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INTRODUCCIÓ. — La descoberta, relativament recent, de la influencia 
de les drogues que actúen sobre el sistema colinérgic en moltes de les 
funcions del sistema nervios central, com la son, l'agressivitat, la me
moria, l'aprenentatge i el comportament, ha fet que molts investigadors 
demanessin ais que ens dediquem a l'estudi del funcionament de la 
transmissió sináptica colinérgica mes informado sobre els processos ele
mentáis que hi teñen lloc.^'^ 

El mateix ha passat amb els estudiosos de les malalties neuromuscu-
lars, algunes d'elles localitzades específicament a la sinapsi mioneural, 
la sinapsi colinérgica mes ben estudiada del nostre organisme* 

Certament, el millor coneixement deis mecanismes elementáis de 
l'activitat sináptica colinérgica ens permetrá el descobriment d'accions 
farmacologiques que, algún dia, contribuirán a guarir moltes de les 
malalties del sistema nervios central o periféric relacionades amb un 
trastorn de la transmissió sináptica. 

Pero ens manca encara un bon tros de camí per arribar a aquests 
resultats esperats per tots, sobretot perqué encara coneixem malament 
quins son els mecanismes fisiológics del pas d'informació en el sistema 
nervios d'una céllula a l'altra. 

La morfología de l'estructura on té lloc aquest pas d'informació és 
avui ben coneguda grades al treball i a la visió, que no dubtaríem de 
qualificar de genial, de Ramón y Cajal, confirmada per les técniques 
ultraestructurals modernes desenvolupades a partir de la utilització del 
microscopí electrónic. 

Recapitulant breument podem dir que en el sistema nervios la in-
formació circula en forma d'impulsos eléctrics anomenats potenciáis 
d'acció. La seva freqüéncia depén de la intensitat d'un estímul o d'una 
sensació, és a dir, l'estímul que ímposa a la céHula excitable un corrent 

* Sessió del dia 6 d'abril de 1979. 
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eléctric local desencadena un potencial d'acció propagar. El sistema ner
vios, dones, participa en la percepció del món exterior convertint els 
corrents locáis produits per estímuls exteriors en potenciáis d'acció. 
Una neurona d'aquest sistema nervios comunica amb una altra neurona 
o amb una altra céHula efectora grácies a un contacte especialitzat: la 
sinapsi. 

La funció principal de la sinapsi és precisament la de convertir la 
informado que rep en un corrent local la céHula receptora, anomenada 
potencial sináptic o de placa segons el cas, que podrá desencadenar un 
potencial d'acció propagar a la céHula receptora. 

La immensa majoria de les sinapsis transmeten aquesta excitado 
grácies a la intervenció d'una substancia química, el mediador segrega! 
per la terminació nerviosa i capa? de generar un corrent local en la 
céHula postsináptica. Les sinapsis poden ésser classificades, dones, se
gons el tipus de mediador utilitzat, en colinérgiques, adrenérgiques, 
dopaminérgiques, etc. El mediador modifica la permeabilitat de la mem
brana postsináptica per a diferents ions que entren o surten de la céHula 
en forma de fluxos iónics, com per exemple l'entrada de Na+ i Cl~ i la 
sortida de K+. 

Aquests fluxos iónics permeten d'enregistrar en la céHula postsináp
tica una despolarització de la membrana, o bé una hiperpolarització o, 
simplement, un canvi de conductancia per un ió. 

El sistema de propagado del potencial d'acció que regenera el po
tencial en cada porció de la membrana excitable, no modifica la infor
mado i la transmet amb gran fideUtat. En canvi, la sinapsi rep aquesta 
informado i l i dona les característiques própies de la seva especificitat 
química. La sinapsi reelabora la informado que rep, de tal manera que 
podem dir amb MONOD que «no es pot comprendre el funcionament del 
sistema nervios central sense conéixer el seu element lógic primari que 
és la sinapsi».^ La regulado d'aquest funcionament dependrá també de 
les interaccions reciproques entre la terminació nerviosa i la céHula 
receptora. 

Si ens referim a la sinapsi colinérgica, la regulado del seu funcio
nament vindrá determinada, a mes de la informado rebuda que ja hem 
esmentat, peí triple equilibri de la prodúcelo i l'aHiberament del media
dor en la terminació nerviosa. En la sinapsi en repós aquest equilibri 
és determinat per: 

a) La captado deis precursors del mediador, la colina i l'acetat, 
produits a l'espai intersináptic per l'acció de l'acetilcolinesterasa. Aquests 
precursors están destinats a nodrir els sistemes de síntesi que propor
cionen el mediador necessari per a fer funcionar l'alliberadó espontánia 
responsable deis potenciáis miniatura registrats en repos.*' ^ 

b) Els enzims implicats en la síntesi del mediador, principalment 
la colinacetiltransferasa i la acetilCoAsintetasa que tindran la seva activi-
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c) Finalment, per l'equilibri deis diferents compartiments del me
diador i la seva dependencia de la concentració de calci, fet sobre el 
qual tornarem mes endavant.'' Veiem, dones, que la regulado de la 
transmissió sináptica depén no solament de la informado rebuda sino 
també d'una serie de processos metabólics que influirán en el funciona
ment de la sinapsi colinérgica. 

Aquest triple equilibri manté, en la situació de repós, una gran 
estabiHtat de la quantitat d'Ach. de la terminació nerviosa. L'estimu-
lació deis nervis i els fluxos iónics que provoca desencadenaran una 
modificado d'aquests equilibris cap a un augment de l'aHiberadó del 
transmissor. Per exemple, la hidróHsi de l'Ach. a l'espai intersináptic 
per l'acetilcolinesterasa provocará un desplagament important de la quan
titat de precursors, la colina i l'acetat i , per tant, una modificado de 
les activitats enzimátiques de síntesi per modificado deis seus substrats,' 
o bé l'entrada de calci en la céHula modificará la compartimentació 
intracellular de l'acetilcolina.'^' 

Hem de trobar, dones, un mecanisme capa? d'integrar aquests fenó-
mens metabóHcs en l'activitat de la sinapsi. Una imatge dinámica de 
la regulado de l'activitat sináptica haurá de completar necessáriament 
la concepció d'aquesta activitat fins ara exposada pels electrofisiólegs i 
consistent en la presencia dins la terminació nerviosa d'un capital de 
cjuanta d'acetilcolina preformats que son consumits quan l'exodtosi els 
allibera a l'espai sináptic. Aquesta concepció unHateral subestima els 
fenómens metabólics ja esmentats i la retroacció reguladora de la cél
lula postsináptica. 

MATERIAL. — Pero abans de continuar en l'exposició d'alguns d'a
quests factors estudiats al nostre laboratori, voldríem presentar el ma
terial que utilitzem per comprendre mes bé els resultats que presen-
tarem. 

La majoria deis aspectes metabólics del funcionament de la sinapsi 
colinérgica han pogut ésser estudiats grácies a un material únic a la 
natura: els órgans eléctrics deis peixos i , en particular, l'órgan eléctric 
del Torpedo marmorata. Aquests órgans eléctrics son els homólegs deis 
músculs estriats esquelétics deis vertebrats que, com passa en el Tor
pedo, han perdut el seu material contráctü.^'* s un órgan purament 
colinérgic en el qual els nervis alliberen acetilcolina quan son estimu-
lats, que conté una gran quantitat d'acetilcolina, colinesterases i coli
nacetiltransferasa, substancies que caracteritzen la sinapsi colinérgica.'^' 
Des del punt de vista electrofisiológic té les mateixes característiques 
de la sinapsi mioneural ja que la membrana postsináptica no presenta 
potencial d'acció propagat i la descárrega eléctrica correspon a l'addició 
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deis potenciáis de placa de la membrana postsináptica produits per l'ac
ció de l'acetilcolina alliberada. La quantitat de teixit nervios és mil 
vegades mes important que en un múscul estriar i no presenta sinapsis 
que utilitzin altres mediadors químics.'^ 

Aquesta estructura homogénia, la gran quantitat de terminacions 
nervioses i l'abséncia de miofilaments faciliten molt la preparado de 
fraccions ceUulars determinades morfológicament. Finalment, els estudis 
fisiológics es troben molt facilitats peí fet que es pot enregistrar la 
descárrega eléctrica en un órgan eléctric denervat durant mes de 48 ho-
res si es conserva en una solució fisiológica adequada. 

Les terminacions nervioses cobreixen totalment la cara ventral de 
les céliules electrógenes i presenten la morfología general de l'element 
pre-sináptic (fig. 1). 

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

L A HIPÓTESI VESICULAR.—Aquest model experimental ha permés 
estudiar molts deis factors metabólics que eren encara desconeguts a 
l'época en qué els peoners de l'estudi de la fisiología de la sinapsi varen 
proposar un mecanisme d'alliberació de l'acetilcolina que avui coneixem 
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com a hipótesi vesicular, ensenyada ais alumnes de les nostres facultats 
com una teoria ben establerta. 

La hipótesi vesicular es basa en la teoria quántica de ralliberació 
d'acetilcolina, formulada per F A T T i K A T Z . ' * Aquests autors, col-locant 
microelectrodes intracellulars a la céHula muscular de la granota aprop 
de la placa motora varen enregistrar salves de potenciáis miniatura 
espontanis. Aquest potencial miniatura tenia la forma de potencial de 
placa pero la seva amplitud corresponia a estimulacions nervioses de 
0,5 a 1,0 mV. Aquesta amplitud només era afectada peí curare o els 
anticolinesterásics o bé per l'hemicolini o les estimulacions prolongades. 
La freqüéncia d'aquests potenciáis miniatura augmentava proporcio-
nalment al voltatge de la despolarització electrónica o bé a l'augment 
de la concentració de potassi extracellular. També podien modificar la 
freqüéncia les diferents concentracions de calci o magnesi extracellulars 
que se sabia que modificaven l'amplitud del potencial de placa. Fent 
un estudi estadístic d'aquestes dades varen comprovar que el potencial 
sináptic estava compost per la integrado múltiple deis potenciáis minia
tura espontanis i es podia preveure la seva distribució aplicant la Ilei 
de probabiHtats de POISSON. 

El descobriment que el potencial sináptic estava formar per la suma 
de potenciáis miniatura d'amplitud constant va portar a D E L CASTILLO 
i KATZ a enunciar la teoria quántica de la transmissió sináptica.'^ 

Segons aquesta teoria, el potencial miniatura és el fenomen unitari 
de la transmissió i está provocar per l'alliberadó d'un paquet, d'una 
quantitat constant d'acetilcolina, el quantum. El potencial sináptic seria 
dones el resultat de ralliberació simultánia d'un gran nombre de quanta 
com a conseqüéncia de la despolarització de la terminació nerviosa. La 
natura quántica del potencial de placa només ha pogut ésser demos
trada a la sinapsi mioneural, a les sinapsis colinérgiques ganglionars, a 
les sinapsis mioneurals deis crustacis i a les sinapsis de les neurones 
motores.̂ " 

Encara que la teoria quántica no implica necessáriament que l'ace
tilcolina (Ach) és magatzemada dins de la terminació en forma de pa-
quets preformats, l'enunciat d'aquesta teoria va coincidir amb el desco
briment de les vesícules sináptiques dins l'element pre-sináptic '̂ i va 
portar a D E L C A S T I L L O i K A T Z i a PALAY a la formulado de la 
hipótesi vesicular que deia que el quantum d'acetilcolina era el contin
gut de les vesícules sináptiques, i que l'alliberació de l'acetilcolina ve
sicular o quantum es feia, com en altres tipus de secreció (per exemple 
la secreció de catecolamines al molí de la suprarenal),^* per exocitosi 
del contigut de la vesícula, seguit de la fusió de la membrana vesicular 
amb la membrana pre-sináptica. 

Veiem, dones, que la hipótesi vesicular es basa en dos pressupósits 
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fonamentals, requivaléncia entre un quantum i el contingut de la ve
sícula i l'exocitosi com a mecanisme d'alliberació de l'aeetileolina. 

Alguns fets posteriors varen afermar aquesta teoria: D'una banda 
l'isolament de les vesícules sináptiques de l'órgan eléctric de Torpedo 
marmorata que coníirmava la presencia d'Ach dins de les vesícules, 
i , d'altra banda, durant l'estimulació es produeix un recanvi de l'acetil
colina intravesicular.^^ 

Encara que l'alliberació quántica no hagi pogut ésser demostrada en 
les sinapsis muscaríniques i que existeixi una alliberació no quántica a 
la sinapsi mioneural en certes condicions experimentáis o en la dener-
vació,^'' en les sinasips nicotíniques en condicions íisiológiques l'alli
beració quántica está ben establerta, així com el recanvi d'Ach vesicu
lar. En canvi, de moment no han pogut ésser demostrats els pressupos-
tos que assimilen un quantum al contingut vesicular i l'exocitosi del 
mediador. 

L'existéncia d'una gran heterogeneitat deis quanta en les sinapsis 
mioneurals de ratolí i de granota així com la presencia en algunes con
dicions de potenciáis de placa «gegants» o inversament subpotencials de 
piaca i , sobretot, la descoberta recent de subunitats deis quanta a la 
sinapsi mioneural de granota,^^ fan difícil la identificado entre el quan
tum i el contingut fix estable i preformat d'acetilcolina vesicular. D'al
tra banda ZIMMERMANN i W H I T T A K E R han demostrar que després 
d'estimulacions llargues en qué desapareixen les vesícules de la termi
nació de l'eleetroplaca, quan es recupera la transmissió gairebé no hi 
ha vesícules 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 ripus d'exocitosi, una exocitosi total i una exocitosi par
cial on només una part del contigut vesicular seria buidat.^' 

Quant a Texocitosi, hem d'assenyalar que un fenomen tan consi
derable com l'exocitosi de diversos centenars de vesícules en una frac-
ció curta de temps no ha estat mal posada en evidencia morfológica
ment, excepte algunes imatges de R. COUTEAUX.^^ 

Mes recentment, HEUSER i REESE han aconseguit carregar les 
vesícules de peroxidasa en el curs de Testimuladó. ZIMMERMANN,^' 
utilitzant dextrá ha fet el mareix. Aquets fets que posen en evidencia 
l'existéncia d'un cicle vesicular d'endoexocitosi que a la peroxidasa o 
per al dextrá no han pogut malauradament demostrar que l'Ach era el 
producte exocitat. 

Pero deixant de banda aquesta insuficiencia de proves per a demos
trar la hipótesi vesicular existeixen alguns fets experimentáis que la 
contradiuen i que es basen en els fenómens metabólics abans esmentats. 

Resumirem breument alguns d'aquests fets experimentáis a la si
napsi de l'eleetroplaca: 
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a) L'acetilcolina alliberada a l'espai sináptic és hidrolitza§S*en 
acetat i colina per Facetilcolinesterasa i els acumula l'espai sináptic. 

b) Es produeix un reciclatge de la colina i de l'acetat a les sinap
sis mioneurals o similars.*' ^ 

c) L'acetilcoasintetasa transforma l'acetat en acetilcoA amb con-
sum d'ATP en les sinapsis mioneurals. En l'órgan eléctric de Torpedo, 
el 100 per 100 de l'acetat extracellular és incorporar a l'Ach de la ter
minado.^ 

d) La colinacetiltransferasa que acetila la colina i partir de l'ace-
tilcoA és un enzim citoplasmátic i per tant és previsible que la síntesi 
d'Ach sigui citoplasmática.^^ 

e) L'Ach formar en l'element pre-sináptic es troba distribuir en 
dos compartiments: 

1) Un compartiment «lligat» que es troba quan s'extreu l'Ach des
prés d'homogenei'tzar el teixit. És a dir, un compartiment d'Ach 
protegit de les colinesterases. Aquest «pool lligat» en l'órgan 
eléctric correspon al 50 % de l'Ach total i la seva quantitat 
coincideix amb l'acetilcolina vesicular. Aquest compartiment 
només es pot modificar si es fa un xoc osmótic que, com se 
sap, és efica? per alliberar l'Ach vesicular. 

2) Un compartiment «Iliure», no protegit per cap membrana i 
que per tant és hidrolitzat després de rhomogeneització del 
teixit, fa suposar que es tracta d'un compartiment citoplásmic 
d'Ach. 

Si estudiem la radioactivitat específica de cada un deis comparti
ments quan es posa acetat marcar a l'espai extracellular i s'estimula la 
sinapsi, ens adonarem que el comparriment «Iliure» és el de radioacti
vitat específica mes alta i , en canvi, molt mes feble al «lligat». És a dir 
l'Ach citoplásmica seria la novament sintetitzada.^^ 

f) Quan s'estimula l'órgan eléctric en condicions fisiológiques i en 
temps curts es pot comprovar que l'Ach alliberada és justament la 
novament sintetitzada, és a dir la del compartiment «Iliure» i , en canvi, 
hi ha una gran estabiHtat de l'acetilcolina Higada.̂ ^ 

g) Quan en un temps llarg o en condicions no fisiológiques s'esti
mula el funcionament de la sinapsi assegurar, en les condicions prece-
dents, peí compartiment Iliure, és insuficient en les noves condicions i 
ha d'utilitzar l'Ach del magatzem vesicular.^^ 

h) Durant restimulació es produeix una osciHació en fase de la 
quantitat d'Ach (fig. 2) i d'ATP de la rerminació nerviosa a l'órgan 
eléctric que té un període de 5 segons .̂ ^ 

i) Hem pogut demostrar cjue quan l'órgan eléctric és renrat en 
solucions fisiológiques sense Ca+ + , es produeix una disminució d'ATP 
intraceHular i un augment considerable del compartiment vesicular d'Ach 
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i la desaparició del compartiment Iliure. Aquest fenomen és reversible 
quan s'afegeix Ca++ a la preparado, és a dir es buida el compartiment 
vesicular i augmenta l 'ATP intraceHular. 

El Ca+ + , dones, és capa? de moblHrzar l'Ach vesicular.'^' 
Aquesra serie de fets invaliden dones un deis pressupósits de la hipó

tesi vesicular, és a dir, l'existénda d'un magatzem de paquets d'Ach 
preformats que serien utÜitzats per l'aHiberadó. A l conrrari, existeix 
un acoblament síntesi-aHiberació en el qual l'Ach utilitzat és el novament 
sintetitzat que precisament no es troba a l'inrerior de les vesícules. 
Aquest acoblament es tradueix per una osciHació que suggereix la inter
venció d'un o diversos enzims en la fisiología de la sinapsi i finalment 
el Ca++ pot mobilitzar l'Ach vesicular en els homogeneitzats. 

1 

i r 22 27 32 37 76 81 86 91 9 6 O i 0 6 SOS 310 3lS 3 Í 0 

FIG. 2. — Oscillacions en «fase» de la quantitat d'acetilcolina i d'ATP en l'órgan 
eléctric durant l'estimulació. 

Pero els sustentadors de la hipótesi vesicular oposen a aquests ar-
guments la possibiHtat de que l'Ach citoplásmica sigui un artefacte de 
fraccionament i que correspongui a una poblado lábil de vesícules que 
es perdrien durant rhomogeneització. Recentment, ZIMMERMANN i WHIT
TAKER han isolat dues poblacions de vesícules. Una poblado menys 
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densa (VPi) sense contaminado de membranes que correspondria a la 
coneguda fins ara, i una poblado mes densa (VP2) associada a fragments 
de membrana i que diuen derivada de la regió pre-sináptica próxima a 
l'espai sináptic. 

Segons aquests autors, el mediador novamenr sintetitzat estarla a 
VP2 i aquest procés seria incrementat per l'estimulació.^* 

Com podem constatar aquesta polémica centra avui un deis capítols 
mes importants de la neurobiologia i recorda per la seva durado i peí 
seu apassionamenr la polémica entre neuronisme i reticularisme de l'épo
ca de Cajal. 

El nosrre laboratori ha volgut sortir del marc estríete de la polé
mica i , d'una banda, hem comencat a estudiar sense prejudicis el trans
port, la distribució del Ca++ a l'element pre-sináptic i la seva relació 
amb ralliberament d'Ach. D'altra banda, l'acció deis nucleotids sobre 
la transmissió i l'activitat de les ATP-asas de la sinapsi en la seva 
activitat. 

Finalment, estem estudiant el cicle vesicular i la seva possible rela
ció amb ralliberació del transmissor. 

TRANSPORT I DISTRIBUCIÓ DEL CALCI A LES TERMINACIONS NERVIO
SES COLINÉRGIQUES. — Exposarem avui els nosrres resultats sobre el 
transport i la distribució del Ca"'"+ i el paper deis nucleotids en l'acti
vitat sináptica. 

Una vegada mes descriurem breument el material amb el qual traba-
llem i els métodes utilitzats. 

Quan volem estudiar els fenómens fisiológics en l'órgan eléctric 
sencer, efectuem l'estimulació en camp, tenint sempre la precaució de 
mantenir el teixit submergit en la solució fisiológica per evitar la dissi-
pació de l'energia de la descárrega en el propi teixit. 

L'estimulació i el registre de la resposta electrofisiológica ens per-
met mesurar la quantitat d'Ach alliberada, així com també ens ho per-
met la incubado del teixit amb acetat marcar i la recollida deis perfu-
sats després de rentar l'acetat de l'espai extracel-lular i estimulant el 
teixit. 

Aquesta alliberació d'Ach es pot produir també augmentant la con
centració de K+ de la perfusió que, com se sap, és un despolaritzant 
de la membrana sináptica. Pero, darrerament, utiHtzem un material 
molt mes específic per ais nostres treballs que és l'element pre-sináptic 
aillat i funcional en una fracció de gran puresa i homogeneirat, que ens 
ha permés l'estudi del transporr del Ca++ en les terminacions nervioses 
colinérgiques.^ 

Finalmenr l'isolament d'una fracció relativament concentrada i mor
fológicament homogénia de vesícules sináptiques de l'órgan eléctric ens 
facilita l'estudi de les distribucionr, intracellulars.'^ 
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Els estudis electrofisiológics i bioquímics fins ara publicats demos-
traven l'entrada de Ca+"'" extracel-lular a la terminació nerviosa i la 
necessitat d'aquesta entrada de Ca++ per l'alliberació del mediador.^' 

Nosaltres hem volgut comprovar aquest fet i estudiar-ne les seves 
característiques en un marerial homogeni, colinérgic pur i pre-sináptic 
com son els sinaptosomes d'órgan eléctric (fig. 3). Pero aixó, hem utilit
zat 45 Ca i hem estudiat la seva incorporació a la terminació nerviosa 
en condicions de repós i d'estimulació amb K+ o amb drogues despo-
laritzants. 

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

1) Aixó ens ha permés demostrar que l'entrada de Ca++ és una 
funció de la concentració de K+ extracel-lular fins a un máxim de 
100 mM K+ en qué hi ha una saturado o inactivació del sistema d'en-
trada (fig. 4). 

2) Quan l'entrada de Ca++ és una funció del temps entre 10" 
i 2' on es troba rambé una saturació del sistema (fig. 5). 

3) Que es produeix una entrada de Ca++ en la situació de repós 
de 0,07 p mol/cmVs'' que es veu incrementada a 0,16 p mol/cmVs'' 
en la despolarització potássica. 
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FiG, 4 . — Entrada de ''•''Ca en els sinaptosomes en funció de distintes concentracions 
de potassi extraceHular. 

IQmin 

FiG. 5 . — Entrada de *^Ca en els sinaptosomes de Torpedo en funció del temps, 
E l s sinaptosomes foren despolaritzats amb 100 m M K + . 

4) Que l 'entrada de Ca++ és una funció de la concentració de 
Ca++ extraceHular i que la proporció es linear ( f ig . 6 a). 

5) Que la protoveratr ina i la t i t ius tox ina , drogues despolaritzants, 
provoquen una entrada de Ca++ inhibida per la te trodotoxina que blo-
queja el Canal N a + ( f ig . 6 b ) . 

6) La tetrodotoxina no inhibeix l 'entrada de Ca+''" quan la des-
polarització és fa amb K + . 

Aquests resultats confirmen l 'entrada de Ca++ a la terminació en 
la despolarització en u n sistema colinérgic i la seva quantificació en el 
nostre material , i ens indiquen també que aquesta entrada de Ca++ no 
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nMol* Ca/mg Prot 

100. 

34 7 12 2 0 mM Ca 

FIG. 6 a. — Entrada de *^Cü en els sinaptosomes de Torpede. Efecte de les diferents 
concentracions de Ca+-I- extracellular: 100 mMK+; A 3 mMK-l-; • Protoveratrina; 

O Protoveratrina mes tetrodotoxina; * mM K + m e s tetrodotoxina. 

nMois C a / m g P r o t / m i n 

20 

10 5 0 100 200 yuM PV 

FIG. 6 b. — Entrada de *^Ca en funció de distintes concentracions de Protoveratrina. 
L'efecte d'aquesta droga és inhibit en presencia de tetrodotoxina (TTX). 

és estrictament dependent del canal Na"^ i mes aviat suggereix l'exis
téncia d'un canal Ca++ específic. Finalment, i com a resukats preli-
minars, hem trobat que aquesta entrada de Ca++ per la despolarització 
amb K+ és transitoria, cosa que ens porta a pensar en una inactivació 
del canal Ca++ potser per un excés de Ca++ intraceHular (fig. 7). 
Buscant la distribució d'aquest Ca++ que entra en la terminació ner
viosa, hem descoberr un fenomen que pot explicar els fets descrits per 
BLASTEIN el qual, mentre trebaHava amb sinaptosomes de cerveH va 
veure que la captació A T P " dependent de Ca+ + era molt mes important 

quan es trencaven els sinaptosomes i aqi 
majoria independent del mitocondri, agent 

Treballant amb fracció vesicular (fig. 
del Ca++ hem vist que aquest fenomen 
lular A T P ~ dependent es trobava precis 
És a dir, les vesícules sináptiques teñen la 
molt importants i en temps curts de Ca+ 
g/min (figs. 8, 9). 
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FIG. 7. — Sinaptosomes de Torpedo preincubats dil 
fisiológic 100 mMK-f-, sense Ca+-I-. Els sinaptoson: 

ha estat la despolaritza-

Aixó suggereix un possible mecanisi 
retirada brusca del Ca++ iónic citoplásn 
náptiques. 

Sabem també que el Ca++ «desHiga 
dria ser el mecanisme d'alimentació del 

L'entrada de Ca++ pot ser efectúa 
ates que BREER i col.''^ han descobert ur 
membrana de la vesícula sináptica. 

Fins aquí els nostres resultats i les 
aquest camp; passarem ara a veure qu 
en la transmissió sináptica. 

A c C i Ó D E L S NUCLEOTIDS SOBRE L'A 
M E D i A C i ó RETRÓGRADA. — La presencia 
ques en proporció de 1/5 amb l'Ach,'^ l'c 
en fase amb l'Ach ens va portar a estu 
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quan es trencaven els sinaptosomes i aquesta captació era en la seva 
majoria independent del mitocondri, agent segrestador de Ca++ conegut. 

Treballant amb fracció vesicular (fig. 10) i estudiant la distribució 
del Ca++ hem vist que aquest fenomen de captació de Ca++ intracel
lular ATP~ dependent es trobava precisament a la fracció vesicular. 
És a dir, les vesícules sináptiques teñen la capacitat de captar quantitats 
molt importants i en temps curts de Ca++ del citoplasma. 265 p mols/ 
g/min (figs. 8, 9). 

pMols Ca ' /mg Prot 

10J 

temps de depolar i tzac ió 
amb 100 mM K* 

FIG. 7. — Sinaptosomes de Torpedo preincubats diferents períodes de temps amb mitjá 
fisiológic 100 mMK-l-, sense Ca-f-l-. Els sinaptosomes preñen menys calci com mes llarga 

ha estat la despolarització previa. 

Aixó suggereix un possible mecanisme d'atur de l'aHiberació per 
retirada brusca del Ca++ iónic citoplásmic captat per les vesícules si
náptiques. 

Sabem també que el Ca++ «desHiga» l'Ach vesicular i aquest po
dría ser el mecanisme d'alimentació del compartiment «Hiure». 

L'entrada de Ca++ pot ser efectuada per una bomba de Ca+ + 
ates que BREER i col."*^ han descobert una ATP-asa Ca+ + , Mg++ a la 
membrana de la vesícula sináptica. 

Fins aquí els nostres resultats i les nostres hipótesis de treball en 
aquest camp; passarem ara a veure quin és el paper deis nucleotids 
en la transmissió sináptica. 

A c C i Ó D E L S N U C L E Ó T I D S S O B R E L ' A L L I B E R A C I Ó D ' A C E T I L C O L I N A I 

MEDiACió R E T R Ó G R A D A . — La presencia d'ATP a les vesícules sinápti
ques en proporció de 1/5 amb l'Ach,'^ FosciHació de la quantitat d'ATP 
en fase amb l'Ach ens va portar a estudiar el paper de l 'ATP durant 



592 A N N A L S D E M E D I C I N A J . M A R S A L I C O L S . E L S M E C A N I S M E S D ' A L L I B I 

l'alliberació d'Ach. Ja sabíem que durant restimulació en moltes ter
minacions nervioses hi havia una alliberació d'ATP i també en l'órgan 
eléctric, pero grácies a un muntatge fet amb ISRAEL i col. varem poder 
demostrar que la major part de l 'ATP alliberat a l'órgan eléctric era 
postsináptic.^^ 

f 

1 

»- CM en IT) ( C 

FIG. 8. — Contingut d'acetilcolina, d'ATP i capacitat per captar i reteñir calci en presencia 
d'ATP, en les distintes fraccions que s'obtenen de l'homogeneitat d'órgan eléctric en els 
gradieiíts discontinus de sacarosa. La capa 3 correspon a la fracció vesicular. Conté la 
máxima quantitat d'acetilcolina i d'ATP, així com és la que reté m e s quantitat de cala 

en presencia d'ATP. 

Per aixó várem perfundir l'órgan eléctric 
que conté un sistema enzimátic luciferin-luc 
presencia d'ATP de tal manera que és el 
dosificar l 'ATP per la seva especificitat i gr 
davant del teixit un fotomultiplicador es \ 
fotons i la resposta electrofisiológica alhora 
del nervi va acompanyada per una emissió d 
el nombre de pulsos (fig. 11). 

Aquesta emissió Uuminosa produída per 
i augmentada per l'eserina pero l'augment n 
el seu origen postsináptic és que, si afegim 
es desencadena l'emissió de llum que és pi 
de carbamilcolina.^^ 

FIG. 9. — Entrada de ^^Ca a les vesículse aillades de 
mes calci en presencia d'ATP. L'oxalat potássic fixa 

que han captat i aquest és un fenon 
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em que durant restimulació en moltes ter-
ia una alliberació d'ATP i també en l'órgan 
nuntatge fet amb ISRAEL i col. varem poder 
rt de l 'ATP alliberat a l'órgan eléctric era 

r 
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ATP i capacitat per captar i reteñir calci en presencia 
s s'obtenen de l'homogeneitat d'órgan eléctric en els 
a capa 3 correspon a la fracció vesicular. Conté la 
^TP, així com és la que reté m e s quantitat de calci 
: presencia d'ATP. 
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Per aixó várem perfundir l'órgan eléctric amb un extracte de Fireíly 
que conté un sistema enzimátic luciferin-luciferasa que emet fotons en 
presencia d'ATP de tal manera que és el métode mes utilitzat per 
dosificar l 'ATP per la seva especificitat i gran sensibilitat. Si es colloca 
davant del teixit un fotomultiplicador es pot enregistrar l'emissió de 
fotons i la resposta electrofisiológica alhora. Dones bé, cada estimulació 
del nervi va acompanyada per una emissió de llum que augmenta segons 
el nombre de pulsos (fig. 11). 

Aquesta emissió Uuminosa produída per l 'ATP és abolida peí curare 
i augmentada per l'eserina pero l'augment mes important que demostra 
el seu origen postsináptic és que, si afegim carbamilcolina a la perfusió, 
es desencadena l'emissió de llum que és proporcional a la concentració 
de carbamilcolina.^^ 

y 000 

FiG. 9. — Entrada de ^^Ca a les vesículse aillades de Torpedo. Les vesícules capten molt 
mes calci en presencia d'ATP. L'oxalat potássic íixa a l'interior de les vesícules el calci 

que han captat i aquest és un fenomenATP-dependent. 
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Així dones: 
a) L'alliberació d'ATP és nna conseqüéncia de Tacció despolarit

zant de l'Ach. 
b) Els sinaptosomes també alliberen ATP, cosa que demostra que 

és un fenomen general en la despolarització de les membranes. 

FIG . 10. — Aspecte al microscopí electrónic de la fracció de vesícules sináptiques aillades 
a partir d'órgan eléctric de Torpedo M. X 32.000. 

FIG. 11. —Registre simultani de la descárrega de l'órgan eléctric i de l'alliberació d'ATP. 
A) Descárrega. B) Emissió de Uum deguda a l'acció de l'ATP alliberat sobre el «firefly» 

present en el líquid de perfusió. 
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c) La major part d'ATP alliberat a l'órgan eléctric durant l'acti
vitat sináptica ve de la membrana postsináptica; l'alliberació pre-sináp
tica representa el 2,5 % de l 'ATP alliberat.'*^ 

d) L'augment de K+ extracellular provoca una alliberació d'ATP 
postsináptic. 

Davant d'aquest fenomen hi veiem dos problemes: 
1) Per quin mecanisme es produia aquesta alliberació d'ATP? 
2) Quina era la seva funció? 
Várem abordar el segon problema i várem intentar descobrir quina 

era l'acció de l 'ATP sobre l'alliberació del mediador. 
Estudiant la magnitud d'alliberació del transmissor segons l'ampli

tud de la resposta electrofisiológica várem veure que, afegint ATP al 
medi d'incubació, disminuía considerablemenr l'amplitud de la resposta. 

Várem provar altres nucleotids de diferent base com el GTP i CTP 
i no van teñir efecte sobre la resposta. 

També várem provar els productes de desfosforilització de l 'ATP: 
ADP, AMP i adenosina i várem veure que l'activitat inhibidora de la 
resposta era mes important com menys fosforilada estava l'adenosina, 
essent aquesta el núcleo tid de máxima activitat. Aquests resultats han 
estat comprovats amb la recollida de precursors marcats colina o acetat 
durant l'estimulació.'^ 

D'aquests experiments n'hem tret una serie de conseqüéncies: 
a) Els efectes inhibidors deis nucleotids sobre l'alliberació del 

transmissor están lligats a la bare adenina. 
b) L'efecte inhibidor no és degut a una segrestació del Ca++ per 

l'ATP puix que l'adenosina es mes activa. 
c) Les substancies que augmenten l'alliberació d'ATP endogen 

com el carbacol o els anticolinesterásics, disminueixen l'alliberació d'Ach. 
d) Inversament, les substancies que bloquegen el receptor d'Ach 

augmenten l'alliberació d'Ach com és l'alfa-bungarotoxina.'*'* 
És a dir, hi hauria una modulado retrógrada de ralliberació del 

mediador produída per l 'ATP, conegut com a transmissor en altres sis
temes."* 

MENNIER i MoREL,"*^ treballant amb sinaptosomes, han demostrar 
l'existénda d'una 5' Nucleotidasa ectoplásmica que degrada l 'AMP a 
adenosina i que aquesra adenosina és captada per la terminació nerviosa 
i és fosforilada produint una síntesi d'ATP. La captació d'adenosina 
és inhibida peí dipiridamol. 

Resumint dones: 
a) L'Ach alliberada per la terminació nerviosa provoca l'allibera

ció postsináptica d'ATP. 
b) Aquest ATP modula l'alliberadó d'Ach que és capa? d'inhibir. 
c) L'ATP és degradar a adenosina la qual és captada per la ter

minació aturant així la inhibido. 
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Respecte al mecanisme d'alliberació, la hipótesi admesa avui és que 
ralliberació d'ATP dependent de la despolarització es produiria grácies 
a l'energia generada pels fluxos iónics, que entren a favor del seu gra-
dient en el moment de la despolarització, tal com passa en altres sis
temes (mitocondri), 

Pero encara queden alguns punts foscos: 
On actúa l'adenosina i com actúa? Estem cercant un receptor a 

l'adenosina tal com es troba en altres teixits (múscul llis); i respecte 
al mode d'acció hem pogut comprovar en el nostre laboratori que l'ade
nosina inhibeix l'entrada de Ca++ a la terminació nerviosa i aquest 
podría ser el mecanisme d'inhibició de l'alliberació d'Ach (fig. 12). 

z -

ATP ADP AMP A,M/<^,nc^ 

FIG. 12. — Efecte deis nucleotids en l'entrada de ^sCa en sinaptosomes en repós i despo-
laritzats. Els nucleotids no afecten el fenomen en els sinaptosomes reposats (3 mMK-l-) 
mentre que inhibeixen l'entrada de calci deguda a la despolarització (100 mMK-f). 

Aquest efecte és inversament proporcional al grau de fosforilació deis nucleotids 
de l'adenina. 

Com podem veure aqüestes dades no ens permeten encara compren
dre com es produeix l'acoblament estimulació-secreció d'acetilcolina, ni 
el mecanisme d'aquesta secreció. No podem dones concloure sobre el 
mecanisme d'alliberació de racetilcolina ja que no sabem encara si es 
fa per exocitosi, si surt per un canal membranari o si és transportada 
a la membrana, situació que promer nodrig encara la polémica oberta 
sobre la qüestió en el món de la neurobiologia. i V'̂  

Universitat de Barcelona. Facultat de Medicina. Laboratori d'Histologia. 
Departament d'Anatomia Patológica. C. S. de Bellvitge. 

L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona 

J . M A R S A L I C O L S . E L S M E C A N I S M E S D ' A L L I B E 

BIBLIOGRAFIA 

1. JouvET, M . : The role of monoamines and Acetyl 
regulation of the sleep waking cycle. Ergebruisse 
307, 1972. 

2. STEM, P. , IGIC, R. , MUFTIC : Cholinergic mechanis 
mechanisms. Raven Press, ps. 477-482, 1975. 

3. DEUTSCH, J . A . : The cholinergic synapse and the Í 
ps. 788-794, 1971. 

4. MATTHIES, H . , O H , T . , KAMMERER, E . : Cholinergic 
nergic mechanisms. Raven Press, ps. 493-499, 1975 

5. KARCZMAR, A. G . : The chemical coding vi a the c 
and behavioral implications. In Neurochemical c 
Press, ps. 399-417, 1974. 

6. FARMBORAUGH, P . M . , DRACHMAN, D . B., SATYAMUI 
myasthenia gravis decreased Acetylcholine receptot 
1973. 

7. MONOD, J.: L'hatzard i le necessitat. 
8. ISRAEL, M . , TUCEK, S.: Utilization of acétate and 

«bound» and «free» acetylcholine in the Electric 
núm. 22, ps. 487-491, 1974. 

9. MOREL, N . : Effect of choline on the rates of syi 
line in the eléctric organ of Torpedo. J. Neuroche 

10. DiEBLER, M . F., MOROT-GANÜRY, Y . : Biosythesis c 
organ of Torpedo marmorata in relation to acet 
núm. 66, ps. 447-453, 1977. 

11. DuNANT, Y . , GAUTRON, J., ISRAEL, M . , LESBATS, 
timents d'acetylchoíine de l'organe electrique et 
tion. J. Neurochem., núm. 19, ps. 1.987-2.002, 1' 

12. BABEL-GUERIN, E . : Metabolisme du calcium et 
l'organe electrique d ela Torpille. J. Neurochem, 

13. ISRAEL, M . , LESBATS, B., MANARANCHE, R., MARS 
NIER, F . M . : Related changes in amounts of A 
Torpedo Nerve electroplaque synapses. J. Neurocl 

14. CouTEAUX, R. : The differentiation of synaptic ar 
ps. 457-480, 1963. 

15. FELDBERG, W . , FESSARD, A.: The cholinergic ns 
organ of The Torpedo (Torpedo Marborata». J. 
215, 1942. 

16. ISRAEL, M . , GAUTRON, J.: Cellular and subcelli 
eléctric organs. Symp. of the Int. Sec. of Cell 
nervous tissue 3. Acad. Press., núm. 8, ps. 137-1 

17. GRUNDFEST, H . , BENNET, M . : Studies on the r 
eléctric organs. Electrophisiology of marine el» 
Elsevier Publ., Amsterdam, ps. 92-104, 1961. 

18. FATT, P., KATZ, B . : Spontaneous subthreshold 
Physiol. Lond., núm. 177, ps. 109-128, 1952. 

19. D E L CASTILLO, J., KATZ, B . : Biophysical aspects 
Biophys. Chem., núm. 6, ps. 121-170, 1954. 

20. HUBBARD, J . I . : Mechanisme of Transmitter relc 
21, ps. 33-124, 1970. 

21. D E ROBERTIS, E . D . P., BENNET, H . S.: Some 
phology of synapses in frog and earthworm. J. 
ps. 47-58, 1955. 

22. D E L CASTILLO, J., KATZ, B . : Local activity at 
J. Physiol., núm. 128, ps. 396-411, 1955. 

23. PALAY, S. L . : Synapses in the central nervous ; 
núm. 2, ps. 193-201, 1956. 

24. DOUGLAS, W . W . , POISNER, A. M.: On the : 
secretion in the adrenal chromaffin cell: Extras 
cholamines. J. Physiol., núm. 183, ps. 249-256, 

25. ISRAEL, M . , GAUTRON, J., LESBATS, B . : Isolemc 
gane electrique de la Torpille et localitation de l'i 
Sci., París, núm. 266, ps. 273-275, 1968. 



ANNALS DE MEDICINA 

d'alliberació, la hipótesi admesa avui és que 
[ent de la despolarització es produiria grácies 
luxos iónics, que entren a favor del seu gra-
despolarització, tal com passa en altres sis-

íuns punts foscos: 
i com actúa? Estem cercant un recepror a 
ba en altres teixits (múscul llis); i respecte 
: comprovar en el nostre laboratori que l'ade-
de Ca++ a la terminació nerviosa i aquest 
inhibició de l'alliberació d'Ach (fig. 12). 

en l'entrada de ^s^a en sinaptosomes en repós i despo-
n el fenomen en els sinaptosomes reposats (3 m M K + ) 

de calci deguda a la despolarització (100 inMK+) . 
proporcional al grau de fosforilació deis nucleotids 

de l'adenina. 

ístes dades no ens permeten encara compren-
jlament estimulació-secreció d'acerilcolina, ni 
creció. No podem dones concloure sobre el 

l'acetilcolina ja que no sabem encara si es 
r un canal membranari o si és transportada 
je promet nodrig encara la polémica oberta 
de la neurobiologia. 
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LA NOSTRA EXPERIENCIA CLÍNICA 
CIÓ D E DEFECTES CUTANIS MITJAl 

MICROVASCULA 

R A M O N V I L A I R ( 

INTRODUCCIÓ. — La reconstrucció de 
a terme mitjan?ant un penjall local, un 
penjall a distancia. Durant aquests darrers 
bé una altra récnica, la qual, així mateix 
Es tracta deis empelts complexos vascularit 
mitjan^ant microcirurgia vascular. 

En aqüestes operacions un teixit comf 
cutani, aponeurosi, os, etc.) irrigar com a 
vena, es dissenya en forma d'illa i es trasj 
es realitzaran les anastomosis arterial i ver 
els vasos, préviament preparats, de la zon 
croscopi quirúrgic. 

D'aquesta manera el teixit trasplantat 
receptora grácies a la microcirurgia vasc 
reconstruir en una sola operado. 

M A T E R I A L I M É T O D E S . — H e m realitz 
trasplantaments inguinals, dos íorácico-d' 
de cuir cabellut. 

Hem utilitzat sempre un microscopí ( 
eléctric i l'insrrumenral microquirúrgic s' 
microportaagulles, microtisores, pinces de 
i simples. 

El material de surura utilitzat ha esl 
10/0 d'Ethicon i SSC. 

Secció del dia 12 de novembre de 1979. 


