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The effect of experimental subarachnoid hemorrage (SAH) on the adrenergic in
nervation and on the "Ca3* uptake of cat cerebral arteries was analyzed. Intracistemal
injections of autologous blood reduced the noradrenaline content of perivascular nerve
endings and 3H-noradrenaline uptake. These values returned to normal levels in a
period of two weeks after SAH. The activity of dopamine-beta-hydroxylase was also
reduced 3 and 7 days after SAH. Superior cervical gangliectomy and intracistemal
injection of 6-hydroxydopamine also reduced these three parameters. The uptake of
"Ca3* by arteries from animals submitted to SAH was greater than if the blood ves
sels were from untreated cats. Lantanum brought about a less "Ca3* displacement in
the arterial segments from untreated animals than in those from cats after SAH. These
results suggest that SAH induces a transient adrenergic denervation as well as changes
in the membrane of smooth muscle cell which increase the quantity of Ca3* bound
to it. AU these modifications might be involved in the cause of chronic cerebral vaso
spasm that appears after SAH.
Key words: Adrenergic innervation, Cat cerebral arteries, Subarachnoid hemorrage.

Se ha comprobado que la hemorragia
subaracnoidea (HSA) disminuye transi-
toriamente la histofluorescencia del plexo
nervioso adrenergico que acompana a las
arterias cerebrales (6, 11, 13). Tambien
se ha descrito que los vasos piales de ani
mates sometidos a HSA experimental 

* Trabajo subvencionado en parte con ayu-
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A quien debc dirigirse la corresponden-
cia.

desarrollan una supersensibilidad a nor-
adrenalina (NA) similar a la observada
despues de la denervacion quirurgica o
quimica del lecho vascular cerebral (4,
9, 13). Estos hallazgos pareccn indicar
que las terminaciones nerviosas adrener-
gicas cerebrovasculares poseen un impor-
tante papel en la produccion del vasoes-
pasmo cerebral.

El presente trabajo tiene como objeto
estudiar on arterias cerebrates los efcctos
de la HSA sobre la inervacion simpatica 
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y la incorporation de 45Ca2*.  Con respec-
to a la inervacion adrendrgica se anali-
zaron las modificaciones que la HSA pro
duce en el contenido de NA, incorpora
cion de 3H-NA y en la actividad de dopa-
mina-beta-hidroxilasa (DBH). Estas mo
dificaciones se compararon con las pro-
ducidas por la gangliectomia cervical su
perior y la inyeccion intracisternal de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), procedi-
mientos que producen denervacion adre-
nergica quirurgica y qufmica (5, 14), res-
pectivamente.

Material y metodos
Se han utilizado gates machos y hem-

bras (2-4 kg) anestesiados con pentobar
bital (35 mg/kg, i.p.). Con objeto de pro-
vocarles una HSA experimental a los
animales de un grupo se les inyecto 1 ml
de suero autologo en la cistema magna.
Para ello, una vez expuesta la durama-
dre que recubre la region cervical a nivel
de la articulation occipito-atloidea, se in-
trodujo un cateter de polietileno, cuya
punta se situd a nivel de la cistema mag
na, y a traves del mismo se administro
lentamente el suero. A otros animales se
les extirparon ambos ganglios cervicales
superiores. Los de un tercer grupo fueron
pretratados con 5 mg de 6-OHDA intra-
cisternal disueltos en una solution seme-
jante a la del Ifquido cefalorraquideo,
cuya composition expresada en concen
tration mM fue: Na+, 156; K+, 3; Ca2+,
1,5; Cl-, 151; y, 0,01 % (peso/volumen)
de acido ascorbico para reducir la oxi-
dati6n de 6-OHDA. Un grupo adicional
de gates, sin tratamiento, sirvid como
control.

Los gatos, previamente anestesiados, se
sacrificaron por exanguinacion mediante
section de la arteria carotida. Posterior-
mente sc les extrajo cuidadosamentc el
cerebro y las arterias del poligono de
Willis con sus ramas (10-15 mg), a las
que se les quite la sangre intraluminal en
una placa de Petri que contcnia Krebs-

Henseleit (K-H) fn'o (4°C) y oxigenado
con una mezcla gaseosa de 95 % O2 y
5 % CO2.

La capacidad de los vasos cerebrales
de cada grupo de animales para incorpo-
rar 3H-NA, se determine colocando las
arterias de cada animal en una red cilin-
drica de nylon que se sumergio durante
15 min en una solution oxigenada de
K-H a 37°C. Despues, el tejido se expu-
so a 3H-NA (2 X 10-7 M, actividad es-
petifica 10,5 Ci/mmol) durante 30 min
y se lavaron durante otros 30 min con
K-H oxigenado a 37°C, introduciendo las
redecillas cada 10 min en unos viales que
contenian 4 ml de liquido nutricio. Por
Ultimo, las arterias se secaron suave-
mente con papel de filtro, se pesaron y
homogeneizaron en 0,5 ml de acido per-
clorico 0,4 N y se centrifugaron a 3000 g
durante 15 min. A 0,1 ml de sobrena-
dante se anadieron 10 ml de Ifquido de
centelleo Bray (2) y la radiactividad se
midio en un contador de centelleo liqui
do Nuclear Chicago modelo ISOCAP 300.
Los resultados se expresan en cpm/mg
de tejido.

El contenido de NA de las arterias ce
rebrales se midio segun el metodo de
Henry et al. (8). Para ello, se pesaron y
homogeneizaron en 1 ml de £cido per-
clorico y se centrifugaron a 15000 g du
rante 15 min. Los resultados se expresan
en Mg/g de tejido.

Para determinar la actividad de DBH,
las arterias aisladas se pesaron y homo
geneizaron en 100 volumenes de soluci6n
tamp6n tris 5 mM, pH 6,8, conteniendo
tritdn X-100 al 0,2 % y seroalbumina
bovina al 0,25 %. El homogeneizado se
centrifug6 a 27000 g durante 15 min a
4°C y la actividad de DBH se valor6, el
mismo dfa, segun el metodo de Moli-
noff et al. (10). Una muestra del homo
geneizado se analizd paralelamente con
una soluci6n que contenfa DBH de glan-
dula adrenal bovina para controlar la po-
sible acci6n de los inhibidorcs end<5genos.
La recuperation de la concentration es- 
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tdndar de DBH fue del 90 al 100 % y la
concentration de cobre que dio la ma
xima actividad enzimatica oscilo entre
20 y 30 nM. La primera reaction (for
mation de octopamina) fue realizada du
rante una hora a pH 5 y la segunda (for
mation de N-metil-octopamina) durante
30 min a pH 8,6. Los resultados se ex-
presan en nmoles de octopamina forma-
da a partir de tiramina por hora y por
gramo de tejido.

El calcio radiactivo incorporado por
las arterias cerebrales se valoro segun el
metodo de Turlapaty et aL (15), que es
una adaptation del previamente descrito
por Godfraind (7). Para ello, los vasos
se colocaron en una red cilindrica de ny
lon que se sumergio durante 5 min en
un vial que contenia 4 ml de solution de
K-H oxigenada a 37°C con 45Ca2+ (6,06 X
X10'° M, actividad especifica 1,91 Ci
por ml). Transcurrido este tiempo las ar
terias se lavaron con K-H frio (4 °C) du
rante 20 s para separar el 45Ca2+ que no
estuviera ligado al tejido, o con una solu-
ci6n de LaCl3 50 mM durante 5 min.

Por ultimo, las arterias se secaron cui-
dadosamente con papel de filtro, se pesa-
ron e introdujeron en 5 ml de solueno
(disolvente tisular) durante 4 h a 55 °C.
Posteriormente se anadieron 0,2 ml de
HC1 2 N y 4 ml de liquido de centelleo,
y se midi6 la radiactividad.

El LaCl3 • HC1, el Tris, la tiramina •
HC1 y la albumina bovina son de Sigma;

el solueno R-100 y el Triton X-100, de
Packard; el 45Ca2+ y el d,l(7-3H)-noradre-
nalina son de Amersham.

El andlisis estadfstico de los dates se
realize segun el metodo de Snedecor y
Cohran (12). La signification estadfstica
entre dos grupos de experimentos se de
termine por la «ts> de Student y se tome
come significative el valor de p < 0,05.

Resultados
La hemorragia subaracnoidea (USA)

realizada 3 y 7 dias antes del experimen-

Fig. 1. Incorporation de 3H-NA en arterias ce
rebrales de gatos controles (C), gangliectomi-

zados (G), tratados con 6-OHDA y HSA.
El 100% de incorporacidn fue de 1.459 ± 105
cpm/mg de tejido. Entre parentesis figura el
numero de animates utilizados en cada deter
mination. Cada folumna representa la media

± ES. ♦ p < 0,05; ** p < 0,005.

to redujo la incorporation de 3H-NA a
un 60 %, respecto a los controles, vol-
viendo a los niveles normales a partir de
los 15 dias de la hemorragia. Esta inhi
bition fue mayor con la gangliectomia
cervical superior o con la administration
de 6-OHDA intracistemal que con la
HSA (fig. 1).

La concentration de NA en las arte
rias de los animales controles fue de
1,34 ± 0,22 Mg/_g (tabla I). La HSA pro-
dujo una reduction del contenido en NA
de estos vasos. Tres dias despues de la
hemorragia los niveles disminuyeron sig-
nificativamente y dos semanas mas tarde
se observd una tendencia a la normaliza
tion de los mismos. La extirpation qui-
rurgica de ambos ganglios cervicales su-
periores 15 dias antes del experimento y
el pretratamiento con 6-OHDA intratis-
ternal redujeron significativamente el con
tenido de NA (tabla I).

La actividad de DBH en las arterias
cerebrales de gatos controles fue de 96 rt
± 16 nmol/h/g (tabla 1). Esta actividad
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Tab’a I. Contenido de NA y actividad de DBH ± ES) en las arterias de la base del ce-
rebro de gates controles y de gates sometldos a diferentes tratamientos experimentales.

Los ndmeros entre pardntesis indican los experimentos realizados.

Dias
Contenido de NA

Os/g)
Actividad de DBH

(nmol/h/g)Tratamlento

Control 1,34 ±0,22 (5) 96 ± 16 (6)
Gangliectomla 15 0,12 ± 0,03 (5)* 12 ± 5 (3)**
6-OHDA

3 Indetectable (3) ND
7 Indetectable (3) 10 ± 10 (3)**

15 Indetectable (3) ND
HSA

3 0,06 ± 0,05 (3)** 10 ± 3 (3)**
7 0,28 ± 0,20 (3)* 14 ± 3 (3)**

15 0,89 ± 0,40 (3) ND
30 1,02 ±0,30 (3) ND

* p < 0,025; “ p < 0,005; ND = No determlnado.

disminuyd marcadamente en arterias ce-
rebrales de gates sometidos a HSA 3 y
7 dias antes de la determination bioquf-

Fig. 2. Influencia de la HSA y del lavado con
lantano sobre la Incorporacldn de calclo radlac-
tivo por las arterias cerebrales de gatos con
troles y sometidos a HSA tres dias antes del

experimento.
El 100 % de incorporacldn fue de 3,65 ± 0,68
mmoles de **Ca'7kg- Los simbolos son iguales
a Jos de la figura 1 (• p < 0,025; •• p < 0,005
respecto a las arterias de gatos controles la-

vadas con K-H).

mica. La extirpation de ambos ganglios
cervicales superiores o la administration
de 6-OHDA intracisternal provoc6 una
reduction de la actividad de DBH similar
a la inducida por la HSA.

La cantidad de radiactividad almace-
nada por las arterias cerebrales de gatos
sometidos a HSA tres dias antes del ex-
perimento, despues de su incubation con
4SCa2+ y posterior lavado con K-H frio,
fue significativamente superior (186 %)
a la retenida por las arterias de gatos con
troles (fig. 2). Sin embargo, cuando se
lavaron con lantano 50 mM se produjo
una marcada reduccidn de la radiacti
vidad incorporada, tanto por las arterias
controles (62 %) como por las de gatos
sometidos a HSA (58 %).

Discusion

Los resultados obtenidos muestran que
la HSA produce en las arterias cerebrales
de gato una disminucion en el conte
nido de NA y en la incorporation de
3H-NA. La recuperation progresiva de
estos dos indices de inervacion adrener-
gica en un periodo de 15 dias despues 
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de la hemorragia, parece indicar que esta
situation patologica provocaria una alte
ration transitoria del plexo nervioso sim-
patico perivascular. La reduction en el
contenido de NA y en la capacidad para
incorporar 3H-NA fue superior con la
gangliectomia cervical superior o con el
pretratamiento con 6-OHDA intracister-
nal que con la HSA, lo que indica que
estos dos procedimientos inducen una
mayor y mas prolongada denervation
adrenergica que la que produce la HSA.

Por otra parte, la actividad de DBH
fue considerablemente reducida en las ar-
terias cerebrales de gato sometidas a HSA
3 y 7 dias antes del ensayo bioquimico.
Esta disminucion en la actividad enzi-
matica fue similar a la encontrada en
arterias cerebrales de gatos a los que se
les habfa extirpado ambos ganglios cervi-
cales superiores o administrado intracis-
ternalmente 6-OHDA. Estos resultados
confirman que la HSA, al igual que la
gangliectomia y la 6-OHDA, produce una
denervation de las terminaciones nervio-
sas adrenergicas que inervan las arterias
cerebrales, puesto que esta enzima esta
localizada especificamente en las neuro-
nas adrenergicas (1, 3). Los resultados
aquf expuestos estan de acuerdo con los
obtenidos por Svendgaard et al. (13) en
arteria basilar de conejo, quienes obser-
varon que la HSA parece producir una
denervaci6n simpdtica, ya que disminuye
la histofluorescencia adrenergica espeti-
fica en estos vasos. Es bien conocido que
la denervaci6n quirurgica y quimica des-
truye el principal mecanismo de inactiva
tion de la NA liberada en las terminacio-
nes nerviosas adrenergicas, es decir, la
incorporaci6n del neurotransmisor tras
su liberaci6n de las mismas, y por tanto,
la NA circulante o la exogena alcanzaria
mayor concentration a nivel de los recep-
tores, lo que explicana el vasoespasmo
inducido por la HSA.

Cuando la HSA se realiza trcs dias an
tes del expcrimento, el calcio radiactivo
retenido por las arterias cerebrales se du- 

plica, lo que sugiere que la HSA altera la
membrana de la celula muscular lisa de
las arterias cerebrales haciendola mas per
meable a la entrada, o a la fijacidn de este
ion, lo cual explicana la potentiation de
la respuesta a diferentes agentes vasoac-
tivos (9, 13). Cuando, despues de la incu
bation con 45Ca2+, las arterias se lavaron
con un medio que contenia lantano, el
calcio radiactivo fijado a las arterias ce
rebrales controles disminuyo del 100 al
62 %, mientras que en las arterias de
gatos sometidos a HSA fue del 186 al
58 %. El lantano es un ion que no solo
bloquea la entrada de calcio, sino que
desplaza la fraction unida a la membrana
celular y, ademas, no penetra en condi-
ciones normales al interior de la celula
(16). Estos hechos indican que la HSA
dana a las celulas musculares lisas de las
arterias cerebrales aumentando la canti-
dad de Ca2+ unido a las mismas y la acce-
sibilidad del La3+ para desplazarlo.

En conclusion, la HSA parece inducir
una denervaci6n adrenergica transitoria
y una alteration de las membranas de
las celulas musculares lisas de las arte
rias cerebrales, dando lugar a un incre-
mento de la permeabilidad para el calcio.
Estos fenomenos pueden estar relaciona-
dos con la supers ens ibilid ad a diversos
agentes vasoactivos desarrollada por las
arterias cerebrales despues de la HSA.

Resumen

Se estudian los efcctos de la hemorragia sub-
aracnoidea (HSA) experimental sobrc la iner-
vaci6n adrenergica y la incorporation, de “Ca:*
cn arterias cerebrales de gato. La inyeccion
intracisternal de suero autologo reduce el con
tenido de noradrenalina de las terminaciones
simpaticas pcrivasculares y la incorporaci6n de
noradrenalina tritiada, volviendo a la norma
lidad a las dos semanas de la HSA. Igualmen-
te se reduce la actividad. de dopamina-^-hidro-
xilasa (DBH) determinada a los 3 y 7 dias de
la HSA. I^a gangliectomia cervical superior y la
inyeccion intracisternal de 6-hidroxidopamina 
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tambien disminuyen estos tres parfimetros. Las
arterias procedentes de animates sometidos a
USA incorporan mis ‘"'Ca1* que las de los con-
troles, y mis calcio desplazado por lantano.
Estos datos sugieren que la HSA induce una
denervaci6n adrenirgica transitoria de las arte
rias cerebrales y una alteraci6n en la membra-
na de la cGlula muscular lisa, la cual incre-
mcnta la cantidad de Ca2* unido a ella; cambios
que pueden estar relacionados con el vasoes-
pasmo cerebral cronico que aparece despuSs de
la HSA.
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