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ORGANIZACION DE LA TESIS.

Esta tesis estd organizada en 4 partes. En la parte I
se tocan hrevemente varios tdpicos generales que consideré
de interés mencionar para ubicar en un marco tedbrico gene-
ral y facilitar la comprensidn del articulo intitulado :

" Effect of 4-aminopyridine on transmitter release in
synaptosomes", el cual constituye la parte II de la tesis.

Este artfculo acaba de ser publicado en Brain Research 250

(1982) 291-299. Al final de esta parte 1I, se anexa un apén-
dice con el fin de ampliar el punto relacionado con la es—;b
pecificidad de la 4-AP sobre la liberacidén de los néuro -
transmisores.

La parte III de la tesis incluye la descripcidn dei
procedimlento que se usd para demostrar quevla 4-aminopi-
ridina (4-AP) aumenta la liberacidn del neurotrarnsmisor
3H—acetilcolina, a partir de sinaptosomas cargados con
3H—-colina, vy los resultados gue se obtuvieron en.estos
experimentos.

En la parte IV se incluyen una serie de expsrimentos ,‘ 
realizados con el fin de ampliar el estudio sobré el ﬁg-

canismo de accién de la 4-AP, a través del uso de variag’



drogas cuyos mecanismos de accién sobre ciertos canales i6-
nicos estdn bien establecidos. Estos experimentos permiten
descartar algunos de los posibles mecanismeos de accidn de
la 4-AP y refuerzan la conclusién de la parte II en el sen-
tido de la participacién fundamental del ién calcio en la
liberacién de transmisores estimulada por la 4-AP. Las par-
tes III y IV se refleren a experimentos realizados poste-
riormente al envio del manuscrito de la parte II para su
publicacidn.

La nuﬁeracién de las figuras de las partes IL,III ¥y
IV es continua.

Finalizo la tesis discutiendo brevemente , en un co-
mentario final, la importancia del uso de la 4-AP como he-~
rramienta de trzbajo para el estudio de los mecanigﬁosrreSHVJ
ponsables de la transmisidn sindptica quimiéa en eLISistef

ma nervioso central,
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PARTE I. INTRODUCCION GENERAL,

El sistema nervioso estf constituido b&sicamente por
dos tipos de c¢élulas : las células nerviosas o neuronas y
las células de la neuroglia o gliales., Estas ltimas repre=
sentan el soporte estructursl de las neuronas, participan en
la transmisién sindptica e intervienen en el transporte de
materiales nutritivos desde los capilares hasta las neuronas.
Las neuronas son las células especializadés para la recep=- |
cibén de los estfmulos y la conduccién de los impulsos ner-
viosos, y son por consiguiente las respons§b1es de la trans-.
misién de la informacién. La diversidad de formas y tamafios
que presentan las neuronas es considerable, pero de una ma-
nera simplista una neurona tfpica est§ compuesta por un cuer-
po neuronal del que parten, por un lado las dendritas, clési-
camente conceptualizadas como la porcién por donde se recibe
preferencialmente la informacién , y por otro lado, el axén
con sus ramificaciones que se encarga de llev§r dicha infor-
macién a las células nerviosas con las que hace contacto, Los
‘extremos terminales de las ramificaciones de un axén consti-

tuyen las terminales presindpticas de una neurona,



D

Toda la informacidn que proviene del mdndo exterior y
llega a cada uno de nosotros es recibida, grocesada y alma-
cenada gracias a las neuronas y a sus intérconexibnes:La or=
ganizacién y funcionamiento de estas células da lugar a fun-
ciones que van desde las formas mas simples de relacién con
el medio ambiente en los animales inferiores hasta los pro-
cesos mas complejos del pensamiento humano, En vista de ésto,

el estudio de los mecanismos b&sicos que hacen posible la

comunicacién entre las neuronas resulta de gran interés,

'Tipos‘gg sinapsis.

La superficie de ﬁna neurona con la que hace contacto
la terminal presindptica o botén sinéptico de otra‘neurona
se denomina post-sinapsis, La zona de comunicacién entre las
neuronas pre y post-siniptica representa la sinapsis, Tanto
desde el punto de vista morfolégico como desde el fisiolégi-
co,jexisten dos tipos dé sinapsis : la eléctrica y lé quimi-
ca. La primera précticamente no presenta retardo sinéptico
y carece del espacio o hendidura sindptica de aproximadamen-.
te 20 nm que se observa entre las membranas.p;e y post=sinép-

tica en las sinapsis QUimicas. En la sinapsis eléctrica el
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area de unién.entre estas membxranas es gimétrica en aparien-
cia, mientras que la sinapsis quimica se caracteriza por la
presencia de vesiculas sindpticas apiladaé en la vecindad de
la membrana presindptica, las que junto con las mitocondrias
'Y la mayor opacidad a los electrones contribuyen a la apa-
riencia asimétrica gntre las porciones pre y post-sindpticas
que conforman las sinapsis quimicas (Pappas y Waxman.l972;
Bullock ét al:,l977). |
Aunque-la transmisidn eléctrica entre las neuronas de
>cierto nimero de sitios del sistema nervio§9 de invertebra-
dos y vertebrados ha sido demostrada, en el sistema nervioso
central de los mamiferos s6lo se han encontrado unas cuantas.
regiones que presentan sinapsis eléctricaé. como por ejem~
plo: el nicleo vestibular lateral de'la rata (Sotelo y Palay,
1970), el nicleo trigémino meséncefélico (Hinrichseh y Larra-
mendi; 1968,1970;‘yr‘1af célula : Bipolar ganglionar de la;ie_
tina_(Dowliﬁg y ﬁoycott, 1966;0gden, 1966) . _;11:
En base a log sitios de contacto entre las nehronaq pre
Yy post-sinépticas; las sinapsis se pueden clasificar como
axo-somdticas, axo-dendriticas,axo—axénicgs, dendro-dendriti-
cas y somato-somiticas. Cada una de ellas tiene a su vez cier-

tas variaciones estructurales segin la organizacién de los




circuitos neuronales en, que participan (Bullock et al.,1977).

/

Sinapsis gquimicas y neurotransmisores.

v

Ademads de las diferencias que presentan las sinapsis
eléctricas y las quimicas en cuanto a su estructura fina
Yy en cuanto a la veldéidad con la cual es transmitida la
informacién desde una célula nerviosa a otra, la principal
caracteristica que las distingue reside en que las termina-

*e

les nerviosas involucradas en las sinapsis quimicas son ca-

' paces , a diferencia de las eléctricas, de sintetizar,alma-

cenar y liberar "sustancias éinépticamenfe activas" las cua-
les se conocen con el nombre de neurotraﬁsmisores y pueden
s;r.de dos tipos: excitadores e inhibidores. Los primeros
funcionan despolarizando la membrana de la célula post?sinéé—

tica con la cual hacen contacto, mientras que los neurotrans-

misores inhibidores la hiperpolarizan y de esta manera difi- .-

cultan que los impulsos excitadores simultaneos o subsecuen-
tes produzcan una despolarizacién de la membrana posﬁ-siﬁép-
tica suficiente para alcanzar el umbral de disparo de la
neurona post-sindptica.

Entre los neurotransmisores excitadores estd la acetil-

colina (ACh), que es sintetizada a partir de acetil-CoA y



colina en presencia de la enzima colinacetiltransferasa,
que se encuentra localizada en el citoplasma de la ter-

minal nerviosa colinérgica (Jope y Jenden,1980). La co-

lina que interviene en la sintesié de ACh proviene de la‘ -
colina libre que es transportada desde el plasma sangui-
neo al tejidoﬂnerviOSo (Choi et al.,1975; Freeman et al.,
11975). Ademds de ésta, otra fuente importante de colina
es la que se obtiene a.partif de la misma ACh gue es li-
berada desde la terminal nerviosa colinérgica e hidroli-
zéda por la enzima acetilcolinesterasa, que'se encgentta
ubicada en la membrana neuronal, incluyendo las regiones
post-sindpticas. En estudios donde se quiefe evitar la
hidrélisis de la ACh que ha sido liber;da a’'la hendi-

L]
dura sindptica, los anticolinesterdsicos como la eserina

resultan de gran utilidad (Cooper et al.,1977). y.
Otro neurotransmisor excitador es el &cido glutémico.
Sin embargo, a diferencia de la ACh, este aminodcido no 86~
lo funge como neuroexcitador en algunas zonas.deltsisfeha.
nervioso central de los vertebrados, sino gue tambiénres
" un importante producto intermediario del metabolismo neu-
ronal y ademﬁs es el precursor directo del &cido ¥ —amlno-

butirico (GABA), (Costa et al., 1979; Tapia, 1983), mole-

cula gque a su vez es el neurotransmisor inhibidor mas am-

.
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pliamente distribuido én el sistema nervioso central..La
enzima responsable de la conversién del 4cido L-glutdmico
a GABA es la glutamato descarboxilasa. Esta enzima se en-
cuentra localizada en el citoplasma de las terminales ner-
viosas.gabaérgicas. La GABA-transaminasa es la enzima in-
volucrada en la catdlisis del metabolismo del GABA. Un
inhibidor efectivo de dicha enzima es el dcido amino-oxi-
acético (Tapia, 1983).

La preparacidn sinaptosomal.

Gracias a la propiedad de‘sellqrse que presentan las 
membrénas biolégicas que han sido parcialmente rotas, es
posible obtener terminales nervipsas aisladas a partir der
dispersiones de una estructura cerebral o de cerebro com-
pleto en sacarosa isoténica (G;ay y Whittaker,1962; de R;-
bertis et al,,19%62). Las terminales nerviosas aisladas,
conocidas con el nombre de sinaptosomas, contienen en su
inéerior toda 1la maquinari; bioguimica necesaria para la
sintesis, almacenamiento y liberacién de los neurotransmi-
sores, por lo qué resultan una preparacién muy adecuada

para estudiar el metabolismo y liberacién de los mismos

en diferentes condiciones;experimentales (Bradford, 1975).




Pueae decirse gue los sinaptosomas permiten disecar los
aspectos neuroguimicos del componente presindptico del
proceso de la transmisién.

Las terminales presindpticas, fisiolégicamente cuen-
tan con la propiedad dg re-captar a los neurotransmisores
que han sido liberados al espacio sindptico, o en el ca-
so de la acetilcolina a su precursor la colina, y llevar-
los hasta su interior por medio de un sistema de transpor-
te activo de alta afinidad dependiente de sodio y tempe-
ratura. Esta propiedad, que es pgesérvada en los sinap;
tosomas, representa la ventaja de que cuando la prepara-
cién sinaptosomal es incubada én un medié que contiene a
un determina&o neurotransmisor que ha sido marcado radio-
activamente, éste es captado por la preparacién y se hace
posible seguir su liberacién o su misma captacién en dife-
rentes condiciones experimentales. Ademis, como los sitios
de captura de alta afinidad para un tipo de neurotransmi-
gsor parecen estar localizados en las neuronas que norﬁal-
mente lo sintetizan, almacenan y 1ibéran, esta ubicacién
especifica de sitios de captura de alta afinidad dota a las
terminales nerviosas con la propiedad de poder captar se-
lectivamente al neurotransﬁisor que fisiolégicémente 1li-

beran ( Fonnum et al.,1981l; Wilson et al., 1975).Eviden-



temente,esto representa otra ventaja de la preparaciéh si-~
naptosomal, ya que a partir de una poblacidén heterogénea
de sinaptosomas de cerebro’completo, sélo aquellos sinap-
tosomas gue cuentan con los sitios de captura de alta afi—'
nidad para el neurotransmisor marcado radioactivamente,

que ha sido suministrado é—una baja concentracién, serdn -
capaces de captarloy liberarlo cuando sean sometidos a

las condiciones que propician su liberacidn (Levi et al.,

1978; Bradford, 1975).
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Bloqueadores de los canales idénicos,relacionades con la

transmisidén nerviosa.

Pl .

La excitacién neuronal, la propagacién del impuiso ner=
vioso y la liberacién de los neurotransmisores a partir de
las terminales nerviééés, ocurren fisioldgicamente como re-
gultado de los ;ambios iénicos que se producen mediante la
apertura o el clerre de canales en la membrana neuronal.En
estado de reposo, la composicién idnica en el interior de
la célula nerviosa se caracteriza por una_elevada concentra-
cién de k¥ , mientras que es la elevad; concentracién de Na*
la -que caractefiza al lfquido extracelular, La permgabili&ad
al Nat en este estado es mucho menor que la que se observa
para el K*. Asf, la‘diferehcia de potencial eléctrico entre
el inferior y el exterior de la membrana de una célula ner-
viosa depende, por un lado, de los gtadiente; de concentra=-
;16n y por el 6tr6, de 1a permeabilidad selectiva de 1a mem=
b:ang. En reposo el potencial de membrana es aproximadaméntg

de =70 milivbltios, negativo en el interior,

La propagacién del impulso nervioso que nace en el orf{-

" gen del axén coincide con cambios repentinos en la permeabi-
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lidad de la membrana a los iones, de ménera que los canales
que permifen la entrada de Na® se abren, y este catién pene-
tra en la célula cambiando transitoriamente el potenc;al de’
negativo a positivo, Este efecto, a su vez, origina que se
abran canalés de K*, lo cual hace que este catién salga del
axén y se repolarice la membrana.La despolariaacién de la
terminal nerg}osa que resulta de la entrada masiva del i6én

~ sodio como consecuencia de la llegada del imhulso nervié;o,
puede producirse artificialmente en ausencia de dicho impul=-
so sobre prepsraciones "in vitro® tales como los sinaptosom
mas. Una forma de abordar el estudio de los canales idnicos
involucrados en el funcionamientio de la transmisién quimica,
es a través de la diseccibén farmacolégica que se basa en el
empleo de drogas capaces de abrir o de bloquear ;electivamen-
te a un canal espec{fico, Esto hace posible discriminar qué
alteraciones en la t;ansmisidn ocurren con el canal bloquea~
‘ do, y qué eventos son primordiales o secundarios-para que

1la transmisién quimica se lleve a cabo.Ror ejemplo, es po-
sible usar drogas que abren los canales de sodio dependien~

tes de voltaje como la veratridina; también es posible des=
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polarizar artificialmente a las preparaciones sinaptosomales
con medios que contengan una elevada concentracién de K+, ya
que en estas condiciones el gradiente electroqufmico se =
vierte. \
El descubrimiento de la tetrodotoxina (TTX) , que es un
- bloqueador altamente espec{fico de los canales de sodio sen=
sibles a voltaje, ha permitido progresar considerablemente
en este campo, En axones gigantes de cucaracha (Pelhate y
Pichon, 1974) y en el axdn gigante del calamar (Yeh et al.,
1976) ha sido demostrado que la L-aminopiridina (4-AP) blo-
quea selectivamente la corriente de potasio a través de la
membrana en ambos sentidos, La 3,bk-aminopiridina, también .
en el ax8n gigante del calamar; ha demostraao ser un potens
te bloqueador selectivo de los canales de potasio (Kirsh y
- Narahashi, 1978). Este bloqueo selectivo que producen las
aminopiridinas se consigue con concentraciones del orden
micromolar, lo cual las convierte en "herramientas" de
considerable interés para la investigacién de la transmi-
sién sindptica.

Otro canal sensible a voltaje de considerable importan=-

cia en relacién a 1a transmisién quimica es el canal de cal-

cio sensible a voltaje (Miledi,1973). En experimentos con
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pinza de voltaje en la terminal preéinéptica .del ganglio es-
trellado del calamar, Llinés (1977) demostré que el potencial
excitatorio en la fibra gbst—sinéptica era precedido por una
entrada de calcic a la terminal presinfptica la cual ocurrfa
200 pseg antes de la aparicién de dicho potencial, £l regis-
tro intracelular de la fibra post-sinéptica , que provee una
medida de la cantidad de transmisor liberado , simulténeamen-
te con mediciones de la corriente de calcio hacia el inte-
rior de la terminal presindptica, demostré que habfs una co=
rrelacién directamente proporcional entre estos dos fenbme=-
nos (Llinds y Heuser, 1977).

Tanto el colorante inorgénico rojo de rutenio (RuR) co-
mo el catién trivalente lantano (La+3), actuan como bloquea=~
dores de los canales de calcio, El bloqueo de la unién y del’
tfansporte de Ca+2 que produce el RuR ha side demostfado en
varias membranas biolégicas (Goddarq'y Robinson, 1976 ; Ka~- .
mino et al., 1976 ; Swanson et al., 1974; Madeira y Madeira,
1973; Moore, 1971; Reed y Bygrave.i97h: Vasington et al,,1972),
En cuanto al La+3 es conocido desdé hace tiempo como un blo~-

queador de los movimientos de ca*? y de muchos fenbmenos bio=
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légicos que dependen de este catién (Weiss,1974). Heuser y
Miledi (1971) demostraron en la placa neuromuscuiar que la

3, mM, aungue no impide la invasién de_los

presencia de La*
impulsos nerviosos a las terminales, si impide la libera-
cibn del neurotransmisor estimulada eléctricamente y depen-

diente de calcio.’

La 4-aminopiridina Yy la liberacién de los neurotransmisores.

Ademds de los trabajos que demuestran el efecﬁo'de”laa
aminopiridinas como blogueadores espec{ficos de los canales
de K+ , también hay varLos estudios que demuestran Quevlai
aminopiridinas producen un aumento sobre la liberacién de
lpS'neurotransmi;ores en diferentes preparaciones; En»ié
placa neuromuscular la 4-AP aumenta la liberacién de ACh
(Lundh, 1978; Lundh y Thesleff, 1977; Molgd et al., 1977 ;
Molgd et al., 1979 ); su accién sobre las sinapsis de la mé-
dula espinal también ha sido estudiada ( Lemeicjnan..1973. :
Jankowska.et al., 1977 ), asi.como su efecto sobre la 1ib;-
?acién de ACh a partir de ileo de cobayo ( vizi et al., 1977)
Y soﬁre 1a libgracién de noradrenalina a partir de prepara-
ciones como el bazo de gato ( Kirpekar et al.,lé?? ) v la

vena porta de rata ( Leander et al., 1977 ). Estos datos
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sugieren qgue el bloqueo de los canales de potasio produci-~
do por las aminopiridinas se traduce en un incremento de

la liberacién de los neurotransmisores en general. Sin-..

embargo,; es bien sabido que al elevarse la concentracién R
del ién calcio en la Ferminal nerviosa se promueve la 1li- .
beracidn dellneurotransmisor contenido en elia { Miledi,
'1973; Rubin, 197Q;Llinés y Nicholson, 1975; Linds y Heuser,
1977 ).
Como el aumento sobre la liberacién deilos;neurotrans-
misores producido por la 4~AP es dependiente de ia pPresen-

i cia de calcio externo ( Thesleff,1980; Vizi et al., 1977)

y esta droga es capaz de revertir "in vivo" la parﬁlisia
flicida ipducida por la inyeccidn intraperitoneal de RuR
(Tapia, 1982), es ﬁrobablé que el mecanismo‘pér medio del
" cual la 4-AP bloquea los canales de.potaéio esté relacio-
na&o con la'induccién de la entrada de calcio a las ter-
minales nerviosép. propiciando as{ la salida de los neu- .
rotransmisores. El blogqueo de la salida de k' puede pro-
longar el potencial de accidén y mantener abithoé los
canales de calcio sensibles a voltaje por un periodo mas

largo de tiempo (Molgé et al., 1977). .
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Objetivo de la tesis.

El-mecanismo por el cual las aminopiridinas pueden au-
mentar la entrada de calcio y asfi inducir la liberacién de
los neurotransmisores no se conoce. Hay autores que propo-
nen que la 4-AP puede tener una accién directa sobre la ci-
nética del canal de calcio {Lundh y Thesleff, 1977); otros
( Vizi et al., 1977) sugieren gue la 4-AP disminuye los re-
querimientos de calcio externo para el acoplamiento de la
excitacién-secrecién y otros més sugieren que la droga ac-
tda intracelularmente después de haber atravesado la mem-
ﬁrana de la célula nerviosa (Lundh, 1978; Molgd et al.,l980).
De una u otra forma, como la 4-AP estimula la liberaciéﬁ de
los neurotransmisores a partir de las terminales presinip-
éicas Yy no parece afectar los mecanismos post-sindpticos de
1a transﬁisién, pensamos gue ei estudio, en diferentes condi-
ciones experimentales, de su accidén sobre la liberacidn dev
distiqtos neurotransmigores a partir de sinaptosomas, donde
se hace posible evitar las influencias de otros elementos ti-
sulares, podrfa contribuir a esclarecer gué mecanismos del
componente presindptico de la transmisién estdn siendo afec-
tados por.esta droga. Asimismo, es claro que esta informaéi6n

puede ayudar a entender los mecanismos de liberacién de neu-
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!
rotransmisores en sinapsis del sistema nervioso central, y

v /
a establecer las posibles diferencias entre los diversos

neurotransmisores. ‘
\En vista de que los trabajos en’la placa neuromuscular
demuestran que el efecto de la 4-AP se obtiene sobre la li-
liberacién de acetilcolina estimulada eléctricamente, pero
no scbre la liberacién espontdnea de este neurotransmisor
( Kim et al., 1980; Lundh, 1978; Lundh et al., 197%;Thes-~
leff, 1380 ;;_decidimos estudiar inicialmen;e el efecto de
la 4-AP sobre la liberacidn de acetilcolina en sinéptosomas
degpolarizados con alta concentracidn de K+ y proéeguimoa
estudiando la accidén de la 4-AP sobre su liberacién espon;
tanea , tanto en p;esencia como en ausencia de calcio. En
la misma serie experimental se inclﬁyeron otros dos impor-
tantes neurotransmisores centrales ya mencionados, el GABA

y el &cido glutdmico. Estos amino&cidos, particularmente el

primero, juegan un papel fundamental como neurotransmisores

. en sginapsis centrales, por lo que el estudio de 'sus mecanis-

mos de liberacién es de gran interés. Los resultados obte-
nidos de la fealizacién de estos experimentos y otros re-
lacionados estin contenidos en el articulo intitulado :
"Effect of 4-aminopyridine on t;an;mitter release in synapt-

osomes" que se incluye a continuacidén (Parte II).
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PARTE IXI.

EFFECT OF 4-AMINOPYRIDINE ON TRANSMITIER KELEASE IN SYNAPTOSOMES #

Ricardo Tapia and Maria Sitges

Departamento de Neurociencias

Centro de Investigaciones en Fisiologia Celular
Universidad Nacional Autbnoma de México
Apartado Postal 70-600, 04510-México, D.F.

(México)

key words: 4-aminopyridine - synaptosomes - calcium - GABA release -
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SUMMARY

.The effect of 4-AP on the release of labeled transmitters in mouse brain
synaptosomes was studied in a superfusion system. 4-AP at }IM concéntrations
notably stimulated the spontaneous release of labeled GABA and glutamate, and
of acetylcholine (ACh) derived from tritiated choline. No effects on the
re:.lease of labélcd aw-aminoisobutyric acid were observed. The stimulation of
GABA and ACh release was dependent on the presence of Ca2+ in the superfusion

.
media, whereas the effect on glutamate rclease was more variable and no clear
C32+-dep:3ndence was observed. In contrast to these results, 4-AP did not have .
any effect on the release of the above transmitters stimulated by K-
depolarization in the presence of CaZ+. These results are discussed in terms
of the possible participation of ca?t in the action of 4-AP on spontancous’ .

|
|
|
i
|
|
{
i
S
{
l
transmitter release in isolated nerve endings. |
]
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INTR?DUCTION

Some aminopyridines are interesting tools to study transmission in
chemical synapses, since they have been shown to stimulaté the release of
ne&rotransnﬁtters from presynaptic nerve endings without affecting postsynaptic
mechanisms (reviewed by Thesleffzz). 4-Aminopyridine (4-AP)} notably enhances
the impulse-evoked acetylcholine (ACh) relcase in neuromuscular
juﬁctionslz’ls’ls’l9 and facilitates neurotransmitter release at both
excitatory and inhibitory synapses in the spinal cord.5 Furthermore, 4-AP
antagonizes the inhibitory effect of botulinum toxin and of some antibiotics

on ACh re]ease,ls’l‘?’z3

14

as well as the paralyzing effect of this toxin in

vivo.
Although the mechanism of the stimulatory effect of 4-AP on transmitter

release is still unclear, it has been suggested that an enhanced influx

of Caz+ into the nerve endings produced directly, or indirectly as a

consequence of K efflux blockade, may be involved in this action.lz’ls’lg’ZI_‘

Since the intraterminal Ca’' concentrétion is directly related to the release

of neurotransmitters,10’17

such an effect ofld-AP‘wqu]d be responsible for
its releasing action.

Most of the work with 4-AP has.been carried out in neuromuscular
precparations with electrical recordings of the postsynaptic response to ACh. In;
the present study we have investigated in a superfusion system the action -
of 4-AP on the spontancous and the K -stimulated release of labeled
transimitters in isolated nerve endings (synaptoscmes)} obtained from mouse
brain, as well as the calcium requirements for this action. We have found

that 4-AP notably cnhanced the spontancous release of transmitters and
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that this effect was dependent to a great extent on the presence of external

Ca?*;

MATERIALS AND METHODS

A purified synaptosomal {raction {rom mouse brain was obtained by the
met:.hod of Hajc’)s,4 slightly modified, The [inal synaptosomal pellet
was resuspended in a small volume of 0.32 M glucose for release experiments.
The releasc of neurotransmitters was studied by the superfusion technique
pchiousl): described in detail, 2 except that we used as superfusion chambers
Millipore 25 mm Swinnex, modified in their upper part in order to hold
about 10 ml of superfusion medium, instcad of thé Pevspex chambers previously
employed. Since these chambers do not lﬁve a tomperatwre jacket, the
superfusing wedia were maintained at 37°C before use. Aliquots of the final
. synaptosomal pellet (approx. 0.8 mg protein) were preincubated in 10 ml
~flasks for 10 min at 37°C in 5 ml of Krebs-Ringer medium {118 uM NaCl, 1.2 vM
KHZPO4, 4.7 wM KC1, 2.5 mM CﬂClZ, 1.17 mN Mg504, 25 M NaHCOS and 5.6 mM |
glucose, pH 7.4; the medium contained also 0.1 mM aminooxyacetic acid in tile

experiments with amino acids and 0.1 mM eserine in those with choline). In

the experiments with labeled GABA and glutamic acid, a mixture of [3H]‘G!\BA T

{0.83 pCi, 0.5 pM final concentration}, and [MC] glutamic acid (1.4 JCi,

1.4 }JM final concentratien) was added and the incubation was continued for

10 min. In other experiments [3}1'] choline (2 }1Ci, 0.5 pM final concentration)

or [*#) a-aminoisobutyric acid (2.5 pCi, 0.03 M final concentration), were

added. At the end of this uptake incubation period aliquots containing
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0.2-0.3 mg protein were placed on O.GS}mihﬁJ]ipore filters lying on the
multiperforated suppoft of the superfusion cHanbers.  After washing with
8-10 ml of the same uptake medium by superfusing at the highest speed '
of the peristaltic pump, the speed was adjusted to superfuse the filters
at a rate of 0.5 inl/min and fractions were collected cach min directly

in scintillation vials, At 0 min the mediwn wos quickly substituted by a
medium containing 47 mM X" or diffcrent concentrations of 4-AP. In the
high potassium media, KCl replaced an equimolar concentration of NaCl. 1In
some experiments Caz+ wias absent fran the wmedia {rom the beginning of

the superfusion, and EGTA was added, as indicated in Results,

Four to eight superfusion chambers were arranged in parallel, and with
the aid of a multichennel peristaltic pump (Manostat), it was possible to
study simulténeously different experimental conditions, At the end of
the superfusion period the radioactivity in the fractions and in the filter

‘was counted in a Packard TriCarb scintillation spectrometef after the addition

of 5 ml of Tritosol.3

The results are expressed as per cent of total

1 radicactivity released per min'(totnliradioactivity = totai released plus
that remaining in the filters). In the experiments in which [?H] GABA

-and [}QC] élutamate were added'simultaneously, the scintillation counter was
adjusted for double label counting. In cach experiment the spillover of

14C on 3H was calculated from standard mixtures of the labeled amino

acids, and this value (about 18%) was used to correct all experimental results.

[?,3-3H] GABA (sp. act. 36 Ci/mnol), L—[p-14C] glutahic acid (sp. act..
240 nCi/mmol), [methyl->H] choline chloride (sp. act. 80 Ci/mmol) and
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Dnethyl—,sH] a-aminoisobutyric acid (sp. act. 36 Ci/mmol), were obtaincd
from New Fngland Nuclear (Boston, MA). 4-AP, aminooxyacetic acid, eserine

sulfate, and EGTA were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, M),

RESULTS

In the initial scrics of experiments, we studied the effect of 4-AP on
th'e release of labeled GABA and ACh stimulated by high K" concentration in
the presence of C32+. As can be scen in Fig. 1, 4-AP present in the 47 mM
K" mediwn at 0.2 or 2.0 M concentrations did not affect the stimilation
of the releasc of [SH] GABA produced by 4 depolarization. In the ACh
experiments, synaptosomes were loaded with l__SH] choline and the effect of
4-AP on the relcase of radicactivity stimulated by high X" was studied.
Although no separation of the labeled choline and ACh was attempted, the
radjoactivity released may be assumed to be ACh, since we have previously
found,20 and confirmed in these series of cxpcrimenfs (not shown), that under
our experimental conditions the K -stimlated release is dependent on the
presence of Ca2+ in the medium, and it is known that this dependence occurs:

1,26

for ACh but not for choline. In these experiments two depolarizing X

concentrations (20 and 47 mM) were used, in an atfempt to obtain a submuximal

release of ACh which would allow to see more easily a possible enhancing.
effect of 4-AP on the X stimulated release. However, as shown in Fig. 2,
no significant difference was observed between the releasing effect of
20 and 47 nM X', and 4-AP present in these high K’ media did not further
stimulate the release.

A different approach was also used to investigate vwhether 4-AP could
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Fig.l. Effect of 4~-AP on K'-stimulated release of [31{'] GABA. Synaptosomes  loaded

with labeled GABA were superfused with normal Krebs-Ringer medium as described in. .
Materials and Methods. At 6 min (arrow) the medium was quickly substituted by a

high K* (47 mM) medium without (e) or with 0.2 or 2.0 mM 4-AP, as indicated. Each
point is the mean value of 3 experiments. The differences between’ control and 4-AP Y

were not s:Lgm.f:.cant {(p70.1).
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Fig.2. Effect of 4-AP on K' -stimulated release of[3H] ACh. Details as for fig. 1
except that labeled choline was used to load the synaptosomes, as _precursor of ACh,
and that two X concentrations were used to stimulate the release , as indicated-
below the 6 min arrows. Each point is the mean value of 4-6 experlments. The dif-
ferences between control and 4~AP were not significant ( 5)70 1).
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Fig. 3. Effect of ?_—AP on the'release of labeled GABA (left panel) and glutamate
* (right panel) 1in K ~depolarized synaptosomes. Sygiptosomes loaded with the amino
acids were superfused with a high xt (47 mM), Ca” -free medium containing 0.5mM
EGTA, and at 6 min (arrow) the medium was substituted by the same medium (e, con-
-trol) or by the same medium containing 2.5 mM Caz'f' (4), 2mM 4-AP (B), or .0.2mM
' 4-AP (o). Each point is the mean value of 4 experiments.
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stimilate the release of labeled transmitters in depolarized synaptosomes.
- . . r I+ he i 24
Synaptosomes were superfused initially with a 47 mM K wmedium but transmitter

2+ and the addition of EGTA to

release was provented by the omission ‘of Ca
the medium,  The results of these experiments ore shown in Fig. 3. The
release of labéled CABA and glutumic acid was stimulated when the high K+,
C32+-f1'c:c incdiun was replaced by a high-}(+, Ca2+-conta:'ming medium. A similar
stimulation to that preduced by ca®* was observed by a wedium containing
2 mM 4-AP, in the absence of CaZ+. However, smaller concentrations of this
drug (0.2 »d) had no significant offect on the release of GABA and glutamate
(Fig. 3).

Tn contrast to the lack of effect of 4-AP on the K'-stimilated release
of transmitters, vhen the normal low K Krebs-Ringer medium was substituted-
by the .same mediun containing 4-AP, a notable stimulation of the spontaneous
release of labéled GABA, glutamate and ACh was observed (Figs. 4 and-§). In
the case of GABA and ACh this st‘imulatory effect was 6bserved with 4-AP
concentrations as low as 0.02 mM, and the effect of the drug was abolished
or considerably diminished when ‘C32+ was absent and EGTA was present in the
superfusion media (Figs., 4 and 5). As mentioned above, the CaZ+-dependence
of radioactivity relcase Py 4-AP can be taken as an indication that ACh is
being released. As swmarized in Fig. 5, the per cent stimulation of GABA
and ACh release by 4-AP in the presence of C:a2+ was dependent on the
concentration of the drug between 0.02 and 0.05 mM. No further stimlation
of GABA release was observed with 0.2 or 2.0 mM 4-AP, The dependence ‘of
this effect on external Ca2+ was absolute in the case of ACh, and it was also

-very notable for GABA, even with the highest concentration of 4-AP used,

In contrast, the stimulation of glutamate release by 4-AP was in geﬁeral more
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Fig. 4. Effect of 4-AP on the spontaneous release of EBH]GABA (top panels) and 3H [ach].
(bottom panels) in the absence (left panels) and in the presence (right panels) of ‘Ca2t,
Details as for Fig.l except that at 6 min (arrow) the medium was substituted by the same
low K* medium (e, control), or by the same medium containing 0.02-2.0 mM 4-AP, as ine
dicated for each curve: The left panels show the results obtained with Cal*-free media
containing 0.5 mM EGTA, and the right panels those obtained with medium with 2.5 M ca2t -
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Fig. 5. Per cent stimu]afion by 4-AP of the spontancous release of labeled
ACh, GABA and clutanate, in the ab.sence' (empty bars, EGTA) and in the prescice
(shaded bars) of CaZ+. The per cent data sh&m were calculated as the pcak
value of release as compared to the lowest vaiue prior to the change to Ithe
superfusion media containing 4-AP. Each bar indicates the S.E.M. for the
nmﬁber of experiﬁents indicated in Fig. 4 (3 experiments for glutamate). The
dashes on each bar indicate the change observed in the control curves.‘ Ihe
asterisks on top of the bars represent the significance of the diffei.nces
between the absence and the presence of Ca2+ for each 4-AP concentiration

(t test): *, p<0.01; #*, p 0.001; for ACh at 0.02 =M 4-AP the value in the

2+

absence of Ca” is zero. For GABA and glutamate the differences between the

chenges in the control curves and the stimulation by 4-AP, in the absence of

. C32+, were all significant (p<0.001 or p<0.01), with the exception of 0.05
mM 4-AP (p>0.1). -27~
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variable and less dependent on external Ca‘2+.‘ The release of GABA was stimu]atei

by the drug 2-4 fold more than that of ACh or glutamate (Fig. 5).
The Ca2+-dppcndence of the effect of 4-AP on the spontaneous release
of GABA and glutamate was also studied in a CaZ+-f1*oe medium to which no

EGTA was added. As shown in Fig. 6, under these experimental conditions no

difference was obscrved in the stimulation of GABA release by 2 mM 4-AP in the

absence and in the presence of CaZ+, vhereas with 0.2 mM 4-AP a partial
Ca2+—dependence was observed with both GABA and glutamate,

In order to assess the specificity of the stimulatory effect of 4-AP
on transmitter release, a series of experiments was carried out using labeled
a-aninoisobutyric acid, an analog of GABA nommally absent in nervous tissue.
This amino acid was not well retained by the synaptosomes, and its releasé

was not affected neither by high K" nor by 4-AP, in a Ca2+-containing medium.

DISCUSSION

The vesults of the present report show that 4-AP at pM concentrations is
capable of stimulating tl{e spentancous release of three putative central
neurotransmitters, GABA, glutamate and ACh, in synaptosomes, whercas it has
no action on their release stimulated by K+-depolal"ization. A possibie‘
explanation for these findings is that depolarization by X" in our
experimental conditions induces a maximal stimulation of release which
cannot be increased further, whereas in the resting state the releasing
mechanism is sensitive to. the effect of 4-AP. This intérpretation is |
supported by the observation that 2 sM 4-AP was capable of stimulating 'the :

release of GABA and glutamate in K+—depolarized synaptosomes under
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conditions (absﬁnce of C32+) which prevent the release norinally induced
by depolarization (Fig., 3).
These results dre at ﬁariance with those obtained in manmalian
neuromuscular junctions, in which marked enhancement of the stimulated
release of ACh, but in gencral no effects on spontancous'transmitter
release, have been obscrved with 4-AP.6’12’14’22 However, in {rog cndplates
inéreasos in the frequency of miniature endplate potentials (nepp) by 4-AP
treatment, and the occurrence of giant potentials after trcatment with the |
more potent aminopyridine, 3,4-AP, have Leen reported.z’u’16 The discrepancy
of these results and the present study might be due to the differences in the
stimulation procedure, Whereas in the neuromuscular preparations action
potentials were induced by electrical stimulation, in cur experiments
relatively long exposure te high K concentration was used. In other
peripheral synapses in which transmitter release has been measured chemica}ly
or radioisotopically instead of recording the pestsynaptic response, a.
stimulation of spontancous transmitter release by 4-AP was observed,
similarly to our results in synaptosores. Leander et al.8 have shown that
1 mM 4-AP stimulated the spontanccus relcase of labeled norad;cnaline from
rat portal vein in vitro, although no studies on the C32+-dependencg of |
this phenomenon were done. In guinea ﬁig ileum preparation, 4-AP at'}ﬂﬁ
;oncentrations produced a remarkable stimulation of the spontancous release
of ACh, which was reduced in a CaZ+~free medium and completely abolished

- when EDIA was present in the medium.25 These results are therefore similar

to the Ca2+-dependent increases in spontaneous release of GABA-and ACh

"produced by}ﬂdconcentrations of 4-AP in synaptosomes (Figs. 4 and 5).
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4-AP showed some stimulatory eff ect on GABA and glutamate rcl{ease which was
not dependent on external Ca‘2+, particularly at the highest concentration used.
A similar C32+-indelaende11t effect on noradrenaline relcase has been reported
in cat splcen with high concentrations (10 wm) of 4-AP.7 In ﬂ;is tissue 0.5-1
mM A-AP enhanced the relcase of noradrenaline produced by clectrical stimulation,
but no cnhancing effect was observed, similarly to our results in synaptosones,
when the tissue was depolarized by high X" concentration. In frog newro-

. . . + .
muscular junction it has also been found that the Ca2 -dependent increase
4

. + s s 2
in mepp froguency preduced by Ko-depolarization was not affected by 4-AP.
Our results suggest that the mechanism of action of )M concentrations of

4-AP on spontancous newrotransmitter release in isolated nerve endings from

. + .
the central nervous system probably involves an enhancement of Ca2 influx

into the terminals. Although it cannot be excluded that 4-AP might have

a depolarizing effect on the synaptosomal membmne,g’nr’16 another explanation

for the Ca2+-dependent stimulation of release by 4-AP might be a ionophore-
like action, However, we have becen unable to find a stimulation by 4-AP of

4SCaZ+

influwx into synaptosomes, under conditions in which a 2-3 fold stirmlatio

+ sk . . .
by K -depolarization is observed (Tapia and Morales, unpublished experinents).

e D

Therefore, a more likely explanation for the action of 4-AP scems to be a
lowering of the ca®! requirements of the transmitter release process. This’ ‘
mechanism has been previously suggested by Vizi et al.25 to explain the effects ‘;
of 4-AP on ACh release in the guinea pig.ileum. This interpretation is suﬁportedj
by their and our findings that ca?t omission in the medium is mot enough to

2+

prevent the effect of 4-AP, but a Ca” chelator needs to be present in order ;

to completely abolish it. The stimulatory effects of 4-AP in the presence
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of EGTA, cspecially at 2 mM concentration, might also be accounted for by
a lowering of C32+ requirements, such vthat the residual CaZ+ in the medium
might be sufficient to trigger the release.

The fact that the releasing cffect of 4-AP was quantitatively different
between GABA, ACh and glutamate suggests that not all central transmitters
are equally sensitive to 4-AP action, at least under our cxperimental
con.ditions of synaptosomes superfusion., However, these differences might
only reflect the capacity of the transmitter systems for release, since
they were’observed also with K -stimulation. In any case, the action of 4-AP.
sc;c—ms to be specific for ncurotransmitters, since the release of «-AlB was
not affected by the drug.

In conc'lusion, we have demonstrated that 4-AP is capable of stinulating
the basal release of transmitters in isolated nerve endings from the central
nervous system. This stimulation seems to involve a C82+7c1epe11dent mechanism
and apparently does not Tequire depelarization of the terminals, although a
depolarizing action by 4-AP ipself cannot be excluded. These results indicate
that 4-AP is a usclul tool for studying the relcose mechanisms in

synaptosomes,
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Apéndice de la parte II. '

Con el propésito de "ampliar = al punto relacionado
con la especificidad de la 4-AP sobre la liberacidn de los
neurotransmisores que ya se menciond en el manuscrito de
esta parte, consideré apropiado afiadir este apéndice.

Para estudiar si él efecto estimulador de la 4—#? SO-
bre la liberacidn de los neurotransmisores cra especifico
se realizd una serie experimental que consistid en cargar
los sinaptosomas con el dcido « -aminoisobutirico, que es
un andlogo del GRABA que normalmente estd ausente en el te~-
jido nervioso. Como se muestra en la Fig. 7 este aminodci-
do no es retenido por los sinaptosomas, ya que su libera-
cidén en los primeros minutos ﬁe superfusién es 3 a 4 veces
mayor que la del GABA o la acetilcolina. Ni &l cambiocal
medio de K+ alto ,ni la presencia de 4-AP afectaron la li-
beracién del &cido <f-amincoisobutirico.

Los resultados de esta serie experimental reafirman
la selectividad de la 4-AP para estimular la liberacién de los-

los neurotransmisores y no de cualquier molécula.



% DE RADIOACTIVIDAD TOTAL.

[ R |

minutos.

Figura 7. Efecto de la despolarizacién con alto Kkt y de la 4-AP
sobre la liberacién del dcido 3H-et -aminoisobut{rico en presen-
cia de CaClz 2,5mM. En el minuto 6 (flecha) de superfusidén de los
sinaptosomas previamente cargados con el aminodcido, el medio nor-
mal fué sustituido : por el mismo medio (A); por un medio de pota-
sio 47mM (°);9 por un medio normal con 0.2mM (®)o con 0.02mM (&)
de 4-AP. Cada punto es el promedio de 4 experimentos.

-
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PARTE ITI. DETERMIMACION DE LA MOLECULA RADIOACTIVA LIBERADA
EN PRESENCIA DE W=AP POR LOS SINAPTOSOMAS CARGADOS CCN COLI-

NA TRITIADA,

Introduccidn.

Los aminodcidos neurotransmisores GABA y glutamato mar-
cados radioactivamente son captados directamente por los si-
naptosomas gabadrgicos y glutamatérgicos a tnvés de los sis=-

temas de alta afinidad dependientes de sodio y temperatura,

- que estan localizados en las membranas sinaptosomales respec~

tivas, y en las condiciones experimentales del trabajo que
constituye la parte II m4s del £5% de la radioactividad libe-

rada corresponde a dichos aminodcidos (L8pez-Colomé et al.,

 1978), Sin embargo, en el casc de la acetilcolina, este neu-

rotransmisor no puede ser captado como tal, sino que es su
precursor, la colina radicactiva, la que es tomada por los .
sinaptosomas colinérgicos dentro de los cuales se encuent;é
la colinacetiltransferasa, enzima que cataliza la s{ntesis
de la acetilcolina tritiada, En el caso de la fibura 4 del

artfculo incluido como parte II de esta tesis, el efecto de

la G=AP fue estudiado sobre la liberacién de la radioactivi=

\ i . - . . . PR R fem



dad por lo que era necesario discernir si el oumento en el
!

porcentaje de radioactividad liberada que se observaba en

preseﬁcia de esta droga pertenecia a la acetilcolina o a
SU precursor. Aunque, como se sefiala en dicho apticulo,la
vdependencia de Ca+? externo sugiere que es la ACh el com-
puesto liber¢do por la 4-AP era importante obtener eviden-
cia directa dado que no se conoce el mecanismo de accién

de la df;ga. Para resolver este punto fue necesario emplear
un método que nos permitiera distinguir a cufl de.las dos
mol&culas se encontraba unida la'marca 0 en qué pércen@aje _
estaban siendo liberadas si la marca se r;partia entre am-
bas, Para ello nos basamos en el procedimiento descrito por
annum (ig7s) para.extraer ﬁoraintéicambio catiéﬁicoalfquido;
lé;acetilcolina marcada radiocactivamente de una mezcla de
incubacifn; lo que se consigue empleando tetrafenilborato,
tKalignost) en acetonitrilo y se usa directamente la mezgla
de centelleo (tolueno,PP0,POPOP) como el solvente orgdnico
que éxtrae (Fonnum, 1975). Sin embargo com(; nuestro propbsi-
to era separar la acetilcolina de 1a colina tritiada, y esta
g.'ultima también es extraida en la fase orgfnica junto con la
acetilcolina marcada radioactivamente, era necesario conver-

tir a la colina en un'compuesto no extraible. Esto se 109:6
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mediante la reaccién de Fosfofilacién de 1a 3H--colina, en
presencia de ATP, catalizada por la enzima colina-cinasa
{Goldberg y ficCaman, 1973); la fosforil—3H~colina es re-
tgnida en la fase ascucsa, donde la marca radioactiva no es
detectada por el contador de centelleo. Asi, sin la inter-

34-colina,

ferencia de la radicactividad perteneciente a la
fue posible determinar por centelleo lfquido de la solucién

bifdsica agua-~tolueno, qué cantidad de acetilcolina tritia-

da estabd siendo liberada.

Procedimiento

pPara determinar qué porcentaje de la radioactividad 1i-
bbrada era colina tritiads, un ml de cads medio de superfu-

d-acetil-

sidn con la marca radioactiva total (BH—colina -
colina) liberada durante 2 minutos (véase la metodologfa en

la parte 11 de esta tesis) fue dividido en dos voldmenes

- iguales. A ambbs voldmenes se les afiadid la cantidad necesa-

ria de aﬁortiguador concentrado de glicil-glicina pH 8.5,MgC12
y EDTA para obtener una concentracién firial en la fase acuo=-
sa de 50,15 y 1 mM respectivamente, A una de las dos muestras

se afiadieron 0,005 unidsdes de la enzima colina=-cinasa y la
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cantidad necesarié de ATP (pH 9) para obtener la concentra~
cibn final de 1 AV. Ambas muestras se incubaron a 37°C du-
rante 30 minutos, al cabo de los cuales se-procedi a la
extraccién afladiendo 2 ml de una solucidn de 5 mg de kalig-
nost/ml de écetonitrilo y 10 ml del 1fquido de centelleo
(tolueno, PPO al 0.5%, POPCP al 0,02%) y mezclando por inver-
sifn. La contribucidn de colina tritiada a lé radicactividad
total liberada en cada condicién experimental se determiné
por la diferencia de radioactividad entre la muestra que se
incubd sin la enzima y aquella con.enzima.En cada experimen-
to se hizo una determinacidn patrén; agregando una cantidad
conocida de SH-colina a dos mezclas de incubécién,y agreban-

do colina-cinasa sélo a una de ellas,

Resultados,

En 1s tabla 1 se mucstra la liberacién en deaintggraf
ciones por minuto ( dpm) de colina tritiada (3H—Ch) y de
acetilcolina tritiada (3H-ACh) que se obtuvo al superfun=
dir la preparacibn sinaptOSOmallcon diferentes medios,Es-

tos datos se presentan en forma porcenfual en la figura 8,



Tabla 1. Separacidn entre la colina tritiada (BH—Ch) v la acetilcolina tr%tiada (BH-ACh)

3 . .
liberadas en presencia de 4-AP a partir de sinaptosomas cargados con H-Ch.-

Liberacidén en medio normal. Liberacién en un medio despo-
' larizante (47mM K*).

(dpn/fraccidn) (dpm/fraccidn)
A B | c 2
sin 4-AP con 4-AP . sin -caleio con calcio
3 N +
H-Ch 3432% 725 2778% 454 3216~ 1063 3247% 1113
3 % + + +
H-ACh 3119+ 487, 4660~ 733 2888~ 387 8456~ 3125

Las cifras son promedio de 4~5 experimentos t desviacidn estandar.
A y B son datos obtenidos de la superfusidén de una misma poblacidn

de sinaptosomas con un medio Krebs normal con CaCl, 2.5mM en ausen-~
cia (A) y en presencia de 4-AP 200 uM (B). C y D son datos también
obtenidos a partir de una misma poblacidn de sinaptosomas, superfun- ~
didos con un medio despolarizante de XCl 47 mM : sin calecio y con
‘EGTA 0.5mM (C) y con caleio 2,5mM (D). A y C : fraccién de los mi-
nutos 4 y 5 de superfusidn continua. B y D : fraccidn de los minutos

7 y 8.
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34-ACh + 2H-Ch)
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3H-aACh.
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A ' B c D
Figura B. Porcentaje de_liberacidn de colina tritiada (3u-Ch) y de
acetilcolina tritiada (“H-ACh) liberadas a partir de sinaptosomas
previamente cargados con “H~Ch, en diferentes condiciones experimen-
tales, calculado de la tabla l. (A) Medio normal con calcio;(B)Medio
normal con calcio y 4-AP 200 uM; (C) Medio despolarizante (KCL 47mM)
sin calcio, EGTA SOO)HW; (D) Medio despolarizante con calcio.
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Si comparamos la liberacién en dpm de 3H—Ch que se obtuvo
en los minutos 4 y 5 al superfundir los sinaptosomas con el
medio normmal sin L-AP con la liberacién de dicha molécula
durante los minutos 8 v 9 en prescncia de 4-AP (mitad iz-
quierda de la tabla), ve:os que esta droga no incremznta la
1iberaci6n de 3H--Ch, sino por el contrario, se observa una
ligera dismirucidn de su liberaecibn, En cambio, en el caso
de la libera;ién de 3HwA¢h, la comparascibn de la liheracién
basal en ausencia y en presencia de 4-~AP permite apreciar
el incremento que esta droga produce sobre la liberacién
del neurotransmisor, Esto se v& con tode claridad en la fi-
gura 8 (B) donde se‘pone de manifiesto un aumento en el por-
ciento de 3H-Ach liberada en presencia de 4-AP, Los resulta-=
dos obtenidos indican que la presencia de 4-AP 200/4“ no mo-—
difica el curso temporal normal de la liberacién esponténea
de 3H-Ch ( comp8rese con la condicién control de la fig. 4,
parte II de la tesis ); mientras que s{ incrementa lé libe-
racifn de SH-ACh.

La liberacién de 34-ch y de_BH-ACh en las condiciones

de superfusidn con el medio despolarizante de KC1 47 mM sin
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y con calcio, se muestra a la derccha de la tabla 1, La li-

!
beracidn en dpm de 3H—Ch a partir de los sinaptosomas despo-
larizados con calcic comparativancnie con la liberacién obte-
nida de 1a superfusifn con el medio despolarizante carcrite
de calcioc 1o se vié modificada. Por otro lado, la liberacién
de 3HuACh experimenté un aumento considersble en el medio des-

polarizante con calcio, En la Fig, 8 ( Cy D ) estd graficado

porcentuslmente dicho aumento,

Conclusién,

Estos datos indican que la molécula responsable del in-
cremento en la radicactividad liberada que se obtiene tanto
en las condiciones despolarizentes con calcio como el que se
observa en presencia de ZOO/JH de 4~AP es la acetilcolina que

funge como neurotransmisor y no la colina , su precursor.
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PARTE IV. EXPERIMEMTOS SORRE LOS POSIBLES MECANISMOS DE
!

ACCION DE LA b-#P.

Introduccién

La primera parte del trébajo experimental que esté
recopilada en el artiéﬁlo incluido (parte II de la tesis) ,
nos permite afirmar los siguienteg puntos :
l.~ En la preparscidn sinaptosomal es pesible detectar el
efecto de la 4-AP sobre la liberacién de los neurotransmi-
sores en las condiciones de liberacién esponténea por su-
perfusidn de los sinaptosomas con medio Krebs normal, y
este efecto es en gran parte dependiente de‘la presencis
ae Ca++ .
2.~ La 4-AP no modifica el porcentaje-de liberacién de los
neurotransmisores a partir de sinaptosomas despolarizados
con KC1 47 mM, )
3.~ Para obsérvar el efecto de la h—Avaobre la liberacién
esponténea de los neurotransmisores en la preparacién sinap-
tosomal, la concentracién de 4-AP con la que se consigue una
respuesta cercana a la mixima,. sin ser una concentracién muy

elevada, y por consiguiente resulta la concentracién adecua-

da, es la de ZOO)JH.
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h.~ La 4~AP sumenta la liberacién de los neurotransmisores
espec{ficamente, ya que no tiene efecto sobre la liberacidn
de cualquier molécula marcada radioactivamente que pueda ser
tomada por los sinaptosomas, como por cjemplo el Acidoo(--ami-
noisoblut{rico (parte iI) o la colina (parte I111). La espe-
cificidad de la 4-AP para aumentar la liberacién de los neu-
rotransmisores sugiere que la accidn de esta droga estd di=~
rectamente relacionada con algdn paso del proceso de libera-
cién de los mismos, conclusién que se ve apoyada por los
requerimientos de catt para que el incremento en la libera-
cién de los neurotransmisores sea inducido pof ls 4=AP., Ade-
més, esta especificidad también indica que la L-AP no actua
lesionando la membrana del sinaptosoma, ya que no promueve
la salida de cualquier moiécula capbada.

En cuanto al mecanismo por el cual actua la L-AP a niyel
de la terminal presindptica, los experimentos anteriores,
sin embargo, sélo nos permiten conci;ir que el efecto de es-

N externo,

ta droga es dependiente de Ca
Esta dependencia de calcio podrfa explicarse por una ac-

cibén despolarizante directa de la 4=-AP sobre la membrana si-

naptosomal. En efecto, en el axén gigante de calamar ha sido
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desérito que las aminopiridinas produceanotenciales de ac~
cién repetitivos en ausencia de estimul;cién nerviosa (Yeh
et al., 19763 Kirsch v Narahashi, 1978) y en el misculo cer-
vicis biventer del pollo ha sido demostrado que la tetrodo~
toxina (TTX) inhibe laigctividad c;ntréctil inducida pozr

3,4 diamincpiridina (Marshall et al., 1979). ta produccién
de estos fendmenos aparentemente se debe a un efecto direc-
to de las aminopiridinas sobre la excitabilidad de la membra-
na. Por otro lado hay evidencias experimentales en el axén
gigante del calamar que demuestran que el bloqueo que pro-
duce la 4-AP sobre las corrientes de K¥ es casi total a deé—
polarizaciones moderadas , mientras que a despolarizaciones
: maydres es parcialmente revertido y desaparece en condicio=
nes de despolarizaciones sostenidas (Yeh et al. , 1976).

Con el fin de estudiar si el aumento sobre la libera=
cién de los neurotransmisores inducido por 1a 4=AP , que ob-
‘servdbamos en la preparacién sinaptosomal, estaba mediado
por una despolarizacién de la membrana del sinaptosoma pro=
vocada por }a presencia de 4=AP , decidimos estudiar su efec-

to en condiciones de bloqueo de los canales de Na' sensibles

a voltaje, condicién que se consigue afiadiendo TTX. Si el
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efecto de la 4-AP se debiera a una accidn despolarizante, la
estimulacidn que produce sobre la liberacién de los neuro -
transmisores deberfa ser inhibida en presencia de TTX, ya
que dicha despolsrizacibn resulta de la apertura de canales

de Nat sensibles a voltaje.

Resultados y Discusidn.

En las figuras 9 y 10 estén graficados los resultados
que se obtuvieron al estimuiar la liberacién de 3H--Ach y
3H-GABA con 4~AP en ausencia y en presencia de TTX. Se pue-
de observar que la adicién de L-aAP ZOOJUM induce 1a libera~
cién de SH-GABA y de 34-Ach de modo similar en las condicio- -
nes control y en condidiones en que 1os canales de nat sen-
sibles a voltaje han sido bloqueados con TTX. Aunque en es-
ta Gltima condicién se observd una ligera disminucién de la
liberacién de SH-GABA en relacidn al control, esta diferen-
cia resulté estadisticamente no significativa. En la parte -
izquierda de la figura 9'se muestra que en las condiciones
experimentales usadas,-la TTX si es efectiva yavque inhibié

casi totalmente la estimulacién de la liberacién de 3H--ACh

producida por la veratridina, droga que actua abriendo los

canales de Nat sensibles a voltaje.



[

L——

-50-

La posibilidad de gue en el proceso de aislamiento de

las terminales nerviosas se propicie una ligera despolari-
zacién de las mismas parece improbable,ya gue no se apre-

clia ninguna diferencia en el porcentaje de liberacidn es-

ponténea en presencia de TTX durante los 6 primeros minu-

tos de superfusidn.

Estos resultados sugieren que el mecanismo de accién
mediante el que la 4-AP promueve el aumento en la libera-
cidn espontdnea de los neurotransmisores de manera depen-
diente de la presencia de Ca+2 externo, no involucra a los
canaleg de Na+ sensibles a voltaje que son blogueados por
™X y apafentemente no estd relacionado con la despolari-: ..~
zacidén de la menbraha de:los sinaptoscmas.

En vista de los resultados que acabamos de describir,
decidimos estudiar el efecto de la 4~AP en presencia de ve=-
ratridina con el fin de conocer si los efectos que producen
ambas dfogas individualmente, se sumaban, ya que parecen ac -
tuar mediante mecanismos diferentes. Sinvémbargo, los resul-
tados obtenidos en esta serie experimental { figura 11) de-
muestran que, como en el caso de las terminales despolariza-

das con alto potasio, el aumento sobre la liberacién de los

neurotransmisores que promueve la 4-AP en condiciones de 1li-
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beracidn esponténes no se manifiesta en sinaptosomas despola-
rizados por la apertura de los canales de Na© sensibles &
voltaje inducida por veratridina, De estos resultados se
puede concluir que en la preparacién sinaptosomal, la 4-AP
aparenterente no incrementa 1a liberacidn de los neurotrans-—
misores maslque cuando este mecanismo de liberacién no esté

"saturado" por despolarizacidn,




% de radiocactividad total.

| \ \ | A |

1 | o
veratridina 8 10 12 min. 2 4 4-AP 8 10 -

Figura 9. Efecto de la 4-AP sobre la liberacién esponténea de 3H-Ach en
presencia de tetrodotoxina (TTX). Los sinaptosomas previamente cargados
con H~-Ch fueron superfundidos con un medio Krebs normal sin (e) y con
TTX 1 aM (o). En el 6° minuto de superfusién, el medio fue reemplazado

-por un medio Krebs normal que contenfa veratridina 75 uM (mitad izquier-

da de la gréfica) o con un medio con 4-AP 200 uM ( mitad derecha).Cada

punto es el promedio de 4 experimentos. Las barras hacia arriba o hacia
abajo de cada punto :epresentan el error estandar de los datos obteni-

. do- en cada minuto.
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Figura 10. Efecto de la 4-AP sobre la liberacidn esponténea de
3H-GABA en presencia de TTX. Los sinaptosomas previamente car-
gadog con “H-GABA fueron superfundidos con un medio Krebs
normal en ausencia (e) , o en presencia de TTX 1 M (0).ALl mi-
nuto 6 de superfusién el medio fué sustituido por uno igual

- pero que contenia 4-AP 200 uM. Cada punto es el .promedio de

4 experimentos. Las barras hacia arriba o hacia abajo repre-
sentan los errores estandar de cada punto, =
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% de radicactividad total.
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Figura 1ll1. Efecto simple y combinado de la veratridina y la 4-AP
sobre la liberacién de “H-GABA en ausencia y en presencia de TTX.
Los sinaptosomas cargados con 3H-GABA fueron super fundidos con un
medio Krebs normal con calcio hasta el minuto 6, en el que el me-
dio de superfusién de cada cdmara fue reemplazado con el mismo
medio conteniendo : veratridina 75 (p-0);:- 4~AP 200 uM (9—);
veratridina 75 puM y 4-AP 200 uM (A---4); veratridina 75 uM y TTX

1 aM- (+-9; veratridina 75 aM, 4-AP 200 uM y TTX 1 _uM (0—0).

Cada punto es el promedic de 4 experimentos. LOs errores estan-
dar no se sefialan en esta gridfica para claridad de la misma pero
el mdximo error estandar fue del 20% del valor promedio corres-
pondiente y en la mayor parte de los puntos fue inferior al 8%
del valor promedio. :

~54-



~55-

COMENTARIO FINAL.

:

En este trabajo se pone de manifiesto la utilidad_gf_
la 4-aminopiridina como herramienta para conccer los meca-
nismos presindpticos de la transmisidén gquimica en el sis-
tema nervioso central. Los hallazgos de estoslexperimentos
en la preparacién sinaptosomal nos permiten establecer va-
rios puntos que contribuyen a la caracterizacién del meca-
nismo de“accidn de la 4-AP y por consiguiente a la mejor
comprensidn de dichos mecanismos presindpticos. Estos puntos
ya han sido enumerados en las paginas :45,46,47, 50 y 51
de esta tesis, por lo que no se repetirdn agui.

Es interesante establecer una correlacién entre los
resultados "in vitro" del efecto de la 4-AP sobre la libe-
racién de neurotransmisores y sus acciones "in vivo". La
4-aminopiridina ha sido empleada "in vivo" como agente
anticufare, como antianalgésico ( Bowman,1982) y como agen-
te efectivo para revertir el bloqueo de la” transmisién neu-
romuscular producido por la toxina botulinica {Lundh et al.,
1976; Lundh etbal., 19773), por la amikacina (Singh e£ al.,
1978) o por el RuR (Tapia, 1982). Clinicamente ha sido usa-
da para revertir las fallas en la transmisién neuromuscular

en pacientes con miastenia gravis (Lundh et al.,1979; Kim,
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et al., 1980) o con sindrome miastén%co de Eaton-Lambert
(Lundh et al., 1977¢; Agoston et al., 1978).
Lo anterior convierte a la 4-AP no solamente en una
herramienta muy dtil para aclarar parte de los mecanismos
involucrados en la transmisidén sindptica gquimica, sino
también en una droga de interesdnte potencial terapefitico
en clertas enfermedades que resultan de disfunciones en la

transmisién sindptica,
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