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I. RESUMEN.

1. Se ha estudiado la 1liberacidn de 3H-noradrena-
1ina (3H-NA) y sus metabolitos deaminados (3H-MD) y metilados
inducida por el ionéforo X537A en la auricula de cobayo ais-

lada y superfundida con solucidon de Krebs oxigenada a 37°C.

2. X537A resultd ser un agente potente liberador
de radiactividad a dosis de 10 y 30 uM.

3. La Tiberacidn de radiactividad inducida por el
ion6foro no depende de Ta concentracidn de Ca extracelular
y no se modifica por tetracaina, verapamil, ryanodine y ru-
tenio rojo, fdrmacos que interfieren con los movimientos de
Ca a nivel de Ta membrana celular de mitocondrias. E110 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 ion6foro fué
a expensas de 3H-Mp y sobre todo de H-NA. Este patron de 11
beracion de NA y metabolitos contrasta con el inducido por ti
ramina, y .adn cuando es mds préximo al de reserpina, dista mu
cho de ser idéntico. E1 DMI, farmaco que bloquea la reincor-
poracion de NA en las terminaciones nerviosas simpaticas, no



cambid el patrdn de NA y metabolitos Tiberados por X537A.
E1To sugiere una accidén intraneuronal directa del ionéforo.

5. La Tiberacidn de 3H-NA citoplasmatica, extragra
nular, inducida por X537A en auriculas reserpinizadas fué
cualitativamente similar a la obtenida en preparaciones nor
males. La tiramina se comportd en preparaciones reserpiniza
das de manera muy distinta al ion6foro 1o que sugiere meca-
nismos de accidn diferentes para ambos agentes. E1 X537A ac
tuaria como un transportador sacando directamente NA al espa
cio extracelular.

6. La deprivacidn de Na en el medio de superfusiénin
hibe el efecto Tiberador de X537A cuando el jonoforo se admi
nistra 15 min después de retirar el Na del medio. Este hecho
sugiere que el transporte de iones Na al interior de 1a neu
rona adrenérgica pudiera despolarizar la terminacidn nervio
sa 1o que a su vez facilitaria la entrada de jones Ca que
iniciarian el proceso de liberacidén del neurotransmisor.

7. Cuando el Na se retird del medio y al mismo tiem
po se administrdé X537A Ta liberacidn de tritio se potencid
marcadamente. Esto va en contra de la explicacidn dada en el
punto 6, en el sentido de que la despolarizacidn sea la cau
sa inmediata de los efectos secretores del X537A.

8. Experimentos 1levados a cabo con N-etilmaleimi
da (NEM), un inhibidor de Ta ATPasa dependiente de Na y K,
de la membrana citoplasmatica, demostraron un comportamiento
similar de este fdrmaco al de la deprivacién de Na, en



lo que a los efectos secretores de X537A se refiere. Ello in
dica que Ta actividad ATPasica de la membrana condiciona de
alguna forma los efectos de X537A.

9. A Ta 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
idon, concluimos que se debe ser cauto a la hora de intentar
acoplar las propiedades ionofdricas de este fdrmaco con sus
efectos bioldgicos. Esto es especialmente cierto en 1o que
se refiere a estudios sobre el papel del Ca en Tos procesos
de acoplamiento excitacidn-secrecidn.

10. La NEM es un bloqueante de 1a ATPasa dependien
te de Na y K de Ta membrana que se comporta de forma similar
a Ta deprivacion de Na. Si se tiene en cuenta que Ta depriva
ci6n de Na Tleva de 1a mano a una inhibicién de la actividad
ATPasica (Skou, 1957), podriamos sugerir que, en dltima ins
tancia, seria la actividad de esta enzima la que condiciona
ria de alguna manera los efectos de X537A.

IT. INTRODUCCION.

E1 progreso en el conocimiento de Ta regulacion
fisioldgica de 1a transmisidon del impulso nervioso simpdti-
co se debe fundamentalmente al hecho de disponer de farma-
cos que utilizados como herramientas de trabajo fisioldgico
han contribuido en forma decisiva al esclarecimiento de los
procesos de biosintesis, almacenamiento, liberacién e inac-



tivacion de NA. A este respecto, recientemente se ha obteni
do un grupo muy interesante de fdrmacos que se conocen con
el nombre de iondforos y que tienenla propiedad de actuar co
mo transportadores de cationes al incrementar selectivamen-
te la permeabilidad de Tas membranas celulares para distin-
tos iones (Pressman y col., 1967; Pressman, 1973). Estos far
macos son antibiéticos y dos de ellos, el X537A (sintetiza-
do por Hoffman la Roche) y el A23187 (sintetizado por E1i
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 pro
ceso de acoplamiento excitacidn-secrecién de hormonas y neu
rotransmisores.

E1 iondforo X537A posee un grupo terminal carboxi
Tico que debe disociarse con el fin de poder formar comple-
jos con iones, de tal manera que la carga del grupoarboxi
lico compense la del catidén complejado y dé lugar asi a un
complejo eléctricamente neutro que es liposoluble y que, por
To tanto, atraviesa facilmente las membranas. En la figura
1 se representa la estructura de este iondforo en forma 1i-
neal y formando un complejo con jones Ba que ha sido carac
terizado por cristalografia de rayos X (Johnson y col., 1970)

Puesto que estos iondforos se han utilizado con el
fin de estudiar Tos mecanismos envueltos en la liberacidn de
neurotransmisores, y puesto que se sabe que la entrada de
Ca en la neurona inicia el proceso secretor, se plantea el
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Figura 1 (cont.).- Estructura qu;mica del jon6foro X537A
formando un gomp1ejo con Ba¢t. La estructura del com
plejo con Ba¢t ha sido caracterizada por cristalogra
fia de Rayos X por Johnson y col., (1970).



problema de si realmente la capacidad secretora de los ion6fo
ros y su capacidad de transportar iones estdn o no acopladas.

Este trabajo se planificé con la idea de estudiar
la Tiberacidn de NA en la neurona adrenérgica periférica en
respuesta a estimulos secretores fisioldgicos (despolariza-
cidon con concentraciones elevadas de K) 6 farmacoldgicos
(fdrmacos iondforos, tiramina, reserpina, etc.) en un intento
de aclarar el mecanismo de accidon de los farmacos iondforos
a que nos hemos referido.

ITI. METODOS.

Se utilizaron cobayos de ambos sexos con peso apro
ximado de 500-700 g. Los animales fueron sacrificados de un
golpe en la cabeza. E1 corazén se extrajo lo mds rapidamente
posible y se coloc6 en una cdpsula de Petri que contenia una
solucidn nutricia de Krebs-bicarbonato a pH 7.4 equilibrado
mediante burbujeo con 95% 02 y 5% C02.

Se ais16 la auricula izquierda y se dividié en dos
mitades de base a punta. Ambas mitades se colocaron en un tu
bo de ensayo con 2 ml de Krebs-bicarbonato manteniéndose asi
durante 15 min en un bafo de incubacidn Dubnoff provisto de
agitacidon a 37°C con el fin de que el tejido se equilibrase
con el medio. Al cabo de este tiempo los tejidos se pasaron
3H-d,
1-NA y se continud la incubacién durante 30 min. Durante este

a otros tubos que contenian 2 ml de Krebs con 20 pCi de

periodo de tiempo 1a NA tritiada se incorpord a los depdsi-
tos de NA enddgena de la terminacidn nerviosa en suficiente



cantidad para que posteriormente pudiera cuantificarse su 1i
beracidn en respuesta a estimulos apropiados. Al cabo de los

30 min las 2 mitades se lavaron 3 veces con 50 ml de solucidn
Krebs durante 5 min cada vez y se montaron en sendas camaras

de superfusidon de 0.5 ml de capacidad. Estas cdmaras estaban

rodeadas por una segunda cdmara de pldstico por la que circu

laba continuamente agua a 37°C.

Los tejidos se superfundieron durante una hora a
una velocidad de 2.5 ml/min con una bomba peristdltica tipo
Buchler con el fin de eliminar la radiactividad no ligada a
las terminaciones nerviosas simpdticas. En experimentos preli
minares se comprobd que después de una hora de superfusidn la
salida de radiactividad permanecia prdcticamente constante.

Después de este periodo de lavado se iniciaba la
toma de muestras a intervalos de 5 min, antes (liberacidn
control o espontdnea) y después de la introduccidon de farma-
cos en el sistema de superfusién. Inmediatamente de recogida
la G1tima muestra la auricula se pesaba y se homogenizaba en
10 m1 de dcido percldrico (APC) 0.4N. La radiactividad presen
te en las muestras colectadas y la que quedaba en el tejido
al final del experimento se determind seglin se detalla mds
adelante.

La solucidn nutricia normal utilizada fué Krebs-bi
carbonato cuya composicidn, asi como la de las soluciones mo
dificadas a partir de ella, aparece en la tabla I.
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DETERMINACION DE LA LIBERACION TOTAL DE TRITIO, 3H—NA Y SUS
METABOLITOS DEAMINADOS Y METILADOS

Al final del experimento Tos tejidos se secaron en
papel de filtro, se pesaron y se homogeneizaron en 10 ml de
APC 0.4N. A continuacidn el homogeneizado se centrifugd a
15.000 rpm durante 10 min para precipitar las proteinas. Pos-
teriormente, a 10 ml de solucién de centelleo (Bray, 1960) se
adicionaron alicuotas (0.5 ml) de sobrenadante y superfundido,
contdndose 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
automdtico de referencia.

La radiactividad presente en todas las muestras co-
lectadas en un experimento y la que quedd en el tejido se su-
maron y se la 1lamd radiactividad total (100%); en la mayo-
ria de los casos los resultados se expresaron en porcentajes
de esta radiactividad total (1iberacidén fraccional).

En un grupo de experimentos se analizd la 3H-NA intac

ta y sus metabolitos deaminados y metilados, seglin el método
de Cubeddu y col. (1973). Las muestras se colectaron en tubos
frios que contenian 30 ug de NA no marcada, 3,4-dihidroxife-
niletileneglicol (DOPEG) y normetanefrina, y fueron acidifi-
cadas a pH 2.6 con HC1 1 N. De las muestras colectadas en pe
riodos de 15 min (1iberacidén espontdnea o inducida por farma
cos) se prepard para su contaje una alicuota de 0.5 ml (tri-
tio total). E1 resto de la muestra se pasd por una columna
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Dowex-50-X4, H (200-400 mesh) de intercambjo idnico (5x0.4
cm). Una alicuota de 0.5 ml del efluente se contd con el fin
de estimar los 3H-metaboh‘tos deaminados totales. Las aminas
se eluyeron completamente con 15 ml de HC1 2N y 1a NA se se-
pard de la normetanefrina mediante adsorcidén en aldmina a

pH 8.

Las recuperaciones de 50 ug 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 recuperacibn, y se expresaron cO
mo cuentas por min y por g de tejido (cpm/g) o como el % de
la cantidad total de 3H-Hberado.

Los farmacos 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-
gilina, de Abbott; Verapamil, de Knoll A.G.; y clorhidrato
3H-d,]-noradrena]ina (6.6. Ci/mmol1), de Amersham. Las solu-
ciones se hicieron en HC1 0.01 N. Las concentraciones de los
farmacos se expresaron en ng. de la base para NA y sus meta-

bolitos y en términos molares para el resto.

Los resultados se analizaron estadisticamente segin
Snédecor y Cochran (1967). La significacidn entre grupos de
experimentos pares o impares se determind por la t de Student.
Se considerd significativo el valor de p = 6 < 0.05.
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IV. RESULTADOS.

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

cobayo superfundida.

La figura 2 representa la liberacidon de radiactivi-
dad evocada por X537A. En ella puede verse que la introduc-
cién de una solucién 10 uM de ion6foro causa un marcado in-
cremento en la salida de radiactividad frente a la 1ligera
pero constante disminucién que sufre la preparacidén control.
Este incremento de liberacidn es lineal durante los 15 pri-
meros min, alcanzando en este tiempo el pico de liberacidn
para desde entonces ir disminuyendo lentamente. Una dosis
de iondéforo 30 uM no eleva ulteriormente el pico de libera-
cion si bien la fase ascendente de la curva es mds pronuncia
da. Durante los 30 min. de superfusién con el iondforo ( 10
y 30 uM) Tos tejidos pierden 40.4 y 49.3% de la radiactivi
dad que contenian al comienzo de 1a coleccidn de las mues-
tras, comparadas con el 28.2% perdido por el tejido utiliza-
do como control. La disminucidén de la liberacidn de radiacti
vidad después de los primeros 15 min. de exposicion al iond
foro podria deberse a Ta progresiva depleccion de los depé-
sitos de 3H—NA.

Teniendo en cuenta que la dosis menor con la que
se obtenian resultados reproducibles era la de 30 uM, y por
otro lado que dosis mayores no provocaban ulterior incremen
to significativo en 1la liberacidn de tritio, esta dosis fue
utilizada en todos 1os experimentos que se describen en este
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Figura 2.- Liberacidn fraccional de tritio (3H) evocada por
X537A. Los depdsitos enddgenos de noradrenalina (NA)
§e marcaron mediante incubacidn de las auriculas con
H-NA y a continuaci6én fueron superfundidas con Krebs
normal a 37°C. Cada punto representa la cantidad de ra
diactividad encontrada en cada muestra de 5 min colec
tada. A Liberacidn espontanea de radiactividad.
Liberacif6n inducida por X§37A 3x10° 5M) O Liberacidn
inducida por X537A (3x107°M). E1 ion6foro se superfun-
did desde el min 5 al 35. E] punto primero (min 0 al 5)
representa la liberacid6n espontdnea. Las lineas verti-
cales reflejan el error estandard de la media para 8,
6 y 8 experimentos 11berag1on espontdnea, liberacidn
inducida por 10-5M y 3x107°M de X537A, respectivamente)
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trabajo.

En 1a figura 3 aparece representada en el histogra-
ma de la derecha, la liberacidn inducida por X537A con la do-
sis de 30 uM y a la izquierda la correspondiente a la curva
de lavado (1iberacidn espontdnea).

Estos datos, y los que aparecen en la figura 2, in-
dican que frente a la ligera pero constante disminucidn de 1i-
beracién de radiactividad espontdnea (control), la introduccidn
del X537A en el 1iguido de superfusion da Tugar a un marcado
incremento de liberacidn de 3H cuyo valor mdximo se obtiene a
los 15 min, a partir de cuyo momento disminuye en forma pro-
gresiva. La liberacidn neta causada por el iond6foro representa
el 16.7 + 1.9% del contenido tisular inicial, entendiendo por
liberacidn neta el valor resultante de sustraer en cada perio
do de tiempo la liberacidén espontdnea de la inducida por el
ion6foro en cada situacidon experimental.

La expresion de los resultados en esta forma permi-
te establecer comparaciones estadisticas entre grupos de dis-
tintos experimentos.

b) Relacidn entre los iones Ca y la liberacidn de tritio in-
ducida por X537A

Puesto que en numerosos trabajos los efectos biold
gicos de los farmacos ionéforos se han asociado a su capaci-
dad para transportar iones divalentes (ver Discusidn) nos ha
parecido interesante estudiar si la liberacidn de tritio in-



16

LIBERACION FRACCIONAL DE 3H
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Figura 3.- Liberacién fraccional de radiactividad en 1a auricula aislada y superfun-

dida de cobayo. A. Liberacion espontdnea. B. Liberacién inducida por X537A. La
caida media gradual de la radiactividad liberada espontdneamente (A) se sustrajo
de cada muestra cuando se utilizé el X537A (B) con el fin de corregir esta caida
espontdnea y obtener la liberacidn neta de radiactividad (ver figura 6). N = ni
mero de experimentos. Lineas verticales = error estandard de la media.
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ducida por X537A se modifica en ausencia de iones Ca, o en un
medio con exceso de dicho jon.

La figura 4 muestra el resultado de 3 experimentos
pares en los que una mitad de Ta auricula se superfundié con
0 mM de Ca y l1a otra mitad con una concentracion de Ca 3 ve-
ces superior a la normal (7.5 mM), una hora antes de intro-
ducir el jon6foro. Obsérvese la sorprendente identidad de am-
bos tipos de liberacidn, hecho que muestra que la presencia en
exceso o ausencia total de iones Ca, en el medio extracelular,
no modifica 1a Tiberacién de tritio inducida por X537A. La 1i
beracidn neta en 0 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 superfusidn con
0 Ca existan pequefias cantidades contaminantes de este i6n, se
disefiaron una serie de experimentos pares en los que una mi-
tad de la auricula se superfundid. con Krebs normal y la otra
mitad con Krebs sin calcio conteniendo 1 mM de EGTA, un fuerte
agente quelante de iones calcio. Esta solucion se introdujo
30 min antes de la estimulacién con X537A. La figura 5 muestra
una vez mas que la Tiberacidn de tritio fué idéntica tanto en
presencia como en ausencia de iones calcio. La liberacidn ne-
ta fué de 14.9 + 0.2% y 15 + 3.1%2 en 2.5 mM y 0 Ca + EGTA,
respectivamente.

c) Efecto de diversos farmacos que interfieren con los movi-

mientos de Ca sobre la liberacidn de radiactividad inducida
por X537A.
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Figura 4.- Efecto de la deprivacion de Ca (izquierda) o de
un exceso de ijones Ca (derecha) sobre la liberacién 5
fraccional de tritio (°H) inducida por X537A. (3x107°M).
Las barras horizontales muestran el periodo de tiempo
en que se administrd el ionéforo. E1 experimento se
1Tevé a cabo en dos mitades de una misma auricula. Las
Tineas verticales muestran el error estandard de la me
dia de 3 experimentos pares (P > 0.05).
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Figura 5.- Liberaci6n de tritio ( H) inducida por X537A en
Krebs normal (izquierda) y Krebs carente de Ca y conte
niendo 1 mM de EGTA. La preparacién de la derecha fué
superfundida con 0Ca + 1mM EGTA desde530 min antes y
durante Ta perfusidn con X537A (3x10~ ). Las Tineas
verticales sefialan el error estandard de la media de
3 experimentos pares (P > 0.05)
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Con el fin de estudiar con mds detalle Ta aparen-
te falta de contribucidén de Tos iones Ca a Ta liberacidn
de radiactividad evocada por el idnoforo, se disefiaron gru-
pos de experimentos pares en 1os cuales una mitad de la au-
ricula sirvid para estudiar Ta liberacidn-induccidn por
X537A (30 uM) s6lo, y la otra mitad se tratd con verapamil,
ryanodine, rutenio rojo y tetracaina, (farmacos todos ellos que
interfieren con los movimientos de calcio en membranas de di
versos sistemas bioldgicos) (ver Discusidn) antes de introdu
cir el ionGforo.

La figura 6 resume los datos obtenidos. Obsérvese

que ni Ta administracidn de verapamil (3x10'5

M), rutenio ro
jo (3x107°M) ni tetracafna (107°M) modifica 1a liberacién ne
ta de radiactividad inducida por el iond6foro. Unicamente rya
nodine (3x10'5M) disminuyé ligeramente la liberacidn (p =

0.05).

d) Liberacidn de 3H-NA y sus metabolitos inducida por X537A.

Puesto que hasta este momento Unicamente se ha me
dido la liberacidn de tritio, nos ha parecido de interes es
tudiar y analizar en qué porcentaje dicho isdtopo estd unido
a la molecula de NA intacta o a sus metabolitos. El1lo nos da
rd informacidn cualitativa sobre el patron de liberacidn de
NA y sus metabolitos deaminados y metilados que nos permiti
ra compararla con el patrdn de liberacidn inducido por tira
mina, reserpina y estimulos fisioldgicos.
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Figura 6.- L1berac1on neta dg “radiactividad inducida por el

jon6foro X537A (3 x 107°M) en ausencia (barras en blan
co) y en presencia de fdrmacos que interfieren con los
movimientos de Ca. Estos experimentos se llevaron a ca
bo en mitades de una misma auricula, excepto los de te
tracaina que son exper1mentos no pares. Los fdrmacos
estuvieron presentes 10 min antes y durante el estimu-
1o con X537A. Ninguno de estos farmacos, a las concgn—
traciones utilizadas (10~ 3M para tetracaina y 3x10

para el resto) produjeron liberacidn de radiact1v1dad
ellos mismos. E1 nimero de experimentos viene reflejado
encima de cada par de barras. Las lineas verticales son
el error estandard de la media. *P = 0.05.
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A continuacién se va a analizar sucesivamente la 1i
beracién inducida por X537A, antes y después de inhibir Ta mo
noaminooxidasa con pargilina, tras bloquear el mecanismo de
incorporaci6n con desmetilimipramina (DMI) o con fenoxibenza-
mina, y se comparard con la liberacifn inducida por tiramina
(amina simpaticomimética de accidn indirecta).

a) Patrdén de liberacidn inducido por X537A. Al ana-

lizar la Tiberacidn espontdnea de tritio se observd que del
total de radiactividad liberada, una gran proporcidn fué en
forma de metabolitos deaminados (3H—MD) En 1a figura 7 se re-
presentan los valores absolutos de la radiactividad libera-
da y en la figura 8 los valores expresados en % del total 1i
berado en cada muestra de 15 min. La Tiberacidn espontdnea de
3H-MD fué de 82 + 0.91%, 3H-normetanefrina (SH-NM) de 0.65 +
0.08% y SH-NA de 4.8 + 0.95%. Este patrdn de metabolitos estd
de acuerdo con el encontrado previamente por Tarlov y Langer
(1971). La separacién de MD de los deaminados metilados (3H—
MDOM) mediante adsorcidn con aldmina daba unas cantidades de
estos Gltimos practicamente inapreciables, por 1o cual no se
han representado en la figura. Por otra parte, la cantidad
tan pequena de 3H-NM obtenida hace sospechar que la catecol-0
-metil transferasa (COMT) juega un papel menor en el metabo-
Tismo de NA en este sistema experimental.

La introduccién de X537A (30 uM) di6 un incremento
notable de 1a radiactividad total liberada y en 1a proporcidn
de NA y sus metabolitos. En efecto, mientras que en cifras
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absolutas la liberacion de 3H—MD se incrementa ligeramente y
la de 3
aumentd drasticamente (figura 7).

H-NM no se modifica, 1a liberacion de SH-NA intacta se

Por otra parte, si se analiza la liberacidn en %
del total (figura 8) se observa que los 3H-MD disminuyeron del
82 + 0.91% hasta 70.9 + 4%, mientras que la liberacion de SH-NM
se incrementd has un 2.1 + 0.3% y la de 3H—NA pasd desde un
4.8% hasta 17.2 + 2.6%. Este patrdon de liberacidn, pues, indi
ca que es distinto al evocado por reserpina, pues se sabe que
este farmaco incrementa la liberacidn de radiactividad en la
auricula aislada de cobayo a expensas de MD en su totalidad
(Brimijoin y Trendelenburg, 1971).

E1 tipo de Tiberacidon de NA y metabolitos induci-
do por X537A podria interpretarse en dos formas: 1. Que Ti-
bere inicialmente la 34-nA vesicular directamente en el cito
plasma de la terminacidén nerviosa, donde seria parcialmente
metabolizada por MAQ a 3H-MD, liberdndose el resto en la si-
napsis como 3H-NA intacta; y 2. Que 1la 3H-NA fuera directa-
mente Tiberada como tal a la hendidura sindptica, reincorpo-
rada posteriormente en la terminacidn nerviosa y finalmente
metabolizada por MAQ. Con la idea de explorar estas posibi-
lidades se disefiaron 1os experimentos que se describen a con
tinuacidn.

b) Patrdén de liberacidn inducido por X537A con MAQ
inhibida. Con el fin de inhibir Ta MAO durante todo el expe-
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rimento, desde la fase inicial de marcaje de los depdsitos de
NA enddgena con 3H—NA exdgena hasta su terminacidn, el experi
mento se 1levé a cabo en una solucidn de Krebs que contenia
pargilina (5x10_4M).

La figura 9 resume los resultados obtenidos. Obsér-
vese el gran cambio sufrido en el patrdén de NA y metabolitos
liberados espontaneamente. E1 81 + 0.7% del total del tritio
apareci6 ahora como NA intacta, mientras que s6lo un 11 + 0.1
y 5.8 + 1.6% correspondid a 3H—MD y 3H-NM respectivamente. La
liberacidn de 3H—NA se incrementd muy marcadamente desde 265 +
68 hasta 596 + 70 cpm/g x 10'4, la Tiberacibn de 3H-Nm se in-
crementd sustancialmente y la de 3H-MD de hecho disminuy6.

c) Patrén de liberacidn inducido por X537A después

de bloquear el mecanismo de reincorporacion de NA. En este

=6y

grupo de 4 experimentos se administré una dosis de DMI (10
que se sabe bloquea en mds de un 95% la incorporacidon de NA
en las terminaciones nerviosas simpaticas. E1 farmaco estuvo

presente 20 min antes y durante la administracidon de X537A.

En la figura 10 puede observarse que la presen-
cia de DMI disminuyé notablemente la liberaci6én de tritio.
A pesar de dicha disminucidn, puede apreciarse que la Ti-

beracidn de 3

H-MD y de 3H—NA se incrementa de forma cualita-
tivamente similar a la obtenida con el iondforo solo. Es-

tos datos indican que el metabolismo de la NA 1liberada por
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el ion6foro tiene lugar intraneuronalmente, pues la NA no ne-
cesita ser Tiberada al exterior y ulteriormente reincorporada
para su posterior deaminacidn oxidativa en la terminacidn ner

viosa (ver Discusidn).

d) Patrdn de liberacién inducido por tiramina. Con

el fin de comparar la liberacidn de NA y metabolitos evocada
por X537A con la de tiramina, se diseflaron 2 experimentos en
los que el estimulo secretor utilizado fué esta amina de ac-
cidn indirecta.

La introduccion de tiramina (10—4M) en el sistema
de superfusidn produjo un incremento marcado de la libera-
cibn de tritio; dicho incremento se debid practicamente en
su totalidad a 1a Tiberacién de SH-NA pues, de hecho, la 1i
beracion de “H-MD disminuyé (figura 11).

e) Liberacidn de 3H—NA "surplus" inducida por X537A en au-

riculas reserpinizadas.

La liberaci6én de radiactividad en tejidos normales
inducida por X537A tiene lugar probablemente a partir del
"pool" granular de NA. Puesto que T1a NA liberada por estimu
los fisioldgicos procede directamente de las vesiculas si-
ndpticas (exocitosis) nos planteamos la posibilidad de que
el jon6foro pudiera liberar 3H—NA acumulada extragranular-
mente en el citoplasma de la terminacidn nerviosa.

Para ello, se 1levaron a cabo experimentos en coba-
yos que habian sido tratados 18-24 horas antes con reserpina
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Figura 11.- Liberaci6n de radiactividad tota1 (RT), metabo

1itos deaminados (MD), normetanefr1n3 ) y noradrena
Tina (NA) inducida por tiramina (107 'M) E1 grupo de ba
rras de Ta izquierda representa la 11berac1on esponta-
nea (min 0-15) y el de la derecha la inducida por tira

mina (10°°M). Las barras representan el valor medio de
2 experimentos.
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(5 mg/kg) con el fin de "depletar" los depdsitos granula-
res de NA. Las vesiculas se incubaron con 3H—NA en presencia
de pargilina (5x10_4M) con el fin de evitar la degradacidn
de 3
y Sdnchez-Garcia, 1968).

H-NA y facilitar su retenci6n citoplasmdtica (Furchgott

En l1a figura 12 puede observarse que la liberacidn
espontdnea de tritio cae mds 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 degradacion de NA por MAO.

La administracion de X537A origind un incremento
rdapido de la liberacidn de radiactividad que fué similar
cualitativamente al observado en aurfculas normales. Ain
cuando el pico maximo de liberacidn fué mds bajo, es intere-
sante hacer notar que también la liberacidn control (espon-
tdnea) es menor por 1o que la liberacidn neta es similar en
preparaciones reserpinizadas y normales. En un experimento
se suprimidé el Ca del medio de superfusidn pero el tipo de
liberacidon fué similar.

La curva superior de la figura muestra la libera-
cion de tritio inducida por tiramina a concentraciones equi
molares a las de X537A (30 uM). Puede constatarse que el
curso temporal de la Tiberacidn es totalmente distinto al
del ion6foro. La fase ascendente de la curva es mucho mas
pronunciada, el pico de liberacid6n mayor y la curva cae muy
rapidamente, probablemente debido a 1a depleccidn rdpida de



32

Fig. 12

12

10

@ s

(%) He 30 TYNOIJOVHd NOIOVY3EIT

40

30

20

10

TIEMPO (min)



33

Figura 12.-_Liberacidn de tritio 3 %nduc1da por X537A
(3x107°M; O ) y tiramina (3x10 @® ) en la auri
cula a1s1ada y reserpinizada de cobayo. La reserpina
(5 mg/kg de peso) se inyecté 18-24 hr antes por via i.p
E1 disefio experimental fué, por lo demis, 1dent1co al
descrito en la figura 2 excepto que pargilina (5x10~
estuvo presente durante todo el experimento. La curva
inferior ( A ) representa la liberacidon espontdnea
de “H. Inicialmente se colectaron 3 muestras de 5 min
antes de adicionar tiramina o X537A. Las 1ineas 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 Tiberacidn tan distintos sugie-
ren mecanismos diferentes de liberacién para ambos farmacos.
Con el fin de estudiar esta posibilidad, se disefi6 un grupo
de experimentos en auriculas reserpinizadas cuyos resultados
aparecen en la figura 13. La Tinea inferior muestra la libera
cién espontdnea de radiactividad. Obsérvese cémo la introduc
cidon de X537A indujo una Tiberacidn de radiactividad que fué
maxima 15 min después de su administracidn (ver figura 15).
Cuando se alcanz6 el "plateau" de Tiberacidn, y siempre en
presencia del ion6foro, se administré tiramina (30 uM), ob-
servandose un dramdtico incremento en la Tiberacidn que se
superpone a la liberacid6n inducida por X537A. Esto indica
un mecanismo y/o lugar de accibn diferente para ambos farma
cos ya que, como dijimos mds arriba, la dosis 30 uM de X537A
produce practicamente el efecto maximo. Si el mecanismo de
liberacion de ambas sustancias fuera similar, no cabria es-
perar un incremento ulterior de 1a liberacidn después de 1la
adicidon de tiramina.

f) Influencia de los iones Na sobre la liberacidén de radiac-
tividad inducida por X537A.

E1 X537A tiene la capacidad de formar complejos
no s61o con iones divalentes sino también con iones monova-
lentes del tipo del Na, a T1os que transporta a través de
membranas Tipoideas (Pressman, 1973). Adn cuando parece ser
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Fig. 13
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Figura 13.-_Liberacidn de tritio (3H% inducida por X537A
(3x107oM) y por tiramina (3x107°M) en auricula reserpi
nizada. La 1inea inferior representa la liberacidn es-
pontdnea. En la Tinea superior aparece la liberacion
inducida por X537A; cuando se alcanzd el techo de la
curva, se adiciond, todavia en presencia de X537A, ti-
ramina. La curva representa un solo experimento demos-
trativo.
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que el Ca es el Gnico i6n importante envuelto en la libera-
cién fisioldgica de NA (Rubin, 1970; Kirpekar, 1975), el Na
puede, sin embargo, tener un papel en la liberacidn evocada
por X537A. En efecto, el X537A puede complejar y transpor-
tar el Na al interior celular causando una despolarizacidn
de la terminacidn nerviosa e, indirectamente, la liberacidn
del neurotransmisor.

La figura 14 muestra un grupo de experimentos en
los que se ha estudiado la liberacidén de radiactividad en
Krebs normal (curva de lavado), Krebs sin Na (Na sustituido
isosméticamente con sucrosa), Krebs sin Na al que se adicio
n6 X537A 15 min después de la deprivacidn de Na y Krebs sin
Na mds X537A adicionados simultdneamente.

La simple deprivacidon de Na causa una Tiberacidn
pronunciada de radiactividad que tiene un pico inicial du-
rante 1os 5 min primeros de superfusion para ir luego subien
do progresivamente en una segunda fase. Este efecto libera-
dor de la ausencia de Na coincide con resultados previos ob
tenidos en nuestro laboratorio (Garcia y Kirpekar, 1973a).
En el tercer grupo de barras se representa el efecto del io
néforo (30 uM) cuando se introduce en el sistema de super-
fusidon 15 min después de la deprivacién de Na, y se obser-
va que el iond6foro no modifica 1a Tiberacidn desencadenada
por la deprivacidn de Na.

Lo curioso de este grupo de experimentos fué el he



YLESX

YLESGX

Sg3u

BN 0

BN O

37

3

LIBERACION FRACCIONAL DE “H (%)
IS o o o
| I I T
o
;—1—4
| .
b
-

l-—-}—--—1

n
o
1



38

Figura 14.- Liberacidn de tritio (3H) inducida por X537A (3x10'5M) en un medio caren-
te de Na (Na sustituido isosmdticamente por sucrosa). De izquierda a derecha, el
primer grupo de barras representa la liberacidon espontdnea, el segundo la libera
cion en ausencia de Na, el tercero l1a liberacidn inducida por X537A 15 min des-
pués de haber eliminado el Na y el cuarto, la liberacién inducida por el ionGfo-
ro cuando se adicioné al mismo tiempo que se quitd el Na del medio. Las barras
horizontales reflejan los distintos cambios i6nicos y el momento de l1a adicidn
de X537A. Las l1ineas verticales reflejan el error estandard de la media de 3 a 6
experimentos. .
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cho de que al introducir el X537A simultdneamente con la so
lTucidn sin Na hubo una liberacidon muy rdpida e intensa, bo-
rrandose el primer pico de liberacidn que se observd con la
simple deprivacidén de Na. La liberacidn alcanza su pico mé-
ximo en el minuto 10, para caer después bruscamente hasta
valores controles. En resumen, parece ser que la superfusidn
previa con un medio carente de Na da Tugar a ciertos cambios
en la neurona adrenérgica que impiden el efecto liberador
ulterior del X537A. Sin embargo, la exposicidon simulténea

de la auricula a un medio sin Na mds el fondforo ocasiona
una marcada potenciacidon de la liberacidén de radiactividad.

Garcia y Kirpekar (1973 a,b) han demostrado que
algunas modificaciones idnicas y ciertos farmacos que pro-
ducen una inhibicidén de Ta ATPasa Na-K-dependiente de 1a
membrana neuronal, causan Tiberacion de NA. Uno de estos
procedimientos fué la deprivaci6én de Na. Por ello se deci-
did 1levar 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-
cién de Na y que se han expuesto previamente.

La figura 15 resume dichos experimentos. En ellos
puede apreciarse que NEM (10'3M) produce una liberacién mo-
derada de radiactividad (segundo grupo de columnas) que re
sulta apreciable si se compara con la caida de la Tiberacidn
espontdnea (primer grupo de columnas). La presencia de NEM
en el 1iquido de superfusién 15 min antes de la introduccidn
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de X537A produce un bloqueo casi total de la liberacidn que
este farmaco 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 G1timo grupo de barras de
la figura 15 que el X537A todavia conserva en su totalidad
el efecto liberador de radiactividad cuando ambos, iondforo
y NEM, se introducen simultdneamente; es mas, aparentemente
existe una potenciacidn de los efectos de X537A, siendo el
curso temporal de la liberacién mds rdpido y la caida también
mds rdpida que en condiciones normales (comparar con figura
2).

g) Liberacidn de radiactividad inducida por X537A en prepara-

ciones sometidas a despolarizacidn con K.

Se sabe que el incremento de la concentracidn de
jones K en el medio extracelular produce una despolarizacidn
de Tas terminaciones nerviosas simpdticas, con la entrada de
iones Ca en las mismas y Tiberacidn ulterior de NA (Kirpekar
y Wakade, 1968a). En la actualidad se considera que este esti
mulo despolarizante es de tipo "fisioldgico".

Con el fin de estudiar la capacidad de X537A para
Tiberar radiactividad en preparaciones despolarizadas se dise-
fid un grupo de experimentos cuyo resultado se resume en la
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figura 16. En una mitad de la auricula se estudid la 1ibe-
racion de radiactividad provocada por K (140 mM). E1 Ca se
eliminé del medio con el fin de producir despolarizacidn y
evitar la liberacidn de radiactividad inducida por K, pues
se sabe que la liberacidon de NA inducida por concentraciones
altas de este i6n es dependiente de Ca (Kirpekar y Wakade,
1968b). A pesar de suprimir el Ca puede observarse que el K
produce cierta liberacidn 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 introduccién de K junto con el iondéforo produ-
ce una marcada liberacidn 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 liberacidn de NA inducido por X537A no esta
relacionado con la despolarizacién de la neurona adrenérgi-
ca, ya que esta concentracidon de K tan elevada debe produ-
cir una despolarizacidn practicamente maxima.

V. DISCUSION.

Los resultados obtenidos demuestran que el jonéfo-
ro X537A tiene la capacidad de liberar 3H-NA a partir de las
terminaciones nerviosas simpaticas de la auricula aislada y
superfundida de cobayo. Asi mismo, se ha demostrado que dicha
liberacion tiene una serie de caracterfisticas peculiares que
la diferencia de la Tiberacidn inducida por estimulos fisio-
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Figura 16.- Liberacidn de tritio (3H) inducida por X537A en

presencia de una concentracidn elevada de K. Con el fin
de mantener la isotonicidad del medio rico en K, se re
dujo isosmbticamente la concentracion de Na. E1 medio,
ademds, no contenia Ca. Las barras horizontales muestran
el momento de cambiar de un medio s1g Ca a un medio sin
Ca rico en K, con o sin X537A (3x10~ Lineas vertica
les = error estandard de la media de 4 exper1mentos



16gicos de Tos nervios simpaticos. 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 Tliberacidn
de NA inducida por el estimulo eléctrico de los nervios sim-
paticos o bien por despolarizacién con K (Kirpekar y Misu,
1967; Kirpekar y Wakade, 1968 a,b), y ademds se considera

que el X537A tiene la propiedad de transportar iones Ca a
través de membranas bioldgicas (Pressman, 1973), se comprende
porqué dicha  fdrmaco se ha utilizado ampliamente en el
estudio de Tos procesos envueltos en el mecanismo de acopla-
miento excitacidn-secrecidn en diversos sistemas secretores.

Adn cuando estd demostrada la importancia del Ca pa
ra Ta Tiberacidn de neurotransmisores y hormonas, se sabe muy
poco, sin embargo, acerca de T1os mecanismos de entrada espe
cifica de este i6n en la célula durante el proceso de libe-
racién y se ignoran por completo los pasos intermedios en-
vueltos en dicho proceso secretor. Experimentos recientes
Tlevados a cabo en el ax6n gigante y ganglio del calamar de-
muestran que la liberacidn del neurotransmisor inducida por
despolarizacidn corre paralela a la fase tardia de la entra-
da de calcio a Ta celula y que esta fase es resistente a te
trodotoxina (Katz y Miledi, 1969; Baker y col., 1973).

Parece ser que la despolarizacidon es el estimulo
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que determina la entrada de Ca, el cual a su vez iniciarfa
la Tiberacidon del neurotransmisor. Hasta no hace mucho se
crefa que los canales de la membrana que utiliza el Ca pa-
ra penetrar en la célula durante la despolarizacidn serian
accesibles al ion sdlo desde fuera (Miledi y Slater, 1966;
Garcia y Kirpekar, 1973b), y que el Ca intracelular no es-
taria envuelto en el proceso secretor. Sin embargo, Miledi
(1973) ha demostrado que la inyeccién intracelular de Ca

en la sinapsis gigante del.ca1amar seria un estimulo sufi-
ciente para iniciar el proceso secretor. Como se ha mencio
nado en la revisién inicial de este problema (ver Introduc
cién) en la actualidad se piensa que la concentracidn de Ca
intracelular Tibre, ionizado y no ligado a estructura subce
lular alguna, seria el factor que condicionaria la inicia-
cion del proceso secretor (Baker, 1975). De esta forma, cual
quier procedimiento que incremente la concentracidn de Ca 1i
bre intracelular dard lugar a liberacidn del neurotransmi-
sor. Que esto es asi lo confirma el hecho de que ciertos
procedimientos como la inactivacidon de la captacion de Ca
por las mitocondrias (envenenamiento de las neuronas con
cianuro y “"depleccion" del ATP), estimulos despolarizantes
que facilitan la entrada de Ca en la célula, la inyeccidn
directa de Ca intracelular, la deprivacion de Na o la inhi
bicion de Ta ATPasa de la membrana neuronal, incrementa la
concentracion de Ca libre citoplasmatico y producen libera
cidn del neurotransmisor.
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Los farmacos ion6foros han venido a aclarar algunos
de estos problemas y, en parte, a oscurecer alin mds el com-
plejo papel del Ca en los procesos secretores. Como dos de
estos iondforos, el A23187 (sintetizado por E1i Lilly) y el
X537A forman complejos con el Ca, se han utilizado reciente
mente con el fin de demostrar una vez mas que en la cadena
de hechos que tienen lugar desde que un estimulo invade 1la
terminacidn nerviosa hasta que se produce la liberacifn del
neurotransmisor, el paso critico es el transporte de iones
Ca desde el exterior al interior celular o bien la moviliza
cién intracelular de iones Ca desde lugares de depdsito (mem
brana celular, mitocondrias, microsomas). Ambos procesos pro
ducirian, en G1tima instancia, un incremento citoplasmatico
de Ca libre e iniciarian el proceso secretor.

En el caso del A23187, un jondforo 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 estimulo despolarizante.
Por ejemplo Garcia y col. (1975) han observado en la glandu-
la suprarrenal perfundida de gato que existe una similitud
sorprendente entre la secrecifn de catecolaminas inducida
por estimulacidén de Tos nervios esplacnicos o por la perfu-
sidn de acetilcolina y la inducida por A23187. Asi, Ta libe
racion por Tos tres tipos de estimulos es dependiente del
Ca extracelular, es proporcional a la concentracidn de Ca
en el Tiquido de perfusidn, se suprime por Mg y se vuelve a
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restaurar incrementando la concentracidon de Ca. Los efectos
del A23187 parecen ser muy especificos puesto que no tenfian
lugar en ausencia de Ca alin a concentraciones muy elevadas
del iondéforo. Estos resultados con A23187 fueron interpre-
tados en base a su capacidad para transportar iones Ca (Reed
y Lardy, 1972). E1 ion6foro facilitarfa la entrada de iones
Ca en Ta célula cromafin a través de su membrana incrementan
do la concentracion de Ca libre intracelularmente e inducien
do la liberacidon de catecolaminas. En este sentido, este io
n6foro ha permitido apoyar con mayor intensidad la idea de
que, independientemente del estimulo que la provoque, lo que
realmente condiciona 1a liberacidn de un neurotransmisor u
hormona es Ta elevacion del Ca intracelular libre. Otros au
tores han demostrado también que Ta liberacidn 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 ion6foro X537A ha si
do ampliamente utilizado en el estudio de procesos secretores
y de contraccidn muscular en los que el Ca juega un papel cen
tral. Pero el X537A es un ion6foro capaz de formar complejos
no sélo con iones divalentes, sino también con iones monova-
Tentes del tipo del Na y K (Pressman, 1973). Es probablemen
te dicha propiedad 1a que ha ocasionado una gran variabili
dad en Tos datos que se han publicado sobre las acciones
secretoras de este ion6foro en relacidn a Tos requerimientos
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de Ca extraceluar. Asi, por ejemplo, mientras que Nakazato

y Douglas (1974) han demostrado que la liberacién de vaso-
presina en la neurohipdfisis inducida por X537A es dependien
te de Ca, Nordmann y Currel (1975) han demostrado en el mis
mo sistema experimental su total independencia del Ca extra
celular. Por otra parte, Cochrane y Douglas (1974) han de-
mostrado también que el efecto secretor de histamina en celu
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 cabria pensar que la técnica experimental de
Douglas y col. debe diferir notablemente de la de otros in-
vestigadores; que esto es asi 1o demuestra el que una vez

mas estos autores han observado que Ta liberacidon de catecol
aminas en la suprarrenal perfundida de gato evocada por X537A
es dependiente de Ca, ya que la deprivacidon de Ca junto con
la adicién de 1 6 5 mM de EGTA suprimid, practicamente en su
totalidad, el efecto liberador del iondforo (Cochrane y col.
1975). Por el contrario, Colburn y col. (1975), Thoa y col.
(1974) y Garcia y col. (1975) han observado que la liberacidn
inducida por X537A no es dependiente de Ca.

Nuestros experimentos demuestran claramente que
la supresion del Ca del medio extracelular, con o sin EGTA,
no modificé la liberacién inducida por el ion6foro. Estos ex
perimentos han sido realizados en un sistema de superfusion
a un velocidad que cambia 5 veces por min el Tiquido que bafia
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el tejido; por lo tanto, los iones Ca que puedan proceder
del tejido se lavan rdpidamente y cualquier pequefia canti-
dad de Ca contaminante es quelada por la presencia de EGTA.
Otros autores han utilizado sistemas de incubacifn durante
largos periodos de tiempo y ello puede explicar algunas de
las discrepancias al respecto. Nuestros resultados permiten
sugerir que "a priori" no se puede utilizar este iondforo
con el fin de estudiar el papel del Ca en los fendmenos de
acoplamiento excitacidn-secrecion y que se debe ser cauto a
la hora de interpretar los resultados obtenidos con dicho
farmaco.

Que el X537A, al contrario que el A23187, no mime
tiza los efectos de estimulos despolarizantes fisiolégicos
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
farmacos que interfieren de alguna forma con Tos movimientos
de Ca no afecten la Tiberacidn evocada por el ionéforo pero
si la producida por estimulos despolarizantes. Asi por ejem
plo, se sabe que tetracaina, un anestésico local, inhibe la
liberacidon de catecolaminas en la médula suprarrenal induci
da por despolarizacidn con K o acetilcolina; el Ca antagoni
za dicho efecto inhibidor y bloquea 1a incorporacidn de Ca45
en la gldandula (Rubin y col., 1967). Por otra parte, el alca
loide ryanodine interfiere con la fijacidon o secuestro del
Ca en el misculo (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 sindpticos en 1a 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 farmacos modificé aparentemente los efectos
secretores de X537A, 10 que prueba una vez mds que dichos
efectos no estdn asociados a la capacidad del ion6foro pa-
ra formar complejos con iones Ca y transportarlos a través
de membranas bioldgicas. Sin embargo, no podemos descartar
que la movilizacidn de algin depfsito intracelular pudiera
mediar los efectos del iondforo, aunque los experimentos 1le
vados a cabo con los bloqueantes del Ca no apoyan esta idea.

Si el iondéforo X537A no parece mimetizar Tos efec-
tos de estimulos fisioldgicos, si pudiera reproducir la Ti-
beracidn producida por fdrmacos del tipo de tiramina o reser
pina. Sin embargo, los resultados obtenidos en los experimen
tos en 1os que se analizdé la radiactividad Tiberada en for-
ma de NA intacta o de sus metabolitos deaminados o metilados
no parecen sugerir acciones de tipo tiraminico o reserpini-
co. Mientras que tiramina produjo un incremento de la libe-
racidon de radiactividad que se hizo a expensas de NA intac-

34-MD (Brimijoin y

ta, y reserpina libera practicamente solo
Trendelenburg, 1971), el X537A da Tugar a un patrdn de libe
racion de MD y un gran incremento de la Tiberacidn de NA.
E1 hecho de que la liberacidén de NA aumente después de ha-
ber inhibido MAO y de que el patrdn de metabolitos libera-

dos por X537A no se modifique tras el bloqueo del sistema
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de reincorporacion de NA por DMI habla en favor de que el
Tugar de accion de X537A es intraneuronal, probablemente a
nivel de las vesiculas que almacenan el neurotransmisor
(ver figura 17). Los resultados indican que la via B del es
quema seria la utilizada por X537A.

Estas ideas podrian 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 penetraria
facilmente la varicosidad simpdtica dada su liposolubili-
dad, fijaria la NA vesicular y/o citoplasmdtica y la trans-
portaria al exterior celular. Puesto que el complejo X537A-
NA es reversible, a su paso por el citoplasma se disociaria
parcialmente separdndose la NA que serfa metabolizada intra
neuronalmente por MAO, y finalmente liberada como metaboli-
tos deaminados al lado de la NA, intacta, sin metabolizar
(figura 17).

Los experimentos Tlevados a cabo en preparaciones
reserpinizadas apoyan la idea de que X537A actlia como un
transportador para NA. En efecto, se sabe que el estimulo
eléctrico es incapaz de liberar NA "surplus", no almacena-
da en vesiculas, pero el K produce una marcada liberaciodn
de NA citoplasmatica que no es dependiente del Ca extracelu
lar (Wakade y Kirpekar, 1974). En este sentido, estos auto-
res hablan de 'un doble componente en la liberacidon de NA
inducida por despolarizacidén de la neurona adrenérgica con
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Figura 17.- Equema que representa una terminaci6n nerviosa simpatica con las posi-
bles vias metabdlicas que sigue la noradrenalina (NA) liberada por X537A. Via
A (linea continua). La NA seria liberada inicialmente a la hendidura sindptica,
de ésta, una parte seria metabolizada por catecol-O-metiltransferasa (COMT) a
normetanefrina (NM), otra parte se recogeria como tal en el efluyente y el res-
to se reincorporaria a la terminacidn nerviosa para ser secundariamente metaboli
zada por monoamio oxidasa (MAO) a metabolitos deaminados (MD) Via B (17nea de
puntos). En este caso el efecto del ionéforo harfa que la NA 1iberada fuese ini
cialmente deaminada por MAO en el interior de la terminacidn nerviosa y s6lo una
parte alcanzaria la hendidura sindptica como tal NA donde una pequefia cantidad
serfa metabolizada por COMT a NM.
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K: uno de tipo fisiol6gico dependiente de Ca y que tendria
lugar por exocitosis; y otro, no fisioldgico y, por tanto
no dependiente de Ca, que Tiberaria NA extragranular proba-
blemente debido a que Ta despolarizacidén sostenida con K
permitiria la difusidn pasiva de NA hasta el espacio extra-
neuronal en virtud de un gradiente de concentracién favora-
ble. En este sentido, la liberacidn de NA producida por el
X537A podria semejarse a la liberacidon de NA extragranular
inducida por K. Esta idea tiene cierta 16gica si se piensa
que uno de los iones por los que tiene una afinidad mas ele-
vada el X537A es precisamente el K (Schadt y Haeusler, 1974)
Sin embargo, resulta diffcil correlacionar la capacidad del
ionéforo para complejar iones K y la facultad que ambos, io
n6foro 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 1la
frecuencia de los potenciales miniatura y, por tanto, de la
liberacidn de acetilcolina que es totalmente dependiente de
Ca. Estos resultados estdn en clara contradiccidn con Tlos
nuestros. Sin embargo, creemos que se necesita una gran do-
sis de imaginacidén para aceptar que siendo los iones Ca un
requerimiento universal para la secrecidén de neurotransmiso
res y hormonas (Rubin, 1970; Kirpekar, 1975) vaya un fdrma-
co que modifique Tos movimientos de dichos iones a compor-
tarse de manera diferente en distintos sistemas experimenta
les. Quizds puede arrojar alguna Tuz 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 farmaco incrementa la permea
bilidad de Ta membrana neuronal para los iones Na. Como con
secuencia de ello, el potencial de reposo disminuiria causan
do a su vez, y de manera indirecta, un incremento de Ta per
meabilidad para los iones Ca que en dGltima instancia inicia
ran el proceso secretor.

En nuestros experimentos hemos observado que cuan
do el ipnéforo se aplica 15 min después de someter el teji-
do a un medio sin Na sus efectos secretores se abolen. Esto
corroboraria la idea de Statham y Duncam de que los efectos
secretores de X537A estarian mediados por una despolariza-
ci6n de las terminaciones nerviosas secundaria a un incre-
mento de la permeabilidad de 1a membrana para iones Na. Sin
embargo, sometiendo 1a preparacidn simultdneamente a la de-
privacion de Na y al ionéforo observamos una gran potencia-
cion de Ta Tiberacion. Statham y Duncan no mencionan en su
trabajo el tiempo que tuvieron su preparacion en un medio
pobre en Na antes de afiadir el iondforo; ésta es probable-
mente la razdén por la que no observaron dicha potenciacidn.

Esta potenciacién es un dato interesante y podria
interpretarse en base a los recientes estudios de Dubey y
col. (1975). Estos autores han demostrado en el corazén de
conejo perfundido que Ta liberacion de NA inducida por de-
privacion de Na es dependiente de Ca s6lo en los primeros 5



min, pero no a partir del min 5 de per on. Garcia y Kir-
pekar (1973a) demostraron que la 1iberacién de NA inducida
por un medio carente de Na era independiente del Ca extrace
Tular con periodos de incubacidn prolongados (30-120 min).
Sin entrar en detalles sobre el posible mecanismo envuelto
en esta liberacidn inicial dependiente de Ca, podemos espe
rar que cuando el X537A se introduce inicialmente junto con
un medio sin Ca, el efecto Tiberador inicial de la depriva-
cién de Na y el del X537A se sumen. Pero en realidad esto no
ocurre asi, y, de hecho, existe una verdadera potenciacidn,
siendo el curso temporal de la respuesta totalmente distin-
to al de ambos estimulos secretores por separado (Krebs sin
Na y X537A). La explicacidn que damos a este fendmeno puede
basarse en el hecho de que la disminucidn de Tos ijones Na
del medio extracelular incrementa la incorporacidn de Ca en
la célula (Luttgau y Niedergerke, 1958) y, dado que X537A
puede transportar dicho Ca, seria plausible que en estas con
diciones favorables, en las que la membrana neuronal se ha
hecho mas permeable a los jones Ca, pudieran ambos factores
producir un incremento drdstico de la concentracidn de Ca
1ibre e ionizado en el citoplasma neuronal que llevaria de
Ta mano a una liberacién muy pronunciada de NA. En resumen,
no cabe duda que esos experimentos clara y terminantemente
contradicen 1a idea de un efecto despolarizante mediado a
través del transporte de iones Na por X537A.
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