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l. RESUMEN. 

l. Se ha estudiado la liberación de 3H-noradrena­

lina (3H-NA) y sus metabolitos deaminados (3H-MD) y metilados 

inducida por el ionóforo X537A en la aurícula de cobayo ais­

lada y superfundida con solución de Krebs oxigenada a 37 º C. 

2. X537A resultó ser un agente potente liberador 

de radiactividad a dosis de 10 y 30 µM. 

3. La liberación de radiactividad inducida por el 

ionóforo no depende de la concentración de Ca extracelular 

y no se modifica por tetracaína, verapamil, ryanodine y ru­

tenio rojo, fármacos que interfieren con los movimientos de 

Ca a nivel de la membrana celular de mitocondrias. Ello ha­

ce pensar que tampoco el Ca intracelular juega un papel rele 

vante en los efectos secretores de X537A. 

4. La radiactividad liberada por el ionóforo fué 

a expensas de 
3

H-MD y sobre todo de 
3

H-NA. Este patrón de li 

beración de NA y metabolitos contrasta con el inducido por ti 

ramina, y ,aún cuando es más próximo al de reserpina, dista mu 

cho de ser idéntico. El DMI, fármaco que bloquea la reincor­

poración de NA en las terminaciones nerviosas simpáticas, no 
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cambió el patrón de NA y metabolitos liberados por X537A. 

Ello sugiere una acción intraneuronal directa del ionóforo. 

5. La liberación de 3H-NA citoplasmática,extragr~ 

nular, inducida por X537A en aurículas reserpinizadas fué 

cualitativamente similar a la obtenida en preparaciones no.!:_ 

males. La tiramina se comportó en preparaciones reserpiniz~ 

das de manera muy distinta al ionóforo lo que sugiere meca­

nismos de acción diferentes para ambos agentes. El X537A ª.f.. 

tuaría como un transportador sacando directamente NA al esp~ 

cio extracelular. 

6. La deprivación de Na en el med io de superfusión i!!_ 

hibe el efecto liberador de X537A cuando el ionoforo se admi 

nistra 15 min después de retirar el Na del medio. Este hecho 

sugiere que el transporte de iones Na al interior de la ne_!! 

rona adrenérgica pudiera despolarizar la terminación nerviQ_ 

salo que a su vez facilitaría la entrada de iones Ca que 

iniciarían el proceso de liberación del neurotransmisor. 

7. Cuando el Na se retiró del medio y al mismo tiem 

po se administró X537A la liberación de tritio se potenció 

marcadamente. Esto va en contra de la explicación dada en el 

punto 6, en el sentido de que la despolarización sea la cau 

sa inmediata de los efectos secretores del X537A. 

8. Experimentos llevados a cabo con N-etilmaleimi 

da (NEM), un inhibidor de la ATPasa dependiente de Na y K, 

de la membrana citoplasmática, demostraron un comportamiento 

similar de este fármaco al de la deprivación de Na, en 
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lo que a los efectos secretores de X537A se refiere. Ello i!!_ 

dica que la actividad ATPasica de la membrana condiciona de 

alguna forma los efectos de X537A. 

9. A la vista de los resultados obtenidos en nues 

tro trabajo, sobre las complejas acciones de X537A y de su 

poca especificad para complejar y transportar un determinado 

ión, concluimos que se debe ser cauto a la hora de intentar 

acoplar las propiedades ionofóricas de este fármaco con sus 

efectos biológicos. Esto es especialmente cierto en lo que 

se refiere a estudios sobre el papel del Ca en los procesos 

de acoplamiento excitación-secreción. 

10. La NEM es un bloqueante de la ATPasa dependie!!_ 

te de Na y K de la membrana que se comporta de forma similar 

a la deprivación de Na. Si se tiene en cuenta que la depriv~ 

ción de Na lleva de la mano a una inhibición de la actividad 

ATPasica (Skou, 1957), podríamos sugerir que, en última ins 

tancia, sería la actividad de esta enzima la que condiciona 

ría de alguna manera los efectos de X537A. 

II. INTRODUCCION. 

El progreso en el conocimiento de la regulación 

fisiológica de la transmisión del impulso nervioso simpáti­

co se debe fundamentalmente al hecho de disponer de fárma­

cos que utilizados como herramientas de trabajo fisiológico 

han contribuido en forma decisiva al esclarecimiento de los 

procesos de biosíntesis, almacenamiento, liberación e inac-
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tivación de NA. A este respecto, recientemente se ha obteni 

do un grupo muy interesante de fármacos que se conocen con 

e 1 nombre de i onóforos y ciue tienen 1 a propiedad de actuar co 

mo transportadores de cationes al incrementar selectivamen­

te la permeabilidad de las membranas celulares para distin­

tos iones (Pres~man y col., 1967; Pressman, 1973). Estos fá~ 

macos son antibióticos y dos de ellos, el X537A (sintetiza­

do por Hoffman la Roche) y el A23187 (sintetizado por Eli 

Lilly) incrementan selectivamente la permeabilidad de las 

membranas para el calcio y otros iones divalentes, por lo 

que pueden ser de gran importancia en estudios sobre el prQ_ 

ceso de acoplamiento excitación-secreción de hormonas y neu 

rotransmisores. 

El ionóforo X537A posee un grupo terminal carboxi_ 

lico que debe disociarse con el fin de poder formar comple­

jos con iones, de tal manera que la carga del grupoc:arboxi_ 

lico compense la del catión complejado y dé lugar así a un 

complejo eléctricamente neutro que es liposoluble y que, por 

lo tanto, atraviesa fácilmente las membranas. En la figura 

1 se representa la estructura de este ionóforo en forma li­

neal y formando un complejo con iones Ba que ha sido carac 

terizado por cristalografía de rayos X (Johnson y col., 1970) 

Puesto que estos ionóforos se han utilizado con el 

fin de estudiar los mecanismos envueltos en la liberación de 

neurotransmisores, y puesto que se sabe que la entrada de 

Ca en la neurona inicia el proceso secretor, se plantea el 

Fundación Juan March (Madrid)



C
H

3
 

2
 o

 

1
 5

 
"\

 
1
 2

 3
 

1
 9

 
<>

"' 
2

4
 

"''
], 

'Y
 

("
l 

/ 
,.:>

 

'Y
 

<
Y 

1
 7

 

3
7

 j
 

C
H

3
 

C
H

3
 

3
 s

 ¡ 
C

H
2

 
C

H
3

 
C

H
3

 

3
 4

1
 

3
 2

 I 
3

 o
 

1
 4

 
1
3

[
(
,

l
l
y

.
9

 

1
 2

 
1

 o
 

1
 8

 
o

 
O

H
 

3
 8

 
3

 3
 

3
 1

 

C
H

 3
 

7
 

8
 

-Yo
~ 

2!
/º

 
e 

6
 

1
 

2
 5

 

1
'0

']
,
'0

 \
)
\\

 

2
 

1
 

5
 

/3
l<

o
 

4~ 
""

-
cf

f J
 

F
ig

u
ra

 
1

.-
E
s
t
r
u

c
tu

ra
 

q
u
ím

ic
a 

d
el

 
io

n
ó

fo
ro

 
X

53
7A

 
en

 
su

 
fo

rm
a 

li
n

e
a
l.

 

(.
l'1

 

Fundación Juan March (Madrid)



15 

~ 

/ 

/ 

/ 

6 

Figura 1 (cont.).- Estructura qu~mica del ionóforo X537A 
formando un ~omplejo con Ba +. La estructura del com 
plejo con Ba + ha sido caracterizada por cristalogra 
fía de Rayos X por Johnson y col., (1970). -
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problema de si realmente la capacidad secretora de los ionófo 

ros y su capacidad de transportar iones están o no acopladas. 

Este trabajo se planificó con la idea de estudiar 

la liberación de NA en la neurona adrenérgica periférica en 

respuesta a estímulos secretores fisiológicos (despolariza­

ción con concentraciones elevadas de K) ó farmacológicos 

(fármacos ionóforos, tiramina, reserpina, etc.) en un intento 

de aclarar el mecanismo de acción de los fármacos ionóforos 

a que no_s hemos referido. 

III. METODOS. 

Se utilizaron cobayos de ambos sexos con peso aprQ_ 

ximado de 500-700 g. Los animales fueron sacrificados de un 

golpe en la cabeza. El corazón se extrajo lo más rápidamente 

posible y se colocó en una cápsula de Petri que contenía una 

solución nutricia de Krebs-bicarbonato a pH 7.4 equilibrado 

mediante burbujeo con 95% º2 y 5% co2. 

Se aisló la aurícula izquierda y se dividió en dos 

mitades de base a punta. Ambas mitades se colocaron en un t_!! 

bo de ensayo con 2 ml de Krebs-bicarbonato manteniéndose así 

durante 15 min en un baño de incubación Dubnoff provisto de 

agitación a 37ºC con el fin de que el tejido se equilibrase 

con el medio. Al cabo de este tiempo los tejidos se pasaron 

a otros tubos que contenían 2 ml de Krebs con 20 µCi de 3H-d, 

1-NAyse continuó la incubación durante 30 min. Durante este 

periodo de tiempo la NA tritiada se incorporó a los depósi­

tos de NA endógena de la terminación nerviosa en suficiente 
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cantidad para que posteriormente pudiera cuantificarse su lj_ 

beración en respuesta a estímulos apropiados. Al cabo de los 

30 min las 2 mitades se lavaron 3 veces con 50 ml de solución 

Krebs durante 5 min cada vez y se montaron en sendas cámaras 

de superfusión de 0.5 ml de capacidad. Estas cámaras estaban 

rodeadas por una segunda cámara de plástico por la que circu 

laba continuamente agua a 37ºC. 

Los tejidos se superfundieron durante una hora a 

una velocidad de 2.5 ml/min con una bomba peristáltica tipo 

Buchler con el f1n de eliminar la radiactividad no ligada a 

las terminaciones nerviosas simpáticas. En experimentos prelj_ 

minares se comprobó que después de una hora de superfusión la 

salida de radiactividad permanecía prácticamente constante. 

Después de este periodo de lavado se iniciaba la 

toma de muestras a intervalos de 5 min, antes (liberación 

control o espontánea) y después de la introducción de fárma­

cos en el sistema de superfusión. Inmediatamente de recogida 

la última muestra la aurícula se pesaba y se homogenizaba en 

10 ml de ácido perclórico (APC) 0.4N. La radiactividad prese!.1_ 

te en las muestras colectadas y la que quedaba en el tejido 

al final del experimento se determinó según se detalla más 

adelante. 

La solución nutricia normal utilizada fué Krebs-bi 

carbonato cuya composición, así como la de las soluciones mo 

dificadas a partir de ella, aparece en la tabla l. 
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DETERMINACION DE LA LIBERACION TOTAL DE TRITIO, 3H-NA Y SUS 

METABOLITOS DEAMINADOS Y METILADOS 

Al final del experimento los tejidos se secaron en 

papel de filtro, se pesaron y se homogeneizaron en 10 ml de 

APC 0.4N. A continuación el homogeneizado se centrifugó a 

15.000 rpm durante 10 min para precipitar las proteínas. Pos­

teriormente, a 10 ml de solución de centelleo (Bray, 1960) se 

adicionaron alicuotas (0.5 ml) de sobrenadante y superfundido, 

contándose la radiactividad total en un contador de centelleo 

Nuclear Chicago Isocap-300. Todos las muestras se corrigieron 

para el "quenching" mediante el uso de un estandard externo 

automático de referencia. 

La radiactividad presente en todas las muestras co­

lectadas en un experimento y la que quedó en el tejido se su­

maron y se la llamó radiactividad total (100%); en la mayo­

ría de los casos los resultados se expresaron eñ porcentajes 

de esta radiactividad total (liberación fraccional). 

En un grupo de experimentos se analizó la 
3

H-NA inta.f_ 

ta y sus metabolitos deaminados y metilados, según el método 

de Cubeddu y col. (1973). Las muestras se colectaron en tubos 

fríos que contenían 30 µg de NA no marcada, 3,4-dihidroxife­

niletilenegl icol (DOPEG) y normetanefrina, y fueron acidifi­

cadas a pH 2.6 con HCl 1 N. De las muestras colectadas en p~ 

riodos de 15 min (liberación espontánea o inducida por fárm-ª_ 

cos) se preparó para su contaje una alícuota de 0.5 ml (tri­

tio total). El resto de la muestra se pasó por una columna 
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Dowex-50-X4, H+ (200-400 mesh) de intercambio iónico (5x0.4 

cm). Una alícuota de 0.5 ml del efluente se contó con el fin 

de estimar los 
3
H-metabolitos deaminados totales. Las aminas 

se eluyeron completamente con 15 ml de HCl 2N y la NA se se­

paró de la normetanefrina mediante adsorción en alúmina a 

pH 8. 

Las recuperaciones de 50 µg de NA, normetanefrina 

y DOPEG pasados a través de un grupo paralelo de columnas 

fueron respectivamente, de 87, 86 y 90%. Los resultados no se 

corrigieron por el grado de recuperación, y se expresaron CQ 

mo cuentas por min y por g de tejido (cpm/g) o como el % de 

la cantidad total de 3H-liberado. 

Los fármacos utilizados fueron los siguientes: 3,4-

dihidroxifeniletileneglicol, clorhidrato de normetanefrina, 

clorhidrato de tiramina, clorhidrato de tetracaina, rutenio 

rojo y reserpina, de Sigma; ryanodine, de S.B. Penick; par­

gil ina, de Abbott; Verapamil, de Knoll A.G.; y clorhidrato 
3
H-d,l-noradrenalina (6.6. Ci/mmol), de Amersham. Las solu­

ciones se hicieron en HCl 0.01 N. Las concentraciones de los 

fármacos se expresaron en µg. de la base para NA y sus meta­

bol itos y en términos molares para el resto. 

Los resultados se analizaron estadísticamente según 

Snédecor y Cochran (1967). La significación entre grupos de 

experimentos pares o impares se determinó por la t de Student. 

Se consideró significativo el valor de p = ó < 0.05. 
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IV. RESULTADOS. 

a) Liberación de tritio inducida por X537A en la auricula de 

cobayo superfundida. 

La figura 2 representa la liberación de radiactivi­

dad evocada por X537A. En ella puede verse que la introduc­

ción de una solución 10 µM de ionóforo causa un marcado in­

cremento en la salida de radiactividad frente a la ligera 

pero constante disminución que sufre la preparación control. 

Este incremento de liberación es lineal durante los 15 pri­

meros min, alcanzando en este tiempo el pico de liberación 

para desde entonces ir disminuyendo lentamente. Una dosis 

de ionóforo 30 µM no eleva ulteriormente el pico de libera­

ción si bien la fase ascendente de la curva es más pronunci-ª­

da. Durante los 30 min. de superfusión con el ionóforo ( 10 

y 30 µM) los tejidos pierden 40.4 y 49.3% de la radiactivj_ 

dad que contenían al comienzo de la colección de las mues­

tras, comparadas con el 28.2% perdido por el tejido utiliza­

do como control. La disminución de la liberación de radiacti 

vidad después de los primeros 15 min. de exposición al ion.§__ 

foro podria deberse a la progresiva deplección de los depó­

sitos de 3H-NA. 

Teniendo en cuenta que la dosis menor con la que 

se obtenían resultados reproducibles era la de 30 µM, y por 

otro lado que dosis mayores no provocaban ulterior increme.!!_ 

to significativo en la liberación de tritio, esta dosis fue 

utilizada en todos los experimentos que se describen en este 
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Figura 2.- Liberación fraccional de tritio (
3

H) evocada por 
X537A. Los depósitos endógenos de noradrenalina (NA) 
~e marcaron mediante incubación de las aurículas con 

H-NA y a continuación fueron superfundidas con Krebs 
normal a 37 º C. Cada punto representa la cantidad de ra 
diactividad encontrada en cada muestra de 5 min colee 
tada. /l Liberación espontánea de radiactividad. ~ 
Liberación inducida por X537A (3xlo-5M). () Liberación 
inducida por X537A (3x10- M). El ionóforo se superfun­
dió desde el min 5 al 35. El punto primero (min O al 5) 
representa la liberación espontánea. Las líneas verti­
cales reflejan el error estandard de la media para 8, 
6 y 8 experimentos (liberagión espontánea, liberación 
inducida por 1Q-5M y 3x10- M de X537A, respectivamente) 
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trabajo. 

En la figura 3 aparece representada en el histogra­

ma de la derecha, la liberación inducida por X537A con la do­

sis de 30 µM y a la izquierda la correspondiente a la curva 

de lavado (liberación espontánea). 

Estos datos, y los que aparecen en la figura 2, in­

dican que frente a la ligera pero constante disminución de li­

beración de radiactividad espontánea (control), la introducción 

del X537A en el líquido de superfusión da lugar a un marcado 

incremento de liberación de 3H cuyo valor máximo se obtiene a 

los 15 min, a partir de cuyo momento disminuye en forma pro­

gresiva. La liberación neta causada por el ionóforo representa 

el 16.7 ~ 1.9% del contenido tisular inicial, entendiendo por 

liberación neta el valor resultante de sustraer en cada peri.Q_ 

do de tiempo la liberación espontánea de la inducida por el 

ionóforo en cada situación experimental. 

La expresión de los resultados en esta forma permi­

te establecer comparaciones estadísticas entre grupos de dis­

tintos experimentos. 

b) Relación entre los iones Ca y la liberación de tritio in­

ducida por X537A 

Puesto que en numerosos trabajos los efectos biolQ 

gicos de los fármacos ionóforos se han asociado a su capaci­

dad para transportar iones divalentes (ver Discusión) nos ha 

parecido interesante estudiar si la liberación de tritio in-
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ducida por X537A se modifica en ausencia de iones Ca, o en un 

medio con exceso de dicho ion. 

La figura 4 muestra el resultado de 3 experimentos 

pares en los que una mitad de la aurícula se superfundió con 

O mM de Ca y la otra mitad con una concentración de Ca 3 ve­

ces superior a la normal (7.5 mM), una hora antes de intro­

ducir el ionóforo. Obsérvese la sorprendente identidad de am­

bos tipos de liberación, hecho que muestra que la presencia en 

exceso o ausencia total de iones Ca, en el medio extracelular, 

no modifica la liberación de tritio inducida por X537A. La li 

beración neta en O Ca fué de 20.5 .:!=_ 5.2% y 21.8 .:!=_ 7.6% en 7.5 

mM (n = 3; p > 0.05). 

Como es probable que en el medio de superfusión con 

O Ca existan pequeñas cantidades contaminantes de este ión, se 

diseñaron una serie de experimentos pares en los que una mi­

tad de la aurícula se superfundió con Krebs normal y la otra 

mitad con Krebs sin calcio conteniendo 1 mM de EGTA, un fuerte 

agente quelante de iones calcio. Esta solución se introdujo 

30 min antes de la estimulación con X537A. La figura 5 muestra 

una vez más que la liberación de tritio fué idéntica tanto en 

presencia como en ausencia de iones calcio. La liberación ne­

ta fué de 14.9 .:!=_ 0.2% y 15 + 3.1% en 2.5 mM y O Ca + EGTA, 

respectivamente. 

c) Efecto de diversos fármacos que interfieren con los movi­

mientos de Ca sobre la liberación de radiactividad inducida 

por X537A. 

Fundación Juan March (Madrid)
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X5 37A 
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35 (min) 

Figura 4.- Efecto de la dep r ivación de Ca (izquie rda) o de 
un exceso de iones Ca (derecha) sob re la liberación 

5 fraccional de t r it i o (3H) i nducida por X537A. (3x10- M). 
Las barras horizontales muestran el periodo de tiempo 
en que se admi nistró el ionóforo. El exper imento se 
l levó a cabo en dos mitades de una misma aur í cula. Las 
líneas ve rti cales mues t ran el error es t anda r d de la me 
dia de 3 expe r imentos pa res (P > 0.05). 
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Figura 5.- Liberación de tritio ( H) inducida por X537A en 

Krebs normal (izquierda) y Krebs carente de Ca y conte 
niendo 1 mM de EGTA. La preparación de la derecha fué­
superfundida con oca + lmM EGTA desde

5
3o min antes y 

durante la perfusión con X537A (3xl0- M). Las líneas 
verticales señalan el error estandard de la media de 
3 experimentos pares (P > 0.05). 
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Con el fin de estudiar con más detalle la aparen-

te falta de contribución de los iones Ca a la liberación 

de radiactividad evocada por el iónoforo, se diseñaron gru-

pos de experimentos pares en los cuales una mitad de la au­

rícula sirvió para estudiar la liberación-inducción por 

X537A (30 µM) sólo, y la otra mitad se trató con verapamil, 

ryanodine, rutenio rojo y tetracaína, (fármacos todos ellos que 

interfieren con los movimientos de calcio en membranas de di 

versos sistemas biológicos) (ver Discusión) antes de introdu 

cir el ionóforo. 

La figura 6 resume los datos obtenidos. Obsérvese 

que ni la administración de verapami l (3xl0- 5M), rutenio ro 

jo ( 3xl0-5M) ni tetraca ína (10- 3M) modifica 1 a 1 i beraci ón ne 

ta de radiactividad inducida por el ionóforo. Unicamente rya 

nodine (3xl0- 5M) disminuyó ligeramente la liberación (p = -

0.05). 

d) Liberación de 
3

H-NA y sus metabolitos inducida por X537A. 

Puesto que hasta este momento únicamente se ha me 

dido la liberación de tritio, nos ha parecido de interes es 

tudiar y analizar en qué porcentaje dicho isótopo está unido 

a la molecula de NA intacta o a sus metabolitos. Ello nos da 

rá información cualitativa sobre el patron de liberac i ón de 

NA y sus metabolitos deaminados y metilados que nos permit_i 

rá compararla con el patrón de liberación inducido por tira 

mina, reserpina y estímulos fisiológicos. 

Fundación Juan March (Madrid)
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Figura 6.- Liberación neta d§ ·radiactividad inducida por el 
ionóforo X537A (3 x 10- M) en ausencia (barras en blan 
co) y en presencia de fármacos que interfieren con los 
movimientos de Ca. Estos experimentos se llevaron a ca 
bo en mitades de una misma aurícula, excepto los de te 
tracaína que son experimentos no pares. Los fármacos -
estuvieron presentes 10 min antes y durante el estímu­
lo con X537A. Ninguno de estos fármacos, a las concgn­
traciones utilizadas (10-3M para tetracaina y 3x10- M 
para el resto) produjeron liberación de radiactividad 
ellos mismos. El número de experimentos viene reflejado 
encima de cada par de barras. Las líneas verticales son 
el error estandard de la media. *P = 0.05. 

Fundación Juan March (Madrid)



22 

A continuación se va a analizar sucesivamente la li 

beración inducida por X537A, antes y después de inhibir la mo 

noaminooxidasa con pargilina, tras bloquear el mecanismo de 

incorporación con desmetilimipramina (DMI) o con fenoxibenza­

mina, y se comparará con la liberación inducida por tiramina 

(amina simpaticomimética de acción indirecta). 

a) Patrón de liberación inducido por X537A. Al ana­

lizar la liberación espontánea de tritio se observó que del 

total de radiactividad liberada, una gran proporción fué en 

forma de metabo 1 itos de ami na dos (3H-MD ). En 1 a figura 7 se re­

presentan los valores absolutos de la radiactividad libera­

da y en la figura 8 los valores expresados en % del total lj_ 

berado en cada muestra de 15 min. La liberación espontánea de 
3H-MD fué de 82 + 0.91%, 3H-normetanefrina (3H-NM) de 0.65 + 

0.08% y 
3

H-NA de 4.8 2:._ 0.95%. Este patrón de metabolitos está 

de acuerdo con el encontrado previamente por Tarlov y Langer 

(1971). La separación de MD de los deaminados metilados (
3

H­

MDOM) mediante adsorción con alúmina daba unas cantidades de 

estos últimos prácticamente inapreciables, por lo cual no se 

han representado en la figura. Por otra parte, la cantidad 

tan pequeña de 3H-NM obtenida hace sospechar que la catecol-0 

-metil transferasa (COMT) juega un papel menor en el metabo-

1 ismo de NA en este sistema experimental. 

La introducción de X537A (30 µM) dió un incremento 

notable de la radiactividad total liberada y en la proporción 

de NA y sus metabolitos. En efecto, mientras que en cifras 

Fundación Juan March (Madrid)
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absolutas la liberación de 3H-MD se incrementa ligeramente y 

la de 3H-NM no se modific~, la liberación de 
3

H-NA intacta se 

aumentó drásticamente (figura 7). 

Por otra parte, si se analiza la liberación en % 

del total (figura 8) se observa que los 
3

H-MD disminuyeron del 

82 + 0.91% hasta 70.9 + 4%, mientras que la liberación de 
3

H-NM 

se incrementó has un 2~1 ~ 0.3% y la de 
3

H-NA pasó desde un 

4.8% hasta 17.2 ~ 2.6%. Este patrón de liberación, pues, indi_ 

ca que es distinto al evocado por reserpina, pues se sabe que 

este fármaco incrementa la liberación de radiactividad en la 

aurícula aislada de cobayo a expensas de MD en su totalidad 

(Brimijoin y Trendelenburg, 1971). 

El tipo de liberación de NA y metabolitos induci­

do por X537A podría interpretarse en dos formas: l. Que li­

bere inicialmente la 3H-NA vesicular directamente en el cito 

plasma de la terminación nerviosa, donde sería parcialmente 

metabolizada por MAO a 
3

H-MD, liberándose el resto en la si­

napsis como 
3

H-NA intacta; y 2. Que la 
3

H-NA fuera directa­

mente liberada como tal a la hendidura sináptica, reincorpo­

rada posteriormente en la terminación nerviosa y finalmente 

metabolizada por MAO. Con la idea de explorar estas posibi­

lidades se diseñaron los experimentos que se describen a con 

tinuación. 

b) Patrón de liberación inducido por X537A con MAO 

inhibida. Con el fin de inhibir la MAO durante todo el expe-

Fundación Juan March (Madrid)
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rimento, desde la fase inicial de marcaje de los depósitos de 

NA endógena con 
3

H-NA exógena hasta su terminación, el experj_ 

mento se llevó a cabo en una solución de Krebs que contenía 

pargilina (5xl0-4M). 

La figura 9 resume los resultados obtenidos. Obsér­

vese el gran cambio sufrido en el patrón de NA y metabolitos 

liberados espontáneamente. El 81 ~ 0.7% del total del tritio 

apareció ahora como NA intacta, mientras que sólo un 11 + 0.1 

y 5.8 + 1.6% correspondió a 
3

H-MD y 
3

H-NM respectivament~. La 

libera~ión de 
3

H-NA se incrementó muy marcadamente desde 265 + 

68 hasta 596 + 70 cpm/g x 10-
4

, la liberación de 3H-NM se in­

crementó sust~ncialmente y la de 
3

H-MD de hecho disminuyó. 

c) Patrón de liberación inducido por X537A después 

de bloquear el mecanismo de reincorporación de NA. En este 

grupo de 4 experimentos se administró una dosis de DMI (l0-6M) 

que se sabe bloquea en más de un 95% la incorporación de NA 

en las terminaciones nerviosas simpáticas. El fármaco estuvo 

presente 20 min antes y durante la administración de X537A. 

En la figura 10 puede observarse que la presen­

cia de DMI disminuyó notablemente la liberación de tritio. 

A pesar de dicha disminución, puede apreciarse que la li­

beración de 3H-MD y de 
3

H-NA se incrementa de forma cualita­

tivamente similar a la obtenida con el ionóforo solo. Es­

tos datos indican que el metabolismo de la NA liberada por 

Fundación Juan March (Madrid)
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el ionóforo tiene lugar intraneuronalmente, pues la NA no ne­

cesita ser liberada al exterior y ulteriormente reincorporada 

para su posterior deaminación oxidativa en la terminación ner 

viosa (ver Discusión). 

d) Patrón de liberación inducido por tiramina. Con 

el fin de comparar la liberación de NA y metabolitos evocada 

por X537A con la de tiramina, se diseñaron 2 experimentos en 

los que el estímulo secretor utilizado fué esta amina de ac­

ción indirecta. 

La introducción de tiramina (lü-
4

M) en el sistema 

de superfusión produjo un incremento marcado de la libera­

ción de tritio; dicho incremento se debió prácticamente en 

su totalidad a la liberación de 
3

H-NA pues, de hecho, la li 

beración de 
3

H-MD disminuyó (figura 11). 

e) Liberación de 
3

H-NA "surplus" inducida por X537A en au­

riculas reserpinizadas. 

La liberación de radiactividad en tejidos normales 

inducida por X537A tiene lugar probablemente a partir del 

"pool" granular de NA. Puesto que la NA liberada por estím~ 

los fisiológicos procede directamente de las vesículas si­

nápticas (exocitosis) nos planteamos la posibilidad de que 

el ionóforo pudiera liberar 
3

H-NA acumulada extragranular­

mente en el citoplasma de la terminación nerviosa. 

Para ello, se llevaron a cabo experimentos en coba­

yos que habían sido tratados 18-24 horas antes con reserpina 
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(5 mg/kg) con el fin de 11 depletar 11 los depósitos granula­

res de NA. ~as vesículas se incubaron con 
3

H-NA en presencia 

de pargilina (5xl0-
4

M) con el fin de evitar la degradación 

de 3H-NA y facilitar su retención citoplasmática (Furchgott 

y Sánchez-García, 1968). 

En la figura 12 puede observarse que la liberación 

espontánea de tritio cae más lentamente que en el caso de 

preparaciones normales (ver figura 2) probablemente debido 

a que la presencia de pargilina durante todo el experimento 

previno la degradación de NA por MAO. 

La administración de X537A originó un incremento 

rápido de la liberación de radiactividad que fué similar 

cualitativamente al observado en aurículas normales. Aún 

cuando el pico máximo de liberación fué más bajo, es intere­

sante hacer notar que también la liberación control (espon­

tánea) es menor por lo que la liberación neta es similar en 

preparaciones reserpinizadas y normales. En un experimento 

se suprimió el Ca del medio de superfusión pero el tipo de 

liberación fué similar. 

La curva superior de la figura muestra la libera­

ción de tritio inducida por tiramina a concentraciones equi 

molares a las de X537A (30 µM). Puede constatarse que el 

curso temporal de la liberación es totalmente distinto al 

del ionóforo. La fase ascendente de la curva es mucho más 

pronunciada, el pico de liberación mayor y la curva cae muy 

rápidamente, probablemente debido a la deplección rápida de 
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Figura 12.-
5
Liberación de tritio (

3
H) ~nducida por X537A 

(3xlo- M; () ) y tiramina (3x10- M; ~ ) en la aurí 
cula aislada y reserpinizada de cobayo. La reserpina -
(5 mg/kg de peso) se inyectó 18-24 hr antes por vía i.p 
El diseño experimental fué, por lo demás, idéntico ª! 
descrito en la figura 2 excepto que pargilina (5x10- M) 
estuvo presente durante todo el experimento. La curva 
inf3rior ( /). ) representa la liberación espontánea 
de H. Inicialmente se colectaron 3 muestras de 5 min 
antes de adicionar tiramina o X537A. Las líneas vertica 
les representan el error estandard de la media de 6 -
(X537A) y 3 (tiramina) experimentos. 
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la 3H-NA "surplus". 

Estos dos tipos de liberación tan distintos sugie­

ren mecanismos diferentes de liberación para ambos fármacos. 

Con el fin de estudiar esta posibilidad, se diseñó un grupo 

de experimentos en aurículas reserpinizadas cuyos resultados 

aparecen en la figura 13. La línea inferior muestra la libera 

ción espontánea de radiactividad. Obsérvese cómo la introduc 

ción de X537A indujo una liberación de radiactividad que fué 

máxima 15 min después de su administración (ver figura 15). 

Cuando se alcanzó el "plateau" de liberación, y siempre en 

presencia del ionóforo, se administró tiramina (30 µM), ob­

servándose un dramático incremento en la liberación que se 

superpone a la liberación inducida por X537A. Esto indica 

un mecanismo y/o lugar de acción diferente para ambos fárm~ 

cos ya que, como dijimos más arriba, la dosis 30 µM de X537A 

produce prácticamente el efecto máximo. Si el mecanismo de 

liberación de ambas sustancias fuera similar, no cabrfa es­

perar un incremento ulterior de la liberación después de la 

adición de tiramina. 

f) Influencia de los iones Na sobre la liberación de radiac­

tividad inducida por X537A. 

El X537A tiene la capacidad de formar complejos 

no sólo con iones divalentes sino también con iones monova­

lentes del tipo del Na, a los que transporta a través de 

membranas lipoideas (Pressman, 1973). Aún cuando parece ser 
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Figura 13.-
5
Liberación de tritio ( 3 H~ inducida por X537A 

(3xlo- M) y por tiramina (3x10- M) en aurícula reserpi 
nizada. La línea inferior representa la liberación es-=­
pontánea. En la línea superior aparece la liberación 
inducida por X537A; cuando se alcanzó el techo de la 
curva, se adicionó, todavía en presencia de X537A, ti­
ramina. La curva representa un solo experimento demos­
trativo. 
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que el Ca es el único ión importante envuelto en la libera­

ción fisiológica de NA (Rubin, 1970; Kirpekar, 1975), el Na 

puede, sin embargo, tener un papel en la liberación evocada 

por X537A. En efecto, el X537A puede complejar y transpor­

tar el Na al interior celular causando una despolarización 

de la terminación nerviosa e, indirectamente, la liberación 

del neurotransmisor. 

La figura 14 muestra un grupo de experimentos en 

los que se ha estudiado la liberación de radiactividad en 

Krebs normal (curva de lavado), Krebs sin Na (Na sustituido 

isosmóticamente con suerosa), Krebs sin Na al que se adicio 

nó X537A 15 min después de la deprivación de Na y Krebs sin 

Na más X537A adicionados simultáneamente. 

La simple deprivación de Na causa una liberación 

pronunciada de radiactividad que tiene un pico inicial du­

rante los 5 min primeros de superfusión para ir luego subie.!!_ 

do progresivamente en una segunda fase. Este efecto libera­

dor de la ausencia de Na coincide con resultados previos oQ_ 

tenidos en nuestro laboratorio (García y Kirpekar, 1973a). 

En el tercer grupo de barras se representa el efecto del iQ 

nóforo (30 µM) cuando se introduce en el sistema de super­

fusión 15 min después de la deprivación de Na, y se obser­

va que el ionóforo no modifica la liberación desencadenada 

por la deprivación de Na. 

Lo curioso de este grupo de experimentos fué el he 
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Figura 14 . - Liberación de tritio (
3

H) inducida por X537A (3xl0- 5M) en un medio caren­
te de Na (Na sustituido isosmóticamente por suerosa). De izquierda a derecha, el 
primer grupo de barras representa la liberación espontánea, el segundo la libera 
ción en ausencia de Na, el tercero la liberación inducida por X537A 15 min des- ­
pués de haber eliminado el Na y el cua~to, la liberación inducida por el ionófo­
ro cuando se adicionó al mismo tiempo que se quitó el Na del medio. La s barras 
horizontales reflejan los distintos cambios iónicos y el momento de la adición 
de X537A. Las líneas vertica les reflejan el error es t andard de la media de 3 a 6 
experimentos. 
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cho de que al introducir el X537A simultáneamente con la so 

lución sin Na hubo una liberación muy rápida e intensa, bo­

rrándose el primer pico de liberación que se observó con la 

simple deprivación de Na. La liberación alcanza su pico má­

ximo en el minuto 10, para caer después bruscamente hasta 

valores controles. En resumen, parece ser que la superfusión 

previa con un medio carente de Na da lugar a ciertos cambios 

en la neurona adrenérgica que impiden el efecto liberador 

ulterior del X537A. Sin embargo, la exposición simultánea 

de la aurícula a un medio sin Na más el ionóforo ocasiona 

una marcada potenciación de la liberación de radiactividad. 

García y Kirpekar (1973 a,b) han demostrado que 

algunas modificaciones iónicas y ciertos fármacos que pro­

ducen una inhibición de la ATPasa Na-K-dependiente de la 

membrana neuronal, causan liberación de NA. Uno de estos 

procedimientos fué la deprivación de Na. Por ello se deci­

dió llevar a cabo otro grupo de experimentos utilizando un 

inhibidor de la ATPasa, la N-etilmaleimida (NEM), con el fin 

de compararlos con los resultados obtenidos con la depriva­

ción de Na y que se han expuesto previamente. 

La figura 15 resume dichos experimentos . En ellos 

puede apreciarse que NEM (10-
3

M) produce una liberación mo­

derada de radiactividad (segundo grupo de columnas) que r~ 

sulta apreciable si se compara con la caída de la liberación 

espontánea (primer ~rupo de columnas). La presencia de NEM 

en el líquido de superfusión 15 min antes de la introducción 
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de X537A produce un bloqueo casi total de la liberación que 

este fármaco induce normalmente en preparaciones controles. 

Este dato es interesante si se tiene en cuenta que por prime­

ra vez hemos obtenido una sustancia (NEM) capaz de interferir 

con el efecto liberador de X537A. 

Sin embargo, véase en el último grupo de barras de 

la figura 15 que el X537A todavía conserva en su totalidad 

el efecto liberador de radiactividad cuando ambos, ionóforo 

y NEM, se introducen simultáneamente; es más, aparentemente 

existe una potenciación de los efectos de X537A, siendo el 

curso temporal de la liberación más rápido y la caída también 

más rápida que en condiciones normales (comparar con figura 

2). 

g) Liberación de radiactividad inducida por X537A en prepara­

ciones sometidas a despolarización con K. 

Se sabe que el incremento de la concentración de 

iones K en el medio extracelular produce una despolarización 

de las terminaciones nerviosas simpáticas, con la entrada de 

iones Ca en las mismas y liberación ulterior de NA (Kirpekar 

y Wakade, 1968a). En la actualidad se considera que este estí 

mulo despolarizante es de tipo "fisiológico". 

Con el fín de estudiar la capacidad de X537A para 

1 i berar radi actividad en preparaciones despolariza das se di se­

ñó un grupo de experimentos cuyo resultado se resume en la 
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figura 16. En una mitad de la aurícula se estudió la libe­

ración de radiactividad provocada por K (140 mM). El Ca se 

eliminó del medio con el fin de producir despolarización y 

evitar la liberación de radiactividad inducida por K, pues 

se sabe que la liberación de NA inducida por concentraciones 

altas de este ión es dependiente de Ca (Kirpekar y Wakade, 

1968b). A pesar de suprimir el Ca puede observarse que el K 

produce cierta liberación de radiactividad que, en todo ca­

so, es mucho menor que la producida en presencia de Ca (da­

tos sin publicar). En el grupo de barras de la derecha puede 

verse que la introducción de K junto con el ionóforo produ­

ce una marcada liberación de radiactividad que se aproxima 

a la suma de la inducida por K y la inducida por X537A en 

preparaciones controles. Estos datos inducen a pensar que 

el mecanismo de liberación de NA inducido por X537A no está 

relacionado con la despolarización de la neurona adrenérgi­

ca, ya que esta concentración de K tan elevada debe produ­

cir una despolarización prácticamente máxima. 

V. DISCUSION. 

Los resultados obtenidos demuestran que el ionófo­

ro X537A tiene la capacidad de liberar 
3

H-NA a partir de las 

terminaciones nerviosas simpáticas de la aurícula aislada y 

superfundida de cobayo. Así mismo, se ha demostrado que dicha 

liberación tiene una serie de características peculiares que 

la diferencia de la liberación inducida por estímulos fisio-
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lógicos de los nervios simpáticos. Entre estas destaca una: 

la no dependencia de iones Ca en el medio extracelular para 

que el efecto liberador del X537A aparezca. Si se tiene en 

cuenta que la presencia de iones Ca en el medio extracelular 

es absolutamente necesaria para que se produzca la liberación 

de NA inducida por el estímulo eléctrico de los nervios sim­

páticos o bien por despolarización con K (Kirpekar y Misu, 

1967; Kirpekar y Wakade, 1968 a,b), y además se considera 

que el X537A tiene la propiedad de transportar iones Ca a 

través de membranas biológicas (Pressman, 1973), se comprende 

porqué dicho fármaco se ha utilizado ampliamente en el 

estudio de los procesos envueltos en el mecanismo de acopla­

miento excitación-secreción en diversos sistemas secretores. 

Aún cuando está demostrada l a importancia del Ca P-ª. 

ra la liberación de neurotransmisores y hormonas, se sabe muy 

poco, sin embargo, acerca de los mecanismos de entrada espg_ 

cifíca de este ión en la célula durante el proceso de libe­

ración y se ignoran por completo los pasos intermedios en­

vueltos en dicho proceso secretor. Experimentos recientes 

llevados a cabo en el axón gigante y ganglio del calamar de­

muestran que la liberación del neurotransmisor inducida por 

despolarización corre paralela a la fase tardía de la entra­

da de calcio a la celula y que esta fase es resistente a te 

trodotoxina (Katz y Miledi, 1969; Baker y col., 1973). 

Parece ser que la despolarización es el estímulo 
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que determina la entrada de Ca, el cual a su vez iniciaría 

la liberación del neurotransmisor. Hasta no hace mucho se 

creía que los canales de la membrana que utiliza el Ca pa­

ra penetrar en la célula durante la despolarización serían 

accesibles al ión sólo desde fuera (Miledi y Slater, 1966; 

García y Kirpekar, 1973b), y que el Ca intracelular no es­

taría envuelto en el proceso secretor. Sin embargo, Miledi 

(1973) ha demostrado que la inyección intracelular de Ca 

en la sinapsis gigante del calamar sería un estímulo sufi­

ciente para iniciar el proceso secretor. Como se ha menci~ 

nado en la revisión inicial de este problema (ver Introdu~ 

ción) en la actualid?d se piensa que la concentración de Ca 

intracelular libre, ionizado y no ligado a estructura sube~ 

lular alguna, sería el factor que condicionaría la inicia­

ción del proceso secretor (Baker, 1975). De esta forma, cual_ 

quier procedimiento que incremente la concentración de Ca lj_ 

bre intracelular dará lugar a liberación del neurotransmi­

sor. Que esto es así lo confirma el hecho de que ciertos 

procedimientos como la inactivación de la captación de Ca 

por las mitocondrias (envenenamiento de las neuronas con 

cianuro y "deplecc.ión" del ATP), estímulos despolarizantes 

que facilitan la entrada de Ca en la célula, la inyección 

directa de Ca intracelular, la deprivación de Na o la inhj_ 

bición de la ATPasa de la membrana neuronal, incrementa la 

concentración de Ca libre citoplasmático y producen libera 

ción del neurotransmisor. 
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Los fármacos ionóforos han venido a aclarar algunos 

de estos problemas y, en parte, a oscurecer aún más el com­

plejo papel del Ca en los procesos secretores. Como dos de 

estos ionóforos, el A23187 (sintetizado por Eli Lilly) y el 

X537A forman complejos con el Ca, se han utilizado reciente 

mente con el fin de demostrar una vez más que en la cadena 

de hechos que tienen lugar desde que un estímulo invade la 

terminación nerviosa hasta que se produce la liberación del 

neurotransmisor, el paso crítico es el transporte de iones 

Ca desde el exterior al interior celular o bien la moviliza 

ción intracelular de iones Ca desde lugares de depósito (me!!)_ 

brana celular, mitocondrias, microsomas). Ambos procesos pr~ 

ducirían, en última instancia, un incremento citoplasmático 

de Ca libre e iniciarían el proceso secretor. 

En el caso del A23187, un ionóforo selectivo para 

iones divalentes, parecen estar claros sus efectos secreto­

res. Pudiera decirse, y existen numerosos trabajos que lo 

confirman, que el A23187 mimetiza el estímulo despolarizante. 

Por ejemplo García y col. (1975) han observado en la glándu­

la suprarrenal perfundida de gato que existe una similitud 

sorprendente entre la secreción de catecolaminas inducida 

por estimulación de los nervios esplácnicos o por la perfu­

sión de acetilcolina y la inducida por A23187. Asi, la lib~ 

ración por los tres tipos de estímulos es dependiente del 

Ca extracelular, es proporcional a la concentración de Ca 

en el líquido de perfusión, se suprime por Mg y se vuelve a 
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restaurar incrementando la concentración de Ca. Los efectos 

del A23187 parecen ser muy específicos puesto que no tenían 

lugar en ausencia de Ca aún a concentraciones muy elevadas 

del ionóforo. Estos resultados con A23187 fueron interpre­

tados en base a su capacidad para transportar iones Ca (Reed 

y Lardy, 1972). El ionóforo facilitaría la entrada de iones 

Ca en la célula cromafín a través de su membrana incrementan 

do la concentración de Ca libre intracelularmente e inducien 

do la liberación de catecolaminas. En este sentido, este io 

nóforo ha permitido apoyar con mayor intensidad la idea de 

que, independientemente del estímulo que la provoque, lo que 

realmente condiciona la liberación de un neurotransmisor u 

hormona es la elevación del Ca intracelular libre. Otros au 

tores han demostrado también que la liberación de catecola­

minas en la médula suprarrenal (Cochrane y col., 1975) y de 

NA en sinaptosomas (Colburn y col., 1975) y en conducto de­

ferente de cobayo (Thoa y col., 1974) es dependiente de Ca. 

Como en el caso del A23187, el ionóforo X537A ha sj_ 

do ampliamente utilizado en el estudio de procesos secretores 

y de contracción muscular en los que el Ca juega un papel ce!!_ 

tral. Pero el X537A es un ionóforo capaz de formar complejos 

no sólo con iones divalentes, sino también con iones monova­

lentes del tipo del Na y K (Pressman, 1973). Es probableme_Q_ 

te dicha propiedad la que ha ocasionado una gran variabill 

dad en los datos que se han publicado sobre las acciones 

secretoras de este ionóforo en relación a los requerimientos 
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de Ca extraceluar. Así, por ejemplo, mientras que Nakazato 

y Douglas (1974) han demostrado que la liberación de vaso­

presina en la neurohipófisis inducida por X537A es dependie.!l 

te de Ca, Nordmann y Currel (1975) han demostrado en el mi~ 

mo sistema experimental su total independencia del Ca extr~ 

celular. Por otra parte, Cochrane y Douglas (1974) han de­

mostrado también que el efe-cto secretor de histamina en cel.!!_ 

las mastoides inducido por X537A es dependiente de Ca mien­

tras que Foreman y col. (1973) demostraron su independencia 

de Ca en el mismo sistema. No sabemos a qué atribuir dichas 

diferencias pero cabría pensar que la técnica experimental de 

Douglas y col. debe diferir notablemente de la de otros in­

vestigadores; que esto es así lo demuestra el que una vez 

más estos autores han observado que la liberación de catecol 

aminas en la suprarrenal perfundida de gato evocada por X537A 

es dependiente de Ca, ya que la deprivación de Ca junto con 

la adición de 1 ó 5 mM de EGTA suprimió, prácticamente en su 

totalidad, el efecto liberador del ionóforo (Cochrane y col. 

1975). Por el contrario, Colburn y col. (1975), Thoa y col . 

(1974) y García y col. (1975) han observado que la liberación 

inducida por X537A no es dependiente de Ca. 

Nuestros experimentos demuestran claramente que 

la supresión del Ca del medio extracelular, con o sin EGTA, 

no modificó la liberación inducida por el ionóforo. Estos e~ 

perimentos han sido realizados en un sistema de superfusión 

a un velocidad que cambia 5 veces por min el líquido que baña 
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el tejido; por lo tanto, los iones Ca que puedan proceder 

del tejido se lavan rápidamente y cualquier pequeña canti­

dad de Ca contaminante es quelada por la presencia de EGTA. 

Otros autores han utilizado sistemas de incubación durante 

largos periodos de tiempo y ello puede explicar algunas de 

las discrepancias al respecto. Nuestros resultados permiten 

sugerir que 11 a priori 11 no se puede utilizar este ionóforo 

con el fin de estudiar el papel del Ca en los fenómenos de 

acoplamiento excitación-secreción y que se debe ser cauto a 

la hora de interpretar los resultados obtenidos con dicho 

fármaco. 

Que el X537A, al contrario que el A23187, no mime 

tiza los efectos de estímulos despolarizantes fisiológicos 

lo prueba el hecho de que sus acciones secretoras no se mo­

difiquen en ausencia o en un medio rico en Ca y que ciertos 

fármacos que interfieren de alguna forma con los movimientos 

de Ca no afecten la liberación evocada por el ionóforo pero 

si la producida por estímulos despolarizantes. Así por eje!!! 

plo, se sabe que tetracaina, un anestésico local, inhibe la 

liberación de catecolaminas en la médula suprarrenal inducj__ 

da por despolarización con K o acetilcolina; el Ca antagoni 

za dicho efecto inhibidor y bloquea la incorporación de ca
45 

en la glándula (Rubin y col., 1967). Por otra parte, el alca 

loide ryanodine interfiere con la fijación o secuestro del 

Ca en el músculo (Jenden y Fairhurst, 1969), el verapamil 

es un antagonista competitivo del Ca en el tejido muscular 

liso (Haeusler, 1972) y el rutenio rojo reduce los poten-
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ciales sinápticos en la placa motora por interferir con el 

transporte de Ca a través de las membranas mitocondriales 

(Rahaminoff y Alnaes, 1973). En nuestros experimentos, nin­

guno de estos 4 fármacos modificó aparentemente los efectos 

secretores de X537A, lo que prueba una vez más que dichos 

efectos no están asociados a la capacidad del ionóforo pa­

ra formar complejos con iones Ca y transportarlos a través 

de membranas biológicas. Sin embargo, no podemos descartar 

que la movilización de algún depósito intracelular pudiera 

mediar los efectos del ionóforo, aunque los experimentos 11~ 

vados a cabo con los bloqueantes del Ca no apoyan esta idea. 

Si el ionóforo X537A no parece mimetizar los efec­

tos de estímulos fisiológicos, sí pudiera reproducir la li­

beración producida por fármacos del tipo de tiramina o reser 

pina. Sin embargo, los resultados obtenidos en los experime.!!_ 

tos en los que se analizó la radiactividad liberada en for­

ma de NA intacta o de sus metabolitos deaminados o metilados 

no parecen sugerir acciones de tipo tiraminico o reserp1n1-

co. Mientras que tiramina produjo un incremento de la libe­

ración de radiactividad que se hizo a expensas de NA intac­

ta, y reserpina libera prácticamente solo 3H-MD (Brimijoin y 

Trendelenburg, 1971), el X537A da lugar a un patrón de lib~ 

ración de MD y un gran incremento de la liberación de NA. 

El hecho de que la liberación de NA aumente después de ha­

ber inhibido MAO y de que el patrón de metabolitos libera­

dos por X537A no se modifique tras el bloqueo del sistema 
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de reincorporación de NA por DMI habla en favor de que el 

lugar de acción de X537A es intraneuronal, probablemente a 

nivel de las vesículas que almacenan el neurotransmisor 

(ver figura 17). Los resultados indican que la vía B del es 

quema sería la utilizada por X537A. 

Estas ideas podrían encajar mejor teniendo en cuen­

ta que el X537A puede formar complejos directamente con NA 

y actuar como un transportador para dicha amina (Schadt y 

Haeusler, 1974). Si ello fuera cierto, el X537A penetraría 

fácilmente la varicosidad simpática dada su liposolubili­

dad, fijaría la NA vesicular y/o citoplasmática y la trans­

portaría al exterior celular. Puesto que el complejo X537A­

NA es reversible, a su paso por el citoplasma se disociaría 

parcialmente separándose la NA que sería metabolizada intr-ª_ 

neuronalmente por MAO, y finalmente liberada como metaboli­

tos deaminados al lado de la NA, intacta, sin metabolizar 

(figura 17). 

Los experimentos llevados a cabo en preparaciones 

reserpinizadas apoyan la idea de que X537A actúa como un 

transportador para NA. En efecto, se sabe que el estímulo 

eléctrico es incapaz de liberar NA "surplus", no almacena­

da en vesículas, pero el K produce una marcada liberación 

de NA citoplasmática que no es dependiente del ~a extracelQ_ 

lar (Wakade y Kirpekar, 1974). En este sentido, estos auto­

res hablan de un doble componente en la liberación de NA 

inducida por despolarización de la neurona adrenérgica con 
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Figura 17.- Equema que representa una terminación nerviosa simpática con las posi­
bles vías metabólicas que sigue la noradrenalina (NA) liberada por X537A. Vía 
A (línea continua) . La NA sería liberada inicialmente a la hendidura sináptica, 
·de ésta, una parte sería metabolizada por catecol-0-metiltransferasa (COMT) a 
normetanefrina (NM), otra parte se recogería como tal en el efluyente y el res­
to se reincorporaría a la terminación nerviosa para ser secundariamente metaboli 
zada por monoamio oxidasa (MAO) a metabolitos deaminados (MD) Vía B (línea de -
puntos) . En este caso el efecto del ionóforo haría que la NA liberada fuese ini 
cialmente deaminada por MAO en el interior de la terminación nerviosa y sólo una 
parte alcanzaría la hendidura sináptica como tal NA donde una pequeña cantidad 
sería metabolizada por COMT a NM. 
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K: uno de tipo fisiológico dependiente de Ca y que tendría 

lugar por exocitosis; y otro, no fisiológico y, por tanto · 

no dependiente de Ca, que liberaría NA extragranular proba­

blemente debido a que la despolarización sostenida con K 

permitiría la difusión pasiva de NA hasta el espacio extra­

neuronal en virtud de un gradiente de concentración favora­

ble. En este sentido, la liberación de NA producida por el 

X537A podría semejarse a la liberación de NA extragranular 

inducida por K. Esta idea tiene cierta lógica si se piensa 

que uno de los iones por los que tiene una afinidad más ele­

vada el X537A es precisamente el K (Schadt y Haeusler, 1974) 

Sin embargo, resulta difícil correlacionar la capacidad del 

ionóforo para complejar iones K y la facultad que ambos, iQ_ 

nóforo y K, tienen para liberar NA extragranular por un me­

canismo independiente del Ca. 

Kita y Van der Kloot (1974) han demostrado que el 

X537A produce un incremento notable pero transitorio de la 

frecuencia de los potenciales miniatura y, por tanto, de la 

liberación de acetilcolina que es totalmente dependiente de 

Ca. Estos resultados están en clara contradicción con los 

nuestros. Sin embargo, creemos que se necesita una gran do­

sis de imaginación para aceptar que siendo los iones Ca un 

requerimiento universal para la secreción de neurotransmiso 

res y hormonas (Rubin, 1970; Kirpekar, 1975) vaya un fárma­

co que modifique los movimientos de dichos iones a compor­

tarse de manera diferente en distintos sistemas experiment~ 

les. Quizás puede arrojar alguna luz sobre el problema el 
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reciente trabajo de Statham y Duncan (1975). Estos autores 

sugieren que los efectos del X537A sobre la placa motora 

pueden explicarse porque dicho fármaco incrementa la perme_! 

bilidad de la membrana neuronal para los iones Na. Como co.!:!_ 

secuencia de ello, el potencial de reposo disminuiría causa.!!_ 

do a su vez, y de manera indirecta, un incremento de la pe!:_ 

meabilidad para los iones Ca que en última instancia inicia 

ran el proceso secretor. 

En nuestros experimentos hemos observado que cua.!:!_ 

do el ionóforo se aplica 15 min después de someter el teji­

do a un medio sin Na sus efectos secretores se abolen. Esto 

corroboraría la idea de Statham y Duncam de que los efectos 

secretores de X537A estarían mediados por una despolariza­

ción de las terminaciones nerviosas secundaria a un incre­

mento de la permeabilidad de la membrana para iones Na. Sin 

embargo, sometiendo la preparación simultáneamente a la de­

privación de Na y al ionóforo observamos una gran potencia­

ción de la liberación. Statham y Duncan no mencionan en su 

trabajo el tiempo que tuvieron su preparación en un medio 

pobre en Na antes de añadir el ionóforo; ~sta es probable­

mente la razón por la que no observaron dicha potenciación. 

Esta potenciación es un dato interesante y podría 

interpretarse en base a los recientes estudios de Dubey y 

col. (1975). Estos autores han demostrado en el corazón de 

conejo perfundido que la liberación de NA inducida por de­

privación de Na es dependiente de Ca sólo en los primeros 5 
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min, pero no a partir del min 5 

pekar (1973a) demostraron que 

Kir­

inducida 

por un medio carente de Na era independiente del Ca extrace 

lular con periodos de incubación prolongados (30-120 min). 

Sin entrar en detalles sobre el posible mecanismo envuelto 

en esta liberación inicial dependiente de Ca, podemos esp~ 

rar que cuando el X537A se introduce inicialmente junto con 

un medio sin Ca, el efecto liberador inicial de la depriva­

ción de Na y el del X537A se sumen. Pero en realidad esto no 

ocurre así, y, de hecho, existe una verdadera potenciación, 

siendo el curso temporal de la respuesta totalmente distin­

to al de ambos estímulos secretores por separado (Krebs sin 

Na y X537A). La explicación que damos a este fenómeno puede 

basarse en el hecho de que la disminución de lo~ iones Na 

del medio extracelular incrementa la incorporación de Ca en 

la célula (Luttgau y Niedergerke, 1958) y, dado que X537A 

puede transportar dicho Ca, sería plausible que en estas co!!_ 

diciones favorables, en las que la membrana neuronal se ha 

hecho más permeable a los iones Ca, pudieran ambos factores 

producir un incremento drástico de la concentración de Ca 

libre e ionizado en el citoplasma neuronal que llevaría de 

la mano a una liberación muy pronunciada de NA. En resumen, 

no cabe duda que esos experimentos clara y terminantemente 

contradicen la idea de un efecto despolarizante mediado a 

través del transporte de iones Na por X537A. 
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27.- Genética ( I Semana de Biología. Conferencias-coloquio 
sobre Investigaciones biológicas 19 77) 

28. - Investigación y desarrollo de un analizador diferencial digital 
( A.D.D.) para control en tiempo real. /Vicente Zugasti Arbizu 
(Física. España, 1975) 

29. - Transferencia de carga en aleaciones binarias./ Julio A. Alonso 
(Física. Extranjero, 1975) 

30. - Estabilidad de osciladores no sinusoidales en el rango de 
microondas. / José Luis Sebastian Franco. 
(Física. Extranjero, 1974) 
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31.- Estudio de los transistores FET de microondas en puerta común. 
Juan Zapata Ferrer. (/ngenierla. Extranjero, 1975). 

32. - Estudio sobre la moral de Epicuro y el Aristóteles esotérico./ 
Eduardo Acosta Mendez (Filosofía. España, 1973) 

33.- Las Bauxitas Españolas como mena de aluminio./ 
Salvador Ordoñez Delgado (Geología. España, 1975). 

34 Los grupos profesionales en la prestación de trabajo: obrero y 
empleados./Federico Durán López (Derecho. España, 1975) 

35.- Obtención de Series aneuploides (monosómicas y ditelosómicas) 
en variedades españolas de trigo común./ Nicolás Jouve de la 
Barreda. (Ciencias Agrarias. España, 1975). 

36.- Efectos dinámicos aleatorios en túneles y obras subterráneas./ 
Enrique Alarcón Alvarez. (Ingeniería. España, 1975). 

37.- Lenguaje en periodismo escrito./Fernando Lázaro Carreter, 
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos, 
Víctor de la Serna, Emilio Alarcos Llorach y Juan Luis Cebrián. 
(Seminario organizado por la Fundación Juan March los días 
30 y 31 de mayo de 1977). 

38. - Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera, 

Beta vulgaris L./ José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio 

Silván López. (Ciencias Agrarias. España, 19 74 ). 

39. - Compacidad numerable y pseudocompacidad del producto de 
dos espacios topológicos. Productos finitos de espacios con 

topologías proyectivas de funciones reales./José Luis Blasco Olcina 
(Matemáticas. España, 1975). 

40.- Estructuras de la épica latina./ Mª. del Dulce Nombre 
EstefaníaAlvarez. (Literatura y Filología, España, 1971). 

41.- Comunicación por fibras ópticas./ Francisco Sandoval 
Hernandez (Ingeniería. España, 1975). 

42. - Representación tridimensional de texturas en chapas 
metálicas del sistema cúbico./ José Antonio Pero-Sanz Elorz 
(Ingeniería. Espaíia, 1974). 

43. - Virus de insectos: Multiplicación, aislamiento y bioensayo 
de baculovirus./ Cándido Santiago-Alvarez. 
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976). 

44. - Estudio de mutantes de saccharamyces cerevisiae alterados 
en la biosintesis de proteinas./ Lucas Sanchez Rodriguez. 
(Biología. Espaíia, 19 76 ). 
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45. - Sistema automático para la exploración del campo visual. 
José Ignacio Acha Catalina (Medicina, Farmacia y Veterinaria. 
España, 1975). 

46. - Propiedades físicas de las variedades de tomate para recolección 
mecánica/ Margarita Ruiz Altisent (Ciencias Agrarias.España 1975) 

4 7. - El uso del ácido salic í/ico para la medida del pH intracelular en 
las ce/u/as de Ehrlich y en escherichia coli/ Francisco Javier 
García-Sancho Martín. (Medicina, Farmacia y Veterinaria. 
Extranjero, 1974). 
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