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INTRODUCCIO. — La descoberta, relativament recent, de la influéncia
de les drogues que actuen sobre el sistema colinérgic en moltes de les
funcions del sistema nerviés central, com la son, 'agressivitat, la me-
moria, aprenentatge i el comportament, ha fet que molts investigadors
demanessin als que ens dediquem a lestudi del funcionament de la
transmissié sinaptica colinérgica més informacié sobre els processos ele-
mentals que hi tenen lloc."

El mateix ha passat amb els estudiosos de les malalties neuromuscu-
ars, algunes d’elles localitzades especificament a la sinapsi mioneural,
a sinapsi colinérgica més ben estudiada del nostre organisme.®

Certament, el millor coneixement dels mecanismes elementals de
‘activitat sinaptica colinérgica ens permetra el descobriment d’accions
armacoldgiques que, algun dia, contribuiran a guarir moltes de les
alalties del sistema nervids central o periféric relacionades amb un
astorn de la transmissié sinaptica.

Perd ens manca encara un bon tros de cami per arribar a aquests

sultats esperats per tots, sobretot perqué encara coneixem malament
uins sén els mecanismes fisioldogics del pas d’informacié en el sistema
rviés d'una celula a Daltra.
La morfologia de I’estructura on té lloc aquest pas d’informacié és
i ben coneguda gracies al treball i a la visié, que no dubtariem de
alificar de genial, de Ramén y Cajal, confirmada per les técniques
traestructurals modernes desenvolupades a partir de la utilitzacié del
icroscopi electronic.

Recapitulant breument podem dir que en el sistema nervids la in-
macié circula en forma d’impulsos eleéctrics anomenats potencials
ccié. La seva freqiiencia depen de la intensitat d’un estimul o d’una
sacié, és a dir, Pestimul que imposa a la cellula excitable un corrent

* Sessié del dia 6 d’abril de 1979.
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eléctric local desencadena un potencial d’accié propagat. El sistema ner-
vids, doncs, participa en la percepcié del mén exterior convertint els
corrents locals produits per estimuls exteriors en potencials d’accié.
Una neurona d’aquest sistema netviés comunica amb una altra neurona
o amb una altra célula efectora gracies a un contacte especialitzat: la
sinapsi.

La funcié principal de la sinapsi és precisament la de convertir la
informacié que rep en un corrent local la celula receptora, anomenada
potencial sinaptic o de placa segons el cas, que podra desencadenar un
potencial d’accié propagat a la ceHula receptora.

La immensa majoria de les sinapsis transmeten aquesta excitacid
gracies a la intervencié d’una substancia quimica, el mediador segregat
per la terminacié nerviosa i capa¢ de generar un corrent local en la
cellula postsinaptica. Les sinapsis poden ésser classificades, doncs, se-
gons el tipus de mediador utilitzat, en colinergiques, adrenergiques,
dopaminergiques, etc. El mediador modifica la permeabilitat de la mem-
brana postsinaptica per a diferents ions que entren o surten de la celula
en forma de fluxos ionics, com per exemple I'entrada de Na*t i Cl~ i la
sortida de K+.

Aquests fluxos ionics permeten d’enregistrar en la ceHula postsinap-
tica una despolaritzacié de la membrana, o bé una hiperpolaritzacié o,
simplement, un canvi de conductancia per un i6.

El sistema de propagacié del potencial d’accié que regenera el po-
tencial en cada porcié de la membrana excitable, no modifica la infor-
maci6 i la transmet amb gran fidelitat. En canvi, la sinapsi rep aquesta
informaci6 i li déna les caracteristiques propies de la seva especificitat
quimica. La sinapsi reelabora la informacié que rep, de tal manera que
podem dir amb MoNoD que «no es pot comprendre el funcionament del
sistema nervids central sense coneixer el seu element logic primari que
és la sinapsi».” La regulacié d’aquest funcionament dependra també de
les interaccions reciproques entre la terminacié nerviosa i la cclula
receptora.

Si ens referim a la sinapsi colinérgica, la regulacié del seu funcio-
nament vindra determinada, a més de la informacié rebuda que ja hem
esmentat, pel triple equilibri de la produccié i I’alliberament del media-
dor en la terminacié nerviosa. En la sinapsi en repds aquest equilibri
és determinat per:

a) La captacié dels precursors del mediador, la colina i I'acetat,
produits a I'espai intersinaptic per 1’accié de Iacetilcolinesterasa. Aquests
precursors estan destinats a nodrir els sistemes de sintesi que propor-
cionen el mediador necessari per a fer funcionar I'alliberacié espontania
responsable dels potencials miniatura registrats en repos.*

b) Els enzims implicats en la sintesi del mediador, principalment
la colinacetiltransferasa i la acetilCoAsintetasa que tindran la seva activi-
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tat regulada per la concentracié dels seus substracts i dels productes
de la sintesi.

c¢) Finalment, per I'equilibri dels diferents compartiments del me-
diador i la seva dependéncia de la concentracié de calci, fet sobre el
qual tornarem més endavant."! Veiem, doncs, que la regulacié de la
transmissié sinaptica depén no solament de la informacié rebuda siné
també d’una série de processos metabolics que influiran en el funciona-
ment de la sinapsi colinérgica.

Aquest triple equilibri manté, en la situacié de repds, una gran
estabilitat de la quantitat d’Ach. de la terminacié nerviosa. L’estimu-
lacié dels nervis i els fluxos idnics que provoca desencadenaran una
modificacié d’aquests equilibris cap a un augment de lalliberacié del
transmissor. Per exemple, la hidrolisi de I’Ach. a D’espai intersinaptic
per P'acetilcolinesterasa provocara un desplagament important de la quan-
titat de precursors, la colina i P'acetat i, per tant, una modificacié de
les activitats enzimatiques de sintesi per modificacié dels seus substrats,’
o bé lentrada de calci en la ceHula modificara la compartimentacié
intracellular de I’acetilcolina.' B

Hem de trobar, doncs, un mecanisme capac d’integrar aquests feno-
mens metabolics en D’activitat de la sinapsi. Una imatge dinamica de
la regulacié de Dactivitat sinaptica haura de completar necessariament
la concepcié d’aquesta activitat fins ara exposada pels electrofisiolegs i
consistent en la preséncia dins la terminacié nerviosa d’un capital de
quanta d’acetilcolina preformats que sén consumits quan Iexocitosi els
allibera a l’espai sinaptic. Aquesta concepcié unilateral subestima els
fendmens metabolics ja esmentats i la retroaccié reguladora de la cel-
lula postsinaptica.

MATERIAL. — Perd abans de continuar en I’exposicié d’alguns d’a-
quests factors estudiats al nostre laboratori, voldriem presentar el ma-
terial que utilitzem per comprendre més bé els resultats que presen-
tarem.

La majoria dels aspectes metabolics del funcionament de la sinapsi
olinérgica han pogut ésser estudiats gracies a un material dnic a la
atura: els organs electrics dels peixos i, en particular, 1’drgan electric
el Torpedo marmorata. Aquests organs eléctrics sén els homolegs dels
tsculs estriats esqueletics dels vertebrats que, com passa en el Tor-
edo, han perdut el seu material contractil.® s un Organ purament
linergic en el qual els nervis alliberen acetilcolina quan sén estimu-
ts, que conté una gran quantitat d’acetilcolina, colinesterases i coli-
acetiltransferasa, substancies que caracteritzen la sinapsi colinérgica.” '
es del punt de vista electrofisioldogic té les mateixes caracteristiques
la sinapsi mioneural ja que la membrana postsinaptica no presenta
tencial d’accié propagat i la descarrega eléctrica correspon a ’addicié
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dels potencials de placa de la membrana postsinaptica produits per I'ac-
cié de Pacetilcolina alliberada. La quantitat de teixit nerviés és mil
vegades més important que en un muscul estriat i no presenta sinapsis
que utilitzin altres mediadors quimics.”

Aquesta estructura homogenia, la gran quantitat de terminacions
nervioses i I'abséncia de miofilaments faciliten molt la preparacié de
fraccions cellulars determinades morfologicament. Finalment, els estudis
fisiologics es troben molt facilitats pel fet que es pot enregistrar la
descarrega eléctrica en un drgan eléctric denervat durant més de 48 ho-
res si es consetva en una solucié fisiologica adequada.

Les terminacions nervioses cobreixen totalment la cara ventral de
les cellules electrogenes i presenten la morfologia general de I'element
pre-sinaptic (fig. 1).

Fi6. 1.— Ultraestructura del teixit electrogen de Torpedo M. Dues electroplaques amb
nombroses terminacions nervioses X. 9.100.

LA HIPOTESI VESICULAR. — Aquest model experimental ha permes
estudiar molts dels factors metabolics que eren encara desconeguts a
I'#poca en qué els peoners de I'estudi de la fisiologia de la sinapsi varen
proposar un mecanisme d’alliberacié de Iacetilcolina que avui coneixem
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com a hipotesi vesicular, ensenyada als alumnes de les nostres facultats
com una teoria ben establerta.

La hipotesi vesicular es basa en la teoria quantica de I'alliberaci6
dacetilcolina, formulada per FaTT i KaTz."® Aquests autors, collocant
microelectrodes intracellulars a la ceéMula muscular de la granota aprop
de la placa motora varen enregistrar salves de potencials miniatura
espontanis. Aquest potencial miniatura tenia la forma de potencial de
placa perd la seva amplitud corresponia a estimulacions nervioses de
0,5 a 1,0 mV. Aquesta amplitud només era afectada pel curare o els
anticolinesterasics o bé per ’hemicolini o les estimulacions prolongades.
La freqgiidncia d’aquests potencials miniatura augmentava proporcio-
nalment al voltatge de la despolaritzacié electronica o bé a I'augment
de la concentracié de potassi extraceHlular. També podien modificar la
freqiiencia les diferents concentracions de calci o magnesi extraceHulars
que se sabia que modificaven I'amplitud del potencial de placa. Fent
un estudi estadistic d’aquestes dades varen comprovar que el potencial
sindptic estava compost per la integracié multiple dels potencials minia-
tura espontanis i es podia preveure la seva distribucié aplicant Ja llei
de probabilitats de Porsson.

El descobriment que el potencial sinaptic estava format per la suma
de potencials miniatura d’amplitud constant va portar a DEL CASTILLO
i KATZ a enunciar la teoria quantica de la transmissié sinaptica.”

Segons aquesta teoria, el potencial miniatura és el fenomen unitari
de la transmissié i estd provocat per Dalliberacié d’un paquet, d’una
quantitat constant d’acetilcolina, el guantum. El potencial sinaptic seria
doncs el resultat de I’alliberacié simultania d’un gran nombre de quanta
com a conseqiiencia de la despolaritzacié de la terminacié nerviosa. La
natura quantica del potencial de placa només ha pogut ésser demos-
trada a la sinapsi mioneural, a les sinapsis colinergiques ganglionars, a
les sinapsis mioneurals dels crustacis i a les sinapsis de les neurones
motores.”

Encara que la teoria quantica no implica necessiriament que Iace-
tilcolina (Ach) és magatzemada dins de la terminacié en forma de pa-
quets preformats, ’enunciat d’aquesta teoria va coincidir amb el desco-
briment de les vesicules sinaptiques dins I’element pre-sinaptic® i va
portar a DEL CAsTILLO i KaTZ 2 i a PALAY® a la formulacié de la
hipdtesi vesicular que deia que el guantum d’acetilcolina era el contin-
gut de les vesicules sinaptiques, i que l'alliberacié de Iacetilcolina ve-
sicular o quantum es feia, com en altres tipus de secrecié (per exemple
la secrecié de catecolamines al moll de la suprarenal),” per exocitosi
el contigut de la vesicula, seguit de la fusié de la membrana vesicular
mb la membrana pre-sinaptica.

Veiem, doncs, que la hipotesi vesicular es basa en dos pressuposits
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fonamentals, ’equivaléncia entre un guantum i el contingut de la ve-
sicula i I’exocitosi com a mecanisme d’alliberacié de I’acetilcolina.

Alguns fets posteriors varen afermar aquesta teoria: D’una banda
I'isolament de les vesicules sinaptiques de I’0rgan eléctric de Torpedo
marmorata ® que confirmava la preséncia d’Ach dins de les vesicules,
i, d’altra banda, durant P’estimulacié es produeix un recanvi de ’acetil-
colina intravesicular.?

Encara que Ialliberacié quantica no hagi pogut ésser demostrada en
les sinapsis muscariniques i que existeixi una alliberacié no quantica a
la sinapsi mioneural en certes condicions experimentals o en la dener-
vacié,” ® en les sinasips nicotiniques en condicions fisiologiques I’alli-
beracié quantica esta ben establerta, aixi com el recanvi d’Ach vesicu-
lar. En canvi, de moment no han pogut ésser demostrats els pressupos-
tos que assimilen un guantum al contingut vesicular i I’exocitosi del
mediador.

L’existéncia d’una gran heterogeneitat dels quanta en les sinapsis
mioneurals de ratoli i de granota aixi com la preséncia en algunes con-
dicions de potencials de placa «gegants» o inversament subpotencials de
piaca i, sobretot, la descoberta recent de subunitats dels quanta a la
sinapsi mioneural de granota,” fan dificil la identificacié entre el guan-
tum i el contingut fix estable i preformat d’acetilcolina vesicular. D’al-
tra banda ZIMMERMANN i WHITTAKER * han demostrat que després
d’estimulacions llargues en qué desapareixen les vesicules de la termi-
nacié de D’electroplaca, quan es recupera la transmissié gairebé no hi
ha vesicules al citoplasma, i en aquest cas pensen que el contingut en
Ach vesicular ha variat. Aquests fets han portat els autors esmentats
a admetre dos tipus d’exocitosi, una exocitosi total i una exocitosi par-
cial on només una part del contigut vesicular seria buidat.*

Quant a Pexocitosi, hem d’assenyalar que un fenomen tan consi-
derable com I’exocitosi de diversos centenars de vesicules en una frac-
cié curta de temps no ha estat mai posada en evidéncia morfologica-
ment, excepte algunes imatges de R. CouTeAux.¥

Més recentment, HEUSER i REESE ® han aconseguit carregar les
vesicules de peroxidasa en el curs de I’estimulacié. ZIMMERMANN,
utilitzant dextra ha fet el mateix. Aquets fets que posen en evideéncia
existéncia d’un cicle vesicular d’endoexocitosi que a la peroxidasa o
per al dextra no han pogut malauradament demostrar que I’Ach era el
producte exocitat.

Perd deixant de banda aquesta insuficiencia de proves per a demos-
trar la hipotesi vesicular existeixen alguns fets experimentals que la
contradiuen i que es basen en els fendomens metabolics abans esmentats.

Resumirem breument alguns d’aquests fets experimentals a la si-
napsi de I’electroplaca:
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a) L’acetilcolina alliberada a I’espai sinaptic és hidrolit(z)aqgg"e%b
acetat i colina per l’acetilcolinesterasa i els acumula Despai sinaptic.

b) Es produeix un reciclatge de la colina i de I’acetat a les sinap-
sis mioneurals o similars.® °

¢) Lacetilcoasintetasa transforma l’acetat en acetilcoA amb con-
sum d’ATP en les sinapsis mioneurals. En ’organ eléctric de Torpedo,
el 100 per 100 de 'acetat extracellular és incorporat a I’Ach de la ter-
minacié.*

d) La colinacetiltransferasa que acetila la colina i partir de l’ace-
tilcoA és un enzim citoplasmatic i per tant és previsible que la sintesi
d’Ach sigui citoplasmatica.®

e) L’Ach format en I’element pre-sinaptic es troba distribuit en
dos compartiments:

1) Un compartiment «lligat» que es troba quan s’extreu I’Ach des-
prés d’homogeneitzar el teixit. Es a dir, un compartiment d’Ach
protegit de les colinesterases. Aquest «pool lligat» en 1’drgan
electric correspon al 50 % de I’Ach total i la seva quantitat
coincideix amb I’acetilcolina vesicular. Aquest compartiment
només es pot modificar si es fa un xoc osmotic que, com se
sap, és efica¢ per alliberar I’Ach vesicular.

2) Un compartiment «lliure», no protegit per cap membrana i
que per tant és hidrolitzat després de I’homogeneitzacié del
teixit, fa suposar que es tracta d’un compartiment citoplasmic

d’Ach.

Si estudiem la radioactivitat especifica de cada un dels comparti-
ments quan es posa acetat marcat a ’espai extracellular i s’estimula la
sinapsi, ens adonarem que el compartiment «lliure» és el de radioacti-
vitat especifica més alta i, en canvi, molt més feble al «lligat». Es a dir
I’Ach citoplasmica seria la novament sintetitzada.

f)  Quan s’estimula I’drgan eléctric en condicions fisiologiques i en
temps curts es pot comprovar que I’Ach alliberada és justament la
novament sintetitzada, és a dir la del compartiment «lliure» i, en canvi,
hi ha una gran estabilitat de I’acetilcolina lligada.*

¢) Quan en un temps llarg o en condicions no fisiologiques s’esti-
mula el funcionament de la sinapsi assegurat, en les condicions prece-
dents, pel compartiment lliure, és insuficient en les noves condicions i
ha d’utilitzar I’Ach del magatzem vesicular.*

h) Durant lestimulacié es produeix una oscillacié en fase de la
quantitat d’Ach (fig. 2) i d’ATP de la terminacié nerviosa a I’drgan
electric que té un periode de 5 segons.”

i) Hem pogut demostrar que quan 1’dorgan eléctric és rentat en
solucions fisiologiques sense Ca™*, es produeix una disminucié d’ATP
intraceHular i un augment considerable del compartiment vesicular d’Ach
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i la desaparicié del compartiment lliure. Aquest fenomen és reversible
quan s’afegeix Cat+ a la preparacid, és a dir es buida el compartiment
vesicular i augmenta ’ATP intraceHular.

El Cat+, doncs, és capac de mobilitzar I’Ach vesicular.

Aquesta serie de fets invaliden doncs un dels pressuposits de la hipo-
tesi vesicular, és a dir, l'existéncia d’'un magatzem de paquets d’Ach
preformats que serien utilitzats per D'alliberacié. Al contrari, existeix
un acoblament sintesi-alliberacié en el qual I’Ach utilitzat és el novament
sintetitzat que precisament no es troba a linterior de les vesicules.
Aquest acoblament es tradueix per una oscillacié que suggereix la inter-
vencié d’'un o diversos enzims en la fisiologia de la sinapsi i finalment
el Cat+ pot mobilitzar I’Ach vesicular en els homogeneitzats.
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FiG. 2. — Oscillacions en «fase» de la quantitat d’acetilcolina i d’ATP en I'0rgan
eleéctric durant I’estimulacié.

Perd els sustentadors de la hipotesi vesicular oposen a aquests ar-
guments la possibilitat de que ’Ach citoplasmica sigui un artefacte de
fraccionament i que correspongui a una poblacié labil de vesicules que
es perdrien durant I’homogeneitzacié. Recentment, ZIMMERMANN i WHIT-
TAKER han isolat dues poblacions de vesicules. Una poblacié menys
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densa (VP;) sense contaminacié de membranes que correspondria a la
coneguda fins ara, i una poblacié més densa (VP,) associada a fragments
de membrana i que diuen derivada de la regi6 pre-sinaptica proxima a
Jespai sinaptic.

Segons aquests autors, el mediador novament sintetitzat estaria a
VP, i aquest procés seria incrementat per I'estimulacié.®

Com podem constatar aquesta polémica centra avui un dels capitols
més importants de la neurobiologia i recorda per la seva duraci6 i pel
seu apassionament la polémica entre neuronisme i reticularisme de I’&po-
ca de Cajal.

El nostre laboratori ha volgut sortir del marc estricte de la pole-
mica i, d’una banda, hem comencat a estudiar sense prejudicis el trans-
port, la distribucié del Ca*+ a Ielement pre-sinaptic i la seva relacié
amb Dalliberament d’Ach. D’altra banda, I'accié dels nucleodtids sobre
la transmissié i Pactivitat de les ATP-asas de la sinapsi en la seva
activitat.

Finalment, estem estudiant el cicle vesicular i la seva possible rela-
ci6 amb Palliberacié del transmissor.

TRANSPORT I DISTRIBUCIO DEL CALCI A LES TERMINACIONS NERVIO-
SES COLINERGIQUES. — Exposarem avui els nostres resultats sobre el
transport i la distribucié del Ca*+ i el paper dels nucleotids en Iacti-
vitat sinaptica.

Una vegada més descriurem breument el material amb el qual traba-
llem i els metodes utilitzats.

Quan volem estudiar els fendomens fisioldgics en I'0rgan eléctric
sencer, efectuem Destimulacié en camp, tenint sempre la precaucié de
mantenir el teixit submergit en la solucié fisiologica per evitar la dissi-
pacié de I’energia de la descarrega en el propi teixit.

L’estimulaci6 i el registre de la resposta electrofisiologica ens per-
met mesurar la quantitat d’Ach alliberada, aixi com també ens ho per-
met la incubacié del teixit amb acetat marcat i la recollida dels perfu-
sats després de rentar I’acetat de lespai extracelular i estimulant el
teixit.

Aquesta alliberacié d’Ach es pot produir també augmentant la con-
centracié de K+ de la perfusié que, com se sap, és un despolaritzant
de la membrana sinaptica. Perd, darrerament, utilitzem un material
molt més especific per als nostres treballs que és I'element pre-sinaptic
aillat i funcional en una fraccié de gran puresa i homogeneitat, que ens
ha permés P’estudi del transport del Ca** en les terminacions nervioses
colinergiques.**

Finalment I’isolament d’una fraccié relativament concentrada i mor-
fologicament homogeénia de vesicules sinaptiques de I’organ eléctric ens
facilita estudi de les distribucions intracelulars.”
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Els estudis electrofisiologics i bioquimics fins ara publicats demos-
traven I'entrada de Ca** extracellular a la terminacié nerviosa i la
necessitat d’aquesta entrada de Cat+ per lalliberacié del mediador.”

Nosaltres hem volgut comprovar aquest fet i estudiar-ne les seves
caracterfstiques en un material homogeni, colinérgic pur i pre-sinaptic
com sén els sinaptosomes d’drgan electric (fig. 3). Pero aix0, hem utilit-
zat 45 Ca i hem estudiat la seva incorporacié a la terminacié nerviosa
en condicions de repds i d’estimulacié amb K+ o amb drogues despo-
laritzants.

FiG. 3. — Terminacions nervioses aillades (sinaptosomes) de Torpedo M. X. 35.000.

1) Aix0 ens ha permeés demostrar que I'entrada de Ca** és una
funcié de la concentracié de K+ extracellular fins a un maxim de
100 mM K+ en qué hi ha una saturacié o inactivacié del sistema d’en-
trada (fig. 4).

2) Quan lentrada de Ca*+ és una funcié del temps entre 10”
i 2’ on es troba també una saturacié del sistema (fig. 5).

3) Que es produeix una entrada de Ca™* en la situacié de repos
de 0,07 p mol/cm?/s" que es veu incrementada a 0,16 p mol/cm?/s’
en la despolaritzacié potassica.
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Fic. 4. — Entrada de 15Ca en els sinaptosomes en funcié de distintes concentracions
de potassi extracelular.
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Fi6. 5. — Entrada de 4°Ca en els sinaptosomes de Torpedo en funcié del temps,
Els sinaptosomes foren despolaritzats amb 100 mM K+.

4) Que l'entrada de Cat+ és una funcié de la concentracié de
Ca** extracelular i que la proporcié es linear (fig. 6 a).

5) Que la protoveratrina i la titiustoxina, drogues despolaritzants,
provoquen una entrada de Ca*+* inhibida per la tetrodotoxina que blo-
queja el Canal Nat (fig. 6 b).

6) La tetrodotoxina no inhibeix I’entrada de Ca*++ quan la des-
polaritzacié és fa amb K+.

Aquests resultats confirmen I’entrada de Cat+ a la terminacié en
la despolaritzacié en un sistema colinérgic i la seva quantificacié en el
nostre material, i ens indiquen també que aquesta entrada de Ca** no
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Fic. 6a.— Entrada de 45Ca en els sinaptosomes de Torpede. Efecte de les diferents

concentracions de Ca++ extracellular: 100 mMK+; A 3 mMK+; @ Protoveratrina;
O Protoveratrina més tetrodotoxina; * mM K+ més tetrodotoxina.
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Fic. 6b. — Entrada de 45Ca en funcié de distintes concentracions de Protoveratrina.
Lefecte d’aquesta droga és inhibit en preséncia de tetrodotoxina (TTX).

és estrictament dependent del canal Na* i més aviat suggereix lexis-
téncia d’un canal Ca** especific. Finalment, i com a resultats preli-
minars, hem trobat que aquesta entrada de Ca** per la despolaritzacié
amb K+ és transitoria, cosa que ens porta a pensar en una inactivacié
del canal Ca*+ potser per un excés de Ca** intraceHular (fig. 7).
Buscant la distribucié d’aquest Ca** que entra en la terminacié ner-
viosa, hem descobert un fenomen que pot explicar els fets descrits per
BLASTEIN # el qual, mentre treballava amb sinaptosomes de cervell va
veure que la captacié ATP— dependent de Ca™* era molt més important
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quan es trencaven els sinaptosomes i aquesta captacié era en la seva
majoria independent del mitocondri, agent segrestador de Ca** conegut.

Treballant amb fraccié vesicular (fig. 10) i estudiant la distribucié
del Cat+* hem vist que aquest fenomen de captacié de Ca™* intracel-
lular ATP— dependent es trobava precisament a la fracci6 vesicular.
Es a dir, les vesicules sinaptiques tenen la capacitat de captar quantitats
molt importants i en temps curts de Cat+ del citoplasma. 265 p mols/
g/min (figs. 8, 9).

pMols Ca’/mg Prot
10.

e

1 5 10 min
temps de depolaritzacio
%mb 100ng K*

Fic. 7. — Sinaptosomes de Torpedo preinqubats diferents periodes de temps amb mitja
fisiologic 100 mM K+, sense Ca++. Els sinaptosomes prenen menys calci com més llarga
ha estat la despolaritzacié preévia.

Aixd suggereix un possible mecanisme d’atur de Ialliberacié per
retirada brusca del Ca** idnic citoplasmic captat per les vesicules si-
naptiques.

Sabem també que el Cat+ «deslliga» I’Ach vesicular i aquest po-
dria ser el mecanisme d’alimentacié del compartiment «lliure».

L’entrada de Ca** pot ser efectuada per una bomba de Cat+
atés que BREER i col.” han descobert una ATP-asa Cat+, Mg*+ a la
membrana de la vesicula sinaptica.

Fins aqui els nostres resultats i les nostres hipotesis de treball en
aquest camp; passarem ara a veure quin és el paper dels nucledtids
en la transmissié sinaptica.

AccCIO DELS NUCLEOTIDS SOBRE L’ALLIBERACIO D’ACETILCOLINA I
MEDIACIO RETROGRADA. — La preseéncia d’ATP a les vesicules sinapti-
ues en proporcié de 1/5 amb 1’Ach,” l'oscillacié de la quantitat ’ATP
n fase amb I’Ach ens va portar a estudiar el paper de ’ATP durant
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Palliberacié d’Ach. Ja sabfem que durant I’estimulacié en moltes ter-
minacions nervioses hi havia una alliberacié d’ATP i també en I'0rgan
eléctric, perd gracies a un muntatge fet amb ISRAEL i col. varem poder
demostrar que la major part de I'ATP alliberat a I'drgan electric era

postsinaptic.”
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Fic. 8. — Contingut d’acetilcolina, d’ATP i capacitat per captar i retenir calci en preséncia
Q’ATP, en les distintes fraccions que s’obtenen de ’homogeneitat d’organ electric en els
gradients discontinus de sacarosa. La capa 3 correspon a la fraccié vesicular. Conté la
maxima quantitat d’acetilcolina i d’ATP, aixi com és la que reté més quantitat de calci
en presencia d’ATP.
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Per aixd varem perfundir I'drgan electric amb un extracte de Firefly
que conté un sistema enzimatic luciferin-luciferasa que emet fotons en
presencia d’ATP de tal manera que és el metode més utilitzat per
dosificar ’ATP per la seva especificitat i gran sensibilitat. Si es colloca
davant del teixit un fotomultiplicador es pot enregistrar 'emissié de
fotons i la resposta electrofisiologica alhora. Doncs bé, cada estimulacié
del nervi va acompanyada per una emissié de llum que augmenta segons
el nombre de pulsos (fig. 11).

Aquesta emissié lluminosa produida per 'ATP és abolida pel curare
i augmentada per 'eserina perd I'augment més important que demostra
el seu origen postsinaptic és que, si afegim carbamilcolina a la perfusid,
es desencadena I’emissié de llum que és proporcional a la concentracié
de carbamilcolina.”
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. 9.—Entrada de 45Ca a les vesiculse aillades de Torpedo. Les vesicules capten molt_
calci en presencia d’ATP. L’oxalat potassic fixa a linterior de les vesicules el calci
que han captat i aquest és un fenomenATP-dependent.
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Aixi doncs:
a) Lealliberacié ’ATP és una conseqiiencia de I'accié despolarit-
zant de 1’Ach.

b) Els sinaptosomes també alliberen ATP, cosa que demostra que
és un fenomen general en la despolaritzacié de les membranes.

Fic.

10. — Aspecte al microscopi electronic de la fraccié de vesicules sinaptiques aillades
a partir d’organ eléctric de Torpedo M. X 32.000.

10V

40mS

10mV

®
10S

F1G. 11. — Registre simultani de la descarrega de 1'0rgan electric i de l’alliberacié d’ATP.
A) Descirrega. B) Emissié6 de llum deguda a I'accié de ’ATP alliberat sobre el «firefly»
present en el liquid de perfusié.
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¢) La major part d’ATP alliberat a I’drgan eléctric durant [’acti-
vitat sinaptica ve de la membrana postsinaptica; 1’alliberacié pre-sinap-
tica representa el 2,5 % de 'ATP alliberat.”

d) L’augment de K+ extracellular provoca una alliberaci6 dI’ATP
postsinaptic.

Davant d’aquest fenomen hi veiem dos problemes:

1) Per quin mecanisme es produia aquesta alliberacié d’ATP?

2) Quina era la seva funcié?

Viarem abordar el segon problema i varem intentar descobrir quina
era 'accié de PATP sobre ’alliberacié del mediador.

Estudiant la magnitud d’alliberacié del transmissor segons 1’ampli-
tud de la resposta electrofisiologica varem veure que, afegint ATP al
medi d’incubacid, disminuia considerablement I’amplitud de la resposta.

Virem provar altres nucledtids de diferent base com el GTP i CTP
i no van tenir efecte sobre la resposta.

També varem provar els productes de desfosforilitzacié de ’ATP:
ADP, AMP i adenosina i varem veure que lactivitat inhibidora de la
resposta era més important com menys fosforilada estava I’adenosina,
essent aquesta el nucledtid de maxima activitat. Aquests resultats han
estat comprovats amb la recollida de precursors marcats colina o acetat
durant Pestimulacid.”

D’aquests experiments n’hem tret una serie de conseqiiencies:

a) Els efectes inhibidors dels nucledtids sobre [Ialliberacié del
transmissor estan lligats a la bass adenina.

b) L’efecte inhibidor no és degut a una segrestacié del Ca** per
I'ATP puix que I’adenosina es més activa.

¢) Les substancies que augmenten [lalliberacié d’ATP endogen
com el carbacol o els anticolinesterasics, disminueixen ’alliberacié d’Ach.

d) Inversament, les substancies que bloquegen el receptor d’Ach
augmenten Palliberacié d’Ach com és alfa- bungarotoxina.*

Es a dir, hi hauria una modulacié retrograda de I’alliberacié del
mediador produlda per ’ATP, conegut com a transmissor en altres sis-
temes.*

MENNIER i MOREL,* treballant amb sinaptosomes, han demostrat
l'existéncia d’una 5’ Nucleotidasa ectoplésmica que degrada PAMP a
adenosma i que aquesta adenosina és captada per la terminacié nerviosa
és fosforilada produint una sintesi d’ATP. La captacié d’adenosina
s inhibida pel dipiridamol.

Resumint doncs:

a) L’Ach alliberada per la terminacié nerviosa provoca I’allibera-
i6 postsinaptica d’ATP.

b) Aquest ATP modula I'alliberacié d’Ach que és capac d’inhibir.
¢) L’ATP és degradat a adenosina la qual és captada per la ter-
inaci6 aturant aixi la inhibicid.
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Respecte al mecanisme d’alliberacid, la hipotesi admesa avui €s que
Ialliberacié d’ATP dependent de la despolaritzacio es produiria gracies
a energia generada pels fluxos ionics, que entren a favor del sea gra-
dient en el moment de la despolaritzacid, tal com passa en altres sis-
temes (mitocondri).

Perd encara queden alguns punts foscos:

On actua l'adenosina i com actua? Estem cercant un receptor a
’adenosina tal com es troba en altres teixits (muscul llis); i respecte
al mode d’accié hem pogut comprovar en el nostre laboratori que l'ade-
nosina inhibeix entrada de Cat* a la terminacié nerviosa i aquest
podria ser el mecanisme d’inhibicié de Palliberacié d’Ach (fig. 12).

ﬁ 3K

ATP AbP AkP Aderogine

Fi. 12. — Efecte dels nucledtids en Ientrada de 45Ca en sinaptosomes en repos i despo-
laritzats. Els nucledtids no afecten el fenomen en els sinaptosomes reposats (3 mM K+)
mentre que inhibeixen l’entrada de calci deguda a la despolaritzacié (100 mM K+).
Aquest efecte és inversament proporcional al grau de fosforilacié dels nucledtids
de I’adenina.

Com podem veure aquestes dades no ens permeten encara compren-
dre com es produeix I’acoblament estimulacié-secrecié d’acetilcolina, ni
el mecanisme d’aquesta secrecié. No podem doncs concloure sobre el
mecanisme d’alliberacié de acetilcolina ja que no sabem encara si es
fa per exocitosi, si surt per un canal membranari o si és transportada
a la membrana, situacié que promet nodrig encara la polemica oberta
sobre la qiiestié en el mén de la neurobiologia.

Universitat de Barcelona. Facultat de Medicina. Laboratori d’Histologia.
Departament d’Anatomia Patologica. C. S. de Bellvitge.
L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona
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