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ABSTRACT. 5-Hvdroxytryptamine (Serotonin) produces a positive
chronotropic effects in the isclated atrium of hamster. The characteri-
zation of this effect using previous reserpinizalion, propranolol, pargy-
line, 6-hydroxydopamine or the combination of some of these agents
led us to point out that serotonin is an amine of mixed action in the
isofated atrium of hamster. That is to say that its positive chronolro-
pic effect has a direct component, which is obtained with low concen-
trations of this agonist and an indirect component through the releasc
of endogenous noradrenaline from the sympathetic nervous terminals.
The responsability for this indirect component belongs to the highest
concentrations ol serotonin. Pargyline potentiates the indirect com-
ponent of 5-HT, because when it inhibits intraneuronal monoamineo-
xidase (MAQ) it avoids degradation of part of the noradrenaline to be
libcrated but does not potentiate the direct component. This is an evi-
dence that cardiac MAO has little importance in the metabolism of Se-
rotonin administrated exogenously.

RESUMEN. La 3-hidroxitriptamina (serotonina) produce un efecto cro-
notropo positive en la auricula aislada de hamster. La caracterizacién
de este efecto utilizando la reserpinizacion previa, ¢l propranolel, la par-
gilina, ta 6-hidroxidopamina o la combinacién de algunos de estos agen-
tes nos permite concluir que la serotonina es una amina de aceién
mixta en la auricula aislada de hamster, es decir, su efecto cronotropo
positivo tiene un componente directo, el cual se obtiene con concen-
traciones bajas del agonista v un componente indirecto a través de la
liberacion de neoradrenalina endogena de las terminaciones nerviosas
simpaticas ¥ del cual son responsables las concentraciones mdas altas
de la serotonina. La pargilina potencia ¢l componente indirecto de la
5-HT, va que al inhibir la MAQ intrancuronal impide la degradacion
de parte de la noradrenalina quc va a ser liberada, pero no potencia
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el componente dirccto, lo gue evidencia que la MAQO cardiaca es de
poca importancia en el metabolismo de la serotonina administrada
exogenamente.

INTRODUCCION

Los efectos de la 5-HT (serotonina) sobre la contractilidad v {recuencia
del corazon de mamiferos ha recibido poca atencién v los datos en la
literatura son escasos (Benfey v cols., 1974). En las respuestas cardiacas
a la 5-HT en el perro, gato, cobavo, conejo v rata han sido detectadas
variaciones v diferencias entre las especies (Schueider v Yonkman, 1954;
Trendelenburg, 1960; Benfev v cols., 1974).

Los mecanismos por los cuales la scrotonina ejerce la accién cronotropa
e inotropa positiva mantenida son muyv complejos v todavia no comple-
tamente dilucidados. Trendelenburg, (7960) estudid el mecanismo de ac-
cién de la serotonina en las auriculas aisladas de 3 especies: gato, conejo
v cobayo encontrando diferencias marcadas acorde a la especie. En la
auricula de gato la 5-HT tenia un efccto estimulante dirccto va que era
bloqueado por LSD pero no era impedido o disminuido dicho cfecto
agonista en auriculas de gatos previamente reserpinizados o tratados con
un bloqueador de los receptores beta, el dicloroisoproterenol; en la au-
ricula de conejo el pretratamiento con reserpina abolié el efecto inotropo
v cronotropo positivo de la serotonina, que cn csta cspecie parece actuar
sobre alglin tejido nervioso, siendo su accién estimulante el resultado de
la liberacion de noradrenalina.

En la auricula de cobavo, Trendelenburg encontré que ¢l efecto de la
3-HT no es completamente indirecto va que persistié después del trata-
miento con reserpina y con dicloroisoproterenol, pecro tampoco es pura-
mente directo ya que el LSD fall6 en abolir la respuesta al agonista, lo
que recuerda lo encontrado en el ileon de cobavo donde la serotonina
tiene una accién mixta (Gaddum v Picarelli, 1957).

En el presente trabajo nos proponemos esclarecer si la scrotonina es
una amina de accion directa, indirecta o mixta en la auricula aislada de
hamster, es decir, si su efecto cronotropo positivo es mediado total o
parcialmente o no, a través de la liberacion de noradrenalina endégena.
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MATERIALES Y METODOS

Sc utilizo la téenica de la auricula aislada de hamster en las condiciones
cxperimentales descritas en un trabajo previo (Gonzdlez v Garcia, 1977).

Las contracciones espontdncas de la preparacion fueron registradas me-
diante el emplec de transductores fuerza-desplazamiento modelo SB-1T
acoplados a un poligrafo de 4 canales, Nihon-Kohden. Sc aplico medio
gramo de tensién inicial a las auriculas. Después de 13 minutos, se lavé
una vez la preparacion v se esperaron otros 15 minutos antes de comen-
zar ¢l ensayo. Sc obtuvieron curvas acumulativas dosis-respuesta para
la serotonina v la tiramina siguicndo ¢l procedimiento utilizado por Van
Rossum, (/963) para cl incremento sucesivo y progresivo por un factor
de 3, de las concentraciones de la droga cn el bafo. El volumen de cada
dosis nunca excedid de 0.1 ml, adiciondndosc en intervalo de 3 minutos
que corresponde con el tiempo en que se alcanza con cada dosis la res-
pucsta maxima. El parametro que se evalta cs el incremento en el crono-
tropismo, ¢l cual se registra durante el tercer minuto de haber afadido
cada dosis. El propranolol, 1.6 X 107 M, sc anadié al bafio de érgano
15 minuios antes de iniciar las curvas. La pargilina, 1.6 3% 10* M se
afiadié 20 minutos antes. La reserpina fue adminisirada a una dosis de
5 mg/kg de peso por via intramuscular, 18 a 24 horas antes de los expe-
rimentos v la 6-hidroxidopamina se administré de 18 a 24 horas antes del
cxperimento a una dosis de 100 mg/kg de peso por via intraperitoneal.

Para la expresion de los resultados se colocaron en el eje de las abscisas
los logaritmos de las concentraciones molares de los agonistas y en el
zjc de las ordenadas los incrementos absolutos cn latidos con respecto
a la frecuencia basal obtenidos con cada dosis del agonista. Cada punto
de la curva cs la expresion generalmente de las medias de 5 a 8 auriculas
v s¢ expresan con sus correspondicntes errores standard.

En algunos grupos para los puntos de las curvas se trazaron las rectas
de regresidn y se compararon las pendientes de ambas curvas y las res-
puestas maximas obtenidas utilizando el test de la “t” de student.

En aquellos grupos donde se obtienen curvas sigmoideas, se realizo la
comparacién entre si de los datos, por parejas, mediante el test de la
“t"”, para cada una de las dosis utilizadas.
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Las diluciones de las drogas se hicicron en agua deicnizada. En el caso
de la 6-hidroxidopamina la droga se disolvio en agua deionizada fria
gue contenia CINa y acido ascorbice al 1%, burbujeandose esta solucidn
con nitrégeno durante varios minutos inmediatamente antes de la adi-
cion de la droga con el fin de impedir la oxidacién de la 6-OH-DA.

Las concentraciones de las drogas se expresan en sus concentraciones
molares y/o en microgramos por mililitro de las sales correspondientes.
Se utilizaron: sulfato de creatina vy serotonina, reserpina, clorhidrate de
propranolol, clorhidrato de pargilina, bromidrato de é-hidroxidopamina,
v clorhidrato de tiramina.

RESULTADOS

Curvas acumulativas dosis-respuesta a la serotoning
en la auricula aislada de hamster.

La serotonina induce un efecto cronotropo positive dependiente de la
concentracion, ¢l cual alcanza un maximo con 2.5 X 10* M de la droga.

El pretratamiento con reserpina (5 mg/kg im. de 18 a 24 horas antes),
que suprime el efecto de la tiramina en la preparacion (Gonzdlez v
Garcia, 1973) deprime al nivel de las concentraciones mavores la curva
acumulativa dosis-respucsta de la serotonina (Fig. 1). Hasta la concen-
tracion de 2.5 X 10° M de 5-HT las diferencias no fueron significativas
entre el grupo control y el pretratado con reserpina, pero a las concen-
traciones mayores las diferencias si fueron significativas (p < 0.001}.

En la Fig. 2 se observa como 1.66 X 107" M de propranolol adicionado al
baftio modifica significativamente {p < 0.001) la pendiente y la respuesta
maxima de la curva de 5-HT, con respecto a la curva del grupo control.

En la Fig. 3 se evidencia como el pretratamiento de la preparacién con
pargilina (1.6 > 10-* M) desplazd a la izquierda la curva acumulativa
dosis-respuesta de la tiramina, es decir, potenci¢ el efecto cronotropo
positivo de esa amina de accion indirecta. Las diferencias en las pen-
dientes y a la concentracién mas alta alcanzada (5.7 X 10°®* M) fuercn
significativas (p < 0.05).
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Fig. 1. Efecto del pretratamiento con reserpina en la curva dosis-respuesta a la
3-HT en la auricula aislada de hamster con latidos espontaneos. La reserpina, 5
mg/kg, fue administrada im. de 18 a 24 horas antes del experimento: n, =6,

n,—6; §1 =140 6 v iz = 142 + 8§ (véase el texto).

Fig. 2. Efecto del propranoclol en la curva acumulativa dosis-respuesta a la 5-HT
en la auricula aislada de hamster con latidos espontaneos. El propranolol, 1.66 x
10-7 M fue afiadido al bafio de 6rgano 15 minutos antes de iniciar la curva; n, =7,

n,=7; X, =151+7 yv X, =151 =6 (vcase el texto).

Fig. 3. Efecto de la pargilina en la curva acumulativa dosis-respuesta a la tiramina
en la auricula aislada de hamster con latidos espontineos. La pargilina, 1.6 x 10+
M fue afadida al bafio de érgano 20 minutos antes de iniciar la curva ny, =5, n, = 5;

X, =109 x5y X;=121 = 12 (véase ol texto).



180 R. GONZALEZ ALVAREZ Y M. GARCIA

El pretratamiento de la preparacién con la misma concentracién de par-
gilina potencia el efecto de la serotonina a partir de la concentracién del
agonista de 2.5 X 10® M (Fig. 4).

L esbichent / Wiy
X
80
L]
¢ ¢
0 t et
¢ ¥
60 o
;’ o Cormal
20 M H » Con Parg.

) i 8 T3

~Log Conc S-HT (M}

Fig. 4. Efecto de la pargilina en la curva dosis-respuesta a la 5-HT en la auricula
aislada de hamster con latidos cspontaneos. La pargilina 1.6 x 10-*M fue adicionada

al bafio de ¢rgano 20 minutos antes de iniciar la curva n; =6, n, = 6; §1 =137 =4

y 'X.J = 138 = 5 (véasc el texto).

A niveles de concentracién mayores que ésta, las diferencias fueron alta-
mente significativas (p < 0.001) entre las dosis correspondientes de Ja
curva control v la del grupo pretratado con el inhibidor de la MAO,
mientras que a las dosis por debajo de 25 X 10 M las diferencias no
fueron significativas entre ambas curvas.

En la Fig. 5 se comparan las dosis de las curvas acumulativas de la sero-
fonina, en un grupo de animales normales cuyas auriculas fueron pretra-
tadas con pargilina y otro grupo de animales reserpinizados cl dia ante-
rior y cuyas auriculas también se pretrataron con la misma concentra-
cién de dicho inhibidor de la MAO. En este caso se detecta una poten-
ciacion del efecto de la serotonina en presencia de pargilina, en el grupo
no reserpinizado, a las concentraciones a partir de 2.5 10°* M del
agonista, siendo las diferencias altamentc significativas (p < 0.001) entre
las dosis correspondientes de ambos grupos, mientras que a concentra-
ciones de 5-HT por debajo de 2.5 < 10-* M no hubo diferencias signifi-
cativas entre ambas curvas.

En la Fig. 6 se comparan las dosis de las curvas acumulativas de la
serotonina en un grupo de animales normales cuyas auriculas fueron
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pretratadas con pargilina y otro grupo donde la preparacion fue pretrata-
da con pargilina mas propranolol. Hasta la concentracion de 2.5 X 10 M
de 5-HT, las diferencias no fueron significativas entre las dosis corres-
pondientes del agonista, pero a partir de 7.5 X 10 M (p < 0.05) v espe-
cialmente de 2.5 X 10* M las diferencias fueron altamente significativas
(p < 0.001).
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Fig. 5. Efecto de la pargilina en las curvas dosisrespuesta a la 5-HT en las auricu-
las de hamster normales y previamente reserpinizados. La reserpina, 5 me/ks
fue administrada im., 18 a 24 horas antes del experimento. La pargilina, 1.6 x 10-4
M fue adicionada al bafio de drgano 20 minutos antes de iniciar las curvas n; =6,

n,=6; X, =137 x4 y X, =123 =6 (ver cl texto}.

Fig. 6. Efecto del pretralamiento combinads de pargilina mdas proprarolol en las
curvas dosisrespuesta a la 5HT en la auricula aislada de hamster con latidos
espontanecos. La pargilina, 1,6 x 10 *+ M fue agregada al bafio de drgano 20 minutos
antes de iniciar las curvas, ¢ propranoclol, 1.66 x 10-7 M fue ahadido al bafio de

dérgano 15 minutos antes de iniciar la curva n;, =5, n,=5; “)_{1 =114l 7 v
X, =146 =7 (ver texto).

En la Fig. 7 se comparan las curvas acumulativas dosis-respuesta de
5-HT en las auriculas de dos grupos de animales previamente reserpini-
zados, en uno de los cuales las auriculas fueron pretratadas con pargi-
lina, mientras el otro grupo no.

En este caso no se detecté potenciacién del efecto de la serotonina por
la pargilina a ninguno de los niveles de dosis utilizados.
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En la Fig. 8 sc¢ observa como cn dos grupos de animales pretratados
con 6-hidroxidopamina, en uno de los cuales las auriculas se incuban
a su vez con pargilina, no existen difercncias significativas en las pen-
dientes ni en las respuesias maximas de las curvas acumulativas de la
5-HT, entre el grupo no pretratado v ¢l que si lo es con el inhibidor de
la MAO.
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Fig. 7. Efecto de la pargilina en las curvas dosis-respuesta a la 5-HT en las auricu-
las de hamster previamente reserpinizados. La reserpina, 5 mg/kg fue adminisira-
da im., 18 a 24 horas antes del experimento. La pargilina 1.6 x 10-¢ M fue afadida

al bano de 6rgano 20 minutos antes de iniciar la curva n, — 6, n, = 6; X: =123 =4

v Ez =121 £ 8 (ver texto).

Fig. 8. Efecto del pretratamiento combinado de 6-hidroxidopamina mads pargilina
en las curvas dosisrespuesia a la 5-HT en la auricula aislada de hamster con
latides espontaneos. La 6-OH-DA, 100 mg/kg fue administrada i.p. de 18 a 24 horas
antes del experimento. La pargilina, 1.6 < 10 + M se agregd al bafio de érgano 20

minutos antes de iniciar la curva; n, =5, n, =5 X, =125+ 14 y X, = 138 = 16
(ver tlexto}.

En la Fig. 9 se muestra como la administracién el dia anterior a los
animales de 100 mg/kg de peso de 6-hidroxidopamina por via intraperi-
toneal, modifica significativamente la curva acumulativa de 5-HT. Las
pendientes de ambas curvas asi como sus respuestas maximas difirieron
significativamente {p < 0.001).
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Fig. 9. Efecto del pretratamiento con é-hidroxidopamina en las curvas acumulali-

vas dosis-respuesta a ta 5.HT. La é-hidroxidopamina, 100 mg/kg se administrd ip.

de 18 a 24 horas antes del experimento; n, =6, n, =6; X, =132+ 10 v X, =125 =
11 (ver texto).

DISCUSION

Si bicn la reserpinizacién previa fue utilizada en la pasada década, como
2l principal medio para esclarccer si una droga tiene un componente
indirecto en su accion, es decir, si libera o no catecolaminas, este método
presenta limitaciones. Benfey, (1974} encontro que la administracion de
reserpina, 5 mg/kg, 24 horas antes del experimento no modifics el efecto
inotropo positivo de la serotonina en la auricula aislada de rata esti-
mulada eléctricamente, lo que contrastaba con el pretratamiento con
6-OH-DA que si redujo el efecto inotropo de la serotonina. Resultado
similar obtuvieron Luchelli-Fortis v Langer, (1974) con la fenilefrina en
la auricula aislada de cobayo con latidos espontdneos, llegando esios
investigadores a la conclusion de que ¢l fallo del pretratamiento con re-
serpina en modificar la respuesta a las aminas simpaticomiméticas, no
excluyen la posibilidad de que la amina pueda liberar noradrenalina
cndogena.

A esto podemos agregar las limitaciones que presenta la reserpina por
producir lesiones ultraestructurales y funcionales en el corazon, no rela-
cionadas a su accién sobre los mecanismos adrenérgicos (Schwartz v
Lee, 1960: Zaimis, 1961; Wilcken v cols., 1967; Sur v cols., 1968; Iwayama
y cols., 1973) asi como el hecho de haberse identificado por técnicas his-
toquimicas fluorescentes v microscopia electrénica un pequefio, pero fi-
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sivlégicamente {importante almacén de noradrenalina el cuaal permancee
o es resistente después del tratamiento con reserpina (Van Orden y cols.,
1974), aspectos estos que puedan complicar la interpretacion de los re-
sultados.

En cuanto al uso del propranolol con el mismo {in, aunque csta droga
tienc reportada accidon anestésica local (Morales Aguilera v Vaughan
Williams, 1965), la concentracién por nosotros utilizada es adecuada para
el efecto beta bloqueador y carece de acciones anestésicas locales o anta-
gonistas inespecificas (Langer, 1975, comunicacion personal). Sin embar-
go, el hecho de que se hallan aportado recientemente (Schechter y Wein-
stock, 1974) clementos de que inhibe competitivamente la accion de la
scrotonina, lo cual sugerirfa la interaccion de dicha droga con receptores
serotoninicos, determina en igual forma que la reserpina, que los resul-
tados obtenido con el uso del propranolol (Fig. 2} ne puedan scr tomadas
como conclusion definitiva de Ta existencia de un componente indivecto
en la accion del agonista,

El resultado obtenidoe con pargilina (Fiz. 4) donde se encucntra que esta
droga potencia la accidon de la serotonina en la auricula aislada, puede
tencr dos explicaciones: una de ellas, cs que la pargilina estd poten-
ciando un efecto indirecto de la scrotonina, lo cual cstaria en relacidn
con los hechos reportados (Smith, 1966; Luchelli-Fortis v Langer, 1974)
de que una gran parte de la noradrenalina liberada por aminas con com-
ponentcs indirectos en su accién, abandona las lerminaciones nerviosas
en la forma de metabolitos inactivos al ser degradada por ta MAO intra-
neuronal, efecto éste que es impedido por los inhibidores de dicha en-
zima (en nuestro caso la pareilina), traduciéndose esto en una mavor
cantidad del transmisor intacto v por ende en una potenciacion del clecto
indirecto.

La segunda explicacion del efecto potencializador de la pargilina con
respecto al efecto de la serotonina podriamos encontrarle en una poten-
ciacion del efecto directo de dicho agenista por la pargilina 5% tencmos
=n cuenta quce la serotonina es sustrato de la MAQ {Berkowiiz v cols.,
1974) lo cual se traduciria en una mayor concentracién disponible del
agonista en el drgano efector al estar inhibida la enzima metabolizadora.
Una tercera posibilidad es una combinacion de ambaos efectos.

Nuestros resultados de las Figs. 5, 6 v 7, donde se usé en forma combi-
nada la pargilina con el propranclol v la reserpinizacién previa, eviden-
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cian que en nuestro trabajo la primera explicacion es valida v que el
efecto de la pargilina con respecto a la serotonina se debe fundamental-
mente a una potenciacion del efecto indirecto de dicha amina v no de su
cfecto directo.

Estos resultados estan acordes con los obtenidos por Pluchine, (1972) en
la membrana nictitante aislada de gato, donde encontré que el pretrata-
miento con pargilina no afectaba las respuestas de la serotonina en el
miusculo denervado asi como tampoco cuando se usaban en el musculo
normal bajas concentraciones de dicha indolamina, pero si desplazaba
jas curvas acumulativas de la 5-HT a la izquierda cuando se utilizaban
aquellas concentraciones mayores del agonista que producian efectos
indirectos.

La inhibicion de la MAO por la pargilina no altera la sensibilidad del
corazén dc cobayo a la noradrenalina cxdgena, una amina de accidn
directa en el corazén (Smith, 1966). Resultados similares se han obtenido
en la presion artertal v la membrana nictitante de gato, después de la
administracién de iproniazida (Griesemer v cols., 1953; Burn v cols., 1954;
Kamijo v cols., 1956}, Esas observaciones apoyan ¢l planteamicnio de que
la MAO intraneuronal es de poca importancia en el metabolismo de las
catecolaminas administradas exogenamente lo cual, acorde a nuestros
resultados, ¢s iambién aplicable a la serotonina.

El incremento en la respucsta a la tiramina después del pretratamiento
con pargilina (Fig. 3) se ha demostrado en la auricula aislada de cobayo
{Smith, 1966) quc es debida en parte a una disminucion de la degrada-
cion de ecsta amina, lo cual se traduce en mas noradrenalina liberada de
los sitios dec almacenaje intraneuronal v también es debido en parte con-
siderable a menor degradacidn de la noradrenalina liberada intraneurc-
nalmente,

Sin lugar a dudas, el uso de Ia 6-hidroxidopamina (Fig. 8) constituye el
mas valioso v convincente medio para dilucidar la posible exisiencia de
un componente indirecto en.la accidn de un agonista. Esta droga tiene
la caracteristica de que degencra selectivamente las terminaciones ner-
viosas adrenérgicas, produciendo una deplecion casi total de la noradre-
nalina endégena, sin inducir alteraciones en las demas estructuras tisu-
lares (Tranzer v Thoenen, 1968; Cantin y cols., 1973), lo cual constituye
una gran ventaja dc esta droga con relacién a la reserpina. En conclu-
sién, ¢n nuestro trabajo los cuatro criterios utilizados: la reserpinizacion
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previa, el propranolol, la pargilina, el pretratamiento con 6-hidroxidopa-
mina o la combinacién de ellos, demuestran que la serotonina es una
amina de accién mixta en la auricula aislada de hamster, ya que parte
de su accion la ejerce a través de la liberacién de noradrenalina enddgena.

CONCLUSIONES

1. La S-hidroxitriptamina (serotonina) ¢s una amina de accién mixta en
la auricula aislada de hamster, es decir, su efecto cronotropo positivo
tiene un componente directo, ¢l cual se obtiene con concentraciones
bajas del agonista v al que le corresponde de un 60 a un 705 de la
respuesta v un componente indirecto, a través de la liberacion de
noradrenalina enddgena de las terminaciones nerviosas simpaticas.
De este componente indirecto son responsables, las concentraciones
mas altas de la curva acumulativa de dicho agonista correspondién-
dole al mismo alrededor de un 30% de la respuesta cronotropa posi-
tiva maxima alcanzada.

2. La pargilina no potencia el componente directo pero si el componente
indirecto de la accién de la serotonina, yva que al inhibir Ia MAO
intraneuronal, impide la degradacion dc parte de la noradrenalina
que va a ser liberada.

3. Nuestros resultados experimentales ponen de manifiesto que al igual
que para la noradrenalina exdgena en la auricula aislada de cobayo
(Smith, 1966} la MAO cardiaca es de poca importancia en el meta-
bolismo de la serotonina administrada exdgenamente.
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