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RESUMEN. Estos estudios evaluaron la participación de receptores muscarínicos 
centrales en la respuesta presora a la administración central de neostigmina, un anti- 
colinesterásico cuaternario, en ratas conscientes con operación simulada o con des- 
nervación sinoaórtica. El efecto presor dependiente de dosis de neostigmina (0,l-1 pg, 
icv) fue significativamente mayor en las ratas con desnervación sinoaórtica que en 
aquellas con la operación simulada. El antagonista de receptores muscarínicos M3 4- 
DAMP (0,3 nmol icv), pero no el antagonista MI pirenzepina (0,3 ninol icv), pfevino 
el efecto presor de neostigmina (0,l - 1 pg icv) en ambos grupos de ratas. Las diferen- 
cias en el efecto presor de neostigmina (icv) entre las ratas con operación simulada y 
las desnervadas podrían deberse a una actividad diferente de las vías colinérgicas. 
Los resultados también sugieren una participación de receptores muscarínicos M3 ce- 
rebrales en el efecto presor de neostigmina (icv) en ambos grupos de ratas. 
SUMMARY. "Muscarinic Receptors and Central Cholinergic Stimulation in Rats with 
Sinoaortic Denervation". These studies evaluated the participation of central muscarinic 
receptors in the pressor effect of ceritrally injected neostigmine, a quaternary anti- 
cholinestemse, in conscius sham operated and siiioaortic denervated rats. Dose-dependent 
pressor effect of neostigmine (0,l-1 pg icv) was significantly greater in siiioaortic dener- 
vated rats than in sham operated animals. The M3 muscarinic receptor aritagonist 4-DAMP 
(0,3 nmol icv), but not the MI antagonist pirenzepine (0,3 nmol icv), prevented the pressor 
effect of neostigmine (0,l - 1 pg icv) in both groups of rats. Differences in the pressor 
effect of neostigmine (icv) betweeri sham aiid siiioaortic denervated rats could be due to a 
different activity of cholinergic pathways. The results also suggest a brain M3 muscarinic 
receptors involvement in the pressor'effect of neostigmine (icv) in both groups of rats. 

INTRODUCCION 

Es bien sabido que la acetilcolina cerebral tiene un papel d e  modulador e n  
los mecanismos de regulación cardiovascular barorrefleja 1 y que el incremento e n  
la actividad colinérgica e n  el sistema nervioso central podría participar e n  el desa- 
rrollo y/o mantenimiento de  la hipertensión en modelos experimentales tales co- 
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mo la rata con hipertensión espontánea, la DOCA-salina y la hipertensa por coarc- 
tación aórtica 2. En la desnervación sinoaórtica, los resultados obtenidos en nues- 
tro laboratorio mostraron que las respuestas cardiovasculares mediadas por meca- 
nismos colinérgicos centrales estarían alterados en las ratas desnervadas 3,*. 

Recientemente, se ha sugerido que los receptores muscarínicos M3 podrían 
estar involucrados en los mecanismos de la respuesta presora a la administración 
sistémica de fisostigniina, un anticolinesterásico terciario 5, o a la administración 
intrahipotalámica del agonista muscarínico carbacol 6 .  

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los subtipos de receptores mus- 
carínicos centrales que mediarían el efecto presor de la administración intracere- 
bral de neostigmina, un anticolinesterásico cuaternario, en ratas conscientes con 
una operación simulada y en animales con desnervación sinoaórtica, utilizando 
para ello bloqueantes muscarínicos específicos como el antagonista de receptores 
M, pirenzepina y el antagonista de receptores Mg 4-difenilacetoxi-N-metilpiperidi- 
na metilioduro (4-DAMP) 7. 

MATERIALES Y METODOS 

Se trabajó con ratas Wistar de cualquier sexo (200 a 250 g). Los animales fue- 
ron anestesiados con hidrato de cloral (250 mg.kg1, i.p.) y la región ventral del 
cuello fue infiltrada subcutáneamente con lidocaína (0,5%). La desnervación si- 
noaórtica fue realizada según el método de Krieger *. En las ratas controles se rea- 
lizó una operación simulada. Los experimentos se realizaron 7 días despues de la 
operación correspondiente. 

Dos días antes de los experimentos, las ratas fueron anestesiadas con hidrato 
de cloral (250 mg.kg-1, i.p.) y colocadas en un aparato estereotáxico. Una cánula 
guía de acero inoxidable 23G fue implantada en el ventrículo lateral izquierdo de 
acuerdo a las siguientes coordenadas: A 5,8 mm, L 1,5 mm y H 3,5 mm 9. La cánu- 
la guía fue asegurada al cráneo con cemento acrílico dental y tornillos. Luego del 
implante de la guía, cada rata recibió una dosis de 50.000 U (i.m.) de penicilina G. 

Para el registro de la presión sanguínea arterial, el día anterior al experimen- 
to, las ratas fueron anestesiadas con éter y se les insertó una cánula de polietileno 
(PE-50) heparinizada (25 U.tnl-1) en la arteria femoral derecha. Luego la cánula fué 
pasada bajo la piel hasta hacerla emerger por el dorso de los animales, a la altura 
del cuello. En el día del experimento, la cánula arterial fue conectada a un trans- 
ductor de presión Statham Gould P23ID acoplado a un polígrafo Grass 79D. A 
partir de los registros obtenidos de presión arterial se calculó el valor de presión 
arterial media (PAM) de acuerdo a la siguiente fórmula: 

(presión sistólica - presión diastólica) 
presión diastólica + 

3 

La inyección i.c.v. de neostigmina fue hecha insertando una aguja inyectora 
(27G) en la cánula guía implantada en el ventrículo lateral. La aguja inyectora fue 
conectada a un jeringa Hamilton de 5 p1. La neostigmina, disuelta en solución sali- 
na, fue inyectada en un volumen de 0,5 p1. La velocidad de inyección fue de 1 
p1.min-1. 

Todas las dosis de las drogas están expresadas en función de la base libre. 
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Las drogas utilizadas fueron: neostigmina bromuro (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO, USA), pirenzepina clorhidrato (Microsules-Bernabó SRL, Buenos Aires, Argen- 
tina) y 4-difenilacetoxy-N-metilpiperidina metilbromuro (4-DAMP, donación del Dr. 
R.B. Barlow, Glasgow, UK). 

Los resultados están expresados como la media tr EEM. Las significancias es- 
tadísticas fueron calculadas mediante el análisis d e  la varianza y el test d e  "t" d e  
Student 10. 

RESULTADOS 

Siete días despues de  la operación correspondiente, los valores d e  presión 
arterial media (PAM) medidos en ratas conscientes fueron similares en  las ratas 
controles con operación simulada (PAM: 104,8 It 1,7 mrn Hg; n = 15) y e n  los ani- 
males con desnervación sinoaórtica (PAM: 102,8 + 5,O mni Hg; n = 15). 

La Figura 1 muestra el curso temporal d e  los cambios en PAM inducidos por 
la administración i.c.v. d e  neostigmina (0,3 pg) en ratas con operación simulada y 
con desnervación sinoaórtica. El anticolinesterásico indujo un incremento d e  la 
PAM e n  ambos grupos d e  ratas, observándose el máximo efecto a los 10 min d e  
administrado en  las ratas con operación simulada (APAM: 25,2 tr 2,9 mm Hg, n = 

5) o con desnewación sinoaórtica (APAM: 45,6 +- 3,O InIn Hg, n = 5, p < 0,01 us. 
ratas con operación simulada). 
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Figura 1. Curso temporal de  los cambios de  
presión arterial media (PAM), inducido por la 
administración i.c.v. de neostigmina (0,3 pg) en 
ratas con operacióri simulada (círculos) y en  
animales con desnervacióii sinoaórtica (cuadra- 
dos). Cada punto representa la media * E.E.M. 
de cinco experimentos. 
El análisis de la varianza muestra que el compo- 
nente entre grupos es significativo con p < 0,01 
y FC1,5) = 831,603. 
* al menos p < 0,05 comparado contra el valor 
de ratas con operación simulada (test de "t" de 
Student no pareado). 

Neostigmina (pg) 
Fwra 2. Curva de respuesta e n  función de do- 
sis de neostigmina para los cambios de  presión 
arterial media (PAM).inducidos e n  ratas con 
operación simulada (círculos) y en  animales coi1 
desnervación sinoaórtica (cuadrados). 
Cada punto representa la media + E.E.I\I. de cin- 
co experimentos. 
El componente entre grupos del análisis de la 
varianza es significativo con p < 0,01 y F(1,24) = 

31,700. 
' al menos p < 0,01 comparado contra el valor 
de ratas con operación simulada (test de "t" de 
Studente no pareado). 



En la Figura 2 se observa que el efecto presor de la neostigmina (0,l - 1 pg) 
mostró ser también dependiente de la dosis y fue, además, mayor en las ratas con 
desnewación sinoaórtica que en las controles con operación simulada. 

La administración previa del antagonista muscarínico M I  pirenzepina (0,3 
nmol i.c.v.) no modificó el incremento de la PAM inducido por la neostigmina (0,l 
-1 pg) en las ratas con operación simulada y en las desnervadas, mientras que el 
antagonista Mj 4 DAMP (0,3 nmol i.c.v.) previno significativamente la respuesta 
presora al anticolinesterásico en ambos grupos de animales (Figura 3). La adminis- 
tración de los antagonistas antes de la neostigmina no alteró el valor basa1 de PAM 
de las ratas con operación simulada y con desnewación sinoaórtica (datos no 
mostrados). 

Figura 3. Efectos de la pirenzepina (0,3 nmol i.c.v.1 y 4 DAMP (0,3 nmol i.c.v.) 
sobre los cambios de  presión arterial media (PAM) inducidos por neostigmina 
(0,l - 1 pg i.c.v.) en ratas con operación simulada (OS, s'mbolos blancos) y en 
animales con desnervación simulada (DSA, s'mbolos negros). 
Los circulos representan las respuestas controles, los cuadrados las respuestas 
después de  pirenzepina y los triángulos las respuestas despues de 4-DAMP. Cada 
s'mbolo representa la media I E.E.M. de cinco experimentos. 
El componente entre grupos (análisis de la varianza) es significativo con p < 0,01 
y F(2;36) = 60,035 en las ratas con operación y con p < 0,01 y F(2;36) = 31,540 en 
las ratas con desnervación sinoaórtica. 
'al menos p < 0,01 comparado contra la respuesta control respectiva (test de 'Y" 
de Student no pareado!. 

Siete días después de la desnervación sinoaórtica los valores basales de pre- 
sión arterial media, calciilados a partir del registro intraarterial de la presión san- 
guínea, fueron similares a aquellos de los animales controles con la operación si- 
mulada. Es sabido que la deaferentación de los barorreceptores sola~ilente induce 
el incremento de la labilidad de la presión arterial pero no una hipertensión per- 
manente 11J2. Sin embargo, la evidencia existente sugiere que la deaferentación de 
los barorreceptores incrementa la actividad simpática periférica y afecta la respues- 
ta cardiovascular a la inyección sistémica de agentes adrenérgicos 15-15. 
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Como fue reportado previamente 4, la administración intracerebroventricular 
de neostigrnina induce un incremento de la presión arterial, siendo la respuesta 
presora mayor en las ratas con desnervación sinoaórtica que en los animales con 
operación simulada. La diferencia en la magnitud de la respuesta entre ambos gru- 
pos de ratas probablemente se deba a un cambio en la actividad neurona1 de las 
vías colinérgicas del sistema nervioso central o a la abolición del mecanismo de 
regulación barorrefleja 4 .  

Esta respuesta presora a la estimulación colinérgica central estaría mediada 
por receptores muscarínicos del cerebro l,3,4. En estos últimos años, los receptores 
muscarínicos fueron subclasificados inicialmente en dos subtipos M, y M, 16, y 
posteriormente reclasificados en tres subtipos farmacológicos: M,, M, y M, 7J6. El 
receptor M, es bloqueado selectivamente por el antagonista pirenzepina, el M, por 
el bloqueante AF-DX116 y el M, por el 4-DAMP 7.16, siendo los subtipos M, y M, 
equivalentes al subtipo M, de la primera subclasificación 7J6. 

Algunos autores han sugerido la participación de los receptores M, en los 
efectos cardiovasculares de la estimulación colinérgica central, mientras que otros 
sugieren la presencia de receptores M, en estos efectos 5,6,18. De esta forma, surge 
el interés en estudiar el subtipo de receptor muscarínico involucrado en la media- 
ción de los efectos cardiovasculares de la administración i.c.v. de neostigmina. 

El antagonista selectivo 4-DAMP, pero no la pirenzepina, previno significati- 
vamente el efecto presor de la administración intracerebral del anticolinesterásico 
en las ratas con OS y en las DSA, sugiriendo, por lo tanto, una participación del 
receptor muscarínico Mj en estos efectos centrales. Pazos et al. 18 también propu- 
sieron, pero utilizando solamente el antagonista selectivo M, pirenzepina y el mus- 
carínico inespecífico escopolamina, que el efecto presor de la administración intra- 
cerebral de agonistas muscarínicos en la rata estaría al menos mediada parcial- 
mente por el entonces subtipo M2 de receptor muscarínico, actualmente subtipos 
M, y M,. Otros autores reportaron, además, una participación de receptor ~nuscarí- 
nico del entonces subtipo M, (actuales subtipos M, y Mj) en la respuesta presora 
a la administración endovenosa de fisostigmina, un anticolinesterásico terciario. 
Estos receptores estarían ubicados en el área presora medular ventrolateral 5. Sin 
embargo, Scheucher et al. 17 tainbién coinunicaron que la administración intracere- 
bral del agonista niuscarínico MI McN-A-343 producía un incremento de la presión 
arterial. De todas maneras, podría haber más de una vía colinérgica involucrada, 
como así también de estructuras cerebrales en los efectos de la estimulación coli- 
nérgica central por anticolinesterásicos l. 

En conclusión, los resultados sugieren que los receptores muscarínicos invo- 
iucrados en los efectos presores de la estimulación colinérgica por administración 
intracerebroventricular del anticolinesterásico neostigtnina serían del subtipo M,, 
tanto en las ratas con desnervación sinoaórtica como en los animales con un ope- 
ración simulada. 
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