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I: INTRODUCCION 

1.- Aspectos generales de la neurotransmisi6n 

Los sistemas biológicos se diferencian de cualquiera'o-' 

tro por su enorme complejidad, y dentro de estos sistemas, 

el tejido nervioso ocupa un lugar especial, pues recibe est~.-

mulo·s tanto externos como internos a los organismos, y .proce-

sa una c~ntidad extraordinariamente alta de informac:lóri.· . 

. :Las células ~nc"a~gadas dé .procesar la información" ~en el . . . ~· ' .. : > . . . ! 
" .... . . . 

sistema nervioso, son las neuronas, por lo cual se rev'.i?s~rán. 
' . .. 

aquí, las c~racterísticas que hacen distintivas a ·éstas.célu-

las de _otros tipos conocidos. 

Pc:Jr' su diversidad. morfológi~a, · no exis.te una neµrona tí_:. 

.. '. - pica,.· ya que adoptan formas. estrelladas, piramidales., ·etc. De 

·igual manera, su tamaño f!S muy variable, pudiendo ser relati- .· 

vamente grandes como las células de Purkinje·del cerebelo, de 

hasta 80. Jl de diámetro,. . o bién tener . tamaño pequefio, como la~ 

neuronas· granulares de · 1a corteza cerebral. Sin embargo,• se 
. . . . 

puede tomar como esquema general de las neuronas, la presen,;.. 

• 
cia de un soma con numerosas ramificaciones o dendritas,· y un 

axón1 que es una prolongaci6n celular generálmente larga y 

con bifurcaciones terminales. La neurona generalmente.recibe 

la información de _otra .. U Otr~.lS neuronas por las dendritas., y ~; 

s6ll\a."·!le' >encarijade ':integrar "dfelÍa inforrnaC:i~Ili"· ·int'e~raci6n<· .. : .\ .. ~·/·}·~~~.;,~ 
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que puede resultar en la· producción de una señal. Las sef'iales 

producidas por el soma son conducidas ~or el axón hasta las 

ramificaciones terminales, donde a su vez se establece comuni-

cación con otras neuronas. 

La. información que manejan las neuronas es de. naturaleza 

electroquímica-, eléctrica en ~uanto concierne a la conducción 

'ae.señ~les en lá.. neurona misma, y química en. su comunicación 

. con otras neuronas~ . Normalmente ·. las neuronas tierien eri su mem_- . 
' ' • ; ., •• : . . "! . • ' ~ • ., . ' 

branacelular una diferencia de potencial de entre -SS·y.-100 

mV, cori el inte'rior negativo; a ésta diferencia de. potencial ·· · 

·. se le:· 11ama · potencial de membrana. El potencial .de· membrana 

es 9riginado pok-: ias cfondentraciones iónicas que ,·~Je;isten en· ·. 

el iriterior y exterior de la célula nerviosa,, principalmente . ' . . ' . . . . -

. . . 

de iones sodio y potasio, así como aniones protéicos. 

En el estado de reposo, el potencial de membrana tiene 

valor.es que se aproximan al. potencial de equilibrio el.ectro

químico 4~ las concentraciones de potasio. Sin embargo, eL.po-: 

tencial de membrana no es siempre constante,,· ya que, cuando . . . 

un estímulo de suficiente intensidad incide sobre las neuronas,, 

se producen catnb.ios en la permeabilidad a los iones, inicial-
': . - . 

mente a .Na+ .. En el es-tado de repos9,, las conc~entraciones de 

spn mayores en el exterior que en el interior .de la neuro-> . 
·' '. . ··-. . '.' ; ' ,;,;; .. 

. pg~ .. tanto,- al: aurii~ri~~~ ia pe~fuéab:Í.liciád::;:. cau'.sa a~r estí.hÚ~,:;: 
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lo, tiende a entrar, llevando consigo cargas. positivas que in~. 

vierten la polaridad del potencial de membrana a un valor po-

sitivo. El nuevo valor del potencial de membrana está cercano 

al potencial de equilibrio electroquímico de las concentracio

nes externa e interna del Na+, que en el axón giga_nte del c~..-

,.lamar cor;i:-esponde a unos 50 mV. 

La inversión _de polaridad del po.tencial qe membrana es. 

' ·',,,. - . . . ·. •. . :. . ·. - ' : .'· .. 
.•. momentanea,. yse restituye a. su.valor negativo con la salida 

de iones potas.io·. A la fase de entrada de sodio se le conoce 

como fase de despolarización, y a la recuperación por la salida ·., 
' . ·-

de potasio se .l.e llama fase de repolarizac.Í.ón. Est~s eventos 
. . 

· ocurren en un 1apso de tiempo del orden de milisegundos, se 

. propagan a lo largo del .. axón siempre con la misma intensidad 
._,, , ¡1.-

si el estímulo alcanzó un cierto umbral, y en conjunto se so;.:. 

.noce como potencial de acción. Los estímulos subumbrales tam-

bién producen propagación, pero ésta decrece rapidamente con 

la distancia·, ·y· se les conoce como potenciales locales. 

Las propiedades eléctricas de la membrana explican cómo 

• 
se conduce el impulso nervioso hasta el final del axón, pero 

no cómo, dicho . i111pulso se tr.ansmi te a otras neuronas. Para 

ésto, e~ riecésario tevisa~ el concepto anatómico y funcional 

la :sinapsis química. 
:·:~:~o-, " ' ·. ·-.... 

PÓr mucho . tiempo se. penso q\ie las neuronas tehÍan una" · 

continuidad ariatómica entre sí, y que formaban redes a manera 

.. ·-········· 
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de un sincicio, pero a partir de finales del siglo XIX, sobre 

todo por los trabajos de Santiago Ramón y Cajal, se comenzó 

a impulsar el concepto de que la continuidad entre las neuro-

nas no es anatómica sino fisiológica. 

Las neuronas están separadas por espacios extracelula~ 

res, y és·ta discontinuidad hace necesario que la neurona uti-

lice·mensajeros químicos para establecer comunicación con o-. .· . . . 

tras células nerviosas. La comunicación entre>l~s neuronas 

se realiza en zonas especiales de contacto denominadas sinap-

· sis~ una neurona puede hacer sinapsis con otra, sobre cual-. 

·· quiera de .sus estructuras, así, puede haber sinapsis axo-somá 
:··. :.• 

ticas, axo-dendríticas, axo-áxónicas, etc. 

Morfológicamente ,. es posible determinar la dirección de1 

.flujo de información en la sinapsis, debido principalmente 

·a la asimetría que presenta en su ultraestructura. La termi-

.. : 'n.áraxónica o presináptica, presenta en cortes, pequeñas ve-

.sículas 4e apariencia circular, de centro claro o denso a las 

tinciones de la microscopía electróI\ica. Es también frecuente 

encontrar un engrosamiento presináptico en forma de red hexa-

gonal, que se identifica como la zona activa donde es libera-· 

do el mensajero. 

· , Las mell1branas de .una y otra neurona están separadas por 
. o .. ·' .. ·. .. • • ·· ... 

un espacio de aproximadamente,200 A, llamado es~acio sináp-
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tico o hendidura sináptica (esquema 1, página 12). El espa-

cio sináptico es de dimensiones variables, y en la sinapsis 

o 
neuromuscular de vertebrados puede alcanzar hasta 500 A, lo 

que hace que los registros e1ectrofisiol6gicos tengan un re-

tardo en la respuesta de la postsinapsis, debido al tiempo,. 

·. que ocup~ el mensajero en cruzar ése espacio. 

Cuando la de~po'larización llega a la presinapsis, ocu-

rren eventos qu~ ·originan la liberación de moléculas·. mensa-

jeras a la hendidura sináptica. El primer evento, es un au-

·mento en la permeabilidad al calcio, el cual se encuentra 

mucho más concent.rado en el exterior. que en el interior, a-

proximadamente 2mM .contra 0.5 pM, y que, ante el aumento de 

permeabilidad, entra a la terminal nerviosa. 

La entrada del calc~o a la presinapsis, resulta en el 

disparo de un mecanismo cuya naturaleza es todavía descono-

cida, que libera al mensajero químico. Las moléculas mensa-

jeras, cónocidas genericamente como neurotransmisores, des-

pués de cruzar la hendidura sináptica, interaccionan con re

• 
ceptores específicos de la membrana postsináptica, con lo cual 

·el mensaje puede.ser trai:isducido por la ne1.1rona receptora. 

La acción.del neurotransmisor puede ser un efecto direc-· 

to sobre la permeabilidad a algún ión, a lo cual se ha dado 
. . ' 

'.en llamar éfecto iortotr6picÓr la acetilcoiiná y, el ác:Í.do 

gama-aminobutírico (GABA), son neurotransmisores que actúan 

•• _i 

e•,,•: 



por este mecanismo. Otros neurotransmisores tienen efectos 

mediados por segundos mensajeros como el nucle6tido ad~hosín 

mono fosfato cíclico (AMPc) , hablándose entonces de u'ñ'·.,efec
" 

to metabotr6pico: la dopamína es un ejemplo de estos neuro-

tr.ansmisores. 

En general, se habla de neurotransmisores excitadores 

cuando el efecto que producen sobre la neur.ona·es de una des:-

polarizaci6n por e~trada de J):la +, e. inhibidores cuando .el. re:... 

sultado es de una hiperpolarizaci6n por entrada de c1-. 

Es importante aclarar.que, dependiendo del receptor post.,.. 

·sináptico, un neúrotransmisor puede funcionar como excita~or 

o· inhibidor. Por ejemplo, la acetilcolina, que es excitador 

en el músculo esquelético, se compor:t;a.en el músculo cardia-....-

co como inhibidor. Otro ejemplo es el GABA, inhibidor en la 

mayor parte del sistema nervioso central de vertebrados, es 

excitadoi:_ en.algunos sitios, como en las células del ganglio 

de la raíz dorsal (De Groat, 1972), y en célul~s en cultivo 

del ganglio cervical superior (Obat~, 1974). 

Dependiendo del neurotransmisor que se trate, la presi

napsis y/o la postsinapsis poseén sists:mas de recaptura del '' 

transmisor por transporte activo, o de su degradaci6n enzimá-

ticar estos mecanismos.permiten elirt\inar al mensajero.de la 

hendidur·a sináptiC:a,· una vez que éste eijerci6 su efecto en 

-. 

- . J 
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la postsinapsis. 

2.- Calcio y transmisión nerviosa 

a.- El calcio y la liberación de neurotransmisores 

El calcio está relacionado con numerosos procesos bio-' 

·lógicos c·omo son los de secreción, diferenciación celular .• · 

motilidad de organismos unicelulares, etc. (Rubin, 1974.).. · 

En el tejido muscular, el calcio participa 'de manera 

determinante en la cdntracción de éste, tanto en músculo.li..;. 

so como en estriado~ 

Como se dijo en.la sección anterior, la entrada de cal-
. . 

cio a la terminal ner~iosa antecede a la libera~ión det tr~ns-

misor, siendo éste un fenómeno generalizado para todos los 

compuestos neuroactiv.os (Rubin, 1974). 

El calcio puede liberar neurotransmisor de una sinapsis 

. independientE7.mente de .. la forma en que se consiga un aumento 

en su concentración interna'· ya que la aplicación iontoforé-

tica de calcio en la presinapsis de~ axón gigante del calamar, 

produce un aumento en la liberación del transmisor (Miledi, 

.1973); otambién por.el ca2+ proveniente de fuentes intrélce-

lulares como la mitocondr~a (Alnaes y Rahamimoff, 1975). LLi-
.. " 

' . ' . 
.' ; . . 

nás y Nichdlson (19i!)),· utiliz.ando· a .• 1á .proteín~.acuari(la,: co-

mo indicadora de calcio, demostraron en la sinapsis gigante 

J.< 

.. 



del calamar, que el calcio intraterminal aumenta su concen-

tración al despolarizarse la membrana, de manera coincidénte 

con la liberación del transmisor, y que esta liberación se 

anula cuando el potencial de membrana se sitúa cerca del 

potencial de equilibrio electroquímico del calcio,· es decir~· 

cuando se· suprime el flujo del catión~ A la idea de que el 

aumento en la concentración del calcio intraterminal dispa-:-

ra.'el mec"hismo de liberáci6n de transmisores,. se le ha· 11a-

mado 11 h.Í.p6tesis del calcio'' (Katz ·y Mi:ledi, 1967) , y ha reci-

bido fuert~ apoyo experimental. 
. . 

En la .sinapsis. giganté de.l calamar,· es posible medir .· 

,•con precisión el retardo qu~ o<:ur're entfe la entrada de cál

cio y la respuesta que se produce en ia postsina.psis~ ésté 

retardo es muy pequeño, de aproximadamente 200.useg. (Lli-

nás et al, 1976). El mencionado ratardo da idea de que el 

mecanismo liberador, cualquiera·que sea, se localiza cerca 
.- ., 

ded .sitiQ.dé entrada del calcio, pues en el lapso de tiempo 

mencionado, el ca2+ apenas alcanzarí; a'(lifundir unos cien~ 

tos de angstroms (Llinás y Steinberg, 1977). Hay evidencias 

de' que los sitios de.entrada del ·calcio son abundantes en.la 

vecindad de.la presinapsis (Pumplin et al, 1981), dando apo.,.. 

yo.a la. id~a d~ que~él flujo~e calcio ocurre ~erca del 
,:_; ... , '·"-

. '·. ' ·~-·,. ·,·,- - . 

tio a·e libeJ:.a.ci.6n del transmfsC>r. 



....... 

En la sinapsis neuromuscula~, a bajas concentraciones 

de calcio extracelular, la liberación de transmisor sigue 

una cinética sigrnoidal, indicando un posible efecto coope~-ª. 

tivo del i6n.(Dodge y Raharnimoff, 1967). Bajo despolariza

ción por altas c·oncentraciones de K+ ex.terno, la ~ibera -- , # 

ción es ~ambién dependiente del calcio extracelular, y esta 

1iberaci6n se produce aún bloqueando la entrada de Na+, con 
. . . . . . . .. 

firmando que.la liberación es producida so~o por la entrada 

de _calcio (Blaustein y colaboradores, 1972) . 

Cuando se habla de sitios de entrada y salida de calcio~ 

es preferible· hablar de canales para i~sté ión, ya que se con.· 

sidera que las estructuras. encar~adas.del transporte del ca!_ 

cio son molécul~s protéicas situadas Elfi la membrana celular, 

y de organelos corno la mi tocondria. Se! han hecho medidas de 

conductancia para un solo canal de calcio en el miotÚbulo de 

rata, estimando que ~ concentra~ione~ fisiológicas de p6tasio. 

éste can~l se .abre por u~ tiempo de unos 100 ps, y que la. fr~ 

cuencia de apertura está gobernada por el potencial de rnembr-ª., 
• 

na y.el calcio externo: al parecer con altas concentraciones 

,de. calcio interno, el canal está ·siempre abierto .(Pallotta et 

al, 1981). 
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b.- Regulación del calcio en la terminal
0

nerviosa 

De la hipótesis del calcio, se desprende que en la ter-

minal nerviosa, después de liberar al transmisor, la concen-

tración de calcio aumenta, y por tanto, para que se pueda li-

. . 
berar transmisor nuevamente, es necesario regresar a un esta-

do basal en la concentración de calcio. 

La remoción del calcio libre en la terminal nerviosa, 

implica la presencia·de sistemas de amortiguamiento que per-

mitan a la tex-minal ser estimulada continuamente, y responder 

a la estimulación sin acumular calcio .de manera excesiva. Se 

tienen evidencias de que la salida de calcio de la terminal 

nerviosa es .un proceso lento, que se realiza a través de un 

intercambio Na+-ca2+ en la membrana de dicha terminal,.lo 

cual mantiene estable el sistema a largo plazo (Blaustein y 

Oborn, 1975). Son necesarios sin embargo, mecanismos de re-

moción de mayor rapidez, ya que el evento de la transmisión 

sináptica dura apenas unos 2 milisegundos. Se han propuesto 

mecanismos intracelulares de regula~ión del ca2+, como son 

el de la.mitocondri~, el retículo endoplásmico, y el de algu-

rias·proteínas que captan calcio (Blaustein et al, 1980), sis-

temas que parecen tainbién funcionar. en otros sitios, como en 

las fibras musculares cardiacas (Winqui~tet al, 1981~. 
, . . ·. . :•. ; . . : . 

Los estudios de capt~ción de calcio en mitocon~rias, i~ 

. -.~ .. 

.... • . 
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dic~~~que este organelo puede almacenar grandes cantidades 

de calcio, con un mecanismo dependiente de energía, que puede 

ser inhibido por rojo de ruteni.o (RRu). El calcio mitocondrial 

+ ·2+ 
puede ser liberado por un sistema de intercambio Na -ca , que 

no es afectado por RRu (Crompton et al, 1978). 

Con~ase en sus características, la mitbcondiia ha ~idoc. 

propuesta como reguladora principal deL calcio en el interior 

de la terminal nerviosa (Scott et al, 1980). Sin embargo, en 

comparación con otros sistemas extramitoc.ondriales, el sis te-

ma de 9aptaci6n de calcio de la mi tocoridr ia exhibe una menor .. 

afirÚ.dad, aunque es de grán capacidad. si .se compara con el · 

retículo endoplásmico q,ue, por el contr.ario-,. es de grán afi-

nidad, pero.de poca capacidad. De acuerdo a lo anterior, el 

mecanismo de amortiguamiento del calcio en condiciones fisio-

lógicas, sería mantenido por los sistemas de alta afinidad y 

baja capacid~d, ya que lo que se necesita es una inactivaci6n .. · 

rápida, mientras que la mitocondria funcionaría como un alma-

cén de grán capacidad. Por último, ~a salida neta de calcio 

se realizaría por el sistema de intercambio Na+-ca2 + de la 

membrana celular. 

El siguiente esquema representa los sitios probables de 

regµ+aci6n del cal~io;/f:!n/el inter,:;4or de 1~ -i::~:rminal n~:rvios~i, 
:--. 

así como la morfología general de la sinapsis. 

' .. -:_,.,· 
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Esquema 1: Sitios probables de·· regulación del calcio ·en 
la terminai nerviosa. M: mitocondria¡ RE: ~etículo ~ndopiás
mico¡ ca+!: calcio externo¡ ca+:t: calcio interno¡ vs: vesÍc.!:! 
las sinápticas¡ es: esp~c~o sináptico¡ RP: receptores postsi 
nápticos. Modificado.de Blaustein et al, 1980. 

3).- Las drogas como herramien!as para estudiar los 

tenómenos de la neurotransmisión. 

El uso de drogas con efectos ·de alta especificidad· 

ha sido extraordinariamente útil en los estudios de las pr2 

· · pied,~c:le~ qe la neuron~. Los< principa.les fen_~ll\enos iqn~c:os qU:CiJ 

-. 

. : ·. ·~ 
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ocurren durante la propagación del potencial de acción, fue-

ron demostrados primero por Hodgkin y Huxley (1952). Poste-

riormente, con el descubrimiento de dr'ogas como la tetrodo-' 

toxina (TTX) y el tetraetil amonio (TEA), se han estudiado 

los mismos fenómenos, dando un importante enfoque.molecula~. 

acerca d~ la permeabilidad de los canales i6nicos, ya que 

la TTX·y el TEA son drogas que bloquean selectivamente ca-
- . - ' 

nales de sodio y de potasio respectivamente (Moore et al, 

l967: Armstrong y Hille, 1972). 

Es común encontrar que más de una droga tenga efectos 

sobre .. un mismo canal, así, el canal de. Na+· que es bloqueado 

por la TTX~ puede ser abierto por veratridinar el canal de 

K+ puede ser bloqueado por el TEA y por la 4-aminopiridina. 

Para la zona de la sinapsis, se conocen varias drogas 

q~e afectan a la pre o a la postsinapsis, de modo que, prac-

ticamente cualquier nivel funcional de esta zona puede ser 

modifi~~do p~r algún compuesto, por lo menos en ciertas si-

napsis. Así, en la sinapsis neuromuscular de vertebrados, 

• 
que usa como transmisor a la acetilcolina, es posible modi-

ficar la síntesis del transmisor con derivados de la estiril 

piridina, o bloquear los receptores postsinápticos con cura-

rinar también es posible evitar la degradación del transmisor 

después~ qu~ ha\ csido 'liberado, usando eserina, ·.•un. inhibidór de 

... 

'; ., 
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la acetilcolinesterasa, etc. (Cooper, Bloom y Roth, 1977) • 

. Las estru.cturas intrasinápticas también responden an-

te drogas de acción selectiva; se sabe por ejemplo, que 

las vesículas :;;inápticas en las terminales del sistema ner 

vioso simpático almacenan norepinefrina, y que drogas como .. 

la reserpina y la tetrabenacina interfieren con el almace-

namiento del c9mpuesto neuroactivo. De lo anteriormente di 

cho se pµede concluir que el uso de drogas de acción. seles_ 
-. ·. 

tiva,.puede servir como una herramienta experimental que""."'. 

amplifique los fenómenos fisiológicos de las neuronas, lo 

. que resulta en :un mejor conocimiento de las propiedades de 

éste 'tipo celular. 

a).- Drogás que afectan movimientos de calcio en mera-

branas biológicas~ 

Como se .. dijo con anterioridad, el calcio tiene efectos 

fisiológ-icos divers.os, por lo cual es importante contar con 

la herramienta farmacolCSgica que pe¡mita estudiar a este e~ 

tión, en relación con los fenómenos .en que interviene. 

A_este respecto, existen drogas que bloquean el trans-

porte de calcio. en las membranas biológicas; otras drogas,,""." 

por el contrario, aumentan la permeabilidad, al ión. Ambos ·~ 

. tipos de·. ~rogas ·son• elemeA~:'~s-.que. permiten -~~6er dis~cci.ones· .. ·· 

-. 

. ,_ -~ 

'·. 
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farmacológicas sobre las corrientes de calcio en una prepa-

ración biológica. Compuestos como el verapamil, el metoxi-

verapamil y la nifedipina (Van Nueten y Vanhoutte, 1981) ,· 

o el rojo de rutenio (Luthra y Olson, 1977; Vasington et al, 

1972; watson et al, 1971), son eficaces bloqueadores de los 

movimientos de calcio en diferentes preparaciones biológicas. 

Los canales de calcio pueden ser bloqueados también por 

iones mono, di o trivalentes, como es el caso de los iones 

H+, Mn2+, Mg2+, co2+ y La3+~ además de ser afectados por ~n-

hibidores metabólicos como el dinitrofenol y el cianuro (Nay-

ler y Grinwald, 1981; Weiss, 1974). 

Otros compuestos actúan independientemente de que.haya 

o no canales en la membrana para el calcio, facilitando el' 

transporte del catión. Por ejemplo, los ionóforos A-23187 y 

X-537 A, los cuales se intercalan en la bicapa lipídica y de~ 

jan pasar cationes divalentes a favor del gradiente de concen-. -· 

traci6n;-;· aunque transportan varios cationes diva lentes, son 

generalmente usados como ionóforos ce calcio. 

En los estudios de calcio y neurotransmisión, es frecuen-

te también el uso de agentes quelantes de iones divalentes, 

como son el etilen-diamino-tetra acético (EDTA), y el etilen':"" 

. glicol . tetra acético (.EGTA)., agentes que hacen el efecto de. 

retirar ~l calcio del 'mE!dio fisiológico usadó,· si~i1do pó~l.~ . 

. . 
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ble incluso invertir el gradiente de concentraciones del 

calcio, normalmente mayor en el exterior celular. 

4.- El sinaptosoma como· modelo de presinapsis del SNC 

Se ha mencionado con anterioridad que muchas de las 

·propiedades de las neuronas, y de la forma en que estable

cen comu~icación entr~· sí, se conocen de estudios realizados 

en neuronas de invertebrados~ o bién,. sobre preparaciones 

de sinapsis neuromu.sculares del sistema nervioso periférlco 

de vertebrados. En ·.ambos casos, se ·tiene la ventaja de po-

der ins.ertar micropipetas en la pre y postsinapsis, por su 

tamaño relativamente grande, .lo que permite obtener regis-

tros electrofisiológicos de grán precisión. 

En el caso del sistema nervioso central (SNC), la si-

tuación es muy diferente, pues las terminales son muy peque~ 

f'ias, d~ _.ap~oximadamente .º:1 pro de diámetro, para permitir· in

sertar ''una· .micropipeta. Se han ideado técnicas que intentan 

resolver el problema de medir even-~os sinápticos en el siste-

ma nervioso central, como son las rebanadas de regiones del 

cierebro y médula espinal, o los cultivo~·de tejidos. Sin em-

hargo, en las preparaciones antes mencionadas, se tiene la 
. . . . . 

desventaja de qué la mayor parte dél v()lúmen del tejidó, es 

de origen no sináptico. 

.. 
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Lo anterior hace que muchas veces los efectos específi-

cos de la sinapsis sean enmascarados por el tejido restante, 

en grán parte porque, a pesar de la especificidad de las -

drogas, hay efectos colaterales, y porque los neurotransmi-

sores participan en otras vías metabólicas, ademá·s de su 

función como mensajeros. 

Una preparación especialmente útil para el estudio del 

·sistema nervioso central, han.resultado ser las terminales 

nerviosas aisladas denominadas sinaptosomas. Esta• estruct~~ 

ras neuronales fueron ais.lad,as primeramente por De Robertis 

y. colaboradores (1962), y por Gray y Whittal<er (1962). Los 

sinaptosomas se forman cuando se hace.una dispersión mecáni

ca de tejido nervioso en un medio isotónico, de manera que 

las terminales nerviosas, generalmente de forma bulbosa, se 

separan del axón, resellándose en el sitio de ruptura, y que-

dando como v.~sículas con sus organelos intraterminales como 
. -· 

las mitccondiias, vesículas sinápticas etc., int~ctos. 

Es frecuente encontrar que la {lispersión mecánica no 

es suficiente para separar la membrana postsináptica que se 

•ncuentra opuesta a 1~ zona activa~ pues la unión sináptica 
.•'.' 

está flanqueada por fuertes uniones del ... tipo desmosoma que 

··.impiden su. separación •. · 
' ·.': . ·. 

Fisiologicamente, los sina~tosom~s ~o~servan propieda-

- ' 

... 
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des metabólicas por periodos de tiempo re1ativarnente largos, 

consumiendo oxógeno en una relaci6n linea1 con el tiempo, aún 
; 

por horas después de haber sido aislados, lo cual es un buén 

índice de estabilidad meta~ólica (Bradford, 1968). 

Como cabría esperar, los sinaptosomas conservan intac~· 

tos los mecanismos de captu.:r:a y liberación de transmisores. En 

una preparación de sinaptosomas de cerebro completo, y en ge-

neral de cualquier región del sistema nervioso central, hay 

una heterogeneidad de terminales, en cuanto a los transmiso-

res que originalmente liberaban, pero, por conservarse intac- -· 

tos los mecanismos de captura y liberación, es posible apro...; 

vechar ésta propiedad en estudios de.liberaci6n.de transmi-

sores. Así, cuando se agrega un transmisor a una preparación: 

de sinaptosomas, sólo las terminales que lo libe·raban origi-

nalmente, serán las que lo capturen y, con· un estímulo ade -

cuado, lo liberen (Fonnum et al, .1981) • 

Se ha demostrado que los sinaptosomas presentan algunas 
·~. 

características con respecto a la utilización del calcio, co
• 

mo son la acumulación, distribución intraterminal y elimina-

ción del sinaptosoma (Blaustein y Oborn, 1975: Blaustein: Scott 

et al¡ 1980~ Wonnacott et al, 1978) . 

. >. En resumen, los sinaptosornas son una preparación de tex:'.'."" 

minales nerviosas que pueden ser aisladas por técnicas bio-
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químicas hasta un alto gradó de pureza, donde se pueden es~ 

tudiar 1as propiedades de la sinapsis de1 sistema nervioso . 

central, aún a niveles intrasinaptosomales, pues es posibÍe 

aislar elementos tales como las vesículas sinápticas (Whi-· 

ttaker et al, 1964). 

5 .- Antecedentes~· Efectos sobre la.·. transmisión· sináp_;, 

tica de varios compuestos 

En el inciso a de la sección 3, se ·describieron brevemen-

te algunas drogas que, de una u otra manera, interfieren con 

el transporte de calcio; en est.a: sección s~ abundará en los 

datos sobre tres drogas que tienen valor experimentai en el 

estudio del calcio en relación con la neurotransmisión: el 

rojo de rutenio, el lantano y la 4-aminopiridina. 

ª•-:,Rojo de rutenio (RRu): El RRu es un colorante inor-

gánico de naturaleza catiónica, y de fórmu1a Ru2 (0H)2cl4 •7NH3 

3H2o. El. RRu se une a las glicoprott!ínas de las membranas 

celulares, por lo que es usado comunmente en microscopía 

electrónica para observar membranas biológicas. 

El RRu tiene efectos farmacológicos interesantes: en mi~ 

tocori(lria.s es un inhi}:).icfor del trá11sporte .de calcio, ·sin a-. _-' ':_ . ·: . '. . --, ,- . - ' ., ·... - .. 

fectar la respiración ni la transferencia de energía: aunque 

-. 

' ',. 
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a elevadas concentraciones sí inhibe la respiración (Vasing

ton et al, 1972). En mitocondrias de·rifión e hígado, el RRu, 

promueve la salida <le calcio, mientras que en mitocondrias 

de otros órganos, como el cerebro, la médula suprarrenal y 

glándulas parótidas no muestra el efecto anterior (Crompton 

et al, 1978). Luthra y Olson (1977), encontraron que el RRu 

impide tanto la captura como la salida de calcio de las.mi

tocondrias, en ambos procesos dende hay una dependencia' de 

energía. En una pr~paraci6n distinta, en heritrocitos, ei 

RRu es también capaz de inhibir a la ATPasa de calcio (Wat

son ·et al, 1971) 

J~l RRu, al igual·que otros inhibidores que afectan el 

transporte de calcio, inhiben la liberación de neurotrans

misores en varios tipos de preparaciones biológicas. 

En la sinapsis neuromuscular de rana, Alnaes y Rahami

moff ( 1 ~?.5) , . encontraron que el RRu tiene el efecto princi

pal de bloquear la liberación de transmisor estimulada por 

despolarización, y en ocasiones se c!bserva que reduce la 

sensibilidad ·de los receptores postsinápticos y aumenta la 

liberación espontanea. -Otros investigadores han encontrado 

que el RRu no tiene otros efectos, a excepción de los pre-

sinápticos:. P_erson. y K~hn ( 1979), confirmaron un bloqueo de 

la. liberación de transmisor; tanto en ccmdÍ"ciones de despo-. 

-. 

:; 
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larización como espontaneament~. 

Tamb:j.én en apoyo de un eifecto puramente presináptico, ~ 

en una preparación de sinapsis del ganglio bucal de Aplysia 

californica, Baux y colaboradores (1979), aplicaron acetilCO'-

lina iontoforeticamente, en presencia de RRu para bloquear 

la transmisión nerviosa, encontrando que la respuesta post-

' sináptica se realiza normalmente. 

La inhibición de la liberación de transmisores ha sid6 

observada en sinaptosomas, aplicando RRu (Tapia y Meza-Ruíz, 

1977). El RRu se une a membranas de sinaptosomas con mayor 

·afinidad, en condiciones en que no· se incluyen iones en el 

medio de incubación, como en el caso del. medio de sacarosa-

Tris; (Tapia y Arias, 1981). 

El RRu inyectado intraperitonealmente a ratones y gatos, 

produce parálisis flácida; si el. colorante es administrado 

. intracranealmente, entonces produce convulsiones. Ambos efec-. -· 
tos se deben también a modificaciones de mecanismos dependien-

tes de calcio, ya que las dosis elevndas de cac12 reducen los 

efectos del colorante, mientras que los agentes quelantes de 

calcio .como el. EDTA, administrados de la misma forma que .el 

RRu, tienen efectos parecidos a los de éste (Tapia et al, 197G). 

,., .. 

. 3+ 
b.- Lantano (La ): El lantano es un catión trivalente, 
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de número atómico 57, que junto con las demás tierras raras, 

grupo químico al que pertenece, ha tenido interés por los 

efectos biológicos que presenta. Ya desde comienzos del si-

3+ glo actual, .se conoce que el La es capaz de reducir de re-

ducir las contracciones en ·el m6sculo cardiaco y e~quelético· 

de la rana (Bow~n, 1972). 

Posteriormente, Lett.vin y colaboradores (1964), dieron. 

un grán impulso al uso experimental de.l lantano· al mostrar 

que éste tiene un radio iónico similar al del calcio; el-cal,... 

cio tiene 2.8 A, y el La3 + 3.1 A, además de presentar otras 

propiedades parecidas a las del calcio, como es el efecto es-

3+ . . . 
tabilizador de membrana ( Takata et al, 1966) • · El La s l..11 em-

barqo, no sustituye al calcio en s~s funciones fisiológicas. 

. . 3+ .. 
La alta afinidad del La por sitios de la membrana por 

donde se transporta calcio, unión que al parecer es irrever-

sible ( Weiss,, 1974) , hace que éste ión sea un eficiente blo

queador d~ córrientes de calcio, como se ha demostrado por 

los experimentos de van Breemen y De Weer (1970) , en el axón 
• 

gigante del calamar, donde el La3 + inhibe· hásta un 87% 1.a 

.salida .de 45ca previamente inyectado a la preparación. 

En mitocondrias aisladas, y a concentraciones micr9mo-

lares, . el La3+ inhibe la captura de calcio, .. aunque al pare-

cer con una especificida·d relativa, ya que si la preparación 

... 
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es expuesta primero al La3 +, el calcio no desplaza a éste 

de su sitio, pero si la preparación se expone primero al 

l . 1 3 + .. d . l mb . ca cio, e La aun es capaz e.unirse a a me rana, sin 

desplazar al calcio. Lo anterior demuestra que en mitocon

drias el La3+ tiene una afinidad por sitios de transporte 

de calcio, pero también por otros que no son específicos pa-

ra dicho .catión (Lehningery Carafoli, 1971). 
. ,' ' 

En la sinapsis neuromuscuJ.ar de.la rana, el.lantano tie-

ne un efecto dual sobre la liberación del transmisor, ya que 

inhibe la libaración producida por despolarización, pero en 

.estado de reposo, aumenta.la liberación espontanea, medida· 

como un aumento de los potenciales postsinápticos miniatura 

(De Bassio et ~l, 1971¡ Heuser y Miledi, 1971: Miledi et.al, 

1980). En sinaptosomas, predomina principalmente su efecto 

inhibidor sobre la liberación de transmisor producida por· 

despolari~acipn; y sólo se observa un pequeño efecto estimula- · 

.· dor sobre· la liberación espontanea (Osborne y Bradford, 1975¡ 

Tapia y Aria~, 1981). • 
El lantano inyectado intraperitonealmente a ratones, con-

trariamente a lo que cabría esperar de un agente bloqueador 

del calcio, no produce mayores eféctos •. Sin embargo, si. se 

inyectci • RRu después del La.3 +, .la.· parálisis flácida que pro-. 

duce el colorárite por s.í solo, :no se presenta (Tapia, 19~2), 

- . 

. ~· 
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aunque el lantano no es capaz de antagonizar el efecto del 

colorante, si es administrado después de éste. 

c.- 4-aminopiridina (4-AP): La 4-AP y otras aminopiri-

dinas han sido empleadas corno drogas de interés experimenta!, 

por sus efectos sobre el sistema nervioso, Ya se rnencion6 que 

la 4-AP bloquea los canales de K+, con lo cual se prolonga 

considerabiemente la despólarización en axones (Molg6 et al, 

1977) :. la 4-AP tiene además :1a propiedad de facilitar la li-

beraci6n de transmisores, aunque su mecanismo.de acción no se 

conoce con exactitud. 

· Molgó y colaboradores (1977), demostraron en la placa 

neurornuscular de la rana, que la 4-AP no afecta la postsinap-

sis, ya que no modifica el potencial de membrana, ni la am-

plitud de los potenciales miniatura, ni los receptores al 

transmisor. Su acción pare'ce ser puramente presináptica, lo 

cual con~tituye .una ventaja experimental. 

En estado de reposo, en la plac¡a motora de la rana, la 

4-AP aumenta la frecuencia de los potenciales miniatura (Du-

rant y Marshall,. 1978), aunque esto no es observado en la 

placa neurornuscular de mamíferos (Lundh, 1978). 

El efecto facilitador de la 4-AP sobre . la liberaci6n de. 
' , .. '. ·_ .. ·.·. ··-

transmisores' se observa tam0ieri en el·, sistema nervioso c.!ri-

. .' .. :· 

.. 
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tral. En la médula espinal de la rana {Galindo y Rudomín, 1978), 

y en rebanadas de hipocampo de rata (Buckle y Haas, 1982), la 

4-AP aumenta la liberación de transmisores excitadores e in-

hibidores, medidos por regí stros electrofisiológicos •. En sinap-

tosomas, la 4-AP produce un aumento de la liberación espon~· 

tanea, sin modificar la liberación estimulada por despolari-

~ación (~a~ia y Sit~es, 1982)~ 

La e~{i~ulac:Í.6n producid~ por lá 4-AP sobre 1'a · libé.J;a~ 
. : : 

·ci6n de transmisores, es dependiente _de la concentración 
- i . : ~ - ·.: .·' : _- ·: . • , 

.~xtracelular ·de calcio, por lo que s~ ha. propuesto que ·é~ta 

droga' podría aumentar la salida;·-de neurotransmisor, incr:falllen7 

tanda. el fllÍj o de Calcio a l'a terminal nerviosa· < Lundh y Thes~ 

leff, 1977-; Thesleff, 1980), lo cual podría ser co'nsecuencia 

+ del efecto inhibidor de la 4-AP sobre los canales de K • 

Segun lo anterior, al bloquearse los canales de potasio, 

el tiempo de despolarización se alarga, ya que la.repolariza

.ci6n es "~enta, lo cual hace que los canales de calcio sensi_. 

bles a. voltaje se mantengan abiertos por más· tiempo, lo que 

' resulta en una mayor salida . de transmisor. . 

La 4-APrestituye la transmisión. sináptica:J:>loqueada por 
': , '. " . ' ~ ·. 

d-tubocurarina en la placa motora de rata (Kim et·a1, 19~0), 

y ·rey.ierte ,la pár~f:isis pro4uc:id(! por la toxina bot.ul,J:nida 
. ·, ·.:. -·., ,. • ".·:;'-:<:;·• ., .-· - - . . . . ~ _, ... ,, ".' :. :· . ·- .·· .. ··:' : .· . . . ·.. ·, . ·. ·. ' ' .. . ··: :~.·:··... ..'. 

en ratas (Luridh, r,~~n~E!r y The,~Íeff, 1'977). ·-i~'irii~ti-ziciát¡,bf''·"· 
: . . 
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por vía intraperitoneal y en d<?sis.pequeñas, de menos de .53 
·'> 

pmol/kg, no tiene efectos, pero a dosis mayores que la men~ 
,·,_. 

cionada, produce convulsiones¡ •. Las dosis menores .son capaces 

sin embargo, de antagonizar la parálisis flácida producida 

por el RRu {Tapia, 1982). 

' . . ' -

~.ornOs~ ·ha descrito en.{~ sección 

· como la 4;.;}\p y el lantano, tienen efectos fisiológicos, t~~to . · 
. . 

. -

in·vitro c~mo in vi:v-o, debido aparentemente a mó(jificacion~s 

···.·de~ transporte de c~lcio, he.cho ·fundamen:tal en loi que se .re.-
, ~ ->' 

f iefe a ia liberación de los .• neurotransmisor~~~ En ·este tra:... 

' . 

bajo nos propusimos estudiar algunos de los posibles me can.is.;.. 

· inos de la acción antagónica d.e ·la 4-AP y del lantano, sobre . 

el. efecto del RRu, así como. la acción. de la 4..,.Ap sobre los., 

movimientos .de calcio .. . ~ . 

El~inodelo experimental escogido· fue el de la prepara-

ción de terminales nerviosas aisla~s o sinaptosomas. Especi-

ficamente, los obj e.ti vos de éste trabajo fueron: 

1.- Determinar si l.a 4-AP y el lantano 
. - . 

•J •• 
• • ' 1 

zar los· efectos qel RRu, Pº:t' un mecanismo b~sado en su ' ' ........ -· .. :.~·{·J"::· . . , . 

dad:por ~itic:,·9·· de tr~iliS'porte'd~·;calcio en ¡~· lllE!~rana 
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2.- Determinar si la 4-AP tiene una acci6n.directa·so-· 

bre el transporte de calcio, probab~emente aumentando la per-
' 

meabilidad de la membrana del sinaptosoma al ión, por sí sola 

. o en presencia de RRu. 

3 .- Relac.ionar los resultados de los puntos anteriores: 

con lOs~· efectos in vitro e in vivo que é!stas drogaf\I 

sobre l;i ·.transmisión ne..r'~iosa. 



II·:. MATERIALES Y METODOS 

l.~ Preparación de sinaptosomas 
·~ 

En todos los experimentos se utiliz6 una preparación de 

sinaptosomas de cerebro de rat6n de ·los que se elimin6 el ce-
, . 

rebelo, de animales con un peso de entre 25 y 30 gr. La pre

paración de s inaptosomas fué aislada según· la. técnica·· de Haj6s 

t197s) /. con a1gur,ias me>di°ficaciones, . ia ·. c~a1 se· aescri:be a . con~ 
·, . 

· · tinuaC:ión: 
-. . ' - ·. 

a.- Se homogenizan 4 cerebros, que equivale aproximadamén:-
. li 

te a 1.2 gr de>tejido~ en 12 mi de sacarosa·0.32 M, emp·l~ando 
. . 

un mazo.de tefl6n.y homajen;i.zador de vidr,io. Este·h()mogenad() 

se centrifuga ~· ... 1, 500 X g 1 durar,itE! 10 minutos. 

· b. - El sob;-enadante que se obtiene se centrifuga 

x g, durante 20 minutos. 

c.- El sedimento de la operación anterior se resuspende 

en 4 .. 5 mJ, de 'Sacarosa O~ 32 M, y se c,oloca esta resuspensi6n · 

con cuid~do sobre 20 rnl· de sacarosa 0.8 M contenida en un tubo 

de centrífuga~ éste gradiente se c(i!nlrifuga a 9,000 x g, por 

25 minutos. 
: . . 

.. .. 

·d."'." De la centrifugación anter_ior, se pbf::ienen 2·bandas 

· y un botón de sedimento. La banda superior, en la interfase··· . 

.• ; · -.de sac,i.:-psa O .. 32 y 0~8· M corre~pofl,de a rniE:!l:Í,:#1.i:. la. seg_\lnda . .. ><<r:·'.~ ~ .. -·.- ._ .. _,:·c.~/-~':(~--... ~:.~··~·.,·:::::-,·-· . .. ·,·-,'": · .. :,. _<t_: _ .. _.- .... _:,.- ·-... · <: 

banda, que ocupa la mayor parte d.é la sacarosa ·o.a M es la 
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fracci6n de los sinaptosomas. EL sedimento contierie princi-

palmente mitocondrias. 

La fracci6n sinaptosomal se recupera del resto, y se di-

luye con 3 volúmenes de sacarosa 0.32 M. para recuperar la 

isotonicidad. ·, 

e.- La fracción sinaptosomal así diluída, se centrifuga 

a 18 ,ooo x g, aura.~te 15 minutos, para cc;>ncen.trar los sinap-
. . . -.. ~ - - . 

, t,osomas en un sedimento, que . :fµ~a·lmente s~ :r:~suspende, en un 

medio i6riico apropiado, eri un volumen final a.E! 3 ml>por ca- . 

da 4 cerebros procesados. 

·Los, experimentos realizados c;:on la fra(:!c::ipn sinaptoso- · 

mal así obtenida, comprenden dos grupos. En.elpriiner grupo, 

·se estudió .la unión del RRu a las membranas de sinaptosomas, 

y su desplazamiento por el La3 + y la 4-AP~ el segundo grupo 

d . t d • .. d 4 s 2 + ' 1 . compren e. experimen os e captacion e ca por os. sinap-
' ' 

tosomas, ,..Y e;l. efecto del RRu, la 4-AP y el La3 + sobre·. esta 

capta.ció~. 

• 
2.- Unión y desplazamiento del RRu 

Para estos-experimentos~ se aislaron sinaptosomas como 

se describió anteriormente, y se determinó la uni6n del RRu 

· -· •• .· de · l:á··-sl:guienf~:~·Ítt~riera: en .. ttlbos:éde centrÍ.fu<i~>cie .2 .o.· ml de 
... <:·,·,.:·,,~ ·' »_:·-~·-·\'"·):.. -·:.<:- -... ~->-~ 

capacidad, se colocaron 0.2 ml dé tejido quecontell.:L~ de 0.3 

-. 
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a 0.6 mg,de proteína, y se agregaron 1.3 ml de una soluci6n 

de RRu 10 o 20. pM; 15 y 30 nmolas de RRu respectivamente, en 

el volumen final ~e 1.5 ml. 

Se emple6 un medio de incubaci6n.libre de iones denomi-

nado sacarosa-Tris, de pH 7.4, y un medio _i6nico Krebs-Tris, 

· pH 7 .4, conteniendo en concentraciones mM lo siguiente:· NaC1 

·. 118, KCl 4 ;.7, CaCl2 coÍno.:,s,e indica>en las tablas de resulta-
. . . 

dos, Tris(hidroximetil)aminometano25 y gluc()sa 5.6~ El pH. 

se ajust6 a 7.4 con HCl concentrado. 
. .,, 

La mezcla de tejidoy.RRu se. incub6 a·t.e,mperatura ambien-

te durante lo. minutos, a{ término de los. cµ~ies se.centrifugó 
.. ' ... ' '' . . ··; 

a 20, 800 x g, .por lo minutos. El sobrena:dante de ésta .. opera-

ción fué separado y su absÓrbancia medida en un especto:fotó-

metro, a,¡ 540 nm, absorbancia máxima del RRu .• 
~ .. . 

En los experimentos para deterndnar .el. desplazamiento· 
• • ' 1 . . . 

. . 

del RRu .\'.\nido, el sedimente::> de sinaptosornasdéspués del pro-

cedimiento descrito, fué resuspendido en soluciones que con..,. 

tenían La3+ o 4-AP en concentracionf!s de 100 µM y 0.2 p.M res-

pectivarnente. El tejido resuspendido se recentrifug6 a 20,800 

· x g, durante 10 minutos, y se midió la absC>~bancia del nuevo 

sobrenadánte, tamhián a 5"40 nm. 
', .. -· 

",· ,·. . . . 

. Cáda;. Óbndici,i·6n experiiriE{ntal.· fut3 ''hecha<'po_ ..•.. ·.·r.··•·•. dui?li¿adb,·. 
,.·.·:··, 

un control que contenía medio de resuspensi6n sin droga alguna. 
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En cada.ensayo se hizo una curva patr6n con las solucio-

nes de RRu empleadas, para determinar por diferencia de absor-

báncia, la cantidad de colorante unido a los sinaptosomas en 

el primer sobrenadante, y la cantidad que fue desplazada en,, 

las condiciones experimentales y control del segundo sobrena-

dante. 

3 ~ - Cttptación d~ 45ca2+ - · 

Una vez obtenidos los sinaptosomas, en tUbos de 

· de· 10 ml de· capacidad se colocaron o .2 ml d~ ~ej:i.dO, preinc,u-

. b.ándose con· agitación constante a 37 ºe durante 1.0 minutos. El 

medio de preincubación. fue similar al medio Krebs~Tris emple.a"-

do en los experimentos de unión de RR.u, pero sin fosfatos·n.:i.. 

calcio. Después del periodo de preincubación, se agregaron 

O 2 1 d · d · d · t·.· • · · t "' 1 ·e· d 45c· · 2 + • m e un me io .ra ioac ivo, que con enia p J. e :. ·a .·; 

y una coricent~ación de calcio rádioactivo apropiada para . te'ner . 

una concentración final de 0.2 o 2 rnM, según se indica en las 

• 
gráficas de·resultados: para las condiciones de despolariza-

ción, se usó KCl .47 mM en los medios'de incubación, reducién-

dose el NaCl a 73 mM. 
,· '. 

se. dejó .captar la marca por tiemp~s .. que variaron entre >.~;·"I,[G~r 

s y 12 o :se~~hao~ r y la captac~ón- se . detu'.vo p·or .. :diiución ct·et . me:..·:: ,~:;J!i;:E~' 

dio de captación con 4.5 ml de medio sin radioactividad, que 
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contenía 2 mM de calcio y f ilt.rando inmediatamante con pre-

sión negativa sobre filtros Millipore de 0.65 pm de poro, los 

cuales se lavaron dos veces más~ con 4.5 ml de medio sin mar-

ca radioactiva. 
.¡ 

La radioactividad de los filtros, con el tejido que con-

tenía la marca capt;;¡da,· se midió en un contador de. centelleo 
. ,,': 

. . . 

líquidÓ, después aE:!· élgregar 5 ml ·de TritpsÓl corno líquidó de· 
. ·. ' .. . 

centell~·o· (Fricke, 19'75). Como los filtros, a pe~ar del iavado 

retienen cierta cántidad de radioactividad por sí.mismos, an-

tes de cada ensayo se sumergieron en cac12 10 mM para reducir 

ésta captación· del filtro; además, encada ensayo ·se incluye-

. : . . . ' . . --
. ron filtros en los que se hi.zo pasar una solucion radioac:t:i:.va 

pero sin tejido. Las 1écturas de estos.filtros fueron restadas 

a las obtenidas con.tejido. Encada ensayo se midió también la 

radioactividad de. una·alícuota de 20 pl de los medios de capta.-
. . 

ción usaC:os '· 'comq una medida directa de la radioactividad real 

de cada experimento, ya que. la vida media del 45ca2+ es relati-

1 
vamente corta. 

La proteína de la preparación' se midió por•el método'd(:! 

. Lowry. ( 1957) • 

~ ', 
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IILs RESULTADOS 

1. - Unión del RRu y s11 desplazamiento por· el La~+ y 

la 4-AP 

Como se observa en la tabla I,. en un medio de incubación .. 
sin iones, casi la totalid~d del RRu presente en ei medio, se 

un.ea las membranas de sinaptosomas, alcanzando un 95.6% con. 
. . 

10 pM deRRu1 y un 7).6% con 20 pM del colorante~ Aunque la> 

unión 'del col.Orante es- llluy r~pida, aquí se utiiizó un tiempc> · 
. . 

de incubación grande,, para asegurar .un máximo de unión. 

3+ . . . 
El desplazamient;:.o ·del RRu ·por el La· .l.00 p.M• .es-.m\ly p_e.;;.. 

'~. > 

queño en est:as. condiciones,·. apenas de 6. s y 7 ~lo/o de ·lo que-. se 

unió, sin el'Clbargo, es de 3 a 4 véces mayor que el desplazamien

to por el medio sin La3+ del control. 

En la tabla II, se muestran los resultados obtenidos cuan- -

do se utilizó un medio de incubación con i,ones, observándose 

' . '. ·. '. . ·, .. :,;-. 
una importante reduccion en el porcentaje de unión .en compara.;.. 

• • . . ~· # ' . •· •. 

•' 

ci6n con ·ºel medio sin iones, y una pequefia diferencia entre . 

un medio son calcio y otro sin él, slendo de 31.9% vs 26.1% con 

RR11 10 JlM• y 24 .8°/o vs 19. So/o para RRu 20 JIM· El desplazamiento 

del' RRu en estos · ensayós fue d·el l5. 3% en el medio con calcio, 

y del 13.4% en un medio sin calcio, ambos.porcentajes expre-

·. sadc)s ·.como. e:t .promediq'·.experim~p;tal, res.tá,nd() ~l pi;c:)medió gon- .. 
~:: ' ; ... 

trol, para la concentración 10 flM de RRu. 

··<•. 



Tabla I: Desplazamiento _de RRu por sipaptosomas, en un medio de 

" 
Sae~rosa-Tri:s (pH 7 .4) • 

. -.~ 

RRu 10,~· . RRu· 20_ >1M .· 

·%.UNIDO % DESPLAZADO (unido:::lOO) % UNIDO: % DESPLAZADO (unido;,,.100) 

CONTROL L~J+>lOO 
., 

CONTROL La3+ 100 J!M· 
. . . . ~ . 

9·s.G±·1.3 ·2.0*1.2 6.s=o.s . 73.G:f2.o 1.6::0.s 1~1±i.s ... 

sin,aptosoínas .··frieron i~dubados con io ·.o 20 uM· de._RRu, ···sedimentado~ por c~ntr~fu

·gaéión, y el sobJ:enadarite.rc\ed::Ú:io>a·~4cr>nm. El sedimento •. fué, re~uspe~dido en un - . 

medio con:o sin La3~ lOOJ1M, ··:l el.:R}\u. despla:z:ad: se midió del sobrenadarit':'., des--··· 

un,~ .segunda; ceritrifugacicSn. -:Promedio de· 4 
•' . - . -- .. :.,,· ........ -. •.' .. _. ;• "• -_ . - .. 

-~~-. 
. . ' 

. \ !: . 

._._._·. _·_· .. 



,, 

Tabla I: Desplazamiento de RRu p·oli La3 + en sinaptosomas, en un medio de 

Sacarosa-Tris (pH 7 .4) • 

.... 
. '· - -

Iffiu· 20 J!M. 

UNIDO· . o/o DESii>LAZADO. 
:. --·,,, ,;··_ -·::' 

CONTROL···· La3+ 1ocr pM. 
. . . .. · ., . 

.. •CONTROL pM· 
. . 

.. '.· "73.6:1:2.0 1.6='0.5 6. s*o .5 
';··' 

1~i±1.s 
. ·-· 

·::.: --'..> _,·.' . ·:... . 

Los sirl~ptosome:ls fueron i~cubados con l..O C:Í 20. uM .de RRu, sedimE;!n1:ados pOJ: centrif~'.'."" 

gación, y el s.obrenadante "medido a 540· nm• El sedimento fut3, re~Uspenc:lido en un -
.. . 3+ •... . .. ·. . .. .. .•.. . . .. · •. ·.· . . .· •. 

medio con o sin La . 100 f1M• y el RRu. desplazado: se midió del sobrenadant.e, des.;..-

pués. pe una· s~gunda centrifugación •. Promedio de 4 experimantos · ± E. s . 
. . \ 



· .. :.,,_::.·--:. : .. ·: 
; -: . 
. .. · 
'•· 

3+ 
Tabla :r:r: Desplazamiento de RRu por La E!n sinaptosomas, en un medio 

Krebs~Tris (pH.) .• 4) •. 
.'/· ... 

~' ·.~' ·: - ~~:· · ... 

. c .... -·------~--------·-.... ·.·· ...... ::R;;.;R=u-:.-1.;;;,ó_,pM¡i;;;;·;;..:;·--··.••-'_···.·· ...... _.: __ · _. _.._..........._.......__ 
.;·, .. . · ·_> -~.: .... ; ·_ .. 

%UNIDO %DES~L~ZADO (unid.o=lOO) 
_:'-_': .. 

:•~ ca.2+ · 26 ~1±3 .'3 • · · 30.2±6·. 5 45. s±G .7 . 

... , J\&in Ca~+ 31.:9±4:0 27 .6±8.;l ,· 41.0:!:3.·4 

% UNIDO % • DESPLAZADO (unido=lOO). ., ·· .. 3+····.· '• .' 
La · 100 j*1 ····CONTROL 

1:9.s±l.o ·· ··•···.20.2±'3 .o · .37 .9±~.1 

24~8±2.3 ·11.1±2~6> '.32~0±1.6 

'. . - ' .. . ' 

Los, s~napt.osomas fu~ronincubadps con 10 0 20 ¡M.de RRu, sedimentad~s por centrifu-

gación, y el sobrenadante medido a 540 nm. El sedimento fué resuspencli~o en un m~ 

dio con o ~in La3+ 100 fM• y el ,RRu desplazado se midió.delsobrenadante, después 
- . : - -. ' -. .. ... 

d.e una s~9w:1da c.entrif.ugación •. Promedio de 9 · experimento.s · ± '.E.S. 
. - ... d' . 



~') . : 

-34-

Para 20 uM, el La3+ desplaz6 17.5% en el medio con cal-

cio, más que los controles. En estos últimos, el desplazamien-

to fue también mayor en presencia que en ausencicL de iones · (ta-' 

blas I y II). 

Los ensayos con la misma metodología, pero empleando a la. 

4-AP corno droga dE:!splazadora del RRu, se resumen en la •. tabla,·· 
. . ' : . . . 

~º~:'.result:aClos aquí obtenidos m~estran que la 4-AP no es , 
. :_~- . :_ . 

capaz· de desplazar al RRu;_ más aún, con 4..;Ap los valoré~ de 

desplazamiento tE!lld.ieron a ser menores que los controles, re-: 
. . . 

sultando 22.B°/o vs- 24·.B°/o en ~l medio con calcio, y 18.7.%· vs 21.o4% 
' . ' . . 

en un medio sin calcio, para una 1_concentraci6n'. l0 uM de "RR.u; 

:para RRu 20 uM result6 18.6% vs 21_.0% en un medio con cal.cio~ 

18.6% vs 22.1%·en un medio sin calcio. 

. . 

· 2 • - . Captación· de ca.lcio ·por . los sinaptosomas ·. 

La ~ap~aciÓn de calcio ·fue inhibida de '.fo~ma notoria por. 

el RRu, como se observa en la gráfica 1, pero-s6lo se afecta 

la captura. estimulada por despolari:aci6n, mientras que en 

condiciones basales no hubo diferencias con el control. El e-. . . 

fecto inhibidor se muestra mejor si se grafica ,s6lo la capta

'· '.,,·_: 

. i::i6n ba.j? despola.~fza.ci6n a la que seiha rest~~'.'18. ca~~ci6n . . • q~ 
""basal, cofuri se ... muestra en l~ ·gráfi'ca 2·. De ~stcl.; m~nera, se ot>'~. 'H';''. ;p·:":<rf~ 

tienen valores de inhibici6n de 89% a los 30 segundos, tiempo .N~ 

.. ~ 
, ... . ·;.•¡, 

'(;-,.,;:):. 



~··. 

Tabla De~plazamiento de ~u por 4-AP . en sinaptosomas ~· · en 

; ::·~<~.;·'.-~: .. :;),'.'.,::>.: ::·> ,• } '. ,•i 

·; ···. R.R\l·. 20 · ftM.····· ..... <- ..... · .... · .\ 

uNIOO 

CONTROL 

ca2+> 2a.¿±1.á · 24.a±2j4 __ ·. ·22.0±1.6 . 
. - ... :.- -, ·'.::·:_ 

.21.0:t:2~3 .1~•6±2~o·· 
' . . l!i' . . . + ·.. . . · .. ±'··· .. ·· 

30.0*2.0 21.4 ... 2.9 .18.7 L;2 .. ·.·. ···+ ... ·.·•··· .. ·· ~->.···•+ ..... 
2 2 • 1;...4 ;; 6 . • ·~~ • 6,_-..;;;2;.;..;. •;..;;6;_. ·'-. --..;..;..-

-. ,., 

.' ; , 

sinaptósomas fueron incubados con 10 o 20 .pM de RRu, sedimentadds por ceritrifu~ 

y el sobrenadante medido· a 540 nro. El sedimento fué resuspendido 

o sin 4~AP .2 mM, y el RR.udesplazado se midió delsobr~nadañte, 

~nai':segunda centrifugación~ ·Pro~eJio de 7_experiI[\~ntos.± 
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de la·prirnera medición, y de 72% y 71% a los GO'y 120 segun-

dos respectivamente. Como se ve, la inhibición es muy alta 

en los primeros segundos de la captación, q_ue corresponde.con 

la pendiente más alta en la condición sin RRu. 

Con los tiempos de captación· similares a los. de las gr'á-:< 

ficas 1 y 2, en.la gráfica 3 se muestra el efecto 
. . 

def.1a.Il.tano1 4-o.nde la.· inhibicicSn es notC>:ria. t.ambién en 
-.·,,-¡/. 

cion_E!s de despolariz~ciÓn, auri<lue menor' en·· C0~1paracicSn 
'.- ' ' ' . - : '· .. : .. ;:._·· : 

' . 

i.nh.i.b'iciófr ql.le J?.roduce el RRu. Restando los valores basales;~ .. ~ 
¡• ¡ 

1 ·. ' ' 

de manera similar a la gráfica 2, se tiene una Í:nhibicióri qtae e . 
rapidamente de un 70%iilos' 30 segundos; a 

en 60 y 120 segundos respect¡val1len~e (gráfica 4).' 

El efecto · d.e. la 4-AP sobr~ la captación de calcio 

tudió con una concentración.de calcio de 0.2 mM, con 

su.ltadós que se observan en las grá.ficas 5 y 6, para varios. 

tiempos P.e captación. La gráfica 5 muestra una rápida capta...: 

ción de los primeros segundos, y después- de'', ésto, tiende a: ,,' 

ser menor, mientras que las mediciorres basales resultaron más·· 

estables a lo largo.de los tres.tiempos usados. En ningún . 

. i ~o, ni en co~dÍ.ciones basale~; n:i bajo despolarización se 

servó .efecto alguno de .la 4-AJ? sobre la 

\La; ':falt~' .ci~ efec~o , de +a~4-A.J?.; ~e· cc>njtl.:lC'm10 

concentración de calcio má~ parecida a 



.como se muestra en la gráfica 7, sin encontrar diferencias 

significativas; entre las condiciones control y con 4-AP 0.2 
·.~ 

mM. En la gráfica 8, están los resultados obten:.~,ó¡~::J .de los ' 

experimentos en que se estudió el ~fectode la 4-AP sobre la 

captación de calcio en una preparación de sinaptosomas blo-. 
• , ·# 

queáda c~n RRu. La 4-AP no fue cap~z. de revertir el efecto 

.·. inhibidor del RRu bajo · estimulac.ión por despolari~aci6n1 en . 

• . c:onc:entración o. 2 'mM, ni tamJ?Óco.; cuando d·la, ~oncen~acicSn' de .· : 
. .: ::. . ~ . , .: . . .. ' . , .. 

la' 'droga se a~entó hasta l mM, con la misma. concentfa.~i6n ~ 
~ ........ 

de RRu: esto úitimo se muestra en la gráfica 9 • 

. ' 



. + tos, _ E.S. 

2+ y ca. · .El RRu 

el· pe~iodo ··d~. preinc\l}jaC:i6n·~. ··para 
. . ' . . . . - · .. :· '.· - - . 

.·'.: 

pr~m~diode 10 ~- Resultados 

Donde no se muestra E.S., es porque 

muy pequeño, y se prefirió repre.sentarsólo el punto 

·promedio. ·La: anterior 

más grá..ficas ~ 

se·sigui9para las 
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·2:< :Í:rihibl.ción · netaUer( la d~Ptación 
,¡'.-· 

en 
' ; : .. -. . ; -: - - . , - - . : - . ' ' ::. -.~:, . ·. ; . - . . - " 

····,Gráfica resUltant~ de. restar 
-.:-.·:.' -- _-. -· .. ' 

basalde 1él9ráfica 1, pararepresentarla 

1::~6i6n. n·e-ta, en cortdiciories d.~ desp'bla~i:Zélci6n·, 
' .;' _ .. '.' . . -, 

.•. ef1 /J?r,f~sen~~a: de RRu .10 JlM·· Medios de. i~cubad"{6n: 
':". ~ ·:;..' 

Kr~bs-Tris,· Pli 7.4, .sin fosfatos; y'ca2+ ·2 mM. 

R~~ultados prome~Í.o de 7 exper~mentos, .+ E.S. 
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tiempo <segs) 



·3: :!nhi.bición de laca:ptura·decalcio 
.. ·· .. ·.· .. · .. :·. . . 3+ . 

en si:rial?tosomas ~ producida por La ::·• • 

El La3+ se ag;regó durant~,el peribdo de 

10 minutos; para una caneen-:-

Krebs~Tris, pH7.4, sin fosfatos~ y ca2+. 

de concentración final. Resultados 

6 experi'mentos, + E. s. 
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GRAFICA 4: Inhibición de la ca'ptación de 

calcio yor La3+ en sinaptosornas • 

. ~~áfica resultinte de re~tar. ·· los . V.9. 
'"•. 

gráficª 3, para mostrar la irihibi:.... 

cióri neta de .la captaci6n,de. calcio en 

,condiciones de despolarización poralto 

potasio.·condiciones de captación' como 

las de la. gráfica 3. Resultados promedio 

de 7 experimentos, ±. E.S. 
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GRAFICA 5: Efecto·de la· 4AP sobre la captación ... 
·. de calcio · en s inaptosomas. · 

·. - _. '., .. ,.::·._ 

Captacionde calcio en pre~~h9ia .de4~~P 
- _:: '. '. . :··_·· /' .. · 
0.2 mM, agregada después· del peifÓdo ·de preiri . 

cubación, con. ·el medio radioactivo.. Se usaron .. 

medios Krebs-Tris , pH 7~4 sin ·fosfatos, y 
; . 

ca2+ O. 2 mM de 'concentración final~ Resulte\-
·."·;·-

dos promedio de 8 experimentos , :4. E. S • 

¡ __ , .. , 

'·.'. 
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o ~+4.7 rnM 
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de.·· 4..;.AJ? O. 2. mM, agregada con 

·.dio. rad.i.oaétivo ciespuéf> de .. una. preincllbá0,ión 
'. ' . . .. ' .· . . •. ~ .. .' :: , . 

. 10 ~inu~C>~r se utilizarori éiquí ti~rnpe~.' 
. .. 

captación mayores a lof? de la gráfica s, con 

°'edios de inbUbacióny c;;on~entracióndec~l--

cio similar~s. Resultados promedio de 5 e:>cpe 
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GRA}i'ICA 7: '•';Ef e~to de la 4..;;AP sobre la captura · 
':'1.··, -

dé·calcio en sihaptosomas. 
.. '. 

Captación de. calcio por sinaptosomas, en 

presencia _de. 4,;..AP 0.2 mM, agregada con.el me-

dio radioactivo. Las condic.iones experimenta.;... 

les son similares a· las de la gráfica 6, exce.e. '.~ 

to que Se utilizó ca2+ 2 niM.en los medi.os de 

"' ·.incubación. Resultados prom.edio de 4 experi-

.mentos·/~'.'-r E. s·~ 

. ~.. . 

.· .. ;, 

• 1 

· .. -
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·o K+ 4.7 mM 
···.· .. ·:.. . .. .'. .··· ··.· ... 

. · • K · 4.7 mM+4~AP 
. . . •·.•·. .. , ..... ' ., .... 

1J.· ... ···1-<+4.7, mM·· .. 
_\ · .... >:···< . ·.· ··.· : . : ·.· ... · ... · ... ·· ' .. 

· ~.K···· A7··· ... mM+4-AP· · 
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de·ca1C:io en una J?reparacióri 

blÓguea~a con RRu".° 

Captación de calcio en presencia de 4~AP 

-. O .2 rnM, agregada con el medio radioactivo~ des:-
. . - , 

pués de 10 minutos de·preincubac16n~ El RRUse 

agregó durante la.preincubaciÓn, i;>ara una C()Il 

centración 10 µM. Medios.de .incubación: Krebs:-
·~. . . . 

. " Tris, pH 7 .4 , sin fosfatos, y .. ca2 + 2 mM de con 

centración final. Resultados promedio de 7 .expe 

rimentos, ±:E~S. 
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. ,. IV: DISCUSION Y CONCLUSIONES 

1.- Unión y desplazamiento del RRu por el La3+ y la 4-AP 

Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar 

3+. 
si la 4-AP y el La desplazan al RR.u unido a la membrana del. 

sinaptosoma, para explicar de esta manera el efecto antagónico· 

de la4-AP sóbré.la p¡¡rálisis flácida producida por el RR.u in 
, . . . ' ·. .· 

- ' - . 

así. como, ~a prevel.'lcicS11 de di~hci efectó, del _J,~Ru por el 

La3+,, ·cuandC? éste últim~·- ~s adrnihis~rado antes· qúe ~1 dolerán- .·• •.. 

.... . . , 
( '!'apia, 19.8~) • 

··El RRu y ~1 La3+ ,. ambos. inhibid.ores de.l transporte de 

pare_c_erf unirse a un sitio común en lél meml:>rana del si~ .. 
· naptC>~Ómi:l, ya q(:ie · ei La3+:es 6~paz. de desplazar al. .RR'i unido 

con anterioridad. Dicho desplazamiento se observa mejor en un 

medio de incubación con' ion.es que en uno sin éstos, ·10 cual 

sugiere.que en presencia de cationes, hay una cierta competen

cia_ por la unión del RR.u. Esto seconfirma por el hecho deqµe, 
~ ' ' . . 

.. ' . ,' 

.. en un medio i6n:ico, la unión del RRu es considera'blemente me-

nor (Tabla II),. (Tapia y Árias, 1981). 

Otras observaciones. demue.stran la afinidad del La.3+ ·por 

a los .que se une el ·RRÚ.I como son el h~cho de que, irt 

el La3+ preincubaod· con anterioridad,. reduce la. unión 
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parál:Í.sis flácida, pero no la revierte cuando es administra-

do después del colorante (Tapia, 1982). 

3+ Estos datos sugieren que, aunque el La muestra que pue-· 

de desplazar al RRu in vitre, esto no sucede in vivo: sin em-

bargo1·si parece haber un bloqueo de la uni6n del RRu por el 

3+f ·. 
La inyectado pr~via~ente. A este respecto; .. es interesante el 

hecho'(1e que el.~La3 + pq;r>sí miS.mo. l'.loproduc~~ ·parii'lis.is' flácid~ 
. ' ·. . . :' ., . ._· > ::· ... 

. "·' . .. . ·- '• 

a. pesar de que, como er RRu, inhibe la liberaci6n de·-.. transmi- · .- ·. . · ... · . -: 
- . .. . 

sores dependiente de ·calcio. Esto puede explicarse p:~·:r_ el efEac-' 

_to dual del La3+que.hasido descrit() en preparaciol'Í~'a neuro-

·. musculares. Heuser y Milecii ( 1~1ll, .. demo~tra_l:'o11 que ~l- La3 + 
. ... . : '•;·'·". -. ,, . . 

aumenta varios 6rdenesd~ magnitud la liber~ciÓn·espontaneá 
. . . . 

de acetilcolina, mientra~ que inhibe la liberaci6n prJ~ucida- · 

por estimulaci6n. Es razonable concluir que el primero de es-

tos.efectos es suficiente.para hacer menos.observable al se-
. . 

gundo, en las condiciones experimentales in vivo,. en· los qu~' 

no es afectada la activi~ad motora del an'ima1. 

3+ A diferencia del La· , la 4-AP, droga que facilita la 

liberac].6n espontanea de transmisores en sinaptosomas, en 
' . . ' . ' . ; 

forma.dependiente.de calcio (Tapia y Sitges, 1982)., rio pare-

·ce· combinarse.sobre.el sitio de lamembraha·al que se.une el 

~~~:;~··;que no. i~ despl~;~·. en abso·~~to •. Es€~ halla·z~~ indica .·:• • 

que el efecto antagonista de la 4~AP sobre la parálisis flá-



t .. ~ 

-39-

cida inducida por el RRu, . no se debe. a un desplazamiento del 

colorante unido a la membrana presináptica. 

Dado que· en los efectos de las ·drogas anteriormente roen-

cionadas parece estar involucrado el calcio, se ~studi6 si 'stas 

2+ modificaban la captación de Ca por los sinaptosomas •· . 

. . . . . ' . . . 

·.sobre l.a liberaci6n' de tr~nsmisores, ya que. pC>r. una parte in~ . 
:·.: .. . ' . ' ' ' : ' . . 

. liberación estimul~dá:,'por despolarizél~ión, y por. otro 
.. . .. 

la li}).eraci6n espontá~ea en la placa neurbmuscular 
' ·• : . . f.· •• · • : • '· .. • • 

. · .. ·(De Bassio et al~ 1971: Heuser y Mil.edi~ 1971) ~ con los re-
' ., ' . ' . 

. ': . ; :. . 

sultados de captación de.calcio en sinaptosomasaquí presenta:-

qos, se explicél lá inhibici6n bajo despolarización, en vista 

.de la inhibición que el La3+ produce sobre la captura de cal~ 

cio cuando se despolariza la preparación con a1ta:s concentra~ 

.. ciones de K+. Es posible que la estimulaci6n de la liberación 

espontánea se deba a un desplazamiento de calcio.endógeno uni-. 

do a la.membrana, hacia el citoplasma (Heuser y Miledi, 1971), 
. .'.· 

·.aunque este: fenómeno no· es observado con claridad en sinapto.-

(Tap~ay Ar~as, 1981) • 

. _ ,: 

3 .• - Inhibición.·.· del transporte 
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· El efecto que el RRu. tiene in vivo, es atribuido a un 

bloqueo del transporte de calcio en la sinapsis neuromuscular 

o de.l sistema nervioso central (Tapia et al, 1976) , ya que, 

tant9 en placa inusculai:- (Person·y Kuhn, 1979), como en sinap

tosomas (Tapia y Meza-Ruíz,.19771 Mez~-Ruíz yTapia,.1978), 

el RRu ha .mostrado un'.claro· efecto inhibidor de la liberaci6n 

,.· .. · .. ·· de~lldiénte d~·. calcio d~,,los tra11smisores• Én :toi· res~~tadÓs~· 
~·· 

que a~u:í: se pÍ:'esentan:, se .. observa que el ~u" inhibe 'la capta ... 

ci6n de calciÓ ,' s6lo bajo despol~ri~aci6n~ por lo. que e~ poai-
- ' ., '. 

. ' ' 

·.·.· ble q1le . ~'610 sean bloqueados los canalel:J de calcio sensibles ·. 

·• .a voltilje •. Si éste fuera. el caso,· dichos :'c~nales par.e#~rían ·· 
.. . ' . "" . - -:- .. ';_-·-·. . ' -' "· 

· estar involucr~dos ·en el mantenimiento dei tC>no muscÜia·r,. pues· . 
• 

de.otro'modonQ podría e~plicarse la parálisis·flácida produ-

cida por e~ colorante, ya que este 110 tiene ~fectos postsin,p

ticos significativos (Person y KUhn;.·1979). Nuevamente; es di

ficil l.a corre1áci6n de los. datos in vitro e in vivo, aunc¡Ue 

·· parece ineludible _la conclusión de que los efectos del RRu 

involucran a los mecanismos de liberación dependientes de 

calcio·, .a nivel de las terminales sinápticas. 

· ~. ~ Efecto de la 4-AP sobre 

.:;:ei eí:ect~:,~;f~di1t-tadb~·ae ia···,·~l~i:>···aoi>f·~;·1é·;ii.b~ta·p·i6h•. aei::;~,?-.;:.·: 
. . los transmisores, se ha plantaado como la consecuencia de un 
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mecanismo que consiste en aumentar el flujo de calcio a la 

terminal nerviosa (Lundh et al, 1977: Lundh y Thesleff; 1977; 

Molgó et al, 1977) ., Esto significaría que, in vivo, l~. 4.-AP 

antagoniz~ al RRu aumentando ~l flujo de-calcio, ~nulando 

así la inhibición de la liberación producida por el coloran-
. ·- . -

. . . . 
· te. Los res.ultados ol.~tenidos en la preparación sinaptó~omal 

(gráficcis 5, 6y 7), mue~tran que ·la 4-APno modifica por sí 
. _.-·.:. . . " . ' > .. , 

. . . ' . . 

·.sola la entrada de calcio, ni en condiciones' basales rii bajo 

despolarización. Esta carencia· de e.fecto no·. se debe a ~roble

da· metodología, pues í·os controles muest:ran s~:emp~e' que,· 

despblarizació11 .. por potasio, la paptació~ ·es estim\ilada 
: ' ·. '. ·: ... 

de manera semejante a losdatos obtenidos· por otros >labora-
. . . . . . 

.. to~ios (NClchshen y Blaustein, 19HO) ~ 

El antagonismo .sobre el efecto paralizante del RRu .que 

ejercela 4-AP, no se puede explicar.por una reversión_del 

bloqueo de la entrada. de .. calcio que produce ~l colorante, pues · 

.··. aún con una concentración alta de 4 . ..,;AP, no se encontró esta 

reversión (gráficas O y 9). En congruencia con estos resul-

tado's, la 4-AP tampoco revierte la inhibÍción de la libera~ 

ci6n de GABA producida .por RRu, aunq\le el colorant~ si es c·a

- paz . de inhibir. la: liberación esí;imulada' por 4-,AP ( Tapi~ 1 Si t~ 
.'<:>;:,:¡r·.: ~· :·e_,,.., . ·····< ... 
· '· {·,'.:'·9es ,·~·MC>J:-élies, .!n'1iado .•p'aJiél 'pubficaél.cSri·t~J. 

. El efecto de la 4-AP sobre la liberación dependiente de 

.......... 

• > 
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.· c'alcio en sil'laptosomas, no se puede explicar por. un aumento 
~ 

en la captación de calcio, lo cual sugiere que la 4-AP no 

está exéítando la membrana del sinaptosoma. Sin embargo, en 

p;eparaciones como la del axón gigante del calamar, las aminó-

.·. piridinas tienen un· efecto despblarizante (Yeh et al, 1976: 

" ~irsh y N~r~hashi, 197~) , y en músculo esquelético de pollo 
~-::/.:.:,:·::· . _' _... .' ' ·. . . . ·, .. ·. 

>~rtducen C()ntracciones. por un, mecanismo que~ es. in}\ibido por 

. ·. ·{~ TTX (Marshall et al, 1~79)~ indiciando así un ;robabie'e-. - ·- . . ' ·- - - . . ~- ' 

/f~cto sobre la excitabilidad~; de la membrana. En sinaptosomas 
- ' . : . . .· - . 

. · . ·. 

·. ~.ill embargo,. este ef~cto no. se reproduce, ya . que la 4_,;AP in;.. 

duc;:e libe:rtlci6n d~ transmiso;~s aún enpresen~iade la. TTX; 
r_·.-_.'''. 

·• o en ausencia de sodio ( Tap?-a / Si tges y. Morales, enviado pa

ra publicación)', descartándose por tanto un e:fecto excitador. 

En ca,nclusión, la 4-AP induce liberación de transmisores 

por uri mecani'smo qu~ no es unefécto despolarizante, ni un 
·.···: - ". ' 

·a u.mento en. la entrada de calcio a la terminal nerviosa • 

. Como sin embargo, la 4..:..AP actúa por un· mecanismo depeti;... 

diente de cal.cio (Tapia y·Sitges, 1982), se propone que la 

.. qrpga pued~ facilitar el mecanismo de acoplamien:to entre.la 
: " ; 

. ~ni6n de1 calcio extracelular a la .membrana de la terminal 

nerviosa, con la consiguiel'lte. liberación .de transmisor ( Vizi .· 
l" <~ ~--~·-~-:: .. _.,: . -:;~.;;_,; : -!·' 

.... ·~'f•'..~l,· '1971·r·: siend¿)\esta<:fac:l:1i!taci6D.. efeC!t':i~~·.'~(in .. a: éorlci!ntr~_;,>~ /·> '':l 
ciones bajas de calcio extracelular, o en presencia de inhi-
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