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ABSTRACT. The effect of neostigmine on the isolated guinea pig ileum
was studied under the following experimental conditions: in presence
of hexamethonium, morphine, or a combination of both, with the ileum
denervated mechanically or by cooling, in poor sodium solution, and
under nicotinic blockade. Findings reported by other authors concerning
the ganglionic stimulating action of neostigmine were confirmed. Par-
ticipation of ganglionic non nicotinic receptors was also demostrated.

RESUMEN. Se estudié el efecto de la neostigmina en el fleon aislado
de curiel en las siguientes condiciones experimentales: en presencia de
hexametonio, morfina o la combinacién de ambos; en el ileon desner-
vado mecanicamente o por enfriamiento; en solucién pobre en. so-
dio, vy durante la desensibilizacién nicotinica. Se comprueba lo ya
reportado por otros autores sobre la accién estimulante ganglionar
de la neostigmina y se demuestra ademés la participacién en su efecto
de receptores no nicotinicos ganglionares.

INTRODUCCION

Los efectos de la necostigmina se han estudiado en diferentes preparacio-
nes farmacolégicas, habiéndose reportado diferentes modos de accién:
una accién anticolinesterasica (Aeschlimann y Reinert, 1931); estimula-
cién de sitios no muscarinicos en el amnios de pollo (Cuthbert, 1962);
una accién directa sobre receptores muscarinicos (Harry, 1962); una
accién liberadora de acetilcolina en la traquea de curiel (Carlyle, 1963) y
una accién estimulante ganglionar (Takeshige y Volle, 1963).

Sharma y cols. (1964) también reportaron una accién estimulante de la
droga en el ileon aislado de cobayo, bloqueable por hexametonio, indi-
cando que su sitio receptor es el nicotinico.
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En este sentido nosotros hemos realizado algunos experimentos en los
cuales no hemos tenido los mismos resultados atn cuando la concentra-
cién de hexametonio fue mayor y la de neostigmina menor que las utili-
zadas por Sharma. Esta contradiccién nos indujo a explorar atin mas el
mecanismo de acciéon ganglionar de esta ultima droga.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron curieles adultos de 350 a 500 gramos de peso. Se tomaron
fragmentos de ileon terminal de 3-4 cm de longitud, los cuales fueron
suspendidos en un bafio de 6rganos de 20 ml de capacidad, conteniendo
solucién Krebs. modificada (Eccles, 1952) con los siguientes componentes
en gramos por mililitro: CINa, 7.19; CIK, 046; Cl:Ca anhidro, 0.3;
CO;HNa- H-0, 0.17; y SOsMg-7H-0, 0.14; burbujeada con una mezcla de
0: (95%) y CO: (5%) y a una temperatura de 37°C. Se realizé registro qui-
mografico de las contracciones en papel ahumado mediante una palanca
isoténica frontal ejerciendo una tensién de 1.5 gramos y con una ampli-
ficacién x 8. En algunos experimentos se utilizaron fragmentos de fleon
refrigerados durante 20 horas a 10°C.

Desnervacion aguda por enfriamiento.

Se realizé disminuyendo la temperatura del bafio a 15°C durante 30 mi-
nutos, consiguiéndose una buena desnervacién funcional de caracter
reversible (Harry, 1962 y Day y Vane, 1963) lo cual permitié hacer con-
troles antes y después del enfriamiento.

Desnervacion mecdnica del ileon.

Se realizé con el fin de obtener las fibras musculares longitudinales des-
provistas del plexo de Auerbach. Se tomaron fragmentos de 5 a 6 cm de
longitud, los cuales se abrian longitudinalmente, fijandolos por los extre-
mos sobre la superficie de una lamina de plastico incluida en una placa
de Petri conteniendo solucién Krebs. Se realizé el raspado de la mucosa
y de las fibras musculares transversales, utilizando un pequefio bisturi
y bajo visualizacién estereoscopica (Ambache, 1954). Esta preparacién
respondia adecuadamente a la acetilcolina, siendo insensible a la nicotina
y la estimulacién eléctrica transmural (0.1 mseg; 0.1 Hz y 20 a 30 V).
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Solucién pobre en sodio.

El contenido normal de CINa en la solucién Krebs se redujo en un 50%
sustituyéndolo por una cantidad equiosmética de sucrosa.

Desensibilizacion nicotinica.

Se realizé6 utilizando nicotina a una concentracién de 40 mcg/ml (Brown-
lee y Johnson, 1964).

Medicamentos utilizados en mcg/ml.

Clorhidrato de hexametonio, 200; clorhidrato de morfina, 0.5; bromuro
de neostigmina, 0.1; clorhidrato de acetilcolina, 0.01; bitartrato de nico-
tina, 40 (dosis de desensibilizacién) y 5.

El tiempo de contacto del ileon con los antagonistas fue de 15 minutos.

Los resultados son la expresién de un minimo de cuatro experimentos
por cada disefio experimental.

RESULTADOS

La contraccién inducida por neostigmina en la mayoria de los experimen-
tos se caracterizé6 por dos componentes: el primero, de ascenso rapido
en forma de espiga, que caia rapidamente, apareciendo a continuacién
un segundo componente de ascenso lento y progresivo.

En el ileon fresco el hexametonio y la morfina aplicados aisladamente
no modificaron sustancialmente la respuesta contractil del ileon a la
neostigmina, aunque en algunos experimentos se observé una potencia-
cién. Sin embargo, cuando ambos antagonistas se aplicaron simultdnea-
mente el primer componente de la contraccién fue bloqueado totalmente,
sin modificacién del segundo (Fig. 1).

En el ileon refrigerado durante 20 horas a 10°C el hexametonio y la

morfina juntos si bloquearon totalmente el efecto de la neostigmina
(Fig. 2).
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Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1. Efecto de la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A) en el fleon aislado de curiel,
en ausencia y presencia de hexametonio, 200 mcg/ml ([J); morfina, 0.5 mcg/ml (Q)
y la combinacién de ambos antagonistas.

Fig. 2. Efecto de la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A) en el ileon aislado de curiel,
refrigerado a 10°C durante 20 horas, en ausencia y presencia de hexametonio,
200 mcg/ml ([J) morfina, 0.5 mcg/ml (O) y la combinacién de ambos antagonistas.

Desnervacion aguda por enfriamiento.

El enfriamiento a 15°C produjo una abolicién total del efecto de la
neostigmina. La accién de la acetilcolina no fue abolida, observandose
s6lo una disminucién en la amplitud de la contraccién y una demora
en alcanzarse el efecto méximo, caracteristicas de la preparacién refri-
gerada.

El efecto de la nicotina fue bloqueado aunque no completamente (Fig. 3).
Desnervacion mecdnica del ileon.

En esta preparacién la accién de la neostigmina se manifesté por un
incremento lento y progresivo del tono, similar al segundo componente,
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que no fue abolido por hexametonio ni morfina, aplicados aislada o si-
multdneamente, observandose mas bien una potenciacién con este ultimo
antagonista (Fig. 4), probablemente debido a su accién anticolinesterasica
(Grodma y Gilman, 1970).

Fig. 3. Efecto de la acetilcolina, 0.01 mcg/ml ([N ); neostigmina, 0.1 mcg/ml (A)
y nicotina, 5 mcg/ml (Q), antes (a), durante (b) y después (c) del enfriamiento
a 15°C.
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Fig. 4. Efecto de la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A) sobre el miisculo longitudinal

del ileon de curiel desnervado mecénicamente, en ausencia y presencia de hexame-

tonio, 200 mcg/ml ([J); morfina, 0.5 mcg/ml (O) y la combinacién de ambos
antagonistas.

Solucion pobre en sodio.

La reduccién de la concentraciéon normal de CINa en la solucién nutricia
en un 50% aboli6é el efecto contracturante de la neostigmina, pero no
su capacidad para potenciar la acetilcolina exégena (Figs. 5 y 6).

Fig. 5. Efecto de la acetilcolina, 0.01 mcg/ml ([\.) y la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A)
en el ileon aislado de curiel, en solucién Krebs normal (a) y Krebs pobre en
sodio (b).
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Desensibilizacion por wnicotina.

Durante la primera fase del bloqueo nicotinico o fase de despolarizacién
ganglionar (Paton y Perry, 1953) la neostigmina no produjo contraccion
del ileon, observandose por el contrario una relajacién brusca. Tras el
lavado continuo con solucién nutricia conteniendo nicotina a la misma
concentracién que en la aplicacién inicial, y 5 minutos después (fase de
bloqueo competitivo) la neostigmina volvié a contraer el ileon con la
misma o mayor intensidad que el control (Fig. 7).
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Fig. 6 Fig. 7

Fig. 6. Efecto de la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A) en el ileon aislado, en solucién
Krebs 50% CINa y modificacién por esta droga de la contraccién inducida por ace-
tilcolina, 0.01 mcg/ml (N\).

Fig. 7. Efecto de la neostigmina, 0.1 mcg/ml (A) aislado de curiel durante la desen-

sibilizacién por nicotina, 40 mecg/ml (Q), en el primer minuto (fase de blogqueo

despolarizante) y a los 5 minutos (fase de bloqueo competitivo). La flecha indica
el lavado con solucién conteniendo nicotina a la misma concentracién.
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DISCUSION

En nuestros experimentos hemos utilizado la morfina con vista a la
deteccién de una accién ganglionar de la neostigmina a través de recep-
tores no nicotinicos, ya que se ha reportado que la misma es capaz de
bloquear el efecto de diversos estimulantes ganglionares que actdan a
través de éstos y que sin embargo no son antagonizados por el hexame-
tonio (Trendelenburg, 1961).

El hecho de que la morfina y el hexametonio, a las dosis utilizadas y
aplicados aisladamente no antagonicen el efecto de la neostigmina, pro-
duciendo mas bien una potenciacion del mismo, y que por otra parte la
aplicacién simultanea de éstos haya abolido la fase de ascenso rapido
de la contraccién, es una evidencia indirecta del efecto ganglionar de la
droga, mas aun si se considera que esa primera contracciéon en forma
de espiga puede corresponderse con el momento de la despolarizacién
ganglionar (Axelsson, 1970). La modificaci¢: del segundo componenté se
explicaria por la accién anticolinesterasica dc la neostigmina, con acu-
mulacién de la acetilcolina liberada espontaneamente en la terminacién
nerviosa (Paton y Vizi, 1969).

La diferencia de nuestros resultados con los de Sharma se explicaria
por el hecho de que en nuestros experimentos el tiempo durante el cual
se registré el efecto de la neostigmina fue mucho mas prolongado, lo
cual nos permitié observar que en presencia de hexametonio sélo existia
un retardo en el desarrollo de la contraccidn.

El bloqueo total del efecto de la neostigmina producido por la accién
simultdnea de ambos antagonistas en el ileon refrigerado, sin la apari-
cién del aumento del tono observado en el ileon fresco, podria deberse
a una reduccion en la capacidad del ileon para liberar acetilcolina espon-
taneamente, lo cual habria que corroborar experimentalmente.

El aumento de tono en el ileon desnervado mecdnicamente pudiera co-
rresponderse con una accién directa de la neostigmina o con la proteccién
de la acetilcolina liberada por terminaciones nerviosas postganglionares
remanentes, no eliminadas por el proceso de desnervacién. El hecho de
que este aumento de tono no haya sido deprimido o bloqueado por los
antagonistas, solos o combinados, sugiere que en el antagonismo obser-
vado en el ileon integro no existe un componente sinergista periférico.
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Los resultados obtenidos con el enfriamiento agudo también constitu-
yen una evidencia de la accién neural de la droga, aunque no puede afir-
marse categéricamente un sitio ganglionar de accién, ya que las fibras
postganglionares también se encuentran afectadas (Day y Vane, 1963).

Los experimentos realizados con solucién pobre en sodio demuestran
que este ion tiene una participacién importante en la contraccién indu-
cida por neostigmina, sugiriendo una accién despolarizante de la droga
sobre las células ganglionares.

Por ultimo, el hecho de que la neostigmina no actiie durante la primera
fase del bolqueo nicotinico y si durante la fase de bloqueo competitivo,
es una fuerte evidencia del sitio ganglionar de la droga y de la partici-
pacién de receptores no nicotinicos, en consideracién a los criterios esta-
blecidos por otros autores para las drogas estimulantes ganglionares
(Trendelenburg, 1961 y Brownlee y Johnson, 1963).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren una accién estimulante de la neostig-
mina a través de receptores nicotinicos y no nicotinicos ganglionares en
el ileon aislado de curiel.

La cuantificacién de la acetilcolina liberada en las diversas condiciones
experimentales presentadas, asi como estudios cuantitativos més detalla-
dos, serian de utilidad y ayudarian a dilucidar algunos aspectos atn
0Scuros.
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