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INTRODUCCION 

Las células excitables secretan trifosfato de adenosina (ATP) duran 

te la actiyidad eléctrica de la membrana (Silinsky, 1975), la activación es 

pecífica por. un neurotransmisor (Israel y cols., 1976; Israel y Meunier, 

1978) y la depolarización inespepifica con elevado potasio extracelular o 

con drogas depolarizantes (White, 1978). Este fenómeno general incluye la 

liberación del nucleótido en terminaciones nerviosas sensitivas (Holton y 

Holton, 1953), motoras (Silinsky y Hubbard, 1973) y autonomas (Burnstock, 

1972); en sinaptosomas centrales y periféricos (Kuroda y Mcilwain, 1974; 

Israel y Meupier, 1978), tejidos cerebrales (Mcilwain, 1972), membranas 

postsinápticas (Israel y cols,, 1976) y membranas extrasinápticas de célu 

las nerviosas y musculares (Abood y cols, 1962; Boyd y Forrester, 1968). 

El ATP liberado es hidrolizado rápidamente en el espacio extracel~ 

lar por la actividad ectoATPasa y 5'-nucleotidasa membranaria apareciendo 

como producto final de degradación la adenosina, una parte de la cual es 

inactivada por desaminación a inosina (Dowdall, 1978; Zimmermann y cols., 

1979). Sin embargo, la utilización de técnicas con muy escasa inercia te~ 

poral como la reacción específica entre el complejo luciferina-luciferasa 

con el ATP liberado y ~uantificación de los fotones emitidos (Ver métodos 

y Lundin y Thore, 1975) ha permitido en algunos casos precisar la libera 

ción de ATP y monitorizar directa y continuamente el curso temporal del 

fenómeno antes de que tenga lugar la hidrólisis extracelular o simultanea 

mente con ella. 

El mecanismo(s) basico(s) de liberación de ATP no está completame~ 

te elucidado. En lo que se refiere a la secreción por la membrana presináp 

tica, se especula con la pos1bilidad de que su neurosecreción acompañe a la 

del transmisor durante la exocitosis, en aquellos casos en los que el i\TP 

no sea, el mismo, el neurotransmisor (Burnstock, 1972). Esta hipótesis, se 

basa en el hecho de que las vesículas sinápticas contienen ATP junto con el 

neurotransmisor. Está bien establecido que las vesículas col iné1'g i. L'< l >' L . .-,,, 
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tienen ATP en una definida relación estequiométrica con respecto a la acetil 

colina (ACh) (razón molar ACh:ATP = 3-5:1) (Dowdall y cols., 1974). Ex~ste 

una relación similar en gránulos o vesículas . que almacenan aminas (Taugner 

y cols., 1979). Así. mismo, una comparación entre el recambio de ACh y nucleó 

tidos de adenina en vesículas colinérgicas estudiado por medio de la incorpo 

ración. de precursores radioactivos, sugiere que en estas vesículas existe un 

recambio similar de ambas moléculas (Zimmermann y cols., 1979). En este tra 

bajo, hemos estudiado la liberación de ATP con esta óptica relacionando la 

liberación del nucleótido con la del neurotransmisor acetilcolina en nuestro 

modelo expe.rimental. 

En cualquier caso, la concentración de ATP en la hendidura sináptica 

durante la actividad nerviosa -ATP procedente de la membrana presináptica y 

del componente postsináptico- ha sido calculada entre 100-400 pM (Ribeiro, 

1979). En este margen de concentraciones, . los derivados de adenina desemp~ 

ñan varias . acciones .fisiológicas . des.critas · para el mismo ATP y para el má~ 

activo producto de su degrada.ción, la adenosina. Una de estas ac.ciones des· 

crita por nosotros es la inhibición de la entrada de calcio en terminacio 

nes nerviosas durante la depolarización (Marsa! y · cols., 1980), y subsecuen 

temente la inhibición de la liberación de neurotransmisor que es estrictame~ 

te calcio-dependiente (Ginsborg y Hirst, 1972; Miledi y cols., 1978) . --La ad~ 

nosina· es más efectiva en .este sentido que sus derivados más fosforilados 

(Israel y ools., 1977; Marsa! y cols., 1980). 

Esta acción .de los nucleótidos de adenina es inactivada por el fun 

cionamiento de un mecanismo saturable de captación de adenosina localizado 

en la membrana de · las terminaciones nerviosas y que alimenta un sistema in 

tracelular de reutilización con la síntesis de nuevos compuestos fosforil~ 

dos (Zimmermann y cols., 1979; Israel y cols., 1980). Este sistema de capt~ 

ción· de adenosina ha sido. estudiado en varias preparaciones de sistema ne:: 

vioso central. Shimizu y cols .. ; (1972) han demostrado un s~stema de captación 

de alta af~nidad en cortes de cerebro; Kuroda y Mc!lwain, (1974) y Bender y 

cols., (1980, 1981) han estudiado la incorporación de adenosina .en sinapt~ 
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somas centrales; Meunier y Morel, (1978) y Zimmermann· y cols., (1979) han 

descrito un sistema de reutilización similar en sinaptosomas del órgano eléc 

trico del ·elasmobranquio Torpedo marmorata. 

El segundo objetivo de este trabajo ha sido caracterizar el sistema 

de captación de adenosina y estudiar su eficacia durante algunas modificacio 

nes de los gradientes iónicos transmembranarios, flujos iónicos y fundame~ 

talmente de la concentración intracelular de calcio en sinaptosomas coliner 

gicos de Torpe.do. 

MATERIAL Y METODOS 

l. Aislamiento de sinaptosomas 

1.1 .. Animales. Los experimentos se han realizado con animales de la especie 

Torpedo marmorata provenientes del Mediterráneo y mantenidos en agua de mar 

circulante en el Acuario de Barcelona. Los animales se han anestesiado con 

MS222 (Sandoz) antes de la excisión de bloques de tejido electrógeno. 

1.2. Método de aislamiento. El aislamiento de ios sinaptosomas se ha llevado 

a cabo por un método adoptado de de Israel y cols., (1976) y Morel y cols., 

(1977). El procedimiento implica el fraccionamiento gradual del tejido elec 

trógeno filtrándolo bajo presión reducida a través de sucesivas mallas cali 

bradas de metal y nylon, y centrifugando el material resultante en un gr~ 

diente de densidad discontinuo de sacarosa. El contenido de la solución fi 

siológica empleada ha sido el siguiente: NaCl, 280 mM; KCl, 3.0 mM; CaC1
2

, 

3.4 mM; MgC1
2

, 1.8 mM; HEPES/ NaOH, 3.6 mM; urea, 300 mM; sacarosa, 100 mM; 

glucosa, 5.5 mM y NaHCO , 5 mM. Este medio se ha oxigenado y su pH ajustado 
3 

a 7.0-7.1 con la adición de NaHCO . 
3 

La fracción sinaptosomal se ha ~edimentado por centrifugacion y los 

sinaptosomas resuspendidos en 4 ml de la solución fisiológica mencionada, 

hasta 0.6-0.9 mg de proteina/ml. 

1.3. Métodos analíticos. La actividad lactato deshidrogenasa se ha estimado 

por el método de Johnson y Whittaker, (1963) modificado para le determina 

ción del enzima oc1uido por Marchbanks (1967). El contenido en la suspensión 
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de sinaptosomas del enzima ocluido se ha controlado al principio y al final 

de nuestros experimentos. El contenido en proteinas de la suspensión de s~ 

naptosomas y en. controles de los medios finales de incubación se ha deter 

minado por el método de Lowry y cols. (1951) con albúmina sérica bovina co 

mo patrón. 

1.4. Microscopia electrónica. Como control morfológico de la pureza de la 

fracción de sinaptosomas se ha teñido negativamente en cada experimento una 

gota de la suspensión de sinaptosomas con una solución acuosa de ácido fos 

fotúngstico al 2% (pH:7.4), sobre una rejilla cubierta de formvar-carbón. 

En algunos experimentos, para un más seguro estudio ultraestructural, el s= 

di mento obtenido a partir de 100 µl de la suspensión de sinaptosomas se ha 

fijado en glutaraldehido al 3% en tampón cacodilato/HCl 0.4 M (pH:7.3) du 

rante 30 minutos, lavado re.petidas veces en el mismo tampón y postfijado en 

tetróxido de osmio al 2% en tampón cacodilato. La deshidratación se ha efec 

tuado con etanol y la inclusión en Araldita. Las secciones ultrafinas se han 

montado en rejillas de cobre, contrastado con acetato de uranilo y citrato 

de plomo y examinadas finalmente y fotografiadas con un microscopio electró 

nico Philips EM-301. 

2. Dosificación de ATP.La liberación de ATP por la preparación de sinaptos~ 

mas se ha medido continua y directamente por medio de la reacción enzimática 

del complejo luciferina-luciferasa con el ATP liberado (ver White, 1978). Se 

ha colocado en una cuveta cilíndrica 1 ml de diferentes diluciones de lá sus 

pensión de s inaptosomas (0.005-0.25 mg de proteina); en los experimentos con 

baj a concentración de calcio extracelul ar, se han sedimentado alicuotas de 

l a suspensión de sinaptosomas, lavado y resuspendido en una solución fisioló 

gica sin calcio, y el contenido en proteinas redeterminado. En todos los ca 

sos, la cuveta se ha introducido en una cámara herméticamente cerrada a la 

l uz externa y expuesta a un fotomultiplicador Hamamatsu R 374. Los exper~ 

mentas se han i nic iado con la inyecci ón en la cuveta a ·trayés de una válv~ 

l a de si l icona de 20 µl del complejo luciferina-lucifer.asa recientemente pr= 

parado . Es te complejo se ha preparado diariamente añadiendo 0.2 ml de D-luci 
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ferina sintética (5 mg/ml H
2
o, almacenada a - 202 ) a 0.2 ml de extracto cru 

do de "firefly" (50 mg Sigma FLE 50 en 2 ml de H
2
0, preparada diariamente). 

Antes de iniciar cualquier manipulación experimental se ha esperado a la es 

tabilización de la luz emitida visualizada con un registrador de pluma o un 

osciloscopio. 

La depolarización potásica de los sinaptosomas s e ha llevado a cabo 

por medio de la inyección de 10 pl de KCl 2 M, y la entrada directa de calc i o 

en los sinaptosomas mediada por el ionóforo A23187 inyectando 10 pl de una 

solución alcohólica del compuesto (0.005 M). 

En los experimentos con toxina botulínica -suministrada gen e rosame~ 

te por el Instituto Pasteur-, los sinaptosomas se han preincubado por tiempo 

variable (1-24 h) con 6 X 10
4 

DL
50 

de la toxina (tipo A) por mg de proteina 

sinaptosomal antes de la depolarización potásica o de la introducción del 

ionóforo. Se han efectuado controles incubando la toxina con antisuero esp: 

cifico. En las experiencias con Hemicolinio-3 (HC-3) se ha seguido el mismo 

procedimiento (concentración final del compuesto de 100 pM). 

3. Liberación de acetilcolina (ACh). En los experimentos de liber ación de 

ACh se han marcado durante 60 minutos los compartimentos del neurotransmisor 
14 

en sinaptosomas botulinizados o control incubandolos con 1 pCi / ml de 1- C 

acetato (actividad específica 57mCi/mmol) y posteriormente se les ha s epar~ 

do por medio de un filtro Millipore (1.2 µm de poro); los sinaptosomas rete 

nidos en el filtro han sido perfundidos y lavados durante 15 minutos con so 

lución fisiológica y depolarizados al final de este tiempo incrementando la 

concentración extracelular de potasio hasta 20 mmolar. Las gotas del e fluy e ~ 

te se han recuperado en viales y la radioactividad contada como en 4.3. 

4. Captación de adenosina por los sinaptosomas. 

4.1. Curso temporal. Se ha utilizado 2-
3
H adenosina (21 Ci / mmol.). En todos 

los experimentos se han centrifugado alícuotas de 100 µl de la suspensi ón de 

sinaptosomas, resuspendiendo el sedimento en 1 ml del mi smo medio o de una 

de las soluciones iónicas modificadas; la composición de las di s tintas solu 

ciones se especifica al pie de las figuras. Después de 1 minuto de preincuba 
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ción, se ha iniciado el experimento de captación añadiendo 1 µCi del compue~ _ 

to radioactivo. En algunos experimentos se ha incubado a los sinaptosomas du 

rante 2 minutos en una -solución fisiológica conteniendo 50 µM del ionóforo 

A23187 antes de inic1ar el experimento de captación con la adición de adeno 
-4 

s ina tritiada. La preincubación con ouabaina (10 M) sé ha prolongado dur~ 

te 2 horas antes del experimento de cap t ación~ En todas las condiciones y 

puesto que no se ha incluido adenosina no radioactiva, la concentración final 

del nucleósido en el medio de incubación es de 0.04 µM. En los tiempos eleg~ 

dos, se ha separado rápidamente a los sinaptosomas del medio de incubación 

reteniéndolos en filtros Millipore y lavandolos con 20 ml del mismo medio sin 

trazador radioactivo mantenido a 0-42. En todos los experimentos se han efec 

tuado controles filtrando solo el isótopo-adenosina y restando la radioactivi 

dad de fondo de los resultados individuales. ~ 

4.2. Captación de adenosina en función de la concentración externa. 

Se ha seguido el mismo procedimi ento que en 4.1, incubando previame~ 

te los sinaptosomas durante 30 minutos con varias concentraciones externas 

de adenosina y calculando el total incorporado a partir de la radioactividad 

específiba de la adenosina extracelular. 

4.3. Centelleo líquido. Se ha efectuado la digestion de los filtros Millipore 

desecados en 1 ml de dioxan, añadiendo 10 ml de la mezcla Tolueno/Tritón_X-100 

(3:1) que contiene PPO 5 g/l y POPOP 0.2 g/l. La radioactividad en los viales 

se ha medido con un contador de centelleo líquido Packard TriCarb. La eficacia 

del contaje se ha determinado usando un procedimiento de estandardización 

externo; la eficacia media ha sido de cerca del 60%. 

Los resultados están expresados generalmente en términos de picomoles 

de 
3

tt adenosina acumulados por mg de proteina. Se han calculado los valores 

extrapolados a tiempo cero representando fijación inespecífica del trazador, 

y restandolos en los experimentos cuantitativos •. 
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RESULTADOS 

Caracteristicas de la fracción de sinaptosomas. Los controles de mic roscopia 

electrónica efectuados revelan una alta homogeneidad y pure za de la fracción 

subcelular utilizada que está constituida por sinaptosomas aislados y bien 

cerrados con el citoplasma ocupado por abundantes vesículas sinápticas y a l 

gunas vacuolas y mitocondrias. En nuestros controles morfológicos solo rara 

mente puede observarse alguna membrana postsináptica. Estos sinaptosomas, 

pueden ser incubados por varias horas sin daño aparente. 

El contenido en lactato deshidrogenasa ocluida de la· suspensión de 

sinaptosomas se ha controlado al inicio y al f i nal de los experimentos s i n 

disminución significativa de la actividad enzimática ocluida. 

Liberación de ATP. La depolarización de los sinaptosomas por la elevación 

del potasio extracelular hasta 20-23 mM, manteniendo la concentración fi sio 

lógica de calcio (3.4 mM) induce una rápida emisión luminosa debida a l a r eac 

ción específica entre el ATP liberado y el complejo luciferina-luciferasa 

que es equivalente en su punto máximo a 425!80 picomoles de ATP / mg de pro 

teina. En las mismas condiciones experimentales, el ionóforo de calc io A23187 

(50 µM como concentración final) induce una más intensa y prolongada l i b e r~ 

ción equivalente en el punto máximo a 4.09!1 . 7 nanomoles de ATP / mg de pr~ 

teina. Cuando la depolarización potásica y el incremento en la permeabil i dad 

cálcica mediado por el ionóforo se llevan a cabo en una solución f i s iológica 

carente de calcio, no puede detectarse ninguna emisión luminosa cor respond i en 

te a la liberación de ATP por los sinaptosomas (Figura 1 y 2 ). En los cxpe 

rimentos con calcio externo como sin calcio extracelular, el ATP tota l de los 

sinaptosomas medido tras la lisis de membranas con Tritón X-100 (10 µl, 20%) 

no se modifica significativamente, (ATP total = 26.5+5.5 nanomoles / mg de 

proteina). 

Liberación. de ATP y ACh por sinaptosomas tratados con toxina botulíni ca . En 

los sinaptosomas botulinizados (una hora de preincubación con la toxina a l a 

temperatura del laboratorio), la liberación de ACh por depolari zación potásica 
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a 

b 

~~"'~ 
1min 

1 

Figura l. (a ) liberación de ATP por sinaptosomas de Torpedo al ser depolar~ 

zados por l a e l evac ión del potasi o extracelular hasta 20 mM ( • ) • Patrón de 

16 pi comol es de ATP exógeno (•).En (b), . el medio externo no contiene cal 

cio y l a depol ari zaci ón no induce liberación de ATP. Proteínas en la suspe~ 

s i6n de s i na p tosomas: 100 pg/ ml. 
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a 

Figura 2. Liberaciqn de ATP por sinaptosomas de Torpedo. (a) emisión lumino 

sa correspondiente a la liberación de ATP por los sinaptosomas al introducir 

en el medio el ionóforo A23187 (50 pM final) (•).Patrón de 16 picomoles 

de ATP exógeno (•).En (b) el medio fisiológico no contiene calcio y el 

ionóforo no induce liberación de ATP. Proteínas en la suspensión: 100 µg / ml. 

Fundación Juan March (Madrid)



16 . 

a 

1min 

Figura 3. Sinaptosomas pretratados (1 h) con toxina botulínica (6 x 10
4 

DL
50 

de la toxina tipo A/mg de proteína); (a) liberación de ATP por sinaptosomas 

control no botulinizados al ser depolarizados (•)por la elevación del p~ 

tasio extracelular hasta 20 mM. (b) ausencia de liberación de ATP en las 

mismas condiciones por los sinaptosomas botulinizados; . la rápida inflexión 

del trazado al iniciar la depolarización .< 4 ) corresponde al artefacto de 

inyección de 10 µl de KCl 2 M. Proteínas en la suspensión: 220 µg/ml. 

Patrón de 1.6 picomoles de ATP exógeno ( • ) . 
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1min 

4 
Figura 4. Sinaptosomas pretratados (1 h) con toxina botulínica (6 x 10 DL 

50 
de la toxina tipo A/mg de proteína); (a) liberación de ATP por sinaptosomas 

control no botulinizados al introducir en el medio el ionóforo A23187 (50 µM 

final) ( .A. ) • Patrón de 64 picomoles de ATP exógeno ( • ) . En ( b) , masiva re 

ducción de la liberación de ATP por sinaptosomas botulini zados en l as mi s 

mas condiciones. Patrón de 16 picomoles de ATP exógeno (••).La sensi bil~ 

dad del trazado en bes X 10 la de a. Proteínas en la suspensión: 60 µg / ml. 
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esta significativamente reducida con respecto a los sinaptosomas control no 

botulinizados en más de un 80% en el punto de máxima liberación, como ha si 

do descrito en otos modelos. En las mismas condiciones experimentales no pue 

de detectarse liberación de ATP por depolarización potásica (figura 3). La 

toxina botulínica también reduce significativamente la liberación de ATP in 

ducida por el ionóforo A23187 con respecto a los sinaptosomas control no bo 

tulinizados,(Figura 4) . El ATP total de los sinaptosomas botulinizados no 

está significativamente alterado con respecto al control. 

Se han realizado algunos experimentos preincubando a los sinaptoso 

mas hasta 6 horas con hemicolinio-3 (HC-3, 100 pM). En estas condiciones se 

bloquea la síntesis de ACh, reduciendose en más de un 60% el contenido del 

transmisor en los sinaptosomas. La depolarización potásica en este caso, 

induce una liberación de ATP no significativamente diferente (alrededor del 

15% de reducción) con respecto a los controles no tratados con HC-3. 

Captación de adenosina por los sinaptosomas. Cuando se añade 2-
3
H adenosina 

al medio fisiológico de incubación, el marcador se acumula rápidamente en 

las terminaciones nerviosas (Figura 5). La captación depende de la temper~ 

tura puesto que. el enfriamiento rápido (flecha en la figura 5) de la suspen 

sión frene bruscamente la incorporación. Así mismo, los sinaptosomas coli 

nérgicos de Torpedo poseen un mecanismo saturable de captación de . adenosina 

(F i gura 6). La representación de Eadie~Hofstee de los datos muestra un com 

ponente para la captación de adenosina con una concentración media para la 

saturación del 50% del sistema de captación (Km) de 3 pM, y una. velocidad 

de transporte máxima (Vmax) de 24 picomoles/min/mg de proteína. 

Alterac í6n del gradiente de sodio. En la figura 7 puede apreciarse una dismi 

nución significativa (P( 0.01; a un minuto la diferencia no es significativa) 

con respecto al control en la razón de incorporación de adenosina tritiada 

por los sinaptosomas de Torpedo cuando se incuban hasta 30 minutos en un me 

dio externo sin sodio (el ión sodio sustituido por colina). En un medio de 

es tas características, no se ha detectado liberación de ATP por los sinapt~ 

somas. Cuando se incuban los sinaptosomas en un medio sin sodio y sin calcio 
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Figura 5. -Curso. temporal de la captación de 
3
tt-adenosina a la temperatura de 

laboratorio por los sinaptosomas .de Torpedo. Puesto que no se ha añadido ade 

nosina no radioactiva, la concentración final del nucleósido es de 0.04 µM. 
--...... 

La flecha indica el tiempo en el que se toma una alicuota de la suspensión 

de sinaptosomas para enfriarla a 0-42 C; a partir de este momento, el curso 

temporal está señalizado con asteriscos. 
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Figura 6. Captación de 
3
tt-adenosina en función de la concentración exter.na 

del nucleósido. La incubación se ha realizado durante 30 minutos a la tem 

peratura del laboratorio y terminado por filtración Millipore rápida. Los 

datos corresponden a la media de 9 experimentos~DE. En la figura se incl~ 

ye la representación de Eadie-Hofstee de los datos que muestra un componen 

te para la captación de adenosina con Km T 3 pM y Vmax = 24 picomoles/min/ 

mg de proteina. La recta ha sido calculada matemáticamente. 

Fundación Juan March (Madrid)



40 

e 

• 
É 

30 

a.20 
= 
E ........ 
• • o 10 
E 
a. 

21 

1 10 20 30 
TIME (min) 

Figura 7. Curso temporal de la ca~tación de 
3
H-adenosina (0.04 pM) en s ol~ 

ción fisiológica control ( •) y en un medio con el ión sodio sustituido 

por colina(Á ). El asterisco indica la incorporación de adenosina a los 30 

minutos de incubación en una solución carente simultaneamente de sodio y 

calcio. Los datos corresponden a la media de 8 experimentos + DE. 
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Figura 8. Curso temporal de la captación de 
3
H-adenosina (0.04 pM) por s~nae 

tosomas de . Torpedo en solución fisiológica control (•)y después de una pre 
-4 

incubación de 1 hora en solución fisiológica conteniendo ouabaina 10 M 

g~estrofantina, Boeh~inger Mannheim GmbH) (•).Los datos, son la media de 

6 experimentos + DE. 
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simultaneamente, el efecto inhibidor sobre la captación de adenosina .de las 

soluciones sin sodio se encuentra significativamente reducido, aproximándose 

los valores a los de la incubación control en medio fisiológico, y no siendo 

significativamente diferentes de estos. 

La disipación indirecta del gradiente transmembranario de sodio con 

el glicósido cardiaco ouabaina induce también una reducción en la incorpora 

ción de adenosina (Figura 8). En este caso es necesaria una preincubación 

prolongada con la droga 1 hora ) antes de la detección de cambios signif~ 

cativos en la captación de adenosina relacionados con la reducción del gr~ 

diente de sodio. 

Papel del calcio intrasinaptosomal. La posibilidad de que la clara partic~ 

pación del calcio en el efecto global producido por la alteración directa o 

indirecta del gradiente de sodio sea fundamentalmente debida a la retención 

intrasinaptosomal de calcio por la inhibición del intercambio sodio-calcio 

en el plasmolema, se ve reforzada por los resultados obtenidos cuando se m~ 

difica la concentración extracelular de calcio (Figura 9). La elevación de 

la concentración externa de este ión hasta 10 mM es seguida de una disminu 

ción significativa ( P< 0.01 ) en la captacion de 
3
tt-adenosina por los si 

naptosomas. En estas condiciones, hemos descrito previamente un incremento 

de hasta tres veces en el calcio acumulado intrasinaptosomal. Las concentra 

ciones de calcio externas por debajo de la fisiológica (3.4 mM) no alteran 

significativamente el mecanismo de captación de adenosina. 

Se ha incrementado tambien directamente la concentración intracelu 

lar de calcio por medio del ionóforo A23187; en estas condiciones, la incor 

poración de adenosina por los _sinaptosomas está así mismo reducida (Figura 

10). Considerando el efecto que tiene el ionóforo sobre la liberación de 

ATP y para descartar la posibilidad de que la inhibición de la captación 

de adenosina sea debida, al menos en parte, a la liberación inmediata de 

la misma adenosina incorporada después de su fosforilación intracelular a 

ATP, hemos repetido el experimento preincubando los sinaptosomas con e l to 

nóforo durante 2 minutos, tiempo en el que se produce cualquier hberac ión 
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Figura 9. Captación de 3tt-adenosina en función de la concentración extrace 

lular de calcio. La diferencia entre las concentraciones 3.4 y 9.3 es . si~ 

nificativa (P < 0.01). Los datos corresponden a la media de 6 experimentos 
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Figura 10. Curso temporal simplificado de la captación de 
3

tt-adenosina (0.04 

µM) en solución . fisiológica (a) y en un medio conteniendo 50 µM del ionóforo 

A23187 (b). En ambos casos, la concentración extracelular de calcio es la 

fisiológica (3.4 mM). Los datos corresponden a la media de 4 experimentos 

+ DE. La diferencia a 1 minuto. no es significat.iva. 
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Figura 11. Curso temporal de la incorporación de 
3
tt-adenosina (0.04 µM) por 

sinaptosomas de Torpedo. Tanto en (a) .como en (b) se ha realizado una prei~ 

cubación durante 2 minutos en presencia del ionóforo A23187 (50 µM). En · (~) 

el medio externo carece del ión calcio, y en (b) la concentración externa 

de calcio es la fisiológica (3.~ mM). Los resultados corresponden a una ex 

periencf a típica . . 
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de ATP, e iniciando seguidamente la incubación con 
3
H-adenosina en . presencia 

de 3 . 4 mM de calcio y sin calcio en el medio. En estos experimentos, la ac ~ 

mulación intrasinaptosomal de calcio mediada por el ionóforo en l a su s pe ~ 

sión con calcio extracelular, se manifiesta en una reducción s ignificativa 

de la incorporación de adenosina con respecto al control efectuado con el 

medio externo libre de calcio, (Figura 11) . 

Efecto de la depolarización potásica sobre la captación de adenosina. En 

las membranas excitables en las que la permeabilidad potásica es alta con 

relación a la sódica existe una relación lineal entre el potenc ial de mem 

brana y el logaritmo de la concentrac ión extracelular de potasio según pr: 

dice la ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz. En la figura 12, s e pone de mani 

fiesto una relación lineal inversa entre la captación de adenos ina y el 

logaritmo de la concentración externa de potasio indicando que el t ra n s p o ~ 

te de adenosina es función del potencial de membrana en los límites de 15 -

100 mM de potasio extracelular. La figura 13 muestra el curso temporal del 

fenómeno de inhibición con una concentración externa de potasio de 100 mM. 

La inhibición de la captación de adenosina por el elevado potas io extrae: 

lular no es significativa con respecto a la iflhibición debida a l a anul a 

ción del gradiente de sodio. En las mismas condiciones de depolari zación 

potásica y dependiendo del potencial de membrana hemos descrito previ a m e ~ 

te un incremento en la concentración intracelular de calcio. 

En todos los casos, el inicio de la depolarizacion potásica se ha 

llevado a cabo un minuto antes del inicio de la incorporación de 
3

H-adeno 

sina, tiempo en el que la liberación de ATP ya se ha producido. 
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Figura 12. Incorporación de 
3
H-adenosina (0.04 µM) en . función de la concentra 

ción extracelular de potasio. La concentración externa de sodio se ha manteni 

do fija en todos los puntos e igual a 180 mM; potasio + colina = 100 mM. Los 

datos corresponden a la media de 6 experimentos~ DE. 
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Figura 13. Curso temporal de la incorporación de 
3

H-adenosi na (0 . 04 µM) en 

solución fisiológica control conteniendo 100 ~~ de sodio s ustitui dos por 

colina ( •) y en medio depolarizante con 100 mM de sodio sustituidos por 

potasio (•).Los datos corresponden a la media de 7 experimentos + DE. 
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DI SCUS ION 

Las fracciones subcelulares ricas en terminaciones nerviosas permiten 

aborda r con metodologia bioquímica el estudio de las sinapsis. Una de las pr~ 

pa r ac iones mas extens ivamente estudiadas es la obtenida a partir del fraccio 

namiento de corteza cerebral (Whittaker, 1959), preparación que tiene como 

puntos críticos dificilmente soslaya~les en algunas interpretaciones la conta 

minaci ón por fragmentos de células gliales (Henn y cols., 1976) y la hetero 

gene idad de las terminaciones aislada·s. No existe ninguna evidencia que haga 

su.poner que los flujos transmembranarios de calcio por ejemplo, sean idénti 

cosen t e rminaciones adrenérgicas y colinérgicas (Blaustein, ·1975). 

Con los sinaptosomas obtenidos a partir del órgano eléctrico de Torp~ 

do (Morel y cols . , 1977), la información obtenida es claramente referible a 

un solo tipo de terminaciones nerviosas colinérgicas puras facilitando la in 

te rpretac ión de los resultados en el marco de un solo compartimento metaból - ~ 

co de neurotransmi s ión. La homogeneidad de los sinaptosomas de Torpedo debe 

se r espec ialmente valorada en el estudio del comportamiento de los derivados 

de adeni na en la regulación de la función sináptica por la existencia de ter 

mi nac i ones purinérgicas en preparaciones de sinaptosomas cerebrales. 

Las terminaciones nerviosas colinérgicas obtenidas por el método de 

Morel y cols., (1977, 1978 y 1979), retienen después de su separación los 

componentes citoplasmáticos, sintetizan y liberan acetilcolina y son estables 

" i n vitro" durante varias horas. Así mismo, hemos descrito y cuantificado en 

e sta preparación los movimientos de calcio entre los diferentes compartime~ 
/ 

t os subcelulares (Marsa! y cols., 1980). Los sinaptosomas de Torpedo, tienen 

también para nosotros la ventaja adicional de haberse estudiado en ellos alg~ 

nos aspec to s del metabolismo sinápt i co de los nucleótidos de adenina (Dowdall, 

1978; Meunier y Morel, 1978 y Zimmermann y cols., 1979). 

Al igual que en otros modelos experimentales (ver referencias en la 

i ntroducción), los sinaptosomas de Torpedo liberan ATP al ser depolarizados. 

1\unque l a cuantificación precisa del ATP total liberado en una preparación 
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celular funcional como los sinaptosomas es dificultosa cuando se utiliza el 

complejo luciferina-luciferasa añadido directamente al medio extracelular, 

debido a la imbricación de la cinética de liberación de ATP, su hidrólisis 

por ectoATPasas de membrana y la cinética propia de la reacción luminiscen 

te, el pico de emisión luminosa es proporcional a la concentración de ATP 

presente en el medio, y en este estricto sentido, este parámetro es útil 

como medida semicuantitativa del ATP que aparece en el medio con las maní 

pulaciones experimentales. El método permite monitorizar continua y direc 

tamente el fenómeno de secreción del nucleótido. 

Los sinaptosomas cerebrales mixtos de cobaya (White, 1978) y los ce 

rebrales de calamar (Pollard y Pappas, 1979) liberan ATP por depolarización 

potásica en forma calcio-dependiente; las terminaciones colinérgicas del ór 

gano eléctrico de Torpedo liberan así mismo ATP al ser depolarizadas por el 

potasio, observándose en esta preparación una similar calcio-dependencia. Los 

resultados obtenidos con el ionóforo A23187 indican que es suficiente el in 

cremento en la concentración intracelular de calcio para inducir la libera 

ción de ATP. Es más, el añadir varias concentraciones de calcio al medio 

externo carente de este ión, restaura la liberación de ATP inducida por de 

polarización potásica o por el ionóforo en forma dependiente de la conce~ 

tración extracelular de calcio (Resultados no publicados). Puesto que el 

ionóforo A23187 en un medio libre de calcio induce una liberación con extru 

sión casi total (más del 80%) del calcio ligado a estructuras intracelulares 

en los sinaptosomas de Torpedo (Marsal y cols., 1980), parece razonable con 

cluir que la mobilización del calcio ligado intracelular o el incremento 

transitorio en el calcio libre interno que ocurre en esta situación, no de 

sempeña en nuestras condiciones un papel significativo en la extrusión de 

ATP. Probablemente la necesidad de calcio pasa por una fase de relación con 

el plasmolema ligada a la entrada de este ión desde el medio externo. 

La calcio-dependencia que muestra la liberación de ATP tiene un cla 

ro paralelismo con la liberación de neurotransmisores en diferentes prepar~ 

ciones sinápticas indicando una relación entre los dos fenómenos. Sería de 
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interés evidenciar una posible estequiometria entre el ATP liberado y la 

acetilcolina similar . a la descrita en el contenido de las vesículas sináp 

ticas. 

Se ha sugerido recientemente en base a la acción específica que 

tiene la toxina botulínica sobre las terminaciones colinérgicas al impedir 

la liberación del neurotransmisor, que en sinaptosomas corticales de cob~ 

ya ( White y cols., 1980) la ACh y el ATP liberados por depolarización no 

tendrían como origen común la liberación del contenido de las vesículas 

s inápticas puesto que en la preparación mencionada la toxina solo reduce 

la liberación de ATP por depolarización en un 7% mientras que la liberación 

de ACh . se reduce hasta 10 veces más, es decir, la liberación de ACh y ATP 

seguiría dos vias diferentes. Nuestros resultados indican que en una prep~ 

ración exclusivamente colinérgica botulinizada, existe una reducción similar 

en la liberación del neurotransmisor y del ATP, indicando que en los sinapt~ 

somas cortica les la inhibición de la secreción de ATP en la subpoblación de 

s inaptosomas colinérgicos puede es tar enmascarada por la secreción general 

a partir de ot ros elementos presinápticos. 

Nues tros resultados, indican así mismo que la entrada directa de ca! 

ci o por la acción del ionóforo no es capaz de cortocircuitar el efecto inh~ 

bi dor de l a toxina botulínica y restaurar la liberación de ATP calcio-depe~ 

diente , sugiriendo que el efecto principal de la toxina no puede ser exclus~ 

vamente l a r educción en la entrada de calcio mediada por depolarización en 

l os si naptosomas siho la subsecuente sensibilidad al calcio del mecanismo de 

sec r ec i ón. 
' 

De especial i nterés son las pruebas aparentes de la integridad del 

mecanismo de secreción de ATP en ausencia de ACh liberable al ser bloqueada 

l a s íntesis por el compuesto HC-3. Aparentemente, el bloqueo del mecanismo 

de secrec ión de ACh (exocitosis u otro mecanismo) bloquea simultaneamente 

l a sec r eci ón de ATP, aunque la liberación del neurotransmisor ACh no es im 

presc indible para que pueda liberarse el nucleótido. 
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Un aspecto de extraordinaria importancia todavía no aclarado. es el 

hecho de que una molécula de tanto valor en el metabolismo energético como 

el ATP sea secretada. Su derivado por defosforilación extracelular, la ade 

nosina, parece cumplir con eficacia incluso mayor que el ATP las funciones 

identificadas actualmente de los derivados de adenina en el espacio extrae= 

lular como son la amortiguación de la entrada de calcio en el componente 

presináptico (Marsal y cols., 1980) con el freno subsiguiente del mecanismo 

de neurotransmisión (Ginsborg y Hirst, 1972), y el aumento en algunos sist= 

mas de la concentración de AMPc postsináptica (Kuroda, 1978). Aparentemente, 

la secreción de ATP procede como consecuencia ineludible de la activacion por 

el calcio del mecanismo de secreción del neurotransmisor, posiblemente por 

liberación exocitótica del contenido vesicular. 

Sin embargo, la secreción de ATP por membranas extrasinápticas (ver 

referencias en la introducción) sugiere la existencia paralela de algún otro 

mecanismo de liberación, como la inversión durante la depolari zación de un 

sistema de bombeo membranario con síntesis y extrusión de ATP en lugar de 

su gasto. Esta hipótesis adquiere un cierto sentido si se tiene en cuenta 

el comportamiento de otros sistemas; así, la:s cisternas terminales del retí 

culo sarcoplasmático secuestran calcio del citosol mediante la acción de una 

ATPasa con hidrólisis de ATP, este secuestro de calcio termina con la contrae 

ción ·muscular. Cuando el flujo de calcio ocurre en sentido contrario a través 

de la membrana del retículo para potenciar una nueva contracción, se sinteti 

za ATP a partir de ADP (Hasselbach, 1973). Observaciones similares implicando 

esta vez flujos bidireccionales de protones se han descrito en membra nas de 

cloroplastos y mitocondrias (Mitchell, 1965). Siguiendo en el terreno hipoté 

tico, cabe especular con la posibilidad de que la síntesis membranaria de 

ATP cuando tiene lugar algún flujo iónico transmembranario a favo r de gradic~ 

te sea un fenómeno de características generales. Una parte del ATP liberado 

durante la depolarización de las membranas excitables podrí a tener es te or i gl' r' 

como podría tenerlo también el ATP del contenido vesicular. 
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A nivel sináptico, el ATP liberado es rápidamente defosforilado a a 

denosina alcanzándose· concentraciones de l nucleósido en la hendidura sinápt~ 

ca del orden de 100-400 pM (Ribeiro, 1979). En estas condiciones, el freno 

de la neurotransmisión (Israel y cols., 1980) mediado indirectamente por la 

amortiguación de la entrada de calcio en el componente ·presináptico (Marsal 

y cols., 1980) puede alcanzar probablemente un máximo de eficacia. En cual 

quier caso, la acción de la adenosina se termina mediante la captación por 

la membrana presináptica para su reutilización y fosforilación fundamental 

mente a ATP (Meunier y Morel, 1978; zimmermann y cols., 1979). 

Dado que la puesta en marcha del mecanismo de reutilización de adeno 

sina puede disminuir eficazmente la concentración de adenosina extracelular, 

es importante .el estudio de los factores susceptibles de regular el mecanis 

mo de captacion puesto que se plantea la posibilidad natural de que dicha caE 

tación pueda ser modificada según el estado funcional de la terminación ner 

viosa, alterándose consecuentemente la intensidad de las acciones extracelu 

lares. Así, hemos investigado la captación de adenosina por los sinaptosomas 

en varias condiciones que modifican los flujos iónicos transmembranarios y 

llevan a un aumento en la concentración intracelular de calcio como punto de 

partida de la actividad sináptica. 

Los resultados presentados, son consistentes con la idea de que la 

concentración intracelular de calcio está implicada en la regulación del me 

canismo de captación de adenosina en las terminaciones nerviosas del organo 

eléctrico de Torpedo. Las caracteristicas generales d~l mecanismo de capt~ 

ción son similares a las descritas por otros autores (Meunier y Morel, 1978; 
/ 

Zimmermann y cols., 1979), desde que la Km calculada es 3 J1M y la velocidad 

máxima,Vmax es de 24 picomoles /mg de proteina/minuto. 

Es conocido que los iones sodio y calcio están implicados de alguna 

manera en el mecanismo de captación de adenosina ( Meunier y Morel, 1978; 

Bender y cols., 1980, 1981). Nuestros resultados muestran como la disminución 

en la concentración de sodio d~l medio extracelular disminuye la captación 

de adenosina por los sinaptosomas; este efecto debido a la anulación directa 
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del gradiente de sodio es eliminado cuando s i multáneamente con el ~odio s e 

retira el calcio del medio externo. 

Es . conocida la existencia de un mecanismo de extrusión de calcio 

sodio~dependiente (Baker, 1972), y que las soluciones fisiologi cas carentes 

de sodio incrementan el contenido intracelular de calcio (Blaustein y Ector, 

1977; Marsal y cols., 1980). Cuando se retira simultáneamente el calcio y el 

sodio del medio externo, el efecto de la anulación directa del gradiente de 

sodio es eliminado porque aunque los iones calcio no pueden abandonar la ter 

minación nerviosa por el intercambio con el sodio , tampoco entra calcio en 

los sinaptosomas puesto que el medio externo carece de este ión y ademas la 

entrada de calcio sodio-dependiente (Vargas y cols., 1976) está evidentemen 

te reducida en estas circunstancias. Además la disipación indirecta del gr~ 

diente de sodio por la ouabaina i~duce así mismo una reducción en la capt~ 

ción de adenosina. Ambas condiciones, medio externo sin sodio y efecto de l a 

ouabaina, incrementan la concentración intracelular de calcio y la liberación 

de neurotransmisor en terminaciones nerviosas (Vizi, 1978) y ambas condiciones 

inhiben la captación de adenosina. Así pues, la participación del gradiente 

de sodio en el mecanismo de captación de adenosina parece mediada por su pa 

pel en la regulación de la concentración intracelular de calcio. Como alter 

nativa menos verosímil puede considerarse un mecanismo de co-transporte 

sodio-adenosina similar al descrito en la captación de aminoácidos (Schult z 

y Curran, 1970) monosacáridos (Alvarado y Robinson, 1979), noradrenalina y 

otras aminas (!versen y Kravitz, 1966), colina (Vaca y Pilar, 1979). La r e 

lativamente pequeña -la membrana de la mayor parte de tipos celulares es al 

tamente impermeable al sodio - aunque constante entrada de sodio favorecida 

por la diferencia de potencial electroquímico para este ión podría s er ut i li 

zada para el co-transporte de adenosina, sin embargo, los sistemas de co-trans 

porte con sodio para los compuestos antes mencionados son independientes de l a 

concentración extracelular de calcio (!versen y Kravitz , 1966), y es te no es 

el caso de la adenosina como hemos mostrado. 

Otro procedimiento experimental para incrementar la concentraci ón 
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intracelular de calcio consiste en elevar la concentración externa de este 

ión. Cuando la concentración externa de calcio se eleva hasta 10 mM se tri 

plica el contenido cálcico intracelular (Marsal y cols., 1980) y en estas con 

diciones la captación de adenosina disminuye significativamente dependiendo 

de la concentración externa de calcio. 

El maximo incremento en la concentración intracelular de calcio puede 

ser obtenido con el ionóforo A23187 (Marsal y cols., 1980). En este caso, la 

adenosina .tri tiada disminuye dentro de los sinaptosomas. Puede arguirse que 

el ionóforo induce la liberación de ATP calcio-dependiente como se muestra en 

los resultados, pero esta liberación es transicional, fásica, no liberándose 

ATP en presencia del ionóforo más allá de cuatro minutos de incubación, y la 

inhibición de la captación de adenosina se manifiesta principalmente a partir 

de los 10-15 minutos; a un minuto, no se observa una disminución significativa 

en la adenosina tritiada interiorizada por los sinaptosomas, y la liberación 

de ATP inducida por el ionóforo es máxima a un minuto. Quizá en tiempos co~ 

tos se incorpora poca adenosina al ATP intrasinaptosomal, o bien la fosfor~ 

lación de la adenosina a ATP es inhibida por el calcio intracelular, sin 

embargo, en los experimentos en los que el ionóforo se introduce dos minutos 

antes del comienzo de la incubación con 
3
H-adenosina existe una inhibición 

significativa con respecto al control,de la captación del nucleósido en el 

caso en el que el ionóforo ha introducido en los sinaptosomas calcio del medio 

externo, es decir, en el que la concentración interna de calcio es elevada. 

Una situacion similar se presenta cuando los sinaptosomas son depol~ 

ri zados elevando la concentración extracel ular de potasio. La depolarización 

potásica inhibe la captación de adenosina por los sinaptosomas y esta inhib~ 

ción es dosis-dependiente. Es conocido que la entrada de calcio se incrementa 

cuando la concentración externa de potasio se eleva por encima de 15 mM (Ma~ 

sal . y co l s ., 1980). También se produce una liberación de ATP inducida por la 

elevación de l potasio externo, pero como sucede en el caso del ionóforo A23187 

no se libera J\TP más allá de los 2-4 minutos de depolarizacion, y la máxima 

i nhibi ción de la captación de adenosina se obtiene a los ·30 minutos de dep~ 
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Figura 14. Esquema relacionando la concentración intracelular de calcio con 

el mecanismo de reutilización de adenosina. (Ver texto). 
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larización, puesto que a un minuto la inhibición con respecto a los sinapt~ 

somas no depolarizados no es significativa. 

Así pues. la ·concentración intracelular de calcio regula probableme~ 

te el sistema de captación de adenosina inhibiendoel fenómeno cuando la con 

centración de calcio intracelular es elevada. Nuestros resultados no nos pe~ 

miten elucidar el mecanismo de esta regulación puesto que no es perfectamente 

conocido el mecanismo de captación de adenosina. Posiblemente el sistema de 

captación sea similar al de colina (Zimmermann y cols., 1979). 

En cualquier caso, el papel fisiológico del mecanismo de captacion 

de adenosina sería el terminar con la acción inhibidora de los derivados de 

adenina sobre la liberación del neurotransmisor,y la elevación transitoria 

de la concentración intracelular de calcio que tiene lugar durante la dep~ 

larización, y fundamentalmente durante la actividad reperitiva, reduciría 

la captación de adenosina manteniendo elevada su concentración en la hendi 

dura sináptica, prolongando su acción inhibidora extracelular (Ver figura 

14) . 
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