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ORGANIZACION DE LA TESIS. 

Esta tesis está organizada en 4 partes. En la parte I 

se tocan brevemente varios tópicos generales que consideré 

de interés mencionar para ubicar en un marco teórico gene­

ral y facilitar la comprensión del artículo intitulado : 

" Effect of 4-aminopyridine on transmitter release in 

synaptosomes", el cual constituye la parte II de la tesis. 

Este artículo acaba de ser publicado en Brain Research 250 

(1982) 291-299. Al final de esta parte II, se anexa un apén­

dice con el fin de ampliar el punto relacionado con la es­

pecificidad de la 4-AP sobre la liberación de los neuro -

transmisores. 

La parte III de la tesis incluye la descripción del 

procedimiento que se usó para demostrar que la 4-aminopi­

ridina (4-AP) aumenta la liberación del neurotransmisor 

3
e-acetilcolina, a partir de sinaptosomas cargados con 

3e-colina, y los resultados que se obtuvieron en estos 

experimentos. 

En la parte IV se incluyen una serie de experimentos 

realizados con el fin de ampliar el estudio sobre el me­

canismo de acción de la 4-AP, a través del uso de varias 



drogas cuyos mecanismos de acción sobre ciertos canales ió­

nicos están bien establecidos. Estos experimentos permiten 

descartar algunos de los posibles mecanismos de acción de 

la 4-AP y refuerzan la conclusión de la parte II en el sen­

tido de la participación fundamental del ión calcio en la 

liberación de transmisores estimulada por la 4-AP. Las par­

tes III y IV se refieren a experimentos realizados poste­

riormente al envio del manuscrito de la parte II para su 

publicación. 

La numeración de las figuras de las partes II,III y 

IV es contínua. 

Finalizo la tesis discutiendo brevemente , en un co­

mentario final, la importancia del uso de la 4-AP como he­

rramienta de trabajo para el estudio de los mecanismos res~ 

pensables de la transmisión sináptica química en el siste­

ma nervioso central • 

• 
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PARTE I. INTRODUCCION GENERAL. 

El sistema nervioso est~ constituidb b~sicamente por 

dos tipos de células : las células nerviosas o neuronas y 

las células de la neuroglia o gliales. Estas 6ltimas repre­

sentan el soporte estructural de las neuronas, participan en 

la transmisi6n sin~ptica e intervienen en el transporte de 

materiales nutritivos desde los capilares hasta las neuronas. 

Las neuronas son las células especializadas para la recep­

ci6n d'e los estímulos y la conducci6n de los impulsos ner­

viosos, y son por consiguiente las responsables de la trans­

misi6n de la informaci6n. La diversidad de formas y tamanos . 

que presentan las neuronas es considerable, pero de una ma­

nera simplista una neurona típica est~ compuesta por un cuer­

po neull'onal del que parten, por un lado las dendritas; clhi­

camente conceptualizadas como la porci6n por donde se recibe 

preferencialmente la inf0rmaci6n , y por otro lado, el ax6n 

con sus ramificaciones que se· encarga de llevar dicha infor­

maci6n a las células nerviosas con las que hace contacto. los 

extremos terminales de las ramificaciones de un ax6n consti­

tuyen las terminales presin~pticas de una neurona. 
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Tod'a la informaci6n que proviene del mundo exterior y 

llega a cada uno de nosotros es recibida, procesada y alma­

cenada gracias a las neuronas y a sus interconexiónes;·La or­

ganizaci6n y funcionamiento de estas células da lugar a fun­

ciones que van desde las formas mas simples de relaci6n 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 básicos que hacen posible la 

comunicaci6n entre las neuronas resulta de gran inter~s. 

Tipos de sinapsis. 

La superficie de una neurona con la que hace contacto 

la terminal presináptica o bot6n sináptico de otra neurona 

se denomina post-sinapsis. La zona de comunicaci6n entre las 

neuronas pre y post-sináptica representa la sinapsis. Tanto 

desde el punto de vista morfol6gico como desde el fis.iol6gi­

co, existen dos tipos de sinapsis : la eléctrica y la quími­

ca. La primera práctica~ente no presenta retardo sináptico 

y caree~ del espacio o hendidura sináptica de aproximadamen­

te 20 nm que se observa entre las membranas pre y,post-sináp­

tica en las sinapsis- químicas. En la sinapsis eléctrica el 
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área de unión entre estas membranas es simétrica en aparien-

cia, mientras que la sinapsis química se caracteriza por la 

presencia de vesículas sinápticas apiladas en la vecindad de 

la membrana presináptica, las que junto con las mitocondrias 

y la may.or opacidad a los electrones contribuyen a la apa-

riencia asimétrica entre las porciones pre r post-sinápticas 

que conforman las sinapsis químicas (Pappas y Waxrnan,1972: 

Bullock et al.,1977). 

Aunque·la transmisión eléctrica entre las neuronas de 

cierto número de sitios del sistema nervioso de invertebra­
" 

dos y vertebrados ha sido demostrada, en el si·stema nervioso 

c~ntral de los mamíferos s6lo se han encontrado unas cuantas 

regiones que presentan sinapsis eléctricas, como por ejem-

plo: el núcleo vestibular lateral de la rata (Sotelo y Palay, 

1970), el núcleo trigémino mesencefálico (Hinrichsen y Larra­

mendi: 1968,1970: ·y: ·la' céltilá': J3ipoiar ganglionar de la re-

tina (Dowlirig y Boycott, l966;0gdan, 1966). 

En base a lo~ sitios de contacto entre las neuronas pre 

y post-sinápticas, las sinapsis se pueden clasificar como : 

axo-somáticas, axo-dendríticas,axo-axónicas, dendro-dendríti-
. / 

cas y somato-somáticas. Cada una de ellas tiene a su vez cier­

tas variaciones. estructurales según la orga.~izac:i6n de los 
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circuitos neuronales e~ que participan (Bullock et al.,1977). 

Sinapsis guímicas y neuroti::ansmisores. 

Además de las diferencias que presentan las sinapsis 

eléctricas y las·químicas en cuanto a su estructura fina 

y en cuanto a la velocidad con la cual es transmitida la 

información desde una célula nerviosa a otra, la principal 

característica que las distingue reside en que las termina­

les nerviosas involucradas en las sinapsis químicas son ca­

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

cenar y liberar "sustanci.as sinápticamente activas" las cua-

les se conocen con el nombre de neurotransmisores y pueden 

ser.de dos tipos: excitadores e inhibidores. Los primeros 

funcionan despolarizando la membrana de la célula post-sináp­

tica con la cual hacen contacto, mientras que los neurotrans­

misores inhibidores la hiperpolarizan y de esta manera difi-· 

cultan que los impulsos excitadores simultáneos o subsecuen­

tes produzcan una despolarizaci6n de la membrana post-si~áp­

tica suficiente para alcanzar el umbral de disparo de la 

neurona post-sináptica. 

Entre los neurotransmisores excitadore~ está la acetil­

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

lim, que interviene en la síntesis de ACh proviene de· l:á' · 

colina libre que es transportada desde el plasma sangu!-

neo al tejido nervioso (Choi et al. ,1975: Freeman et al., 

1975). Además de ésta, otra fuente importante de coli~a 

es la que se obtiene a partir de la misma ACh que es li-

berada desde la terminal nerviosa colinérgica e hidroli-

zada por la enzima acetilcolinesterasa, que se encuentra 

ubicada en la membrana neuronal, incluyendo las regiones 

post-sinápticas. En estudios donde se quiere evitar la 

hidr6lisis de la ACh que ha sido liberada a·1a hendi-
• 

dura sináptica, los ·anticolinesterásicos como la eserina 

resultan de gran utilidad (Cooper et al.,1977). 

Otro neurotransmisor excitador es el ácido glutámico." 

Sin embargo, a diferencia de la ACh, este aminoácido no s6-

lo funge como neuroexcitador en algunas zonas del sistema 

nervioso central de los vertebrados, sino que también es 

un importante producto intermediario del metabolismo neu-

ronal y además es el precursor directo del ácido ~ -amino-

butírico. (GABA), (Costa et al., 1979; Tapia, l98J), molé-

cula que a su vez es el neurotransmisor inhibidor mas am-
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pliamente distribuido en el sistema nervioso central. La 

enzima responsable de la conversi6n del ácido L-glutámico 

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 catálisis del metabolismo del GABA. Un 

inhibidor efectivo de dicha enzima es el ácido amino-oxi-

acético (Tapia, 1983). 

k2, preparaci6n sinaptosomal. 

Gracias a la propiedad de sellarse que presentan las 

membranas biol6gicas que han sido parcialmente rotas, ea 

posible obtener terminales nerviosas aisladas a partir de 

dispersiones de una estructura cerebral o de cerebro com-
\ 

pleto en sacarosa isot6nica (Gray y Whittaker,1962t de Ro-

bertis et_al.,1962). Las terminales nerviosas aisladas, 

conocidas con el nombre de sinaptosomas, contienen en su 

interior toda la maquinari~ bioquímica necesaria para la 

síntesis, almacenamiento y liberaci6n de los neurotransmi-

sores, por lo que resultan una preparaci6n muy adecuada 

" para estudiar el metabolismo y liberaci6n de los mismos 

en diferentes condiciones experimentales (Bradford, 1975). 

/ 



Puede decirse que los sinaptosomas permiten disecar los 

aspectos neuroquímicos del 9omponente presináptico del 

proceso de la transmisión. 

Las terminales presinápticas, fisiológicamente cuen-

tan con la propiedad de re-cap~ar a los neurotransmisores 

que han sido liberado~ al espacio sináptico, 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 preservada en los sinap-

tosomas, representa la ventaj~ de que cuando la prepara-

' 1 
ción sinaptosomal es incubada en un medio que contiene a 

i 
un determinado neurotransmisor que ha sido marcado radio-

activamente, éste es captado por la preparación y se hace 

posible seguir su liberación o su misma captación en dife-

rentes condiciones experimentales. Además, como los sitios 

de captura de alta afinidad para un tipo de neurotransmi-

sor parecen estar localizados en las neuronas que normal-

mente lo sintetizan, almacenan y liberan, esta ubicación 

específica de sitios de captura de alta afinidad dota a las 

terminales nerviosas con la propiedad de poder captar se-

lectivamente al neurotransmisor que fisiol6gicamente li-

beran ( Fonnum et al.,1981~ Wilson et al., 1975).Eviden-
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temente,esto representa otra ventaja de la preparaci6n si-

naptosomal, ya que a partir de una poblaci6n heterogénea 

de sinaptosomas de cerebro·completo, s6lo aquellos sinap-

' 1 

tosomas que cuentan con los sitios de captura de alta afi-

nidad para el neurotransmisor marcado radioactivamenteí 

que ha sido suministrado a una baja concentraci6n, serán 

capaces de captarlo y liberarlo cuando sean sometidos a 

las condiciones que propician su liberaci6n (Levi et al., 

1978¡ Bradford, 1975). 
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Bloqueadores de los canales i6nicos,relacionados con la 

transmisión nerviosa. 

La excitaci6n neuronal, la propagaci6n del impulso ner­

vioso y la liberaci6n de los neurotransmisores a partir de 

las terminales nerviosas, ocurren fisiol6gicamente como re­

sultado de los cambios i6nicos que se producen med'iante la 

apertura o el cierre de canales en la membrana neuronal.En 

estado de reposo, la composici6n i6nica en el interior de 

la c~lula nerviosa se caracteriza por una elevada concentra­

ci6n de Kt , mientras que es la elevada concentraci6n de Na+ 

la·que caracteriza al líquido extracelular. La permeabilidad 

al Na+ en este estado es mucho menor que la que se observa 

para el K~. Así, la diferencia de potencial el~ctrico entre 

el interior y el exterior de la membrana de una c~lula ner­

viosa depende, por un lado, de los gradientes de concentra­

ci6n y- por el otro, de la permeabilidad selectiva de la mem­

brana. En reposo el potencial de membrana es aproximadamente 

de -70 milivoltios, negativo en el interior. 

La propagaci6n del impulso nervioso que nace en el or!­

gen del ax6n coincide con cambios repentinos en la permeabi-
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lidad de la membrana a los iones, de manera que los canales 

. + 
que permiten la entrada de Na se abren, y este catión pene~ 

tra en la célula cambiando transitoriamente el potencial de' 

negativo a positivo. Este efecto, a su vez, origina que'.se 

abran canales de K-+, lo·· cual hace que este catión salga del 

axón y se repolarice la membrana.La deepolariaaci6n de la 

terminal nerv!osa que resulta de la entrada masiva del i6n 

sodio como consecuencia de la llegada del impulso nervioso, 

puede producirse arti flcialmente en ausencia de dicho impul-

so sobre preparaciones "in vitre" tales como los sinaptosom 

mas. Uha forma de abordar el estud'io de los canales i6nicos 

involucrados en ·el f'uncionamientto de la transmisi6n química, 

es a trav's d'e· la disección farmacol6gica que se basa en el 

empleo de drogas capaces de abrir o de bloquear selectivamen­

te a un canal especí~ico. Esto hace posible discriminar qu' 

alteraciones en la transmisi6n ocurren con el canal bloquea-

do, y quE eventos son primord'iales o secundarios· para que 

la transmisi6n química se lleve a cabo.P,or ejemplo, es po­

sible usar drogas que abren los canales de sodio dependien-· 

tes de voltaje como la veratridlna; tambi'n es posible des-
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polarizar artificialmente a las preparaciones sinaptosomales 

con medios que· contengan una elevada concentraci6n de K+, ya 

que en estas condiciones el gradiente electroquímico se··1rr-

vierte. 
\ 

El d'escubrimiento de la tetrodotoxina (TTX) , que es un 

·bloqueador altamente específico 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 ax6n gigante del calamar (Yeh et al., 

1976) ha sido demostrado que la 4-aminopiridina (4-AP) blo-

quea selectivamente la corriente de potasio a trav~s de la 

membrana en ambos sentidos. La 3,4-aminopiridina, tamhi~n 

en el ax6n gigante del calamar, ha demostrado ser un poten~ 

te bloqueador selectivo de los canales de potasio (Kirsh y 

Narahashi, 1978). Éste bloqueo selectivo que producen las 

aminopiridinas se consigue con concentraciones del orden 

micromolar, lo cual las convierte en "herramientas" de 

considerable inter~s para la investigaci6n de la transmi-

si6n sin~ptica. 

Otro canal sensible g voltaje d~ considerable importan-

cia en relaci6n a la transmisi6n química es el canal de cal-

cio sensible a voltaje (Miledi,1973). En experimentos con 
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pinza de voltaje en la terminal presin6ptica del ganglio es-

trellado del calamar, Llinás (1977) demostr6 que el potencial 

excita torio en la fibra post-sináptica era precedid'o por una 

entrada de calcio a la terminal presin6ptica la cual ocurría 

200 )JSeg antes de la aparici6n de dicho potencial. El regis-

tro intracelular de la ribra post-sinnptica , que provee una 

medida de la cantidad de transmisor liberado , simultáneamen-
.• 

te con mediciones de la corriente de calcio hacia el inte-

rior dé' la terminal ,presin6ptica, demostr6 que hab!a una co-

rrelaci6n directamente proporcional entre estos dos f'en6me-

nos (L~inás y Heuser, 1977). 

Tanto el colorante inorgánico rojo de rutenio (RuR) co­

mo el cati6n trivalente lantano (La+3), actuan como bloquea-

dores de los canales de calcio. El bloqueo de la uni6n y del· 

transporte de Ca+2 que produce el RuR ha sido demostrado en 

varias membranas biol6gicas (Goddard· y Robinson, 1976 ; Ka- ~ 

mino et al., 1976 ; Swanson et al., 1974; Madeira y Madeira, 

1973; Moore, 1971; Reed y Bygrave,1974; Vasington et al.,1972). 

En cuanto al La+3 es conocido desde hace tiempo como un blo­

queador de los movimientos de ca+2 y de muchos fen6menos bio-
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' lógicos que dependen de este catión (Weiss,1974). Heuser y 

1 

Miledi (1971) demostraron en la placa neuromuscular que la 

presencia de La+J l mM, ~unque no impide la invasi6n d4LJ,.os 

impulsos nerviosos a las terminales, sí impide la libera-

ci6n del neurotransmisor estimulada eléctricamente y depen-

diente de calcio.· 

La 4-aminopiridina y_ la liberación de los neurotransmisores. 

Además de los trabajos que demuestran el efecto de las 

aminopiridinas como bloqueadores específicos de los canales 
+ ¡ 

de K , también hay varios estudios que demuestran que_las 

aminopiridinas producen un aumento sobre la liberaci6n de 

los ·neurotransmisores en diferentes preparaciones. En la 

placa neuromuscular la 4-AP aumenta la liberación de ACh 

(Lundh, 19781 Lundh y Thesleff, 19771 Molg6 et al., 1977 

Molg6 et al., 1979 ); su acci6n sobre las sinapsis.de la mé-

dula espinal también ha sido estudiada ( Lemeignan,,1973 1· 

Jankowska et al., 1977 ), así como su efecto sobre la libe-

ración de ACh a partir de ileo de cobayo ( Vizi et al., 1977) 

y sobre la liberación de noradrenalina a partir de prepara-

ciones como el bazo de gato ( Kirpekar et al.,1977 ) y la 

vena porta de rata ( Leander et al., 1977 ) •· Estos datos 
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sugieren que el bloqueo de los canales de .potasio produci-

do por las aminopiridinas se traduce en un incremento de 

la liberación de los neurotransmisores en general. Sin~ . 

embargo; es bien sabido que al elevarse la concentraci6n 

del ión calcio en la terminal nerviosa se promueve la li-

beración del neurotransmisor contenido en ella ( Miledi, 

1973; Rúbin, 1974_; Llinás y Nicholson, 1975; Linás y Heuser, 

1977 ). 

Como el aumento sobre la liberación deilosíneurotrans-

misores producido por la 4-AP es dependiente de ia presen-

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

y esta droga es capaz de revertir "in vivo" la parálisis 

flácida inducida por la inyecci6n intraperitoneal de R~ 

(Tapia, 1982), es probable que el mecanismo por medio del 

cual la 4-AP bloquea los canales de potasio esté relacio-

nado con la inducción de la entrada de calcio a las ter-

minales nerviosas, propiciando as! la salida de los neu- . 

rotransmisores. El bloqueo de la salida de K+ pu7de pro­

longar el potencial de acci6n y mantener abiertos loa 

canales de calcio sensibles a voltaje por un periodo mas 

largo de tiempo ( Molg6 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 así inducir la liberaci6n de 

los neurotransmisores .no se conoce. Hay autores que propo­

nen que la 4-AP puede tener una acci6n directa sobre la ci­

nética del canal de calcio {Lundh y Thesleff, 1977); otros 

{ Vizi et al., 1971) sugieren que la 4-AP disminuye los re­

querimientól! de calcio externo para el acoplamiento de la 

excitaci6n-secreci6n y otros más sugieren que la droga ac­

túa intracelularmente después de haber atravesado la mem­

brana de la célula nerviosa { Lundh, 1976;' Molg6 et al., 1960) • 

De una u otra forma, como la 4-AP estimula la liberaci6rt de 

los neurotransmisores a partir de las terminales presináp­

ticas y no parece afectar los mecanismos post-sinápticos de 

la transmisi6n, pensamos que el estudio, en diferentes condi­

ciones experimentales, de su acci6n sobre la liberaci6n de 

distintos neurotransmisores a partir de sinaptosomas, donde 

se hace·posible evitar las influencias de otros elementos ti­

sulares, podría contribuir a esclarecer qué mecanismos del 

componente presináptico de la transmisi6n están siendo afec­

tados por esta droga. Asimismo, es claro que esta informaci6n 

puede ayudar a entender los mecanismos de liberaci6n de neu-
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J 

rotransmisores en sinapsis del sistema nervioso central, y 
I 

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-

liberación de acetilco"lina estimulada eléctricamente, pero 

no sobre la liberación espontánea de este neurotransmisor 

( Kim et al., 1980; Lundh, 1978; Lundh et al., 1977a.;Thes-

leff, 1980 ), decidimos estudiar inicialmente el efecto de 

la 4-AP sobre la liberación de acetilcolina en sinaptosomas 

despolarizados con alta concentración de K+ y proseguimos 

estudiando la acción de la 4-AP sobre su liberación espon-

tánea ·, tanto en presencia como en ausencia de calcio. En 

la misma serie experimental se incluyeron otros dos impor~ 

tantes neurotransmisores centrales ya mencionados, el GABA 

y el ácido glutámico. Estos.aminoácidos, particularmente el 

primero, juegan un papel fundamental como neurotransmisores 

. en sinapsis centrales, por lo que el estudio de ·sus mecanis-

mos de liberación es de gran interés. Los resultados obte-

nidos de la realización de estos experimentos y otros re-

lacionados están contenidos en el artículo intitulado 

"Effect of 4-aminopyridine on transmitter release in synapt-

osomes" que se incluye a continuación (Parte II). 
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Slll-MARY 

'The cffect of 4-AP on the release of labeled transmitters in mouse brain 

synaptosomes was studied in a superfusion system. 4-AP at p-1 concentrations 

notably stj¡nulated the spontaneous release of labeled G.l\BA and glutamate, and 

of acetylcholine (ACh) derived from tri tiated choline. No effects on the 

release of Jabelcd o-aminoisobutyric acid were observed. TI1e stimulation of 

GABA and ACh release was dependent on the presence of ea2
+ in the superfusion 

; 

media, whereas the effect on glutamate rclease was more variable and no clear 
2+ ., 

Ca -dependence 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 ca2+. TI1ese results are discussed in terms 

of t11e possible participation of ea2+ in the action of 4-AP on spontaneous 

transmitter relcase in isolated nerve endings. 

/ 
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Sorne aminopyridines are intcrcsting tools to study transmission in 

che'rnical synapses, since thcy have been shown to stimulate the release of 

neurotnmsmi tters from presynapt ic ncrve cndi ngs wi thout afíecting postsynaptic 

mechanisrns (revicwed by 'íl1esleff22). 4-Aminopyridine (4-AP) notably enhances 

the impulse-evoked acetylchol ine (ACh) rclease in neuromuscular 

. . . 12,15,18,19 d f ·1· . 1 t b th JW1ct1ons an ac1 ita tes neurotransm1 tter re case a o 

excitatory and inhibitory synapses in the spinal cord. 5 Furthennore, 4-AP 

antagonizes the inhibitorr effect of botulimun toxin and of sorne antibiotics 

011 ACh rel ease, 13 ' 14' 23 as well as the paralyzing effect 'of this toxin in 

. 14 \11\10, 

Although the rnechanism of the stimulatory effect of 4-AP 011 tra11smitter 

release is still unclear, it has bcen suggcsted that an cnhanced influx 

of ea2
+ into the nerve endings produced directly, or indirectly as a 

conscquence of K+ efflux blockade, may be involved ln this action. 12 •18 •19•
21 

Since the intraterminal C~Z+ concentrntion is directly related to the release 

of neurotransmitters, 10 •17 such an effcct of 4-AP would be responsible for 

its releasing action. 

Most of the work wi th 4-AP has been carried out in neuromuscular 

prcparations wÜh electrical recordings of the postsynaptic response to ACh. In· 

the present study we have investigated in a superfusion S)'Stem the action 
. + 

of 4-AP on the spontaneous and the K -stimulated release of labeled 

tra,nsmitters in isolated nerve endings (synaptosomes) obtained from mouse 

brain, as well as the calcium requiTernents for this action. We have fmmd 

that 4-AP notably cnhanced the spontancous relcase of transmitters and 
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that this effect ''ªs Jcpendcnt to a great cxtcnt on the prcsence of external 

Caz+. 

Ml\TJ;JUALS ANO ME'JllODS 

A puri.fied synaptosomal fraction from monse brain ,,·as obtained by the 

method of Jlajós, 4 slightly modificd. 'J11e final synaptosomal pcllet 

1rns resuspcnded in a sm'111 volume of 0.32 M glucose far releasc experiments. 

The re] case of neurotnmsmi ttcrs was studied by the superfusion tcchnique 

previo11s1;: Llescribed in detnil, 21 cxcopt that we used as superfusion chambers 

Mill i.porc 25 mm Swinncx, mod.ified in their upper part in arder to hold 

nbout 10 ml of supcrfusion mcdium, instcad of the Pcrspcx chambers previouslr 

employed. Since thcse charnbers cJo not !iave a tempcrature jacket, the 

superfusing media 1'ere maintained at 37ºC befare use. Aliquots of the final 

synaptosomal pellet (approx. O.B mg protein) were preincubatcd in 10 ml 

. flasks far 10 min at 37ºC in 5 ml of Krebs-Ringer medium (118 mM NaCl, l. 2 1~1'1 

KH2PO 4 , 4 • .7 nD! KCl, 2. 5 nN CaCl 2 , l. 17 m,\; NgSO 
4 , 2 S J!t\l N;1!1C0

3 
;md 5. 6 mM 

glucose, pH 7.4; the mcditun contained also O.l n1'l a1ünooxyacetic acid in the 

c;>.1)eriments with amino adds and 0.1 mM eserine in those wi th chol:ine). In 

the e;>.-periments with labeled GA.BA and glutlll1!ÍC ac'id, a mixture of [3HJ GABA 

(O. 83 pCi, O. 5 pi final concentration), and [14c] glutamic acid (1. 4 pCi, 

l. 4 pM final concentration) was added and the incubation was continued far 

10 min. Jn 'other e;>.]Jeriments [3H] choline (2 pCi, 0.5 pi final concentratfon) 

or [ 3r:] a-aminoisobutyric acid (2.5 pCi, 0.03 p-1 final ~oncentration), ¡m·e 

added. At the end of this uptake incubation period aliquots containing 
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0.2-0:3 mg protcin wcre placed on 0.65 j!J.l f.lillipore filters lying on the 

multiperforatcd suppo~·t of the superfusion cJ{i.mbcrs. Aftcr washing with 

8-10 ml of the s;ime upt3ke mcdium by superfusing 3t the highest speed 

of the pcristi1ltic prnnp, the spccd h'as ;idjustcd to supcrfuse the filters 

ata rate of O. S ml/rnin and frnctions wcre collccted c;;ch min dircctly 

in scinti llation vfals. At 6 min thc mcditun 1·::1s quickly substituted by a 

medium containing Ú mM K+ or cliffcrcnt concentrations of 4-J\P. In the 

high pot;issium media, KCl rcplrlccd an cquimolar concentration of NaCl. In 

~'OiilC C:\1xri;;icnts Ca2+ 1 .. :1s ohscnt frcm thc ;,;cdia frorn thc beginning of 

thc superfusion, :ind EGTA 1,·;is ndded, ;is indicatcd in Results. 

Four to cigl1t supt:rfnsion charnbcrs 11·cre arranged in parallel, and with 

the aid of a multfrharn1el peristaltic purnp (J-ícmostat), i t was possible to 

study siJ11ultancously differcnt experimental conditions. At the cnd of 

the superfusion period the radioactivi ty in the fractions and in the filter 

was counted in a Packard TriCarb scintillntion spectrometer after the addition 

of S ml of Tritosol. 3 TI1e rcsults are expressed as per cent of total 

rodioactivity rclcased per min (totnl radioactivity = tot3l relcased plus 

that remainfog in the filters). In the e.x1Jeriments in which [3H] GABA · 

an.d [14c] glutamate were added. simul tancously, the scintillation counter was 

adjusted for double hlbel counting. In each cxperiment 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 • 

. Lz,3-3i-i] GABA (sp. act. 36 Ci/rrúnol), L-\}J-
14c] glutamic acid (sp. act. 

240 ~Ci/mmol), l!;iethyl- 3H] choline chloride (sp. act, 80 Ci/mmol) and 

,1., 
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(!ncthyl-,3H] u-:uninoisobutyric acid (sp. act. 36 Ci/mnol), ¡;ere obt:iined 

frorn Ncw Engl:ind N11c]car (Boston, MI\). 4-AP, mninooxy;icetic :icid, eserine 

sulfate, and EG'fA i;crc from Sigma 01cmical Co. (St. Louis, ~)'.)). 

RESULTS 

Jn the initial series of expcrimcnts, 1\C studied t.hc effect of 4-AP on 

the rclcasc of ]abc]ed GABA and ACh stirnufated by high K+ concentration in 

2+ thc prescnce of Ca l\5 c;m be scen in Fig. 1, 4-AP present in the 47 mM 

K+ medilui1 at 0.2 or 2.0 m\l concc·ntrations <lid not affect the stimulation 

of the rclensc of [ 3
H] \.ABA produccd by K+ dcpolariwtion. In the .11.Ch 

experiments, syn:iptosomes \\'ere loadcd id th [ 31l] choline <md the effect of 

4-AP on the rekase of rndioact.ivity stimulnted by high K+ was studicd. 

Although no scparation of the liibeled choline and A01 Kas attempted, the 

radioactivity released rnay be ass1U11ed to be A01, sjncc we }lave prcviously 

found, 20 and confinncd in these series of cxpcrirnents (not sl1own), that under 

our ex1)erimcntal conditions the K+ -stimufotcd rclrnse is dcpcndcnt on the 

prcsencc of ca2
+ in the mcdium, nnd it is knohn that thi's dcpendence occurs 

for ;\Ch but not far choline. 1 •26 In these experiments two clepolarizing K+ 

concentrations (20 a.nd 47 mM) were used, in an atfcmpt to obtain a submflximal 

relcase of A01 whkh would allow to see more easily a possibl e enhanc:i.ng 

effect of 4-AP on the K+stimulated rclcase. l-lm:ew•r, as shown in Fig. 2, 

no si¡,'llificant difference was obsenred bct11·een the releasing effoct of 

20 and 47 mM K+, and 4-AP present in thcse high K+ media did not further 

stirnulate the release, 

A diffcrent approach ,,·as also used to investigate l·:hether 4-AP could 
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Fig.l. Effect of 4-AP on K+-stimulated rel~ase of \: 3H] 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 (~) or with 0.2 or 2.0 mM 4-AP, as indicated. ·Each 
point is the mean value of 3 experimenta. The differences between control and 4-AP 
were not ,significant, (p ?0.1) •. 
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Fig.2. Effect of 4-AP on K+-stimulated release ofr3HJ ACh. Details as for fig. 1 
except that labeled choline was used to load the synaptosomes, as precursor of ACh, 
and that two K+ concentrations were used to stimulate the release , as indicated· 
below the 6 min arrows. Each point is the mean value of 4-6 experimenta. The dif-
ferences between control and 4-AP were not significant ( p '1 O .1) • · 
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Fig. 3. Effect of 4-AP on the·release of labeled GABA (left panel) and glutamate 
(right panel) in K+-depolarized synaptosomes. Sy2aptosomes loaded.with the amino 
acids were suparfused with a high K+ (47 ~1), ca +-free medium containing O.SmM 
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 ca2'. (A.), 2~ 4-AP (O), or .0.2mM 
4-AP (o). Each point is the mean value of 4 experiments. 
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stirnu] ate thc relcase of l;ibclcd tnmsmittcrs in dcpoJ;irj zcd S)11aptosornes. 

Synaptosomcs were supcrfused initinlly with a 47 m\f K+ mcditun but transmitter 

relcase 1ws prcventcd by the omission of ca2+ and the adclition of EGTA to 

thc mcdium. 'J11c rcsu1ts of thcse expcrimcnts :ire shrn·m in Fig. 3. TI1e 

rclense of labdr:d G_\B:\ m1d glutamic aci<l 1-:as stirnulntcd when thc high l, 

C z+ f J · 1 a b 1 · 1 .+ c 2+ · · 1 · a - rcc l!:c· 1 um 1-:as rcp <JCC y a ng i-J, , a -contm_nrng mee Jtun. A simil::ir 

.. . J el b 2+ b d b ]' .. stJJnulat10n to t i~1t prc·ducc y Ca Kas o serve y a me¡ Hun contarnrng 

2 mM 4-AP, in the absencc of ca2+. llm"cvcr, smaller concentrations of this 

drug (0.2 n:-.1) hnd no signific::nt c!foct on thc rclcasc of C'i.\BA and glutamate 

(flg. 3). 

Tn contrast to the l<ick of cffcct of 4-AP on the K+ -stimulated release 

of transmitters, hl1en thc normal low K+ Krebs-Ringer medium \\'as substituted 

by thc s;:une medium contuining 4-AP, a notable stiJnulation of the spontaneous 

release of labeled GABA, glutmnate and ACh 1~as observcd (Figs. 4 and- 5). In 

the case of GABA and A01 this stimulatory effect was obscrvcd with 4-AP 

concentrations as J ow as O. 02 mM, :md the effect of the drng 1~as ab~l ished 

or considerably diminished 1d1en _e/+ was nbsent and EGTA was prcsent in the 

superfüsion media (Figs. 4 and 5). As rnentioned above, the ca2+-dependence 

of radioactivity relcasc by 4-AP cnn be taken as an indication that ACh is 

being released. As stmiin<-1r'ized in Fig. 5, the per cent stimÚlation of GARA 

2+ and ACh rclease by 4 -AP in the presence of Ca 1,·:is dependent on the 

concentration of the drug between O. 02 and O .. OS mM. No further stimulation 

of GABA re]ease was obsenred 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 1·:as in general more 

I 
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Fiq. 4. Effect of 4-AP on the spontaneous release of ( 3H]GABA (top panela) and 3H [ACh] 
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dicated for each curve; The left panels show the resulta obtained with ca2+-free media 
containinq 0.5 rnM EGTA, and the right panela those obtained with medium with 2.5 rnM ca2+ 
and without EGTA. Each point is tha mean value of 4 experimenta. 
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Fig. S. Pcr cent stinu1ation by 4-AP of the spontancous re1case of lnbekd 

1\Ch, Gll.BA :md gluta1,;ate, in the obsence' (empty bars, EGTA) and in the pre:;c--.ce 

2+ 
(sl1aded bars) of Ca • TI1e per cent 1fata shm,n \\ere calculated as the pcpk 

value of release as cornp:.red to the lowest value prior to the change to the 
I 

superfusion.mcdia containing 4-AP. Each bar indic«tes the S.E.M. for the 

m.nnber of experirnents indicated in Fig. 4 (3 experirnents for glutamate). TI1e 

dashes on each bar indicate the change obsen,ed in the control curves. fhe 

asterisks on top of the bars represent. the significa:nce of the diffel·.nces 

between the absence ;md the presence of ea2
+ for each 4-AP concentration 

{!test): *, p<0.01; '~*, p 0.001; for ACh at 0.02 n.\I ·1-AP the value in the 

; 2+ 
f absence of Ca is zero. For GABA and glutG!nate the di ffercnces bet\\een the 

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

ea2
+, \>ere all significant {p<0.001 or p<0.01), with the exception of O.OS 

rnM 4-AP (p>0.1). -27-
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variable and les¡; dcpcndcnt on external ca2+. TI1e relea se of (',.\BA was stiinul ate 

by thc drug 2-4 fold more than that of ACh or glutam;ite (Fig. 5). 
2+ . 

TI1e Ca -d?pendence of thc effcct of 4-AP on thc spontaneous relcase 

of GABA and glutrn113te h'3S nlso studicd in a C;i2+-[rcc meditun to which no 

EGTA 11'35 i1dded. As shrn·.11 in Fig. 6, under tllC:se c:x11eriment;il conditions no 

diffcrcnce was observcd .in thc stimulation of Cu\BA rcle¡¡se by 2 mM 4-AP in the 

;ibscncc m1d in the prcscnce of CéiZ+, whereas with 0.2 mM 4-AP a partial 

ca2+-dependence ll'as obscrved with both GABA and glutarnate. 

In orllcr to ;1sscss the spc:cificity of thc stim1latory effcct of 4-AP 

on tnmsmi tter rcl en se, a series of c:qierimcnts ,,·as carried out using labelcd 

a-aminoisobutyric acid, im analog of GABA nornmlly absent in nervous tissue; 

This amino a cid \\'as not well retained by the symiptosornes, and i ts releas e 

was not affected neither by high K+ nor by 4-AP, in a ea2+ -containing medilnn. 

DISCUSSION 

111e rcsults of the prcsent rcport show that '1-AP at pM conccntrations is 

capablc of stimulati ng t he spontancous re leas e of thrcc puta ti ve central 

neurotransmi ttcrs, GABA, glutamatc ;md ACh, in srnaptosomcs, Khercas it has 

no C1ction on their rclease stimulatcd by K+ -depolarization. A possible · 

e>..iilanation for these findings is that depolarization by K+ in our 

c>..iierimental conditions induces a maximal si:imulation of relea::;e which 

cannot be increased further, whereas in the resting state the releasing 

mechanism is sensitive to the effect of 4-AP. This interpretation is 

supported by the observation that 2 mM 4-AP was capable of stiJnulating the 

release of GABA and glutamate in K+ -depolarize<l s)1K1ptosomes under 

/ 
/. 
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conditions (abse:nce of ea2+) which prevent the rclcase nonnally ind11ced 

by depolarization (Fig. 3). 

'íllcse rcsul ts are at v;iri anee wi th those obtained in marnmal ian 

nc11ronniscular junctinns, in id1ich rn.1rkcd cnl1anccrnc•nt of thc stimulatcd 

rclease of A01, ]Jut in gc:nc:ral no effects on spontancous transmitter 

relcase, h:we becn obsn1·ed 1áth 4-J\P. 6 •12 , 14 •22 lloKever, in frog cndplatcs 

incre3scs in the frcqucncy of rniniaturc en<lplate potentials (1"epp) by 4-AP 

treatmcnt, and the occurrence of ginnt potcntia1s aftcr trcatmcnt with the 

. ·u· 3 4 'P J , d 2,12,16 '11 ,. more poteiit arnrnopyn rne, , -,, , KlVC uccn reporte . 1e u1scrC'pi!ncy 

of these rcsults and tl1c prcscnt study might be Jue to the <liffercnces in the 

stimulntion proccdure. 1\1iereas in the ncurom11scular prcparations action 

potcntials \iere in<l11ccd by clcé:trirnl stilnulation, in our n.-perimcnts 

rel?tively long e:>..11osure to high K+ conccntrntion 1,·as 11sed, In other 

peripheral synapses in which transmi tter release has bcen measured chemically 

or radioisotopically · instead of rccording the postsynaptic response, a 

stimulati.on of spontancous tr:insmittcr rclcase by 4-AP was observC'd, 

simi larly to our rcsults in ::;ynapto~o1r.cs. Lcamlcr et al. 8 h;ive shown that 

1 rrt\I 4-AP stimulatcd thc spontancc•us rclcase of lnbelcd norodrcnaline from 

rat portal vein in vitro, although no stuJics 011 the ca 2+-dependcnc~ of 

this phenomenon wcre done. Iú guinea pig ilcum pr0panition, 4-AP at ¡1M 

concentrations produced a remark3blc stimulation of the spontanC'ous release 

of ACh, which was· reduced in a ca2+ -free meditun and COJJl}~letely abolished 

,,·Jien EUfA was present in the mcditun, 25 These results are therefore similar 

2+ to the Ca -dependent increases in· spontaneous release of GAlL\·and ACh 

produced by ¡t·I concentrations of 4-AP in synaptosomes (Figs. 4 and 5). 
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4-AP showcd sorne stimulatory cffect on GABA and glutamatc rc]cnse which 1·:as 
1 

not dcpcndcnt on external Caz+, particularly at the highest concentration uscd. 

A simi 1 ar Ca Z+ - indcpcndent ef fcct on norndrena1 ine relea se has bcen reportea 

in cat spkc·n with high concentrations (10 m"!) of 4-AP. 7 In this tissuc O. 5-1 

mM 4-AP enhanced thc rclc01se of non1Jrcnaline produccd by clectrical stimulation, 

but no cnhnncing effoct 1·:as obscrved, s imilarly to our rcsul ts in S)11aptoso:·,.cs, 

whén thc t.i.ssue was dcpolarized by high K+ conccntr<1tion. In frog neuro­

muscular junction it has also bccn folll1d that the Caz+ -depcndcnt incrcase 

in rnc¡;p fr(que:ncy prcc1uccd by Jt-dc·¡iolarization \:as not affccted by 4-AP.
24 

Our rc::;ults suggcst that thc n.cchanism of action of }h\1 conccntratfons of 

4-AP on spontaneous ncurntrnnsmittcr rclcasc in isolated ncrve cndings from 

the central nervous system probably involvcs 3íl cnh:111ccment of ca2+ influx 

into the te1minals. Although it cannot be exclucled that 4-AP m~ght havc 

a depolarizing effect on the synaptosoma{ membrnne, 9 ' 11 •16 another e>..-planation 

far the Caz+_dcpendent stimulation of relcase by 4-AP might be a ionophorc-

like action. Hm;ever, we have bcen tmablc to find a stimulation by 4-AP of 

l 

1 

l 45ca2+ influx into syn;1ptosomcs, tmtlcr cornlitions in 11·hich a 2-3 fold stirntli!tio~ 

! 
¡ by K+ -depolari za ti on is observed (Tapia ;md I·iJra les, tmpublished c>..-rierir.1C:"nts). 

Thcrefore, a more likcly explanation for the ¡1ction of 4-AP sccms to be a 

lowering of thc Ca2+ requirements of the transmitter relea.se process. Tiiis 

mechanism has bcen previously suggested by Vizi et al. ZS to explain the effects 

of 4-AP on ACh release in the ¡,ruinea pig. ileum. Tiüs interpretation is supported, 

by their and our findings that Caz+ omission in the medium is npt enough to 

2+ prevent the effect of 4-AP, but a Ca chelator needs to be present in arder 

to completel)' abolish it. The stimulatory effects of 4-AP in the prcsence 

I . 
I 

/, 
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of EGTA, cspecially at 2 mM concentration, rnight also be acco1mted for by 

a lowering of ca2+ rcquirements, such that the residual Ca2+ in the mediurn 

might be sufficient to trigger the rcle<ise. 

TI1e fnct that the releasing cffect of 4-AP was qmmtitatively cliffcrcnt 

bct1;cen GABA, ACh and glutarnate suggests that not all centrnl transmitters 

are equallr sensitive.to 4-AP action, at least under our experimental 

candi tions of synaptosorncs supcrfusion. Hoi·;ever, thcse difforenccs might 

only refl ect the capaci ty of the transmi tter systems for re ka se, since 

they wcrc.'obscrved also with K+-stfo1ulation. In 11ny case, the action of 4-AP 

secms to be specific for ncurotransmitters, since the relcase of a-AIB was 

not a ffocted by the drug. 

Jn conclusion, \\e have demonstr.1tcd that 4-AP is cap;ible of stirnulating 

thc basal relcase of trnnsmittcrs in isolatcd nervc cndings from the central 

nervous system. This stilnubtion seems to involve a ea2+ -dependent mech~nism . . 

and apparcntly docs not requirc dcpolari zation of the tenninals, although a 

depolarizing ;iction by 4-AP itself cannot be excluclcd. 111csc rcsults indicate 

that 4-AP is a uscful tool far study·ing the rclcasc rncch:misi11S in 

synaptosomcs, 
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Apéndice de la parte II. 

Con el propósito de ·ampliar :· ·_ el punto relacionado 

con la especificidad de la 4-AP sobre la liberación de los 

neurotransmisores que ya se mencionó en el manuscrito de 

esta parte, consideré apropiado añadir este apéndice. 

Para estudiar si el efecto estimulador de la 4-AP so-

bre la liberación de los neurotransmisores era específico 

se reñlizó una serie experimental que consistió en cargar 

los sinaptosomas con el ficido e>(. -aminoisobutírico, que es 

un análogo del GABA que normalmente está ausente en el te-

jido nervioso. Como se muestra en la Fig. 7 este aminoá.ci-

do no es retenido por los sinaptosomas, ya que su libera-

ción en los primeros minutos de superfusión es 3 a 4 veces 

mayor que la del GABA o la acetilcolina. Ni el 9ambioc:a:h 

medio de K+ alto ,ni la presencia de 4-AP afectaron la li-

beración del ácido ol-aminoisobutírico. 

Los resultados de esta serie experimenta 1 reafirman 

la selectividad de la 4-AP para estimular la liberación de los 

los neurotransmisores y no de cualquier molécula. 



. 
~ 

~ o 
8 

~ 
~ 
~ 
~ 
H o 
~ 
~ o 

J 
~ 

4 

3 

2 

t 
2 4 6 8 10 12 .. 

minutos. 

Figura 7. Efecto de la despolarizaci6n con alto K+ y de la 4-AP 
sobre la liberaci6n del ácido 3H--'-aminoisobutírico en presen­
cia de CaCl2 2,SmM. En el m:iinuto 6 (flecha) de superfusi6n de los 
sinaptosomas_previamente cargados con el aminoácido, el medio nor­
mal fué sustituido : por el mismo medio (A)¡ por un medio de pota­
sio 47mM (o)¡Q 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 III. DETERMH!.1\CION DE LA MLECULA RADIOACTIVA LIBERADA 

EN PRESENCIA DE 4-AP POR LOS SINAPTOSOMAS CARGADOS CCN COL!-

NA TRITJ..\D.I\, 

Introducci6n .. 

Los amino~cidos neurotransmisores GABA y glutamato mar-

cados radioactivamente son captados directamente por los si-

naptosomas gabaérgicos y glutamatérgicos a tnvés de los sis-

ternas de alta afinidad dependientes de sodio y temperatura, 

que· estan localizados en las membranas sinaptosornales respec-

tivas, y en las condiciones experimentales del trabajo que 

constituye la parte II más del 85% de la radioactividad libe-

rada corresponde a dichos aminoácidos (L6pez-Colomé et al., 

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

rotransmisor no puede ser captado como tal, sino que es su 

precu.rsor, la colina radioactíva, la que es tomada por los . 

sinaptosomas colinérgicos dentro de los cuales se encuentra 

la colinacetiltransferasa, enzima que cataliza la síntesis 

de la acetilcolina tritiada, En el caso de la fibura 4 del 

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

la 4-AP fue estudiado sobre la liberaci6n de la radioactivi-

., . • •"I . ; __ 
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dad por lo que era necesaria discernir si el aumento en el 

porcentaje de radioactividad liberada que se observaba en 

presencia de esta droga pertenecía a la acetilcolina o a 

su precursor. Aunque, como se seRala en dicho artículo,la 

dependencia d• Caf2 externo sugiere que es la ACh el com-

puesto liber<•do poi: la 4-AP era importante obtener eviden-

cia directa dado que no se conoce el mecanismo de acci6n 

de la droga. Para resolver este punto fue necesario emplear 

un m¡todo que nos permitiera distinguir a cu~l de las dbs 

i 
moléculas se encontraba unida la marca o en qué porcentaje 

estaban siendo liberadas si la marca se repartia entre am-

bas. Para ello nos basamos en el procedimiento descrito por 

f"onnum ( i97s) para extraer por<.intei:carhoio catióriico:,iJ.:!quido; 

li·~ceti!colina marcada radioactivamente de una mezcla d~ 

incubaci6n; lo que se consigue empleando tetrafenilborato. 

(Kalignost) en acetonitrilo y se usa directamente la mezcla 

de centelleo (tolueno,PPO,POPOP) como el solvente orgánico 

q4e extrae (Fonnum, 1975). Sin embargo como nuestro prop5si-

to era separar la acetilcolina de la colina tritiada, y esta 

~ltima también es extraida en la.fase orgánica junto con la 

acetilcolina marcada radioactivamente, era necesario conver-

tir a la colina en un compuesto no extraible. Esto se logr6 
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mediante la reacci6n de fosforilaci6n de la 3H-colinP, en 

presencia de ATP, catalizada por la enzima colina-cinasa 

(Goldberg y McCaman, 1973); la fosforil- 3H-colina es re-

tenida en la fase acuosa, donde la marca radioactiva no es 

detectada por el contador de centelleo. Asi, sin la inter­

ferencia d~ la radioactividad perteneciente a la 3H-colina, 

foe· posible determinar por centelleo Hquido de la soluci6n 

bif~sica agua-tolueno, qué cantidad de acetilcolina tritia-

d~ estabb siendo liberada. 

Procedimiento 

Pa~a determinar qu~ porcentaje de la radio~ctividad li-

berada era colina tritiada, un ml de cada mE·dio de superfu­

si6n con la marca radioactiva total ( 3H-colina - 3H-acetil-

colina) liberada durante 2 minutos (véase la metodología en 

la parte II de esta tesis) fue dividido en dos volúmenes 

iguales. A ambbs volúmenes se les añadi6 la cantidad necesa-

ria de amortiguador concentrado de glicil-glicina pH 8.5,MgC12 

y EDTA para obtener una concentraci6n final en la fase acuo-

sa de 50,15 y i mM respectivamente. A una de las dos muestras 

se añadieron 0.005 unidades de la enzima colina_-cinasa y la 
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cantidad necesaria de ATP (pH 9) para obtener la concentra­

ci6n final de 1 mM. Ambas muestras se incubaron a 37ºc du­

rante 30 minutos, al cabo de los cuales se-procedi6 a la 

cxtracci6n añadiendo 2 r~l de una solución de 5 mg de kalig­

nost/ml de acetonitrilo y 10 ml del líquido de centelleo 

(tolueno, PPO al q.5~, POPOP al 0,02%) y mezclando por inver­

si6n, La contribuci6n de colina tritiada a la radioactividad 

total liberada en cada condición experimental se determinó 

por la diferencia de radioactividad entre la muestra que se 

incub6 sin la enzima y aquella con.enzima.En cada experimen­

to se hizo una determinaci6n patrón, agregando una cantidad 

conocida de 3H-colina a dos mezclas de incubación y agregan­

do colina-cinasa sólo a una de ellas, 

Result;:¡dos. 

En la tabla 1 se muc~tra la liberación en desintegra­

ciones por minuto ( dpm) de colina tritiada ( 3H-Ch) y de 

acetilcollna tritiada ( 3H-ACh) que se obtuvo al superfun­

dir la preparación sinaptosomal con diferentes medios.Es­

tos datos se presentan en forma porcentual en la figura B. 



Tabla l. Separación entre la colina tritiada (3H-Ch) y la acetilcolina tr~tiada ( 3H-ACh) 

3 
H-Ch 

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

Liberación en medio normal. 

( dpm/fracción) 

A 
si;-4.-AP 

3432± 725 

3119:1: 487, 

B 
coñ4-AP 

2779:!: 454 

4660:!: 733 

Liberación en un medio despo­
lar izante (47mM K+). 

(dpm/fracción) 

e 
sincalcio 

3216:!: 1063 

2999:!: 387 

D 
coñCalcio 

3247± 1113 

8456:!: 3125 

Las cifras son promedio de 4~5 experimentos :!: desviación estandar • 
.h_ y-ª.. son datos obtenidos de la super fusión de una misma población 
de sinaptosomas con un medio Krebs normal con cacl2 2.5mM en ausen­
cia (,A) y en presencia de 4-AP 200 pM ()?) • .s:_ y R., son datos también 
obtenidos a partir de una misma población de sinaptosomas, superfun­
didos con un medio despolarizante de KCl 47 mM : sin calcio y con 
EGTA 0.5mM (C) y con calcio 2,5mM (D). A y e: fracción de los mi­
nutos 4 y 5 de superfusión contínua°7B y D: fracción de los minutos 
7 y 8. 

-42-
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Figura B. Porcentaje de
3

liberación de colina tritiada (3H-Ch) Y- de 
acetilcolina tritiada ( H-ACh) liberadas a partir de sinaptosomas 
previamente cargados con 3H-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 )lM; (C) Medio despolarizante (KCl 47mM) 
sin calcio, EGTA 500 )1M: (D) Medio despolarizante con calcio. 
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Si comparamos la libcraci6n en dpm de ~i-Ch que se obtuvo 

en los minutos 4 y 5 al superfundir los sinaptoson1as con el 

medio normal sin l¡~AP con la liberaci6n de dicha r;;olécula 

durante los minutos 8 y 9 tn prcscn~ia de 4-AP (mitad iz-

quierda de la tabla), \'c::,os que esta droga no increrm~nta la 

libe:raci611 de 311--Ch, sino por el con:'.;:·ado, se observa una 

ligera disminuci~n de su liber2ci6n. En cambio, en el caso 

de la liberaci6n de ~~A~h, la comparaci6n de la liberaci6n 

basal en ausencia y en presencia de 4-AP pernite apreciar 

el incremento que esta droga produce sobre la liberaci6n 

del neurotransmisor. Esto se vé con toda 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 pM no mo-

difica el curso temporal normal de la liberaci6n esponttnea 

3 
de H-Ch ( comp~rese con la condici6n control de la fig. 4, 

parte II de la tesis ); mientras que s! incrementa la libe­

raci6n de 3H-ACh. 

La liberaci6n de 3tt-Ch y de 3H-.O.Ch en las condiciones 

de superfusi6n con el medio despolarizante de KCl 47 mM sin 
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y con caldo, se muestra a la derecha de la tabla l. La li­

beración en dpm de 3H-Ch a partir de 1os sinaptosomas despo­

larizados con calcio cornparativmicnte con la libernción obte-

niela de la superfusión con r~l 1;1edio dcspolarizante carente 

de calcio no se vió modificada. Por otro lado, la liheraci6n 

de 3H··f1Ch e>:perimentó un aumento considerable en el medio dcs­

polé<rizm1te con calcio, En la Fig, 8 ( C y D ) está gt·aficado 

porcentualmente dicho aumento. 

Conclusi6n. 

Estos datos indican que la molécula responsable del in­

cremento en la radioactividad liberada que se obtiene tanto 

en las condiciones despolarizantes con calcio como el que se 

observa en presencia de 200J1M de 4-AP es la acetilcolina que 

funge como neurotransmisor y no la colina , su precursor, 
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PARTE IV. EXPERIMENTOS soeRE LOS POSIBLES MECANISMOS DE 

!\CCION DE LA 4-AP • 

La primera parte del trabajo experimental que está 

recopilada en el artículo incluido (parte II de la tesis) 

nos permite afirmar los siguientes puntos 

1.- En la prep3raci6n sinGptosomal es posible detectar el 

efecto de la 4-AP sobre la liberaci6n de los neurotransmi-

sores en las condiciones de liberaci6n espontánea por su-

perfusión de los sinap~osomas con medio Krebs normal, y 

este efecto es en gran parte dependiente de la presencia 

2.- La 4-AP no modifica el porcentaje.de liberaci6n de los 

neurotransmisores a partir de sinaptosomas despolarizados 

con KCl 47 mM .• 

3.- Para observar el efecto de la 4-AP sobre la liberaci6n 

espontánea de los neurotransmisores en la preparación sinap-

tosomal, la concentraci6n de 4-AP con la que se consigue una 

respuesta cercana a la m~xima ,. sin ser una concentraci6n muy 

elevada, y por consiguiente resulta la concentración adecua-

da, es la de 200 JM• 
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4.- La 4-AP aurrenta la liberaci6n de los neurotransmisores 
1 

específicamente, ya que no tiene efecto sobre la liberaci6n 

de cualquier molécula marcada radioactivarnente que pueda ser 

tornada por los sinc.iptosomas, como por ejemplo el ácido o{ ··ami-

noisobutírico (parte II) o la colina (parte III). La espe-

cificidad de la 4-AP para aumentar la liberaci6n de los neu-

rotransrnisores sugiere que la acción de esta droga está di-

rectamente relacionada con algún paso del proceso de libera-

ci6n de los mismos, conclusi6n que se ve apoyada por los 

requerimientos de Ca++ para que el incremento en la libera-

ci6n de los neurotransmisores sea inducido por la 4-AP. Ade-

más, esta especificidad tambi~n indica que la 4-AP no actua 

lesionando la membrana del sinaptosorna, ya que no promueve 

la salida de cualquier molécula captada. 

En cuanto al mecanismo por el cual actua la 4-AP a nivel 

de la terminal presináptica, los experimentos anteriores, 

sin embargo, s6lo nos permiten concluir que el efecto de es­

ta droga es dependiente de ca++ externo. 

Esta dependencia de calcio podría explicarse por una ac-

ci6n despolarizante directa de la 4-AP sobre la membrana si-

naptosomal. En efecto, en el ax6n gigante de calamar ha sido 
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descrito que las aminopiridinas producen potenciales de ac-
1 

ción repetitivos en ausencia de estimulación nerviosa (Yeh 

et al., 1976; Kirsch y Narahashi, 1978) y en el músculo cer-

vicis bivcnter del pollo ha sido demostrado que la tetrodo-

toxina (TTX) inhibe la actividad contr&ctil Inducida por 

3,4 diaminopiridina (Marshall et al., 1979). La producción 

de estos fenómenos aparentemente se debe a un efecto direc-

to de las ami~opiridinas sobre la excitabilidad de la membra-

na. Por otro lado hay evidencias experimentales en el ax6n 

gigante del calamar que demuestran que el bloqueo que pro­

duce la 4-AP sobre las corrientes de K+ es casi total a des-

polarizaciones moderadas , mientras que a despolarizaciones 

mayores 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-

ci6n de los neurotransmisores inducido por la 4-AP , que ob-

serv~bamos en la preparaci6n sinaptosomal, estaba mediado 

por una despolarizaci6n de. la membrana del ·sinaptosoma pro-

vocada por la presencia de 4-AP , decidimos estudiar su efec-

to en condiciones de bloqueo de los canales de Nat sensibles 

a voltaje, condición que se consigue a~adiendo TTX. Si el 
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efecto de la 4-AP se debiera a una acci6n despolarizante, la 

estimulación que produce sobre la liberaci6n de los neuro -

transmisores debería ser inhibida en presencia de TTX, ya 

que dicha despolarizaci6n resulta de la apertura de canales 

de Na+ sensibles a voltaje. 

Resultados y Discusi6n. 

En las figuras 9 y 10 están graficados los resultados 

que se obtuvieron al estimular la liberaci6n de 3H-ACh y 

3H-G'ABA con 4-AP en ausencia y en presencia de TTX. Se pue-

de observar que la adici6n de 4-.!\P 200 JM induce la libera­

ci6n de 3H-GABA y de 3H-ACh de modo similar en las condicio-

nes control y en cond'icl:iones en que los canales de Na t sen-

sibles a voltaje han sido bloqueados con TTX. Aunque en es-

ta 6ltima condici6n se observ6 una ligera disminución de la 

liberaci6n de 3H-GABA en relaci6n al control, esta diferen-

cia result6 estadísticamente no significativa. En la parte 

izquierda de la figura 9:·se muestra que en las condiciones 

experimentales usadas, la TTX si es efectiva ya que inhibió 

casi totalmente la estimulaci6n de la liberaci6n de 3H-ACh 

producida por la veratridina, droga que actua ab~iendo los 

canales de Na+ sensibles a voltaje. 
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La posibilidad de que en el proceso de aislamiento de 

las te~minales nerviosas se propicie una ligera despolari-

zación de las mismas parece improbable1 ya que no se apre-

cia ninguna diferencia en el porcentaje de liberación es-

pontánea en presencia de TTX durante los 6 primeros minu-

tos de superfusión. 

Estos resultados sugieren que el mecanismo de acción 

mediante el que la 4-AP promueve el aumento en la libera-

ción espontánea de los neurotransmisores de manera depen­

diente de la presencia de ca+2 externo, no involucra a los 

canales de Na+ sensibles a voltaje que son bloqueados por 

TTX y aparentemente no es.tá relacionado con la dei;;polari- ·· .. 

zación de la membrana de·los sinaptosomas. 

J 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 drogas individualmente, se sumaban, ya que parecen ac 

tuar mediante m~canismos diferentes. Sin embargo, los resul-

tados obtenidos en esta serie experimental ( figura 11) de-

muestran que, eomo en ~l caso de las terminales despolariza-

das con alto potasio, el aumento sobre la liberaci6n de los 

~ neurotransmisores que promueve la 4-AP en condiciones de li-
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beraci6n espont,nea no se ~anifiesta en sinaptosomas despola­

rizados por la apertura de los canales de Na~ sensibles a 

voltaje inducida por veratridina. De estos resultados se 

puede concluir que en la preparación sinaptosomal, la 4-AP 

aparentereente no incrementa la liberaci6n de los neurotrans­

misores mas que cuandb este mecanismo de liberaci6n no está 

"saturado" por despolarización. 
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Figura 9. Efecto de la 4-AP sobre la liberación espontánea de 3H-ACh en 
presencia de tetrodotoxina (TTX). Loa ainaptoaoma.a previamente cargados 
con 3H-Ch fueron auperfundidoa con un medio Krebe normal sin (•) y con 
'l"l'X lpM (o). En el 6• minuto de aµperfuai6n, el medio fue reemplazado 
por un medio Kreba normal que contenía veratridina 75)1M (mitad izquier­
da de la gr&fica) o con un medio con 4-AP 200 J1M ( mitad derecha).Cada 
punto es el promedio de 4 experimentos. Las barras hacia arriba o hacia 
abajo de cada punto representan el error eatandar de loa datos obteni-

. dos en cada minuto. 
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Figura 10. Efecto de la 4-AP sobre la liberación espontánea de 
3H-GABA en presencia de TTX. Los sinaptosomas previamente car­
gados con 3H-GABA fueron superfundidos con un medio Krebs 
normal en ausencia (•) , o en presencia de TTX 1 f1M (o) .Al mi­
nuto 6 de superfusión el medio fué sustituido por uno igual 
pero que contenía 4-AP 200 .JlM• 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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Figura 11. Efecto simplj y combinado de la veratridina y la 4-AP 
sobre la liberación de H-GABA en ausencia y en presencia de TTX. 
Los sinaptosomas cargados con 3H-GABA fueron superfundidos con un 
medio Krebs normal con calcio hasta el minuto 6, en el que el me­
dio de superfusión de cada cámara fue reemplazado con el mismo 
medio conteniendo : veratridina 7 5 ~ (O-O); - 4-AP 200 )lM (..._.); 
veratridina 75 )lM y 4-AP 200 flM (A·-·A>; veratridina 75 )lM y TTX 
lfaM·( .. ··"""; veratridina 75.)lM, 4-AP 200)lM y TTX l_flM (o-<>). 
Cada punto es el promedio de 4 experimentos. Los errores estan­
dar no se sefialan en esta gráfica para claridad de la misma pero 
el máximo error estandar fue del 20"/o del valor promedio corres­
pondiente y en la mayor parte de los puntos fue inferior al 8"/o 
del valor promedio. 
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COMENTARIO FINAL. 

En este trabajo se pone de manifiesto la utilidad_de 

la 4-aminopiridina como herramienta para conocer los meca­

nismos presin~pticos de la transmisi6n química en el sis­

tema nervioso central. Los hallazgos de estos experimentos 

en la preparación sinaptosomal nos permiten establecer va­

rios puntos que contribuyen a la caracterización del meca­

nismo de·· acción de la 4-AP y por consiguiente a la mejor 

comprensión de dichos mecanismos presinápticos. Estos puntos 

ya han sido enumerados en las páginas :45,46,47, 50 y 51 

de esta tesis, por lo que no se repetirán aquí. 

Es interesante establecer una correlación entre los 

resultados "in vitre" del efecto de la 4-AP sobre la libe­

ración de neurotransmisores y sus acciones "in vivo". La 

4-aminopiridina ha sido empleada "in vivo" como agente 

anticurare, como antianalgésico ( Bowman,1982) y como agen­

te efectivo para revertir el l;>loqueo de la'.transmisión neu­

romuscular producido por la toxina botulínica (Lundh et al., 

1976; Lundh et al., 1977a), por la amikacina (Singh et al., 

1978) o por el RuR (Tapia, 1982). Clínicamente ha sido usa­

da para revertir las fallas en la transmisión neuromuscular 

en pacientes con miastenia gravis (Lundh et al.,1979¡ Kim, 
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et al., 1980) o con síndrome miasténico de Eaton-Lambert 
1 

(Lundh et al., 1977c; Agosten et al., 1978). 

Lo anterior convierte a la 4-AP no solamente en una 

herramienta muy útil para aclarar parte de los mecanismos 

involucrados en la transmisión sináptica química, sino 

también en una droga de interesante potencial terapeútico 

en ciertas enfermedades que resultan de disfunciones en la 

transmisi6n sináptica. 
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