Posterior p.log. DEyq pl

NA = 1,320 | NA + Prazosin = 1,507 1,5
(0,024 pmoles)

NA = 1,370 NA + Prazosin = 2,016 4,4
(0,24 pmoles)

NA = 1,169 NA + Prazosin = 2,774 40,2
(2,4 umoles)

NA = 1,206 NA + Yohimbina = 1,387 1,5
(2,6 ymoles)

NA = 1,065 FA + Yohimbina = 1,552 3,0
(7,7 pmoles)

NA = 1,037 | NA % Yohimbina = 1,686 4,4
(15,3 pmoles)

NA = 1,010 NA + Fentolamina = 1,708 4,9
(3,15 pmoles)

NA = 1,133 NA + Fentolamina = 1,916 6,0
(7,7 pmoles)

NA = 1,020 NA + Fentolamina = 2,889 73,0
(15,3 pmoles)
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B) EFECTOS DE LA DESNERVACION SIMPATICA i

-
.

1) Accidén dé&l1 prazosin B i

R 1

En animales sjimpatectomizados, por reseccién del ganglio cervi-

cal superior, se determinaron curvas dosis-respuestas al Pntagonis-
ta selectivo de los receptares alfa1, el prazosin; se emﬁaearon i-
dénticas concentraciones que las utilizadas en los experﬂmentos con
animales normales, con el fin de observar cudl era el efecto induci
do por dicho bloqueante en gldndulas desnervadas. .

En la Figura 13 se observa la respuesta obtenida a la{concentrg
cién menor de prazosin, 0,024 ymoles/kg. Para las glénduhas contra
laterales, normalmente inervadas, la respuesta obtenida fhe similar
a la descripta en animales normales (ver Figura 6). EF c?mbio, la
C.D.R. de las gldndulas desnervadas produjo un marcado inLremento
en la secrecién a bajas concentraciones de NA, obteniéndoée la res-
puesta mdxima luego de 10 ng/kg de NA. A partir de dicha?dosis la
respuesta comenzd a decrecer en contraposicién con la glépdula iner
vada (Figura 13). ‘

Esta supersensibilidad sé manifiesta también por el désplaza=-
miento de la DE20 1 producida entre la C.D.R. previa al intagonis-
ta y la posterior al mismo y que fué de 0,9 u.log, lo que|implica

un corrimiento a la derecha de la DE,qy 1l de 9,5 veces.

Para la concentracién media de prazosin 0,24 pmoles/kI (Figura

14), las C.D.R. obtenidas en gldndulas contralaterales (imervadas)
presentaron un desplazamiento de las DEzo‘pl de aproximaddmente

0,7 u.log indicando que la C.D.R., inicial se desplazd apréximada=-
ment? 5.5 veces hacia la derecha con respecto a.la C.D.R.|posterior
a la administracién del antagonista. )
Los valores obtenidos en gldndulas desnervadas muestrgn que

para la C.D.R. inicial, previa al antagonista, fué necesaria una

concentracién de aproximadamente 0,5 u.log del agonista, mientras

que para la segunda C.D.R. posterior a la administraciéndg 0,24

1
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pmoles/kg de prozosin, se necesitaron 1,8 u.log del agopista NA.

Ello indica ﬁg desplazamiento de la DEZO nl de aproxima?amente
25 veces hacié la derecha.

En cuanto a la concentracién mayor de prazosin 2,4 ymoles/kg
(Figura 15), las respuestas obtenidas en las gldndulas %ontrala-
terales inervadas, le correspondid una‘DE2o‘p1 inicial 4e 0.9 u.
log del agonista NA; la DEZO-pl posterior a la administ}acién del
bloqueante se obtuvo con un valor aproximado a las 2,7 &blog del
agonista, Ello implica un corrimiento de 1la DEZO pra de!aproximg
damente 63 veces hacia la derecha, con respecto a la DEiO pl ob-
tenida en la C.D.R. inicial, valor éste, que es mayor q%e el ob-
tenido en animales normales, donde el bloqueo fue de apﬁoximada—
mente 40 veces (ver Figura 8), F

En lo que respecta a las gldndulas desnervadas, la ﬂEzo.pl de
la C.D.R. previa al agonista, se obtuvo a una concentra&ién de
0,07 u.log. del agonista, mientras que la DEZO_pl obteniﬂa en la
C.D.R. posterior a la administracién de 2,4 ymoles/kg d%prazosin
correspondié a una concentracidén de 3,1 u.log. del agoni%ta NA

(Pigura 15). -Ello corresponde un corrimiento de la DEZ% ul de a-

proximadamente 1,096 veces hacia la derecha,

2) pA,: Valores en gldndulas desnervadas vs., gldndulas contro-
les (inervadas)

!
i

El pA2 obtenido para prazosin en las gldndulas contralatera-
les (inervadas) de los animales simpatectomizados, que nés expresa
cual es la concentracidén necesaria de dicho antagonista para redu-
cir a la mitad la potencia del agonista (¥A), fué de 0,025 pmoles/
kg, valor que representa aproximadamente la mitad del obtenido en
animales normales (ver Figura 12). ‘i
Para las gldndulas desnervadas, el valor de pA2 obtenido para

el bloqueante. selectivo de los alfa, adrenoceptores, el ﬂrazosin

fué de 0,01 umoles/kg. (Figura No. 16).
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FIGURA No. 14: EFECTOS DEL PRAZOSIN (0,24 pumoles/kg)} SOBRE LA CURVA

DOSIS-RESPUESTA A NORADRENALINA (NA) ER ELAI\TDULAS
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FIGURA No. 15: EFECTOS DEL PRAZCSIN. (2,4 umoles/kg) SOBRE LA CURVA

DOSIS-RESPUESTA A NORADRENALINA (NA) EN GLARDULAS CON
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FIGURA No. 16: 2_4_2 OBTENIDOS ER GLARDULAS SUBMAXILARES D‘NERVADAS

Y SUS RESPECTIVAS GLARDULAS Q’ON‘I‘RALATERAL@ INERVA«~
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la presente investigacién confirma y extiende en . imer lugar
trabajos previos sobre la significancia de los nervios'butonémicos
sobre la secrecién salival. ILas evidencias experimentéles obteni-
das indican que. la gldndula submaxilar de la rata es uﬂ buen mode=
lo experimental para el estudio de la secrecidn salivalL las res-
puestas secretorias a agentes sialagogos, tanto parasiﬁpéticos co-
mo simpdticos, fueron marcados y fdcilmente medibles. g

la farmacologia de la secrecidn salival de la glénﬁula subma -
xilar fué similar en muchos aspectos a las otras glénduhas saliva-
les (14)., Asi, las respuestas secretorias inducidas po? la metaco
lina fueron completamente abolidas por atropina. ExistEn eviden-
cias de que en la rata, la administracidén de eserina,(iEhEbIHSE"

de la acetil- colinesterasz)y , induce una marcada sqlivgcién,'lo

cual sugiere una continua liberacidén de acetilcolina deiios termi-
nales nerviosos colinérgicos glandulares, lo cual tambi%n fué des=
cripto en el gato (3). E

las respuestas secretorias consecutivas a la administracién
tanto de NA como de isoproterenol, fueron marcadamente Eeducidas
pero no totalmente abolidas luego de la administracidn Fe fentola-
mina y propranolol, Ello indica que al igual que lo de%cripto en
el conejo (80), ello se debe a la activacién de receptores adrenér
gicos tanto del tipo alfa como del beta.

La inervacidén simpdtica secretoria de las gldndulap salivales
ha sido sustrato de grandes discusiones, dado que en ciértos tipos

3

de gldndulas salivales, el flujo salival causado por estimulacidn

simpdtica es principalmente o totalmente debido a la ex.ulsién de

saliva de los conductos (4). ZEste no parece .ser el cas$ de la gldn

dula submaxilar de la rata, ya que segun las evidenciasjexperime

les obtenidas, la secrecidén fué inr.ediaia y de la mi#ma magnitud
adn cuando la gldndula fué estimulada repetidamente a diferentes in
tervalos Por ello, més las evidencias histoldgicas dejque fibras

nerviosas simpdticas han sido observadas en cercano coniacto con

i




63

-células acinosas (81; 82) asi como de estudios de electr;fisiolo-
gia (68; 74; 89), se puede concluir que la gldndula subm&xilar de
la rata posee una doble inervacién, por lo menos en alguhas de sus
células efectoras. Asf, la estimulacidn eléctrica de laicuerda
del timpano, produce una secrecién salival mds marcada gue la sim

pdtica y el flujo luego de la estimulacidén mdxima, no sefincremen

ta si se agrega posteriormente la estimulacidn simpética‘(84).
Ello indicaria que la célula glandular inervada por el simpdtico
puede ser miéximamente activada por el parasimpdtico e inéica una
doble inervacién, lo que coincide con las observaciones $orfolégi
cas descriptas por Glimsted y Hillarp (51). f
La inervacidén secretoria simpdtica asi como las res?ﬁestas sa-
livales a agentes simpaticomiméticos han sido estudiapas‘particulaz
mente en la gldndula submaxilar del gato (14). Cuando s? lo compa~
ra con la glédndula submaxilar de la rata, una importanteidiferencia
entre ambas gldndulas de estas dos especies, lo constitufe el hecho de
que en el gato la respuesta secretoria a la estimulacidén|simpdtica
es abolida por dihidroergotamina.y, (38; 76); en la rata n cambio,
no sdlamente responde a la adrenalina (86) y noradrenaliéa, sino
también al isoproterenol, estimulante beta (ver Figura 1}. Estos
hallazgos indican claramente que la gldndula submaxilar de la rata
estd provista por dos tipos de receptores adrenérgicos, los del ti
po alfa y beta (1), constituyendo un modelo para el est‘dio de la
farmacologia de agentes simpaticomiméticos asi como de simpaticoli-
ticos (33; 39; 105). !
Estudios posteriores demostraron que ambos tipos de [receptores
adrenérgicos (al igual que otros receptores. hormonales) son respon-
sables del reconocimiento selectivo y del pegamiento de ]as cateco-

laminas a estas estructuras moleculares. Ademds, la difdrenciz en-

as{ como también la existencia de dos subtipos de adreno

tre alfa-adrenoceptores y beta-adrenoceptores fué cada wez mayor,
eptores be

ta, los beta; ¥ beta, (67). Basados en la potencia de agonistas y

i
h

)
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antagonistas asi como en los postulados de la teora? dE ocupacidn

de receptoresi(47; 48), se denomind receptores beta a

}quéllos

que median la respuesta cronotrdpica positiva a las cat?colami-
nas en el corazdn y donde adrenalina y noradrenalina sot casi equi
potentes. Se denominan receptores betaz, a nivel de los .uales adre
nalina es mds potente que noradrenalina y como ejemplo %e cita a
aquéllos que median la relajacién del misculo 1liso bronéuial (59)

En los dltimos afios se ha postulado la existencia ?e por 1lo
menos dos subtipos (probablemente mds) de alfa—adrenoceﬁtores (49).
Jlas primeras evidencias experimentales surgieron de est?dios farma-
coldgicos precisos en los cuales las afinidades de los ﬁismos anta-
gonistas y las afinidades (o potencias relativas) de 10% mismos ago
nistas fueron determinados en diferentes tejidos aisiadés; asi,se
diferenciaron los alfa-adrenoceptores del miisculo liso ée la aorta
de conejo de la del bazo en el mismo animal (98), basén&ose en los
valores de las constantes de disociacidén (o pAZ) para aétagonistas
competitivos y la eficacia relativa para una serie de aéonistas.
Si bien algunos estudios farmacoldgicos que comparan lag potencias
de los agonistas indicaron que los alfa-adrenoceptoresien misculos
lisos de una serie de vasos en el conejo eran del mismoltipo de los
descriptos en la aorta tordcica, también indicaban que dlfa-adreno-
ceptores en la vena porta (10) o en las arterias cerebrales (11),
erandos subtipos diferentes de los descriptos en la aoréa.

Los receptores alfa-presindpticos de los terminaled adrenérgi-
cos,responsables de la mediacién en la inhibicidén de la ﬁiberacién

del neurotransmisor, fueron los primeros en ser diferendiados de

los alfa-adrenoceptores post-sindpticos en el’'mismc sistiema neuro-
efector (el bazo de gato) basdndose en que el receptor :st-sinép-
tico era mds sensible al bloqueo por fenoxibenzamina' (69). Adends,
Starke (100) en 1975 demostré que las potencias relativas de una
se;ie de. agonistas alfa (fenilefrina e imidazolinas rela?ionadas
coﬁ la Flonidina), eran diferentes para los alfa-adrenocrptores

pre-sindpticos y los post-sindpticos en la aorta de conejo. Asi
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Langer (69) -propuso denominar adrenoceptores alfa, a‘los post-si
ndpticos y al-:fa2 a2 los pre-sindpticos. Es de destacar .ue Berth-
elsen y Bettinger (9) en 1977 apoyaron esta terminologig pero a
su vez obtuvieron evidencias que podrian existir adrenogeptores
alfa2 en ciertas post-sinapsis, Para ello emplearon yohimbina,
droga que permite una diferenciacién farmacolégica, ya gue es mas
potente en bloquear respuestas presindpticas que post—shnépticas
a agonistas alfa (101). También el prazosin demostrd s?r un an-
tagonista efectivo en diferenciar ambos sub-tipos de al%ﬁ-adreng
ceptores dado que fué altamente selectivo para bloquear|respuestas
mediadas por los alfa,-adrenoceptores (30). :;
No existfan en la literatura estudios "in vivo" sobre la i-
dentificacién de los sub-tipos de alfa-adrenoceptoreﬁ ytparticu—
larmente en gldndulas salivales. ILa uUnica referencia ageste enfo
que es la que se refiere a que las imidazolinas, agonisﬁas tipi-
cos alfa2 se comportaron como agonistas competitivos dezlos alfa-

adrenoceptores que media la secrecién de k¥ en pardtida jde rata

(25).

En esta serie de experimentos, y basdndose en el empleo del
neurotransmisor simpdtico, la NA,en presencia de antago&istas no
selectivos (fentolamina), selectivos alfa, y selectivosialfa2 (jg
himbina), indican que la respuesta secretoria mediada prr alfa-
adrenoceptores es el resultado de la activacidén del sub<4tipo de
adrenoceptores alfa,. Esta conclusién estd sustentada dn los ha-
llazgos experimentales siguientes: i
i

1.- Fentolamina: a las concentraciones de 3,15; 7,7Iy 15,3

pmoles/kg, produjo un desplazamiento de las DEZO pl de daliva de

4,9; 6 y 73 veces, respectivamente, 5
!
¢

2.~ Prazosin: a las concentraciones de 0,024; 0,24 ly 2,4

pmoles/kg, produjo un desplazamiento de las DE20 pl de saliva de

g P

1,5; 4,5 y 40,2 veces, respectivamente.
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3.~ Yohimbina: a las concentraciones de 2,6; 7‘7 ¥ 15,3 pmo-

F

les/kg, produ%o un desplazamiento de las DEzo.pl, respelctiramente

de 1,5; 3 y 4,5 veces. |

Ya se menciond anteriormente que la respuesta secrbtoria de
la submaxilar es el resultado de la activacidn de receﬂfores alfa
¥y beta. L

Nuestros resultados denuestran que la participbcién en la
secrecién se media a través de adrenoceptores alfa,, gipotégzé
que estd. avalada por los hallazgos de que prazosﬁn fué inca

paz de modificar la respuesta al isoproterenol, tipico bgonista

beta.

El pA2 como mencionamos anteriormente, es un iﬁdict claro del
desplazamiento de la curva dosis-respuesta manifestado %1 agonista
en presencia del antagonista. Este valor, que indica 1% concentra
cién de inhibidor necesario para que se deba duplicar 1: concentra
cién del antagonista requerido para una respuesta dadayj ademds es-
td directamente relacionado con la afinidad del antagonista por el
receptor, confirma las conclusiones obtenidas con las rvas dosis
respuesta. |

Es de destacar sin embargo, que tal correlacidén noj se produjo
en el caso de las gldndulas crdénicamente simpatectomizapas. En es
te respecto, la desnervacién autondmica (seccidn post—ggnglionar
de los nervios adrenérgicos responsables de la inerVac'un simpdti-
ca de la gldndula) induce al cabo de poco tiempo de lalEanglionec-
tomia, 16-24 horas, una deplecidn del contenido endégenP del neuro
transmisor, inhibicidén del mecanismo de captacién neuro%al y el de
sarrollo del componente presindptico de la supersensibiflidad (103).
Tal sensibilidad estd relacionada con la inhibicidén del} mecanismo
responsable de la inactivacidén del neurotransmisor en 1B biofase y
por lo tanto puede considerarse desde el punto de vistal farmacold-

¢
gico, un ejemplo de potenciacién sin existir modificacipnes en las




membranas post-sinapticas (107).

En los presentes experimentos, las gldndulas privadas créni-
camente de su inervacidn simpdtica (21 dias), desarrolian ademds
el componente post-sindptico de la supersensibilidad, videncia~
do por el corrimiento hacia ia izquierda de la C.D.R. ¢én mds de
media unidad logaritmica de las C.D.R. coatroles. El desarrollo
de la supersensibilidad post-sinéptica se manifiesta a%agonistas
que son substrato de la captacién neuronal (como la pr%ésinépti—
ca) y ademds a diferentes agentes sialagogos; es dc iar&% evolu-
cién y obedece & cambios en la sensibilidad de las céluﬂas efecto
ras., Parece deberse, segin los tipos de Srganocs efectoﬁes, ya
sea a un aumento en el numero de receptores o a un aum@nto en la
afinidad de los mismos (104; 107). i&

Otro hallazgo cuyo mecanismo no parece muy claro fué la re-
duccién de alrededor de un 30% de la capacidad de respuesta mdxi
ma a la noradrenalina en las gldndulas desnervadas. La}posible
explicacién de este fendmeno podria relacionarse a la s%persensi-
bilidad de las arterias glandulares,y por ende las respiestas vas
culares a la amina inyectada serian responsables de 1aYdisminu—
cién del mdximo., Se debe destacar que el flujo sanguinko local
es un factor importante en la capacidad secretoria glan#ular (40);

P
por lo tanto, una respuesta vasoconstrictora incrementala podria

modificar ya sea el acceso de la noradrenalina o la respuesta de

las células glandulares sensibilizadas,
También es de destacar que los desplazamientos del ‘A2 cal-
culado para el prazosin difirié del obtenido en gléndu' s contro
les. Ello se evidencidé también tanto para las DE,q 11 cpmo en
las respectivas curvas dosis-respuestas., Si bien no encpntramos
una clara explicacidén para estos hallazgos, las modificakiones ya
sea en el mecanismo de captacidén neuronal, cambios en log recepto
res (tanto cuali como cuantitativamente)asi como lade la respuesta
mdxima inducidas por la gangliectomfa, podrian ser factotes invo

lucrados en los hallazgos descriptos., 3




gonistas simpdticos, Ee interesante destacar que recienteflente sé
Ban desarrolladas técnicas "in vitro™ pars la déterminacil
afinidad d& receptores, Estos métodos se basan en la medi;f
la competencia en el pegaiisnto dé“figaﬁdos-édrenérgieos-i rea

al recepter (78).
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La gldndula submaxilar de la rata posee una dobletinervacién
autonémica'y'su secrecidn es mediada por la activachén}de recepto
res tanto muécarinicos parasimpdticos como alfa y betatadrenérgi—
cos. Basdndose en las diferentes afinidades relativas de agonis-
tas y antagonistas y teniendo en cuenta la subclasific@cién de los
alfa-adrenoceptores en alfa, y alfaz,'se determiné el #ipo de re-
ceptor alfa adrenérgico que media la respuesta secretofia de 1la
gldndula submaxilar de la rata, Para ello, fueron detérminadas
"in vivo", curvas dosis-respuesta a noradrenalina (NA) en presen-
cia de distintas concentraciones de antagonistas no selectivos
(fentolamina) y selectivos (prazosin y yohimbina).

El desplazamiento de las curvas dosis-respuesta sg midié a

nivel de las dosis efectivas 20 nl (DEzopl).

Yohimbina, a la dosis de 2,6 pmoles/kg desplaz% la curva do
sis-respuesta a NA 1,5 veces; a la dosis de 7,7 pmoles)kg, 3 veces
y a la de 15,3 pmoles/kg, 4,5 veces. Los desplazamien@os fueron
paralelos indicando un antagonismo competitivo., %

Prazosin resultd un antagonista mucho més potentelque la yo-
himbina, Asi a la dosis de 0,024 ymoles/kg produjo un icorrimien=-
to de la curva dosis-respuesta a NA similar al obtenidé con 2,6
ymoles/kg de yohimbina. Desplazamientos mayores fueron observa-
dos luego de 0,24 pmoles/kg (4,5 veces) y de 2,4 pmoles/kg (40,2
veces) de prazosin. El1 antagonismo producido por prazosin fué
también del tipo competitivo. |

Dado que el prazosin como antagonista resulté 100 veces mds
potente que la yohimbina, se concluye que la respuesta %ecretoria
"in vivo" a NA estd mediada por receptores del suptipo alfa1; el
pA2 hallado en presencia de yohimbina y prazosin, apoya esta in-
terpretacién. Por otra parte, las curvas dosis-respuestas obte-
nidas en glandulas desnervadas crénicas presentan cambios en el
desplazamiento de las C.D.R., DEZo‘pl, asi como en la rekspuesta

mdxima, 1o que sugiere que las diferencias con respecto'a las

presoyTee < — —_——
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gldndulas normales inervadas, podrian estar re1a01dpadFs con los

cambios en los receptores postsindpticos inducidos poﬁ

nectomia,

la ganglio
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Se iden?ificé al subtipo aifa1 adreroceptor come mediador
de la respuesta secretoria en la gldndula submaxilar de rata, ba
‘sdndose en el empleo de diferentes dosis de antagonistas adrenér
gicos selectivos alfa, (prazosin), alfa, (yohimbina) y no selec-
tivo (fentolamina) ante la accidn del neurotransmisor, la nor-
adrenalina., Los pardmetros determinados tanto en glZndulas norma
les como crénicamente desnervadas fueron: a) desplazamiento de
las curvas dosis-respuesta; b) dosis efectiva 20 microlitros
(DE204ul) y c) determinacidn del pPA,. El hallazgo de que la cur
va dosis-respuesta al agonista beta, isoproterenol, no se vié al
terada por la presencia del prazosin, apoya la hipdtesis de que

el subtipo alfa1 de receptores adrenérgicos, media la respuesta

salival simpdtica.
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In the present report, the identification of the subtype of
alpha-adrenoceptor which mediates the secretory responses in the
rat's submaxillary gland, was studied. For this purpose, the se
cretory responses to the sympathetic neurotransmitter, noradrena
line, 'was determined in the presence of different doses of se-
lective alpha1 adrenergic antagonists (prazosin); in the presence
of alpha2 selective adrenergic antagonists (yohimbine) and after
administration of a non selective adrenergic antagonist (phento-
lamine), In both, normally innervated as well as in chronic sym
pathetical}y denervated glands, the parameters studied were the
following: 1) shift of the dose-response curves; 2) DEQO-ﬂl and
3) pA2 determination. From the results obtained it is concluded
that the alpha1 subtype of adrenoceptors mediates the sympathetic
secretory responses in the submaxillary gland. This interpreta-
tion is further supported by the finding that the response to the
beta agonist, isoproterenol, wos unchanged after administration

of different doses of prazosin.
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