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La nomenclatura completa i les concentracions de treball de les substàncies utilitzades en 

els estudis funcionals d’aquesta tesi es mostren en l’apartat 10.11 Substàncies utilitzades en 

electrofisiologia a Materials i Mètodes i la seva abreviatura en l’annex I. L’abreviatura, la 

nomenclatura completa i el tipus de substàncies electrofisiològiques (agonistes i 

antagonistes) que no s’han utilitzat en els estudis funcionals d’aquesta tesi però que es 

mencionen en aquesta tesi es detallen en l’Annex II. 
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Resum 

 

3 

 

 En els contactes neuronals, l’alliberació de neurotransmissor està bàsicament 

controlada per la confluència funcional de diversos receptors metabotròpics que modulen les 

vies de senyalització a través d’un mecanisme que depèn de l’activitat. Actualment, es coneix 

que l’adenosina i l’ATP alliberats pels terminals nerviosos modulen el metabolisme presinàptic 

a través dels receptors purinèrgics. L’adenosina inicia el seu efecte biològic com a 

neuromodulador, actuant a través de quatre subtipus d’autoreceptors metabotròpics 

d’adenosina (P1R) anomenats A1, A2A, A2B i A3. Fins el moment, la distribució precisa dels 

P1Rs en la unió neuromuscular (NMJ) perifèrica no es coneix amb exactitud. Aquest 

coneixement és essencial per entendre la senyalització intrasinàptica. Mitjançant una 

combinació de la tècnica d’immunohistoquímica i microscòpia confocal s’han localitzat 

aquests receptors en els terminals motors de la NMJ del múscul Levator auris longus de ratolí. 

En aquesta tesi, s’ha treballat en condicions en les quals la maquinària de la neurotransmissió 

es troba més preservada. S’ha bloquejat els canals de sodi dependents de voltatge de les 

cèl·lules musculars amb la μ-conotoxina GIIIB, obtenint així una millor observació del paper 

fisiològic dels P1Rs en la NMJ. En els estudis electrofisiològics s’ha mostrat que la presència 

de moduladors inespecífics i específics dels P1Rs no produeixen canvis en l’alliberació 

evocada. No obstant, els P1Rs semblen estar implicats en l’alliberació espontània (potencials 

de placa en miniatura mEPPs). La freqüència dels mEPPs augmenta degut al bloqueig 

inespecífic i pel contrari, disminueix amb l’estimulació inespecífica, tenint el receptor A1 un 

paper principal. A més, s’ha investigat la implicació dels P1Rs en la plasticitat presinàptica a 

curt termini durant una activitat sinàptica imposada (40 Hz o 100 Hz durant 2 minuts). S’ha 

observat que els P1Rs es troben implicats en l’efecte protector de la depressió sinàptica. 

L’aplicació de l’agonista no metabolitzable CADO produeix una disminució del contingut 

quàntic i de la depressió. Finalment, s’ha investigat la relació funcional en l’alliberació de 

transmissor entre els P1Rs i els autoreceptors muscarínics d’acetilcolina (mAChRs), la proteïna 

quinasa A (PKA), la proteïna quinasa C (PKC) i els canals de calci dependents de voltatge 

(VDCCs). Per tant, els P1Rs poden no tenir un efecte real en la transmissió neuromuscular en 

condicions basals. No obstant, aquest receptors limiten l’alliberació espontània d’acetilcolina 

tenint un paper conservador i poden protegir la funció sinàptica disminuint la magnitud de la 

depressió durant una activitat repetitiva. A més, s’ha observat una interdependència del 

mecanisme purinèrgic i muscarínic en la modulació de l’alliberació de neurotransmissor i una 

cooperació en el control de la depressió. Per un altre banda, un desequilibri dels P1Rs produeix 

un desacoblament de la PKC en la neurotransmissió evocada. Addicionalment, s’ha observat  
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una interacció funcional d’aquest receptors amb la PKA i els VDCCs en la modulació de la 

neurotransmissió.  
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In neuronal contacts, neurotransmitter release is ultimately controlled by functional 

confluence of several metabotropic receptors mediated signalling pathways in modulated and 

activity-dependent process. It is now known that adenosine and ATP released by nerve endings 

modulate the presynaptic metabolism through purinergic receptors. Adenosine initiates its 

biological effects, as a neuromodulator, acting through four subtypes of metabotropic 

adenosine autoreceptors (P1Rs) named A1, A2A, A2B and A3. The precise distribution of 

adenosine receptors in paradigmatic peripheral neuromuscular junction (NMJs) is not fully 

resolved, although this knowledge is essential to understanding intrasynaptic signalling. We 

used confocal immunocytochemistry to identify these receptors in the motor endings at Levator 

auris longus (LAL) mouse NMJs. We hypothesize that in more preserved neurotransmission 

machinery conditions (blocking the voltage-dependent sodium channel of the muscle cells with 

μ-conotoxin GIIIB) the physiological role of the P1Rs in the NMJ must be better observed. We 

found that the presence of nonselective or selective modulators of P1R subtypes does not result 

in any changes in the evoked release. However, P1Rs seem to be involved in spontaneous 

release (miniature endplate potentials mEPPs) because mEPP frequency is increased by non-

selective block but decreased by non-selective stimulation, with A1 receptors playing the main 

role. We assayed the role of P1Rs in presynaptic short-term plasticity during imposed synaptic 

activity (40 Hz or 100 Hz for 2 min). We showed that P1Rs are involved in a protective effect 

against synaptic depression. Besides, when we used non metabolizable agonist CADO both 

quantal content and synaptic depression are reduced. Finally, we investigated the functional 

relation in transmitter release between adenosine receptor and muscarinic acetylcholine 

autoreceptors (mAChRs), protein kinase A (PKA), protein kinase C (PKC) and voltatge-

dependent calcium channels (VDCCs). Thus, P1R might have no real effect on neuromuscular 

transmission in resting conditions. However, these receptors can conserve resources by limiting 

spontaneous quantal leak of acetylcholine and they may protect synaptic function by reducing 

the magnitude of depression during repetitive activity. Furthermore, we showed that the 

adenosine receptor and the muscarinic mechanism absolutely depend upon each other for the 

modulation of neurotransmitter release and both mechanisms cooperate in the control of 

depression. On the other hand, the imbalance of adenosine receptors uncouples PKC from 

evoked transmitter release. In addition, we observed a functional interaction between adenosine 

receptors with PKA and VDCCs in the modulation transmitter release.  
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1. LA UNIÓ NEUROMUSCULAR 

 La unió neuromuscular (NMJ de l’anglès neuromuscular junction) o sinapsi 

neuromuscular és la zona de contacte entre la fibra muscular i el nervi terminal. La branca 

terminal perd la mielina, es ramifica, s’introdueix i es forma una dilatació en la superfície de la 

fibra muscular. Quan la motoneurona rep un impuls nerviós, el terminal allibera l’acetilcolina, 

com a neurotransmissor, que es difon a través de la fenedura sinàptica i es produeix la 

contracció de la fibra muscular. La NMJ es caracteritza per tenir una mida gran, que permet 

estudiar els seus components per separat o com un tot, i per la seva accessibilitat. 

 La NMJ és una sinapsi química colinèrgica nicotínica i és un model molt utilitzat en 

investigació en rates, ratolins, amfibis (granota, Xenopus Laevis) inclús, en insectes (mosca, 

Drosophila Melanogaster) (Keshishian i cols., 1996; Schwarz, 2006; Je i cols., 2012; Plomp i 

cols., 2015). La NMJ adulta dels vertebrats va servir com a model del primer estudi fet amb 

rigor científic per a la demostració de la transmissió sinàptica química (Dale i cols., 1936). 

També va ser model per a la determinació de l’alliberació vesicular quàntica (Katz, 1966). Més 

endavant, el primer receptor de neurotransmissor que va ser purificat i clonat va ser el receptor 

d’acetilcolina nicotínic (nAChR de l’anglès nicotinic acetylcholine receptor), sent 

l’acetilcolina el neurotransmissor en la NMJ (Duclert i Chanteaux, 1995). La NMJ també s’ha 

estudiat en recerca clínica ja que és clau en les malalties del sistema nerviós, com per exemple 

la miastènia gravis, la síndrome miastènica de Lambert-Eaton o la distròfia muscular de 

Duchenne (Titulaer i cols., 2011; van den Bergen i cols., 2014; Vrinten i cols., 2014; 

Mehndiratta i cols., 2014; Ha i Richman, 2015; Plomp i cols., 2015). 

 La NMJ està formada per tres components: el component presinàptic, el component 

postsinàptic i el component glial (figura I.1). El primer d’ells està composat per la terminació 

nerviosa de la motoneurona i el segon per l’àrea de la cèl·lula o fibra muscular amb la qual 

realitza el contacte sinàptic (Courteaux, 1973; Ogata, 1988; Engel, 1994; Sanes i Lichtman, 

1999). El tercer component és el component glial o la cèl·lula de Schwann que depenent de 

l’alçada de l’axó on es troba es pot diferenciar en dos tipus de cèl·lules: la cèl·lula de Schwann 

preterminal/mielogènica i la cèl·lula de Schwann terminal/teloglial. La primera és la que forma 

la baina de mielina recobrint als axons. I la segona, la cèl·lula de Schwann terminal està 

estretament associada als components presinàptics i postsinàptics recobrint els terminals 

nerviosos i tancant l’espai sinàptic amb les seves projeccions. Les funcions d’aquest segon 

tipus de cèl·lula són donar aïllament a la NMJ del medi extern i proporcionant-li un medi 

adequat de substàncies tròfiques. Per tant, la cèl·lula de Schwann terminal no té una única 
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funció estructural, si no que també li dóna cobertura, protecció i sosteniment a la unió entre el 

terminal de la motoneurona i la fibra muscular. 

 Les regions sinàptiques de les tres cèl·lules estan molt especialitzades. Contenen 

molècules i orgànuls específics en concentracions altes, que són menys presents o inexistents 

en l’espai extrasinàptic. 

 A part d’aquestes tres cèl·lules que conformen la NMJ, també cal mencionar la 

fenedura sinàptica i la làmina basal. La fenedura o l’escletxa sinàptica és l’espai que hi ha entre 

el component presinàptic i postsinàptic. És d’uns 50 nm aproximadament, i és el lloc on el 

terminal nerviós allibera l’acetilcolina que després serà captada pels nAChRs en la membrana 

postsinàptica. La difusió de l’acetilcolina a través de la fenedura sinàptica és molt ràpida (50 

μs) degut a la curta distància que ha de travessar (Salpeter, 1987). 

 La làmina basal està formada per un conjunt de glicoproteïnes filoses que envolta cada 

fibra muscular. Hi ha dos tipus de làmina depenent de la ubicació. El primer tipus és la làmina 

basal sinàptica, que és pròpia de l’àrea sinàptica de la cèl·lula muscular i presenta proteïnes 

com el col·lagen tipus IV, la laminina i la integrina entre altres. Aquest tipus de làmina s’estén 

per dins dels plecs sinàptics primaris i secundaris, que com es comentarà més endavant, són les 

invaginacions de la membrana sinàptica de la cèl·lula muscular oposades al terminal nerviós. 

El segon tipus és la làmina basal extrasinàptica que és la que envolta la resta de la fibra 

muscular (Salpeter, 1987; Patton, 2003; Maselli i cols., 2012). 

 

Figura I.1. Estructura de la sinapsi neuromuscular. (A) Esquema de la sinapsi neuromuscular. En blanc la cèl·lula 

nerviosa preterminal (CNp) i terminal (CNt) on es troben les zones actives (ZA). Prop de les ZA es troben les vesícules 

sinàptiques. En color blau, la cèl·lula de Schwann preterminal/mielogènica (CSm) i la teloglial/terminal (CSt). En color 

groguenc es mostra la cèl·lula muscular sinàptica (CMs) amb els seus plecs postsinàptics (PSin), els seus nuclis (blau) 

i els mitocondris (marró). En la zona més exterior de la cèl·lula muscular s’observa l’àrea muscular extrasinàptica 

(CMex). L’espai sinàptic entre la cèl·lula nerviosa i la cèl·lula muscular, en color verd, es troba la fenedura sinàptica 

(FS). (B) Imatge de microscòpia electrònica de transmissió d’una NMJ. En color verd es marca els botons terminals, 

en vermell es pot observar els plecs secundaris per sota dels botons i en blau la cèl·lula de Schwann terminal. Barra de 

l’escala: 250 nm. La imatge i l’esquema adaptat s’han extret de la publicació de Lanuza i cols. (2007, 2014). 
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1.2 Components de la sinapsi neuromuscular 

1.2.1 Component presinàptic 

 La motoneurona és una cèl·lula excitable i té la propietat de respondre a un estímul 

mitjançant la modificació del potencial de membrana. El soma de la motoneurona està ubicat 

en la medul·la espinal i innerva a la fibra muscular. La motoneurona està formada pel soma, 

l’axó que a mesura que es va apropant al múscul es va ramificant donant lloc als axons 

preterminals (veure CNp, figura I.1), que acaben formant els botons terminals els quals faran 

contacte amb la fibra muscular. La funció del terminal nerviós, una vegada ha arribat l’impuls 

nerviós, és l’alliberació de neurotransmissor que donarà lloc a la contracció. Una motoneurona 

pot innervar a un sol múscul, però un mateix axó terminal pot innervar a milers de fibres 

intramusculars.  

 L’axó té origen en una protrusió del soma cel·lular i s’estén fins el terminal nerviós 

que és la part més distal que fa contacte amb la fibra muscular. La funció de l’axó és la 

propagació de l’impuls nerviós i transportar missatgers químics, determinats orgànuls i 

molècules fins el seu extrem distal. En el seu citoplasma es troba el citoesquelet format per 

neurofilaments i microtúbuls. 

Els axons del teixit nerviós estan envoltats per plecs múltiples de la membrana plasmàtica 

d’una sola cèl·lula, la cèl·lula de Schwann. El conjunt d’aquest embolcall concèntric forma un 

complex lipoproteic blanquinós, anomenat baina de mielina i les fibres nervioses que estan 

recobertes per aquestes beines són les fibres mielíniques. Aquesta baina de mielina és 

interrompuda a intervals regulars formant els nòduls de Ranvier. Aquest nòduls són segments 

axónics sense mielina, amb una elevada concentració de canals de sodi controlats per voltatge 

responsables de la conducció saltatòria del potencial d’acció. L’interval entre nòduls 

s’anomena internòdul i està recobert per una cèl·lula de Schwann. 

 El terminal nerviós (veure CNt, figura I.1) és la part de l’axó que entra en contacte 

amb la fibra muscular que va a innervar. Constitueix la part més especialitzada i més distal de 

la motoneurona. Està especialitzada en l’alliberació de neurotransmissor. Té un gran nombre de 

vesícules sinàptiques de 50 nm de diàmetre que contenen neurotransmissors, com 

l’acetilcolina. Cada vesícula conté a més a més de l’acetilcolina, l’ATP (de l’anglès adenosine 

triphosphate) i proteoglicans que s’alliberen conjuntament amb el neurotransmissor (Salpeter, 

1987). El terminal nerviós conté molts mitocondris, donat que necessita molta energia per 

poder sintetitzar i alliberar el neurotransmissor. El terminal nerviós es troba polaritzat, ja que la 

majoria de vesícules es troben agrupades en unes àrees denses situades a la regió de la 
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membrana més distal, anomenades zones actives (veure ZA, figura I.1), mentre que els 

mitocondris es troben més a prop de la cèl·lula de Schwann. Les zones actives són llocs de 

fusió de les vesícules sinàptiques amb la membrana del terminal nerviós, per alliberar el seu 

contingut a la fenedura sinàptica. A les porcions del terminal nerviós que no estan en contacte 

amb la fibra muscular hi ha menys vesícules, però més mitocondris i no s’hi troben les zones 

actives. En aquesta zona hi ha molts microtúbuls i neurofilaments en canvi, hi ha pocs en la 

zona de contacte amb la fibra muscular (Yee i cols., 1988). 

 En l’axoplasma de la motoneurona hi ha diferents orgànuls, com el reticle 

endoplasmàtic llis i els endosomes, els quals estan implicats en el reciclatge de les vesícules i 

en la creació de noves, que després s’ompliran d’acetilcolina i s’utilitzaran de nou. A més, en 

l’axoplasma també es troben diferents molècules com l’acetilcolina de les vesícules 

sinàptiques, el transportador vesicular d’acetilcolina i l’enzim colina-acetiltransferasa (ChAT 

de l’anglès choline acetyltransferase). La funció d’aquest enzim és sintetitzar l’acetilcolina a 

partir de la colina recuperada de la fenedura (alliberada per l’acetilcolinesterasa) i de l’acetil-

CoA (procedent dels mitocondris) (Südhof, 1995; Calakos i Scheller, 1996; Van der Zee i 

Keijser, 2011). També es troben altres molècules com les proteïnes que formen el complex 

molecular anomenat SNARE, que desenvolupen un paper important en la fusió de les 

membranes (Broadie, 1995; Sanes i Lichtman, 1999; Jena, 2009; Südhof, 2012). Les vesícules 

es distribueixen en diferents grups, depenent de la proximitat a les zones actives i la 

disponibilitat per a ser alliberades. El primer d’ells és el depòsit ancorat, que són les vesícules 

que estan preparades per fusionar-se i alliberar l’acetilcolina. El segon grup són els dipòsits 

proximals que són les vesícules que poden ser alliberades en el cas que es requerís. Per últim, 

el tercer grup, i el més llunyà de les zones actives, és el dipòsit de reserva (Lima i cols., 2010; 

Lazarevic i cols., 2013). 

 S’han identificat moltes molècules a l’axolema del terminal nerviós associades a les 

zones actives, com els canals de potassi i de calci dependents de voltatge on degut a la seva 

localització específica, magnifiquen l’eficàcia de la secreció depenent del Ca
+2

 (Robitaille i 

cols., 1993; Sugiura i cols., 1995; Day i cols., 1997; Südhof, 2012). Els autoreceptors 

muscarínics d’acetilcolina (mAChRs de l’anglès muscarinic acetylcholine receptor), també es 

situen en el terminal presinàptic i exerceixen funcions de control de la neurotransmissió i de 

l’eficàcia sinàptiques (Ganguly i Das, 1979; Abbs i Joseph, 1981; Wessler i cols., 1987; 

Arenson, 1989; Garcia i cols., 2005; Santafé i cols., 2003, 2004, 2007). 
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1.2.2 Component postsinàptic 

 L’element postsinàptic està format per la membrana de la fibra muscular i la làmina 

basal d’aquesta, que es comentarà més endavant (veure apartat 1.2.4). El teixit muscular està 

format per cèl·lules allargades cilíndriques i plurinucleades que contenen abundants filaments, 

les miofibril·les. Aquestes miofibril·les contenen proteïnes com l’actina i la miosina, les quals 

són responsables de la contracció i la relaxació de les fibres musculars. La membrana cel·lular 

o sarcolemma està envoltada per la làmina basal i les cèl·lules satèl·lit (cèl·lules que tenen un 

paper important en la regeneració muscular). El sarcolemma de la fibra muscular tindrà unes 

característiques especials depenent si la membrana és extrasinàptica (veure CMex, figura I.1) o 

sinàptica (veure CMs, figura I.1). La primera és la que es troba al llarg de la fibra muscular, 

exceptuant la fracció que forma part de la NMJ. La segona, la membrana sinàptica o també 

denominada membrana postsinàptica, forma part de la NMJ i és la zona de la fibra muscular on 

les branques nervioses terminals entren en contacte amb la fibra formant la placa motora. El 

terminal nerviós forma unes dilatacions poc profundes en la superfície de la membrana 

postsinàptica anomenades plecs sinàptics primaris. En la mateixa regió de la membrana hi ha 

unes invaginacions amb la finalitat d’incrementar la superfície de contacte, formant els plecs 

sinàptics secundaris (veure PSin, figura I.1). Aquests són paral·lels i entren perpendiculars al 

plec primari penetrant dins del miòcit a una profunditat d’1 μm en els mamífers (Salpeter, 

1987). Aquesta membrana està altament especialitzada, per respondre ràpidament i de forma 

efectiva a l’efecte del neurotransmissor alliberat pel terminal nerviós. En les crestes dels plecs 

secundaris de la membrana postsinàptica s’hi troba una gran concentració nAChRs, més de 

10.000/µm
2 (Salpeter i Loring, 1985). Els nAChRs són receptors de tipus nicotínic, que 

pertanyen a la superfamília de canals iònics activats per lligand. Es componen per 

heterooligòmers de cinc subunitats amb quatre dominis transmembrana cada un (M1-M4) (Le 

Novère i Changeaux, 1995; Albuquerque i cols., 2009; Ihara i cols., 2014), un domini 

extracel·lular N-terminal i un domini intracel·lular C-terminal (Kalamida i cols., 2007). 

L´estructura bàsica del nAChR és de pentàmer compost per quatre cadenes polipeptídiques 

diferents (2α, 1β, 1δ i 1ε). Dues molècules d’acetilcolina s’uneixen als dos llocs d’unió situats 

en el domini d’unió al lligand, que està format per la regió N-terminal de les dues subunitats α i 

exposat a la superfície extracel·lular (Montal i Opella, 2002). Quan l’acetilcolina s’uneix al 

receptor, aquest pateix un canvi de conformació, s’obre el canal iònic permetent el pas dels 

ions (es produeix una entrada de Na
+
 a l’interior de la fibra muscular i una sortida de K

+
)

 
durant 
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un temps aproximadament de 1-2 ms. Aquest trànsit iònic desencadena una despolarització de 

la membrana postsinàptica que acabarà amb la contracció de la fibra muscular.  

 Com s’ha comentat, l’estructura postsinàptica té un alta densitat d’agrupació dels 

nAChRs. El funcionament correcte de la NMJ depèn de la formació, maduració i manteniment 

d’aquest agregats de receptors (Sanes i Lichtman, 2001). L’agrupació és important en el procés 

de desenvolupament de la NMJ i en la neurotransmissió (Ghazanfari i cols., 2011). La seva 

disrupció afecta adversament no només a l’organització madura del component postsinàptic, si 

no també a l’especialització presinàptica (Sanes i Lichtman, 2001). Actualment, es coneix que 

el procés d’agrupació dels nAChRs a la membrana postsinàptica depèn de la via de 

senyalització que inclou: les molècules de l’agrina, el receptor tirosina quinasa específica del 

múscul (MuSK de l’anglès muscle-specific kinase) i la rapsina (Wang i cols., 2006). Durant el 

procés d’innervació, la motoneurona allibera un proteoglicà heparan sulfat anomenat agrina, 

que s’uneix preferiblement a LRP4 (de l’anglès low density lipoprotein receptor (LDLR)-

related protein-4) (Kim i cols., 2008; Zhang i cols., 2008, 2011), estimulant l’associació de 

LRP4 amb MuSK i la seva activació (Kim i cols., 2008; Zhang i cols., 2011). L’activació de 

MuSK dóna lloc a l’acoblament de diferents molècules postsinàptiques del citoesquelet que 

agrupen a la membrana els nAChRs a través de la molècula de rapsina, que és una proteïna 

associada a la membrana (Witzemann, 2006). La rapsina s’associa amb els nAChRs a la 

membrana postsinàptica, i s’ha demostrat que la presència d’aquesta proteïna és suficient per 

agrupar, ancorar i estabilitzar els nAChRs a la membrana (Gautam i cols., 1995; Banks i cols., 

2003) a més, de facilitar la fosforilació dels nAChRs en residus de tirosina (Lee i cols., 2008).  

A la regió subsinàptica de la fibra muscular hi ha orgànuls i estructures, com els nuclis 

postsinàptics que participen en la transcripció gènica dels nAChRs i altres proteïnes. Aquest 

nuclis expressen un patró de proteïnes diferents al que expressen els nuclis extrasinàptics. A 

més a més, s’hi troben els mitocondris que aportaran l’energia necessària, l’aparell de Golgi i 

els ribosomes. En el fons dels plecs, on es troben els canals de sodi postsinàptics (Flucher i 

Daniels, 1989; Sanes i Lichtman, 1999), s’hi localitza el citoesquelet, els microtúbuls i els 

microfilaments, responsables de mantenir l’estructura dels plecs primaris i secundaris i 

d’ancorar els nAChRs a la superfície de les crestes. Aquest ancoratge es dóna per l’associació 

del segment citoplasmàtic del receptor a un complex proteic anomenat dystrophin/utrophin 

glycoprotein complex (D/UGC). Aquest complex consta de cinc tipus de proteïnes: les 

subunitats α i β de distroglicà, distrobrevina, sarcoglicà, sarcospan i sintrofina. El complex 

D/UGC té la funció de generar i mantenir la distribució espacial dels nAChRs a dominis 
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restringits, així com, unir el citoesquelet muscular a la matriu extracel·lular (Straub i Campbell, 

1997; Rafael i cols., 2000). 

 

1.2.3 Component glial 

 La cèl·lula de Schwann són les cèl·lules glials del sistema nerviós perifèric. Es 

caracteritzen per ser cèl·lules amb un citoplasma escàs, tenir pocs mitocondris i un aparell de 

Golgi petit. Vàries cèl·lules de Schwann acompanyen als axons i als terminals nerviosos de les 

motoneurones. Depenent del lloc on es troben i si formen o no mielina, es poden distingir dos 

tipus. El primer tipus s’anomena cèl·lula de Schwann preterminal o mielogènica (CSm, figura 

I.1), es localitza al voltant de l’axó i formen les beines aïllants de mielina. Aquesta beina de 

mielina es compon de capes lipídiques concèntriques de la membrana plasmàtica de la cèl·lula 

de Schwann, que envolten de manera d’espiral a l’axó de la neurona. Aquesta beina no és 

continua en tot el recorregut axonal, donat que al llarg dels axons es produeixen bandes 

circulars sense mielina, les quals semblen coincidir amb el límit de les cèl·lules de Schwann. 

Aquestes bandes sense mielina s’anomenen nòduls de Ranvier, i fan 1 µm de longitud. 

Serveixen per a que la conducció sigui saltatòria, el que garanteix una major velocitat de 

conducció i menys possibilitat d’error. El potencial d’acció de la neurona aconsegueix saltar 

d’un nòdul a un altre, degut a que en aquest espais hi ha una gran concentració de canals de 

sodi i potassi. El segon tipus és la cèl·lula de Schwann terminal o teloglial (CSt, figura I.1), 

situada a la part més distal del soma de la motoneurona, i es troba recobrint les terminacions 

nervioses que fan contacte amb la fibra muscular postsinàptica. Aquest segon tipus no forma 

mielina i és l’encarregada de aïllar la NMJ del medi extern i de proporcionar-li un medi 

adequat a més de substàncies tròfiques. 

 La cèl·lula de Schwann no només se li atribueix una funció estructural i facilitadora de 

la conducció, si no que participa en el creixement dels axons, el manteniment i la regeneració, 

en les lesions axonals com la neuropràxia o l’axonotmesi (Balice-Gordon, 1996; Chen i cols., 

2005; Li i Yu, 2014). A més, s’ha descrit que les cèl·lules de Schwann terminals poden tenir un 

paper important en la comunicació entre el component presinàptic i postsinàptic de la sinapsi 

(Castonguay i cols., 2001; Auld i Robitaille, 2003; Rousse i cols., 2010) donat que presenten: 

mAChRs que uneixen l’acetilcolina alliberada pel terminal axónic (Robitaille i cols., 1997; 

Loreti i cols., 2006; Uggenti i cols., 2014), receptors purinèrgics (Robitaille, 1995; Rousse i 

Robitaille, 2006; Ho i cols., 2014) i canals de calci dependents de voltatge tipus L (Robitaille i 

cols., 1996; Baker, 2002; Chen i cols., 2011). L’activació dels mAChRs indueix l’aparició de 
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segons missatgers que actuen sobre magatzems del Ca
+2

 intracel·lular, fent augmentar el Ca
+2

 a 

l’interior de les cèl·lules de Schwann terminals (Jahromi i cols., 1992; Chiu i Kriegler, 1994). 

Aquest Ca
+2

 alliberat regula l’expressió de determinats gens importants en la formació de les 

prolongacions que fan aquestes cèl·lules (Georgiou i cols., 1994). Les cèl·lules de Schwann 

terminals poden modificar l’arquitectura de les NMJs (Trachtenberg i Thompson, 1997). 

L’estreta associació d’aquestes cèl·lules amb altres components de la NMJ facilita la capacitat 

d’aquestes cèl·lules per a detectar canvis en l’ambient de la NMJ (Auld i Robitaille, 2003). 

 

1.2.4 Làmina basal 

 La làmina basal envolta cada fibra muscular, passa a través de la fenedura sinàptica i 

s’estén per l’interior dels plecs secundaris. Els components majoritaris de la làmina basal 

sinàptica són molt similars a qualsevol làmina basal extrasinàptica, està composta per diferents 

proteïnes: el col·lagen IV, la laminina, la fibronectina, l’entactina i proteoglicans com 

l’heparan sulfat (Patton i cols., 2003; Qin i cols., 2014). Les dues làmines basals difereixen en 

la composició de les isoformes d’aquest components. La diferència més rellevant de la lamina 

basal sinàptica respecte a la làmina basal extrasinàptica és la especificitat d’alguns elements 

com les acetilcolinesterases (Hall i Sanes, 1993), una sèrie de glicoconjugats (Scott i cols., 

1988), el factor de creixement dels fibroblastes 2 (FGF2, Dai i Peng, 1995), dues molècules de 

senyalització, l’agrina (McMahan, 1990; Mis i cols., 2013) i la neuregulina (Jo i cols., 1995; 

Sanes i Lichtman, 1999). Aquestes molècules específiques de la làmina basal sinàptica 

participen tant durant el desenvolupament com en el manteniment de l’estructura sinàptica, així 

com també en la correcta transmissió.  

 

2. NEUROTRANSMISSIÓ EN LA SINAPSI NEUROMUSCULAR 

 La finalitat de la NMJ és la contracció muscular la qual es descriu com un fenomen 

del “tot o res”. La motoneurona genera un potencial d’acció que recorre tot l’axó mitjançant la 

conducció saltatòria fins arribar als botons terminals (Huxley i Stämpfli, 1949; Tasaki, 1959). 

Una vegada en els terminals, es genera un segon tipus de senyal, aquest cop químic, entre la 

motoneurona i la fibra muscular on s’allibera l’acetilcolina. Aquest dos tipus de mecanismes de 

senyalització (potencial d’acció i senyals sinàptiques) són la base de totes les capacitats de 

processament d’informació del sistema nerviós. 
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 En un axó en repòs, hi ha una concentració intracel·lular predominant de K
+
 i una 

extracel·lular de Na
+
 i de Cl

-
 que donen un potencial elèctric de repòs d’aproximadament -80 

mV en els miòcits adults normals de mamífer. L’ió K
+ 

té tendència a sortir deixant l’interior 

cel·lular negatiu, prop del potencial d’equilibri d’aquest ió. L’ió Na
+
 va entrant a la cèl·lula, 

mentre que surt el K
+
 per compensar les càrregues. La presència de la bomba de Na

+
/K

+
 en la 

membrana cel·lular fa sortir el Na
+
 i entrar el K

+
, així en l’interior de l’axó hi ha un predomini 

de càrregues negatives i en la seva superfície externa de positives, les quals es troben separades 

per una membrana permeable als ions de K
+
 i Na

+
. 

 El potencial d’acció és un moviment iònic entre el compartiment intracel·lular i 

l’extracel·lular. S’origina en el soma de la motoneurona situat en la medul·la espinal i viatge al 

llarg de l’axó fins arribar al terminal nerviós. L’impuls nerviós inverteix el potencial d’acció, ja 

que produeix canvis en la permeabilitat de la membrana. Primer a favor de l’ió Na
+
, que entra 

fins crear un predomini de càrregues positives intracel·lulars fenomen anomenat 

despolarització. Després a favor del K
+
, que surt fins deixar de nou l’interior negatiu (fenomen 

anomenat repolarització). En aquest moment, la superfície de l’axó torna a estar en repòs però 

els ions no estan en el seu lloc. En aquesta situació, si arribés un potencial d’acció no podria 

conduir-ho fins que les bombes de Na
+
/K

+
 retornin els ions a la seva situació original, aquest 

període s’anomena període refractari. L’impuls despolaritzant recorre successivament, una àrea 

rere l’altre de la membrana de l’axó fins arribar a la terminació axonal. Aquestes bombes de 

Na
+
/K

+
 consumeixen molta energia per poder retornar tots els ions al seu lloc. En un nervi de 

conducció ràpida (100 m/s) no es podria mantenir gaires impulsos seguits ja que s’esgotaria 

ràpidament. Per evitar-lo, estan les beines de mielina, (beines de gran resistència elèctrica i 

aïllant, les quals acceleren molt la conducció del potencial d’acció) podent conduir a una 

velocitat de 150 m/s. Els nòduls de Ranvier fan que l’intercanvi iònic sigui reduït en aquestes 

zones, de manera que la conducció de l’impuls sigui saltatori de nòdul a nòdul (Huxley i 

Stämpfli, 1949), fent-la més ràpida ja que es limita molt la zona d’on s’hauran de treure els 

ions de Na
+
 a l’exterior. 

 Amb la despolarització d’aquest terminal nerviós s’obren els canals de calci voltatge 

dependents (VDCC de l’anglès voltatge-dependent calcium channels) presinàptics, permetent 

l’entrada de Ca
+2 

 a l’interior del citoplasma. Aquest Ca
+2

 estimula la fusió de les vesícules 

sinàptiques a les zones actives del terminal, a través d’un procés anomenat exocitosi, que acaba 

amb l’alliberament d’acetilcolina a la fenedura sinàptica (Stanley, 1993; Xue i cols., 2011; 

Südhof, 2014). Aquest procés és dependent del Ca
+2

 (Miledi, 1973; Katz i Miledi, 1965) i de la 
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participació d’altres proteïnes com són el complex SNARE. Aquest complex consta de dos 

grups de proteïnes: un primer grup format per la sinaptobrevina, que es localitza a la membrana 

sinàptica. L’altre grup de proteïnes es troben associades a la membrana del terminal nerviós, la 

SNAP-25 i la sintaxina (Bajjalieh i Scheller, 1995; Südhof, 1995, 2004). Una quarta proteïna 

important que participa en la fusió de les vesícules és la sinaptotagmina, que és una proteïna 

integral de la vesícula i sensor al Ca
+2

 (Brose i cols., 1992; Takamori i cols., 2006). Quan el 

Ca
+2

 entra en el citoplasma a través dels VDCCs, s’uneix a la sinaptotagmina i el complex 

SNARE canvia de conformació, resultant en la fusió de les dues membranes a nivell de les 

zones actives, alliberant l’acetilcolina a la fenedura sinàptica. Una vegada les vesícules han 

descarregat el contingut a la fenedura sinàptica, la membrana de les vesícules es fusionen amb 

l’axolema, i aquest excés de membrana es recicla formant noves vesícules sinàptiques. Aquest 

reciclatge té lloc en la perifèria de la sinapsi, on la membrana es reformada per la coberta de les 

vesícules mitjançant la seva endocitosi (Heuser i Reese, 1973; Schweizer i Ryan, 2006; Jung i 

Haucke, 2007; Royle i Lagnado, 2010). 

 Després de l’exocitosi, l’acetilcolina es difon per tota la fenedura sinàptica i s’uneix 

als receptors de nAChRs. La unió de dues molècules d’acetilcolina a les dos subunitats α activa 

el receptor i obre el canal intramolecular. Així, es permet el pas simultani d’ions de Na
+
 al seu 

interior i la sortida d’ions de K
+
 alterant el potencial de membrana postsinàptic i obtenint com a 

resposta un potencial de placa evocat (EPP de l’anglès end plate-potential). L’EPP és una 

despolarització local de la membrana de les fibres musculars amb una amplada mitja de 15-40 

mV (Fatt i Katz, 1951). Aquesta despolarització local de la membrana postsinàptica activa als 

canals de sodi dependents de voltatge, que es troben en el fons dels plecs secundaris (Flucher i 

Daniels, 1989). A continuació, es desencadena un potencial d’acció que es propaga en totes 

direccions de la fibra muscular, inclús pels túbuls T musculars on s’inicia una seqüència 

d’esdeveniments intracel·lulars que finalitza amb la contracció muscular. Després de 

l’activació dels nAChRs, l’acetilcolina es separa d’aquest i es difon cap a la membrana basal 

on es hidrolitzada per l’acetilcolinesterasa (AChE de l’anglès acetylcholinesterase). Aquest 

enzim hidrolitza l’acetilcolina en acetil i colina, la colina serà reciclada per a ser reutilitzada de 

nou. Cap d’aquestes molècules podran activar als nAChRs, i per tant, amb aquesta hidròlisi es  

finalitza el procés de la transmissió sinàptica en la NMJ (veure el procés de la neurotransmissió 

sinàptica en la figura I.2). 
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Figura I.2. Neurotransmissió sinàptica. Els axons motors es ramifiquen en la superfície muscular. Cada branca 

forma els botons terminals presinàptics envoltats per la cèl·lula de Schwann terminal. Els botons es disposen sobre la 

regió de la placa motora terminal, separada del sarcolemma per la fenedura sinàptica. Cada botó terminal s’associa a 

una fenedura sinàptica primària, una depressió de la fibra muscular està formada per replecs profunds del sarcolemma. 

Els nAChRs es troben en la cresta dels plecs d’unió i els canals de sodi controlats pel voltatge es troben en la part baixa 

del plec. La làmina basal conté AChEs. L’impuls elèctric o potencial d’acció recorre l’axó de la motoneurona, a 

l’arribar al botó terminal es produirà una ona de despolarització la qual estimularà als ions de Ca+2 que es troben en la 

fenedura sinàptica per a que s’adhereixin a la membrana presinàptica i inclús entrin a l’interior del botó sinàptic a 

través dels VDCCs i provoqui un apropament de les vesícules sinàptiques a la membrana presinàptica. Aquestes es 

fusionen a la membrana i per exocitosi alliberen l’acetilcolina a l’espai sinàptic. El neurotransmissor una vegada en 

l’espai extrasinàptic s’uneix als receptors i es provoca un estímul que fa que s’obrin els canals dels ions de Na+ i 

comença la despolarització de la membrana postsinàptica. L’acetilcolina no pot estar en acció constant, per lo que 

s’allibera l’enzim AChE que provoca el deslligament entre el neurotransmissor i el receptor, i en conseqüència el 

neurotransmissor es degradat en les porcions d’acetil i colina. Per últim la colina serà reabsorbida pel botó sinàptic per 

a la formació de noves vesícules sinàptiques. Extret del llibre: Life: The Science of Biology, 2007, Sinauer Association 

Inc. WH Freeman i cols. Eight Edition. 
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 A part dels episodis evocats, en els terminals nerviosos hi ha un alliberament 

espontani d’acetilcolina d’on no es necessita estímul del nervi, s’anomena potencial de placa 

miniatura (mEPP de l’anglès miniature end plate-potential). Fatt i Katz al 1952 van descriure 

aquestes petites despolaritzacions postsinàptiques d’aproximadament 0.5-1 mV d’amplada i de 

freqüència 1 Hz (1 episodi per segon) en músculs de granota. Tant la freqüència com l’amplada 

varien segons l’espècie, el tipus muscular així com, per l’edat. En estudis electrofisiològics on 

s’estudiaven les amplades dels EPPs i dels mEPPs es va observar que cada EPP està format per 

la suma independent de múltiples mEPPs (Fatt i Katz, 1952). 

 Un altre concepte important que s’ha de tenir en compte és els número de quantes 

alliberades per impuls nerviós, l’anomenat contingut quàntic (m de l’anglès quantal content). 

Com ja s’ha comentat, el mEPP és el resultat d’una única vesícula d’acetilcolina o quanta, i 

l’EPP d’unes 20-300 vesícules variable segons l’espècie estudiada. En diferents models 

neuromusculars d’animals de laboratori es parla d’un contingut quàntic de 200-300 quantes 

(Hubbard i Wilson, 1973; Katz i Miledi, 1979) i en músculs humans de 28-41 quantes (Engel i 

cols., 1990; Slater i cols., 1992). 

 

3. MOLÈCULES IMPLICADES EN LA TRANSMISSIÓ NEUROMUSCULAR 

 Existeixen diferents molècules de senyalització dels components presinàptics, 

postsinàptics i de les cèl·lules glials envolvents, que coordinen la maquinària molecular de la 

sinapsi en resposta a un canvi en la demanda de l’activitat. En les sinapsis colinèrgiques de 

vàries espècies hi ha diferents mecanismes, que regulen la modulació de l’alliberació de 

neurotransmissor dependent del Ca
+2

 associats als receptors d’adenosina (Song i cols., 2000) i 

als mAChRs (Caulfield, 1993; Allen, 1999; Slutsky i cols., 1999; Minic i cols., 2002; Santafé i 

cols., 2003, 2004; Garcia i cols., 2005). Aquests receptors metabotròpics, estan acoblats a 

diferents vies de senyalització intracel·lular, que convergeixen en un repertori limitat de 

quinases efectores que fosforilen a proteïnes diana i materialitzen canvis estructurals i 

funcionals. Les quinases de la família serina/treonina quinases, en particular, la proteïna 

quinasa A (PKA de l’anglès protein kinase A o proteïna quinasa dependent de cAMP) i la 

proteïna quinasa C (PKC de l’anglès protein kinase C) es troben implicades en la regulació 

dels canals iònics activats per lligand (Swope i cols., 1999; Nelson i cols., 2003) i en l’exocitosi 

de transmissor (Tanaka i Nishizuka, 1994; Byrne i Kandel, 1996). Així mateix, la 

neurotransmissió depèn fortament de l’entrada del Ca
+2

 del medi extern a través de la via 
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presinàptica dels VDCCs (Katz i Miledi, 1970), especialment del canal tipus P/Q (Uchitel i 

cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Hong i Chang, 1995). Per tant, 

molècules com els mAChRs, els receptors purinèrgics, les serina/treonina quinases (PKA i 

PKC) i els VDCCs estan implicades en la modulació de la transmissió. Per un altre banda, els 

receptors dels factors tròfics com els receptors presinàptics de les neurotrofines (Bibel i Barde, 

2000; Roux i Barker, 2002; Pitts i cols., 2006) i els receptors presinàptics de les citoquines 

tròfiques (Stoop i Poo, 1995; Nai i cols., 2010) responent als seus mediadors, també poden 

cooperar en el control local de la neurotransmissió. No obstant, aquesta tesi es centrarà en la 

relació funcional dels receptors purinèrgics (en concret, els receptors d’adenosina) en les vies 

de senyalització muscaríniques, de les proteïnes quinases (PKA i PKC) i els VDCCs en la 

neurotransmissió de la NMJ adulta. 

 

3.1 Receptors muscarínics (mAChRs) 

 Els mAChRs presinàptics estan implicats en la modulació de l’alliberament del 

neurotransmissor i en l’eficàcia sinàptica en les sinapsis colinèrgiques (Caulfield, 1993). Fins 

ara, s’han descrit cinc subtipus de mAChRs (M1-M5) dels quals s’han clonat i expressat els 

seus gens. Els mAChRs pertanyen a la denominada superfamília de receptors acoblats a les 

proteïnes G (Duclert i Changeux, 1995; Richmond i Jorgensen, 1999), tots ells són receptors de 

membrana amb una estructura en comú, amb set dominis transmembrana i els extrems N-

terminal i C-terminal dins i fora de la neurona, respectivament. El tercer loop intracel·lular és 

més llarg i constitueix el nexe d’unió amb les proteïnes G, acoblament necessari per l’activació 

dels mecanismes efectors (Ashkenazi i cols., 1989) (veure un exemple de l’estructura del 

receptor metabotròpic a la figura I.4). Els mAChRs es divideixen en dos grups: el primer grup 

inclou els receptors M1, M3 i M5, que preferiblement estan acoblats a les proteïnes G no 

susceptibles a la toxina pertussis de la família Gq/11, però que estimulen a la fosfolipasa C (PLC 

de l’anglès phospholipase C) i en conseqüència a la PKC. El segon grup són els receptors M2 i 

M4, la seva activació està acoblada a les proteïnes G sensibles a la toxina pertussis de la 

família Gi/Go per inhibir l’activitat de l’adenilat ciclasa i a la PKA (Wess, 1996; Caulfield i 

Birdsall, 1998; Nathanson, 2008). Aquesta especificitat als diferents tipus de proteïnes G no és 

absoluta, els receptors M2 i M4 poden acoblar-se feblement a la PLC (Ashkenazi i cols., 1987; 

Katz i cols., 1992). 
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 Segons la literatura, s’ha descrit que els mAChRs estan relacionats amb la inhibició i 

l’augment de l’alliberació d’acetilcolina en diversos circuits colinèrgics del sistema nerviós 

central i perifèric. L’augment de l’alliberació de neurotransmissor està relacionat amb el 

receptor M1 en els terminals nerviosos perifèrics vagals (Ren i Harty, 1994). Per altra banda, 

en quant a la inhibició s’ha descrit que en les neurones basals del prosencèfal hi està involucrat 

el receptor M2 (Allen i Brown, 1993; Allen, 1999), en el neostriat el receptor M3 (Hsu i cols., 

1995) i en el còrtex cerebral, en l’hipocamp i en l’estriat el receptor M1 (Vannucchi i Pepeu, 

1995). En la NMJ d’amfibi (Slutsky i cols., 1999) i de ratolí (Minic i cols., 2002), els receptors 

M1 i M2 estan implicats en l’augment i la inhibició d’alliberació d’acetilcolina, 

respectivament. 

 En estudis previs d’expressió i d’immunohistoquímica realitzats en el nostre grup, 

s’ha observat la presència dels mAChRs (tipus M1, M2, M3 i M4) en la NMJ neonatal i adulta 

concretament, s’han localitzat en la cèl·lula glial perisinàptica i en els nervis terminals (Garcia i 

cols., 2005), sent aquesta última localització condició necessària per la seva participació directa 

en la neurotransmissió. 

 En estudis funcionals del nostre laboratori s’ha vist que en la NMJ adulta de rata, els 

receptors presinàptics M1 i M2 modulen l’alliberació evocada de transmissor mitjançant un 

feedback positiu i negatiu, respectivament (Slutsky i cols., 1999; Minic i cols., 2002; Santafé i 

cols., 2003, 2006). El receptor M2 inhibeix l’alliberació ja que el bloqueig selectiu amb la 

metoctramina (MET de l’anglès methoctramine) augmenta l’alliberació. Pel contrari el receptor 

M1 la augmenta donat que el bloqueig selectiu amb la pirenzepina (PIR de l’anglès 

pirenzepine) disminueix l’alliberació. Els dos mecanismes operen en paral·lel, i l’estimulació i 

el bloqueig inespecífic amb l’oxotremorina-M (OXO-M de l’anglès oxotremorine-M) i amb 

l’atropina (AT de l’anglès atropine) disminueix i augmenta l’alliberació evocada, 

respectivament. Per tant, quan l’acetilcolina endògena modula la funció M1-M2 predomina la 

funció de M2, relacionada amb la inhibició tònica de la neurotransmissió evocada (Santafé i 

cols., 2003, 2006; Garcia i cols, 2005; Tomàs i cols., 2014). Els receptors M3 i M4 no són 

funcionals en la NMJ adulta, ja que el bloqueig selectiu d’aquest receptors no afecta a 

l’alliberació, tot i que són presents en la NMJ (Santafé i cols., 2003, 2004; Garcia i cols., 2005; 

Tomàs i cols., 2014). No obstant, el receptor M4 és operatiu en certes NMJ neonatals, 

participant en el procés d’eliminació sinàptica (Santafé i cols., 2004). En estudis previs, s’ha 

observat que el receptor M2 reverteix la seva funció quan hi ha una baixa alliberació 

d’acetilcolina o bé, un baix nivell d’acetilcolina en la fenedura sinàptica. Hi ha diversos 
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exemples: (1) en sinapsis neonatals en desenvolupament; (2) al bloquejar la PKA; (3) quan hi 

ha un augment de Mg
+2

 extern; (4) en condicions de baix Ca
+2

 extern; (5) amb un augment de 

l’activitat de l’AChE en la fenedura sinàptica; i (6) un bloqueig del TrkB (de l’anglès 

Tropomyosin receptor kinase B) (Santafé i cols., 2006, 2007; Garcia i cols., 2010).  

 Així mateix, també s’ha estudiat la participació funcional dels mAChRs en diferents 

vies de senyalització, com són els VDCCs, les proteïnes quinases (PKA i PKC) i el receptor de 

les neurotrofines TrkB. En la NMJ adulta, s’ha observat una relació funcional entre els tipus 

M1 i M2 amb els VDCCs. Experimentalment, s’ha vist que el receptor M1 depèn dels canals 

P/Q, mentre que el receptor M2 està relacionat amb la quantitat d’entrada de Ca
+2

 d’altres fonts 

(Santafé i cols., 2003). A més, en estudis recents del nostre grup i d’altres, s’ha descrit que la 

modulació realitzada pels mAChRs en l’alliberació de neurotransmissor en els terminals 

nerviosos (Minic i cols., 2002; Santafé i cols., 2003) està intervinguda pel Ca
+2

 (Santafé i cols., 

2003), per l’acció de la PKA i de la PKC (Santafé i cols., 2006). Per tenir un funcionament 

correcte en la neurotransmissió, els receptors M1 i M2 necessiten la integritat funcional de les 

serina/treonina quinases PKC i PKA, i aquestes dels canals P/Q. Quan la funció sinàptica és 

normal (entrada normal de Ca
+2

 i normal alliberació d’acetilcolina) en preparacions de múscul 

ex-vivo, la PKC sembla no estar acoblada a la neurotransmissió només la funció de la PKA 

(Santafé i cols., 2005; 2006, 2007). En el nostre laboratori, s’ha observat que els receptors M1 i 

M2 estan acoblats a les serina/treonina quinases en la NMJ adulta i aquest acoblament afecta a 

la neurotransmissió. Un desequilibri funcional dels mAChRs (amb el bloqueig selectiu del 

receptor M1 o del receptor M2) inverteix la funció de les quinases (PKA i PKC). En aquest 

cas, la PKC s’acobla a l’alliberació de la neurotransmissió evocada, mentre que la PKA es 

desacobla. És a dir, en aquestes condicions, la PKA no pot inhibir ni potenciar l’alliberació, 

degut a la falta d’efecte dels seus inhibidors i activadors, respectivament (Santafé i cols., 

2006). Sembla que el receptor M1 potencia l’activitat de la PKC i així augmenta l’alliberació, 

mentre que el receptor M2 minva l’activitat de la PKA i així es redueix l’alliberació. No 

obstant, quan tots els mAChRs estan inhibits per l’AT, la PKA i la PKC es tornen actives 

potenciant l’alliberació. El conjunt d’aquestes dades indiquen que el mecanisme muscarínic té 

una funció preservativa limitant la neurotransmissió, donat que el bloqueig dels receptors M1 i 

M2 amb l’AT, comentat anteriorment, potencia l’alliberació. Aquest augment és coincident 

amb l’acoblament de la PKA i la PKC a la neurotransmissió evocada (Santafé i cols., 2009). 

Per un altre banda, s’ha observat que tant el receptor M1 com M2 potencien l’alliberació, quan 
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la PKA es troba prèviament inhibida. Això indica que els receptors M1 i M2 funcionen 

parcialment per reduir l’activitat de la PKA (Santafé i cols., 2007). 

 Com s’ha comentat abans, els receptors presinàptics de les neurotrofines també 

participen en el control local de la neurotransmissió (Pitts i cols., 2006). El TrkB que és 

receptor d’alta afinitat de la neurotrofina 4 (NT-4 de l’anglès neurotrophin-4) i del BDNF (de 

l’anglès Brain-derived neurotrophic factor), fins el moment és l’únic receptor implicat en el 

control immediat de l’alliberació de l’acetilcolina en l’adult (Zhan i cols., 2003; Pitts i cols., 

2006). Recentment en el nostre laboratori, el TrkB s’ha localitzat principalment en els nervis 

terminals de la NMJ adulta i s’ha estudiat la seva relació funcional amb els mAChRs. S’ha 

trobat una relació d’interdependència entre les vies muscaríniques i de BDNF-TrkB, on el 

funcionament normal del mecanisme muscarínic és un prerequisit per l’acoblament del TrkB a 

la neurotransmissió. I de forma recíproca, el funcionament normal del TrkB modula la via de 

senyalització muscarínica dels receptors M1 i M2 (Garcia i cols., 2010).  

 La via muscarínica ha sigut estudiada en diverses malalties neurodegeneratives com 

l’Alzheimer, el Parkinson i el Huntington, així com trastorns psiquiàtrics com l’Esquizofrènia. 

Aquestes malalties han estat relacionats amb una alteració dels nivells d’acetilcolina o la 

modificació de l’expressió i la funció dels mAChRs en determinades regions del sistema 

nerviós (Tata i cols., 2014). Per exemple, en la malaltia de l’Alzheimer s’ha descrit que hi ha 

una disminució dels nivells del receptor presinàptic M2, i els nivells del receptor postsinàptics 

M1 romanen relativament inalterats (Svensson i cols., 1992; Mulugeta i cols., 2003; Volpicelli i 

Levey, 2004; Overk i cols., 2010). En diversos estudis, s’ha descrit que un augment en el tonus 

colinèrgic en el cervell, pot ser beneficiós per una millora dels dèficits cognitius. L’ús de 

tractaments amb agonistes del receptor postsinàptic M1 o bé, amb antagonistes del receptor 

presinàptic M2 indueixen un augment en l’alliberació d’acetilcolina, el qual activa al receptor 

M1 així com, als receptors nicotínics, promovent una millora dels efectes cognitius 

(Sheardown, 2002). 

 

3.2 Proteïnes quinases 

 Una proteïna quinasa és un enzim que modifica químicament altres proteïnes afegint-

hi un grup fosfat de l’ATP, fosforilant-les. Aquesta reacció li dóna càrregues negatives a la 

proteïna, alterant així la seva conformació. Es produeix un canvi funcional causat per un canvi 

en l’activitat de l’enzim, i/o en la localització cel·lular o per l’associació amb altres proteïnes 

(Edelman i cols., 1987). L’activitat metabòlica de la proteïna unida al fòsfor, és una de les vies 
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de regulació més importants utilitzada per les cèl·lules en la regulació de processos bioquímics 

i fisiològics, com a resposta a senyals extracel·lulars (Hemmings i cols., 1989). L’estat de 

fosforilació d’una proteïna depèn de l’acció de les proteïnes quinases i de les fosfatases. 

Aquestes últimes, desfosforilen la proteïna hidrolitzant el pont fosfoèster i deixant lliure la 

proteïna. 

 Les proteïnes quinases es divideixen en dues famílies diferents: les serina/treonina 

quinases (Ser/Thr quinases) i les tirosina quinases (Tyr quinases). La primera família (Ser/Thr 

quinases) fosforila la proteïna o substrat en un residu serina o treonina, i està formada per dues 

subfamílies: les proteïnes quinases dependents de segon missatger i les proteïnes quinases 

independents d’aquest. La segona família (Tyr quinases) fosforila la proteïna en un residu 

tirosina. Part d’aquest treball es centrarà en les proteïnes quinases dependents de segon 

missatger (PKA i PKC). 

 L’activitat alterada d’una proteïna quinasa pot ser causa d’una malaltia, com per 

exemple de càncer (Manning i cols., 2002). Aquests tipus de proteïnes regulen molts aspectes 

del control de creixement, moviment i mort de la cèl·lula. En el sistema nerviós, tal i com en 

altres cèl·lules, les proteïnes quinases regulen la diferenciació morfològica, la supervivència, la 

reparació i la plasticitat sinàptica (Fukunaga i Miyamoto, 1998; Sardari i cols., 2003; Du i 

Grandis, 2015). Concretament, en la NMJ l’activació de la PKA i la PKC tenen efectes oposats 

en la estabilitat postsinàptica dels nAChRs, i això contribueix a l’estabilització o a l’eliminació 

sinàptica durant el procés de desenvolupament (Li i cols., 2001; Nelson i cols., 2003, 2005). Per 

un altre banda, en circuits neuronals les quinases presinàptiques PKA i PKC poden cooperar en 

la modulació de la conductància dels canals de calci, sodi i potassi
 (Byrne i Kandel, 1996). 

 

3.2.1 Proteïna quinasa A (PKA) 

 La PKA en el seu estat inactiu és un tetràmer format per un dímer de subunitats 

reguladores i dos subunitats catalítiques. Cada una de les subunitats reguladores es poden unir 

a dues molècules de cAMP (de l’anglès cyclic adenosine monophosphate). Quan això succeeix 

hi ha un canvi conformacional on l’afinitat de la subunitat reguladora sobre la catalítica 

disminueix, les subunitats catalítiques es dissocien de les reguladores i l’enzim es torna actiu 

(Kim i cols., 2005). Una vegada s’ha alliberat la subunitat reguladora, la subunitat catalítica 

activa pot fosforilar a altres proteïnes diana de la membrana, en el citoplasma i en el nucli 

(Sjoberg i cols., 2010; Bastidas i cols., 2015). 
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 En els mamífers s’han descrit diferents isoformes de la subunitat catalítica i de les 

subunitats reguladores de la PKA. Segons la literatura i en estudis previs en el laboratori, s’ha 

observat una diferent expressió i localització subcel·lular de les diferents isoformes de les 

subunitats catalítiques i reguladores de la PKA en els diferents components de la NMJ 

(Imaizumi-Scherrer i cols., 1996; Hoover i cols., 2001; Perkins i cols., 2001; Barradeau i cols., 

2002; Lanuza i cols., 2014, Besalduch, 2009; Tesi doctoral).  

 En estudis funcionals previs en el nostre grup, s’ha observat que en condicions 

normals la PKA afecta a l’alliberació potenciant-la (Santafé i cols., 2006, 2007). Això indica 

que la PKA té un paper constitutiu en promoure el component d’alliberament normal. Hi ha 

diferents candidats que poden estimular a la PKA com les neurotrofines (NT-4, NT-3 i BDNF) 

a través de la via tirosina quinasa (Boulanger i Poo, 1999; Pitts i cols., 2006). Per un altre 

banda, hi ha circumstàncies en les quals s’ha observat que la PKA es troba desacoblada de la 

neurotransmissió evocada: (1) quan hi ha un desequilibri funcional en el sistema muscarínic 

donat per un bloqueig selectiu dels receptors M1 o M2; (2) quan l’entrada de Ca
+2

 és 

insuficient o quan es bloquegen els VDCCs tipus P/Q. El que indica que la PKA, al igual que 

la PKC, necessiten una quantitat suficient de Ca
+2

 per modular l’alliberació de 

neurotransmissor i així com, una dependència del canal P/Q (Santafé i cols., 2006). Així 

mateix, el canal P/Q pot ser diana final de les quinases que poden regular els VDCCs a través 

de la fosforilació (Yokoyama i cols., 2005). Pel contrari, hi ha altres condicions en les quals 

PKA es troba acoblada a la neurotransmissió: (1) quan el mecanisme muscarínic està 

completament inhibit per l’AT; (2) en condicions d’alt Ca
+2

 extern; i (3) en presència del seu 

estimulador específic (Sp-8-BrcAMPs de l’anglès Adenosine 3’, 5’-cyclic 

Monophosphothioate, 8 Bromo-, Rp-Isomer, Sodium Salt) (Santafé i cols., 2006, 2007, 2009). 

Hi ha estudis previs en el grup, en els quals s’ha estudiat la relació funcional de la PKA amb 

altres molècules implicades en la modulació de la neurotransmissió. S’ha trobat certa relació 

dependent de la PKC amb la PKA en el control de la neurotransmissió. La PKA pot modular 

l’alliberament independentment de l’activitat de la PKC. Però, la PKC depèn de l’activitat de la 

PKA, per esdevenir l’acoblament i potenciar l’alliberació evocada d’acetilcolina (Santafé i 

cols., 2009). Això indica, la implicació coordinada de la PKA i la PKC en la cascada 

intracel·lular que modula la neurotransmissió. En preparacions on s’estimula la PKA amb el 

seu agonista (Sp-8-BrcAMPs), la PKC es torna activa. Aquest estudis mostren que la PKA 

influeix sobre l’activitat de la PKC. Un augment en l’activitat de la PKA, pot induir un 

augment de l’entrada Ca
+2

 (i d’acetilcolina) i aquest Ca
+2

 pot activar a la PKC (Santafé i cols., 
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2009). A més, s’ha descrit que les serina/treonina quinases i el receptor TrkB cooperen en 

l’alliberació de neurotransmissor en la NMJ adulta. L’activació de la PKA (que resulta una 

potenciació de l’alliberació) necessita que la via del TrkB sigui funcional. I pel contrari, una 

conseqüència de l’activació del TrkB pot ser la estimulació de la PKA (Santafé i cols., 2014).  

 

3.3.2 La família de la proteïna quinasa C (PKC) 

 La PKC és essencial per la traducció de senyal en una varietat de cèl·lules, inclouen 

les neurones i els miòcits. En la NMJ, aquesta proteïna està involucrada en l’alliberació 

presinàptica d’acetilcolina depenent del Ca
+2

, la contracció postsinàptica de la fibra muscular 

també depenent del Ca
+2 

i en el procés d’eliminació sinàptica durant el desenvolupament 

neonatal (Besalduch i cols., 2010). S’han descrit diferents isoformes per les PKCs, les quals 

s’agrupen en tres famílies: (1) les clàssiques on la seva funció està regulada pel Ca
+2

 i també 

pel diacilglicerol (DAG de l’anglès diacylglycerol) o pels èsters de forbol i la fosfatidilserina 

(PS de l’anglès phophatidylserine) (Pu i cols., 2006; Lanuza i cols., 2014); (2) les noves que 

estan regulades pel DAG o els èsters de forbol i la PS i són independents al Ca
+2

 (Lanuza i 

cols., 2014); i (3) les atípiques que només requereixen PS (Lanuza i cols., 2014). En aquesta 

tesi, s’estudiarà la relació funcional de la família de les PKCs amb els receptors d’adenosina. 

 La PKC es localitza en molts teixits i tipus cel·lulars, com per exemple en les fibres 

musculars i les neurones motores (Mellor i Parker, 1998), en el múscul cardíac (Perrini i cols., 

2004), en els vasos sanguinis, la epidermis (Ekström i cols., 1992), en la melsa i en els testicles 

(Hilgenberg i Miles, 1995; Nishizuka, 1995) entre d’altres. En estudis d’immunohistoquímica 

realitzats en el nostre grup, s’ha descrit la distribució cel·lular de les diferents isoformes de la 

PKC en els diferents components de la NMJ adulta (Lanuza i cols., 2000, 2010, 2014; 

Besalduch i cols., 2010, 2013). 

 En estudis funcionals previs en el nostre laboratori, s’ha observat que la PKC 

augmenta l’alliberació evocada quan és altament activada pel forbol èster, PMA (de l’anglès 

Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Santafé i cols., 2006). No obstant, com s’ha comentat abans, 

quan la funció sinàptica és normal (entrada normal de Ca
+2

 i normal alliberació d’acetilcolina) 

s’ha vist que la PKC es troba desacoblada del mecanisme d’alliberació d’acetilcolina. En 

aquest cas, quan s’inhibeix totalment la PKC amb la calfosteïna (CaC de l’anglès calphostin C) 

els paràmetres d’alliberació no canvien. A més, s’ha descrit que la PKC és dependent del Ca
+2

 

que entra a través dels VDCCs tipus P/Q durant l’activitat evocada, treballant prop del seu 

nivell màxim, a concentracions normals de Ca
+2

 (Santafé i cols., 2005). Atès que la PKC (igual 
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que succeeix amb la PKA) es desacobla de l’alliberació quan els canals P/Q estan prèviament 

bloquejats (Santafé i cols., 2006). No obstant, hi ha circumstàncies en les quals s’ha observat 

que la PKC s’acobla a l’alliberació: (1) quan es produeix un desequilibri funcional dels 

mAChRs (bloqueig del receptor M1 o M2); (2) en una situació d’alta concentració de Ca
+2

 

extern (l’alliberació augmenta perquè augmenta l’activitat de la PKC); (3) amb la estimulació 

del PMA; i (4) durant una continua activitat sinàptica (Santafé i cols., 2006, 2007, 2009; 

Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). Pel que fa a la possible relació de la PKC amb 

altres molècules implicades en el control de la neurotransmissió i tal com s’ha comentat 

anteriorment, l’activitat de la PKC depèn de la estimulació de la PKA (Santafé i cols., 2009). 

Recentment, s’ha estudiat la possible implicació de la PKC amb el receptor TrkB en la 

modulació de l’alliberació evocada. S’ha observat que en condicions basals, la via de 

senyalització del TrkB necessita la via intracel·lular de la PKC operativa per acoblar-se al 

mecanisme i potenciar l’alliberació (Santafé i cols., 2014).  

 

3.3 Canals de calci dependents de voltatge (VDCCs) 

 Els VDCCs són un grup de canals iònics que es troben en les cèl·lules excitables 

(miòcits, neurones, glia, etc.) amb permeabilitat al Ca
+2

. Normalment, es troben tancats quan 

estan en repòs i s’activen davant d’una despolarització del potencial de membrana. L’obertura 

d’aquest canal permetrà l’entrada del Ca
+2

 i donarà lloc a la contracció muscular, l’excitació 

neuronal, l’expressió gènica o l’alliberament de neurotransmissor (Urbano i cols., 2008). Els 

VDCCs es troben a les zones actives dels axons motors (Heuser i cols., 1974; Catterall, 1999b; 

Long i cols., 2008) i són necessaris per permetre l’entrada de Ca
+2

 que estimularà la fusió de les 

vesícules sinàptiques amb l’axolema, i la posterior alliberació d’acetilcolina a la fenedura 

sinàptica (Urbano i cols., 2008).  

 Els VDCCs estan formats per diferents subunitats: α1, α2δ, β1-4 i γ. L’α1 és la que 

conforma el porus i a la qual s’uneixen la majoria dels agents farmacològics, l’α2δ i la β1-4 són 

dues subunitats estructurals-reguladores, i la unitat γ és la subunitat moduladora del Ca
+2 

(Catterall, 2000; Sandoval-Romero i Félix-Grijalva, 2003). Aquests canals s’han classificat 

segons les seves propietats electrofisiològiques i farmacològiques en els subtipus: els canals 

activats per baix voltatge (LVA de l’anglès low-voltatge-activated) com són els canals T 

(Huguenard, 1998), i els canals activats per alt voltatge (HVA de l’anglès high-voltatge-

activated) on s’inclouen els tipus L, N i P/Q (Hofmann i cols., 1994; Catterall, 1995). 

Aquesta nomenclatura per lletres va ser utilitzada inicialment al descriure els diferents canals, 
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utilitzant les inicials dels teixits on es van localitzar (Nowycky i cols., 1985). Més endavant, es 

va designar un altre nomenclatura tenint en compte les subunitats α1 que conformen el porus 

del canal (Birnbaumer i cols., 1994). Finalment, existeix una altre nomenclatura que s’ha basat 

en les seqüències de les proteïnes (Ertel i cols., 2000) i s’han anomenat com CaV, fent 

referència a l’ió del que són permeables i la dependència de voltatge. A la taula I.1  es mostren 

les correspondències entre les diferents nomenclatures.  

 Els canals L, N, P/Q i R s’expressen de forma diferent en el múscul adult i en el 

neonatal. En diversos estudis es demostra que la neurotransmissió en la sinapsi de mamífers 

adults, està relacionada amb el Ca
+2 

que entra pels VDCCs de tipus P/Q, ja que el bloqueig 

farmacològic amb la ω-Agatoxina IVA (ω-Aga IVA de l’anglès ω-Agatoxin IVA) anul·la la 

neurotransmissió en ratolins adults (Uchitel i cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i 

cols., 1995; Hong i Chang, 1995) i en músculs humans (Protti i cols., 1996).  

Canal Subunitats α1 CaV 

L α1S, α1C, α1D i α1F 1.1, 1.2, 1.3 i 1.4 

P/Q α1A 2.1 

N α1B 2.2 

R α1E 2.3 

T α1G, α1H i α1DI 3.1, 3.2, 3.3 

Taula I.1. Correspondència de les diferents nomenclatures dels VDCCs. Taula adaptada de la 

publicació d’Urbano i cols. (2008). 

 

 També, els canals P/Q modulen la transmissió sinàptica, controlant la fusió de les 

vesícules amb la membrana plasmàtica mitjançant la seva relació amb el complex SNARE 

(Bennett i cols., 1992a,b; Sheng i cols., 1994; Spafford i cols., 2003; Ramakrishnan i cols., 

2012). Altres estudis demostren que ni el canal L ni el canal N participen en les sinapsis 

adultes (Penner i Dreyer, 1986; Atchison, 1989; Bowersox i cols., 1995; Lin i Lin-Shiau, 1997), 

però si en l’activitat espontània de les mateixes (Protti i cols., 1991; Losavio i Muchnik, 1997). 

A més, en estudis immunohistoquímics en el nostre grup, s’ha localitzat el canal N en els 

terminals nerviosos d’alguns músculs adults tot i no ser funcionals (Santafé i cols., 2005). En 

el cas del canal L s’ha descrit que promou l’endocitosi, descrivint per primera vegada un rol 

modulador d’aquest canal en l’alliberament de l’acetilcolina en els terminals nerviosos adults 
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(Perissinotti i cols., 2008). En estudis funcionals en el nostre grup, s’ha vist que el bloqueig 

selectiu del canal P/Q amb l’ω-Aga IVA redueix l’amplada de l’EPP significativament 

(aproximadament un 75%), mentre que el bloqueig selectiu del canal N amb l’ω-Conotoxina 

GVIA i del canal L amb la nitrendipina no afecta a l’alliberació d’acetilcolina, fent aquests 

canals (L i N) no operatius en la NMJ adulta de rata (Santafé i cols., 2003, 2005). 

 Tot i que, els canals P/Q són els responsables de la neurotransmissió en l’adult, hi ha 

diferents condicions experimentals o patològiques en les quals s’ha vist que estan implicats 

altres canals a part del P/Q. Per exemple en condicions de reinnervació, s’ha observat que la 

neurotransmissió també està acoblada al canal L (Katz i cols., 1996). En estudis realitzats en la 

nostra Unitat, també s’ha vist l’aparició dels canals L i N acoblats a la neurotransmissió durant 

el període de recuperació després d’un bloqueig de la neurotransmissió, per l’administració de 

la toxina botulínica en músculs adults (Santafé i cols., 2000). Urbano i col·laboradors al 2001 

relacionen el canal L amb la neurotransmissió en l’adult quan s’inhibeixen les proteïnes 

fosfatases i el Ca
+2

 intracel·lular estant compromès amb el quelant BAPTA. Un altre situació 

on s’ha observat una modificació dels VDCCs és quan la subunitat α1A del canal P/Q és 

eliminada genèticament. En aquest cas, la neurotransmissió depèn dels canals N i R (Urbano i 

cols., 2003). 

 En estudis previs en el grup, s’ha trobat que els VDCCs del tipus P/Q, els mAChRs, la 

PKA i la PKC estan funcionalment vinculats a un mecanisme específic que modula 

l’alliberació de transmissor en la NMJ adulta (Santafé i cols., 2006). Per exemple, com abans 

s’ha comentat, el mecanisme dels receptors M1 i M2 depenen del canal P/Q. Atès que els 

mAChRs es desacoblen de l’alliberació en presència del bloquejador del canal P/Q (ω-Aga 

IVA), encara que sembla ser que el receptor M2 pot respondre als ions de Ca
+2

 d’altres fonts 

(Santafé i cols., 2003). En un altre estudi en el nostre laboratori, s’ha mostrat que la PKA i la 

PKC influeixen en l’alliberació, depenent dels canals P/Q perquè en presència de l’ω-Aga IVA 

ambdues quinases es desacoblen de la neurotransmissió evocada (Santafé i cols., 2006). 

 

4. L’ADENOSINA I ELS RECEPTORS PURINÈRGICS 

 L’adenosina és un nucleòsid endogen format per la unió de l’adenina amb un anell de 

ribosa a través d’un enllaç β-N-glicosídic (Della Latta i cols., 2013). Es sintetitza a partir de la 

degradació d’aminoàcids com la metionina, treonina, valina i isoleucina, així com, l’adenosin 

monofosfat (AMP de l’anglès adenosine monophophate).  
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 Tant l’adenosina com els seus derivats són constituents essencials de la cèl·lula viva, 

ja que tenen un paper clau en la formació de molècules biològiques tan rellevants com els 

nucleòtids ATP i cAMP, els cofactors com el dinucleòtid nicotamida-adenina (NAD
+
 de 

l’anglès nicotinamide adenine dinucleotid) i els àcids nucleics.  

 En el metabolisme cel·lular, a més d’actuar com a intermediaris de rutes 

metabòliques, formen part de cofactors necessaris per a diverses reaccions enzimàtiques com 

d’oxidació-reducció (deshidrogenades dependents de NAD
+
, dinucleòtid de nicotinamida-

adenina fosfat i flavin adenin dinucleòtid) o en reaccions de metilació, en les que participen 

com a donadors de grups metil (S-adenosilmetionina) (Arch i Newsholme, 1978). L’adenosina 

té un paper important en la transferència d’energia, és a dir, en la transició de l’ATP a 

l’adenosina difosfat (ADP de l’anglès adenosine diphosphate), sent el nucleòtid ATP la 

principal reserva energètica de la cèl·lula (Della Latta i cols., 2013). A més, tenen importància 

com a segons missatgers (cAMP) en diverses rutes bioquímiques (Pull i Mcllwain, 1972), i la 

responsabilitat en l’emmagatzematge i la transmissió de la informació genètica, desenvolupant 

també un paper clau en la síntesi proteica com a constituents dels àcids nucleics. 

 

4.1 Fonts d’adenosina 

 L’adenosina es va formant contínuament tant intracel·lularment com 

extracel·lularment. La concentració d’adenosina en els dos compartiments es deu als enzims 

que controlen la seva síntesi i degradació, així com als transportadors de nucleòsids de 

membrana. La producció intracel·lular d’adenosina és a través de la desfosforilació enzimàtica 

del seu precursor immediat l’AMP (Schubert i cols., 1979; Ribeiro i cols., 1996; Zimmerman i 

cols., 1998), o bé a través de la funció S-adenosilhomocisteïna hidrolasa de la qual es genera 

l’adenosina i l’homocisteïna (Broch i Ueland, 1980; Antonioli i cols., 2008; Fredholm, 2014). 

L’acció de l’adenosina s’acaba quan és absorbida per les cèl·lules adjacents (Ribeiro i Walker, 

1975; Wu i Phillis, 1984), es sotmet a una ràpida fosforilació a AMP per l’adenosina quinasa 

(Spychala i cols., 1996) o bé, es degrada a inosina per l’adenosina deaminasa (Newsholme, 

1978; Sebastião i Ribeiro, 1988; Lloyd i Fredholm, 1995; Noji i cols., 2004). 

 En el medi extracel·lular l’adenosina es pot obtenir per l’alliberació per part de la 

cèl·lula o per la degradació de l’ATP, l’ADP i l’AMP mitjançant diverses ectonucleotidases. 

En la NMJ, és conegut que l’ATP és coemmagatzemat conjuntament amb l’acetilcolina en les 

vesicules colinèrgiques (ràtio 1 ATP:10 acetilcolina) (Dowdall i cols., 1974; Nagy i cols., 1976; 
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Volknandt i Zimmermann, 1986) i és coalliberat amb l’acetilcolina a la fenedura sinàptica 

durant l’estimulació nerviosa (Ribeiro i Sebastião, 1987; Meriney i Grinnell, 1991; Silinsky, 

1991; Redman i Silinsky, 1994). També, l’ATP és alliberat des de les fibres musculars 

activades (Smith, 1991; Cunha i Sebastião, 1993; Santos i cols., 2003) i des de les cèl·lules de 

Schwann perisinàptiques (Liu i cols., 2005), el qual posteriorment, és degradat a adenosina a 

través de la cascada de les ectonucleotidases. En la figura I.3 es mostra un esquema de la 

formació i del catabolisme de l’adenosina.  

 

Figura I.3. Formació i catabolisme de l’adenosina. Esquema adaptat de la publicació de Sachdeva i Gupta (2013). 

Abreviacions de l’anglès: IMP: inosine-5’-monophosphate, ATP: adenosine triphosphate, ADP: adenosine 

diphosphate, AMP: adenosine monophosphate.  

 

 Com s’ha comentat, els reservoris de l’adenosina extracel·lular i intracel·lular també 

estan regulats per dos tipus de transportadors: els transportadors equilibratius de nucleòsids 

(ENTs de l’anglès equilibrative nucleoside transporters), que porten els nucleòsids a través de 

la membrana en ambdues direccions depenent del gradient de concentració (Baldwin i cols., 

2004), i els transportadors concentratius de nucleòsids (CNTs de l’anglès concentrative 

nucleoside transporters) (Paes-De-Carvalho, 2002), els quals promouen l’entrada de nucleòsid 

cap a l’interior cel·lular en contra del seu gradient dependent de Na
+
 (Ritzel i cols., 1997; Gray i 

cols., 2004; Fredholm i cols., 2011). Per tant, els transportadors d’adenosina també promouen 
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l’absorció de l’adenosina, la direcció del transport serà dependent del gradient de concentració 

en els dos costats de la membrana (Gu i cols., 1995).  

 Els nucleòtids i nucleòsids purínics, l’ATP, l’ADP i l’adenosina actuen com a 

neuromoduladors a través d’uns receptors de membrana anomenats purinèrgics. Mitjançant els 

quals participen en un gran nombre de processos patològics i fisiològics (Burnstock, 1978). 

 

4.2 Classificació dels receptors purinèrgics 

 Com ja s’ha comentat anteriorment, l’adenosina i els nucleòtids intervenen en 

nombrosos efectes biològics actuant a través de receptors de membrana específics, anomenats 

els receptors purinèrgics. Burnstock va proposar la primera classificació d’aquests receptors en 

dos famílies: els receptors P1 o d’adenosina (P1R de l’anglès purinergic P1 receptors), que 

reconeixen com a principal lligand natural l’adenosina. La segona família, els receptors P2 

(P2R de l’anglès purinergic P2 receptors), que reconeixen com a lligand l’ATP o l’ADP 

(Burnstock, 1978). Posteriorment, els receptors per les pirimidines es van incloure dins de la 

família dels receptors P2 (Fredholm i cols., 1994, 1997). 

 Els receptors P1 i P2 formen dos grans famílies de receptors i es subdivideixen segons 

les seves evidències moleculars, bioquímiques i farmacològiques (Matsumoto i cols., 2012). 

Els receptors P1, que es comentaran més endavant, han sigut clonats i caracteritzats per 

diferents espècies (Olah i Stiles, 2000; Fredholm i cols., 2001; Yaar i cols., 2005). Aquests 

receptors es divideixen en quatre subtipus: A1, A2A, A2B i A3, tots ells acoblats a les proteïnes 

G. Els receptors A1 i A2A posseeixen gran afinitat per l’adenosina, mentre que els receptors A2B 

i A3 mostren una relativa baixa afinitat (Fredholm i cols., 2011). Diversos autors proposen que 

el paper dels receptors A2B i A3 tenen importància en situacions d’estrès fisiològic o patològic, 

en les quals la concentració d’adenosina es veu augmentada (Fredholm i cols., 2007; Gessi i 

cols., 2008). Tot i que el principal lligand dels receptors P1 és l’adenosina, s’ha vist que la 

inosina també pot activar al receptor A3 (Fredholm i cols., 2001; Cinalli i cols., 2013). 

 Encara que en aquesta tesi es centrarà l’interès en els receptors P1, és interessant fer 

una breu descripció dels receptors P2 degut a la seva importància biològica. Els receptors P2 

formen una família amplia de 13 receptors diferents (Burnstock i King, 1996). Abbracchio i 

Burnstock (1994), en base al mecanisme de traducció i de clonació molecular van dividir 

aquest receptors en dues famílies: la primera, els receptors P2X1-7 (formats per 7 subtipus) que 

són canals iònics activats per lligand i amb permeabilitat al Na
+
, K

+
 i Ca

+ (Bean, 1992). I la 
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segona família, els receptors P2Y1-8 (formats per 8 subtipus) estan acoblats a les proteïnes G i 

relacionats amb l’activació de la PLC, per tant, amb la formació d’inositol trifosfat (IP3 de 

l’anglès inositol triphosphate) (O’Connor i cols., 1991).  

 

4.2.1 Classificació i estructura dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 

 La classificació original dels receptors A1 i A2 va ser descrita per van Calker i 

col·laboradors al 1979. En uns estudis van mostrar que l’activació d’aquests receptors per 

l’adenosina i pels seus derivats, inhibien (via A1R) o estimulaven (via A2R) l’activitat adenilat 

ciclasa en cultius cel·lulars de cervell (van Calker i cols., 1979). A més, els efectes de 

l’adenosina podien ser antagonitzats per metilxantines, i la potencia dels anàlegs de l’adenosina 

era diferent pels dos receptors (van Calker i cols., 1979). Posteriorment, els receptors A2 es van 

subdividir en dos tipus A2A i A2B, basant-se en l’habilitat d’estimular la producció de cAMP en 

llesques de cervell a concentracions d’adenosina baixes i altes, respectivament (Daly i cols., 

1983). Més tard, mitjançant tècniques de clonatge molecular es va identificar l’últim receptor 

(A3) en línies cel·lulars (Zhou i cols., 1992). Posteriorment amb els anys, s’han definit i 

caracteritzat els quatre tipus de receptors d’adenosina, tots ells acoblats a les proteïnes G:  

1) El receptor A1 està acoblat a la proteïna Gi/o, produeix una inhibició en l’activitat 

adenilat ciclasa (Linden, 1991), una activació de la PLC, un increment de la conductància 

de K
+
 (Kurachi i cols., 1986) i una disminució de la conductància del Ca

+2
 (Scott i Dolphin, 

1989).  

2) Els receptors A2A i A2B produeixen un augment de l’activitat de l’adenilat ciclasa, 

una activació de la PLC, un increment depenent de l’IP3 i del Ca
2+

 intracel·lular (Feoktistov 

i Biaggioni, 1995). El receptor A2A es troba acoblat a la proteïna Gs (Daly i cols., 1983), 

mentre que el receptor A2B s’acobla a les proteïnes Gs i Gq. En l’estriat el receptor A2A pot 

promoure els seus efectes predominantment a través de l’activació proteïna Golf, la qual és 

similar a Gs i s’acobla a l’adenilat ciclasa (Kull i cols., 2000). Per un altre banda, s’ha descrit 

l’acoblament del receptor A2B a les MAPKs (de l’anglès Mitogen Activated Protein 

Kinases) (Feoktistov i cols., 1999) i es pensa que aquest receptor (A2B) roman silent en 

condicions fisiològiques, i és activat a conseqüència d’un augment extracel·lular 

d’adenosina (Ryzhov i cols., 2008). 

3) El receptor A3 es troba acoblat a les proteïnes Gi/o i Gq, i com el receptor A1, 

disminueix l’activitat adenilat ciclasa. També s’ha demostrat que aquest receptor estimula 
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directament la PLC i la fosfolipasa D (PLD de l’anglès phospholipase D) (Sachdeva i 

Gupta, 2013). S’han citat altres vies secundàries activades pel receptor A3, com és el 

canal de K
+
 sensible a l’ATP. 

 En quan a l’estructura dels receptors d’adenosina són polipèptids de 36 a 45 kDa amb 

un extrem N-terminal extracel·lular (de 7-13 residus), un extrem C-terminal intracel·lular (32-

120 residus) i set segments transmembrana (hèlix α de 21 a 28 aminoàcids) que estan 

connectats per tres loops hidrofílics extracel·lulars i tres citoplasmàtics (Ralevic i Burnstock, 

1998; Fredholm i cols., 2001; Burnstock, 2007). El domini N-terminal té llocs de N-

glucosilació. El domini C-terminal conté residus de serina i treonina, els quals poden servir 

com llocs de fosforilació per a proteïnes quinases i permeten la dessensibilització (Baldwin, 

1994; Schöneberg i cols., 2002). A més a més, l’extrem C-terminal i el tercer loop 

intracel·lular permet l’acoblament dels receptors d’adenosina a les proteïnes G (Baldwin, 1994; 

Schöneberg i cols., 2002). La unió del lligand al receptor, té lloc a través d’una cavitat en la 

zona dels segments transmembrana en el domini extracel·lular (veure figura I.4). Els receptors 

d’adenosina difereixen entre ells en la longitud i la funció del seu domini extracel·lular N-

terminal, el seu domini intracel·lular C-terminal i els loops intra/extracel·lulars (de Lera Ruiz i 

cols., 2014). No obstant, en el cas del receptor A2A presenta una porció de l’extrem C-terminal 

més llarga (d’uns 122 aminoàcids) respecte als altres receptors d’adenosina, el que fa que el 

seu pes molecular sigui lleugerament superior a la resta (Federico i Spalluto, 2012). A 

continuació, en la figura I.4 es mostra un model de l’estructura del receptor d’adenosina. 

 

 
Figura I.4. Model estructural del receptor d’adenosina. El receptor conté un extrem N-terminal extracel·lular, un 

extrem C-terminal intracel·lular i set dominis transmembrana (I-VII) d’aminoàcids hidrofòbics que cadascú constitueix 

una hèlix α, els quals es connecten amb tres loops hidrofilics extracel·lulars i intracel·lulars. La regió extracel·lular i 

transmembrana es creu que és important per la unió de l’antagonista i l’agonista. L’S-S indica la presència d’hipotètics 

ponts disulfur (Jacobson i cols., 1993). La glucosilació succeeix en el segon loop extracel·lular. Model adaptat de 

diferents publicacions (Ralevic i Burnstock, 1998; Burnstock, 2007; Della Latta i cols., 2013). 
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 Mitjançant tècniques en biologia molecular s’ha demostrat que els receptors 

d’adenosina poden funcionar com homodímers o heterodímers (Ciruela i cols., 1997; Canals i 

cols., 2003). Poden estar units a altres receptors purinèrgics (Yoshioka i cols., 2002; Nakata i 

cols., 2005; Ciruela i cols., 2006) o bé a altres famílies de receptors, com els receptors 

metabotròpics de glutamat (Ciruela i cols., 2001; Cabello i cols., 2009; Suzuki i cols., 2013) o 

als receptors cannabinoides (Carriba i cols., 2007). Això vol dir, que no es pot considerar que 

els receptors de neurotransmissors tinguin una única funció. Si no que la heteromerització del 

receptor, li pot conferir una entitat funcional diferent amb respecte a la característica 

bioquímica del component individual de l’heteròmer (Ferré i cols., 2007).  

 Els receptors d’adenosina estan implicats en diferents malalties com el Parkinson, la 

inflamació, la isquèmia (Federico i Sapalluto, 2012; Villar-Menéndez i cols., 2014), el càncer 

(Sheth i cols., 2014). Així mateix, aquest receptors són atractives dianes terapèutiques de 

malalties com la hipòxia, el Parkinson, l’asma i l’Esquizofrènia (Fredholm i cols., 2001, 2003). 

Un exemple que s’ha descrit és l’administració d’antagonistes del receptor A2A en el tractament 

de la malaltia del Parkinson que pot prolongar l’efecte de la duració de l’acció del L-DOPA (de 

l’anglès L-3,4-dihydroxyphenylalanine), un precursor de la dopamina, i disminuir diversos 

símptomes motors com la marxa, els tremolors i la discinèsia (Fox, 2013). En estudis recents, 

s’ha demostrat que la cafeïna i els antagonistes dels receptors A2A poden evitar l’acumulació 

dels pèptids Aβ (de l’anglès amyloid β peptide) en/i al voltant dels vasos sanguinis cerebrals, 

els quals si no es tracten poden donar dèficits cognitius (Chen, 2014; Laurent i cols., 2014). En 

models in vivo d’Alzheimer en ratolins, el consum crònic de cafeïna reverteix les lesions 

cognitives i disminueix els nivells de Aβ en el cervell (Arendash i cols., 2009; Cao i cols., 

2009; Chu i cols., 2012). A més, la cafeïna promou la supervivència neuronal i redueix el 

procés de degeneració en l’estriat i/o en el còrtex, el qual contribueix a tenir efectes beneficials 

contra la malaltia de l’Alzheimer (Zeitlin i cols., 2011). 

 

4.2.2 Vies de senyalització dels receptors d’adenosina 

 Com s’ha comentat anteriorment, els receptors d’adenosina es troben acoblats a un 

tipus determinat de proteïnes G (Gi/o i Gs). Aquest tipus de proteïna està constituït per tres 

subunitats (α, β i γ) i es troben ancorades en la part interna de la membrana citoplasmàtica 

principalment per la subunitat α de la proteïna. Poden presentar dos estats: l’actiu i l’inactiu. 

Quan l’estat és inactiu, les tres subunitats estan en contacte físic mitjançant unions dèbils. La 
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subunitat α té un lloc d’unió a la guanosina difosfat (GDP de l’anglès guanosine diphosphate), 

ocupat per aquesta molècula en l’estat inactiu. Quan s’activen els receptors d’adenosina 

s’activa la proteïna G promovent un canvi conformacional que facilita l’alliberació del GDP i 

estimula la unió de la guanosina trifosfat (GTP de l’anglès guanosine triphosphate). Aquest 

canvi GDP-GTP estimula la dissociació de la subunitat α de les subunitats βγ. Posteriorment, 

les subunitats αi/o i αs de les proteïnes Gi/o i Gs interactuen amb l’enzim adenilat ciclasa, que es 

troba unida a la membrana cel·lular, per inhibir o estimular la formació cAMP, respectivament, 

a partir de l’ATP. 

 Per tant l’activació dels receptors A2A i A2B (acoblats a Gs) estimulen la formació del 

cAMP, i aquest segon missatger activa a la PKA que pot fosforilar a CREB (de l’anglès cAMP 

response element binding protein). Pel contrari, l’activació dels receptors A1 i A3 inhibeixen la 

producció del cAMP donant lloc a una disminució de l’activitat de la PKA i de la fosforilació 

de CREB (Cunha, 2001; Paes-De-Carvalho i cols., 2002; Fredholm i cols., 2011). L’activitat 

quinasa de la PKA intervé en la funció diverses proteïnes cel·lulars, incloent canals iònics, 

proteïnes de l’aparell contràctil i enzims catalítics de rutes bioquímiques (Henning, 1997). Per 

un altre banda, la proteïna CREB té un paper important en la regulació de la transcripció de 

diversos gens com per exemple el BDNF (Lonze i Ginty, 2002; Greer i Greenberg, 2008). En la 

taula I.2 es mostra un resum dels efectes donats pels acoblaments de les proteïnes G, i a 

continuació es pot veure un esquema representatiu de la via de senyalització descrita dels 

receptors d’adenosina (figura I.5). 

 

Figura I.5. Esquema representatiu de l’activació dels receptors P1. L’activació dels receptors d’adenosina per 

l’adenosina promou l’activació de la proteïna G. Això, indueix la unió del GTP a la proteïna G i la dissociació de la 

subunitat α. En el cas dels receptors A1 i A3, la subunitat αi de la proteïna Gi inhibeix l’adenilat ciclasa amb la 

subseqüent disminució de la formació de cAMP i de l’activitat de la PKA. Pels receptors A2A i A2B la subunitat αs de la 

proteïna Gs estimula l’adenilat ciclasa amb la conseqüent formació de cAMP i l’activació de la PKA. Esquema adaptat 

de la publicació de Henning (1997).  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol I. Introducció 

 

40 

 

 A més de la ruta de cAMP, els receptors d’adenosina poden activar altres vies de 

senyalització a través de les proteïnes G en teixits específics, incloent la guanilil ciclasa, canals 

de calci i potassi, la fosfolipasa A (PLA de l’anglès phospholipase A) i la PLC (Sarges i cols., 

1990; Collis i Hourani, 1993). Per exemple, en alguns casos el receptor A1 pot augmentar 

l’activitat de la PLC a través de la toxina perturssis susceptible a la proteïna G. Així mateix, 

pot inhibir els canals de potassi i alguns canals de calci tipus P, Q i N dependents de voltatge. 

A més, es coneix que el receptor A1 pot estar unit a varies vies de senyalització de quinases 

com la PKC, IP3 quinasa i la MAPK (Haskó i cols., 2008). L’activació del receptor A2A pot 

promoure l’activació de la PKC de manera dependent a cAMP i per un mecanisme independent 

(Fredholm i cols., 2011; Socodato i cols., 2011). Per un altre banda, el receptor A2B pot 

estimular directament a la PKC a través de la proteïna Gq (Fredholm i cols., 2011). 

L’estimulació del receptor A2A sol, també pot activar la via de senyalització Raf/MEK/ERK 

per una via dependent de la proteïna PKA o de manera independent a través del mecanisme Src 

i Sos, respectivament (Schulte i Fredholm, 2003). A més a més, s’ha descrit que tots els 

receptors d’adenosina poden activar a ERK1/2 (de l’anglès extracellular regulated kinase 1 

and 2) en cèl·lules d’ovari de hàmster (Schulte i Fredholm, 2000).  

 Segons la bibliografia hi ha diversos estudis que mostren la interacció dels receptors 

d’adenosina amb altres receptors acoblats a les proteïnes G, receptors ionotròpics, i receptors 

de les neurotrofines, els quals poden contribuir a l’afinament de la funció neuronal. Les 

interaccions d’aquest receptors d’adenosina amb els receptors ionotròpics poden succeir a 

través de modificacions en el grau de fosforilació del receptor. Per exemple, la 

dessensibilització del nAChRs és augmentada pel cAMP i dependent de la fosforilació de la 

PKA (Huganir i cols., 1986) així com, per l’activació del receptor A2A (Correia-de-Sá i Ribeiro, 

1994). Per un altre banda, és de particular interès uns estudis que mostren que l’adenosina pot 

transactivar la via de senyalització del TrkB a través del receptor A2A, sense requerir la unió de 

la neurotrofina, tenint aquest receptor un paper regulador en aquesta via (Lee i Chao, 2001; 

Wiese i cols., 2007). D’aquesta manera, la possibilitat de promoure efectes tròfics mitjançant la 

manipulació del grau d’activació del receptor A2A pot resultar altament rellevant en trastorns 

neurodegeneratius on l’acció prolongada d’aquestes vies de senyalització són requerides per la 

supervivència. 
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4.2.3 Farmacologia dels receptors d’adenosina  

L’adenosina, tot i ser l’agonista endogen dels receptors d’adenosina és 

metabòlicament inestable, està subjecta a l’absorció per cèl·lules neuronals i glials, i a la 

inactivació enzimàtica ja que pot ser substrat de diversos enzims (Clarke i cols., 1952; Phillis i 

Wu, 1982). L’ús d’agonistes i antagonistes selectius, sent més estables que el lligand natural 

(l’adenosina) han facilitat l’estudi funcional d’aquest receptors (Fredholm i cols., 2001). No 

obstant, la base estructural de tots els agonistes coneguts dels P1Rs està relacionada amb 

l’adenosina amb alguna petita modificació (en la posició 5’ de la ribosa, la posició N6- i C2- de 

l’anell de la purina d’adenina), per tal d’augmentar l’afinitat pels diferents subtipus de 

receptors sense destruir l’activitat de l’agonista (Burnstock, 2007; Della Latta i cols., 2013). 

Uns exemples d’aquests agonistes selectius utilitzats en aquesta tesi en els estudis funcionals 

són: el CCPA (pel receptor A1) i el CGS-21680 (pel receptor A2A) generats per la substitució 

en la posició N6- i en la posició C2- de l’anell de la purina, respectivament (Fredholm i cols., 

2001; Della Latta i cols., 2013).  

En el cas dels antagonistes dels receptors d’adenosina, es poden dividir en dos grups: les 

xantines i els derivats de les xantines, i les no xantines. La majoria dels antagonistes són 

derivats de les xantines, que es basa en la introducció d’un substituent hidrofòbic 

(particularment fenil o cicloalquil) en la posició 8 de l’anell de la xantina (Fredholm i cols., 

2001; Della Latta i cols., 2013). Un exemple dels derivats de les xantines són la cafeïna i la 

teofil·lina que són antagonistes inespecífics naturals dels receptors d’adenosina (Fredholm i 

cols., 2001; Della Latta i cols., 2013). En concret, en els estudis funcionals d’aquesta tesi s’ha 

utilitzat el derivat de la xantina DPCPX (pel receptor A1) i el compost del grup de les no 

xantines MRS1334 (pel receptor A3) (Fredholm i cols., 2001; Della Latta i cols., 2013). En la 

següent taula es mostra un exemple significatiu dels agonistes i antagonistes selectius dels 

receptors d’adenosina. La nomenclatura completa de les substàncies purinèrgiques utilitzades 

en els estudis funcionals d’aquesta tesi es mostren en l’apartat 10.11 Substàncies utilitzades 

en electrofisiologia a Materials i Mètodes. 
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Subtipus A1R A2AR A2BR A3R 

PG Gi/o Gs/Golf Gs/Gq Gi/Gq 

Efecte ↓cAMP ↑cAMP ↑cAMP ↓cAMP,↑IP3 

Agonista CCPA CGS-21680 NECA IB MECA 

Antagonista DPCPX SCH-58261 MRS1706 MRS1334 

Distribució Cervell, medul·la 

espinal, cor, testicles i 

nervis terminals  

Cervell, cor,  

pulmó i melsa  

Cervell 

Intestí llarg i 

vesícula biliar 

Pulmó, fetge, 

cor, testicles i 

cervell 

Taula I.2. Receptors d’adenosina. Classificació dels receptors d’adenosina amb l’acoblament de la proteïna G (PG) 

corresponent i la via de senyalització. També es mostra uns exemples representatius dels agonistes i antagonistes 

purinèrgics més selectius (excepte NECA) i un resum de la principal distribució dels receptors P1. La nomenclatura 

completa dels moduladors es detalla en l’Annex I (moduladors purinèrgics utilitzats en electrofisiologia -veure també 

en l’apartat 10.11 Substàncies utilitzades en electrofisiologia a Material i Mètodes-) i l’Annex II (Agents moduladors 

addicionals). Taula adaptada de la publicació de Burnstock (2007). 

 

4.2.4 Distribució dels receptors d’adenosina 

 Els receptors d’adenosina són àmpliament distribuïts en el sistema nerviós central i 

perifèric. El receptor A1 s’expressa en el còrtex cerebral, en l’hipocamp, en el cerebel, en el 

tàlem, en el bulb raquidi i en la medul·la espinal (Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996; 

Fredholm i cols., 2011). També, s’ha trobat present en les cèl·lules glials com els astròcits 

(Biber i cols., 1997), els oligodendròcits (Othman i cols., 2003) i la micròglia (Gebicke-

Haerter i cols., 1996). Concretament en les neurones, el receptor A1 s’ha localitzat en regions 

sinàptiques on modula l’alliberació del glutamat, l’acetilcolina, la serotina i l’àcid gamma-

aminobutíric (GABA de l’anglès gamma-aminobutyric acid) (Cunha, 2001). A nivell perifèric, 

la distribució del receptor A1 no ha estat molt estudiada, per tant un dels objectius d’aquesta 

tesi és estudiar la seva distribució en la NMJ. En estudis de mRNA, el receptor A1 s’ha trobat 

àmpliament distribuït en el sistema nerviós perifèric: en el vas deferent, els testicles, el teixit 

adipós blanc, l’estomac, la melsa, la glàndula pituïtària, el cor, l’aorta, el fetge i la bufeta 

(Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996). I a baixos nivells, en els pulmons, els ronyons i en 

l’intestí prim (Reppert i cols., 1991; Stehle i cols., 1992; Dixon i cols., 1996).  

 La distribució del receptor A2A en el cervell és més restringida, es troba present en les 

regions de l’estriat, el nucli accumbens i el tubercle olfactori (Ongini i Fredholm, 1996; 

Fredholm i cols., 2011; de Lera Ruiz i cols., 2014). A més, s’ha detectat en neurones, micròglia, 
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oligodendròcits i possiblement, en astròcits (Li i cols., 2001; Melani i cols., 2009). També, s’ha 

descrit la seva presència en les espines dendrítiques i les regions postsinàptiques del gangli 

basal (Hettinger i cols., 2001). Mitjançant estudis d’immunhistoquímica s’ha trobat altament 

localitzat en les regions presinàptiques (en l’hipocamp), on modulen l’alliberació de 

neurotransmissor com el glutamat, l’acetilcolina, el GABA i la noradrenalina (Cunha i cols., 

2000; Lopes i cols., 2002; Rebola i cols., 2002, 2005b). Fora del sistema nerviós central, s’ha 

detectat l’expressió de mRNA en teixits immunes, els ulls, el múscul esquelètic, el cor, els 

pulmons, la bufeta i l’úter. I amb baixa expressió en l’intestí prim, els ronyons, la melsa, 

l’estomac, els testicles, la pell i el fetge (Dixon i cols., 1996; Peterfreund i cols., 1996). 

 En el cas del receptor A2B s’expressa a baixos nivells en cèl·lules neuronals i glials, 

com la micròglia i els astròcits (Sebastião i Ribeiro, 1996; Allaman i cols., 2003). En el cas del 

teixit perifèric s’ha trobat expressat a alts nivells en el tracte intestinal i els mastòcits, i a baixos 

nivells en el teixit adipós, la glàndula adrenal i el ronyó (Cacciari i cols., 2005). En estudis de 

Northern blot s’ha observat una alta expressió d’aquest receptor en el caecum, l’intestí gros i la 

bufera urinària. I s’ha detectat a baixos nivells en el cervell, la medul·la espinal, els pulmons, el 

vas eferent i la glàndula pituïtària (Stehle i cols., 1992). Mitjançant estudis de RT-PCR (de 

l’anglès Reverse transcription polymerase chain reaction) s’han mostrat altes expressions 

d’aquest receptor en els ulls, els pulmons, l’úter i la bufeta. A baixos nivells, s’ha observat en 

l’aorta, l’estomac, els testicles, el múscul esquelètic i a molt baixos nivells es troba en el jejú, 

en els ronyons, el cor, la pell, la melsa i el fetge (Dixon i cols., 1996). 

 El receptor A3 es detecta a baixos nivells en l’hipocamp, el còrtex, el cerebel i l’estriat 

(Fredholm i cols., 2011). Aquest receptor es localitza en neurones, l’astròglia i la micròglia 

(Brand i cols., 2001; Wittendorp i cols., 2004). En estudis de mRNA el receptor A3 es troba 

àmpliament distribuït en diferents òrgans i teixits, s’expressa en els testicles, els pulmons, els 

ronyons, la placenta, el cor, la pars tuberalis, la glàndula pineal, la melsa, el fetge, l’úter, el 

jejú, el colon proximal i els ulls en rata, ovella i humà (Zhou i cols., 1992; Linden i cols., 1993; 

Salvatore i cols., 1993; Linden, 1994; Rivkees, 1994; Dixon i cols., 1996). En la taula I.2 es 

mostra un resum de la distribució principal dels receptors d’adenosina. 

 

4.2.5 Funcions dels receptors d’adenosina 

 Com s’ha comentat anteriorment, l’ATP és un constituent essencial per totes les 

cèl·lules vives que permet que aquestes funcionin. El metabòlit de l’ATP és l’adenosina la qual 

està directament implicada en la comunicació de la cèl·lula nerviosa. L’adenosina existeix i és 
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aparentment alliberada en totes les cèl·lules, inclús en les neurones i la glia. L’adenosina és una 

substància molt important en la homeòstasis de les cèl·lules del sistema nerviós (Newby, 

1984). Mentre que l’ATP pot funcionar com un neurotransmissor en algunes àrees del cervell 

(Edwards i cols., 1992; Nieber i cols., 1997; Pankratov i cols., 1998; Mori i cols., 2001), 

l’adenosina no és comporta como un neurotransmissor clàssic. No és emmagatzemat en 

vesícules, ni alliberat per exocitosi, no sembla transferir informació unidireccionalment del 

component presinàptic al postsinàptic i no actua únicament o predominantment en les sinapsis 

(Cunha, 2001). L’adenosina és alliberada del citoplasma a l’espai extracel·lular a través dels 

transportadors de nucleòsids (veure a l’apartat 4.1 Fonts d’adenosina). Per tant, l’adenosina al 

no ser alliberada per exocitosi es comporta com una molècula de senyalització influenciant en 

la transmissió sinàptica sense ser un neurotransmissor, per exemple modulant l’activitat del 

sistema nerviós central a nivell presinàptic per la inhibició o la facilitació de l’alliberació de 

neurotransmissor (Cunha, 2005), postsinàpticament per hiperpolarització o despolarització de 

les neurones i/o exerceix efectes no sinàptics (en les cèl·lules glials). Per tant, l’adenosina 

pertany al grup de neuromoduladors. De fet, existeixen estudis pioners que mostren que 

l’adenosina i l’ATP alliberat pels terminals nerviosos modulen el metabolisme presinàptic a 

través dels autoreceptors d’adenosina i els P2, respectivament (Correia-de-Sá i cols., 1991). El 

terminal nerviós i l’activitat muscular contribueixen en el creixement de l’adenosina 

extracel·lular (Cunha i Sebastião, 1993). 

 En el sistema nerviós central, tot i que s’ha descrit la presència dels quatre receptors 

d’adenosina, els receptors A1 i A2A són els que es troben en més densitat en el cervell, mentre 

que els receptors A2B i A3 tenen un impacte modest. A més, l’escassetat d’agonistes i 

antagonistes pel receptor A2B, i la pobre caracterització del receptor A3 han fet que aquests 

receptors sigut menys estudiats en comparació amb els receptors A1 i A2A (Feoktistov i 

Biaggioni, 1997; Dunwiddie i Masino, 2001). Degut això, s’ha considerat que la funció 

purinèrgica majoritàriament depèn dels receptors A1 i A2A en el cervell (Fredholm i cols., 

2005). Com abans s’ha comentat, l’adenosina funciona com un neuromodulador, depenent 

d’un equilibri del receptor inhibidor A1 i del receptor estimulador A2A (Cunha i cols., 1994b, 

1996; Dunwiddie i Masino, 2001; Lopes i cols., 2002; Cunha, 2001, 2005). En concret, en 

estudis d’hibridació in situ, immunohistoquímica i autoradiografia, s’ha confirmat la presència 

dels dos receptors (A1 i A2A) en els nervis terminals de l’hipocamp (Cunha i cols., 1994a, 1995; 

Díaz-Hernández i cols., 2002). Suggerint, que la transmissió sinàptica està modulada 

majoritàriament per aquests receptors (A1 i A2A) i que l’acció de l’adenosina endògena i 
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extracel·lular depèn d’un balanç entre l’activació tònica d’aquest dos receptors A1/A2A (Cunha 

i cols., 1994b; Correia-de-Sá i Ribeiro, 1996). Addicionalment, el receptor A1 pot controlar 

l’excitabilitat en el sistema nerviós central (Greene i Haas, 1991). En el cas dels receptors 

d’adenosina A2B i A3, la majoria d’estudis realitzats en el sistema nerviós central es centren en 

condicions patològiques (von Lubitz, 1997; Trincavelli i cols., 2004; Moidunny i cols., 2012) i 

en les cèl·lules glials (Fredholm i Altiok, 1994; Fiebich i cols., 1996; Jiménez i cols., 1999; 

Allaman i cols., 2011). No obstant, hi ha alguns treballs que mostren que l’activació receptor 

A3 té un paper funcional en la plasticitat sinàptica, en LTP (de l’anglès long-term potentiation) 

i LTD (de l’anglès long-term depression) (Costenla i cols., 2001). 

 A més, els receptors d’adenosina tenen una funció crucial regulant l’activació de 

múltiples receptors que afecten a l’alliberació de neurotransmissor, transmissió sinàptica o 

ambdues; en particular els receptors d’adenosina regulen els receptors de neuropèptids (CGRP 

i VIP de l’anglès calcitonin gene-related peptide i vasoactive intestinal peptide, 

respectivament) (Cunha-Reis i cols., 2000; Sebastião i cols., 2000a), els receptors 

autofacilitatoris nicotínics (Correia-de-Sá i Ribeiro, 1994), els receptors metabotròpics de 

glutamat (Winder i Conn, 1993) i els receptors de NMDA (de l’anglès N-methyl-D-aspartate 

receptor) (de Mendonça i Ribeiro, 1997). És a dir, la modificació dels nivells extracel·lulars 

d’adenosina amb la subseqüent alteració del grau d’activació dels receptors d’adenosina 

interferiria amb l’augment o la restricció d’altres neurotransmissors o neuromoduladors. 

Aquesta interferència no únicament succeeix en processos implicats en l’alliberació d’aquest 

mediadors, però també en l’habilitat per activar o dessensibilitzar els seus propis receptors. 

Aquesta interacció pot ser donada a través de processos de cascades intracel·lulars entre 

sistemes de traducció en comú (per exemple cAMP i fosfoinositides) i a través de processos de 

fosforilació de proteïnes que impliquen a la PKC i la PKA. El receptor d’adenosina clau 

sembla ser l’A2A, mentre que el receptor A1 es comporta principalment com una diana 

d’afinament. A més, el receptor A1 pot mediar el seu afinament com a resultat de l’acció 

oposada del receptor A2A (Sebastião i Ribeiro, 2000). Per tant, el funcionament de la majoria 

de sistemes neuromoduladors presinàptics (receptors metabotròpics, ionotròpics i catalítics) 

està sota el control afinat dels receptors d’adenosina (principalment del receptor A2A) (Queiroz 

i cols., 2003). Inclús com anteriorment s’ha mencionat, el receptors d’adenosina (en particular 

el receptor A2A) poden transactivar la fosforilació del receptor TrkB sense el requeriment de la 

unió de la seva neurotrofina (Lee i Chao, 2001; Wiese i cols., 2007). 
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 A part dels efectes neuromoduladors, s’ha descrit una funció neuroprotectora pels 

receptors P1, relacionat amb l’activació del receptor A1, el qual disminueix l’alliberació de 

glutamat (atenuant del dany cerebral) (Proctor i Dunwiddie, 1987; Thompson i cols., 1992) i 

hiperpolaritza les neurones inhibint la conductància del K
+
 a nivell postsinàptic (Greene i Haas, 

1991), mentre que pel contrari el receptor A2A té un efecte oposat. Finalment, els receptors 

d’adenosina poden controlar el metabolisme en les neurones i els astròcits (Håberg i cols., 

2000; Hammer i cols., 2001) i en particular, el control del metabolisme del glicogen 

(Magistretti i cols., 1986; Sorg i Magistretti, 1991; Allaman i cols., 2003). 

 Fins el moment en la NMJ, en condicions on s’ha vist alterada la funció sinàptica a 

nivell presinàptic o postsinàptic, la transmissió sinàptica pot ser modulada pel receptor 

inhibitori A1 i l’excitatori A2A (Cunha i cols., 1996). Concretament, s’ha descrit que a 

concentracions micromolars de l’endogen agonista, l’adenosina, redueix el contingut quàntic i 

l’alliberació espontània en la NMJ d’amfibi (Searl i Silinsky, 2005; Shakirzyanova i cols., 2006; 

Adámek i cols., 2010) i en rata (Ginsborg i Hirst, 1972; De Lorenzo i cols., 2006; Pousinha i 

cols., 2010). No obstant, en rates, l’adenosina a concentracions submicromolars pot tenir 

l’efecte oposat (Pousinha i cols., 2010). S’ha suggerit que hi ha un complex balanç entre els 

receptors A1/A2A que pugui determinar la inhibició/potenciació de l’alliberació d’acetilcolina 

(Pousinha i cols., 2010). Però, tot i que s’ha identificat tot un tipus de purinoreceptors en la 

NMJ el coneixement en la funció fisiològica és encara limitat. 

 Tal com hem comentat en aquestes línies, els mAChRs, la PKA, la PKC i els VDCCs 

s’expressen i es localitzen en la sinapsi neuromuscular. Els treballs publicats fins el moment, 

han permès observar que estan implicats en el control de la neurotransmissió. En aquest treball, 

i com a objectiu principal, ens centrarem en estudiar la localització dels receptors d’adenosina 

en la NMJ i conèixer el seu efecte en la modulació de la neurotransmissió. En més detall, 

s’estudiarà la relació funcional dels receptors d’adenosina amb aquestes molècules implicades 

en el control de la neurotransmissió (els mAChRs, la PKA, la PKC i els VDCCs). 
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1. HIPÒTESI  

1.1 Hipòtesi general 

 Els diferents receptors d’adenosina (PIR) es localitzen en la sinapsi neuromuscular i 

estan involucrats en l’alliberament de l’acetilcolina utilitzant vies de senyalització conegudes 

com els mAChRs, la PKA o la PKC. 

 

1.2 Hipòtesi específica 

1. Els autoreceptors metabotròpics d’adenosina es troben presents en els terminals 

nerviosos de la sinapsi neuromuscular. 

2. Els P1Rs no estan acoblats en la neurotransmissió evocada, però si a l’alliberació 

espontània.  

3. Els P1Rs estan involucrats en la depressió sinàptica de trens d’estímul a alta 

freqüència. 

4. El sistema purinèrgic es comporta com un sistema modulador de la neurotransmissió 

tenint una interdependència amb els mAChRs. 

5. El sistema purinèrgic modula l’activitat PKA i l’acoblament de la PKC en la 

neurotransmissió. 

 

2. OBJECTIUS 

2.1 Objectiu general 

 L’objectiu general d’aquesta tesi és conèixer l’expressió i la localització precisa dels 

receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 a la sinapsi neuromuscular i valorar la seva implicació 

en la modulació de la neurotransmissió evocada i espontània, en condicions en les quals la 

fisiologia de la sinapsi està preservada.  

 

Aquest objectiu genèric es concentra en dos objectius amplis: 

 

1. Conèixer la contribució dels receptors d’adenosina en la modulació de la depressió a 

curt termini durant una activitat sinàptica repetitiva i esgotadora. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol II: Hipòtesi i Objectius 

 

 

50 

 

2. Estudiar la dependència d’aquest receptors amb altres molècules i vies de 

senyalització (mAChRs, PKA, PKC i VDCCs) que modulen l’alliberació evocada i 

espontània de neurotransmissor.  

2.2 Objectius específics 

1. Conèixer l’expressió dels receptors d’adenosina (A1, A2A, A2B i A3) en el múscul esquelètic 

LAL d’animals adults i neonatals. 

2. Conèixer la localització precisa dels receptors d’adenosina (A1, A2A, A2B i A3) en els tres 

components cel·lulars que conformen la sinapsi neuromuscular. 

3. Estudiar l’efecte dels moduladors purinèrgics inespecífics i específics, de l’adenosina 

endògena i de l’anàleg estable de l’adenosina (2-cloroadenosina) en l’alliberació evocada i 

espontània.  

4. Estudiar l’efecte dels moduladors purinèrgics inespecífics i específics, de l’adenosina 

endògena i de la estimulació de l’anàleg estable de l’adenosina (2-cloroadenosina) durant una 

activitat sinàptica repetitiva i esgotadora a una freqüència moderada (40 Hz). 

5. Estudiar la implicació dels receptors d’adenosina en els pair pulses a 40 Hz. 

6. Estudiar l’efecte dels moduladors purinèrgics inespecífics i del bloqueig dels receptors 

d’adenosina A1 i A2A, i la participació de l’adenosina endògena durant una activitat sinàptica 

repetitiva i esgotadora a altes freqüències (100 Hz). 

7. Estudiar la possible relació funcional dels receptors d’adenosina A1 i A2A i de la estimulació 

de l’anàleg estable de l’adenosina (2-cloroadenosina) amb els mAChRs tipus M1 i M2 en 

l’alliberació evocada, la cooperació d’aquests dos mecanismes en la depressió sinàptica a 40 

Hz i en l’alliberació espontània. 

8. Estudiar la possible relació funcional dels receptors d’adenosina amb la modulació de 

l’activitat de la PKA en l’alliberació evocada i espontània.  

9. Estudiar la possible relació funcional dels receptors d’adenosina A1 i A2A amb la modulació 

de l’activitat de la PKC en l’alliberació evocada i espontània. 

10. Estudiar la possible dependència dels receptors d’adenosina amb la inhibició dels VDCCs 

tipus P/Q i la relació d’aquest receptors en condicions de baixa entrada de Ca
+2

 en l’alliberació 

evocada i espontània. 
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1. ANIMALS  

 Els animals d’experimentació utilitzats en aquest treball han estat els ratolins Swiss, 

els quals s’han estudiat en diferents estats de desenvolupament, s’han utilitzat animals 

neonatals de 6-7 dies d’edat (P6-P7) i adults de 30-45 dies (P30-P45). 

El subministrament dels ratolins progenitors Swiss ha estat per la casa comercial 

Charles River (Criffa, Barcelona). El motiu pel qual s’ha escollit aquest model d’animal és 

perquè són de talla petita, de manteniment senzill i econòmic, tenen temps curt generacional, 

una bona reproducció al llarg de tot l’any i suporten bé la consanguinitat.  

Els animals s’han mantingut i s’han entrecreuat durant tres dies d’una forma 

controlada, en l’estabulari de la Facultat de Medicina i Ciències de la Salut de la Universitat 

Rovira i Virgili. Passat aquest temps, la femella s’ha aïllat en gàbies separades durant la 

gestació i el posterior part. Per evitar la consanguinitat, no s’han creuat els animals de la 

mateixa família. I, amb l’objectiu d’acomodar i homogeneïtzar en tot el possible les 

característiques dels nadons, s’han deixat créixer un màxim de 8 animals per camada.  

Les condicions d’estabulació i de creixement dels animals han sigut en gàbies 

estàndard MAKROLON
R 

(27x27x14 cm
3
), a una temperatura ambient de 20-22ºC regulada 

amb termòstat electrònic i una humitat relativa de 60-70%. Els ritmes circadiaris han estat de 

12 hores de llum de neó blanca i 12 hores de foscor. L’alimentació i la hidratació dels animals 

ha estat ad libitum, a base de pinso per ratolí VRF-1 subministrat per la casa comercial Charles 

River i aigua clorada.  

Els animals s’han anestesiat per via intraperitoneal amb tribromoetanol 2% (TBE l’anglès 

tribromoethanol, 0.15 ml per cada 10 g de pes de l’animal). Una vegada s’ha observat la 

pèrdua de reflexes s’ha procedit al seu sacrifici mitjançant l’exsanguinació fent un tall a la vena 

jugular. I a continuació, s’ha realitzat l’extracció del múscul tal i com es mostra en l’apartat 3. 

Per la realització dels experiments amb animals, s’ha disposat de l’autorització del 

Comitè Ètic d’Experimentació Animal de la Facultat de Medicina i Ciències de la Salut de la 

Universitat Rovira i Virgili de Reus. La cura i la manipulació dels animals s’ha realitzat 

contemplant les directrius establertes per la llei 5/1995, del 21 de juny, de protecció dels 

animals utilitzats per a l’experimentació i per altres finalitats científiques, aprovada l’any 1995 

pel Parlament de Catalunya. 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol III. Material i Mètodes 

 

54 

 

2. MODEL EXPERIMENTAL: LA UNIÓ NEUROMUSCULAR 

 El model neuromuscular dels vertebrats es tracta d’un bon model, s’ha utilitzat durant 

molts anys en investigacions neurobiològiques degut a les seves característiques: per la seva 

localització, l’accessibilitat i la seva mida relativament gran que permet estudiar els seus 

components per separat o bé, en conjunt. A més a més, és un bon model per l’estudi de la 

formació de la sinapsi. Té la peculiaritat de ser geomètricament simple a l’estar formada per 

tres elements: la neurona motora presinàptica, la cèl·lula de Schwann i la cèl·lula muscular 

postsinàptica. El desenvolupament i la regeneració de la sinapsi pot ser manipulat in vivo amb 

relativa facilitat. A més a més, les sinapsis entre motoneurones i les cèl·lules musculars poden 

ser estudiades en cultius cel·lulars i les proteïnes sinàptiques poden ser fàcilment visualitzades 

mitjançant tècniques d’immunomarcatge utilitzant proteïnes específiques (els anticossos). Per 

últim, l’expressió gènica pot ser alterada i estudiada amb detall amb ratolins transgènics i 

mutants (Burden, 1977). 

 La NMJ resulta molt útil en els estudis funcionals, a diferència del sistema nerviós 

central, té un únic sistema de neurotransmissor, el colinèrgic. Aquesta característica ha fet que 

sigui un model molt utilitzat en estudis electrofisiològics i neurobiològics en les últimes 

dècades. 

 En aquest treball, s’ha utilitzat com a model d’estudi el múscul esquelètic elevador de 

les orelles o Levator auris longus (abreviat com LAL), que és el que permet moure les orelles 

dels ratolins. Aquest múscul va ser descrit per Denise Angaut-Petit al 1987 i està situat sota la 

pell a l’àrea dorsal del cap i del coll. Presenta una part cranial i caudal. Les fibres de la regió 

cranial s’originen a les espines de la quarta vèrtebra cervical i es dirigeixen cap a la part 

anterior de la base del pavelló auricular, on s’hi insereixen. Les fibres de la regió caudal 

s’estenen des de la quarta i cinquena vèrtebra cervical cap a la part posterior de la base del 

pavelló auricular. Està format per fibres musculars de contracció ràpida (Erzen i cols., 2000) 

que es disposen en 5 o 6 capes de cèl·lules a la porció cranial (5.25 ± 0.78, Lanuza i cols., 

2001), mentre que a la part caudal n’hi pot haver més (Angaut-Petit i cols., 1987). 

El múscul LAL és subcutani, aquesta peculiaritat permet injectar les drogues in vivo i 

accedir directament a la superfície muscular per tant, a les terminacions nervioses. Al ser molt 

fi i tenir poques capes de cèl·lules fa que sigui possible l’efecte i la difusió dels agents 

directament sobre les cèl·lules musculars, per tant dins de la NMJ. Té una morfologia plana 

que permet tenir una bona visibilitat de les terminacions nervioses de la branca auricular 

posterior del nervi facial, que és el que innerva en el múscul permetent observar les plaques 
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motores sense haver de fer seccions d’aquest (Tomàs i cols., 2000; Lanuza i cols., 2001). Per 

aquestes característiques i per la seva fàcil extracció i manipulació, el múscul LAL és un model 

ideal pels estudis electrofisiològics in toto, histològics i de localització. 

 

Figura M.1. Múscul LAL. Impregnació argèntica i tinció en blau de metilè. (A) Localització del múscul esquelètic 

LAL en ratolí on s’evidencia l’àrea que ocupa aquest múscul. Barra d’escala: 1 cm. (B) Preparació histològica 

mitjançant impregnació argèntica del múscul LAL sencer on s’observa la innervació (Angaut-Petit i cols., 1987). Barra 

d’escala: 1.2 mm. (C i D) Talls transversals semifins d’un múscul LAL tenyit en blau de metilè on en (D) s’observa el 

nervi (n) entre els miòcits (m). Barra d’escala: (C) 150 μm i (D) 50 μm. Imatges publicades a la tesi doctoral de Marta 

Tomàs, 2010. 

 

3. OBTENCIÓ DE MOSTRES 

3.1 Dissecció del LAL 

 Per realitzar la dissecció del múscul LAL, es fixa l’animal en posició bocaterrosa, per 

les extremitats anteriors i posteriors amb agulles en forma de T en una plataforma de suro per 

facilitar-ne la manipulació. Si es tracta d’un animal adult es depila la zona dorsal del cap. A 

continuació, es fa un tall per sota de l’omòplat en direcció al cap en forma de T, i es va 

extraient la pell vorejant les orelles deixant lliure el paquet muscular en els dos costats. 

Després, es desinserta el múscul del cos de l’animal, de manera que per una banda el múscul 

queda unit a l’orella i per l’altre a la línia mitja que uneix als dos músculs LALs. Una vegada 

s’ha extret el paquet muscular de l’animal, es posa en una placa Petri amb el fons de Sylgard 

tot submergit amb una solució de Ringer, de tampó fosfat salí (PBS de l’anglès phosphate 

buffer saline, pH 7.4) o bé amb paraformaldehid (veure més avall). S’estira amb agulles 

entomològiques posant la cara interna del LAL tocant a l’aire. A continuació, s’aïlla el múscul 

LAL amb l’ajuda d’una lupa estereoscòpica i amb material de microcirurgia, s’extreuen les 

capes superficials d’altres músculs, capa a capa, i renovant la solució amb freqüència fins que 

s’arriba a l’última capa que és el LAL (veure figura M.2). Si la mostra és per la tècnica del 
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Western blot, una vegada s’ha aïllat el múscul es posa amb una solució de PBS i es guarda a -

80ºC per la seva posterior utilització. Si és per immunohistoquímica, una vegada s’ha extret el 

paquet muscular es fixa la mostra amb paraformaldehid al 4% en PBS (30 minuts si és nadó i 

45 minuts per l’adult), per aconseguir l’estructura del múscul intacte i a continuació, s’extreuen 

les capes més superficials com anteriorment s’ha descrit. Per últim, es guarda la mostra a -80ºC 

per la seva posterior utilització. Pels estudis d’electrofisiologia, es submergeix el múscul en 

una solució salina de Ringer oxigenat (composició: 95% O2 i 5% d’CO2) amb glucosa (11 

mM), enlloc de PBS, per mantenir viu el LAL (per a més informació mirar l’apartat 10.2). En 

tot els casos, tant en estudis morfològics com funcionals, s’ha de treure el màxim teixit 

connectiu que envolta les fibres musculars. Concretament, en el cas de l’electrofisiologia s’ha 

de procurar anar amb molta cura de no lesionar el múscul ja que es treballa amb mostra viva. 

Per la preparació de les solucions i el material utilitzat veure la taula M.1. 

 

Figura M.2. Imatge del múscul LAL. 

 

3.2 Dissecció del cervell i la medul·la espinal 

 Per determinar la presència dels receptors A1, A2A, A2B i A3 en el múscul esquelètic 

LAL mitjançant la tècnica del Western blot, s’han realitzat controls positius amb mostres de 

cervell i medul·la espinal adulta. Tot el procediment d’obtenció de les diferents mostres de 

teixit s’ha fet en fred per mantenir la conservació de les proteïnes. 

 Per l’obtenció de la mostra de cervell i la medul·la espinal adulta, en primer lloc, 

s’anestesia l’animal amb TBE al 2% (0.15 ml/10 g de pes animal). En el cas de la dissecció del 

cervell, quan s’observa la pèrdua de reflexes, es depila el cap com en el cas del LAL, com s’ha 

comentat anteriorment. A continuació, es dessagna l’animal i es fixa en un suro en forma de T 

per facilitar la seva manipulació. En segon lloc, es treu la pell de la zona del cap i es fa una 

incisió per sota de l’orella fent pressió per obrir la cavitat cranial amb una espàtula i amb molta 

cura es retira el cervell, el qual es posa en un eppedorf i es congela amb PBS a -80ºC per la 

seva posterior utilització. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol III. Material i Mètodes 

 

57 

 

Per realitzar la dissecció de la medul·la espinal, el procediment a seguir és similar a 

l’anterior. Amb l’excepció, de que es fa una incisió sobre la part dorsal de l’animal deixant a la 

vista la columna vertebral. A continuació, amb unes tisores es talla amb molta cura els ossos de 

la columna vertebral deixant a la vista la medul·la espinal. Es descarta la zona dorsal obtenint 

la zona ventral que és on estan les neurones motores. Per últim, es posa en un eppendorf amb 

PBS i es congela a -80ºC per la seva posterior utilització. El material i la preparació de les 

solucions utilitzades per les disseccions dels diferents teixits es resumeixen a continuació en la 

taula M.1. 

Solucions i material 

Tribromoetanol (TBE, Sigma) 2% w/v (anestèsic) 

Solució de fosfat salí (PBS, ajustat a pH 7.4): KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na2HPO4 8.1 mM  

Solució normal de Ringer: NaCl 137 mM, KCl 5 mM, NaHCO3 12 mM, Na2HPO4  1 mM, CaCl2 2 mM, MgSO4 1 

mM i glucosa 11 mM pH 7.3. Bombolleig constant amb un 95% d’O2 i un 5% de CO2 

Paraformaldehid 4% en PBS 

Material quirúrgic 

Agulles entomològiques i placa de Petri amb el fons de Sylgard (polímer sintètic comercial) 

Agulles, suro i lupa 

Taula M.1. Solucions i material utilitzat per l’obtenció dels diferents teixits. Les sals utilitzades han sigut 

distribuïdes per la casa comercial Sigma. 

 

4. ANTICOSSOS 

 Per detectar i localitzar la presència dels receptors d’adenosina en la NMJ del múscul 

LAL s’ha utilitzat la tècnica del Western blot i la immunohistoquímica. Pels estudis 

d’expressió i de localització d’alguns receptors s’han utilitzat dos anticossos de dues cases 

comercials diferents. En aquests casos, els dos anticossos han mostrat una marca forta i 

específica en la immunohistoquímica i han tingut el mateix patró de localització en la NMJ.  

 Pels estudis de Western blot i d’immunohistoquímica del receptor d’adenosina A1 s’ha 

utilitzat l’anticòs policlonal desenvolupat en conill l’anti-A1 adenosine receptor AAR-006 

d’Alomone Labs. Aquest anticòs s’ha obtingut del pèptid sintètic (c) 

KKVSASSGDPQKYYGKE que correspon als residus 213-229 d’humà localitzat en el tercer 

loop intracel·lular. S’ha reconegut una banda única amb un pes molecular de 35 kDa en el 

Western blot de lisats de cervell i fetge de rata (full tècnic de la casa comercial). El receptor A1 

s’ha localitzat en el còrtex, en el septum medial i en cultius de l’arrel dorsal dels ganglis (DRG 

de l’anglès dorsal root ganglia) (full tècnic de la casa comercial). Carman i col·laboradors al 
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2011 han usat aquest anticòs per detectar-lo en cèl·lules endotelials. A més, en aquesta tesi s’ha 

testat l’especificitat i s’ha utilitzat pels estudis d’immunohistoquímica l’anticòs policlonal de 

conill l’anti-A1 adenosine receptor AB1587P de Millipore. Aquest anticòs s’ha obtingut de la 

seqüència que correspon al tercer domini extracel·lular (aminoàcid 163-176, 

GEPVIKCEFEKVIS) d’un gen de rata. Aquest anticòs s’ha usat extensament i ha sigut 

específicament caracteritzat per Western blot (Lasley i cols., 2000). Experimentalment, en les 

nostres mostres s’ha testat l’especificitat d’aquest anticòs i ha reaccionat amb el pes molecular 

pronosticat (resultats no il·lustrats). A més a més, l’especificitat de l’anticòs ha sigut testada 

per immunohistoquímica en teixit de cervell de wild type i d’A1
-/-

 (veure el material 

suplementari de la figura S1 de Synowitz i cols., 2006). Utilitzant aquest anticòs, el receptor 

A1 s’ha localitzat en neurones de l’hipotàlem (Thakkar i cols., 2002), en el múscul de l’ílium 

(Vieira i cols., 2011), en la micròglia de gioblastoma de ratolí (Synowitz i cols., 2006) i en 

l’uroepiteli de rata (Yu i cols., 2006). 

 Per detectar i localitzar el receptor A2A s’ha utilitzat l’anticòs monoclonal de ratolí 

l’anti-A2A adenosine receptor 05-717 de Millipore. Aquest anticòs s’ha obtingut de la 

seqüència completa de l’epítop SQPLPGER en el tercer loop intracel·lular del receptor (clon 

7F6-G5-A2). L’especificitat de l’anticòs ha sigut prèviament caracteritzada per Western blot en 

cervell de rata (una banda a 43 kDa), slot blot, immunohistoquímica en cèl·lules transfectades i 

en llesques de cervell de rata (Rosin i cols., 1998). També s’ha detectat per 

immunohistoquímica mitjançant microscòpia electrònica en l’estriat del gangli basal de primat 

(Bogenpohl i cols., 2012). Amb aquest anticòs no s’ha observat marca del receptor A2A en 

teixits d’animals knock out (Day i cols., 2003).  

 Pel receptor A2B s’han utilitzat dos anticossos policlonals de dues cases comercials 

diferents: un anticòs de conill l’anti-A2B adenosine receptor AB1589P de Millipore i l’anticòs 

de cabra l’anti-A2B adenosine receptor N-19: sc-7506 de Santa Cruz Biotechnology, Inc. tant 

pels estudis de Western blot com per la immunohistoquímica. L’anticòs de Millipore 

(AB1589P) s’ha obtingut de la seqüència d’aminoàcids que correspon al segon domini 

extracel·lular d’humà ATTNNCTEPWDGTTNES (dels aminoàcids 150-165). En estudis de 

RT-PCR s’ha trobat el receptor A2B en el cervell (Kataoka i cols., 2012) i en el ronyó de rata 

(Grden i cols., 2007). Aquest anticòs s’ha localitzat en les papil·les gustatives de ratolí 

(Kataoka i cols., 2012), en l’àrea CA1 de l’hipocamp de rata (Zhou i cols., 2004), en el plexe 

mientèric de rata (Vieira i cols., 2011). Aquest anticòs és específic, s’ha observat una única 

banda a 52 kDa en la medul·la i el còrtex renal (Jackson i cols., 2002) i en l’uroepiteli de rata 
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(Yu i cols., 2006). També s’ha reconegut una banda a 50-52 kDa en varis teixits: el timus, la 

placenta, el colon i l’intestí prim d’humans, de rata i ratolí. A més a més, s’ha trobat en la 

membrana de les cèl·lules musculars humanes (Lynge i cols., 2000). L’anticòs A2B de Santa 

Cruz (sc-7506) s’ha detectat una banda a 45 kDa en la línia cel·lular estable HEK-293T (de 

l’anglès Human Embrionic Kidney 293 cells) que expressa el receptor de l’hormona ghrelina 

(Carreira i cols., 2006). També s’ha trobat doble marca a 47 i 32 kDa en ronyó de rata degut a 

la glucosilació del receptor (Grden i cols., 2007). En el sistema nerviós central s’ha localitzat 

mitjançant immunohistoquímica en el còrtex i en el neocòrtex (Rosi i cols., 2004). 

 Pel receptor A3 també s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues cases 

comercials diferents: l’anticòs anti-A3 adenosine receptor AB1590P de Millipore i l’anticòs 

anti-A3 adenosine receptor H-80: sc-13938 de Santa Cruz Biotechnology, Inc., pels estudis de 

Western blot i immunohistoquímica. L’anticòs de Millipore (AB1590P) s’ha localitzat en 

l’uroepiteli (Yu i cols., 2006), en neurones corticals (Rebola i cols., 2005b) i en l’hipocamp 

(Lopes i cols., 2003). En estudis de Western blot, s’ha trobat una única banda del receptor a 52 

kDa en el còrtex i la medul·la de ronyó i a 38 kDa en l’extracte de ronyó (Grden i cols., 2007). 

Yu i cols. (2006) han observat dues bandes una a 36 i a 52 kDa en l’uroepiteli, molt 

probablement, l’espècie d’alt pes molecular representi la forma glucosilada del receptor A3 

(Jackson i cols., 2002). Tot i observar-se dues bandes aquest anticòs té una alta especificitat (Yu 

i cols., 2006). L’anticòs del receptor A3 de Santa Cruz (sc-13938) s’ha detectat una banda a 43 

kDa en lisat cel·lular (full tècnic de la casa comercial), s’ha localitzat i expressat en cèl·lules de 

glioblastoma multiforme en cervell humà (Quezada i cols., 2013) i en cèl·lules de intestí de 

ratolí (full tècnic de la casa comercial). 

 

5. DETECCIÓ DE PROTEÏNES MITJANÇANT ELECTROFORESI SDS-PAGE I 

WESTERN BLOT  

5.1 Fonament teòric 

La tècnica d’electroforesi conjuntament amb el Western blot ens permet la detecció 

específica de proteïnes d’un extracte tissular, com per exemple, un homogenat. En 

l’electroforesi es separen les proteïnes en un gel de poliacrilamida segons el seu pes molecular. 

A continuació, les proteïnes es transfereixen a una membrana de PVDF (de l’anglès 

polyvinylidene difluoride) o de nitrocel·lulosa amb l’aplicació d’un camp elèctric perpendicular 

al gel. Posteriorment, es realitza la detecció de la proteïna mitjançant la incubació de les 
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membranes amb anticossos específics i es visualitza, normalment, a través d’un sistema de 

quimioluminescència o fluorescència. Aquesta tècnica consta de diferents passos que 

s’explicaran a continuació: 

 

5.1.1 Electroforesi SDS-PAGE 

 Hi ha moltes molècules, com per exemple les proteïnes, que tenen la propietat de tenir 

càrrega elèctrica, magnitud de la qual depèn de cada molècula, del pH, i de la composició del 

medi en el que estan dissoltes. El principi de l’electroforesi utilitza aquesta propietat; a les 

molècules, se’ls hi aplica un camp elèctric i migren en solució cap l’elèctrode de polaritat 

oposada.   

 L’electroforesi es realitza sobre un suport sòlid com el gel de poliacrilamida. Es 

formen amb facilitat mitjançant la polimerització de l’acrilamida. Depenent de les 

concentracions d’acrilamida i metilacrilamida (reactiu que estableix els enllaços creuats entre 

diferents molècules d’acrilamida) es poden aconseguir diferents mides de porus. La seva 

composició consta d’una barreja d’acrilamida/bisacrilamida que forma una matriu 

tridimensional, el tampó TRIS, el dodecilsulfat sòdic (SDS de l’anglès sodium dodecyl sulfate), 

el persulfat d’amoni (APS de l’anglès ammonium persulfate) i el TEMED (nomenclatura, 

N,N,N’,N-tetramethylethylenediamine). Aquest dos últims, el TEMED (agent reductor) i l’APS 

(agent oxidant) són catalitzadors de la reacció que fan que polimeritzi i gelifiqui el gel. L’SDS 

interacciona amb les proteïnes, i per les seves propietats fa que la separació d’aquestes sigui 

només depenent del pes molecular. En aquest treball s’ha realitzat l’electroforesi SDS-PAGE 

(de l’anglès sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; Laemmli, 1970). 

Consta d’un sistema de dos gels i dos tampons de diferents proporcions de poliacrilamida i de 

pH: el gel acumulador o concentrador i el gel separador. El gel acumulador presenta una 

proporció més baixa d’acrilamida (5%) i un pH més baix (pH 6.7). És el gel més superficial i 

és on es troben els pous per carregar les mostres. La seva funció és acumular i alinear les 

proteïnes, per a que comencin a migrar des d’una mateixa posició i al mateix temps abans 

d’entrar en el gel separador i evitar les diferències temporoespaials de les diferents mostres. Per 

un altre banda, el gel separador té un pH més alt (pH 8.8) i la proporció d’acrilamida és 

variable depenent del pes molecular de la proteïna d’interès que es vol separar. Si són proteïnes 

de pes molecular baix (10-20 kDa), es pot fer servir un gel amb una proporció d’acrilamida 

més elevada (12-15%). En canvi, per a proteïnes de pesos moleculars més alts (100-200 kDa), 

la proporció d’acrilamida serà més baixa (7-8%). D’aquesta forma es tindrà el porus més gran i 
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la proteïna podrà baixar més ràpidament. Per tant, en funció del % d’acrilamida es determinarà 

la mida del porus. Al passar pel gel concentrador, els ions del tampó adopten la seva forma 

sense càrrega, pel que els anions macromoleculars proteics migren més ràpidament fins al gel 

separador, evitant la possibilitat d’artefactes degut a la mida dels pouets i al volum de la mostra 

aplicada. Per a controlar el pH i la força iònica, durant l’electroforesi el gel ha d’estar saturat 

amb un tampó. La corrent entre els elèctrodes serà conduïda per les molècules de la mostra i els 

ions del tampó de suport. El tampó escollit ha de permetre que els components que es desitgin 

separar presentin una càrrega global positiva o negativa, de tal forma que es dirigeixin cap a 

l’ànode o el càtode mentre que discorre l’electroforesi. Quan se li afegeix l’SDS a les mostres, 

les proteïnes es desnaturalitzen (en el cas de les proteïnes oligomèriques es separen per 

subunitats) i a més a més, té la capacitat d’unir-se una molècula d’SDS cada dos residus 

d’aminoàcids, per lo que les proteïnes adquireixen una gran càrrega negativa i una relació 

carrega/massa constant. Per a la correcta desnaturalització de les mostres, també se li afegeix 2-

mercaptoetanol que redueix els ponts disulfur de les proteïnes. En aquestes condicions 

desnaturalitzants, la mobilitat electroforètica és inversament proporcional a la mida de la 

proteïna o pèptid.  

 

5.1.2 Transferència 

 Una vegada les proteïnes s’han separat en el gel de poliacrilamida segons els seu pes 

molecular, el següent pas és la transferència o Western blot. Consisteix mitjançant l’aplicació 

d’un camp elèctric, en la mobilització de les proteïnes del gel de poliacrilamida a una 

membrana sintètica normalment de PVDF o bé de nitrocel·lulosa que servirà com a suport, 

permetent l’accessibilitat de l’anticòs determinat per la seva posterior immunodetecció. 

El desavantatge de les membranes de nitrocel·lulosa és que algunes proteïnes no s’uneixen 

covalentment i són molt fràgils. En canvi, les de PVDF tenen una alta capacitat d’unió a les 

proteïnes, són químicament estables i es poden tenyir amb Comanssie blue cosa que les de 

nitrocel·lulosa no ho permeten (Kurien i Scofield, 2006). Per aquesta raó, en aquest treball s’ha 

utilitzat les membranes de PVDF.  

 En totes les electroforesis i transferències realitzades en aquesta tesi s’ha utilitzat el 

sistema Mini Protean 3 (MP-3) de BioRad perquè és fàcil de manipular i permet treballar a 

volums petits (10-50 μl). 
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5.1.3 Immunodetecció 

Un cop transferides les proteïnes es bloqueja la membrana per evitar les unions 

inespecífiques amb una solució de bloqueig que conté tampó TRIS (TBS de l’anglès TRIS 

Buffered Saline) amb tween al 0.1% (TBS-t0.1%) i llet desnatada en pols al 5% durant 1 hora a 

temperatura ambient i amb agitació. La detecció de les proteïnes d’interès a la membrana 

s’obté amb la incubació de l’anticòs primari, que s’uneix específicament a la proteïna. Després, 

s’incuba amb l’anticòs secundari vinculat a l’enzim peroxidasa de rave (HRP de l’anglès 

horseradish peroxidase) que reconeixerà l’espècie de l’anticòs primari i s’unirà a ell, i ens 

donarà un senyal quimioluminiscent. Per últim, es procedeix al revelat afegint a la membrana 

la solució quimioluminiscent ECL (ECL select TM Western Blotting Detection Reagent). 

Aquesta solució està composta per una barreja de luminol i un potenciador de la senyal, que 

interaccionen amb l’HRP de l’anticòs secundari mitjançant una reacció enzimàtica d’oxidació i 

donarà un producte oxidat i l’emissió de llum, que són les bandes que s’observaran pel sistema 

de detecció BioRad Versa Doc mitjançant quimioluminiscència. Aquesta tècnica permet 

determinar la presència o no de proteïna d’una mostra determinada, fer determinacions semi-

quantitatives, observar canvis d’expressió i fosforilació, i per últim determinar l’especificitat 

dels anticossos utilitzats.  

 

5.2 Detecció dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 mitjançant l’electroforesi i el 

Western blot 

5.2.1 Obtenció del lisat de proteïna i determinació de proteïna total 

 Per poder confirmar la presència dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 de 

forma qualitativa i quantitativa en el múscul esquelètic LAL, s’han utilitzat homogeneïtzats de 

múscul LAL de nadó de P6-P7 i d’adult de P30-P45, de cervell i medul·la espinal adulta. El 

cervell i la medul·la espinal adulta s’han utilitzat com a controls positius. L’obtenció dels 

diferents teixits s’han explicat anteriorment a l’apartat 3. Obtenció de mostres. Els teixits s’han 

homogeneïtzat per separat de forma mecànica amb un homogeneïtzador manual de vidre i amb 

l’ajuda del tampó d’homogeneïtzació (proporció: 20% w/v; veure composició del tampó en la 

taula M.2). L’homogenat s’ha centrifugat a 4000 g durant 5 minuts, per poder separar els 

components de la matriu extracel·lular de les restes cel·lulars no homogenades. En aquest cas, 

s’ha descartat el precipitat, i s’ha tornat a centrifugar el sobrenedant a 15.000 g durant 15 

minuts amb una ultracentrífuga. Posteriorment, s’ha descartat el precipitat i amb el sobrenedant 
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obtingut, que conté les proteïnes d’interès, s’ha quantificat la quantitat de proteïna total de la 

mostra. 

 Per determinar la concentració de proteïna total s’ha seguit el protocol del mètode DC 

Protein Assay de BioRad, que és un assaig colorimètric utilitzat per la quantificació de 

proteïnes en mostres que s’han solubilitzat amb detergents on la reacció que es dóna és similar 

al mètode de Lowry (Lowry i cols., 1951). Per últim, s’ha llegit l’absorbància a 750 nm amb un 

espectrofotòmetre. Juntament amb la preparació de les mostres, s’ha fet una recta patró de 

concentració coneguda d’una solució d’albúmina sèrica bovina (BSA de l’anglès bovine serum 

albumin; concentració 0 a 1 mg/ml de proteïna). Tant els patrons com les mostres s’han 

preparat per triplicat. 

Solucions i material  

Tampó de homogeneïtzació: TRIS 0.5 M (ajustat a pH 6.8), β-mercaptoetanol 10 mM, SDS 10%, EDTA 0.1 M, 

aigua bidestil·lada, glicerol 20%, Blau de bromofenol 0.006% i el Còctel inhibidor de proteases 

Còctel inhibidor de proteases: AEBSF 1.4 mM, aprotinina 0.8 µM, leupeptina 0.02 µM, bestain 0.04 µM, 

pepstantina A 0.015 µM i E-64 0.015 μM (1/10 w/v), Sigma St Louis, MO 

PBS (Solució de fosfat salí, ajustat a pH 7.4): KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na2HPO4 8.1 mM  

Albúmina sèrica bovina (BSA) 

Clarkburg MD. Homogeneïtzador manual de vidre (Afora) 

Centrifuga i ultracentrífuga 

Eppendorfs i cubetes 

Material de dissecció  

Espectrofotòmetre i pipetes 

Taula M.2. Solucions i material utilitzat per l’homogeneïtzació i la determinació de la concentració de proteïna. 

 

5.2.2 Electroforesi  

 Una vegada coneguda la concentració de proteïna s’han preparat les mostres per 

realitzar l’electroforesi. La quantitat de proteïna total que s’ha utilitzat per detectar els diferents 

receptors purinèrgics és de 100 μg. Prèviament a carregar les mostres en el gel, s’ha afegit a les 

mostres tampó reductor SLB (de l’anglès sample Laemmli buffer) a una proporció 1:3, per 

facilitar la separació de les proteïnes gràcies a la seva composició (veure composició del SLB a 

la taula M.3). Aquest tampó conté diferents components com: el β-mercaptoetanol que trenca 

l’estructura terciària proteica trencant els ponts disulfur. L’SDS desnaturalitza i li confereix 

càrrega negativa proporcional al pes molecular i el colorant Blau de bromofenol, que ens 

permet seguir la migració de les proteïnes en el gel en forma d’una línia de front de color blau. 

A continuació, les mostres s’han desnaturalitzat amb calor (a 100ºC durant 5 minuts) i s’han 

preparat els gels per l’electroforesi seguint el sistema MP-3 de BioRad. Pels receptors 
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purinèrgics, el percentatge de poliacrilamida que s’ha usat pel gel separador és del 10% i el del 

5% pel gel acumulador (veure la composició dels gels de poliacrilamida a la taula M.3).  

S’han realitzat diferents electroforesis per determinar els diferents receptors 

d’adenosina utilitzant els anticossos que es descriuran més endavant. Preparades les mostres i 

els gels, s’ha col·locat tot dins d’una cubeta d’electroforesi i s’han carregat les mostres en els 

pous dels diferents gels. S’han reservat tres pous en cada gel pels marcadors de pesos 

moleculars (marcador visible, màgic i dual) i un altre pou carregat amb SLB, com a control 

negatiu. Després, s’ha afegit el tampó d’electroforesi (SDS-PAGE) que afavoreix que les 

proteïnes corrin en el gel (mirar la composició de la solució i els marcadors de pesos 

moleculars a la taula M.3) i s’ha aplicat un camp elèctric fixant el voltatge a 90-100 mV fins 

que el front de càrrega ha arribat al final del gel. El temps que triga les mostres en baixar del 

gel dependrà del % de poliacrilamida i del voltatge aplicat (per exemple, per un gel al 8% 

d’acrilamida a un voltatge de 90 mV pot tardar 1 hora i 30 minuts). 

 

5.2.3 Western blot 

El següent pas que s’ha realitzat, és la transferència o Western blot on s’han transferit 

les proteïnes del gel d’acrilamida a membranes de PVDF, prèviament activades amb metanol, 

amb el mateix sistema MP-3 de BioRad. A continuació, s’ha mullat la membrana, els papers 

whattmann i les esponges amb tampó de transferència. Posteriorment, s’ha col·locat el gel de 

poliacrilamida en un suport porós segons el muntatge del “sandvitx” de transferència seguint 

les polaritats: el gel cap l’ànode (-) i la membrana el càtode (+). La disposició del “sandvitx” 

ha sigut la següent: la tapa negra foradada (ànode), l’esponja, el paper wattmann, el gel, la 

membrana de PVDF, el paper wattmann, l’esponja i per últim la tapa blanca foradada (càtode). 

S’ha introduït el “sandvitx” dins d’un altre suport seguint les polaritats. Finalment, s’ha 

col·locat tot en una cubeta d’electroforesi i s’ha afegit el tampó de transferència (veure la 

composició del tampó de transferència a la taula M.3). Per evitar l’escalfament del tampó 

durant el procés de la transferència, s’ha posat un bloc de gel fred així està en continua 

refrigeració, ja que el procés adquireix temperatura. La transferència s’ha realitzat a un 

amperatge constant de 225 mA/membrana i a voltatge variable durant 1 hora. Transcorregut 

aquest temps, s’ha desmuntat el “sandvitx” i s’ha obtingut la membrana a la que s’han 

transferit les proteïnes i amb la qual s’ha procedit la immunodetecció.  
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5.2.4 Immunodetecció 

Prèviament a realitzar la detecció de les proteïnes transferides per evitar les unions 

inespecífiques dels anticossos, s’ha bloquejat la membrana de PVDF amb una solució de 

bloqueig que conté llet desnatada al 5% en TBS-t0.1% durant 1 hora a temperatura ambient i amb 

agitació constant (veure composició de la solució de bloqueig en la taula M.3). A continuació, 

s’han incubat les diferents membranes amb els anticossos primaris específics per a cada un dels 

receptors d’adenosina, a una dilució determinada durant tota la nit a 4ºC i amb agitació 

constant. Després, s’ha realitzat la incubació de l’anticòs secundari vinculat a l’enzim HRP, 

que reconeixerà l’espècie de l’anticòs primari (durant 1 hora 30 minuts a temperatura ambient i 

amb agitació). Les dilucions que s’han utilitzat dels anticossos primaris i secundaris (detallades 

a les taules M.5 i M.6) s’han preparat amb la mateixa solució de bloqueig. Després de les 

incubacions dels anticossos, s’han fet cinc rentats de TBS-t0.1% de 5-7 minuts a temperatura 

ambient i amb agitació per eliminar l’excés d’anticòs que no s’ha unit. Seguidament, s’ha 

revelat la membrana amb el mètode ECL (ECL select TM Western Blotting Detection reagent), 

que és un mètode de detecció quimioluminiscent, i pel revelat s’ha utilitzat el processador 

d’imatges VersaDoc 3000 (BioRad, Hercules, CA, USA). 

 

5.2.5 Proteïnes de control de càrrega: actina i tubulina 

 Una vegada s’han revelat les membranes dels P1Rs, per poder fer els estudis 

densitomètrics s’han incubat les membranes amb proteïnes de control de càrrega. Aquestes 

proteïnes s’expressen ubiquament, són estables, deriven de gens “housekeeping” i són 

àmpliament utilitzades en recerca ja que s’expressen en un ampli rang de teixits. Un exemple 

d’aquestes proteïnes són l’actina i la tubulina (Eaton i cols., 2013; Baumgarntner i cols., 2013). 

Concretament, aquestes proteïnes s’han utilitzat per normalitzar i garantir que s’ha agafat la 

mateixa quantitat de mostra, i per un altre banda, per corregir les aberracions de la pròpia 

tècnica com la transferència, l’eficiència del marcatge o la ràtio de la senyal/soroll 

(Baumgarntner i cols., 2013). Per realitzar els controls de càrrega, primer s’han fet tres rentats 

amb TBS-t0.1% de 15 minuts i s’han tornat a bloquejar les membranes amb la mateixa solució de 

bloqueig durant 1 hora a temperatura ambient i amb agitació. A continuació, s’han incubat les 

mateixes membranes amb els anticossos de control de càrrega: l’actina o bé la tubulina 

depenent del pes molecular dels P1Rs. Pels receptors A1 i A2B s’ha utilitzat l’actina (de pes 

molecular 45 kDa) i pel receptor A2A i A3 la tubulina (de pes molecular 55 kDa) durant 1 hora 

30 minuts a temperatura ambient i amb agitació. Passat aquest temps, s’han incubat les 
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membranes amb els seus anticossos secundaris corresponents (l’HRP anti-cabra per l’actina i 

l’HRP anti-ratolí per la tubulina) a una dilució determinada (veure dilucions dels anticossos 

primaris i secundaris utilitzats a les taules M.5 i M.6) i s’han revelat amb el mètode ECL 

seguint el procediment comentat en l’apartat anterior.  

 

5.2.6 Densitometria 

 Amb l’objectiu de realitzar els estudis quantitatius per analitzar les densitats de les 

bandes i avaluar la quantitat relativa dels receptors d’adenosina en el múscul de nadó i d’adult, 

s’han agafat cinc experiments per separat. A continuació, s’han fet les mesures 

densitomètriques utilitzant el programa MetaMorph Program i Microscopy Automatition & 

Imatge Analysis Software (Molecular Device, LLC, US). S’han mesurat tres vegades les 

densitats òptiques de les bandes dels receptors purinèrgics i de les seves actines i tubulines 

corresponents, i s’han fet les ràtios de cada banda entre la seva actina o tubulina corresponent. 

Per últim, s’han calculat les diferents proporcions entre diferents mostres de la mateixa 

membrana com per exemple, les variacions relatives entre bandes P6 i P30 s’han calculat des 

de la mateixa imatge. Les dades s’han expressat com mitjana ± SD (SD de l’anglès standard 

desviation). S’ha utilitzat el software estadístic SPSS© v20 per analitzar els resultats. Les 

mitjanes entre dos grups s’han comparat usant el test no paramètric Mann-Whitney per a 

mostres independents. Per últim, el número de Western blots i per tant, d’experiments que 

s’han realitzat per cada un dels receptors d’adenosina ha sigut d’un mínim de 5. 

 

5.2.7 Controls negatius 

Per testar l’especificitat i descartar les unions inespecífiques dels anticossos 

secundaris s’han realitzat diferents controls negatius: (1) S’ha incubat la membrana amb 

presència de l’anticòs secundari i en absència del primari; (2) S’ha preincubat l’anticòs primari 

amb un excés del seu pèptid control (proporció: 5 vegades pèptid control: 1 vegada anticòs 

primari en pes) d’aquesta manera l’anticòs queda neutralitzat degut a la formació del complex: 

pèptid-anticòs. A continuació, s’ha incubat la membrana amb l’anticòs neutralitzat 

conjuntament amb els seus anticossos secundaris corresponents. Els pèptids que s’han utilitzat 

es mostren en la taula M.7; (3) S’ha deixat un carril de la membrana carregat amb l’SLB i s’ha 

incubat amb els anticossos contra A1, A2A, A2B i A3 i amb els seus anticossos secundaris 

corresponents (resultats no il·lustrats). En cap cas, s’han observat reaccions creuades ni unions 

inespecífiques en els controls negatius (veure controls negatius del Western blot a les figures 

R1-R3 de l’apartat 1 de Resultats).  
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Solucions i material 

Solució de fosfat salí (PBS, ajustat a pH 7.4): KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na2HPO4 8.1 mM 

Tampó reductor SLB (SLB 5X): TRIS 0.5 M ajustat a pH 6.8, SDS 10%, aigua bidestil·lada, glicerol 20%, Blau de 

bromofenol 0.006% i β-mercaptoetanol 10 mM 

Gel separador (10% acrilamida): Acrilamida/bisacrilamida, TRIS 1.5 M ajustat a pH 8.8, SDS 10%, aigua 

bidestil·lada i APS 10% i TEMED 0.05% 

Gel acumulador (5% acrilamida): Acrilamida/bisalcrilamida, TRIS 0.5 M ajustat a pH 6.8, SDS 10%, aigua 

bidestil·lada, APS 10% i TEMED 0.08% 

Tampó d’electroforesi: TRIS 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0.1% i aigua bidestil·lada 

Tampó de transferència: TRIS 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (v/v) i aigua destil·lada 

Tampó de rentat TBS-t0.1% (ajustat a pH 7.4): TRIS Base 10 mM, NaCl 100 mM, aigua bidestil·lada i Tween 20 

0.1% 

Solució de bloqueig: llet desnatada 5 % en TBS-t0.1% 

Marcadors de pesos moleculars: Full Range Rainbow Molecular Weight Markers (visible), el MagicMarkTM XP 

Western Protein Standard (marcador invisible) i Precision plus ProteinTM Dual xtra Standard (marcador dual) 

Aparell d’electroforesi i transferència: sistema MP-3 de BioRad 

Material de transferència (sandvitx): suport, esponges spontex, papers wattmann, membrana de PVDF (Amersham-

Pharmacia), metanol i aigua bidestil·lada 

Roller 

Pipetes, tubs falcons i caixetes de plàstic 

Taula M.3. Solucions i material utilitzat en l’electroforesi SDS-PAGE i Western blot. 

Reactius Casa comercial  

TRIS Base (hidroxmetil aminometà) Sigma 

Dodecilsulfat sòdic (SDS) Sigma 

Glicina Sigma 

β-mercaptoetanol  Sigma 

Blau de bromofenol Merck  

Persulfat d’amoni (APS) 

Còctel inhibidor de proteases 

Sigma  

Sigma 

TEMED (N,N,N’,N-tetramethylethylenediamine) Sigma 

Full Range Rainbow Molecular Weight Marker 

MagicMarkTM XP Western Protein Standard 

Precision Plus ProteinTM Dual Xtra Standard 

EDTA 

Glicerol  

Poliacrilamida 

Metanol 

Llet desnatada en pols 

KCl 

KH2PO4 

NaCl 

NaHPO4 

Tween 20 

ECL select TM Western Blotting detection Reagent 

Albúmina sèrica bovina (BSA) 

Amersham 

Invitrogen 

BioRad 

Sigma 

Panreac 

Pronisa 

Merck 

Puleva 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

BioRad 

Amersham 

Sigma 

Taula M.4. Reactius utilitzats en la homogeneïtzació, determinació de proteïnes, en l’electroforesi SDS-

PAGE i la tècnica del Western blot. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol III. Material i Mètodes 

 

68 

 

5.2.8 Controls positius 

 En tots els Western blots d’aquest treball s’han realitzat controls positius amb les 

mostres de cervell i medul·la espinal adulta, on s’ha carregat 100 µg de proteïna total 

(veure controls positius del Western blot a les figures R1-R3 de l’apartat 1 de Resultats). 

Concretament, per l’anticòs del receptor A3 de Santa Cruz (sc-13938) s’ha fet un control 

positiu utilitzant un extracte de lisat cel·lular (resultats no il·lustrats; veure la taula M.7). 

 

Proteïna 

detectada 

Anticòs primari Casa comercial Dilució 

A1R Anticòs policlonal de conill AAR-006 ,Alomone Labs 1:5000 

A2AR Anticòs monoclonal de ratolí 05-717, Millipore 1:2000 

A2BR Anticòs policlonal de conill AB1589P, Millipore 1:500 

A2BR Anticòs policlonal de cabra N-19: sc-7506, Santa Cruz 1:500 

A3R Anticòs policlonal de conill  AB1590P, Millipore 1:500 

A3R Anticòs policlonal de conill  (H80): sc-13938, Santa Cruz  1:500 

Actina Anticòs policlonal de cabra 4969, Cell signalling 1:100.000 

Tubulina Anticòs monoclonal de ratolí T 4026, Sigma 1:80.000 

Taula M.5. Anticossos primaris utilitzats per l’electroforesi SDS-PAGE i el Western blot. 

 

Anticòs secundari Casa comercial Dilució 

Peroxidasa de rave contra conill 11-035-152, Jackson Immuno-Research 1:10.000 

Peroxidasa de rave contra ratolí A-9044, Sigma  1:10.000 

Peroxidasa de rave contra cabra R-21459, Molecular Probes 1:10.000 

Taula M.6. Anticossos secundaris utilitzats per l’electroforesi SDS-PAGE i el Western blot. 

 

 

Receptor Casa comercial 

A1 

A2A 

A2B 

A2B 

A3 

AG213-229,Alomone Labs 

AG285, Millipore 

AG292, Millipore 

sc-7506, Santa Cruz   

sc-2293, Santa Cruz 

Taula M.7. Pèptids utilitzats com a controls negatius i positius en el Western blot i en les 

immunohistoquímiques. 
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6. TÈCNICA D’IMMUNOHISTOQUÍMICA CONVENCIONAL PER 

FLUORESCÈNCIA 

6.1 Fonament de la tècnica 

 La tècnica de la immunohistoquímica permet realitzar estudis estructurals, 

morfològics, d’identificació i de localització cel·lular de proteïnes en cultius o bé en teixits. La 

immunohistoquímica consisteix en la utilització d’anticossos específics per detectar antígens en 

un tall o secció de teixit biològic. Els anticossos poden ser monoclonals i policlonals, els 

primers són monoespecífics per un únic epítop antigènic i per tant, es considera que són més 

específics per l’antigen diana que els anticossos policlonals. Els anticossos policlonals són una 

barreja complexa i heterogènia d’anticossos, generalment purificada a partir del sèrum, que 

reconeixen a diferents porcions d’un antigen (epítops). La visualització del complex antigen-

anticòs pot ser pel mètode directe o indirecte. En els experiments d’aquest treball s’ha escollit 

el mètode indirecte, utilitzant anticossos secundaris units a fluorocroms que reconeixeran 

específicament a l’anticòs primari i donaran la senyal. Els avantatges d’aquest mètode són que 

té major nivell de sensibilitat i que genera una senyal més intensa. La màxima 

immunoreactivitat de l’anticòs primari es manté ja que no està marcat. Els desavantatges són 

que pot haver-hi unions no específiques de l’anticòs secundari i que pot donar soroll de fons. 

L’ús d’anticossos secundaris requereix passos addicionals de bloqueig i de controls.  

 Els fluorocroms són grups funcionals que són excitables a una longitud d’ona 

determinada i que emeten llum a una longitud d’ona major. Existeix un gran ventall de 

fluorocroms que permeten la possibilitat de combinar-los de forma simultània; així podrem 

determinar la localització de la proteïna d’estudi en diferents compartiments cel·lulars i 

detectar-la amb l’ajuda d’un microscopi de fluorescència o confocal. S’ha de tenir en compte la 

longitud d’ona i l’espècie de la qual s’han obtingut els anticossos utilitzats, per evitar el 

solapament dels colors i les reaccions creuades. Aquesta tècnica ens permetrà marcar diverses 

proteïnes amb diferents colors i visualitzar-les conjuntament. Aquesta característica permetrà 

estudiar la localització, la proximitat, i fins i tot, la colocalització dels receptors d’adenosina 

conjuntament amb els marcadors sinàptics més comuns en la NMJ a través del triple marcatge. 
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6.2 Localització dels components de la sinapsi neuromuscular mitjançant 

immunohistoquímica convencional 

En primer lloc, per poder conèixer la localització dels receptors d’adenosina en els 

components de la NMJ és necessari localitzar les tres cèl·lules que conformen la NMJ. D’una 

manera il·lustrativa, i tal com es mostra en la figura M.3, s’han marcat les proteïnes 

específiques (la sintaxina, l’S-100 i els receptors d’acetilcolina) presents en els tres elements 

que conformen la NMJ per tal de visualitzar-les conjuntament. Aquesta localització s’ha fet 

mitjançant la tècnica de la immunohistoquímica convencional per triple marcatge amb el 

múscul esquelètic LAL. Una vegada s’ha extret el múscul LAL de nadó i d’adult (veure apartat 

3.1), el paquet muscular s’ha fixat amb paraformaldehid al 4% diluït en PBS. A continuació, 

s’han realitzat tres rentats de 5 minuts amb PBS i s’ha incubat amb glicina 0.1 M durant 30 

minuts per aturar la reacció del fixador i bloquejar els grups aldehids que puguin quedar lliures. 

Seguidament, mentre es fan els rentats i la incubació amb la glicina, s’ha procedit a la 

separació i a l’extracció de les capes més superficials, sota lupa i amb estisores, fins arribar a 

l’última capa que és la del múscul LAL. 

Una vegada el múscul s'ha aïllat, fixat i és lliure de teixit connectiu, s’ha procedit a la 

realització del protocol de la immunohistoquímica. En primer lloc, s’ha permeabilitzat i 

bloquejat les unions inespecífiques del múscul amb la preincubació d’una solució de Tritó X-

100 al 1% i BSA al 4% dissolt en PBS a 4ºC durant tota la nit. Passat aquest temps, s’ha 

incubat la mostra tota la nit a 4ºC amb els diferents anticossos primaris en la mateixa solució 

de bloqueig i permeabilització utilitzada en el primer pas. Concretament, s’ha marcat de forma 

específica i simultània: el terminal nerviós, la cèl·lula Schwann i els receptors d’acetilcolina 

(AChR de l’anglès acetylcholine receptor). El terminal nerviós s’ha marcat amb l’anticòs 

monoclonal de ratolí contra la sintaxina. És una proteïna que es troba situada en la membrana 

de les vesícules d’acetilcolina que estan llestes per ser alliberades, una vegada ha arribat el 

potencial d’acció al terminal nerviós. La cèl·lula de Schwann s’ha marcat amb un anticòs 

monoclonal de conill l’anti-S-100. L’S-100 és una proteïna que pertany a la superfamília de 

proteïnes d’unió al Ca
+2

, que poden regular diverses funcions cel·lulars incloent la comunicació 

intercel·lular, el creixement i l’estructura cel·lular així com, el metabolisme i la transducció de 

senyals intracel·lulars (Zimmer i cols., 1995). A continuació, s’ha incubat durant 4-6 hores a 

4ºC amb els anticossos secundaris que són específics contra l’espècie que s’ha obtingut 

l’anticòs primari i que a més a més, estan conjugats amb un fluorocrom que ens donarà la 

marca fluorescent i que permetrà visualitzar els components de la NMJ. Els anticossos 
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secundaris utilitzats per visualitzar les proteïnes d’interès són l’Alexa fluor 488 que 

reconeixerà i s’unirà a l’anticòs anti-sintaxina i marcarà el recorregut axonal de color verd, 

l’Alexa fluor 647 que reconeixerà i s’unirà a l’anticòs anti-S-100 i que ens detectarà la cèl·lula 

de Schwann de color blau. El component postsinàptic es marcarà de color vermell amb una 

toxina, que s’anomena alfa bungarotoxina (α-BTX de l’anglès alpha bungarotoxin) conjugada 

amb tetrametilrodamina (TRITC de l’anglès tetramethylrhodamine), que s’unirà 

irreversiblement als nAChRs i per tant, ens permetrà detectar les zones d’innervació. Els 

anticossos primaris, secundaris i la toxina α-BTX-TRITC que s’han utilitzat es mostren en la 

taula M.8. Després de les incubacions dels anticossos primaris i secundaris, s’han fet tres 

rentats de 10 minuts amb PBS amb agitació i a temperatura ambient, per eliminar l’excés 

d’anticòs que no s’ha unit a la mostra i evitar les interferències. En el cas dels rentats de 

l’anticòs secundari s’ha fet a la foscor per evitar la pèrdua d’intensitat de fluorescència. Per 

últim, s’han muntat les mostres amb un medi de Mowiol amb p-fenilediamina per prolongar la 

marca fluorescent. Les mostres s’han deixat reposar un temps prudencial per després ser 

visualitzades amb un microscopi làser scanning confocal Nikon (TE 2000-E). 

En la figura M.3 es mostren uns exemples de les tres cèl·lules que formen la NMJ en 

el múscul LAL de nadó i d’adult, mitjançant la tècnica d’immunohistoquímica convencional 

per fluorescència amb triple marcatge. S’observa com l’axó (component presinàptic, en color 

verd), fa contacte amb el component postsinàptic on s’han marcat els AChRs, en color vermell. 

En blau, s’observa com l’anticòs anti-S-100 es localitza per damunt de la sintaxina recobrint 

l’axó per tant, ens donarà la localització de la cèl·lula de Schwann mielògenica, i com la 

cèl·lula de Schwann terminal envolta aquesta unió. Concretament, en la primera imatge (figura 

M.3A) es pot veure com múltiples axons innerven en la mateixa placa motora, indicant que és 

una sinapsi en desenvolupament (P6). A diferència de la sinapsi P6, en la segona 

immunohistoquímica (figura M.3B) el miòcit està innervat per un sol axó, indicant una sinapsi 

adulta. A més a més, en la primera imatge s’observa com els AChRs estan distribuïts 

uniformement en tota la placa motora, donant lloc, a una sinapsi immadura. I en l’última 

imatge, es mostra la placa motora amb una estructura molt més definida i ordenada, gràcies a la 

formació dels plecs secundaris dels AChRs en una sinapsi madura. 
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Figura M.3. Exemples d’immunohistoquímiques convencionals del múscul LAL de nadó i d’adult. 

Immunolocalització de la NMJ neonatal (A) i adulta (B) per triple marcatge. S’ha marcat en tots els casos: el 

component presinàptic amb la sintaxina (de l’anglès syntaxin, en verd), la cèl·lula de Schwann amb l’S-100 (en blau) i 

el component postsinàptic (receptors d’acetilcolina, AChRs) en vermell amb la toxina α-bungarotoxina conjugada amb 

TRITC (α-BTX-TRITC). La primera columna correspon a la imatge colocalitzada (merge) dels tres components que 

conformen la NMJ. Barra d’escala: 10 μm. 

 

6.3 Procediment de la localització dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 en la 

sinapsi neuromuscular mitjançant immunohistoquímica convencional 

 Per l’estudi de la localització dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B  i A3, s’ha 

realitzat immunohistoquímica per triple marcatge en el múscul esquelètic LAL de nadó i 

d’adult. La finalitat de realitzar triple marcatge és poder colocalitzar, de forma simultània, la 

nostra proteïna d’interès amb els components de la NMJ i així, poder estudiar-ne la seva 

localització. El procés d’extracció, fixació, permeabilització i bloqueig de les unions 

inespecífiques que s’ha seguit és el mateix que s’ha explicat anteriorment en l’apartat 6.2. Els 

receptors purinèrgics (A1, A2A, A2B o bé A3) s’han detectat amb els seus anticossos específics 

conjuntament amb l’anti-S-100 o bé l’anti-sintaxina i els AChRs. Finalment, s’ha incubat amb 

els anticossos secundaris que reconeixeran i s’uniran als primaris. En aquest cas s’ha marcat de 

la següent manera: els receptors purinèrgics amb l’Alexa fluor 488 (en color verd), l’anti-S-100 

o bé l’anti-sintaxina amb l’Alexa fluor 647 (en color blau). Per últim, els AChRs s’han marcat 

amb l’α-BTX-TRITC (en color vermell) durant la incubació dels anticossos secundaris. Les 

dilucions dels anticossos primaris i secundaris empleades es resumeixen en la taula M.8. 
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Proteïna 

detectada 

Anticòs primari Casa comercial Dilució 

A1R 

A1R 

Anticòs policlonal de conill 

Anticòs policlonal de conill 

ARR-006, Alomone Labs 

AB1587P, Millipore 

1:100 

10 µg/ml 

A2AR Anticòs monoclonal de ratolí 05-717, Millipore 0.2 µg/ml 

A2BR Anticòs policlonal de conill AB1589P, Millipore 1:50 

A2BR Anticòs policlonal de cabra N-19: sc-7506, Santa Cruz 1:100 

A3R Anticòs policlonal de conill  AB1590P, Millipore 1:200 

A3R Anticòs policlonal de conill  (H80): sc-13938, Santa Cruz  1:500 

Sintaxina Anticòs monoclonal de ratolí S0664, Sigma 1:1000 

S-100 

S-100 

Anticòs monoclonal de ratolí 

Anticòs monoclonal de conill 

Ab4066-500, Abcam 

Z0311, Dako 

1:100 

1:1000 

 

 

Anticòs secundari Casa comercial Dilució 

Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-conill 

Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-cabra 

Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-ratolí 

Alexa Fluor 647 IgG d’ase contra-ratolí 

A-21206, Molecular Probes 

A-1105, Molecular Probes 

A-21202, Molecular Probes 

A-31571, Molecular Probes 

1:300 

1:300 

1:300 

1:300 

Alexa Fluor 647 IgG d’ase contra-conill A-31573, Molecular Probes 1:300 

Taula M.8. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en la immunohistoquímica convencional i d’alta resolució. 

 

Material, reactius i solucions 

PBS (Solució de fosfat salí, ajustat a pH 7.4): KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na2HPO4 8.1 mM 

Paraformaldehid 4% (Sigma) diluït en PBS 

Glicina 0.1 M 

Solució de permeabilització i bloqueig: Tritó 1% + BSA 4% en PBS 

Anticossos primaris i secundaris (mirar la taula M.8) 

Tritó X-100 (Sigma) 

Tetrametil rodamina (TRITC) (715-025-151, Molecular Probes) dilució 1:800 

Pinces, pipetes, eppendorfs i plaques de petri amb el fons de Sylgard 

Portaobjectes (thermo scientific Mezel-Gläser) 

Cobreobjectes (Hischmann Laborgenate) 

Medi de muntatge Mowiol (4-88, Calbiochem) amb P-fenildiamina (Sigma) 

Microscopi làser scanning confocal Nikon (TE 2000-E) 

Taula M.9. Material, reactius i solucions utilitzades per la realització de la immunohistoquímica convencional. 

Totes les sals utilitzades han sigut distribuïdes per la casa comercial de Sigma.  
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7. TÈCNICA D’IMMUNOHISTOQUÍMICA D’ALTA RESOLUCIÓ PER 

FLUORESCÈNCIA  

7.1 Fonament teòric 

 Les tres cèl·lules que formen part de la NMJ (el terminal nerviós, la cèl·lula muscular 

i la cèl·lula de Schwann) estan íntimament juxtaposades només a uns nanòmetres de distància 

unes d’altres (Lanuza i cols., 2007). Degut a la proximitat d’aquests components i a la 

localització de la cèl·lula de Schwann terminal al voltant del terminal nerviós, ens pot 

emmascarar les possibles localitzacions dels receptors d’adenosina en la NMJ. Per poder 

obtenir una localització cel·lular i subcel·lular específica i precisa d’aquestes molècules en la 

NMJ, és imprescindible poder discernir entre el component presinàptic i postsinàptic d’una 

forma clara i precisa, ja que ens ajudarà a entendre i a caracteritzar millor la seva funció. En 

aquest treball, amb l’objectiu de confirmar la presència dels receptors d’adenosina en els 

terminals nerviosos i de millorar la resolució de les imatges, en alguns casos i sempre que ha 

sigut necessari, s’ha realitzat la tècnica de la immunohistoquímica d’alta resolució mitjançant 

l’obtenció de talls transversals semifins en músculs LALs neonatals i adults (Garcia i cols., 

2005; Lanuza i cols., 2007).  

 L’obtenció de talls transversals semifins consta de diferents passos, primer es realitza 

una immunohistoquímica convencional on es marquen les proteïnes d’interès, després es 

selecciona les àrees d’innervació visualitzant els nAChRs. A continuació, es deshidrata la 

mostra amb una bateria d’alcohols i cetones, i per últim, es fa una inclusió de la mostra amb 

resina spurr i s’obtenen talls transversals semifins de 0.5-0.7 µm de gruix amb un micròtom 

(Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems). Els talls semifins resultants s’han 

col·locat en portaobjectes i s’han observat mitjançant el microscopi làser scanning confocal 

Nikon (TE 2000-E). 

 La immunohistoquímica de talls transversals semifins presenta una sèrie d’avantatges 

respecte altres tècniques que podíem haver utilitzat; per exemple, els talls transversals del 

múscul fixat amb respecte els inclosos per congelació (Tokuyasu, 1973, 1980; Lafarga i cols., 

1997). El principal avantatge d’aquesta tècnica és que els talls són més fins (talls semifins d’un 

gruix de 0.5-0.7 µm) amb això s’augmenta la resolució. El fet de tindre talls transversals 

semifins ens permetrà visualitzar els tres components per separat, en un mateix pla, i de forma 

més precisa.  

 Aquesta tècnica ens garanteix l’antigenicitat respecte unes altres tècniques que s’hagi 

d’extreure la resina d’un tall abans de tenyir-lo. Això fa que s’hagi d’utilitzar solvents 
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agressius que fan perdre l’antigenicitat de moltes molècules, al no aguantar el procés 

d’extracció. En el nostre cas, al realitzar prèviament la immunohistoquímica, el procés 

d’inclusió fa que no afecti a l’antigenicitat (el múscul ja està marcat). A més, al no ser 

necessari el procés d’extracció de resina, minimitza la pèrdua de la molècula d’interès.  En la 

figura M.4 es mostra una imatge d’un tall transversal semifí (0.5 μm) d’una NMJ del múscul 

LAL, en aquest cas tenyit amb blau de metilè, en el es que pot observar de forma independent 

els tres components que conformen la NMJ (Lanuza i cols., 2007, 2014). Es pot visualitzar de 

forma precisa com els botons terminals (en color verd) es troben situats entre la cèl·lula de 

Schwann (en color blau) i els AChRs (en color vermell) indicant que els tres marcadors 

moleculars específics de les tres cèl·lules sinàptiques estan ben separades per aquest 

procediment (figures M.4B-C). 

 

Figura M.4. Imatge de la unió neuromuscular d’un tall semifí tenyit amb blau de metilé. (A) Imatge d’un tall 

semifí de la NMJ tenyit amb blau de metilè. (B) Mateixa imatge que la primera on s’ha resseguit en blau la cèl·lula de 

Schwann, el terminal nerviós en verd i els plecs secundaris dels receptors d’acetilcolina (AChRs) en vermell. (C) 

Esquema dels tres components que conformen la NMJ representats en la segona imatge. Imatges obtingudes de la 

publicació de Lanuza i cols. (2007, 2014). Barra d’escala: 10 μm.  

 

7.2 Localització de les tres cèl·lules de la sinapsi neuromuscular per immunohistoquímica 

d’alta resolució 

 Per la localització de les tres cèl·lules que conformen la NMJ s’ha realitzat la 

combinació d’ambdues tècniques (la immunohistoquímica de fluorescència i l’obtenció de talls 

transversals semifins) per poder discernir entre el component presinàptic i postsinàptic. 

Aquesta tècnica consisteix en fer una immunohistoquímica convencional amb mostres senceres 

de LAL de nadó i d’adult. S’ha marcat el recorregut axonal amb l’anti-sintaxina, la cèl·lula de 

Schwann amb l’anti-S-100 durant una nit a 4ºC. A continuació, s’ha incubat amb els anticossos 

secundaris corresponents on s’ha utilitzat l’Alexa fluor 488 (en verd) per marcar el recorregut 

axonal, l’Alexa fluor 647 (en blau) per localitzar la cèl·lula de Schwann i la toxina α-BTX-

TRITC (en vermell) per identificar el component postsinàptic. Una vegada realitzada la 
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immunohistoquímica convencional, les mostres s’han estirat sobre un portaobjectes amb PBS i 

amb l’ajuda del microscopi de fluorescència s’ha fet una selecció de les zones amb més 

contactes sinàptics, és a dir, s’ha tallat una secció (3 mm
2
, aproximadament) de la mostra del 

LAL on hi ha més quantitat de nAChRs. A continuació, cada tall seleccionat s’ha posat en un 

vial per mostra amb PBS. Seguidament, s’ha deshidratat la mostra amb incubacions de 10 

minuts a temperatura ambient amb una bateria d’alcohols de menys a més proporció d’alcohol: 

30%, 50%, 70%, 90%, 96% i l’últim pas d’aquest alcohols són tres incubacions de 10 minuts 

amb alcohol absolut (al 100%) (veure la preparació d’alcohols en la taula M.10). Per últim, 

s’han fet tres incubacions de 15 minuts amb acetona. El següent pas, és la preinclusió de resina 

spurr de la mostra. Consisteix en fer diferents incubacions disminuint la proporció d’acetona i 

augmentant la de resina lentament, fent incubacions d’1 hora 30 minuts a temperatura ambient 

i en agitació. La inclusió de resina en la mostra s’ha fet de forma progressiva, començant amb 

una proporció 3:1 (acetona: resina), després s’ha fet un altre incubació a una proporció 1:1. I 

per últim, s’han incubat les mostres amb una proporció 1:3 durant 1 hora a temperatura 

ambient i seguidament tota la nit a 4ºC remenant. En acabar la preinclusió, on la resina s’ha 

introduït de forma progressiva i a poc a poc dins de la mostra, s’ha fet la inclusió amb resina 

pura. Els fragments de múscul LAL s’han incubat tres vegades amb resina spurr pura durant 2 

hores cadascuna, a temperatura ambient i en agitació amb els vials destapats per a que 

s’evapori l’acetona que s’hagi pugui quedar durant el procés. 

 Finalitzada la inclusió de la mostra, el fragment del múscul s’ha orientat 

transversalment sota lupa en un motlle de silicona, sobre un llit de resina prèviament fet i s’ha 

cobert de resina spurr. A continuació, el motlle amb les mostres s’han col·locat en l’estufa a 

60ºC durant 48 hores per a que la resina es solidifiqui i formin els blocs. Transcorregut aquest 

temps, quan els blocs ja estan solidificats, els blocs s’han piramidat per l’extrem que conté el 

tros de múscul LAL i s’han realitzat seccions transversals semifines de 0.5-0.7 μm de gruix, 

amb el micròtom (Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems). D’aquesta manera 

obtenim les tres cèl·lules situades en un pla. Els talls semifins resultants s’han col·locat en 

portaobjectes i s’han observat mitjançant el microscopi làser scanning confocal Nikon (TE 

2000-E). (El material i solucions utilitzades per l’obtenció de talls semifins es mostren en les 

taules M.10 i M.11). 

 En la figura M.5, es mostra un exemple del tipus d’imatge que s’obté amb aquest 

tipus de tècnica. Es mostra els tres components de la NMJ en un tall transversal semifí d’un 

múscul esquelètic LAL de nadó i d’adult. Podem distingir com entre la cèl·lula de Schwann (en 

blau) i la cèl·lula muscular (en vermell), es troben els botons terminals (en verd) fent contacte 
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amb la membrana postsinàptica dels miòcits. Els tres fluorocroms queden perfectament ben 

separats augmentant la resolució de la imatge on s’observen escassos o nuls punts de 

coincidència entre ells. Els anticossos utilitzats són els mateixos que en la immunohistoquímica 

convencional i es mostren en la taula M.8. 

 

Figura M.5. Exemple d’una unió neuromuscular neonatal i adulta en una secció tranversal semifina. Imatge d’un 

tall semifí transversal realitzat en un múscul LAL neonatal (A) i adult (B). La primera columna és la imatge 

colocalitzada (merge) dels tres components que confomen la NMJ. En tots els casos, el terminal nerviós s’ha marcat 

amb la sintaxina (de l’anglès syntaxin, en verd), la cèl·lula de Schwann amb l’S-100 (en blau) i els AChRs amb l’α-

BTX-TRITC (en vermell). Les imatges A i B, ens permeten veure de forma clara i precisa com els botons terminals es 

troben situats entre la cèl·lula muscular i la cèl·lula Schwann. Barra d’escala: 10 μm. 

 

7.3 Localització dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 en la sinapsi neuromuscular 

mitjançant immunohistoquímica d’alta resolució 

 En els estudis de localització dels receptors d’adenosina, amb l’objectiu de determinar 

de forma precisa i exacta la possible localització d’aquests receptors en la NMJ i evitar els 

punts de coincidència entre cèl·lules, sempre que ha sigut necessari, s’ha realitzat la 

immunohistoquímica d’alta resolució. Primer, s’ha realitzat una immunohistoquímica 

convencional com s’ha explicat anteriorment en l’apartat 6.3. Posteriorment, tal i com es 

mostra en l’apartat anterior s’ha procedit a seleccionar la zona amb més AChRs, a la 

deshidratació i a la inclusió amb resina spurr. Concretament en aquest cas, s’ha localitzat els 

receptors d’adenosina amb els seus anticossos específics conjuntament amb l’anti-S-100 o bé 

l’anti-sintaxina, i amb els marcatge dels receptors d’AChRs. Finalment, s’ha incubat amb els 

anticossos secundaris que reconeixeran i s’uniran als primaris, on s’ha marcat els receptors 
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d’adenosina amb l’Alexa fluor 488 (en color verd), l’anti-S-100 o bé l’anti-sintaxina amb 

l’Alexa fluor 647 (en color blau). Els AChRs s’han marcat amb l’α-BTX-TRITC (en color 

vermell) durant la incubació dels anticossos secundaris. Les dilucions dels anticossos primaris i 

secundaris utilitzades es resumeixen en la taula M.8.  

 En tots els experiments d’immunohistoquímica realitzats s’han observat un mínim de 

sis músculs i 150 NMJ per cada receptor i edat. I sis músculs addicionals han sigut utilitzats 

com a controls negatius.  

Material i solucions  

PBS (Solució de fosfat salí, ajustat a pH 7.4): KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na2HPO4 8.1 mM 

Alcohols al: 30%. 50%, 70%, 90%, 96% i absolut al 100% (Panreac). Diluïts en aigua bidestil·lada  

Acetona 100% ultrapura (Panreac) 

Resines spurr (veure taula M.11) 

Vials de vidre (Afora) 

Motlle de silicona per fer els blocs (Aname) 

Lupa 

Estufa a 60ºC. 

Placa calefactora 

Portaobjectes (thermo scientific Mezel-Gläser) 

Micròtom (Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems) 

Microscopi làser scanning confocal Nikon (TE 2000-E)  

Taula M.10. Material i solucions utilitzades per la realització de la immunohistoquímica d’alta resolució. Totes 

les sals utilitzades han sigut distribuïdes per la casa comercial de Sigma.  

Reactiu Casa comercial 

ERL (vinil ciclohexenedioxid) Electron Microscopy Sciences 

DER (diglicidil èter polupropolè glicol) Electron Microscopy Sciences 

NSA (nonenil succínic anhidre) Electron Microscopy Sciences 

DMAE (dimetilamino etanol) Electron Microscopy Sciences 

      Taula M.11. Resines spurr utilitzades per l’obtenció de blocs. 

 

8. CONTROLS NEGATIUS PER LA IMMUNOHISTOQUÍMICA CONVENCIONAL I 

D’ALTA RESOLUCIÓ PER FLUORESCÈNCIA 

 Prèviament als experiments d’immunohistoquímica, s’han realitzat controls negatius 

per corroborar l’especificitat dels anticossos utilitzats i per tal de descartar les possibles unions 

inespecífiques dels anticossos primaris i les reaccions creuades que es puguin donar entre els 

anticossos primaris i secundaris. S’han realitzat diferents controls negatius: 
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1) S’ha avaluat la possible unió inespecífica de l’anticòs secundari a altres estructures 

de la NMJ. S’ha incubat el múscul LAL amb la presència dels anticossos secundaris i en 

absència dels anticossos primaris (resultats no il·lustrats).  

2) S’ha fet una preincubació de l’anticòs primari amb un excés del seu pèptid de 

bloqueig (proporció 5 vegades pèptid control: 1 vegada anticòs primari) durant 2 hores a 

temperatura ambient o bé tota la nit a 4ºC, donant lloc a la formació d’un complex pèptid-

anticòs. A continuació, el múscul LAL s’ha incubat amb aquest complex format, seguint el 

procediment d’una immunohistoquímica convencional o d’alta resolució (resultats no 

il·lustrats). Els pèptids utilitzats es mostren en la taula M.7. 

3) Per confirmar que no hi ha reaccions creuades entre els anticossos primaris i 

secundaris utilitzats s’han dut a terme els següents controls: 

3.1) Com a controls negatius pels anticossos dels receptors desenvolupats 

en conill: A1, A2B de Millipore (AB1589P) i A3 s’ha incubat el múscul LAL amb 

l’anticòs monoclonal anti-S-100 o l’anti-sintaxina desenvolupat en ratolí. També 

s’ha marcat el component postsinàptic amb l’α-BTX-TRICT, en vermell. Com 

anticossos secundaris s’han utilitzat l’Alexa 647 d’ase contra ratolí (que ens 

detectarà la marca positiva de l’S-100 o la sintaxina) i l’Alexa 488 d’ase contra 

conill (que ens donarà marca negativa pel/s receptor/s) (figures M.6A i M.6C).  

3.2) Com a control negatiu per l’anticòs del receptor A2A desenvolupat en 

ratolí s’ha incubat el múscul LAL amb l’anticòs monoclonal anti-S-100 

desenvolupat en conill. Els AChRs s’han marcat en vermell amb l’α-BTX-

TRICT. A continuació, s’ha incubat amb els anticossos secundaris l’Alexa 647 

d’ase contra conill (que ens detectarà marca positiva per l’S-100) conjuntament 

amb l’Alexa 488 d’ase contra ratolí (que donarà marca negativa del receptor) 

(figura M.6B).  

3.3) Com a control negatiu per l’anticòs del receptor A2B desenvolupat en 

cabra de Santa Cruz (sc-7506), també s’ha incubat el múscul LAL amb l’anticòs 

monoclonal anti-S-100 de conill. Com en els casos anteriors, també s’ha marcat 

el component postsinàptic amb l’α-BTX-TRICT, en vermell. Els anticossos 

secundaris que s’han utilitzat són l’Alexa 647 d’ase contra conill (que donarà 

marca positiva per l’S-100) conjuntament amb l’anticòs Alexa 488 d’ase contra 

cabra (que donarà marca negativa pel receptor) (figura M.6C).  
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 En les imatges obtingudes dels controls negatius es mostra que els anticossos 

secundaris presenten especificitat única en vers al seu corresponent anticòs primari, i per tant 

no permeten reaccions creuades. 

 

Figura M.6. Controls negatius amb la tècnica d’immunohistoquímica d’alta resolució i convencional en músculs 

LALs adults. Exemples de controls negatius dels receptors d’adenosina. A i B són immunohistoquímiques d’alta 

resolució (STS de l’anglès semithin cross-section) i les imatges C i D són immunohistoquímiques convencionals. (A i 

C) Control per l’anticòs d’ase contra conill conjugat amb l’Alexa 488. (B) Control per l’anticòs d’ase contra ratolí 

conjugat amb l’Alexa 488. (D) Control per l’anticòs d’ase contra cabra conjugat amb l’Alexa 488. En tots els casos els  

anticossos secundaris no reaccionen amb els altres anticossos utilitzats. Barra d’escala: 10 μm. 

 

9. MICROSCÒPIA LÀSER CONFOCAL 

 Per poder visualitzar les immunohistoquímiques convencionals o d’alta resolució 

marcades mitjançant fluorescència, s’ha utilitzat un microscopi làser scanning confocal Nikon 

(TE 2000-E). Les imatges s’han captat amb un objectiu de 63x o 100x d’1.4 d’obertura 

numèrica oil, (UPlan-Apochromatic objective). Els fluorocroms Alexa fluor 488 (verd), TRITC 

(vermell) i Alexa fluor 647 (blau) s’exciten seqüencialment amb les línies de 488 nm, 568 nm i 

633 nm, respectivament, amb làsers d’argó-kryptó-He-Ne. S’ha tingut en compte la força dels 

làsers per evitar qualsevol senyal de contaminació d’un canal en un altre. Les seccions X i Y 

s’han recollit en la direcció Z d’una mostra utilitzant un “Z-stage” (platina mòbil) d’elevada 
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resolució. Les projeccions de màxima intensitat de les successives seccions X,Y es transformen 

en projeccions 3D utilitzant un software específic del microscopi làser confocal.  

 

10. METODOLOGIA ELECTROFISIOLÒGICA 

10.1 Fonament de la tècnica 

L’electrofisiologia ens permet conèixer l’activitat iònica en el citoplasma dels miòcits 

en resposta a estímuls nerviosos. Es reprodueix “ex-vivo in vitro” la fisiologia neuromuscular 

mantenint el múscul LAL viu. Per tant, l’equip d’electrofisiologia en el model neuromuscular 

constarà d’una unitat estimuladora per a que provoqui un estímul o generi un potencial d’acció 

i un equip que registri la resposta neuromuscular que es genera, que es comentarà més 

endavant. En tots els experiments realitzats, s’ha fet el registre intracel·lular on l’elèctrode 

s’introdueix en el citoplasma de la cèl·lula muscular i s’estudia la resposta evocada (EPPs) o 

l’espontània. L’EPP és el procés de l’intercanvi iònic postsinàptic desencadenat per la unió de 

l’acetilcolina amb els seus receptors. L’altre forma d’estudi d’activitat sinàptica és l’activitat 

espontània. De forma espontània apareixen EPPs en miniatura (mEPPs) a una freqüència de 60 

per minut. L’estudi de l’activitat espontània no precisa del bloqueig de la contracció muscular 

ni l’activació del potencial d’acció axonal per part de la unitat estimuladora. 

 Els experiments d’electrofisiologia que s’han realitzat en aquest treball, ens permeten 

veure l’efecte dels receptors purinèrgics en la neurotransmissió i la funció que tenen els 

receptors purinèrgics com a neuromoduladors mitjançant l’ús d’antagonistes i agonistes. Així 

com, la relació d’aquests en diferents rutes i canals iònics, com els receptors mAChRs, PKA, 

PKC i VDCCs, tots ells en la NMJ adulta.  

 

10.2 Preparació de la mostra pels estudis electrofisiològics 

 Tots els experiments d’electrofisiologia que s’han realitzat han sigut per registre 

intracel·lular i el model neuromuscular que s’ha utilitzat ha sigut el múscul LAL conjuntament 

amb el seu nervi. El procediment que s’ha seguit per l’extracció d’aquest múscul s’ha comentat 

en l’apartat 3.1. Concretament, pels estudis d’electrofisiologia, s’ha fet la dissecció del múscul 

LAL en una placa amb el fons de Sylgard contenint solució de Ringer. S’ha procedit amb 

molta cura de no lesionar el teixit fins arribar a l’última capa que és el LAL i aïllar el nervi que 

es troba molt pròxim al cartílag. Durant la dissecció es fan canvis molt freqüents de Ringer per 

evitar l’osmosi i durant el registre electrofisiològic cada 30 minuts, excepte en els experiments 
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d’activitat sinàptica que es fan canvis desprès de cada registre. Finalment, la mostra es col·loca 

en una camareta de registre (de volum 1.5 ml) que permet mantenir el múscul viu mitjançant 

un sistema de perfusió continu. L’orientació de la mostra en la camareta és de tal forma que 

l’orella queda orientada a la paret de la camareta i el nervi queda per sobre dels dos elèctrodes 

de platí (càtode positiu i el negatiu), incorporats a un extrem de la camareta, per on arriba 

l’estímul elèctric administrat (veure figura M.7). En experiments de freqüència d’estimulació a 

1 Hz s’ha de procurar que el nervi quedi entre aquests dos elèctrodes per després poder fixar-ho 

amb vaselina i evitar la discontinuïtat, ja que és per on s’administrarà l’estímul elèctric. Pels 

experiments d’esgotament (trens d’estímul a 40, 100 Hz i facilitació) el nervi es succiona amb 

un elèctrode de succió, on simultàniament aquest elèctrode administra l’estímul elèctric. 

 

Figura M.7. Camareta de registre. 

 

10.3 Mètodes de prevenció de la contracció 

En els experiments d’electrofisiologia, prèviament a fer els registres controls és 

imprescindible bloquejar la contracció muscular natural. D’aquesta manera, es pot observar els 

EPPs quan se li aplica un estímul i es pot evitar ruptures anòmales de la membrana 

postsinàptica amb l’elèctrode de registre. Hi ha diversos mètodes que eviten la contracció: 

1) Reduint l’alliberació de neurotransmissor modificant el medi extracel·lular amb 

baix Ca
+2

 o alt Mg
+2

. Ambdós, interfereixen directament sobre la maquinària de la 

neurotransmissió. Concretament, a altes concentracions de Mg
+2

 o bé a baixes 

concentracions de Ca
+2

 es redueix l’alliberació d’acetilcolina. El Mg
+2

 és bivalent i 

competeix amb el Ca
+2

 durant la neurotransmissió (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols., 

1981). El Ca
+2

 intervé en la neurotransmissió ja que quan arriba el potencial d’acció 

s’activen els VDCCs fent que el Ca
+2

 entri dins de la neurona. El Ca
+2

 fa que les vesícules 

que contenen el neurotransmissor s’uneixin a la membrana cel·lular del terminal nerviós 
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alliberant l’acetilcolina a l’espai extrasinàptic, entre el terminal nerviós i la fibra muscular 

estriada.  

2) D-tubocurarine o curare (0.7 μM). El d-tubocurarine s’extreu de la planta 

strychnos o Chondrodendron tomentosum, funciona com un agent bloquejador o un 

relaxant neuromuscular. El d-tubocurarine actua entre la unió del nervi i el múscul, 

bloquejant la transmissió dels impulsos nerviosos. Té la mateixa afinitat que l’acetilcolina, 

competeix amb ella per unir-se als nAChRs de les cèl·lules musculars. Quan el d-

tubocurarine s’uneix enlloc de l’acetilcolina, els receptors no s’activen i hi ha una pèrdua 

de funció muscular, paràlisi inclús la mort per asfixia. Per tant, el d-tubocurarine redueix la 

resposta postsinàptica a més d’influir sobre els receptors presinàptics nicotínics i 

muscarínics (Ferry i Kelly, 1988; Santafé i cols., 2006).  

3) µ-conotoxina GIIIB (µ-CgTx GIIIB de l’anglès μ-conotoxin GIIIB, 1.5-3 µM). 

Aquesta neurotoxina prové dels cargols marins de la família Conoidea, en especial dels 

cargols del gènere Conus (López-Vera, 2010). La µ-CgTx GIIIB bloqueja selectivament els 

canals de sodi voltatge dependents musculars evitant la contracció, impedint la propagació 

del potencial d’acció axonal i permetent el registre de l’EPP mantenint la maquinària de 

neurotransmissió intacte. 

4) N-benzil-p-toluè sulfonamida (BTS de l’anglès N-benzyl-p-toluene sulphonamide, 

200 μM), hidrolitza els túbuls T del reticle sarcoplasmàtic evitant la contracció muscular i 

permetent el registre de l’EPP. Els túbuls T són els responsables de la contracció uniforme 

de cada fibra muscular esquelètica. Aquest sistema està constituït per una xarxa 

d’invaginacions tubulars de la membrana plasmàtica de la fibra muscular, on les branques 

envolten les unions de les bandes A i I de cada sarcòmer. Els túbuls T permeten que l’ona 

de despolarització, responsable de la contracció muscular, es distribueixi ràpidament des de 

la superfície cel·lular fins a l’interior del citoplasma arribant a cada miofibril·la. La 

despolarització de la membrana plasmàtica de la cèl·lula muscular que es propaga al llarg 

dels túbuls T, produeix l’obertura dels canals de Ca
+2

 cap al citosol.  

5) La tècnica del “cut”. Consisteix en tallar les fibres musculars a costat i costat de la 

principal branca nerviosa intramuscular on les fibres musculars queden parcialment 

despolaritzades amb la inactivació dels canals de sodi (Hubbard i Wilson, 1973; Santafé i 

cols., 2001, 2009). 

  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol III. Material i Mètodes 

 

84 

 

Prèviament en el nostre grup, s’han realitzat experiments utilitzant dues tècniques 

diferents per evitar la contracció: el cut i l’addició de la µ-CgTx GIIIB en la mostra. En aquests 

experiments no s’han trobat diferències significatives entre els dos mètodes utilitzats. Només 

en la diferència de potencial de membrana on s’obtenen millors potencials de membrana amb 

l’addició de la µ-CgTx GIIIB que amb la tècnica del cut (Santafé i cols., 2009). Per aquestes 

característiques, perquè l’ús de la µ-CgTx GIIIB és menys laboriosa (ja que només cal afegir-la 

a la preparació), perquè és la més fisiològica i perquè és la que menys interfereix en la 

maquinària sinàptica escollim la µ-CgTx GIIIB com a mètode per prevenir la contracció. 

 Prèviament a iniciar els experiments pels receptors d’adenosina, s’ha realitzat un 

experiment control amb l’objectiu de confirmar que la µ-CgTx GIIIB bloqueja selectivament 

els canals de sodi voltatge dependents, paralitza el múscul, deixa la maquinària de la 

neurotransmissió intacte i no afecta a la neurotransmissió. En aquest estudi control, s’ha evitat 

la contracció amb la tècnica del cut amb un reforçament de BTS (200 μM) per posteriorment 

poder incubar la preparació amb la µ-CgTx GIIIB, i poder estudiar el seu efecte en la 

neurotransmissió. En primer lloc, s’ha fet un registre control durant 1 hora amb Ringer normal. 

A continuació, s’ha incubat la preparació amb la µ-CgTx GIIIB (1.5-3 µM), en presència de 

BTS durant 1 hora i en la tercera hora addicional s’ha fet el registre experiment. 

Experimentalment, aquest estudi control que s’ha realitzat mostra que la μ-CgTx GIIIB no 

afecta a cap paràmetre de la neurotransmissió (contingut quàntic, freqüència i amplada del 

mEPPs, curs del temps de l’EPP; % de variació del contingut quàntic 6.97 ± 3.58, % de 

variació de la freqüència dels mEPPs: 7.20 ± 6.22) i no s’observen respostes dels EPPs 

properes a la saturació (donat que hi ha molt neurotransmissor alliberat en músculs tractats amb 

μ-CgTx GIIIB). Confirmant que la μ-CgTx GIIIB no afecta a la funció sinàptica en les nostres 

condicions experimentals. 

En els experiments on s’ha utilitzat només la µ-CgTx GIIIB (1.5-3 µM) per bloquejar 

la contracció s’ha afegit aquesta substància cada mitja hora alterna. En la majoria 

d’experiments per tal de reduir la quantitat de µ-CgTx GIIIB, durant la preincubació dels 30 

minuts abans de realitzar el registre control i durant l’hora d’incubació de la substància 

purinèrgica s’ha afegit una barreja de µ-CgTx GIIIB (3 µM) i BTS (200 µM). Excepte, en els 

experiments d’activitat sinàptica on només s’ha utilitzat la µ-CgTx GIIIB (3 µM). 
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10.4 Equip d’electrofisiologia 

Les tècniques electrofisiològiques pretenen reproduir artificialment la resposta 

fisiològica d’un sistema en diferents condicions experimentals pel seu estudi. Per tant, en el 

model neuromuscular es necessitarà un equip que provoqui un estímul nerviós (unitat 

estimuladora) i un equip que registri (sistema de registre) aquesta resposta neuromuscular que 

es genera. 

L’equip d’electrofisiologia consta de la unitat estimuladora, l’amplificador, la unitat 

aïlladora, la taula digitalitzadora i el sistema informàtic (Axocope 9.0). La unitat estimuladora 

(CS-20 Cibertec Stimulator) està associada a una unitat d’aïllament d’estímul, i genera 

contínuament polsos de 1-10 V a una freqüència entre 0.5 i 100 Hz i amb una durada de 0.1-0.2 

ms. L’administració de l’estímul és a través de l’elèctrode de platí que està en contacte amb el 

nervi del múscul. En el cas dels experiments d’activitat sinàptica, que es comentaran més 

endavant, es fa mitjançant succió. Concretament, es treballa a un voltatge determinat que ve 

donat pel llindar d’estímul (intensitat mínima per generar activitat elèctrica en la preparació 

neuromuscular). Per tal d’assegurar que la totalitat de les fibres responen a l’estímul aplicat, 

aquest llindar es multiplica per 3.  

El sistema de registre intracel·lular consta: d’un elèctrode de registre, d’un elèctrode 

de referència, d’un amplificador i d’un sistema informàtic. L’elèctrode de registre que 

s’introdueix dins del citoplasma de la fibra muscular és un capil·lar de borosilicat (GC150F-10, 

Harvard Apparatus Ltd., diàmetre intern 0.86 mm, diàmetre extern 1.5 mm) que conté una 

solució de KCl 3 M. L’obtenció de l’elèctrode de registre és mitjançant un puller (Narishige, 

Japó), que escalfa el capil·lar i l’estira formant dos elèctrodes de registre amb una punta fina 

de menys de 1 µm i d’una resistència de: 20-70 MΩ ideal pel registre intracel·lular. Aquest 

elèctrode està connectat a un amplificador (Tecktronics, AMS02, Tektronix, Inc., Beaverton, 

OR, US) per tal d’amplificar 10 vegades la senyal. L’elèctrode de referència és un filament de 

plata clorurat submergit en Ringer normal, col·locat a una distància petita de la preparació i 

està connectat amb el bany amb un pont d’agar (3.5% agar en 137 mM NaCl) (veure la 

composició de la solució a la taula M.12). Aquest elèctrode ens permetrà conèixer l’estat del 

medi extracel·lular per poder comparar-lo amb les modificacions del medi intracel·lular que es 

pretén valorar. Les senyals enregistrades es digitalitzen (DIGIDATA 1322A, Interface, Axon 

Instrument Inc., Weatherford, TX, USA), s’emmagatzemen i s’analitzen amb el software 

Axoscope 9.0 (Axon Instruments Inc.) a l’ordinador. En tots els experiments, les senyals s’han 

filtrat tant per l’alliberació evocada com per l’espontània. Per a la neurotransmissió evocada ha 
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estat filtre inferior: 1 kHz i filtre superior: 1 Hz i per la neurotransmissió espontània filtre 

inferior: 0.2 kHz i filtre superior: 1 Hz. 

L’equip d’electrofisiologia es mostra en la figura M.8, Tot el sistema va ser muntat 

damunt d’una taula antivibratòria per minimitzar les possibles vibracions de l’entorn del treball 

i evitar pertorbacions mecàniques en l’elèctrode, situat a la vegada dins d’una caixa de 

Faraday construïda d’un material conductor per bloquejar les interferències elèctriques 

externes. 

 

Figura M.8. Equip bàsic d’electrofisiologia de registre intracel·lular. Elements bàsics d’un equip 

d’electrofisiologia. 1) Unitat estimuladora; 2) Unitat aïlladora; 3) Amplificador; 4) Tabla digitalitzadora; 5) Sistema 

informàtic (Axoscope 9.0). 

 

10.5 Registre de la neurotransmissió 

10.5.1 Neurotransmissió evocada 

 La neurotransmissió evocada parteix de l’administració d’un estímul (a 1 Hz) al nervi 

de la preparació neuromuscular i es registre a nivell de la cèl·lula postsinàptica. La resposta de 

la despolarització local de la membrana de la cèl·lula muscular és l’EPP. El registre de l’EPP té 

una forma molt característica. D’esquerra a dreta, consisteix en una línia de base que presenta 
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un pic de poca duració provocat per l’experimentador corresponent a “l’artefacte d’estímul 

elèctric”. Seguit per un curt lapsus de temps d’1-2 ms, que s’anomena latència (figura M.9, 

fletxa rosa), s’observa una ona semblant a una paràbola de major duració mesurada en mV que 

puja fins a un màxim, en l’eix Y, i torna a baixar, corresponent a l’EPP. Per tant, l’EPP 

correspon al procés d’intercanvi iònic postsinàptic desencadenat per la unió de l’acetilcolina 

amb els seus receptors. L’amplada de l’EPP és la distància des de la base fins al punt màxim de 

l’EPP en l’eix de les Y (es mesura en mV, figura M.9, fletxa blava) i ens dóna informació de 

l’eficàcia sinàptica. Algun canvi en la latència ens indica que s’està produint canvi en la 

conducció de l’estímul. 

 En tots els experiments d’electrofisiologia per escollir la fibra adequada, s’ha observat 

el temps de pujada que és la pendent de l’EPP, és a dir, la distància des de la base on comença 

l’episodi fins el punt més alt mesurat en ms. Intentant que en cap cas superi 1.5 ms en els 

músculs adults. Ens dóna informació de la proximitat de l’elèctrode de registre a la placa 

motora. 

 

 

 

 

Figura M.9. Potencial de placa evocat. Esquema d’un EPP (de l’anglès evoked endplate potential). La distància des 

de l’artefacte d’estímul (que és l’ona petita que s’observa) fins l’inici del propi EPP és la latència (fletxa rosa). 

L’amplada és la distància des de la base fins al punt màxim de l’episodi (fletxa blava).   

 

10.5.2 Neurotransmissió espontània 

 La neurotransmissió espontània són EPPs miniatura que apareixen de forma 

espontània a una freqüència mínima de 60 per minut. L’estudi dels mEPPs no precisa de 

bloqueig de la contracció ni de l’activació del potencial d’acció per part de la unitat 

estimuladora.  

 

Figura M.10. Exemples dels potencials de placa miniatura (mEPPs de l’anglès miniature endplate potential). La 

fletxa negra indica l’amplada d’un dels mEPPs. 
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10.6 Depressió i facilitació. Registre de l’activitat sinàptica a 40 i 100 Hz 

 S’han realitzat experiments on s’han avaluat dos paràmetres: la depressió i la 

facilitació. La depressió o l’activitat sinàptica consisteix l’aplicació d’estímuls continus per 

succió a 40 o bé a 100 Hz en el múscul LAL durant dos minuts on s’estudia la seva resposta 

postsinàptica. Es registren els episodis ocasionats durant aquest temps i es deixa descansar la 

fibra un interval de 10 minuts entre registre i registre. Es registren un total de 8-10 fibres entre 

el registre control i l’experiment. S’avalua els canvis en la depressió com la ràtio de la mitjana 

de l’amplada dels 15 últims EPPs i l’amplada dels 15 primers EPPs. Els paired pulses o 

facilitació es considera generalment com el resultat de l’augment d’alliberació evocada del 

segon potencial d’acció respecte el primer degut al Ca
+2

 residual presinàptic (del Castillo i Katz, 

1954; Katz i Miledi, 1968). L’estudi dels paired pulses ens permet identificar modificacions en 

la gestió intracel·lular del Ca
+2 

com per exemple, canals, bombes o receptors de la rianodina. 

 Experimentalment en aquesta tesi, els paired pulses sorgeixen de l’aplicació de dos 

estímuls a 40 Hz en la preparació on es registra la resposta postsinàptica. I s’ha avaluat com la 

ràtio de l’amplada del segon EPP entre el primer en tots els trens.  

 

10.7 Registre continu a 1 Hz o a altes concentracions de calci 

 Els experiments realitzats en el nostre grup amb els inhibidors de la PKC s’ha vist es 

necessita una situació d’alta neurotransmissió (altes concentracions de Ca
+2

 o bé estímul 

continu a 1 Hz) per a que la PKC s’acobli a la neurotransmissió i els inhibidors puguin inhibir 

a la PKC (Santafé i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols., 2010). En aquest tipus d’experiments 

també s’ha seguit el mateix criteri per seleccionar la fibra adequada, procediment que es 

descriurà en el següent apartat (10.8) i on també s’han registrat 15 fibres control i 15 fibres 

experiment.  

 

10.8 Procediment de l’experiment d’electrofisiologia 

 En els experiments d’electrofisiologia, per poder mantenir la mostra viva (el múscul 

LAL) es posa en una solució oxigenada de composició i osmolaritat similar al sèrum, el Ringer 

(veure composició de Ringer a la taula M.12), amb un bombardeig constant d’una barreja del 

95% d’O2 i un 5% de CO2. Per tal de minimitzar la vibració durant el registre, el bombardeig 

no s’ha aplicat directament sobre la placa de Petri, ni la camareta de registre, si no que va ser 

en la solució. Una vegada la mostra s’ha muntat en la camareta de registre, s’ha bloquejat la 
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contracció durant 30 minuts de la forma que s’ha comentat en l’apartat 10.3. Transcorregut 

aquest temps, es selecciona la fibra adequada introduint l’elèctrode de registre dins del 

citoplasma de la fibra muscular observant que el potencial de membrana sigui superior o igual 

a -65 mV (amb excepció del registre de la fibra única; veure més endavant). Durant el registre, 

el potencial no pot decaure més de 5 mV si és així, aquella fibra s’anul·la. A continuació, 

s’estimula i s’observa el temps de pujada de l’EPP (que ha de ser < 1.5 m/s). Una vegada 

escollida la fibra adequada, es registra els mEPPs durant 1 minut o bé fins l’adquisició de 100 

episodis/esdeveniments a partir del primer mEPP que surt de forma espontània dins dels deu 

primers segons per a cada fibra avaluada i on no es necessita bloquejar la contracció muscular, 

ni l’activació del potencial d’acció i a continuació, es registren els EPPs durant 50 episodis (70 

estímuls a 1 Hz on es descarten els 20 primers). Es registren un total de 15 fibres control i a 

continuació, s’incuba el múscul LAL amb la substància d’estudi durant 1 hora. Durant aquest 

temps es registra la fibra única. La fibra única és el registre dels mEPPs i dels EPPs en la 

mateixa fibra muscular sense moure de posició l’elèctrode de registre de la preparació. 

S’obtenen dades cada 15 minuts (t0’, t15’, t30’, t45’ i t60’, on t0’ és el mateix moment en que 

s’ha afegit la substància d’estudi). Aquests registres obtinguts, permeten conèixer quin efecte té 

aquesta substància en la neurotransmissió en una mateixa fibra durant la primera hora 

d’incubació. En aquest període de temps en ocasions al afegir la substància d’estudi, el 

potencial de membrana va caure per sota de -65 mV. En aquests casos, s’han descartat els 

registres que han estat per sota de -45 mV. Per últim, transcorregut aquest temps d’incubació, 

es registren (mEPPs i EPPs) de les 15 fibres experiment recorrent la mateixa zona que s’ha fet 

durant el registre control. En tot l’experiment es canvia el Ringer o bé la solució d’estudi cada 

30 minuts per mantenir viva la mostra en tot moment. S’ha realitzat un mínim de 5 músculs per 

substància estudiada. 

 S’han realitzat experiments de dobles incubacions (combinacions seriades 

d’antagonistes amb agonistes o bé a la inversa) com a eina farmacològica per investigar el 

possible efecte oclusiu o additiu entre la interacció de les substàncies. En aquest tipus 

d’experiments s’ha seguit el mateix procediment anteriorment comentat però en aquest cas, 

s’ha fet una preincubació d’1 hora amb la primera substància conjuntament amb la substància 

de prevenció de la contracció. A continuació, s’ha fet el registre control i, posteriorment 

s’incuba durant 1 hora amb la segona substància en presència de la primera. Per últim, en la 

quarta hora es fa el registre experiment. 

 En els experiments d’activitat sinàptica a 40 o a 100 Hz, el procediment a seguir és 

molt similar. S’ha bloquejat la contracció i s’ha seleccionat la fibra adequada seguint els 
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criteris que s’han comentat anteriorment. S’aplica l’estímul a 40 o bé a 100 Hz durant 2 minuts. 

A continuació, es deixa descansar la fibra un interval de 10 minuts entre registre i registre per a 

que es recuperi. En aquest tipus d’experiments, no es registre la fibra única perquè a tants Hz la 

fibra s’esgota. En aquest cas, s’ha registrat 8-10 fibres entre el control i l’experiment, i un 

mínim de 5 músculs per substància estudiada.  

 En tots els experiments la temperatura i la humitat en l’àrea de treball està controlada 

a 26ºC i 50% (vaporitzador convencional Chicco) respectivament, per evitar les diferències de 

temperatura entre l’hivern i l’estiu. La temperatura del bany està monitoritzada durant els 

experiments (23.4 ± 1.7 ºC, Digital Thermometer TMP 812, Letica, Barcelona, Spain). La 

humitat sempre s’ha mantingut constant per evitar la diferència de concentració de les 

solucions i drogues utilitzades. 

 Per descartar la influència de l’adenosina amb la temperatura, s’han realitzat alguns 

experiments en els quals la solució del bany estava a 31°C i no s’han trobat canvis significatius 

de l’efecte de l’adenosina (25 μM) amb la temperatura (% de variació: 0.96 ± 2.26).  

 

10.9 Paràmetres avaluats en els experiments funcionals 

10.9.1 Amplada dels potencials de placa evocats 

 L’amplada, com s’ha explicat anteriorment, és l’alçada des de la línia base fins el punt 

màxim de l’episodi. L’amplada pot arribar fins a uns 30-40 mV i ens dóna informació de la 

neurotransmissió. Per exemple, un augment de l’amplada ens indicarà que hi haurà una 

potenciació d’alliberació, mentre que una disminució en l’amplada serà indicatiu d’una 

disminució en l’alliberament d’acetilcolina. 

 En tots els experiments la mitjana de l’amplada (mV) de cada fibra s’ha calculat pel 

mètode de sumació no lineal (McLachlan i Martin, 1981) assumint en aquest cas un potencial 

de membrana de -80 mV. 

Així, la mitjana de l’amplada pel mètode no lineal s’ha calculat: 

   Vc = Vm0 / {1- [Vm0 / (Vmi – Vmr)]} 

On: 

Vm0 = Vepp / {(Vmi – Vmr) / (Vm – Vmr)} 

Vepp: amplada mitjana de l’EPP registrat 

Vmi: potencial de membrana assumit en -45 mV (en nadó) o -80 mV (en adult) 

Vmr: potencial de reversió de l’acetilcolina assumit en -15 mV 

Vm: potencial de membrana registrat 
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10.9.2 Amplada dels potencials de placa espontanis 

 La mesura de l’amplada dels mEPPs ens dóna informació sobre el component 

postsinàptic, com seria la quantitat de nAChRs disponibles en la membrana de la fibra 

muscular o bé la cinètica d’aquest canals (veure fletxa negra de la figura M.10). La forma de 

calcular l’amplada dels mEPPs és la mateixa que l’amplada dels EPPs, també s’ha corregit 

assumint el potencial de membrana de -45 mV pel mètode de sumació no lineal (McLachlan i 

Martin, 1981) com en el cas dels EPPs. L’amplada mitja dels mEPPs és de 0.5 mV. 

 En el cas dels registres a 40 Hz s’ha tingut en compte la possible modificació en la 

sensibilitat dels nAChRs. S’ha avaluat l’amplada dels mEPPs durant els trens d’esgotament i 

no s’ha observat cap canvi amb les diferents drogues utilitzades. Per exemple, la variació de 

l’amplada dels mEPPs durant els trens a 40 Hz en presència de l’adenosina (25 μM) ha sigut de 

14.90 ± 2.07% i per l’antagonista purinèrgic inespecífic 8-SPT (100 μM) ha sigut de 2.41 ± 

4.65% (P < 0.05). 

 

10.9.3 Freqüència dels potencials de placa espontanis 

 Són els episodis que apareixen de forma espontània en un minut. La freqüència dels 

mEPPs dóna informació de canvis a nivell presinàptic com pot ser el número de vesícules 

d’acetilcolina disponibles per a ser alliberades.  

 

10.9.4 Contingut quàntic 

 El contingut quàntic (de l’anglès quantal content) ens dóna informació sobre el 

número de vesícules sinàptiques o quantes alliberades per impuls nerviós. La forma de calcular 

la mitjana del contingut quàntic (m) és mitjançant la mitjana de la ràtio entre l’amplada mitjana 

dels EPPs de cada fibra entre l’amplada mitjana dels mEPPs de la mateixa fibra.   

m = xEPPs / x mEPPs 

10.9.5 Potencial de membrana 

 El potencial de membrana s’efectua durant el registre dels episodis de control i 

problema. Durant l’experiment es procura que no caigui de 5 mV i si és així, es desestima la 

fibra. A més a més, es compara la mitjana del potencial de membrana entre el grup control i el 

problema per veure si ha hagut variació. Si hi hagués una caiguda del potencial de membrana 

després del tractament amb la substància d’interès podria significar que la mostra s’ha degradat 

o bé que la membrana està en mal estat. 
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10.10 Anàlisi d’electrofisiologia 

Els experiments d’electrofisiologia s’ha utilitzat el software estadístic SPSS© v17.0 per 

analitzar els resultats. Els valors s’han expressat com a mitjana ± SEM (de l’anglès Standard 

Error of the Mean) o bé el valor s’ha expressat com a % de variació, definit com [valor 

final/valor inicial] x 100. S’ha utilitzat el Welch’s t-test de dos cues per valors no aparellats 

perquè els nostres valors no són iguals. S’ha escollit aquest test perquè és més conservatiu que 

l’ordinari test t. Les diferències es consideren significatives P < 0.05.  

En resum, l’ús de les tècniques com la immunohistoquímica per tenir un coneixement 

de la localització dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2 i A3, conjuntament amb els estudis 

funcionals ens permetran conèixer i entendre el paper dels receptors purinèrgics en el 

manteniment de la sinapsi i en la modulació de la neurotransmissió.  

Material i solucions 

Tribromoetanol (TBE, Sigma) 2% w/v 

Solució Ringer: NaCl 137 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgSO4 1 mM, NaHCO3 12 mM, Na2HPO4 1 mM i 

glucosa 11 mM 

Sistema de Bombolleig constant amb un 95% d’O2 i un 5% de CO2 per oxigenar el Ringer  

Placa Petri amb el fons de Sylgard i got de precipitats 

Camareta de registre 

Sistema d’estimulació elèctrica 

Elèctrodes de platí 

Elèctrodes de registre, capil·lar de borosil·licat convencional (GC150F-10 Harvard Appartatus Ltd) 

Elèctrode de referència Ag-AgCl 

Pont Agar (Agar 3.5% en 137 mM NaCl) 

Puller (Narishige, Japó) 

Material quirúrgic 

Equip d’electrofisiologia: unitat estimuladora, amplificador, unitat aïlladora, taula digitalitzadora i sistema 

informàtic 

Estimulador (Cibertec Stimulator CS-20) 

Amplificador (tecktromix, AM502 Differential Amp) 

Software Axoscope 9 (Axon Instruments Inc.) 

Taula M.12. Material i solucions utilitzades en electrofisiologia. Totes les sals utilitzades han sigut distribuïdes per 

la casa comercial de Sigma.  
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10.11 Substàncies utilitzades en electrofisiologia 

 Per avaluar la neurotransmissió i els efectes d’activitat-dependència en el nostre 

model neuromuscular de LAL, s’han utilitzat les següents substàncies que s’enumeren a 

continuació. Totes les solucions stock s’han guardat a -20ᵒC durant menys de 4 setmanes. 

Prèviament a fer els estudis funcionals, per escollir la concentració de la solució de treball 

adequada s’han fet experiments controls per analitzar la relació dosi-resposta i s’han escollit 

aquelles concentracions que no han afectat a l’amplada dels mEPPs per tant, no afecten a la 

part postsinàptica. Per la preparació de les solucions stock de les substàncies utilitzades s’han 

dissolt en aigua bidestil·lada, Ringer o bé en dimetil sulfòxid (DMSO de l’anglès dimethyl 

sulfoxide, Tocris). La concentració final de les substàncies preparades en DMSO és ≤ 0.1% 

(v/v). S’han realitzat experiments controls per avaluar l’efecte del dissolvent i s’ha vist que en 

aquestes concentracions de DMSO no afecten a cap paràmetre estudiat (Katz, 1996; Rosato Siri 

i Uchitel, 1999; Tomàs i cols., 2000; Santafé i cols., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M.11. Relació dosi-resposta del DMSO en la neurotransmissió. La utilització de solucions que contenen 

0.1% v/v de DMSO no indueix canvis en els paràmetres estudiats atribuïts a aquest dissolvent (Katz, 1996; Rosato Siri i 

Uchitel, 1999; Tomàs i cols., 2000; Santafé i cols., 2001). *P > 0.05. 
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Substàncies de prevenció de la contracció 

 La solució stock de la μ-Cgtx GIIIB s’ha preparat a una concentració de 300 μM en 

Ringer, pel BTS 100 mM en DMSO i pel d-tubocurarine 1 mM. S’ha treballat a unes 

concentracions de: 1-3 μM, 200 μM i 0.7 μM, respectivament.  

Substàncies moduladores purinèrgiques 

 L’agonista inespecífic. La solució stock de l’adenosina (de l’anglès Adenosine 5’-

triphosphate disodium salt hydrate, Sigma) s’ha preparat a una concentració de 100 mM en 

aigua bidestil·lada. Les solucions de treball han estat: 300 nM, 10 µM i 25 µM. 

 L’anàleg de l’adenosina. La solució stock de la CADO (de l’anglès 2-

chloroadenosine, Sigma) s’ha preparat a una concentració 10 mM en aigua bidestil·lada. Les 

solucions de treball han sigut: 300 nM i 10 μM. 

 L’antagonista inespecífic. La solució stock del 8-SPT (de l’anglès 8-(p-Sulfophenyl) 

theophylline hydrate, Sigma), s’ha preparat a una concentració de 100 mM en DMSO. La 

solució de treball ha sigut 100 μM. 

 L’agonista i antagonista específic del receptor A1. La solució stock de l’agonista 

CCPA (de l’anglès 2-Chloro-N
6
-cyclopentyladenosine, Sigma) s’ha preparat a una concentració 

de 10 mM i la de l’antagonista DPCPX (de l’anglès 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine, 

Sigma) a 50 mM ambdós en DMSO. La solució de treball pel CCPA ha sigut 1 µM i la del 

DPCPX a 100 nM.  

 L’agonista i antagonista específic del receptor A2A. La solució stock de l’agonista 

CGS-21680 (de l’anglès (2-p-(2-carboxyethyl) phenethylamino-5’-N-

ethylcarboxamidoadenosine, Sigma-Aldrich)) s’ha preparat a una concentració 10 mM i la de 

l’antagonista SCH-58261 (de l’anglès 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-

e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine, Tocris) a 100 mM ambdós dissolts en DMSO. La 

solució de treball pel CGS-21680 ha sigut 1 μM i la del SCH-58261 a 50 nM. 

 Antagonista específic del receptor A2B. La solució stock del MRS1706 (de l’anglès (N-

(4-acetylphenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-1H-purin-8-yl) phenoxy] 

acetamide, Tocris) s’ha preparat a una concentració 5 mM en DMSO. La solució de treball ha 

sigut100 nM. 
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 Antagonista específic del receptor A3. La solució stock del MRS1334 (de l’anglès 1,4-

Dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-(phenylethynyl)-3,5-pyridinedicarboxylic acid 3-ethyl-5-

[(3nitrophenyl)methyl] ester, Tocris) s’ha preparat a una concentració 100 mM en DMSO. La 

solució de treball ha sigut 100 nM. 

 La solució stock de l’enzim d’hidròlisi de l’adenosina, l’ADA (de l’anglès adenosine 

deaminase, Sigma) s’ha preparat a una concentració 9.1 mg/ml en aigua bidestil·lada. La 

solució de treball ha sigut de 2 U/ml. 

Substàncies moduladores de l’activitat dels mAChRs (M1 i M2) 

 Antagonista inespecífic. La solució stock de l’atropina (de l’anglès atropine, Sigma) 

s’ha preparat a una concentració de 200 μM en aigua bidestil·lada i s’ha guardat a 4ᵒC. La 

solució de treball ha sigut 2 μM. 

 L’antagonista del receptor M1. La solució stock de l’antagonista amb més afinitat pel 

receptor M1, la pirenzepina (de l’anglès pirenzepine, Tocris) s’ha preparat a una concentració 

de 10 mM en aigua bidestil·lada i s’ha guardat a 4ᵒC. La solució de treball ha sigut 10 μM. 

 L’antagonista del receptor M2. La solució stock de l’antagonista amb més afinitat pel 

receptor M2, la metoctramina (de l’anglès methoctramine tetrahydrochloride, Sigma) s’ha 

preparat a una concentració de 1 mM en aigua bidestil·lada i s’ha guardat a 4ᵒC. La solució de 

treball ha sigut 1 μM. 

Substàncies moduladores de l’activitat PKA 

 Activador selectiu de la PKA. La solució stock de l’ Sp-8-BrcAMPs (de l’anglès 

Adenosine 3′,5′-cyclic Monophosphorothioate, 8-Bromo-, Rp-Isomer, Sodium Salt, 

Calbiochem) s’ha preparat a una concentració de 5 mM en aigua bidestil·lada. La solució de 

treball ha sigut 10 μM. 

 Inhibidor selectiu de la PKA. La solució stock de l’H-89 (de l’anglès N-[2-((p-

Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide, 2HCl, Calbiochem) s’ha preparat a 

una concentració de 5 mM en DMSO. La solució de treball ha sigut 5 μM. 

Substàncies moduladores de l’activitat PKC 

 Activador selectiu de la PKC. La solució stock del PMA (de l’anglès Phorbol 12-

myristate 13-acetate, Sigma) s’ha preparat a una concentració de 10 mM en DMSO. La solució 

de treball ha sigut 10 nM. 
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 Inhibidor selectiu de la PKC. La solució stock de la CaC (de l’anglès Calphostin C, 

Sigma) s’ha preparat a una concentració de 2.5 mM en DMSO. La solució de treball ha sigut 

10 μM. 

Substàncies moduladores dels VDCCs 

 Antagonista dels VDCCs tipus P/Q. La solució de treball de ω-Aga IVA (de l’anglès 

ω-Agatoxin IVA, Calbiochem) ha sigut directament afegida a la solució del bany a una 

concentració de 100 nM. 

Condicions de baix Ca
+2 

S’han realitzat experiments en condicions de baixa entrada de Ca
+2

, en les quals s’ha preparat 

una solució stock de Mg
+2

 de concentració 250 mM en Ringer i s’ha treballat a dues 

concentracions: 0.5 i 1 mM. 
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1. EXPRESSIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA (A1, A2A, A2B i A3) EN EL 

MÚSCUL ESQUELÈTIC LAL 

Amb l’objectiu de determinar la presència dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i 

A3 en múscul esquelètic LAL de nadó i d’adult, s’ha realitzat tècnica del Western blot (veure 

amb més detall l’apartat 5. Detecció de proteïnes mitjançant electroforesi SDS-PAGE i 

Western blot a Material i Mètodes). S’han utilitzat com a controls positius lisats del teixit del 

sistema nerviós central, com és el cas del cervell i la medul·la espinal adulta. En els Westerns 

blots s’han realitzat estudis quantitatius, per analitzar la densitat de les bandes i avaluar la 

quantitat relativa dels receptors d’adenosina en els músculs de nadó i adult. En alguns casos, 

l’expressió dels receptors d’adenosina en el múscul LAL s’ha comparat amb els lisats de 

cervell i la medul·la espinal adulta. 

La tècnica del Western blot també ens ha permès determinar l’especificitat dels 

anticossos utilitzats, requisit imprescindible per després poder-los utilitzar en els estudis 

d’immunomarcatge concretament, per la tècnica de la immunohistoquímica per les diferents 

proteïnes d’estudi. La localització d’aquests receptors en els components cel·lulars que 

conformen la NMJ ens permetrà entendre millor la seva funcionalitat. 

 

1.1 Expressió del receptor d’adenosina A1  

Amb el propòsit de determinar l’expressió del receptor A1 en el múscul esquelètic 

LAL, s’ha utilitzat l’anticòs policlonal de conill contra A1R d’Alomone (AAR-006). Els anàlisis 

de Western blot han mostrat la presència d’una única banda pel receptor d’adenosina A1 a 35 

kDa en les quatre mostres de lisat: múscul LAL adult i nadó, cervell i medul·la espinal adulta 

(figura R.1A). Les bandes que s’han detectat coincideixen amb el pes molecular pronosticat. 

En el mateix Western blot, s’ha normalitzat amb la proteïna actina (de pes molecular de 45 

kDa; anticòs policlonal de conill contra l’actina pan-actin; 4969, Cell Signaling) per poder fer 

els anàlisis de quantificació. Els resultats evidencien que el receptor A1 és més abundant en el 

múscul adult que en el nadó (ràtio múscul adult/nadó = 4.76 ± 0.74, n = 5, P < 0.05; veure 

figura R.1B). També, s’ha testat l’especificitat de l’anticòs policlonal de conill contra A1R de 

Millipore (AB1587P) mitjançant Western blot en les quatre mostres de lisat. Les bandes i 

l’especificitat detectada ha sigut similar a l’observada amb l’anticòs de d’Alomone (AAR-006) 

(resultats no il·lustrats). En resum, els Western blots realitzats mostren l’especificitat d’aquests 

anticossos per aquesta proteïna i la presència d’aquests receptors en les quatre mostres de lisat. 
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Figura R.1. Western blot dels receptors d’adenosina A
1
 i A

2A
 en els músculs LALs P6 i P30. (A) Western blot 

representatiu del receptor A
1
 (a dalt) amb l’anticòs policlonal de conill contra A

1
R d’Alomone (AAR-006) i del receptor 

A
2A

 (a baix) amb l’anticòs monoclonal de ratolí contra A
2A

R de Millipore (05-717). S’ha detectat la presència dels 

receptors A
1
 i A

2A
 en els lisats de múscul adult (P30, carril 1), de múscul nadó (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i 

de medul·la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el control negatiu on s’ha incubat la membrana en absència de 

l’anticòs primari i en presència de l’anticòs secundari. Com a controls positius, s’han utilitzat les mostres de cervell i 

de medul·la espinal adulta. La quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 µg de proteïna total. Com a 

proteïnes de control de càrrega s’han utilitzat l’actina i la tubulina. (B) Anàlisi quantitatiu dels receptors A
1
 i A

2A
. Els 

Westerns blots han sigut normalitzats amb l’actina pel receptor A
1
 i la tubulina pel receptor A

2A
. El gràfic mostra que 

el receptor A
1
 és més abundant en el múscul adult que en el nadó, mentre que el receptor A

2A
 és més abundant en el 

múscul nadó que en l’adult. En l’adult, el receptor A
2A 

és més abundant en la medul·la espinal adulta que en el múscul 

(2.71 vegades). Els resultats s’han expressat com mitjana ± SEM, n = 5 experiments independents, *P < 0.05. 
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1.2 Expressió del receptor d’adenosina A2A 

La presència del receptor A2A en el múscul esquelètic LAL en desenvolupament i en 

l’adult, s’ha detectat amb l’anticòs monoclonal de ratolí contra A2AR de Millipore (05-717) 

pels quatre teixits: múscul adult i nadó, cervell i medul·la espinal adulta. Les bandes que s’han 

observat corresponen amb el pes molecular esperat de 43 kDa (figura R.1A). En aquest cas, 

s’ha utilitzat la tubulina com a proteïna de control de càrrega (pes molecular 55 kDa; anticòs 

monoclonal de ratolí contra la tubulina anti-β-Tubulin, clone TUB2.1, T 4026, IGg1, Sigma). 

Els estudis de densitometria realitzats mostren que el receptor d’adenosina A2A és més 

abundant en el múscul de nadó que en l’adult (ràtio múscul adult/nadó = 0.39 ± 0.06, n = 5, P 

< 0.05; veure figura R.1B). En l’adult, s’ha observat 2.71 vegades més d’expressió de proteïna 

en la medul·la espinal que en el múscul (P < 0.05).  

 

1.3 Expressió del receptor d’adenosina A2B  

L’expressió del receptor A2B s’ha determinat amb l’anticòs de cabra contra A2BR de 

Santa Cruz (sc-7506) i amb l’anticòs de conill contra A2BR de Millipore (AB1589P). Amb els 

dos anticossos policlonals s’ha trobat la presència d’aquesta proteïna en les quatre mostres: 

múscul adult i nadó, cervell i medul·la espinal adulta. Per l’anticòs de Santa Cruz (sc-7506) 

s’ha observat una banda a 47 kDa pel múscul esquelètic LAL d’adult i nadó, i un altre banda a 

45 kDa pel cervell i la medul·la espinal adulta (figura R.2A). Per un altre banda, usant 

l’anticòs de Millipore (AB1589P) s’ha detectat una banda a 52 kDa pel múscul esquelètic LAL 

d’adult i nadó, i una banda a 51 kDa per les mostres de cervell i medul·la espinal adulta (figura 

R.2A). S’ha utilitzat l’actina (de pes molecular 45 kDa; anticòs policlonal de conill contra 

l’actina pan-actin; 4969, Cell Signalling) com a proteïna de control de càrrega pels dos 

anticossos (veure figura R.2A, exemple representatiu d’una imatge de l’actina per l’anticòs de 

Santa Cruz (sc-7506)). Els estudis de quantificació realitzats mostren que pels dos anticossos, 

el receptor A2B s’expressa més en el múscul adult que en el nadó (ràtio múscul adult/nadó = 

1.34 ± 0.2 i 1.41 ± 0.1 per Santa Cruz (sc-7506) i Millipore (AB1589P), respectivament; n = 5, 

P < 0.05). En l’adult, s’ha trobat que l’expressió del receptor A2B és aproximadament 2.5 

vegades més abundant en el cervell que en el múscul, pels dos anticossos utilitzats. A més a 

més, aquest receptor utilitzant l’anticòs de Santa Cruz (sc-7506) és 1.92 vegades més expressat 

en la medul·la espinal que en el múscul, i és 1.78 vegades usant l’anticòs de Millipore 

(AB1589P) (n = 5, P < 0.05; veure figura R.2B). Per tant, es posa de manifest que el receptor 

A2B es troba present en el múscul adult i neonatal. 
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Figura R.2. Western blot del receptor d’adenosina A2B en els músculs LALs P6 i P30. (A) Western blot 

representatiu del receptor A2B amb dos anticossos policlonals de dues cases comercials diferents: un d’ells, s’ha 

obtingut amb l’anticòs de cabra contra A2BR de Santa Cruz (sc-7506) i l’altre amb l’anticòs de conill contra A2BR de 

Millipore (AB1589P). Es mostra la presència del receptor A2B en els lisats de múscul adult (P30, carril 1), de múscul 

nadó (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i de medul·la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el control negatiu. Per 

l’anticòs del receptor A2B de Santa Cruz (sc-7506) s’ha incubat la membrana en absència de l’anticòs primari i en 

presència de l’anticòs secundari. En el cas de l’anticòs del receptor A2B de Millipore (AB1589P), s’ha incubat la 

membrana amb el seu corresponent pèptid de bloqueig. Com a controls positius s’han utilitzat el cervell i la medul·la 

espinal adulta. La quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 µg de proteïna total. Com a proteïna de 

control de càrrega s’ha utilitzat l’actina pels dos anticossos. En la figura R.2A es mostra un exemple representatiu 

d’una imatge de l’actina per l’anticòs de Santa Cruz (sc-7506). (B) Estudi de l’anàlisi quantitatiu del receptor A2B 

normalitzat amb l’actina. Les dades mostren que el receptor A2B és més abundant en múscul adult que en el nadó, i que 

és més abundant en el cervell i la medul·la espinal adulta que en el múscul. Els resultats s’han expressat com mitjana ± 

SEM, n = 5 experiments independents, *P < 0.05. 
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1.4 Expressió del receptor d’adenosina A3  

Per determinar la presència receptor A3 en el múscul esquelètic LAL adult i nadó, 

cervell i medul·la espinal adulta, també s’han fet servir dos anticossos policlonals de conill 

contra A3R de dues cases comercials diferents: un d’ells ha estat l’anticòs de Santa Cruz (sc-

13938) i l’altre, l’anticòs de Millipore (AB1590P). Els dos anticossos han presentat una única 

banda d’immunoreactivitat a 44 kDa, similar al pes molecular pronosticat (figura R.3A). En 

aquest cas, s’ha utilitzat la tubulina (de pes molecular de 55 kDa; anticòs monoclonal de ratolí 

contra la tubulina anti β-Tubulin, clone TUB2.1, T 4026, IGg1, Sigma) com a proteïna de 

control de càrrega pels dos anticossos (veure figura R.3A, exemple representatiu d’una imatge 

de la tubulina per l’anticòs de Millipore (AB1590P)). Els estudis densitomètrics realitzats 

mostren que aquest receptor està més expressat en el múscul adult que en el nadó (ràtio múscul 

adult/nadó = 1.7 ± 0.15 i 1.6 ± 0.07 per a Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P), 

respectivament; n = 5, P < 0.05). A més a més, el receptor A3 es troba més expressat en el 

múscul adult, que en el cervell i la medul·la espinal (ràtio múscul adult/cervell = 1.43 ± 0.13 i 

1.6 ± 0.1, per Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P), respectivament, n = 5; ràtio 

múscul adult/medul·la espinal = 1.7 ± 0.1 i 1.73 ± 0.03 per Santa Cruz (sc-13938) i Millipore 

(AB1590P), respectivament; n = 5, P < 0.05; veure figura R.3B). Per tant, mitjançant aquest 

anticòs específic per aquest receptor s’ha evidenciat la seva presència en el teixit muscular 

d’adult i en el nadó. 

En resum, els resultats obtinguts per la tècnica del Western blot evidencien que els 

receptors d’adenosina (A1, A2A, A2B i A3) es troben presents en el múscul esquelètic LAL. En 

concret, s’ha observat que els receptors A1, A2B i A3 són més abundants en el múscul esquelètic 

adult que en el nadó, en canvi el receptor A2A és més abundant en el nadó que en el múscul 

LAL adult. 
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Figura R.3. Western blot del receptor d’adenosina A3 en els músculs LALs P6 i P30. (A) Western blot 

representatiu del receptor A3 amb dos anticossos policlonals de conill contra A3R de dues cases comercials diferents, 

Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P). Es mostra la presència del receptor en els lisats de múscul adult (P30, 

carril 1), de múscul nadó (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i de medul·la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el 

control negatiu. Per l’anticòs de Santa Cruz (sc-13938) s’ha incubat la membrana amb el seu corresponent pèptid de 

bloqueig. En el cas de l’anticòs de Millipore (AB1590P), s’ha incubat la membrana en absència de l’anticòs primari i 

en presència de l’anticòs secundari. Com a controls positius s’han utilitzat el cervell i la medul·la espinal adulta. La 

quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 µg de proteïna total. Com a proteïna de control de càrrega s’ha 

utilitzat la tubulina pels dos anticossos, en la figura R.3A es mostra un exemple representatiu d’una imatge de la 

tubulina per l’anticòs de Millipore (AB1590P). (B) Anàlisi quantitatiu del receptor A3 normalitzat amb la tubulina. Les 

dades mostren que el receptor A3 és més abundant en múscul adult que en nadó, i que és més abundant en múscul que 

en cervell i medul·la espinal adulta (M. Espinal). Els resultats s’han expressat com mitjana ± SEM, n = 5 experiments 

independents, *P < 0.05. 
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2. LOCALITZACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA (A1, A2A, A2B i A3) EN LA 

SINAPSI NEUROMUSCULAR 

El fet de conèixer la localització específica subcel·lular dels receptors d’adenosina en 

els elements presinàptics, postsinàptics i en la cèl·lula glial, és important per determinar la 

funció d’aquestes proteïnes. Fins el moment, s’ha descrit poc sobre la localització d’aquest 

receptors en la NMJ. Per aquesta raó, un dels principals objectius d’aquest treball és determinar 

la localització d’aquests receptors d’adenosina en la NMJ del múscul esquelètic LAL, 

mitjançant immunohistoquímica convencional i de seccions transversals semifines (STS de 

l’anglès semithin cross-sections) per fluorescència. Per dur a terme els següents objectius, 

s’han utilitzar els mateixos anticossos primaris que en el Western blot. Posteriorment, per 

poder detectar-los en la NMJ s’han utilitzat anticossos secundaris fluorescents marcats amb 

diferents fluorocroms (veure el procediment detallat a l’apartat 6 a Materials i Mètodes). 

Conjuntament amb els anticossos primaris, per poder determinar específicament la localització 

dels receptors d’adenosina en la NMJ, s’han utilitzats anticossos primaris específics dels 

diferents components cel·lulars que formen aquesta unió. Aquest proteïnes són la sintaxina, 

que ens permet detectar el terminal nerviós i la proteïna S-100, que ens localitza la cèl·lula de 

Schwann (CS en anglès Schwann cell). A més a més, s’ha utilitzat l’α-BTX marcada amb 

rodamina per poder detectar els nAChRs postsinàptics. Amb la utilització del microscopi làser 

confocal i amb aquests marcadors ens ha permès determinar de forma precisa la localització 

dels receptors d’adenosina en la NMJ, és a dir, si està en el terminal nerviós, en la CS o la 

cèl·lula muscular postsinàptica. 

 En els casos que ha estat necessari, a més a més, de la immunohistoquímica 

convencional s’ha ampliat l’estudi de localització realitzant STS a partir de mostres 

processades per immunohistoquímica convencional (veure el procediment amb més detall a 

l’apartat 7 a Materials i Mètodes). Aquesta tècnica ens ha permès determinar la localització 

d’aquestes proteïnes d’una forma simple, incrementant la resolució i la precisió en l’anàlisi de 

la distribució específica cel·lular i subcel·lular dels diferents receptors. També s’han realitzat 

diferents controls negatius, per assegurar-nos que no hi ha marca inespecífica dels anticossos 

secundaris o creuaments no desitjats. Les làmines dels controls negatius es mostren en la 

figura M.6 de l’apartat 8. Controls negatius amb la tècnica d’immunohistoquímica d’alta 

resolució i convencional en músculs LALs adults a Materials i Mètodes. 
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 En cada làmina de localitzacions dels receptors d’adenosina s’ha adjuntat un esquema 

adaptat de la publicació de Lanuza i cols. (2014), resumint i mostrant en quines àrees de les tres 

cèl·lules que conformen la NMJ es troben present aquests receptors. 

 

2.1 Localització del receptor d’adenosina A1 en el múscul LAL de nadó i d’adult  

Per l’estudi de la localització del receptor A1 en el múscul esquelètic LAL de nadó 

s’ha realitzat triple marcatge. El receptor A1 s’ha marcat en verd conjuntament amb l’S-100 

(figures R.4A-C) o bé la sintaxina (syntaxin, figura R.4D) en blau, i els nAChRs en vermell. 

En aquesta immunohistoquímica s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues 

cases comercials diferents: l’anticòs d’Alomone (AAR-006) i l’anticòs de Millipore (AB1587P). 

El patró de localització del receptor A1 utilitzant aquests dos anticossos ha estat el mateix. En 

la làmina de nadó de la figura R.4A, s’observa un filament intens de color verd corresponent a 

l’axó terminal i preterminal (fletxa blava de la imatge verda) que s’introdueix dins de la placa 

sinàptica cap als botons terminals. Per tal de determinar quines cèl·lules són positives pel 

receptor A1, es pot veure en més claredat en la STS un granulat intens entre la CS i la línia 

postsinàptica corresponent als terminals nerviosos (asterisc blanc, figures R.4B i R.4C). En la 

figura R.4C, la fletxa groga de la imatge verda mostra la coincidència del receptor A1 amb 

l’S-100 indicant marca positiva del receptor en la CS terminal. En la figura R.4D es corrobora 

la marca en el terminal nerviós i en l’espai de la cèl·lula glial, ja que s’observa un granulat 

dens en l’àrea del terminal que coincideix amb la marca de la sintaxina i per sobre d’ella. Les 

STS permeten veure d’una forma més precisa la no presència d’aquesta proteïna en la cèl·lula 

muscular, al no observar-se marca per sota dels nAChRs. Per tant, es pot concloure que el 

receptor d’adenosina A1 es troba present en la NMJ neonatal, concretament en l’axó 

preterminal, el terminal nerviós i en la CS terminal. 

Figura R.4. Triple marcatge del receptor d’adenosina A1 (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P6. (Veure la figura a la pàgina següent). Immunohistoquímica 

convencional (figura R.4A) i d’alta resolució (STS) (figures R.4B-D), usant els anticossos policlonals de conill 

d’Alomone (AAR-006) (figures R.4A, R.4C i R.4D) i de Millipore (AB1587P) (figura R.4B). En la imatge 

colocalitzada (Merge) R.4A, s’observa una marca intensa filamentosa i ben determinada de color verd que indica 

marca en l’àrea de la NMJ conccretament en el terminal nerviós i preterminal (fletxa blava). En les STS de les figures 

R.4B i R.4C, la marca granulada situada entre la CS i la línia postsinàptica correspon als terminals nerviosos (asteriscs 

blancs). A més, s’observa un granulat molt intens que coincideix amb la marca de la proteïna S-100 indicant la 

presència del receptor A1 en la CS terminal (fletxa groga, figura R.4C). La figura R.4D corrobora la presència del 

receptor A1 en el terminal nerviós i en la cèl·lula glial. No s’observa marca d’aquest receptor en la cèl·lula muscular. 

Barra d’escala: 10 μm. En la figura R.4E es presenta un resum de les localitzacions positives del receptor A1 en la 

NMJ neonatal. Esquema adaptat de la publicació de Lanuza i cols. (2014).  
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 En la NMJ adulta, les immunohistoquímiques realitzades també s’han fet per triple 

marcatge on el receptor A1 s’ha marcat en verd conjuntament amb l’S-100 (figures R.5A i 

R.5B) o bé la sintaxina (figures R.5C i R.5D) en blau, i els nAChRs en vermell. En la figura 

R.5A, s’observa una gran coincidència del receptor A1 amb la proteïna S-100 indicant marca 

en la CS terminal. En la STS de la figura R.5B, s’aprecia un marca granulada intensa 

concentrada en l’àrea situada entre la CS i la cèl·lula muscular, mostrant marca en el terminal 

nerviós (asterisc blanc). A més, en la mateixa figura, s’observa una gran coincidència del 
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receptor A1 amb l’S-100, el que afirma la presència d’aquest receptor en la CS terminal. En la 

figura R.5C, la fletxa groga assenyala un granulat per sobre dels botons terminals i la 

sintaxina, corroborant la marca positiva en la cèl·lula glial terminal. Així mateix, en la STS de 

la figura R.5D s’observa amb més claredat, una marca intensa concentrada per sobre de la 

sintaxina confirmant la marca positiva en la CS terminal (fletxa groga). En aquest cas, igual 

que en el nadó, tampoc s’observa presència d’aquest receptor en la cèl·lula muscular 

postsinàptica, al no observar-se marca verda per sota dels nAChRs. 
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Figura R.5. Triple marcatge del receptor d’adenosina A1 (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P30. (Peu de figura de la pàgina anterior). Immunohistoquímica 

convencional (figures R.5A i R.5C) i d’alta resolució (STS) (figures R.5B i R.5D), usant dos anticossos policlonals 

de conill: l’anticòs d’Alomone (AAR-006) (figures R.5A-C) i de Millipore (AB1587P) (figura R.5D). En la figura 

R.5B es mostra uns depòsits granulars densos en l’espai situat entre la CS i la línia postsinàptica, indicant la presència 

d’aquesta proteïna en els terminals nerviosos (asterisc blanc). En la mateixa STS, es pot veure com un granulat verd 

coincideix amb l’S-100 mostrant marca en la CS terminal. A més, en la figura R.5C, la fletxa groga mostra una marca 

granular situada per damunt de la sintaxina, el que ens indica la presència del receptor A1 en la CS terminal. En la STS 

de la figura R.5D, de forma més precisa, ens corrobora la presència d’aquest receptor en la CS terminal on es pot 

veure una marca granular densa per sobre de la sintaxina (fletxa groga). No hi ha presència d’aquest receptor en el 

component postsinàptic. Barra d’escala: 10 μm. En la figura R.5E es mostra un resum de la localització positiva del 

receptor A1 en la NMJ adulta. Esquema adaptat de la publicació de Lanuza i cols. (2014). 

 

 En conclusió, el receptor d’adenosina A1 es localitza en el component presinàptic i en 

la CS terminal en la NMJ adulta. No s’ha trobat presència d’aquesta proteïna en la cèl·lula 

muscular. 

 

2.2 Localització del receptor d’adenosina A2A en el múscul LAL de nadó i d’adult  

El receptor A2A s’ha estudiat la localització en la NMJ neonatal (figura R.6) i adulta 

(figura R.7) en el múscul esquelètic LAL amb l’anticòs monoclonal de ratolí de Millipore (05-

717). En color verd s’ha detectat el receptor A2A colocalitzat amb la sintaxina (figures R.6A i 

R.6B) o bé amb l’S-100 (figures R.6C i R.6D) en blau, i en vermell els nAChRs. Els resultats 

mostren que en la NMJ de nadó s’observa una marca forta del receptor en els axons 

intramusculars i en els terminals (figures R.6A i R.6B, fletxa blava), però en les arboritzacions 

la marca sembla més fragmentada. Els asteriscs blancs de la STS de la figura R.6C mostren de 

forma més precisa un granulat intens en l’espai situat entre la CS i els nAChRs, indicant la 

presència del receptor A2A en els botons terminals. La figura R.6D ens corrobora la 

localització d’aquesta proteïna en el terminal nerviós, donat que s’observa immunoreactivitat 

en l’espai comprès entre la CS i el component postsinàptic. En la mateixa figura s’observa 

marca en la cèl·lula muscular, ja que s’aprecia un granulat intens per sota de la línia 

postsinàptica com indica la fletxa rosa de la imatge colocalitzada de la figura R.6D. A 

diferència del receptor A1, en la majoria de sinapsis el receptor A2A no colocalitza amb la 

proteïna S-100, encara que una marca gairebé imperceptible, molt dèbil, pot ser observada en 

la CS en algunes de les STS (veure exemple figura R.6D). Per tant, segons els resultats 
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obtinguts podem concloure que el receptor d’adenosina A2A es localitza en l’axó preterminal, el 

terminal nerviós i la cèl·lula muscular en la NMJ neonatal. 
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Figura R.6. Triple marcatge del receptor d’adenosina A2A (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P6. (Peu de figura de la pàgina anterior). Immunohistoquímica 

convencional (figures R.6A i R.6B) i d’alta resolució (STS) (figures R.6C i R.6D), usant l’anticòs monoclonal de 

ratolí de Millipore (05-717). En les figures R.6A i R.6B, s’observa un fil intens que coincideix amb la sintaxina, el que 

indica marca en el recorregut axonal i en l’axó preterminal tal com mostra la fletxa blava. En la STS es pot veure amb 

més detall, un granulat dens entre la CS i el component postsinàptic indicant marca positiva en el terminal nerviós 

(figura R.6C, asteriscs blancs). En la figura R.6D, la fletxa rosa mostra cúmuls densos per sota de la línia dels 

nAChRs mostrant marca subsarcolèmica postsinàptica. En la majoria de sinapsis no s’aprecia coincidència entre el 

receptor A2A i la proteïna S-100, el que mostraria que no hi ha presència d’aquesta proteïna en la CS terminal, però en 

algunes sinapsis es pot observar en la CS una marca molt dèbil i fina, quasi imperceptible (exemple, figura R.6D). 

Barra d’escala: 10 μm. En la figura R.6E, es mostra un resum de la localització positiva del receptor A2A en la NMJ 

neonatal. Esquema adaptat de la publicació de Lanuza i cols. (2014). 

 

La localització del receptor A2A en la NMJ adulta és molt similar a la del nadó. Com 

en la situació neonatal, les immunohistoquímiques realitzades s’han marcat per triple marcatge 

on el receptor A2A s’ha detectat en color verd conjuntament amb la sintaxina (figures R.7A i 

R.7B) o bé l’S-100 en blau (figures R.7C i R.7D) i els nAChRs en vermell. En la figura R.7A 

s’aprecia una forta coincidència amb la sintaxina, mostrant marca positiva d’aquest receptor en 

el recorregut axonal i en l’axó preterminal (fletxa blava). A més, en la figura R.7B, s’observa 

la presència d’uns cúmuls intensos de fluorescència que coincideixen amb l’àrea de la sintaxina 

indicant la presència del receptor en el terminal nerviós i en l’axó preterminal. Per confirmar 

aquesta localització, en la STS de la figura R.7C s’observa un granulat intens que ocupa 

l’espai corresponent al terminal nerviós (asteriscs blancs), entre la CS terminal i els nAChRs. 

La fletxa rosa assenyala un granulat difós per sota dels nAChRs, indicant la presència 

d’aquesta proteïna en l’àrea subsarcolèmica postsinàptica (figura R.7D). Com en la situació de 

la NMJ en desenvolupament, en la majoria de sinapsis adultes la marca del receptor A2A no 

colocalitza amb la proteïna S-100, el que indicaria la no presència d’aquest receptor en la CS 

terminal. No obstant, en algunes sinapsis, escasses, es pot observar una marca molt dèbil i 

gairebé inapreciable en part de l’espai ocupat per l’S-100 (veure exemples, figures R.7C i 

R.7D). Veient les imatges obtingudes s’arriba a la conclusió, que el receptor d’adenosina A2A 

es localitza en l’axó preterminal, en el terminal nerviós, en la cèl·lula muscular de la NMJ 

adulta igual que en la situació immadura.  
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Figura R.7. Triple marcatge del receptor d’adenosina A2A (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P30. (Peu de figura de la pàgina anterior). Immunohistoquímica 

convencional (figura R.7A) i d’alta resolució (STS) (figures R.7B-D), usant l’anticòs monoclonal de ratolí de 

Millipore (05-717). En la figura R.7A, s’observa gran coincidència amb la sintaxina el que indica marca positiva del 

receptor en el recorregut axonal i en l’axó preterminal (fletxa blava). Es confirma aquesta localització en la figura 

R.7B on s’aprecia un granulat intens que coincideix lleugerament amb la sintaxina mostrant marca del receptor en el 

terminal i en l’axó preterminal. El receptor A2A es localitza en la part central dels terminals nerviosos sintaxina positiva 

sense ocupar la totalitat de l’àrea, ocupant la part de l’espai corresponent al terminal nerviós comprés entre la CS i la 

membrana postsinàptica rica en nAChRs (figura R.7C, asteriscs blancs). En les figures R.7C i R.7D s’observa marca 

granular per sota dels nAChRs indicant marca subsarcolèmica postsinàptica (fletxa rosa). En la major part de les 

sinapsis no s’observa coincidència entre el receptor i la proteïna S-100, però en algunes sinapsis, escasses, es pot 

observar una marca dèbil i fina, quasi imperceptible, ocupant l’espai de l’S-100 (veure exemples, figures R.7C i 

R.7D). Barra d’escala: 10 μm. En la figura R.7E, es mostra un resum de la localització positiva del receptor A2A en la 

NMJ adulta. Esquema adaptat de la publicació de Lanuza i cols. (2014). 

 

2.3 Localització del receptor d’adenosina A2B en el múscul LAL adult  

El receptor A2B està present en la NMJ adulta. Per determinar la seva localització 

cel·lular s’ha realitzat una immunohistoquímica convencional utilitzant l’anticòs policlonal de 

conill de Millipore (AB1589P) i l’anticòs policlonal de cabra de Santa Cruz (sc-7506). Els dos 

anticossos utilitzats han donat el mateix patró de localització. S’ha marcat en verd el receptor 

A2B, en blau la sintaxina (figures R.8A-C) o bé l’S-100 (figures R.8D-G), i en vermell els 

nAChRs. Per les imatges colocalitzades R.8A i R.8D es mostren dues seccions òptiques d’una 

NMJ R.8B-C, i R.8E-F, respectivament. En la figura R.8A s’observa una marca molt fina 

lineal que penetra en els plecs postsinàptics, indicant marca en la cèl·lula muscular 

postsinàptica. Per confirmar aquesta localització, en les seccions òptiques de les figures R.8B i 

R.8C ens permeten veure una imatge en posició lateral on es mostra una línia positiva molt 

fina que coincideix amb dels plecs postsinàptics, confirmant la presència d’aquest receptor en 

la membrana postsinàptica (fletxa rosa de la imatge verda, figura R.8B). A més a més, els 

asteriscs blancs mostren una forta coincidència en forma granular del receptor A2B amb l’àrea 

de la sintaxina, indicant marca positiva en els terminals nerviosos (figura R.8C).  

La fletxa groga assenyala que no s’aprecia coincidència de la proteïna S-100 amb el 

receptor, el que indica que no hi ha marca del receptor A2B en la CS terminal ni preterminal 

(figura R.8D). En les figures R.8E i R.8F es presenten dues seccions òptiques obtingudes de 

la sinapsi R.8D. En aquestes seccions òptiques es corrobora que no hi ha colocalització entre 

les dues proteïnes (A2BR i S-100), indicant que no hi ha presència d’aquesta proteïna en la CS. 
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En les mateixes figures, es pot veure una línia fina granulada corresponent a l’àrea entre els 

nAChRs de color vermell i la CS terminal de color blau que correspon a la regió del terminal 

nerviós (figures R.8D-F), coincidint amb la marca trobada en el terminal nerviós per l’anticòs 

de Millipore (AB1589P). En la figura R.8G, s’observen marques de color groc que sorgeixen 

del solapament del color verd i vermell el que mostren que el receptor es localitza en la cèl·lula 

muscular, just en l’àrea dels plecs postsinàptics. En la mateixa figura es pot veure 

immunoreactivitat del receptor A2B en els botons terminals. Per tant, veient les imatges 

obtingudes s’arriba a la conclusió, que el receptor d’adenosina A2B es troba present en el 

component presinàptic i postsinàptic però no en la CS en la NMJ adulta.  
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Figura R.8. Triple marcatge del receptor d’adenosina A2B (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P30. Immunohistoquímiques convencionals amb l’anticòs policlonal de 

conill de Millipore (AB1589P) (figures R.8A-C) i l’anticòs policlonal de cabra de Santa Cruz (sc-7506) (figures 

R.8D-G). Per les imatges colocalitzades R.8A i R.8D es mostren dues seccions òptiques d’una NMJ R.8B-C i R.8E-F, 

respectivament. En la imatge colocalitzada de la figura R.8A es mostra un filament granulat verd que coincideix amb 

la línia dels nAChRs, mostrant marca en la cèl·lula muscular postsinàptica. En les seccions òptiques R.8B i R.8C 

s’evidencia una gran coincidència del receptor amb la sintaxina mostrant marca en els terminals. Concretament en la 

figura R.8B, la fletxa rosa de la imatge en verd confirma la presència d’aquesta proteïna en la membrana 

postsinàptica. Els asteriscs blancs de la figura colocalitzada R.8C, confirmen la presència del receptor en els terminals 

nerviosos. No s’aprecia colocalització entre la proteïna S-100 i el receptor, el que indica que no hi ha presència del 

receptor en la CS (fletxa groga, figura R.8D). En les figures R.8E i R.8F s’observa un fil granulat en l’espai entre els 

nAChRs i l’S-100, el que ens mostra marca positiva en el terminal nerviós igual que en el cas de l’anticòs de Millipore 

(AB1589P). En la figura R.8G, es veu un cúmul dens de color groc fruit del solapament del color verd i vermell, el 

que ens indica marca en la cèl·lula muscular postsinàptica coincidint amb la marca de l’anticòs de Millipore 

(AB1589P). També s’aprecia en la mateixa figura, immunoreactivitat en els botons terminals. Barra d’escala: 10 μm. 

En la figura R.8H es mostra un resum de la localització positiva del receptor A2B en la NMJ adulta. Esquema adaptat 

de la publicació de Lanuza i cols. (2014). 

 

2.4 Localització del receptor d’adenosina A3 en el múscul LAL adult  

En les immunohistoquímiques convencionals de la figura R.9 es mostra la 

localització del receptor A3 en la NMJ adulta, on s’han utilitzat dos anticossos policlonals de 

conill de dues cases comercials diferents: l’anticòs de Millipore (AB1590P) (figures R.9A-C) i 

l’anticòs de Santa Cruz (sc-13938) (figures R.9D-F). Els dos anticossos utilitzats mostren la 

mateixa localització en la NMJ. Com en tots els casos anteriors també s’ha realitzat triple 

marcatge, es presenta el receptor A3 en verd, l’S-100 (figures R.9A-C) o bé la sintaxina 

(figures R.9D-F) en blau, i els nAChRs en vermell. 

En la primera immunohistoquímica s’observa un granulat fi intens que penetra entre 

els nAChRs i la CS que correspon als terminals nerviosos. Per confirmar aquesta localització, 

es van realitzar dues seccions òptiques (figures R.9B i R.9C) de la sinapsi R.9A. L’asterisc 
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blanc assenyala un granulat verd situat entre la línia postsinàptica i la CS terminal, el que 

indica marca en el terminal nerviós (figura R.9B). En la secció òptica de la figura R.9C es pot 

veure un granulat difós distribuït per sota de la línia postsinàptica, mostrant immunoreactivitat 

en l’àrea subsarcolèmica postsinàptica (fletxa rosa). S’ha colocalitzat el receptor A3 amb l’S-

100 i es pot apreciar que no hi ha coincidència entre aquestes dos proteïnes, el que indica que 

aquest receptor no es troba present en la CS (fletxa groga, figura R.9C). 

La vista lateral de la NMJ de la figura R.9D mostra una alta coincidència del receptor 

amb la sintaxina, el que indica marca positiva en el component presinàptic concretament en el 

terminal nerviós. Per confirmar aquesta localització s’han realitzat dues seccions òptiques 

(figures R.9E i R.9F) de la sinapsi R.9D. L’asterisc blanc de la secció òptica assenyala un fil 

granulat intens que penetra entre els plecs postsinàptics indicant marca positiva en els terminals 

nerviosos (figura R.9E), corroborant la marca de l’anticòs de Millipore (AB1590P). En la 

mateixa figura no s’aprecia marca verda per sobre de la sintaxina, el que es pot concloure que 

el receptor A3 no es localitza en la CS. La secció òptica de la figura R.9F permet veure amb 

més claredat cúmuls difosos per sota dels nAChRs, el que indica marca subsarcolèmica 

postsinàptica (fletxa rosa) igual que en el cas de l’anticòs de Millipore (AB1590P). 

Aparentment doncs, segons els resultats obtinguts, el receptor A3 es situa principalment en el 

component presinàptic i postsinàptic de la NMJ adulta però no en la CS. 

 

 

Figura R.9. Triple marcatge del receptor d’adenosina A3 (en verd) amb la sintaxina o l’S-100 (en blau) i els 

nAChRs (en vermell) en músculs LALs P30. (Veure la figura a la página següent). Immunohistoquímica 

convencional usant dos anticossos policlonals de conill de dues cases comercials diferents: l’anticòs de Millipore 

(AB1590P) (figures R.9A-C) i l’anticòs Santa Cruz (sc-13938) (figures R.9D-F). Les figures R.9B-C i R.9E-F són 

dues seccions òptiques de les sinapsis R.9A i R.9D, respectivament. En la figura R.9A s’observa un granulat difós 

entre els plecs postsinàptics i la proteïna S-100, el que indica marca positiva en el terminal nerviós. De forma més 

clara, es veu en la secció òptica (asterisc blanc, figura R.9B). En la secció òptica de la figura R.9C no s’observa 

coincidència entre la marca verda del receptor i l’S-100 el que mostra que no hi ha immunoreactivitat d’aquesta 

proteïna en la CS (fletxa groga). En la mateixa figura, s’aprecia un granulat intens per sota de la línia postsinàptica, el 

que ens indica marca en l’àrea subsarcolèmica postsinàptica (fletxa rosa). En la figura R.9D, s’observa un fil granulat 

que coincideix amb la marca de la sintaxina confirmant la marca en el terminal nerviós, igual que en el cas que 

l’anticòs de Millipore (AB 1590P). Aquesta marca es corrobora amb més claredat en la secció òptica de la figura R.9E 

(asterisc blanc). No s’observa marca per sobre de la sintaxina, el que ens indica que no hi ha immunoreactivitat 

d’aquesta proteïna en la CS (figura R.9E). En la secció òptica de la figura R.9F s’aprecia marca granulada per sota 

dels nAChRs, mostrant marca en l’àrea subsarcolèmica postsinàptica (fletxa rosa). Barra d’escala: 10 μm. En la figura 

R.9G es mostra un resum de la localització positiva del receptor A3 en la NMJ adulta. Esquema adaptat de la 

publicació de Lanuza i cols. (2014).  
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 En resum, segons els resultats obtinguts per la tècnica de la immunohistoquímica es 

mostra que els receptors d’adenosina (A1, A2A, A2B i A3) es troben presents en les cèl·lules que 

conformen la NMJ. Principalment es localitzen en el terminal nerviós, sent una condició 

necessària per realitzar els estudis electrofisiològics i estudiar la possible participació d’aquests 

receptors en la modulació de l’alliberació de neurotransmissor.  

 

3. EXPERIMENTS FUNCIONALS  

 Com s’ha comentat en l’apartat de la Introducció, existeixen estudis pioners que han 

mostrat que l’adenosina, i l’ATP alliberat pels terminals nerviosos modulen el metabolisme 

presinàptic a través dels autoreceptors d’adenosina i els P2 (Correia-de-Sá i cols., 1991). No 

obstant, la majoria d’aquests estudis funcionals s’han realitzat en condicions de registre 

interferint directament en la fisiologia de la sinapsi. En aquesta tesi, una vegada s’ha detectat la 

presència dels receptors d’adenosina en els nervis terminals mitjançant la immunohistoquímica 

(veure l’apartat 2 de Resultats), el següent objectiu proposat ha sigut estudiar l’acoblament dels 

receptors d’adenosina en la neurotransmissió amb la fisiologia de la sinapsi plenament 

operativa i intacte. En tots els experiments s’ha bloquejat la contracció amb la neurotoxina μ-

CgTx GIIIB, i en alguns casos que s’ha cregut oportú, s’ha usat conjuntament amb el BTS. 

Com s’ha mencionat en la Introducció s’ha descrit que els receptors d’adenosina són 

pleiotròpics i s’ha trobat interessant estudiar la relació dels receptors d’adenosina amb altres 

vies de senyalització que participen en el control de la neurotransmissió. Per dur a terme 

aquests objectius, s’han fet diversos tipus d’experiments electrofisiològics que es descriuen a 

continuació en diferents blocs: (1) s’ha estudiat l’acoblament dels receptors d’adenosina en 

l’alliberació evocada en condicions basals (a 1 Hz). Per poder estimar el contingut quàntic pel 

mètode directe, s’ha registrat simultàniament i intracel·lularment els EPPs i els espontanis 

(mEPPs), que es veuran més endavant en l’apartat 5; (2) s’ha analitzat la possible implicació 

cooperativa dels receptors d’adenosina en la modulació de l’alliberació de transmissor durant 

una intensa activitat repetitiva i esgotadora (registres de trens a 40 o 100 Hz durant 2 minuts, 

estímul supra màxim); (3) s’ha analitzat la possible facilitació o pair pulse estimulant a 40 Hz; 

(4) s’ha estudiat la relació funcional dels receptors d’adenosina amb altres vies de senyalització 

que participen en el control de la neurotransmissió en l’alliberació evocada i espontània. Cal 

anotar que un dels objectius principals d’aquesta tesi és l’estudi dels receptors d’adenosina, en 

concret els receptors A1 i A2A, en la neurotransmissió. En alguns experiments s’ha estudiat la 
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implicació dels receptors A2B i A3 per tenir un punt de vista més global i comparatiu, i per 

conèixer de forma general la funció dels receptors d’adenosina en la NMJ adulta. 

 En els experiments electrofisiològics realitzats s’ha utilitzat la preparació 

neuromuscular del LAL adult, muntada en una camareta de registre on després s’incuben les 

diferents substàncies o proteïnes, com per exemple diferents antagonistes i agonistes 

purinèrgics, els efectes dels quals es volen avaluar. En alguns casos s’han realitzat experiments 

de dobles incubacions com una eina farmacològica per investigar el possible efecte oclusiu o 

additiu entre els receptors d’adenosina o bé, amb altres vies de senyalització. En tots els 

experiments s’han registrat un mínim de 15 fibres musculars control i 15 fibres experiments, 

excepte en els experiments d’activitat sinàptica que es registren 8-10 fibres en total, i s’han 

utilitzat 5-8 músculs per substància estudiada mantenint en tot moment la funció sinàptica 

preservada.  

 El procediment i la metodologia emprada, així com l’elecció del mètode de prevenció 

de la contracció s’han descrit i discutit (més endavant) en els apartats de Materials i Mètodes i 

a la Discussió. A més a més, en l’apartat 10.11 de Materials i Mètodes es mostra descrita la 

nomenclatura completa, la concentració stock i de treball i el tipus de cada substància utilitzada 

en aquesta tesi. A continuació, es mostren els resultats obtinguts per aquesta metodologia en 

diferents blocs d’apartats. Com s’ha mencionat en l’apartat de Materials i Mètodes els valors 

s’expressen com mitjana ± SEM, en la majoria de casos són expressats com % de variació 

definit com: [valor final/valor inicial] x 100.  

 

4. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA 

NEUROTRANSMISSIÓ EVOCADA  

 El primer objectiu dels experiments funcionals és estudiar la participació dels 

receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada. Per dur a terme aquest objectiu, s’han 

utilitzat moduladors exògens inespecífics i específics així com, un anàleg de l’adenosina, la 2-

cloroadenosina, i l’enzim adenosina deaminasa. Aquests estudis s’han realitzat en condicions 

normals on únicament s’estimula el nervi (a 1 Hz) per analitzar l’alliberació evocada 

d’acetilcolina i s’ha mantingut la funció sinàptica preservada en tot moment. A continuació, 

s’exposen els resultats obtinguts.  
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4.1 Modulació exògena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada  

4.1.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada 

 Per conèixer l’acció global dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada 

s’ha realitzat diferents experiments electrofisiològics. En primer lloc, s’ha bloquejat 

completament tots els receptors amb un antagonista inespecífic, 8-SPT (100 μM). En la figura 

R.10 es mostra que la incubació no específica dels receptors d’adenosina no modifica el 

contingut quàntic (% de variació: 2.00 ± 7.22; primera columna).  

 Seguint aquesta línia d’estudi s’ha avaluat l’efecte de l’estimulació inespecífica dels 

receptors d’adenosina amb l’addició exògena de l’adenosina (ADO). Donat que, segons la 

bibliografia s’ha descrit que l’ADO pot treballar de forma bifàsica si s’usa a concentracions 

nanomolars o micromolars (Pousinha i cols., 2010), en aquest treball s’ha realitzat experiments 

a concentracions 300 nM, 10 i 25 μM. Sorprenentment, en les nostres condicions experimentals 

no s’ha observat variació en el contingut quàntic (% de variació de l’ADO (300 nM): 9.15 ± 

2.60; de l’ADO (10 μM): 9.07 ± 1.20; de l’ADO (25 μM): 15.79 ± 2.20, columnes 2-4). No 

obstant, els experiments descrits segons la bibliografia usen d-tubocurarine o bé 

concentracions d’alt Mg
+2

 en la solució fisiològica per bloquejar la contracció muscular, i a 

diferència de nosaltres, si que obtenen resultats amb l’ADO (Pousinha i cols., 2010). Així que 

degut a aquestes discrepàncies, s’ha decidit estudiat l’efecte d’aquest estimulador inespecífic 

evitant la contracció amb altes concentracions de Mg
+2

 (5 mM) en la solució fisiològica o bé 

amb el pretractament del d-tubocurarine (0.7 μM). En aquestes condicions, s’ha vist que es 

canvia directament la fisiologia de la sinapsi: el Mg
+2

 produeix una reducció en l’alliberació 

d’acetilcolina, i el d-tubocurarine intervé en els nAChRs i els mAChRs, i també pot unir-se a 

antagonistes i donar efectes al·lostèrics (Ferry i kelly, 1988; Santafé i cols., 2006) (per a més 

informació sobre l’elecció del mètode de prevenció de la contracció veure l’apartat 10.3 a 

Materials i Mètodes o més endavant en l’apartat 2.1 de la Discussió). En canvi, tal i com s’ha 

treballat en aquest estudi evitant la contracció amb la μ-CgTx GIIIB, no s’ha alterat la funció 

normal de la sinapsi neuromuscular. En la figura R.10 (columnes 5 i 6) es mostra com evitant 

la contracció amb altes concentracions de Mg
+2

 o bé amb d-tubocurarine, l’ADO a 

concentracions micromolars (25 μM) redueix el contingut quàntic tal i com prèviament s’havia 

descrit (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010) (% de variació 

de l’ADO (25 μM) amb alt Mg
+2

: 46.65 ± 9.04; % de variació de l’ADO (25 μM) en presència 

de d-tubocurarine: 37.12 ± 3.23). A més, en la mateixa figura R.10 es mostra uns exemples de 

registres de l’ADO (25 μM) evitant la contracció amb la μ-CgTx GIIIB (1-3 μM) o bé amb el 
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d-tubocurarine (0.7 μM).  

 En resum, en condicions en les quals la funció sinàptica no està alterada (bloquejant 

la contracció muscular amb la μ-CgTx GIIIB), el bloqueig o l’estimulació inespecífica dels 

receptors d’ADO no modifica el contingut quàntic. En canvi, si modifiquem directament la 

seva fisiologia (prevenint la contracció amb altes concentracions de Mg
+2

 o bé amb el d-

tubocurarine), l’ADO a concentracions micromolars indueix una disminució en l’alliberació 

evocada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.10. Modulació inespecífica en la neurotransmissió evocada. L’histograma mostra que el bloqueig no 

selectiu (8-SPT, 100 μM) o l’estimulació inespecífica a diferents concentracions (ADO 300 nM, 10 i 25 μM; columnes 

2-4), en músculs paralitzats amb la μ-CgTx GIIIB no modifica l’alliberació evocada d’acetilcolina. En canvi, en una 

situació de reducció de la secreció de neurotransmissor amb altes concentracions de Mg+2 (5 mM) o bé, bloquejant els 

nAChRs amb d-tubocurarine (dTC; columnes negres), l’ADO a altes concentracions redueix el contingut quàntic. Per 

a cada columna: n = 5 músculs i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P < 

0.05 respecte als valors inicials (línia puntejada). A sota, es mostra la superposició d’episodis evocats obtinguts des de 

la mateixa fibra abans i després de l’addició de l’ADO (25 μM) bloquejant la contracció amb la μ-CgTx GIIIB 

(esquerra) i amb el dTC (dreta). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i verticals: 10 mV (esquerra) i 2 mV (dreta). 
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4.1.2 Modulació del receptor A1 en la neurotransmissió evocada  

 Veient que bloquejant i estimulant inespecíficament no es modificava l’alliberació 

evocada d’acetilcolina, s’ha valorat el possible efecte individual de dos tipus de receptors 

d’ADO presents. En la figura R.11 es mostra que el bloqueig específic del receptor A1 amb 

l’antagonista DPCPX (100 nM) no modifica el contingut quàntic (% de variació: 8.12 ± 9.66). 

De la mateixa manera, s’ha valorat el possible efecte de l’estimulació específica del receptor 

A1 amb l’agonista selectiu CCPA (1 μM) i tampoc afecta a l’alliberació evocada (% de 

variació: 6.51 ± 6.49). En resum, la modulació específica del receptor A1 no modifica el 

contingut quàntic (veure columnes 1 i 2). 

 

4.1.3 Modulació del receptor A2A en la neurotransmissió evocada  

 Com s’ha pogut veure, l’efecte de l’estimulació i la inhibició inespecífica dels 

receptors d’ADO no s’ha observat canvis significatius en l’alliberació evocada, així com 

tampoc en la modulació del receptor A1. Seguint amb aquesta línia d’estudi, s’ha decidit 

estudiar l’efecte del bloqueig del receptor A2A amb l’antagonista específic SCH-58261 (50 nM) 

així com, l’estimulació selectiva d’aquest receptor amb l’agonista específic CGS-21680 (1 μM) 

en experiments independents. En els dos casos no s’ha observat cap canvi significatiu en el 

contingut quàntic (% de variació: 1.66 ± 7.42 i 1.89 ± 7.29, respectivament; figura R.11, 

columnes 3 i 4). Per tant, la modulació específica del receptor A2A no modifica l’alliberació 

evocada. 

 

4.1.4 Efecte de la inhibició específica del receptors A2B i A3 en la neurotransmissió 

evocada 

 En els estudis de localització realitzats, s’ha confirmat la presència dels receptors A2B 

i A3 en els nervis terminals de la NMJ adulta (veure l’apartat 2.3 i 2.4 dels Resultats), sent una 

condició necessària per la seva participació directa en la neurotransmissió. Així que s’ha 

estudiat la possible participació dels receptors A2B i A3 en l’alliberació evocada inhibint-los en 

experiments independents. L’histograma (columnes 5 i 6) i els exemples de registres evocats de 

la figura R.11 evidencien que el bloqueig específic del receptor A2B amb l’antagonista 

MRS1706 (100 nM) i el bloqueig del receptor A3 amb l’antagonista MRS1334 (100 nM) no 

modifiquen el contingut quàntic (% de variació pel MRS1706: 10.14 ± 29.60 i pel MRS1334: 

10.02 ± 29.43). Per tant, es pot concloure que aquests receptors (A2B i A3) no es troben acoblats 

en l’alliberació evocada tot i ser presents en la NMJ. 
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Figura R.11. Modulació específica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada. L’histograma 

mostra que l’efecte dels moduladors específics (antagonistes columnes blanques i agonistes columnes farcides) dels 

receptors d’ADO no modifiquen l’alliberació evocada en condicions normals (a 1 Hz). Per a cada columna: n = 5 

experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM. A la dreta, exemples de 

registres d’EPPs on es mostra la falta d’efecte del bloqueig del receptor A
2B

 (a dalt) i A
3
 (a baix), abans i després 

d’afegir la substància purinèrgica. Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical: 10 mV. 

 

4.2 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa (ADA) en la neurotransmissió evocada 

 La manca de resultats obtinguts afegint agents moduladors externs, ens ha fet pensar 

que possiblement l’ADO endògena era suficient per mantenir els receptors ocupats. Per aquest 

motiu, s’ha estudiat l’efecte de l’ADO endògena en l’alliberació evocada. Amb aquesta 

finalitat, s’ha realitzat experiments amb l’enzim adenosina deaminasa (ADA, 2 U/ml) que 

hidrolitza l’ADO en inosina inactivant-la. Experimentalment, la incubació de l’ADA no 

produeix variació en el contingut quàntic (% de variació 1.07 ± 6.50). En la figura R.12 

(columna 1), es mostra com l’ADO endògena tampoc és responsable de modular la 

neurotransmissió evocada a baixa freqüència d’estímul a 1 Hz. 

 

4.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADO) en la neurotransmissió evocada  

 Com l’efecte de l’addició de l’ADO exògena i de la pròpia ADO endògena no ha 

modificat el contingut quàntic. A més com s’ha comentat anteriorment, l’ADO és 

metabòlicament inestable, està subjecta a l’absorció per les cèl·lules neuronals i glials, i a la 

inactivació enzimàtica ja que pot ser substrat de diversos enzims (Clarke i cols., 1952; Phillis i 

Wu, 1982). S’ha estudiat l’efecte en la neurotransmissió evocada d’un anàleg estable de 
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l’ADO, la 2-cloroadenosina (CADO), a dues concentracions (300 nM i 10 μM). La CADO 

s’ancora als P1Rs com l’ADO endògena, però aquest s’uneix irreversiblement al receptor i no 

es pot catabolitzar (Daly, 1982) tenint menys afinitat pel metabolisme d’absorció que l’ADO 

(Jarvis i cols., 1985). La CADO, promou un efecte prolongat en els receptors. Els nostres 

resultats han mostrat que la CADO (300 nM) no modifica l’alliberació evocada (% de variació: 

7.13 ± 9.03), mentre que la CADO (10 μM) causa una disminució del contingut quàntic (% de 

variació: 34.44 ± 3.57, figura R.12) (veure columnes 2 i 3). En estudis recents s’ha descrit que 

en altres vies de senyalització, com per exemple el receptor de les neurotrofines Trk (de 

l’anglès Tropomyosin-related kinase), una vegada la neurotrofina s’ha unit al receptor, el 

receptor pot ser ràpidament marcat i endocitat per la via de senyalització de les ubiqüitinases 

(Arévalo i cols., 2006). I posteriorment, la via de l’endocitosi del Trk pot seguir dues vies 

alternatives es pot donar el seu trafficking a lisosomes o bé pot ser reciclat i tornar a la 

membrana plasmàtica. La via degradativa a lisosomes es caracteritza per una down-regulation 

del nombre total de receptors de superfície cel·lular i una disminució de la resposta al lligand 

(Chen i cols., 2005). En general, el reciclatge dels receptors a la membrana pot promoure la 

resensibilització i la prolongació d’esdeveniments de senyalització específics, és a dir, es 

facilita la recuperació de la resposta cel·lular amb el subseqüent estímul de l’agonista 

(Ferguson, 2001). Segons la literatura, s’han descrit alguns receptors de superfície cel·lular 

com el receptor de la transferrina, que es reciclen a la superfície de membrana via bulk 

membrane flow. O bé, certs receptors acoblats a proteïnes G, com els receptors de dopamina 

D1, que són internalitzats i poden ser ràpidament reciclats i ser eficients en la membrana 

plasmàtica (Dumartin i cols., 1998). Encara que tot i així, el mecanisme pel qual aquests 

receptors són internalitzats i són eficientment reciclats no és conegut amb profunditat (Vargas i 

von Zastrow, 2004; Arévalo i cols., 2006). Per tant, en el nostre cas tal i com passa amb el Trk 

i el receptor de dopamina D1, és possible que al haver-hi més concentració de CADO (10 μM) 

s’acceleri el turnover proteic amb un resultat net de menys receptors operatius i al no activar 

tant la neurotransmissió es produeixi aquesta inhibició. A més, aquest resultat pot revelar que 

els receptors d’ADO tinguin un paper negatiu en l’alliberació de transmissor, com prèviament 

s’ha descrit (Di Angelantonio i cols., 2011; Pousinha i cols., 2012). 

 A continuació, s’estudiarà quins receptors d’ADO es troben implicats en l’efecte de la 

CADO mitjançant experiments de dobles incubacions (veure el protocol detallat de les dobles 

incubacions a l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 
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4.3.1 Efecte de la CADO a concentracions micromolars en la neurotransmissió evocada 

quan els receptors d’adenosina estan bloquejats 

 En els experimentos de l’apartat anterior s’ha observat que la CADO (10 μM) té un 

efecte inhibitori. A continuació, s’ha estudiat l’efecte de la CADO (10 μM) en presència d’un 

bloquejador inespecífic dels receptors d’ADO com és el 8-SPT (100 µM). En aquestes 

condicions, no es produeix una modificació en el contingut quàntic (% de variació: 17.82 ± 

5.67; figura R.13, columna 6). La CADO no pot activar als receptors d’ADO degut a que tots 

els receptors d’ADO estan bloquejats amb el 8-SPT. Per tant, si bloquegem inespecíficament 

els receptors d’ADO no es produeix una modificació en l’alliberació evocada. El següent pas 

serà estudiar l’efecte de cada receptor per separat. 

 En primer lloc, s’ha bloquejat el receptor A1 amb l’antagonista DPCPX (100 nM) i 

després s’ha incubat amb la CADO (10 µM) on s’ha observat una reducció del contingut 

quàntic (% de variació: 26.62 ± 0.05, figura R.13, columna 8). Possiblement, la CADO al unir-

se als receptors lliures fa que s’acceleri el turnover proteic i aquest faci disminuir l’alliberació. 

 En segon lloc, seguint el mateix procediment i en les mateixes condicions 

experimentals, s’ha estudiat l’efecte de la CADO (10 µM) en presència del bloquejador 

específic SCH-58261 (50 nM). Igual que en el cas anterior, hi ha una reducció del contingut 

quàntic (% de variació: 34.68 ± 4.18, figura R.13, columna 10). Possiblement, la CADO 

s’uneix al receptor A1 activant-lo i això fa que es redueixi l’alliberació o bé, la CADO s’uneix 

Figura R.12. Efecte de l’adenosina endògena i de la 

CADO en la neurotransmissió evocada. L’eliminació 

de l’ADO endògena amb l’enzim ADA (columna 

blanca), ni l’efecte prolongat de l’anàleg de l’ADO a 

baixes concentracions, la CADO (300 nM) (columna 

negra), no indueix canvis en l’alliberació evocada, 

mentre que la CADO a altes concentracions (10 μM) 

(columna puntejada) disminueix el contingut quàntic. 

Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 

fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± 

SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia 

puntejada).  
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als receptors que van quedant lliures i s’accelera el turnover fent disminuir l’alliberació 

evocada.  

 En resum, la CADO després del bloqueig inespecífic dels receptors d’ADO no té 

efecte en l’alliberació, mentre que després del bloqueig selectiu del receptor A1 o bé del 

receptor A2A es redueix l’alliberació evocada. 

 

4.3.2 Efecte de la CADO a concentracions nanomolars en la neurotransmissió evocada 

quan els receptors d’adenosina estan bloquejats 

 De la mateixa manera que s’ha estudiat la CADO (10 μM), en experiments paral·lels 

s’ha avaluat la CADO (300 nM) en presència del 8-SPT (100 μM). En aquest cas, no s’ha 

observat una modificació en l’alliberació evocada (% de variació: 4.94 ± 3.33, figura R.13, 

columna 7). Per tant, la CADO en presència d’un antagonista inespecífic no modifica el 

contingut quàntic. 

 També, s’ha estudiat l’efecte de la CADO (300 nM) en presència dels bloquejadors 

selectius dels receptors d’ADO. En aquestes condicions, la CADO (300 nM) en presència del 

DPCPX (100 nM), bloquejador del receptor A1, o bé de l’SCH-5261 (50 nM), bloquejador del 

receptor A2A, no modifica el contingut quàntic (% de variació: 18.32 ± 6.57 i 8.02 ± 2.60, 

respectivament; figura R.13, columnes 9 i 11). És probable que la CADO a aquestes 

concentracions siguin insuficients per activar als receptors, perquè en presència dels 

antagonistes específics dels receptors A1 o A2A, inclús del bloqueig de tots els receptors 

d’ADO, no modifiquen el contingut quàntic. 

En resum, en aquest apartat s’ha evidenciat que inhibint o estimulant els receptors 

d’ADO inespecíficament o específicament en condicions en les quals s’ha mantingut la 

maquinària sinàptica intacte, no es modifica l’alliberació d’acetilcolina evocada. Però pel 

contrari, si modifiquem la fisiologia de la sinapsi (bloquejant la contracció amb altes 

concentracions de Mg
+2

 o amb el pretractament d-tubocurarine), l’ADO (25 μM) provoca una 

disminució en l’alliberació evocada com prèviament s’havia descrit. A conseqüència dels 

resultats obtinguts, s’ha estudiat si l’ADO endògena era suficient per mantenir els receptors 

ocupats en la neurotransmissió evocada utilitzant l’enzim ADA que transforma l’ADO en 

inosina. Els resultats confirmen, que en les nostres condicions, l’ADO endògena no és 

responsable de modular la neurotransmissió evocada i que els receptors d’ADO no es troben 

acoblats a la neurotransmissió evocada. Donat que l’ADO és susceptible a ser ràpidament 

metabolitzada i no té efecte en l’alliberació evocada, s’ha estudiat l’efecte prolongat de 

l’anàleg CADO en la neurotransmissió. S’ha observat que a concentracions nanomolars no es 
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modifica el contingut quàntic, mentre que a concentracions altes (micromolars) té un efecte 

inhibitori.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.13. Efecte de la CADO 10 μM i 300 nM en presència dels bloquejadors purinèrgics en 

neurotransmissió evocada. A l’esquerra (columnes blanques), efecte independent de cada substància purinèrgica en 

l’alliberació evocada. A continuació, l'efecte de la CADO (10 μM i 300 nM) en presència dels moduladors purinèrgics. 

L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra indicat en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el 

número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). La CADO a 10 μM pot reduir el contingut quàntic, inclús després del 

bloqueig del receptor A
1
 amb el DPCPX o la inhibició del receptor A

2A
 amb l’SCH-58261, com ho pot fer en 

condicions salines. En canvi, la CADO a 300 nM en condicions basals i en presència dels agents moduladors no té 

efecte en l’alliberació evocada. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors 

s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). A sota, exemples de registres 

de la CADO en l’alliberació evocada (10 μM) en presència dels moduladors purinèrgics. Barra d’escala horitzontal: 5 

ms i vertical 5 mV. 

 

A més, s’ha observat que la CADO (10 μM) en presència del bloquejador inespecífic 

dels receptors d’ADO no afecta a l’alliberació evocada. No obstant, la CADO (10 μM) en 

presència dels antagonistes selectius dels receptors A1 o A2A produeix una reducció de 

l’alliberació evocada. Possiblement, l’efecte inhibitori de la CADO (10 μM) depèn d’un treball 

col·laboratiu dels receptors A1 i A2A. Un altre alternativa, però menys probable, és que la 
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CADO s’uneixi als receptors que van quedant lliures accelerant el turnover proteic produint 

una reducció de l’alliberació. Per un altre banda, la CADO (300 nM) en condicions basals i en 

presència dels antagonistes purinèrgics no té efecte en la neurotransmissió evocada, sent 

possiblement una concentració insuficient per activar als receptors d’ADO. 

 

5. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA 

NEUROTRANSMISSIÓ ESPONTÀNIA 

 Una vegada s’ha estudiat la participació dels receptors d’ADO en la neurotransmissió 

evocada a continuació, el següent objectiu proposat ha sigut estudiat la participació dels 

receptors d’ADO en la neurotransmissió espontània. Com s’ha mencionat anteriorment, per 

poder estimar el contingut quàntic pel mètode directe s’ha registrat simultàniament i 

intracel·lularment els EPPs i els espontanis (mEPPs). El registre dels mEPPs són els episodis 

que apareixen de forma espontània sense la necessitat de bloquejar la contracció muscular, ni 

l’activació del potencial d’acció. A més en aquest apartat, en els experiments realitzats d’una 

sola incubació es mostra que l’amplada dels mEPPs no ha estat afectada, confirmant que tots 

els components purinèrgics utilitzats actuen de forma presinàptica. El procediment i l’anàlisi 

que s’ha seguit per dur a terme aquest experiments es mostra a l’apartat 10 de Materials i 

Mètodes. 

 Cal tenir present, que aquestes dues formes d’alliberació de l’acetilcolina (l’evocada i 

l’espontània) es regeixen per mecanismes diferents i per tant, no s’ha d’esperar una 

confirmació de les dades obtingudes amb els experiments evocats. S’ha registrat un mínim de 

15 fibres musculars control (en el cas de dobles incubacions, registre de la primera substància) 

i 15 fibres experiment (o la incubació de la segona substància en presència de la primera). S’ha 

realitzat un mínim de 5-8 músculs per cada substància purinèrgica. Els valors s’expressen com 

a % de variació ± SEM.  

 

5.1 Modulació exògena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió espontània 

5.1.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió 

espontània  

 Amb la intenció de conèixer l’efecte dels receptors d’ADO en la neurotransmissió 

espontània, s’han bloquejat tots els receptors d’ADO amb l’antagonista inespecífic 8-SPT (100 

μM) i s’ha observat un augment de la freqüència d’aparició dels mEPPs (% de increment: 
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35.47 ± 1.04, figura R.14A, columna 1). Seguint el mateix procediment, s’ha estudiat l’efecte 

contrari amb l’addició de l’ADO exògena i s’observa que a concentracions nanomolars no es 

modifica la freqüència, mentre que a concentracions micromolars té un efecte inhibitori en la 

neurotransmissió espontània (% de variació de l’ADO (300 nM): 2.45 ± 5.37; % de disminució 

de l’ADO (10 μM): 41.99 ± 2.50; de l’ADO (25 μM): 37.6 ± 2.70, figura R.14A, columnes 2-

4). Aquests resultats preliminars indiquen que els receptors d’ADO es troben implicats en la 

neurotransmissió espontània, donat que tant el bloqueig com l’estimulació inespecífica 

augmenta i disminueix la freqüència dels mEPPs, respectivament. 

 

5.1.2 Modulació del receptor A1 en la neurotransmissió espontània 

 Al modular en conjunt tots els autoreceptors d’ADO, podem modificar la 

neurotransmissió espontània però no coneixem el grau de participació de cada un d’ells per 

separat. A continuació, es valorarà aquest punt concret. Si bloquegem específicament el 

receptor A1 amb l’antagonista DPCPX (100 nM), s’observa un increment de l’alliberació 

espontània (% d’increment: 55.96 ± 17.53). Per un altre banda, si estimulem específicament el 

receptor d’ADO A1 amb l’agonista CCPA (1 μM) no es modifica la freqüència dels mEPPs (% 

de variació: 14.73 ± 9.16). Per tant, possiblement el responsable de l’increment de la 

freqüència dels mEPPs donat pel bloqueig no selectiu dels receptors d’ADO amb l’antagonista 

8-SPT sigui conseqüència del receptor A1. Per confirmar aquesta afirmació el següent pas serà 

estudiar que succeeix si bloquegem o estimulem específicament el receptor A2A. Els resultats 

d’aquest apartat es mostren en la figura R.14B (columnes 1 i 2). 

 

5.1.3 Modulació del receptor A2A en la neurotransmissió espontània 

 En l’experiment anterior, al bloquejar específicament el receptor A1 augmenta la 

freqüència, possiblement sigui a causa d’aquest receptor o bé, pot ser degut a l’acció del 

receptor A2A que està quedant lliure. Per confirmar-ho, s’ha bloquejat específicament el 

receptor A2A amb l’antagonista específic SCH-58261 (50 nM), i en un altre experiment 

diferent, s’ha estimulat específicament el receptor A2A amb l’agonista CGS-21680 (1 μM). En 

els dos casos no s’ha observat modificació en la freqüència dels mEPPs (% de variació: 2.27 ± 

6.22 i 0.22 ± 6.17, respectivament; figura R.14B, columnes 3 i 4). Resumint, possiblement el 

causant de l’augment de la freqüència donat pel 8-SPT sigui el receptor A1, ja que la inhibició 

o l’estimulació específica del receptor A2A no modifica l’alliberació espontània, únicament el 

bloqueig del receptor A1. Per tant, es pot concloure que el receptor A2A no participa en la 

neurotransmissió espontània. 
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5.1.4 Efecte de la inhibició específica del receptors A2B i A3 en la neurotransmissió 

espontània  

 En els estudis de localització amb tècniques d’immunohistoquímica s’ha demostrat la 

presència dels receptors d’ADO A2B i A3 en els nervis terminals, per tal efecte s’ha valorat la 

possible implicació d’aquests receptors en la neurotransmissió espontània. Per dur a terme 

aquest objectiu, s’ha bloquejat el receptor A2B amb l’antagonista específic MRS1706 (100 nM) 

i no s’ha observat modificació en l’alliberació espontània d’acetilcolina (% de variació: 2.26 ± 

23.15). En un altre experiment independent, s’ha bloquejat el receptor A3 amb l’inhibidor 

específic MRS1334 (100 nM) i tampoc s’ha observat canvis en la freqüència dels mEPPs (% 

de variació: 3.1 ± 5.22). Per tant, tal i com es mostra en la figura R.14B (columnes 5 i 6), 

segons els resultats obtinguts, els receptors A2B i A3 semblen no participar en la modulació de 

l’alliberació espontània, tot i sent presents en la NMJ com s’ha confirmat per 

immunohistoquímica i Western blot. 

 

5.2 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa (ADA) en la neurotransmissió espontània  

 Reprenent els resultats exposats, s’ha observat que el bloqueig de tots els receptors 

d’ADO augmenta l’alliberació, mentre que si estimulem inespecíficament disminueix aquesta 

alliberació espontània. Però sembla ser que aquesta disminució de l’alliberació és a través del 

receptor A1, perquè el bloqueig específic d’aquest receptor provoca un augment de la 

freqüència dels mEPPs. Aleshores, s’ha proposat estudiar l’efecte de la inhibició de l’ADO 

endògena amb l’enzim ADA (2 U/ml). En aquestes condicions, s’ha observat que l’ADA 

augmenta moderadament l’alliberació (% d’increment: 32.8 ± 1.8, figura R.15, columna 1), 

tenint una tendència similar a l’observada amb el 8-SPT i el DPCPX. Per tant, es pot concloure 

que l’ADO endògena inhibeix l’alliberació espontània d’acetilcolina.   
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Figura R.14. Modulació dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió espontània. (A) Modulació 

inespecífica dels receptors d’adenosina. La freqüència dels mEPPs augmenta després del bloqueig no selectiu amb el 

8-SPT, però disminueix després de l’estimulació inespecífica amb l’ADO únicament a concentracions micromolars. 

(B) Modulació selectiva dels receptors d’adenosina. Únicament el bloqueig del receptor A
1
 amb el DPCPX augmenta 

la freqüència dels mEPPs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors 

s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). En els histogrames A i B es 

presenten les amplades dels mEPPs de cada una de les substàncies utilitzades, confirmant que tots els components 

utilitzats actuen de forma presinàptica. A sota, es mostren registres representatius de l’ADO (300 nM i 25 μM) i del 

DPCPX des de la mateixa fibra abans (esquerra) i després d’1 hora d’afegir la substància purinèrgica (dreta). Barra 

d’escala horitzontal: 100 ms i vertical: 0.5 mV. 

 

5.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADO) en la neurotransmissió espontània  

 Com en el cas de l’alliberació evocada també s’ha investigat l’efecte prolongat de 

l’anàleg estable no metabolitzable, la CADO, en l’alliberació espontània. Experimentalment, 

s’ha observat que a concentracions nanomolars augmenta l’alliberació, mentre que a 

concentracions micromolars no hi ha modificació en la modulació de l’alliberació espontània 
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(% d’increment CADO (300 nM): 41.72 ± 2.74; % de variació CADO (10 μM): 7.66 ± 2.54, 

figura R.15, columnes 2 i 3). Per tant, depenent de la concentració tindrà un efecte en 

l’alliberació espontània. Possiblement, a concentracions altes el sistema arriba a una saturació 

o bé, hi pot haver un balanç entre el receptor A1 i A2A. A continuació, s’estudiarà aquestes 

afirmacions mitjançant experiments de dobles incubacions (veure el procediment detallat a 

l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.1 Efecte de la CADO a concentracions micromolars en la neurotransmissió espontània 

quan els receptors d’adenosina estan bloquejats 

 Com s’ha vist en l’apartat anterior, la CADO (10 μM) no afecta a l’alliberació 

espontània suggerint que possiblement pot haver un balanç entre els receptors A1/A2A per tant, 

s’ha decidit estudiar l’efecte de la CADO (10 μM) en presència del 8-SPT (100 μM). En 

aquesta situació la CADO (10 μM) tampoc modifica la freqüència de l’alliberació espontània 

(% de variació: 6.31 ± 3.87, figura R.16, columna 6). Per tant, la CADO en presència d’un 

antagonista inespecífic no modifica l’alliberament espontani. Una possible explicació és que, la 

Figura R.15. Efecte de l’ADO endògena i de la 

CADO en la neurotransmissió espontània. 

L’eliminació de l’ADO endògena amb l’enzim ADA 

indueix un augment moderat de la freqüència dels 

mEPPs. Així mateix, la CADO (300 nM) augmenta la 

freqüència dels mEPPs, mentre que la CADO (10 μM) 

no afecta a la freqüència. Per a cada columna: n = 5 

experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els 

valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, 

respecte als valors inicials (línia puntejada). En 

l’histograma es presenten les amplades dels mEPPs de 

cada una de les substàncies utilitzades, confirmant que 

tots els components utilitzats actuen de forma 

presinàptica.  
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CADO pot unir-se irreversiblement als llocs que el 8-SPT va deixant lliures, això farà que 

s’acceleri el turnover proteic i disminueixi la situació excitatòria produïda prèviament pel 8-

SPT tornant a la situació basal. 

 A partir dels resultats obtinguts, s’ha pensat avaluar el possible efecte individual dels 

dos tipus de receptors (A1 i A2A). El bloqueig selectiu del receptor A1 amb l’antagonista 

DPCPX (100 nM) i la posterior incubació amb la CADO (10 μM), no indueix un canvi en la 

freqüència dels mEPPs (% de variació: 19.46 ± 8.09, figura R.16, columna 8). Per tant, si el 

receptor A1 està bloquejat, la CADO pot unir-se al receptor A2A i activar-lo, però com s’ha vist 

anteriorment aquest receptor al no participar en l’alliberació espontània no modifica la 

freqüència dels mEPPs. O bé, com en el cas anterior, la CADO es pot unir irreversiblement als 

receptors lliures accelerant el turnover proteic, això pot fer que hi hagi menys receptors 

operatius i que disminueixi la situació excitatòria produïda prèviament pel DPCPX tornant a la 

situació basal. 

 Per un altre banda, quan s’estudia l’efecte de la CADO (10 μM) en presència de 

l’antagonista específic del receptor A2A, l’SCH-58261 (50 nM), tampoc s’observen canvis en la 

freqüència dels mEPPs (% de variació 19.68 ± 9.39, figura R.16, columna 10). En aquestes 

condicions poden haver dues possibilitats: la primera és que la CADO es pugui unir al receptor 

A1 a l’estar el receptor A2A bloquejat, però tot així no afecta a l’alliberació espontània. Una 

segona possibilitat és que es pot suposar que la CADO s’uneixi als llocs que va deixar lliures 

l’antagonista SCH-58261. Si fos així el turnover proteic s’accelararà. Tal com s’ha vist abans, 

el receptor A2A  no participa en la neurotransmissió espontània; així per molt que la CADO 

activi aquest receptor la freqüència no es veurà afectada.  

 

5.3.2 Efecte de la CADO a concentracions nanomolars en la neurotransmissió espontània 

quan els receptors d’adenosina estan bloquejats 

 Els resultats han mostrat que la CADO (300 nM) augmenta la freqüència dels mEPPs. 

Amb la finalitat de conèixer quin receptor d’ADO pot estar implicat en aquest augment 

d’alliberació, primer s’ha estudiat l’efecte de la CADO (300 nM) en presència de l’antagonista 

inespecífic 8-SPT (100 μM) i no s’ha observat canvis en la freqüència dels mEPPs (% de 

variació: 1.08 ± 4.10, figura R.16, columna 7). Possiblement, el 8-SPT augmenta l’alliberació 

espontània d’acetilcolina fent que la situació sigui excitatòria, al afegir la CADO que té el 

mateix efecte, fa que la situació es mantingui sense afectar a la freqüència. El següent pas serà 

estudiar cada receptor per separat. 
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 En primer lloc, s’ha estudiat l’efecte de la CADO (300 nM) en presència del 

DPCPX (100 nM) i tampoc s’ha vist canvis en la freqüència dels mEPPs (% de variació: 13.92 

± 3, figura R.16, columna 9). En experiments anteriors, s’ha observat que la incubació del 

DPCPX augmenta l’alliberació espontània un comportament similar a la CADO a 

concentracions nanomolars. Per tant, el DPCPX provoca un increment de l’alliberació prou 

important, per a que la CADO no pugi augmentar més aquesta alliberació. 

 En segon lloc, s’ha avaluat l’efecte de la CADO (300 nM) després del bloqueig 

específic del receptor A2A amb l’antagonista SCH-58261 (50 nM). Com en els casos anteriors, 

no s’han observat canvis en l’alliberació espontània (% de variació: 3.36 ± 2.53, figura R.16, 

columna 11), donat que, com s’ha dit anteriorment, el receptor A2A no participa en la 

neurotransmissió espontània. Es pot concloure, que la CADO en presència d’un antagonista 

específic, sigui el que sigui, no modifica la freqüència dels mEPPs. 

 

 En resum, segons els resultats exposats en aquest apartat, s’ha observat que els 

receptors d’ADO participen en l’alliberació espontània perquè tant el bloqueig com 

l’estimulació inespecífica augmenta i disminueix la freqüència dels mEPPs, respectivament. 

No obstant, sembla ser que l’ADO endògena disminueix l’alliberació espontània a través del 

receptor A1, perquè el bloqueig específic d’aquest receptor augmenta l’alliberació. I a més, 

aquesta acció inhibitòria de l’ADO endògena, s’ha confirmat amb la incubació de l’enzim 

ADA que indueix un augment de la freqüència dels mEPPs, un efecte similar a l’observat en el 

cas dels antagonistes 8-SPT i el DPCPX. Per un altre banda, s’ha avaluat l’efecte prolongat de 

la CADO en la neurotransmissió espontània. S’ha vist que a concentracions micromolars no 

s’observen canvis en la freqüència dels mEPPs, però a concentracions nanomolars augmenta 

l’alliberació espontània. No obstant, la CADO (en les dues concentracions) en presència dels 

inhibidors inespecífics o específics no indueixen canvis en l’alliberació. S’ha suggerit que 

possiblement els dos receptors (A1 i A2A) necessitin treballar conjuntament per a que la CADO 

a concentracions nanomolars pugui augmentar l’alliberació espontània, ja que si inhibim aquest 

receptors per separat no s’ha observat cap modificació en la freqüència. En canvi, a altes 

concentracions el sistema pot arribar a un equilibri entre els receptors A1 i A2A fent que no es 

modifiqui l’alliberació d’acetilcolina espontània. 
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Figura R.16. Efecte de la CADO en l’alliberació espontània d’acetilcolina. A l’esquerra (columnes blanques) 

efecte individual en la freqüència dels mEPPs de cada substància purinèrgica. A continuació, es mostra l’efecte de la 

CADO en presència dels bloquejadors purinèrgics (columnes farcides) i l’ordre d’incubació dels moduladors es mostra 

en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). La CADO a 10 

μM no canvia la freqüència dels mEPPs ni després de la preincubació del 8-SPT, el DPCPX o l’SCH-58261. No 

obstant, CADO a 300 nM augmenta la freqüència dels mEPPs, aquest augment és evitat per la preincubació dels 

moduladors 8-SPT, DPCPX o SCH-58261. Per a cada columna n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per músculs. 

Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P < 0.05 amb respecte als valors inicials (línia puntejada). Barra d’escala 

horitzontal 100 ms i vertical 0.5 mV. A sota, es mostra uns exemples de registres de mEPPs de l’efecte de la CADO 

(300 nM, 1h) en presència dels moduladors purinèrgics. Barra d’escala horitzontal: 25 ms i vertical: 1 mV.   
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6. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT 

SINÀPTICA EVOCADA A 40 Hz 

 En l’apartat 4.1 s’ha demostrat que en condicions basals (a 1 Hz) i quan la funció 

sinàptica està inalterada (bloquejant la contracció muscular amb la μ-CgTx GIIIB 1.5-3 μM, i 

en ocasions la incubació s’ha realitzat conjuntament amb el BTS 200 μM), els receptors 

d’ADO no es troben acoblats en el control de la neurotransmissió evocada. A continuació, s’ha 

proposat analitzar la possible participació cooperativa dels receptors d’ADO durant una intensa 

activitat sinàptica amb la neurotoxina (μ-CgTx GIIIB, 3 μM). Per dur a terme aquest estudi, 

s’ha realitzat experiments aplicant trens d’estímuls a una freqüència de 40 Hz (estímul supra 

màxim) durant dos minuts, deixant descansar la fibra un interval de 10 minuts entre registre i 

registre. Primer, s’ha registrat els EPPs d’un mínim de 4 fibres musculars control en Ringer 

normal (en el cas d’incubacions seriades registre de la primera substància). A continuació, 

s’incuba amb la substància d’estudi (o bé la incubació de la segona substància en presència de 

la primera) i es realitza el registre experiment d’un mínim de 4 fibres més. Per l’anàlisi de la 

depressió sinàptica es mesura el promig de l’amplada dels últims 15 EPPs respecte el promig 

de l’amplada dels 15 primers EPPs de cada fibra (veure procediment en l’apartat 10.8 a 

Materials i Mètodes). 

 Prèviament, s’ha fet un experiment control on tant en el registre control com en 

l’experiment s’ha incubat la preparació amb solució Ringer normal, mantenint la funció 

sinàptica preservada (bloquejant la contracció amb la μ-CgTx GIIIB). En aquestes condicions 

control s’ha observat una reducció de la depressió del 50% (és a dir, els 15 últims EPPs de cada 

tren són la meitat de grans que els 15 primers). A continuació, es mostren els resultats 

obtinguts en aquest apartat. 

 

6.1 Modulació exògena dels receptors d’adenosina durant l’activitat sinàptica a 40 Hz 

6.1.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina durant l’activitat sinàptica a 40 

Hz 

 Primer, s’ha analitzat l’efecte de l’ADO endògena a través del bloqueig de tots els 

receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT (100 μM). S’ha vist que augmenta 

considerablement la depressió (% d’increment de la depressió: 48.9, figura R.17) disminuint 

més que en la situació control. A continuació s’ha estudiat l’efecte contrari, l’activació de tots 

els receptors amb l’ADO a concentracions nanomolars (300 nM) i micromolars (10 μM). A 

baixes concentracions, no s’ha trobat modificació significativa en el promig de l’amplada dels 
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últims 15 EPPs respecte els 15 primers (% de variació de la depressió: 17.9). Mentre que, a 

altes concentracions (10 μM), l’ADO redueix considerablement la magnitud de la depressió (% 

de disminució de la depressió: 47.8; veure la figura R.17), tenint una acció protectora de la 

funció sinàptica. En la figura R.17 (a sota de l’histograma) es mostra uns exemples d’un 

registre d’una fibra abans i després d’afegir la substància purinèrgica. S’observa com el 

bloqueig amb l’antagonista 8-SPT o l’addició de l’ADO exògena a concentracions 

micromolars, produeix un augment i una reducció de la magnitud de la depressió, 

respectivament. Per tant, aquests resultats preliminars mostren que els receptors d’ADO es 

troben implicats en la modulació de la depressió sinàptica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.17. Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina durant l’activitat sinàptica a 40 Hz. S’han 

produït estímuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estímul supra màxim) i s’ha analitzat l’efecte del 8-SPT (100 μM, 1 

hora) i de l’ADO (300 nM i 10 μM, 1 hora) en la modulació de la depressió sinàptica. L’histograma mostra l’amplada 

mitja dels 15 primers EPPs (columnes blanques) i dels 15 últims EPPs (columnes farcides) de cada tren. El control, 

representa els valors obtinguts en cada múscul abans d’afegir la substància purinèrgica (el 8-SPT o l’ADO), els valors 

s’han obtingut en aquest músculs després de l’addició de la substància. Per clarificar la figura, es mostra el % de 

variació entre les dues amplades mitges dels 15 últims EPPs en la situació control i experiment que es presenten en les 

columnes farcides per a cada tipus d’experiment. La gràfica mostra que l’addició del 8-SPT augmenta la magnitud de 

la depressió, mentre que l’ADO té un efecte protector sobretot a concentracions micromolars. Per a cada columna n = 

5-8 músculs amb un registre 8-10 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P < 0.05 respecte als 

valors controls (línia puntejada). A sota, registre representatiu de la mateixa fibra muscular. Abans (esquerra) i després 

(dreta) d’afegir la substància purinèrgica. Barra d’escala horitzontal: 50 ms i vertical: 10 mV.  
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6.1.2 Modulació del receptor A1 durant l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 A l’observar la implicació dels receptors d’ADO en la modulació de la depressió, 

tenint un efecte protector de la funció sinàptica amb l’addició de l’ADO exògena. Un propòsit 

d’aquest treball ha sigut conèixer com participen específicament cada receptor en aquest 

procés. En primer lloc, s’ha avaluat l’efecte del bloqueig específic del receptor A1 amb 

l’antagonista DPCPX (100 nM) durant l’activitat sinàptica, i s’ha vist que no indueix canvis en 

la magnitud de la depressió (% de variació: 3.09, figura R.18A). En segon lloc, s’ha estudiat 

l’efecte de l’estimulació específica d’aquest receptor amb l’agonista CCPA (1 μM) i tampoc 

s’observa efecte en la depressió, tendeix a mantenir-se tal i com estaria en condicions basals (% 

de variació: 5.80, figura R.18A). Per tant, la modulació específica del receptor A1 no indueix 

canvis en la magnitud de la depressió. 

 

6.1.3 Modulació del receptor A2A durant l’activitat sinàptica a 40 Hz Donat que el receptor A1R sembla no participar en la modulació de la depressió sinàptica, s’ha avaluat si pel contrari el receptor A2AR participava.  Per estudiar la  

 Per estudiar la implicació del receptor A2A en la depressió, s’ha bloquejat el receptor 

selectivament amb l’antagonista SCH-58261 (50 nM) o bé, s’ha estimulat de forma específica 

amb l’agonista CGS-21680 (1 μM) en experiments per separat. En els dos casos no s’ha 

observat efecte en la mitjana de l’amplada dels últims 15 EPPs del tren respecte els primers (% 

de variació: 3.91 i 1.26, respectivament; figura R.18A).  

 Fins el moment segons els resultats exposats en aquest apartat, s’ha observat que si 

inhibim completament els receptors augmenta la depressió, mentre que si els estimulem 

inespecíficament l’ADO té un efecte protector que no s’observa quan es modula per separat els 

receptors A1 i A2A. El conjunt d’aquests resultats indiquen, que aquests receptors han de 

treballar de forma cooperativa.  

 

6.1.4 Efecte de la inhibició específica dels receptors A2B i A3 durant l’activitat sinàptica a 

40 Hz 

 A conseqüència dels resultats obtinguts, s’ha qüestionat la possible participació dels 

altres dos receptors descrits (A2B i A3) en la modulació de la depressió sinàptica. Per aquest 

estudi, s’ha bloquejat aquests receptors per separat en experiments independents. S’ha trobat 

que el bloqueig del receptor A2B amb l’antagonista selectiu MRS1706 (100 nM), com la 

inhibició del receptor A3 amb l’antagonista específic MRS1334 (100 nM) no modifica la 

magnitud de la depressió (% de variació: 1.29 i 9.48, respectivament; figura R.18B). Amb 

aquests resultats es confirma que possiblement dos o més receptors d’ADO necessiten treballar 

de forma col·laborativa per tenir un efecte protector en la depressió sinàptica. 
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Figura R.18. Modulació específica dels receptors d’adenosina durant l’activitat sinàptica a 40 Hz. (A) S’han 

produït estímuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estímul supra màxim) i s’ha analitzat l’efecte dels moduladors 

específics en els canvis en la modulació de la depressió sinàptica. L’histograma mostra l’amplada mitja dels 15 primers 

EPPs (columnes blanques) i dels 15 últims de cada tren (columnes farcides). El control, representa els valors obtinguts 

en cada múscul abans d’afegir el modulador, els valors s’han obtingut en aquests músculs després de l’addició de la 

substància purinèrgica. Cap modulador específic té efecte en la depressió sinàptica. Per a cada columna n = 5-8 

músculs amb un registre 8-10 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM. (B) Registre representatiu 

de la mateixa fibra muscular. Abans (esquerra) i després (dreta) d’afegir els bloquejadors dels receptors A
2B

 

(MRS1704, 1 hora) i A
3
 (MRS1334, 1 hora) on s’observa que aquests moduladors no modifiquen la magnitud de la 

depressió. Barra d’escala horitzontal: 50 ms i vertical: 10 mV.  

 

 Fins el moment, s’ha observat que el bloqueig de tots els receptors d’ADO augmenta 

la depressió però en canvi, si s’estimulen amb l’ADO s’obté un efecte protector de la 

depressió. Però, si s’inhibeixen o s’estimulen específicament cada receptor d’ADO per separat 

no hi ha modificació en la magnitud de la depressió. Aquests resultats es poden interpretar com 
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que dos o més receptors d’ADO necessiten treballar junts per tenir un efecte protector davant 

d’una situació d’intensa activitat sinàptica. Per tant, això pot significar que aquests receptors 

participen en la modulació de l’alliberació d’acetilcolina durant una activitat sinàptica 

repetitiva i esgotadora de forma col·laborativa. 

 

6.2 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa (ADA) durant l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 Donat que s’ha observat que l’addició de l’ADO exògena té un efecte protector en la 

depressió, s’ha estudiat si l’efecte de l’ADO endògena té alguna implicació en la modulació de 

la depressió. Per realitzar aquest estudi, s’ha utilitzat l’enzim ADA que transforma l’ADO en 

inosina, inactivant-la. En aquestes condicions, l’ADA (2 U/ml) no indueix cap canvi en la 

modulació de la depressió (% de variació: 5.17, figura R.19). Possiblement, això indica que la 

quantitat d’ADO produïda en la fenedura sinàptica durant aquestes freqüències d’estimulació, 

no és suficient per disminuir la magnitud de la depressió. 

 

6.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADO) durant l’activitat sinàptica a 40 Hz  

 En els experiments anteriors, s’ha observat que l’addició de l’ADO exògena té un 

efecte protector en la depressió, però l’addició dels moduladors exògens específics no modifica 

la magnitud de la depressió, suggerint que és necessaria la implicació i el treball conjunt de dos 

o més receptors d’ADO per tenir un efecte protector en la depressió. Mentre que, la producció 

de l’ADO endògena en aquestes condicions és insuficient per reduir la magnitud de la 

depressió. Per tant, ens vam proposar analitzar l’efecte de la CADO a dos concentracions 

diferents (10 μM i 300 nM) sobre els receptors d’ADO influenciats per l’activitat sinàptica 

repetitiva i quins subtipus de receptors es troben implicats. 

 La figura R.19 es mostra que l’efecte prolongat de la CADO (10 μM) produeix una 

reducció no significativa en la modulació de la depressió (% de variació: 16.69) en comparació 

amb l’efecte de l’ADO exògena. Possiblement, en condicions d’altes concentracions de 

CADO, una vegada la CADO s’uneix al receptor es dóna la formació del complex receptor-

lligand. Aquest complex, farà que s’acceleri el turnover proteic amb un resultat de menys 

receptors operatius. El que farà que no s’activi tant la neurotransmissió fent que la situació 

sigui menys protectora que en el cas de l’addició de l’ADO exògena que té un efecte clarament 

protector. En canvi, la CADO (300 nM) no indueix modificació en el promig de l’amplada dels 

15 últims EPPs respecte els 15 primers (% de variació: 6.64, figura R.19). Possiblement, 

aquestes concentracions de CADO no són suficients per activar aquesta via.  
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 Resumint, la CADO a concentracions micromolars té un efecte protector però menor 

que l’efecte de l’ADO exògena, mentre que a concentracions nanomolars no s’ha observat cap 

efecte en la depressió. El següent pas, serà estudiar quins receptors d’ADO estan implicats en 

l’efecte protector de la CADO (10 μM) mitjançant experiments de dobles incubacions (veure el 

procediment detallat a l’apartat 10.8 a Materials i Mètodes).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.19. Efecte de l’adenosina endògena i la CADO en la modulació de la depressió sinàptica a 40 Hz. S’han 

produït estímuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estímul supra màxim) i s’ha analitzat l’efecte de l’enzim ADA i la 

CADO (10 μM i 300 nM) en la modulació de la depressió sinàptica (augment o disminució del promig de l’amplada 

dels 15 últims EPPs d’un tren). L’histograma mostra el promig de l’amplada dels 15 primers EPPs (columnes 

blanques) i dels 15 últims de cada tren (columnes farcides). El control, representa els valors obtinguts en cada múscul 

abans d’afegir l’ADA o la CADO, els valors s’han obtingut en aquests músculs després de l’addició d’aquestes 

substàncies. La gràfica mostra que l’ADA i la CADO 300 nM no tenen efecte en la depressió. No obstant, la CADO 10 

μM provoca una disminució no significativa de la magnitud de la depressió d’un 17%, aproximadament. Per a cada 

columna n = 5-8 músculs amb un registre 8-10 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM. 

 

6.3.1 Efecte de la CADO quan els receptors d’adenosina estan bloquejats durant 

l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 Recordem en experiments d’activitat sinàptica realitzats prèviament, la inhibició de 

tots els receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT (100 μM) produeix un augment de la 

depressió, mentre que la CADO (10 μM) té efecte protector però menor que l’efecte de l’ADO 

exògena. Per avaluar quin receptor es troba implicat en aquest efecte protector, s’ha estudiat 

l’efecte de la CADO (10 μM) en presència del 8-SPT (100 μM). En aquestes condicions no 

s’han observat canvis en la depressió (% de variació: 8.04, figura R.20). Possiblement, pot 

indicar que hi hagi una acció compensatòria entre els dos tipus de receptors d’ADO. Per 
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confirmar aquesta afirmació s’estudiarà per separat l’efecte de la CADO en presència dels 

inhibidors específics dels receptors d’ADO A1 i A2A. 

 

6.3.2 Efecte de la CADO quan el receptor A1 està bloquejats durant l’activitat sinàptica a 

40 Hz 

 Per estudiar si hi ha un efecte compensatori entre aquest dos receptors primer s’ha 

estudiat l’efecte de la CADO (10 μM) en presència del bloquejador del receptor A1, el DPCPX 

(100 nM). S’ha de tenir present que l’antagonista DPCPX a 40 Hz no produeix canvis en la 

depressió. En la figura R.20 es veu que en aquestes condicions, la CADO (10 μM) després del 

bloqueig del receptor A1 amb l’antagonista DPCPX experimenta un petit increment no 

significatiu de la depressió (% d’increment de la depressió: 19). Possiblement, a l’estimular 

irreversiblement tots els receptors purinèrgics en presència d’un inhibidor específic del 

receptor A1, és com si estimuléssim al receptor A2A. El resultat que veiem es pot interpretar 

degut al bloqueig del receptor A1 o bé, que el receptor que queda lliure (A2A) no participa en la 

depressió en aquestes característiques experimentals. Amb la finalitat de confirmar aquestes 

afirmacions, el següent experiment serà estimular tots els receptors A1, tenint el receptor A2A 

bloquejat. 

 

6.3.3 Efecte de la CADO quan el receptor A2A està bloquejats durant l’activitat sinàptica 

a 40 Hz  

 Per avaluar l’efecte del receptor A2A s’ha estudiat l’efecte de la CADO (10 μM) en 

presència de l’antagonista del receptor A2A, l’SCH-58261 (50 nM). En aquestes condicions, el 

receptor A2A està bloquejat per l’SCH-58261, i la CADO està estimulant al receptor A1 tenint 

una acció fortament protectora de la depressió sinàptica (% de disminució: 51.39, figura R.20) 

similar a l’efecte de l’ADO exògena. Per tant, el bloqueig del receptor A2A té una acció 

protectora de la depressió possiblement donada pel receptor A1 que queda lliure. 
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Figura R.20. Efecte de la CADO 10 μM quan els receptors d’adenosina estan bloquejats. S’han produït estímuls 

(trens a 40 Hz durant 2 minuts, estímul supra màxim) i s’ha analitzat l’efecte de la CADO (10 μM) en presència dels 

antagonistes purinèrgics en la modulació de la depressió sinàptica (augment o disminució del promig de l’amplada dels 

15 últims EPPs d’un tren). L’histograma mostra l’amplada mitja dels 15 primers EPPs (columnes blanques) i dels 15 

últims de cada tren (columnes farcides). A l’esquerra, es mostra el control que representa els valors obtinguts en cada 

múscul abans d’afegir la CADO. A continuació, s’observa l’efecte de la CADO en presència dels antagonistes 

purinèrgics. L’ordre d’incubació dels moduladors es presenta en cada columna corresponent (a sota), la línia 

discontinua indica la preincubació de la substància purinèrgica i la línia negra més ampla indica la incubació posterior 

de la CADO. Únicament, després del bloqueig del receptor A
2A

 amb l’SCH-58261 s’ha trobat que la CADO té un 

efecte protector en la depressió, magnitud similar a l’efecte de l’ADO exògena en les mateixes condicions. Per a cada 

columna n = 5-8 músculs amb un registre 8-10 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P < 

0.05 respecte als valors controls (línia puntejada).  

 

 En definitiva, en aquest apartat es pot concloure que els receptors d’ADO estan 

implicats en el control de la depressió. El bloqueig inespecífic dels receptors d’ADO augmenta 

la depressió, mentre que l’addició de l’ADO exògena té un efecte clarament protector. Aquest 

efecte protector no s’observa modulant cada receptor separadament. Tampoc s’observa aquest 

efecte avaluant l’efecte del nivell de l’ADO endògena produïda en la fenedura sinàptica en 

aquestes condicions utilitzant l’enzim ADA. El que fa pensar que els receptors d’ADO 

participen de forma cooperativa en la modulació de l’alliberació d’acetilcolina durant una 

activitat sinàptica repetitiva i esgotadora. I més, en aquestes condicions, l’ADO endògena és 

insuficient per disminuir la magnitud de la depressió. Per un altre banda, la CADO (10 μM) té 

un efecte protector en la depressió, però menor que l’observat per l’ADO exògena. Els 

receptors d’ADO units irreversiblement a la CADO poden ser segrestats per la via de les 

ubiqüitinases i, com sol passar en aquesta via, una part d’aquest receptors tornen una altra 

vegada a la superfície fent que la situació sigui menys protectora que en el cas de l’ADO 

exògena que no s’uneix de forma irreversible. Aquest efecte protector de la CADO sembla ser 

a través del receptor A1 perquè és augmentat quan el receptor A2A està bloquejat i s’evita quan 

es bloquegen tots els receptors. Aquestes dades suggereixen que el receptor A2A té una paper 
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modulador negatiu en A1 en aquestes condicions experimentals de la CADO. Per un altre 

banda, s’ha vist que la CADO (300 nM) és una concentració insuficient per activar aquesta via. 

 

6.4 Facilitació  

 En tots els experiments d’activitat sinàptica a 40 Hz s’ha estudiat els paired pulses o 

facilitació. Els paired pulses es consideren generalment com el resultat de l’augment 

d’alliberació evocada del segon potencial d’acció respecte el primer degut al Ca
+2

 residual 

presinàptic (del Castillo i Katz, 1954; Katz i Miledi, 1968). L’estudi dels paired pulses ens 

permet identificar modificacions en la gestió intracel·lular del Ca
+2

 com per exemple, canals, 

bombes o receptors de la rianodina. En aquest estudi no s’ha trobat diferències significatives en 

els pair pulses creiem que es degut a que NMJ és un sistema molt estable comparat amb el 

sistema nerviós central que hi ha més variabilitat (Accorsi-Mendoça i cols., 2013). En aquest 

treball s’ha avaluat els paired pulses com la ràtio de l’amplada del segon EPP respecte el 

primer EPP (veure figura R.21A-B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R.21. Efecte general dels moduladors purinèrgics 

en els pair pulses. La facilitació s’ha representat com la 

ràtio de l’amplada del segon EPP de cada tren respecte al 

primer estimulant a 40 Hz (estímul supra màxim). Les 

columnes blanques representen el control i les columnes 

farcides són l’efecte de la substància purinèrgica després d’1 

hora d’incubació en la mateixa fibra muscular. (A) 

Facilitació dels moduladors inespecífics en % de variació: 8-

SPT (100 μM): 3.12; ADO (300 nM): 1.2; ADO (10 μM): 

3.61. (B) Facilitació dels moduladors específics, de l’enzim 

ADA i de la CADO. Tant en A com en B, no s’observen 

variacions significatives en l’amplada de la ràtio EPP
2
/EPP

1
. 

Per a cada columna n = 5 músculs amb un registre de 8-10 

fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± 

SEM. 
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7 PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA DURANT L’ACTIVITAT 

SINÀPTICA EVOCADA A 100 Hz 

 Segons els experiments d’activitat sinàptica (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estímul 

supra màxim) realitzats anteriorment, es pot afirmar que dos o més receptors d’ADO necessiten 

treballar de forma col·laborativa per tenir un efecte protector davant de la depressió. A més 

s’ha vist, que els nivells d’ADO endògena en la fenedura sinàptica produïda durant els trens a 

40 Hz poden ser insuficients per reduir la depressió. L’efecte protector de la CADO (10 μM) 

sembla ser a través del receptor A1. Per tant, el següent objectiu plantejat ha sigut estudiar 

l’efecte dels moduladors inespecífics dels receptors d’ADO i de l’ADA, en control de la 

depressió durant l’estimulació elèctrica del múscul a 100 Hz (trens a 100 Hz durant 2 minuts, 

estímul supra màxim). El procediment que s’ha dut a terme és similar als experiments realitzats 

de trens a 40 Hz i que s’ha descrit a l’apartat de Materials i Mètodes mantenint en tot moment 

la funció sinàptica preservada.  

 Prèviament a realitzar l’estudi, s’ha fet un experiment control en el qual s’ha incubat 

el múscul amb la solució Ringer normal durant el registre control i l’experiment. En aquestes 

condicions no s’ha observat variació en el promig de l’amplada dels 15 últims EPPs respecte 

als primers 15 de cada tren (% de variació: 9.74). A aquestes altes freqüències d’activitat 

sinàptica, l’amplada inicial dels EPPs pot disminuir ràpidament un 70-80% de l’amplada inicial 

dels EPPs, encara que els trens poden ser reproduïbles durant almenys durant 2-3 hores. En 

aquest tipus d’experiments és freqüent observar falles (estímuls que no produeixen EPPs), 

mentre que en els experiments de 40 Hz són escasses. Els valors es mostren com % de variació 

± SEM. En tots els experiments s’ha utilitzat 5-8 músculs per cada substància estudiada. 

 

7.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina durant l’activitat sinàptica a 100 

Hz   

 En relació als experiments controls d’activitat sinàptica fets prèviament, s’ha observat 

que en els experiments controls d’activitat sinàptica realitzats a 40 Hz es produeix una reducció 

de la depressió del 50%. Mentre que en els experiments controls realitzats a 100 Hz, en les 

mateixes condicions experimentals, no s’ha vist modificació en la magnitud de la depressió. 

Això pot indicar que possiblement podria haver un mecanisme compensatori entre els receptors 

A1 i A2A a aquestes altes freqüències d’estimulació. Per aquest fet, i perquè s’ha vist que els 

nivells produïts d’ADO en la fenedura durant els trens poden ser insuficients per reduir la 
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magnitud de la depressió a 40 Hz, s’ha decidit estudiar la participació dels receptors d’ADO 

durant una situació d’intensa activitat sinàptica (trens d’estímul a 100 Hz durant 2 minuts). 

 Per dur a terme aquest estudi, s’ha realitzat experiments independents per avaluar 

l’efecte de l’ADO endògena amb el bloqueig de tots els receptors d’ADO amb l’antagonista 8-

SPT (100 μM), i l’efecte amb l’addició de l’ADO exògena (25 μM). En aquest cas, a diferència 

dels experiments de depressió a 40 Hz, ni el 8-SPT ni l’ADO indueixen un canvi en la 

magnitud de la depressió (% de variació: 1.85 i 9.78, respectivament; figura R.22). Aquest 

resultat es pot interpretar com que possiblement en aquesta situació d’alta intensitat, el sistema 

pot arribar a una saturació. És a dir, en el cas dels experiments d’activitat a 40 Hz els receptors 

d’ADO tenen una capacitat moduladora, però quan arriba a una freqüència d’estimulació 100 

Hz pot ser que es superi aquesta capacitat moduladora. Per confirmar aquesta afirmació s’ha 

estudiat la implicació de cada receptor d’ADO per separat. 

 

7.2 Efecte del bloqueig del receptor A1 i del receptor A2A durant l’activitat sinàptica a 100 

Hz 

 Amb els resultats obtinguts fins el moment (trens d’estímul a 100 Hz durant 2 minuts), 

s’ha volgut valorar en experiments independents, l’efecte de la inhibició selectiva dels 

receptors A1 i A2A en aquestes condicions. Es pot observar que el bloqueig selectiu del receptor 

A1 amb l’antagonista DPCPX (100 nM) no afecta a la depressió (% de variació: 15.43, figura 

R.22) però pel contrari, el bloqueig del receptor A2A amb l’antagonista SCH-58261 (50 nM) té 

un efecte protector reduint considerablement la magnitud de la depressió (% de disminució: 

77.59, figura R.22). Possiblement, pot indicar que en condicions d’alta activitat l’ADO 

endògena pot reduir la depressió a través del receptor A1.  

 

7.3 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa (ADA) durant l’activitat sinàptica a 100 Hz  

 Anteriorment, en els experiments d’activitat sinàptica a 40 Hz s’ha vist que el nivell 

de l’ADO endògena produïda en la fenedura sinàptica durant els trens no és suficient per reduir 

la depressió. A més, s’ha vist que la modulació inespecífica dels receptors d’ADO en trens de 

100 Hz no modifica la depressió. Per confirmar si el nivell d’ADO endogena produït en trens a 

altes freqüències (100 Hz) és suficient per activar als receptors d’ADO i tenir un efecte 

protector, s’han realitzat experiments amb l’enzim ADA que inactiva l’efecte de l’ADO 

hidrolitzant-la a inosina. En aquest cas, l’ADA augmenta considerablement la magnitud de la 

depressió (% de variació: 56.66, figura R.22). Aquest resultat sembla indicar que a altes 
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freqüències, l’ADO endògena produïda a en aquestes condicions sembla interaccionar amb els 

receptors d’ADO protegint de la depressió. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura R.22. Efecte dels moduladors dels 

receptors d’adenosina en la depressió 

sinàptica a 100 Hz. S’han produït estímuls 

(trens a 100 Hz durant 2 minuts, estímul 

supra màxim) i s’ha analitzat l’efecte dels 

moduladors inespecífics i específics i de 

l’enzim ADA en la modulació de la depressió 

sinàptica (augment o disminució del 

l’amplada mitja dels 15 últims EPPs d’un 

tren). L’histograma mostra el promig de 

l’amplada dels 15 primers EPPs (columnes 

blanques) i dels 15 últims de cada tren 

(columnes farcides). El control, representa els 

valors obtinguts en cada múscul abans 

d’afegir la substància purinèrgica i s’ha 

obtingut els valors en aquest músculs després 

de l’addició d’aquestes substàncies (1 hora). 

La gràfica mostra que el bloqueig del receptor 

A
2A

 amb l’antagonista SCH-58261 

disminueix consideradament la magnitud de 

la depressió tenint un efecte protector, mentre 

que l’ADA augmenta la depressió 

considerablement. Per a cada columna n = 5-

8 músculs amb un registre 8-10 fibres per 

múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± 

SEM, *P < 0.05 respecte als valors controls 

(línia puntejada). 
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 En resum, la modulació inespecífica dels receptors d’ADO no modifica la depressió. 

La producció de l’ADO endògena en la fenedura sinàptica en aquestes condicions és suficient 

per tenir un efecte protector activant al receptor A1, ja que el bloqueig del receptor A2A redueix 

considerablement la depressió. 

 

8. RELACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE 

SENYALITZACIÓ EN LA NEUROTRANSMISSIÓ EVOCADA  

 Els treballs publicats fins el moment en el grup, es mostra que existeixen diferents 

molècules de senyalització com els mAChRs, les serina/treonina quinases (PKA i PKC) i els 

VDCCs que s’expressen, es localitzen en la sinapsi neuromuscular i es troben implicades en 

la modulació de la neurotransmissió. Així mateix, es va estudiar la relació funcional entre 

aquestes vies de senyalització en l’acoblament de la neurotransmissió (veure amb més detall 

a l’apartat de la Introducció secció 3: Molècules implicades en la transmissió 

neuromuscular). A més, com s’ha comentat anteriorment en l’apartat de la Introducció, els 

receptors d’ADO són pleioentròpics i la seva activació pot influir en l’acció d’altres 

neurotransmissors i neuromoduladors indirectament, comportant-se com un modulador de 

moduladors ja que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors presinàptics estan 

sota el control concís dels receptors d’ADO (Queiroz i cols., 2003; Cunha, 2005). Per tant, en 

aquesta tesi s’ha proposat estudiar amb detall la relació funcional dels receptors d’ADO amb 

aquestes molècules implicades en el control de la neurotransmissió (mAChRs, PKA, PKC i 

VDCCs) mitjançant experiments de dobles incubacions. En aquest cas, també s’ha registrat 

simultàniament i intracel·lularment els EPPs i el mEPPs per poder estimar el contingut 

quàntic pel mètode directe i s’ha utilitzat un mínim 5-8 músculs per substància estudiada 

mantenint en tot moment la funció sinàptica preservada. S’ha seguit el següent protocol: 

primer s’ha preincubat la preparació durant 1 hora amb els moduladors purinèrgics i a 

continuació, s’ha fet el registre control de 15 fibres musculars. Posteriorment, s’ha incubat 

(durant 1 hora addicional) amb la segona substància moduladora d’aquestes molècules 

(mAChRs, PKA, PKC i VDCCs) en presència de la primera substància i s’ha fet el registre 

experiment. En alguns casos que s’ha cregut oportú, s’ha realitzat l’experiment recíproc. 

Finalment, s’ha estudiat la resposta de l’últim modulador sobre la neurotransmissió (veure el 

procediment detallat l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 
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8.1 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió evocada 

 Un dels objectius d’aquest treball ha sigut determinar si hi ha alguna possible relació 

funcional entre els receptors d’ADO amb els mAChRs. En estudis previs en el grup, es va 

veure que els mAChRs modulen la neurotransmissió evocada. En la NMJ adulta, el receptor 

M1 augmenta la neurotransmissió, mentre que el M2 la inhibeix. Els dos mecanismes M1 i M2 

operen en paral·lel encara que en condicions normals, la funció muscarínica inhibeix 

l’alliberació donat que un bloqueig no selectiu dels mAChRs amb l’atropina (AT) potencia 

l’alliberació, el que indica la predominança del receptor M2 (Santafé i cols., 2003, 2006; 

Garcia i cols, 2005; Tomàs i cols., 2014). El que suggereix que la inhibició tònica de 

l’alliberació d’acetilcolina en condicions basals quan M1-M2 són operatius a través de 

l’acetilcolina endògena, tenen una funció conservativa limitant l’alliberació evocada de 

l’acetilcolina. Per un altre banda, els receptors M3 i M4 no són funcionals en la NMJ adulta, tot 

i que s’han trobat presents en la NMJ en estudis de localització i d’expressió (Santafé i cols., 

2003, 2004; Garcia i cols., 2005; Tomàs i cols., 2014). No obstant, el receptor M4 és operatiu 

en certes NMJ neonatals participant en el procés d’eliminació sinàptica (Santafé i cols., 2004). 

En l’apartat 3.1 de la Introducció es mostra més informació sobre els mAChRs. 

 

8.1.1 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió evocada a 1 Hz 

8.1.1.1 Efecte en la neurotransmissió evocada quan es modulen els receptors d’adenosina 

juntament amb la inhibició dels receptors muscarínics 

En experiments previs (apartat 4.1.1 de Resultats), s’ha observat que la incubació no 

específica dels receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT (100 μM) no modifica el contingut 

quàntic (% de variació: 2.00 ± 7.22). Mentre que, si bloquegem inespecíficament els mAChRs 

amb l’AT (2 μM) causa una potenciació de l’alliberació evocada (% d’increment: 89.9 ± 4.8, P 

< 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; Santafé i cols., 2003, 2006). 

Per estudiar la possible relació entre aquests dos tipus de receptors (P1Rs i mAChRs), 

s’ha estudiat l’efecte de la l’AT (2 μM) en presència del 8-SPT (100 μM), com la situació 

inversa. En les dues condicions no s’ha observat canvi en l’alliberació evocada (% de variació: 

2.11 ± 1.55 i 13.86 ± 3.06, respectivament, figura R.23, columnes 5 i 8). Aquests resultats 

suggereixen que possiblement, existeix una relació en la modulació de l’alliberació entre els 
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receptors d’ADO i mAChRs. És a dir, que els mAChRs poden dependre dels receptors d’ADO, 

per aquesta raó l’AT no pot fer la seva funció de potenciació. I recíprocament, els receptors 

d’ADO poden dependre dels mAChRs, perquè el seu bloqueig no deixa als receptors d’ADO 

acoblar-se a la neurotransmissió evocada. 

 A partir dels resultats obtinguts, s’ha proposat estudiar la situació contrària, la 

participació dels mAChRs quan estan bloquejats inespecíficament amb l’AT i els receptors 

d’ADO es troben estimulats inespecíficament amb l’ADO (25 μM). S’ha de tenir present que 

l’ADO exògena en les nostres condicions de treball (preservant la funció sinàptica) no 

modifica el contingut quàntic (% de variació ADO 25 μM: 15.79 ± 2.20; veure la figura R.10 

de l’apartat 4.1.1 de Resultats). En aquest cas, l’AT (2 μM) en presència d’ADO (25 μM), com 

en la situació inversa, no s’observa un canvi en el contingut quàntic (% de variació: 1.80 ± 4.38 

i 11.44 ± 5.14, respectivament, figura R.23, columnes 6 i 9, respectivament). Indicant, que els 

mAChRs es desacoblen de la neurotransmissió evocada si prèviament s’activen els receptors 

d’ADO, mentre que els receptors d’ADO no es poden acoblar a la neurotransmissió evocada si 

es bloquegen prèviament els mAChRs. 

 En resum, aquests resultats preliminars evidencien que hi ha una relació funcional 

entre els receptors d’ADO i els mAChRs, perquè l’AT en presència dels moduladors 

purinèrgics inespecífics, no pot fer el seu efecte de potenciació i a la inversa, el bloqueig dels 

mAChRs no permet l’acoblament dels receptors d’ADO en la neurotransmissió evocada. Per 

tant, per poder confirmar aquesta afirmació a continuació s’estudiarà l’efecte prolongat de la 

CADO amb el bloqueig dels mAChRs amb l’AT. 

 

8.1.1.2 Efecte de la CADO quan es bloquegen tots els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió evocada 

 En experiments realitzats prèviament, la CADO a concentracions micromolars 

disminueix l’alliberació evocada (veure apartat 4.3 de Resultats), mentre que l’AT (2 µM) té 

un efecte potenciador. Si primer s’incuba la CADO (10 μM) i posteriorment es bloquegen els 

mAChRs amb l’AT (2 μM), com en la situació inversa, no s’observen canvis en el contingut 

quàntic (% de variació: 4.62 ± 0.70 i 8.45 ± 8.23, respectivament, figura R.23, columnes 7 i 

10). L’AT no pot potenciar l’alliberació ni la CADO pot inhibir-la, es dóna una situació 

compensatòria. Amb aquests resultats obtinguts es confirma que hi ha una possible relació 

entre els receptors d’ADO i els mAChRs. El següent pas serà estudiar quins subtipus de 

receptors estan implicats en aquesta situació compensatòria. 
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Figura R.23. Efecte de la modulació inespecífica dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig 

inespecífic dels receptors muscarínics en la neurotransmissió evocada. A les primeres barres de l’histograma (a 

l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent de les substàncies en l’alliberació evocada. A 

continuació, es mostra l’acció dels agents dels receptors d’ADO i del bloquejador inespecífic dels mAChRs l’atropina 

(AT) (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb 

el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). L’AT no pot canviar l’alliberació evocada quan prèviament estan 

inhibits els receptors d’ADO (8-SPT) o estimulats (ADO). En experiments recíprocs, el bloqueig previ dels mAChRs 

amb l’AT no permeten als receptors d’ADO influenciar en l’alliberació evocada (falta d’acció del 8-SPT i de l’ADO 

després de la preincubació de l’AT) per tant el desacoblament dels receptors d’ADO es manté. Per un altre banda, com 

la CADO (10 μM) redueix l’alliberació evocada, s’ha avaluat com la preincubació de l’AT afecta a l’efecte de la 

CADO i recíprocament. Ni la CADO ni l’AT afecten al contingut quàntic després de la incubació de l’altre component. 

Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, 

*P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical: 10 ms. Al box de 

dalt, es mostra un exemple de registres de l’acció de l’AT en l’alliberació evocada (esquerra) i la falta d’efecte de l’AT 

en presència del 8-SPT (dreta). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical 10 ms. 

 

8.1.1.3 Efecte en la neurotransmissió evocada quan es modulen els receptors d’adenosina i 

es bloquegen únicament els receptors muscarínics tipus M1 

 En articles publicats en el grup, es va observar que el bloqueig específic del receptor M1 

amb la pirenzepina (PIR, 10 μM) redueix la neurotransmissió evocada (% de disminució: 46.3 

± 17.7, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; Santafé i cols., 2003). Per un altre banda, 

experimentalment s’ha vist que la presència dels moduladors purinèrgics inespecífics i 

específics no indueixen canvis en el contingut quàntic (veure apartat 4.1). Per estudiar la 

relació dels receptors d’ADO amb el receptor M1 s’ha fet diferents experiments: tant si 

prèviament es bloquegen tots els receptors d’ADO amb el 8-SPT (100 μM), com si s’estimulen 

inespecíficament amb l’ADO (25 μM) exògena, com si es bloqueja específicament el receptor 

A1 amb l’antagonista DPCPX (100 nM) o bé, es bloqueja el receptor A2A amb l’antagonista 

SCH-58261 (50 nM) i després s’incuba amb la PIR (10 μM) no s’observa cap modificació en el 
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contingut quàntic (% de variació: 14.36 ± 5.60, 5.23 ± 6.60, 15.92 ± 3.08 i 1.14 ± 7.15, 

respectivament, figura R.24A). Podem deduir, que els receptors d’ADO estan acoblats al 

receptor M1, perquè la PIR no pot modificar l’alliberació evocada, si prèviament s’ha bloquejat 

o estimulat els receptors d’ADO. Per tant, el següent estudi proposat ha sigut estudiar la relació 

dels receptors d’ADO amb el bloqueig específic del receptor M2.  

 

8.1.1.4 Efecte en la neurotransmissió evocada quan es modulen els receptors d’adenosina i 

es bloquegen únicament els receptors muscarínics tipus M2 

 En experiments realitzats previs en el grup, es va observar que el bloqueig específic 

del receptor M2 amb la metoctramina (MET, 1 μM) produeix un augment de l’alliberació 

evocada (% d’increment: 67.6 ± 15.14, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; Santafé i 

cols., 2003). Com en el cas anterior, s’han fet diferents experiments per estudiar la relació dels 

receptors d’ADO amb el mAChR tipus M2. Experimentalment no s’ha observat cap 

modificació en l’alliberació evocada quan la MET (1 μM) es troba en presència del 8-SPT (100 

μM), de l’ADO (25 μM), del DPCPX (100 nM) o bé de l’SCH-58261 (50 nM) (% de variació: 

4.06 ±3.94, 1.42 ± 0.12, 14.63 ± 0.46 i 9.60 ± 6.65, respectivament; figura R.24B). Es pot 

concloure, que els receptors d’ADO estan relacionats amb el receptor M2 donat que la MET 

tampoc pot modificar l’alliberació evocada. 

 

 En resum, aquests resultats evidencien que hi ha una interdependència dels receptors 

d’ADO (A1 i A2A) i els mAChRs (M1 i M2) en la modulació de l’alliberació evocada. Aquest 

fet es degut a que en presència dels moduladors purinèrgics inespecífics (inclús amb l’efecte 

prolongat de la CADO) i específics, ni l’AT ni els bloquejadors selectius dels receptors M1 i 

M2 poden modificar l’alliberació evocada. Així mateix, recíprocament, el bloqueig previ de 

tots els mAChRs i la posterior incubació dels moduladors purinèrgics inespecífics no modifica 

el contingut quàntic. Per tant, es pot concloure que pel funcionament normal dels mAChRs, es 

necessita un bon equilibri del conjunt dels receptors d’ADO i que la modulació dels mAChRs 

no permet l’acoblament dels receptors d’ADO en l’alliberació evocada. 
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Figura R.24. Efecte de la modulació dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig dels receptors 

muscarínics tipus M1 i M2 en la neurotransmissió evocada. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; 

columnes blanques) es presenta l’efecte independent de les substàncies en l’alliberació evocada. A continuació, (A) i 

(B) es mostra l’acció de l’antagonista del receptor M1 la pirenzepina (PIR) o bé l’antagonista del receptor M2 la 

metoctramina (MET) en presència dels moduladors purinèrgics, respectivament (columnes grises). L’ordre d’incubació 

dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació del 

modulador purinèrgic; 2: incubació de la PIR o la MET). El gràfic evidencia que tant la PIR com la MET no poden 

modificar l’alliberació evocada després de la preincubació amb el 8-SPT, l’ADO, el DPCPX o l’SCH-58261, indicant 

una interdependència entre els receptors d’ADO i els mAChRs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 

15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia 

puntejada).  

 

8.1.2 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en el control de la 

depressió sinàptica a 40 Hz 

 En estudis en el nostre laboratori, s’ha observat que el bloqueig dels receptors M1-M2 

amb l’AT augmenta la depressió sinàptica, mentre que l’estimulació inespecífica amb 

l’oxotremorina-M (OXO-M) no canvia la magnitud de la depressió sinàptica (trens a 40 Hz 

durant 2 minuts). Aquests resultats Indiquen que els mAChRs estan implicats tònicament en 

protegir la depressió sinàptica (Tomàs i cols., 2014). Per tant, el mecanisme purinèrgic (com 
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s’ha vist en l’apartat 6 de Resultats) i el muscarínic semblen compartir el control funcional de 

la depressió sinàptica tenint una funció protectora (donat que el bloqueig dels receptors d’ADO 

amb el 8-SPT i dels muscarínics amb l’AT augmenten la depressió, respectivament). Per 

aprofundir en el coneixement dels respectius mecanismes i avaluar si hi ha alguna via funcional 

en comú, s’ha volgut investigar si hi ha una possible interacció oclusiva o additiva entre 

autoreceptors metabotròpics d’ADO i els mAChRs (en concret els tipus M1 i M2) en el control 

de la depressió sinàptica a 40 Hz mitjançant experiments de dobles incubacions (mirar 

procediment en l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 

 

8.1.2.1 Efecte del bloqueig dels receptors d’adenosina i dels receptors muscarínics durant 

l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 En estudis realitzats prèviament es va veure que l’AT (2 μM) indueix un increment de 

la depressió d’un 34.9% (Tomàs i cols., 2014), mentre que l’increment causat pel 8-SPT (100 

μM) és del 48.9% (veure la figura R.17 de l’apartat 6.1.1 de Resultats). Per avaluar la possible 

relació entre els mAChRs i els receptors d’ADO, s’ha estudiat l’efecte del 8-SPT (100 μM) en 

presència de l’AT (2 μM) i s’ha evidenciat un augment en la depressió (% d’increment: 23.69, 

figura R.25). Possiblement, aquest resultat pot indicar que el mecanisme purinèrgic pot ser que 

sigui més fort que el muscarínic en la depressió sinàptica. Aquest fet queda recolçat pel fet que 

a l’afegir dues substàncies inhibitòries com són l’AT i el 8-SPT, la segona incubació amb el 8-

SPT que és més potent, fa que hi hagi un augment addicional de la depressió. De la mateixa 

manera s’ha realitzat l’experiment a la inversa, i l’efecte de l’AT (2 μM) en presència del 8-

SPT (100 μM) no causa una modificació en la depressió (% de variació: 15.22, figura R.25). 

Pot ser que l’addició del 8-SPT fa que la situació es torni fortament inhibitòria, i si 

posteriorment s’afegeix una altre agent inhibitori menys potent, com és l’AT, ja no podrà 

deprimir més el sistema. És a dir, si es bloquegen tots el mAChRs i posteriorment els receptors 

d’ADO, el 8-SPT pot augmentar la depressió. En canvi, en la situació inversa, l’AT no pot 

deprimir més el sistema degut a la forta acció inhibitòria prèvia del 8-SPT. 

 

8.1.2.2 Efecte de l’adenosina exògena i del bloqueig dels receptors muscarínics durant 

l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 Seguint amb el mateix estudi, s’ha avaluat l’efecte del bloqueig inespecífic dels 

mAChRs amb l’AT (2 µM) i la posterior incubació de l’ADO exògena (25 µM), i viceversa. 

En aquestes condicions no s’ha observat diferències en la magnitud de la depressió entre el 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol IV. Resultats 

 

155 

 

promig dels 15 últims EPPs respecte als 15 primers EPPs (% de variació: 4.27 i 14.13, 

respectivament, figura R.25). Tal i com anteriorment s’ha vist en els experiments d’activitat 

sinàptica (trens 40 Hz durant 2 minuts), l’ADO exògena conjuntament amb l’endògena té un 

efecte clarament protector davant de la depressió (veure l’apartat 6.1.1 de Resultats). Aquest 

efecte tan protector de l’ADO pot impossibilitar l’acció inhibitòria de l’AT en les dues 

condicions, fent que no es modifiqui la magnitud de la depressió.  

 En resum, aquests resultats indiquen que el mecanisme purinèrgic i muscarínic 

cooperen en el control de la depressió i poden compartir una via en comú. A més a més, en 

aquestes condicions experimentals, el control purinèrgic sembla ser més fort que el control 

muscarínic, donat que la depressió pot ser addicionalment augmentada amb el 8-SPT després 

d’un augment addicional en la depressió induït pel bloqueig muscarínic amb l’AT. A més, quan 

prèviament els receptors d’ADO són bloquejats, l’AT no pot augmentar la depressió indicant 

una possible transactivació entre els receptors d’ADO i els mAChRs. De la mateixa manera, 

l’ADO després de la preincubació amb l’AT, com viceversa no modifica la depressió. 

Suggerint, en els dos casos, que l’ADO endògena (conjuntament amb l’ADO exògena) té un 

efecte protector en la depressió impedint l’acció inhibitòria de l’AT. 

 Com a conclusió d’aquest apartat, es pot destacar que hi ha una interdependència entre 

els receptors d’ADO i els mAChRs en l’alliberació evocada en condicions basals i amb 

l’estimulació prolongada de la CADO. A més, el mecanisme purinèrgic i muscarínic cooperen 

en el control de la depressió on sembla ser que comparteixen un mecanisme en comú, encara 

que el control purinèrgic sembla ser més fort que el control muscarínic. 

 

8.2 Relació entre els receptors d’adenosina i la proteïna quinasa A (PKA) en la 

neurotransmissió evocada  

 Els receptors metabotròpics de membrana com és el cas dels receptors d’ADO estan 

acoblats a vies intracel·lulars, que convergeixen en un repertori limitat de quinases efectores 

que fosforilen proteïnes diana i materialitzen canvis estructurals i funcionals. La família de les 

serina/treonina quinases, en particular la PKA i PKC, són les més ubiqües i es troben 

implicades en la exocitosi de transmissor (West i cols., 1991; Numann i cols., 1994; Tanaka i 

Nishizuka, 1994; Byrne i kandel, 1996; Catterall, 1999a; Santafé i cols., 2005, 2006, 2007). En 

aquest apartat s’estudiarà la relació funcional dels receptors d’ADO amb la PKA en la 

modulació de l’alliberació evocada mitjançant experiments de dobles incubacions (mirar 

procediment en l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 
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Figura R.25. Efecte de la modulació dels 

receptors d’adenosina i del bloqueig dels 

receptors muscarínics en la depressió 

sinàptica. S’han produït estímuls (40 Hz durant 

2 minuts, estímul supra màxim) i s’ha analitzat 

l’efecte de diverses drogues en la depressió 

sinàptica. L’histograma mostra el promig de 

l’amplada dels 15 primers EPPs (columnes 

blanques) i dels 15 últims de cada tren (columnes 

farcides). En les primeres barres de la gràfica es 

representa l’efecte individual de cada substància 

en la depressió sinàptica. El control, indica els 

valors obtinguts en cada múscul abans d’afegir la 

substància muscarínica o purinèrgica. A 

continuació, es mostra la interacció dels receptors 

d’ADO amb els mAChRs en la depressió 

sinàptica mitjançant incubacions seriades. 

L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra 

en cada columna corresponent assenyalat amb el 

número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). Els 

receptors d’ADO i els mAChRs comparteixen el 

control funcional en la depressió sinàptica (el 

bloqueig dels receptors d’ADO amb el 8-SPT i el 

bloqueig dels mAChRs amb l’AT indueix un 

augment de la depressió a 40 Hz). S’ha analitzat 

el possible efecte additiu o oclusiu entre els dos 

grups de receptors. La gràfica mostra que l’ADO 

no pot reduir la depressió després de la 

preincubació amb l’AT i recíprocament, l’AT no 

pot augmentar la depressió després de la 

preincubació amb l’ADO. No obstant, l’AT no 

augmenta la depressió després de la incubació del 

8-SPT, mentre que el 8-SPT pot augmentar 

addicionalment la depressió després de la 

incubació amb l’AT efecte similar a la seva acció 

independent. Per tant, el mecanisme purinèrgic i 

muscarínic cooperen en el control de la depressió 

compartint una via en comú. Per a cada columna 

n = 5-8 músculs amb un registre 8-10 fibres per 

múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± 

SEM, *P < 0.05 respecte als valors controls 

(línia puntejada).  

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol IV. Resultats 

 

157 

 

8.2.1 Efecte de la inhibició inespecífica dels receptors d’adenosina i la modulació de 

l’activitat de la PKA en la neurotransmissió evocada 

 En experiments realitzats prèviament en el nostre laboratori, en condicions basals es 

va analitzar l’efecte de la inhibició de l’activitat de la PKA amb l’antagonista selectiu H-89 (de 

l’anglès N-[2-((p-Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide, 2HCl, 

Calbiochem, 5 µM), causa una disminució de l’alliberació evocada (% de disminució: 50.65 ± 

2.11, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul), mentre que l’activació de la PKA amb 

l’activador Sp-8-BrcAMP (de l’anglès Adenosine 3′,5′-cyclic Monophosphorothioate, 8-

Bromo-, Rp-Isomer, Sodium Salt, 10 µM) causa una potenciació de l’alliberació de 

l’acetilcolina (% increment: 84.32 ± 10.16, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; 

Santafé i cols., 2006, 2009) (veure més informació sobre la PKA a l’apartat 3.2.1 de la 

Introducció).  

 Anteriorment, s’ha demostrat que en les nostres condicions el bloqueig inespecífic 

dels receptors d’ADO amb el 8-SPT (100 µM) no causa modificació en l’alliberació evocada 

(veure l’apartat 4.1.1 de Resultats). A la figura R.26 es mostra que el bloqueig de l’activitat de 

la PKA amb l’H-89 (5 µM) en presència del 8-SPT (100 µM) indueix una disminució de 

l’alliberació evocada d’acetilcolina (% de disminució: 39.47 ± 2.79, columna 5); és a dir, l’H-

89 treballa normalment inhibint l’alliberació. En canvi, si activem la PKA amb l’Sp-8-BrcAMP 

(10 µM) en presència del 8-SPT (100 µM) no s’observa modificació en el contingut quàntic (% 

de variació: 2.59 ± 7.15, figura R.26, columna 6). Per tant, si es bloqueja inespecíficament els 

receptors d’ADO i posteriorment es bloqueja la proteïna PKA causa menys inhibició. Això 

podria indicar que al bloquejar els receptors d’ADO aquests participen en una millora de la 

neurotransmissió. Mentre que, la inhibició prèvia dels receptors d’ADO a l’estimulació de la 

PKA no causa cap modificació en l’alliberació evocada. Amb aquests resultats es pot deduir 

que els receptors d’ADO intervenen en la modulació de la proteïna PKA. Així doncs, el 

següent pas serà estudiar l’efecte de la PKA amb l’estimulació inespecífica dels receptors 

d’ADO. 

 

8.2.2 Efecte de l’adenosina exògena i la modulació de l’activitat de la PKA en la 

neurotransmissió evocada 

 En l’apartat anterior, s’ha vist que el bloquejador de la proteïna PKA, l’H-89 és eficaç 

en presència de l’antagonista 8-SPT (100 µM). Seguint la mateixa línia d’estudi amb la 

intenció d’observar si l’activació dels receptors d’ADO participen en aquesta inhibició de 
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l’alliberació d’acetilcolina, s’ha analitzat l’efecte del bloqueig de l’activitat de la PKA amb 

l’H-89 (5 μM), si s’estimula prèviament els receptors d’ADO amb l’ADO exògena (25 µM). 

En la figura R.26 es mostra que en aquestes condicions, s’observa una esperable disminució en 

l’alliberació de la neurotransmissió (% de disminució: 29.84 ± 2.59, columna 7). És a dir, que 

l’H-89 també és eficaç si es sobreestimulen els receptors d’ADO amb l’ADO exògena. No 

obstant, si s’estimula l’activitat de la PKA amb l’Sp-8-BrcAMP (10 µM) en presència de 

l’ADO (25 μM) no es produeix variació en el contingut quàntic (% de variació: 0.72 ± 1.01, 

columna 8). 

 A partir dels resultats exposats en aquest apartat, es pot concloure que hi ha una 

relació funcional entre els receptors d’ADO i la PKA. L’acoblament tònic de la PKA per 

promoure l’alliberació d’acetilcolina (el qual pot ser inhibit amb l’H-89) es manté després de la 

modulació dels receptors d’ADO (amb el 8-SPT i l’ADO) en condicions basals, tot i que la 

inhibició prèvia dels receptors d’ADO i la segona incubació amb l’H-89 ocasiona menys 

inhibició millorant la neurotransmissió. Possiblement, l’acoblament de la PKA en l’alliberació 

evocada necessita la participació dels receptors d’ADO. No obstant, en ambdues condicions (la 

prèvia inhibició o estimulació purinèrgica), l’Sp-8-BrcAMP no té la capacitat d’estimular 

addicionalment la neurotransmissió. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.26. Relació dels receptors d’adenosina amb la modulació de l’activitat de la PKA en la 

neurotransmissió evocada. A les primeres barres (a l’esquerra; columnes blanques) de l’histograma es mostra l’efecte 

independent de les substàncies en condicions basals. A continuació es mostra l’efecte de la modulació de la PKA en 

presència dels moduladors purinèrgics inespecífics (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra 

en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). L’alliberació 

evocada d’acetilcolina pot ser inhibida per l’H-89 i pot ser augmentada per l’Sp-8-BrcAMP. La gràfica mostra que 

després de la inhibició o de l’estimulació dels receptors d’adenosina (amb el 8-SPT o l’ADO), la PKA pot ser inhibida, 

però no pot ser addicionalment estimulada per l’Sp-8-BrcAMP. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 

15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia 

puntejada).  
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8.3 Relació entre els receptors d’adenosina i la proteïna quinasa C (PKC) en la 

neurotransmissió evocada 

 En els últims anys en el nostre laboratori es va veure que la PKC es troba implicada en 

la neurotransmissió. És per això, que s’ha proposat estudiar en aquest treball si hi ha una 

relació directe entre els receptors d’ADO i la proteïna PKC en l’acoblament de la 

neurotransmissió evocada. Per aquest estudi s’ha realitzat diferents experiments mitjançant 

dobles incubacions, modulant prèviament els receptors d’ADO (amb agents purinèrgics 

inespecífics i específics) i posteriorment s’ha modulat l’activitat de la PKC. En l’apartat 3.2.2 

de la Introducció es mostra més informació sobre l’activitat de la PKC.  

 

8.3.1 Efecte dels receptors d’adenosina amb l’estimulació de la PKC en la 

neurotransmissió evocada  

8.3.1.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i l’estimulació de la PKC en la 

neurotransmissió evocada 

 En experiments previs en el grup es va observar que l’activació de la PKC amb el 

forbol éster, PMA (de l’anglès phorbol 12-mysterate 13-acetate) potencia l’alliberació evocada 

d’acetilcolina (% d’increment: 97.4 ± 10.2, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul) 

acoblant-se a la neurotransmissió en condicions basals (1 Hz, evitant la contracció amb la μ-

CgTx GIIIB). Aquest efecte pot ser abolit amb la preincubació del paninhibidor calfosteïna 

(CaC) que actua en el mateix domini que el PMA (Santafé i cols., 2005, 2006, 2009, 2014). No 

obstant, en els resultats anteriorment exposats es mostra que en condicions basals la incubació 

del 8-SPT (100 µM) com la de l’ADO exògena no modifica l’alliberació evocada (veure 

apartat 4.1.1 dels Resultats).  

 Per avaluar la relació funcional entre els receptors d’ADO i l’activitat de la PKC en 

l’alliberació evocada, primer s’ha estudiat en experiments per separat l’acció global de la 

modulació dels receptors purinèrgics amb l’estimulació de la PKC amb el PMA (20 nM). La 

inhibició o l’estimulació prèvia dels receptors d’ADO amb el 8-SPT (100 μM) o l’ADO (25 

μM) respectivament, evita completament l’efecte potenciador del PMA (20 nM) en 

l’alliberació evocada (la PKC no pot ser estimulada pel PMA) (% de variació: 13.72 ± 4.62 i 

14.91 ± 3.08, respectivament; figura R.27A, columnes 4 i 5). 

 Aquests resultats suggereixen que hi ha una associació clara entre la PKC i els 

receptors d’ADO, perquè el previ bloqueig o l’estimulació inespecífica dels receptors d’ADO, 

fa que el PMA no pugui activar a la PKC per potenciar l’alliberació. Per tant, el següent 
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objectiu serà estudiar els receptors d’ADO (A1 i A2A) per separat per conèixer la seva 

implicació i si ho estan de la mateixa manera.  

 

8.3.1.2 Modulació del receptor A1 i l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió evocada 

 En l’apartat anterior, s’ha evidenciat una associació clara entre els receptors d’ADO i 

la PKC donat que, el PMA no pot activar a la PKC en presència dels moduladors purinèrgics 

no selectius. Per tant, amb la intenció d’estudiar si el receptor A1 està implicat en el 

desacoblament de la PKC en la neurotransmissió evocada s’ha bloquejat amb l’antagonista 

DPCPX (100 nM) o bé s’ha estimulat amb l’agonista CCPA (1 μM) en experiments 

independents, i posteriorment s’ha activat la PKC amb el PMA (20 nM). En els dos casos no 

s’ha observat modificació en el contingut quàntic (% de variació: 13.45 ± 3.10 i 22.90 ± 6.55, 

respectivament; figura R.27B, columnes 6 i 7). Aquests resultats indiquen que si s’activa la 

PKC amb l’activador PMA en presència d’un inhibidor o estimulador específic del A1, la PKC 

no pot potenciar la neurotransmissió evocada. 

 

8.3.1.3 Modulació del receptor A2A i l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió evocada 

 En els experiments anteriors, s’ha evidenciat la implicació del receptor A1 en 

l’activació de la PKC per tant, ara serà interessant conèixer la implicació del receptor A2A en la 

mateixa situació, activant la PKC. De la mateixa manera que en el cas anterior, s’ha bloquejat 

prèviament el receptor A2A amb l’antagonista SCH-58261 (50 nM) o bé s’ha estimulat amb 

l’agonista CGS-21680 (1 μM) en experiments per separat, i posteriorment s’ha activat la PKC 

amb el PMA (20 nM). En els dos casos no s’ha observat una variació en el contingut quàntic 

(% de variació: 6.78 ± 2.08 i 3.13 ± 4.30, respectivament; figura R.27B, columnes 8 i 9). 

Indicant que si s’inhibeix o s’estimula el receptor A2A, la PKC no pot efectuar el seu efecte 

potenciant l’alliberació evocada d’acetilcolina.  

 Resumint, pot haver-hi una sinèrgia entre aquest dos receptors d’ADO (A1 i A2A) fent 

que la activació de la PKC no pugui fer la seva funció de potenciació. Això implica que la 

prèvia inhibició o estimulació o el desequilibri funcional normal dels receptors d’ADO evita 

l’acció potenciadora del PMA desacoblant a la PKC de l’alliberació evocada. 
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Figura R.27. Modulació dels receptors d’adenosina amb l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió 

evocada. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent de les 

substàncies en condicions basals. A continuació, es mostra l’efecte de la modulació de la PKC en presència dels 

moduladors purinèrgics (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna 

corresponent, assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). (A) Estimulació de la PKC en presència 

dels moduladors inespecífics. L’activació de la PKC amb el PMA augmenta el contingut quàntic aproximadament 

100%. No obstant, el bloqueig (8-SPT) o l’estimulació (ADO) inespecífica dels receptors d’ADO evita completament 

l’efecte del PMA en l’alliberació evocada (la PKC no pot ser estimulada amb el PMA). (B) Estimulació de la PKC en 

presència dels moduladors específics. La gràfica mostra que el PMA no pot potenciar l’alliberació evocada si 

prèviament s’ha incubat amb els moduladors dels receptors A
1
 i A

2A
 (amb el DPCPX, el CCPA, l’SCH-58261 o el 

CGS-21680, respectivament). Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors 

s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). 
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8.3.2 Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibició de la PKC en la neurotransmissió 

evocada 

 Amb referència els resultats anteriors, la prèvia modulació i desequilibri dels receptors 

d’ADO evita l’efecte potenciador del PMA desacoblant a la PKC de la neurotransmissió 

evocada. Per tal d’aprofundir en l’estudi de la relació funcional dels receptors d’ADO amb la 

PKC s’ha realitzat experiments on s’ha modulat prèviament els receptors d’ADO, i 

posteriorment s’ha bloquejat l’activitat de la PKC amb la CaC. En estudis preliminars en el 

nostre laboratori, es va observar que en condicions basals i matenint la funció preservada, la 

PKC es troba desacoblada de l’alliberació evodada, perquè la inhibició d’aquesta proteïna amb 

la CaC (10 μM) no afecta a l’alliberació evocada (% de variació: 6.42 ±2.08, P < 0.05, n = 5, 

mínim 15 fibres per múscul; Santafé i cols., 2005). No obstant, es va veure que l’increment de 

Ca
+2

 en la solució fisiològica (a 5 mM) o bé quan les fibres nervioses que innerven les NMJs 

són estimulades contínuament a baixes freqüències (1 Hz), la PKC s’acobla a la 

neurotransmissió podent ser inhibida per la CaC (Santafé i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols., 

2010). Es pot pensar que la PKC és dependent de la entrada de Ca
+2

 a través dels canals P/Q, 

sent una condició necessària per produir la secreció evocada d’acetilcolina, així com es pot 

suggerir una implicació de la PKC en el manteniment de l’activitat sinàptica continua (Santafé 

i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). En l’apartat 3.2 de la 

Introducció es mostra més informació sobre l’acoblament de la PKC en la neurotransmissió 

evocada i la interacció d’aquesta proteïna en altres vies de senyalització. A continuació, 

s’avaluarà l’efecte de la modulació inespecífica dels receptors d’ADO i la inhibició de la PKC 

en aquestes dues condicions en les quals aquesta proteïna es troba acoblada a la 

neurotransmissió evocada i pot ser inhibida per la CaC (a 1 Hz i amb alt Ca
+2

 extern). 

8.3.2.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i la inhibició de la PKC en 

presència d’un estímul continu (1 Hz) en la neurotransmissió evocada  

 En articles previs publicats en el grup, es va demostrar que quan el nervi s’estimula a 

baixa freqüència (1 Hz) durant 1 hora i posteriorment es bloquegen totes les isoformes de la 

família de la PKC amb la CaC (10 μM) es redueix l’alliberació evocada un 40% (P < 0.05, n = 

5, mínim 15 fibres per múscul). Així mateix, en un experiment control realitzat prèviament en 

el laboratori es va mostrar que l’estimulació continua del nervi a 1 Hz no canvia l’amplada dels 

EPPs (Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). Així mateix, com s’ha vist en l’apartat 

4.1.1 dels Resultats la modulació inespecífica dels receptors d’ADO no modifica el contingut 

quàntic. 
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 En el present estudi, realitzant experiments independents s’ha observat que si es 

bloqueja la PKC amb la CaC (10 μM) amb estimulació elèctrica continua a 1 Hz en presència 

del 8-SPT (100 μM) o bé de l’ADO (25 μM) no s’observen canvis en el contingut quàntic (% 

de variació: 0.71 ± 10.94 i 9.05 ± 7.68 respectivament; figura R.28, columnes 4 i 5). En resum, 

la prèvia modulació inespecífica dels receptors d’ADO i la segona incubació amb la CaC (10 

µM) amb l’estimulació elèctrica constant d’1 Hz evita completament l’efecte inhibitori de la 

CaC, desacoblant a la PKC de la neurotransmissió evocada. 

 

8.3.2.2 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i la inhibició de la PKC en 

presència d’altes concentracions de calci extern en la neurotransmissió evocada 

 En l’apartat anterior, s’ha vist que la CaC amb un estímul elèctric constant en 

presència dels moduladors purinèrgics inespecífics no pot inhibir l’alliberació evocada. Per 

confirmar aquests resultats s’han repetit els mateixos experiments però en presència d’altes 

concentracions de Ca
+2

 extern. En estudis anteriors realitzats al nostre laboratori, es va veure 

que la CaC (10 μM) en presència d’altes concentracions externes de Ca
+2

 (5 mM) produeix una 

disminució de l’alliberació evocada (% de reducció: 35.07 ±1.70, P < 0.05, n = 5, mínim 15 

fibres per múscul; Santafé i cols., 2005). En aquest cas, el pretractament amb el bloquejador 

inespecífic 8-SPT (100 μM) o bé l’estimulació inespecífica amb l’ADO (25 μM), i la segona 

incubació amb la CaC (10 μM) a altes concentracions de Ca
+2

 (5 mM), en ambdues situacions, 

no s’indueix canvis en el contingut quàntic (% de variació: 3.47 ± 3.94 i 0.05 ± 2.14 

respectivament; figura R.28, columnes 7 i 8). Aquests resultats coincideixen amb els resultats 

de l’apartat anterior. 

 Els resultats obtinguts en aquest apartat mostren que quan els receptors d’ADO són 

plenament inhibits en presència del 8-SPT, estimulats amb l’ADO o bé hi ha desequilibri en el 

funcionament normal dels receptors A1 o A2A (amb l’addició exògena dels moduladors 

purinèrgics selectius), l’efecte potenciador del PMA i l’inhibidor de la CaC (sota un estímul 

elèctric continu del nervi frènic a 1 Hz o bé incrementant la solució fisiològica amb altes 

concentracions de Ca
+2

) es evitat, desacoblant la PKC de la neurotransmissió evocada. Com a 

resultat d’aquestes observacions, es pot concloure que possiblement els receptors d’ADO (A1 i 

A2A) modulen l’activitat de la proteïna de la PKC i que probablement l’acoblament de la PKC a 

la neurotransmissió necessita un equilibri normal dels receptors d’ADO. Per tant, sembla clara 

la dependència de la PKC i els receptors d’ADO en la neurotransmissió evocada. 
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Figura R.28. Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibició de la PKC en la neurotransmissió evocada. Les 

primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent dels moduladors 

purinèrgics inespecífics. En estudis previs en el laboratori es va analitzar l’efecte del paninhibidor de la PKC, la CaC, i 

en condicions basals no pot inhibir l’alliberació evocada (Santafé i cols., 2006). No obstant, amb l’estimulació elèctrica 

continua (a 1 Hz) o la presència de Ca+2 extracel·lular (5 mM) s’ha observat que la PKC s’acobla a l’alliberació 

evocada i pot ser inhibida per la CaC (columnes grises llises). A continuació, es representa l’efecte de la CaC en 

presència dels moduladors purinèrgics. L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, 

assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). La gràfica mostra que el previ bloqueig (8-SPT) o 

l’estimulació (ADO) dels receptors d’ADO amb un tren d’estimulació continu a 1 Hz (box 1) o bé en condicions 

d’altes concentracions de Ca+2 (box 2) s’evita completament l’efecte inhibitori de la CaC en l’alliberació evocada. Per a 

cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 

0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada).  

 

8.4 Relació entre els receptors d’adenosina i els canals de calci dependents de voltatge 

(VDCCs) en la neurotransmissió evocada 

 La transmissió neuromuscular depèn fortament de l’influx del Ca
+2

 a través dels 

canals de calci dependents de voltatge (VDCCs, Katz i Miledi, 1970), especialment del canal 

P/Q (Uchitel i cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Hong i Chang, 1995). 

En articles publicats en el grup, es va trobar una relació funcional entre els mAChRs, la PKA i 

la PKC amb l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs del tipus P/Q (Santafé i cols., 2003, 2006; 

veure amb més detall l’apartat 3 de la Introducció). Degut a aquest antecedents, en el present 

estudi s’ha proposat estudiar la possible relació funcional entre els VDCCs del tipus P/Q i els 

receptors d’ADO.  
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8.4.1 Efecte de l’adenosina exògena amb la inhibició dels VDCCs tipus P/Q en la 

neurotransmissió evocada 

 Amb la intenció d’estudiar la relació funcional dels receptors d’ADO i els VDCCs, en 

estudis previs en el grup es va observar que el bloqueig dels canals P/Q amb l’ω-Agatoxina 

IVA (ω-Aga IVA, 100 nM), redueix significativament el contingut quàntic (% de disminució: 

75 ± 15.4, P < 0.05, n = 5 músculs, mínim de 15 fibres per múscul) degut a una disminució de 

l’entrada de Ca
+2

 (Santafé i cols., 2003). Així mateix, en experiments anteriors s’ha demostrat 

que l’estimulació inespecífica de tots els receptors d’ADO no proporciona una modificació en 

l’alliberació evocada d’acetilcolina (veure l’apartat 4.1.1 dels Resultats). 

 S’ha decidit estudiar l’efecte del bloqueig dels canals P/Q amb l’antagonista ω-Aga 

IVA (100 nM) en presència de l’estimulador inespecífic ADO (25 μM). En aquestes 

condicions, l’ω-Aga IVA disminueix l’alliberació evocada d’acetilcolina (% de disminució 

75.51 ± 16.4, figura R.29, columna 3) tenint un efecte similar al que fa la pròpia ω-Aga IVA 

en condicions basals. A continuació, s’ha realitzat l’experiment a la inversa i s’observa que 

l’ADO (25 μM), tenint prèviament els canals P/Q bloquejats amb l’ω-Aga IVA, indueix una 

potenciació de la neurotransmissió (% d’increment: 103.50 ± 11.2, figura R.29, columna 4). 

En resum, possiblement existeix una dependència entre els receptors d’ADO amb els VDCCs 

de tipus P/Q, ja que disminuint l’entrada de Ca
+2

 amb el bloqueig dels canals P/Q, l’ADO pot 

augmentar l’alliberació evocada. 

 

8.4.2 Efecte de l’adenosina exògena en presència d’altes concentracions de magnesi en la 

neurotransmissió evocada 

 En l’apartat anterior descrit, s’ha evidenciat que el bloqueig dels canals P/Q amb l’ω-

Aga IVA podien beneficiar als receptors d’ADO de tal forma que l’ADO exògena podia 

potenciar la neurotransmissió evocada. Podria ser, que al no entrar Ca
+2

 pel canals P/Q això 

provoquès aquesta situació. Per evidenciar aquest fet, s’han fet experiments utilitzant altes 

concentracions Mg
+2

 exogen. En estudis previs en el laboratori es va veure que incrementant la 

concentració de Mg 
+2

 en la solució fisiològica (a 5 mM), és a dir, en condicions de baixa 

entrada de Ca
+2

, es va observar una reducció l’alliberació d’acetilcolina (Santafé i cols., 2007), 

donat que el Mg
+2

 en el terminal nerviós bloqueja l’alliberació evocada d’acetilcolina, per un 

bloqueig del lloc d’entrada del Ca
+2 

 de manera competitiva (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols., 

1981). Experimentalment, en les nostres condicions s’ha realitzat dues tandes d’experiments 

paral·lels on s’ha incubat la preparació amb l’ADO (25 μM) en presència d’un medi de Mg
+2

 a 
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dues concentracions diferents (0.5 i 1 mM). En aquestes dues condicions, no s’observen canvis 

en el contingut quàntic (% de variació Mg
+2

 (0.5 mM): 2.66 ± 11.94; Mg
+2

 (1 mM): 2.31 ± 

10.95, figura R.29, columnes 5 i 6, respectivament). Per tant, en una situació de baixa entrada 

de Ca
+2

 l’ADO exògena conjuntament amb l’endògena és suficient per evitar aquesta inhibició 

provocada pel Mg
+2

.  

 En resum, es pot concloure que hi ha una relació dels receptors d’ADO amb els 

VDCCs tipus P/Q, donat que si es bloqueja prèviament la entrada de Ca
+2 

 a través dels canals 

P/Q amb l’ω-Aga IVA, l’ADO exògena potencia l’alliberació evocada fet que no s’observa en 

la situació inversa. A més, en condicions de baixa entrada de Ca
+2

 (altes concentracions de 

Mg
+2

 en la solució fisiològica), l’ADO exògena conjuntament amb endògena evita l’efecte 

inhibitori provocat pel Mg
+2

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.29. Efecte de l’adenosina exògena amb la inhibició dels canals de calci dependents de voltatge 

(VDCCs) i en condicions de baixa entrada de calci en la neurotransmissió evocada. Les primeres barres de 

l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent en condicions basals de l’inhibidor del 

canal P/Q l’ω-Agatoxina IVA (ω-Aga IVA) i de l’ADO. A continuació, es mostra l’efecte de l’ADO amb la inhibició 

dels canals P/Q (columnes grises) i l’efecte de l’ADO en presència del Mg+2 (0.5 i 1 mM; condicions de baix Ca+2; 

columnes grises fluix). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb 

el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). En estudis previs es va observar que la inhibició del canal P/Q amb 

l’ω-Aga IVA causa una disminució significativa del contingut quàntic del 75% aproximadament. El gràfic mostra que 

el pretractament amb l’ADO i la posterior incubació amb l’ω-Aga IVA disminueix l’alliberació evocada. Però pel 

contrari, el bloqueig previ dels canals P/Q i la segona incubació amb l’ADO indueix una potenciació de l’alliberació 

evocada. Per un altre banda, l’increment de Mg+2 en la solució fisiològica (baixa entrada de Ca+2) en condicions basals 

produeix una disminució de l’alliberació evocada (resultats no il·lustrats). No obstant, l’ADO exògena en presència de 

Mg+2  evita aquesta disminució de l’alliberació produint una no variació del contingut quàntic. Per a cada columna: n = 

5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als 

valors inicials (línia puntejada). 
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9. RELACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE 

SENYALITZACIÓ EN LA NEUROTRANSMISSIÓ ESPONTÀNIA 

 Una vegada estudiat l’efecte dels receptors d’ADO en diferents vies de senyalització 

en la neurotransmissió evocada a continuació, s’ha estudiat la relació funcional dels receptors 

d’ADO en la neurotransmissió espontània en aquestes vies de senyalització. Recordem, que per 

poder estimar el contingut quàntic pel mètode directe, s’han registrat simultàniament i 

intracel·lularment els EPPs i els espontanis (mEPPs). Pel registre dels mEPPs s’introdueix 

l’elèctrode de registre en la fibra muscular i es registre durant un minut o bé fins l’adquisició 

de 100 episodis/esdeveniments a partir del primer mEPP que surt de forma espontània dins dels 

deu primers segons per a cada fibra avaluada i on no es necessita bloquejar la contracció 

muscular, ni l’activació del potencial d’acció. S’ha descartat l’efecte postsinàptic donat que en 

cap dels experiments realitzats no s’ha observat modificació en l’amplada dels mEPPs al afegir 

la substància o compost químic (veure variació d’amplades dels mEPPs de les substàncies 

purinèrgiques en les figures R.14-15 de l’apartat 5 de Resultats). Com en el cas anterior, 

aquest tipus d’experiments requereixen dobles incubacions, per estudiar com l’alliberació 

espontània es modulada pels canvis en l’activitat dels receptors d’ADO i d’aquestes molècules 

(veure procediment detallat a l’apartat 10.8 de Materials i Mètodes). 

 

9.1 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en l’alliberació 

espontània 

En el present estudi, s’ha estudiat la participació dels receptors d’ADO amb els 

mAChRs en la neurotransmissió espontània. En els estudis anteriors realitzats, s’ha evidenciat 

que els receptors d’ADO es troben implicats en l’alliberació espontània, donat que el bloqueig 

dels receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT i l’estimulació amb l’ADO augmenta i 

disminueix la freqüència dels mEPPs, respectivament. No obstant, sembla ser que el receptor 

A1 únicament té el paper conservador de la funció sinàptica limitant l’alliberació espontània, ja 

que el bloqueig d’aquest receptor amb l’antagonista DPCPX augmenta la freqüència dels 

mEPPs, mentre que la resta de moduladors purinèrgics no afecten a l’alliberació espontània 

(veure apartat 5.1.1 de Resultats). En estudis previs realitzats en el nostre laboratori, es va 

observar que la modulació no selectiva dels mAChRs (amb l’AT o l’OXO-M) o el desequilibri 

en la funció normal dels receptors M1 o M2 disminueix la freqüència dels mEPPs, tenint un 

paper conservador en la neurotransmissió espontània (Tomàs i cols., 2014). 
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9.1.1 Efecte en la neurotransmissió espontània quan es modulen els receptors d’adenosina 

juntament amb la inhibició dels receptors muscarínics  

 Per avaluar la relació funcional entre els receptors d’ADO i els mAChRs, s’ha 

realitzat diferents experiments preincubant amb els moduladors purinèrgics i a continuació, 

s’ha fet una segona incubació bloquejant inespecíficament els mAChRs amb l’AT. En estudis 

previs en el nostre grup, es va observar que l’AT (2 μM) disminueix la freqüència dels mEPPs 

(% de disminució: 71.51 ± 1.25, P < 0.05, n = 5 músculs, mínim de 15 fibres per múscul; 

Tomàs i cols., 2014). Primer, en el present estudi s’ha analitzat l’efecte de l’AT (2 μM) en 

presència del 8-SPT (100 μM) i a continuació, s’ha realitzat el mateix experiment però en la 

situació inversa. En aquestes dues condicions no s’observen canvis en l’alliberació espontània 

(% de variació: 3.90 ± 10.90 i 35.55 ± 18.96, respectivament; figura R.30, columnes 5 i 8). 

Així mateix, s’ha estudiat la situació contrària, pretractant la preparació amb l’ADO (25 μM) i 

realitzant una segona incubació amb l’AT. En aquest cas, també s’ha avaluat la situació a la 

inversa. I en les dues condicions no s’han observat canvis en la freqüència dels mEPPs (% de 

variació: 14.56 ± 4.15 i 26.64 ± 5.87, respectivament; figura R.30, columnes 6 i 9). Aquests 

resultats preliminars mostren que possiblement hi ha una relació funcional entre els receptors 

d’ADO i els mAChRs, perquè el bloqueig (8-SPT) o l’estimulació (ADO) prèvia dels receptors 

d’ADO evita l’efecte inhibitori de l’AT en l’alliberació espontània. Així mateix, la presència 

de l’AT evita l’efecte excitàtori del 8-SPT i l’acció inhibitòria de l’ADO a concentracions 

micromolars. Per confirmar aquesta relació es faran experiments amb la CADO. 

 

9.1.2 Efecte de la CADO quan es bloquegen tots els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió espontània 

 Donat que en els experiments anteriors, s’ha vist que l’AT en presència de l’ADO, 

com en la situació inversa, no produeix efecte en l’alliberació espontània. A més, en estudis 

previs exposats s’ha observat que la CADO en presència de l’AT com a la situació inversa, no 

afecta a l’alliberació evocada confirmant una relació entre els receptors d’ADO i els mAChRs 

en la neurotransmissió evocada (veure apartat 8.1.1.2 de Resultats). Tot i que, s’ha observat 

que la CADO (10 μM) no modifica l’alliberació espontània (veure apartat 5.3 de Resultats), a 

l’estimar el contingut quàntic i registrar de forma simultània els EPPs i els mEPPs s’ha avaluat 

si l’anàleg de l’ADO, la CADO (10 μM), que s’uneix de forma irreversible al receptor d’ADO, 

pot tenir algun efecte en l’alliberació espontània. Per realitzar aquest anàlisi, primer s’ha 

avaluat l’efecte de l’AT (2 μM) en presència de la CADO (10 µM). Posteriorment, s’ha 
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realitzat l’experiment a la inversa per avaluar si l’efecte és recíproc com en els experiments 

anteriors, i en els dos casos la freqüència dels mEPPs no es veu afectada (% de variació: 9.55 ± 

8.27 i 4.41 ± 6.36, respectivament; figura R.30, columnes 7 i 10). Aquests resultats es poden 

interpretar com que possiblement hi ha una dependència entre els receptors d’ADO i els 

mAChRs però en aquest cas de forma unidireccional, perquè la preincubació de la CADO evita 

l’efecte inhibitori de l’AT. En canvi a la inversa, l’efecte de l’AT no afecta l’acció de la CADO 

(10 μM) al no modificar la freqüència dels mEPPs, ja que en aquesta situació s’observa un 

comportament similar en l’alliberació espontània a l’efecte independent que té aquesta 

substància (veure apartat 5.3 de Resultats).  

 

9.1.3 Efecte en la neurotransmissió espontània quan es modulen els receptors d’adenosina 

i es bloquegen únicament els receptors muscarínics tipus M1 

 Continuant aprofundint en els resultats obtinguts anteriorment, s’ha estudiat la 

implicació de cada subtipus de receptor d’ADO (A1 i A2A) i mAChRs (M1 i M2) per separat. 

Per dur a terme aquest estudi s’ha realitzat una sèrie d’experiments. Primer s’ha modulat els 

receptors d’ADO de forma inespecífica o selectiva i després s’ha fet una segona incubació amb 

l’inhibidor del receptor tipus M1 amb la PIR. En estudis preliminars realitzats al nostre 

laboratori, es va veure que la PIR (10 μM) disminueix la freqüència dels mEPPs (% de 

disminució: 36.52 ± 0.56, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; Tomàs i cols., 2014). 

Els experiments que s’han realitzat en el present estudi mostren que la PIR (10 μM) en 

prèsencia de l’antagonista 8-SPT (100 μM) o bé de l’ADO (25 μM) no indueix canvis en la 

freqüència del mEPPs (% de variació: 6.91 ± 14.90 i 7.46 ± 4.15, respectivament; figura 

R.31A, columnes 6 i 7). Per conseqüent, si es bloqueja específicament el receptor A1 amb 

l’antagonista DPCPX (100 nM) o el receptor A2A amb l’antagonista SCH-58261 (50 nM), la 

PIR (10 μM) no pot modificar l’alliberació espontània (% de variació 5.15 ± 3.55 i 11.49 

±4.70, respectivament; figura R.31A, columnes 8 i 9). Possiblement, aquests resultats indiquen 

que hi ha una possible relació entre els receptors M1 i els receptors d’ADO en la 

neurotransmissió espontània, perquè la modulació prèvia dels receptors d’ADO evita l’efecte 

inhibitori de la PIR. 
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Figura R.30. Efecte en la neurotransmissió espontània quan es modulen els receptors d’adenosina juntament 

amb la inhibició dels receptors muscarínics. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) 

es mostra l’efecte independent de les substàncies muscaríniques i purinèrgiques en l’alliberació espontània. A 

continuació, es mostra l’efecte de la modulació inespecífica dels receptors d’ADO juntament amb el bloqueig 

inespecífic dels mAChRs amb l’atropina (AT) (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en 

cada columna corresponent, assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). La gràfica indica que l’AT 

no pot canviar l’alliberació espontània d’acetilcolina quan prèviament els receptors d’ADO són inhibits (8-SPT) o 

estimulats (ADO). En experiments recíprocs, la preincubació de l’AT evita l’acció de potenciació efectuada pel 8-SPT 

o la disminució de l’alliberació induïda per l’ADO. Ni l’AT ni la CADO tenen efecte en la freqüència dels mEPPs 

després de la preincubació de l’altre component. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per 

múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). A la box 

de dalt, es presenta uns exemples de registres de mEPPs de l’acció de l’AT en l’alliberació espontània (esquerra) i la 

falta d’efecte de l’AT en presència del 8-SPT. Barra d’escala horitzontal: 25 ms (esquerra) i 50 ms (dreta), 

respectivament, i vertical: 1 mV per ambdós casos. 

 

9.1.4 Efecte en la neurotransmissió espontània quan es modulen els receptors d’adenosina 

i es bloquegen únicament els receptors muscarínics tipus M2 

 Una vegada, coneguda la possible relació entre els receptors d’ADO i els receptors 

tipus M1, s’han realitzat un altre sèrie d’experiments en paral·lel similars als anteriors per 

avaluar la relació dels receptors d’ADO amb el receptor M2. En experiments previs en el 

nostre laboratori es va observar que l’inhibidor del subtipus M2, la MET (1 μM) disminueix 

l’alliberació espontània (% de disminució: 42.9 ± 13.31, P < 0.05, n = 5, mínim 15 fibres per 

múscul; Tomàs i cols., 2014). Per analitzar aquesta relació, com en l’apartat anterior s’ha 

preincubat la preparació amb el 8-SPT (100 μM) o bé amb l’ADO (25 μM) i posteriorment, 

s’ha fet una segona incubació amb la MET (1 μM). En cap dels dos casos no s’ha observat una 

modificació en la freqüència dels mEPPs (% de variació 14.32 ± 20.32 i 13.69 ± 0.90, 

respectivament; figura R.31B, columnes 6 i 7). Seguidament, s’ha estudiat en experiments 

independents l’efecte de la MET (1 μM) en presència dels bloquejadors selectius dels receptors 

A1 i A2A per avaluar la seva possible implicació. Experimentalment, la MET (1 μM) tampoc 
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indueix canvis en la freqüència dels mEPPs en presència dels antagonistes DPCPX (100 nM) o 

SCH-58161 (50 nM) (% de variació: 8.71 ± 3.55 i 29.54 ± 15.54, respectivament; figura 

R.31B, columnes 8 i 9). Com en el cas del receptor M1, la modulació prèvia dels receptors 

d’ADO evita l’efecte inhibitori de la MET, suggerint que hi ha una possible relació entre els 

receptors d’ADO i el receptor tipus M2. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R.31. Efecte de la modulació dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig dels receptors 

muscarínics tipus M1 i M2 en la neurotransmissió espontània. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; 

columnes blanques) es mostra l’efecte independent de la pirenzepina (PIR, inhibidor del receptor M1), la metoctramina 

(MET, inhibidor del receptor M2) i dels moduladors purinèrgics en l’alliberació espontània. A continuació, es mostra 

l’efecte de la PIR (A) i de la MET (B) en presència dels moduladors dels receptors d’ADO (columnes grises). L’ordre 

d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb el número 1 i 2 (1: 

preincubació; 2: incubació). La gràfica indica que la PIR i la MET no poden modificar la freqüència dels mEPPs en 

presència dels moduladors inespecífics (8-SPT i ADO) i dels inhibidors específics dels receptors A1 i A2A (DPCPX i 

SCH-58261, respectivament). Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. Els valors 

s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). 
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 Els resultats exposats en aquest apartat mostren que si els receptors d’ADO (A1 i A2A) 

es troben acoblats a la neurotransmissió espontània necessiten el funcionament normal dels 

mAChRs (M1 i M2) i viceversa. Donat que el pretractament amb l’AT evita l’efecte excitatori i 

inhibitori dels moduladors purinèrgics (8-SPT i ADO, respectivament). Així mateix, la 

presència dels moduladors purinèrgics inespecífics i dels bloquejadors selectius dels receptors 

A1 i A2A eviten l’efecte inhibitori de l’AT, PIR i MET. Per tant, es confirma que hi ha una 

absoluta interdependència dels receptors d’ADO (A1 i A2A) i els mAChRs (M1 i M2) per 

modular la neurotransmissió espontània en condicions basals. Per un altre banda, l’estimulació 

prolongada dels receptors d’ADO (CADO) fa que aquesta relació sigui unidireccional, donat 

que la CADO en presència de l’AT no es produeix modificacions en la freqüència dels mEPPs, 

on la CADO té el mateix comportament en l’alliberació espontània que en situacions basals.  

 

9.2 Relació entre els receptors d’adenosina i la proteïna quinasa A (PKA) en la 

neurotransmissió espontània 

 En l’apartat 8.2 de Resultats s’ha evidenciat una relació funcional entre els receptors 

d’ADO i l’activitat de la PKA en la neurotransmissió evocada. Per tant, en aquest apartat de la 

tesi s’ha decidit analitzar aquesta relació en la neurotransmissió espontània modulant l’activitat 

de la PKA en presència dels moduladors purinèrgics. En estudis previs publicats en el nostre 

grup, es va veure la inactivació de la proteïna PKA amb l’H-89 (5 µM) no modifica la 

freqüència dels mEPPs, mentre que la seva activació amb l’Sp-8-BrcAMP (10 µM) augmenta 

l’alliberació espontània (% de variació: 17.97 ± 6.26 i 150-200 ± 3.36, respectivament, P < 

0.05, n = 5, mínim 15 fibres per múscul; Santafé i cols., 2006). En experiments anteriors, s’ha 

evidenciat la participació dels receptors d’ADO en l’alliberació espontània, ja que la modulació 

d’aquest receptors (8-SPT i ADO) augmenta i disminueix la freqüència del mEPPs (veure 

l’apartat 5.1.1 de Resultats).  

 

9.2.1 Efecte de la inhibició inespecífica dels receptors d’adenosina i la modulació de 

l’activitat de la PKA en la neurotransmissió espontània 

 Amb el propòsit d’aprofundir en l’estudi de la relació funcional dels receptors d’ADO 

amb l’activitat de la PKA, s’han bloquejat prèviament tots els receptors d’ADO amb el 8-SPT 

(100 µM) i després s’ha inhibit la PKA amb l’H-89 (5 µM) i no s’ha observat modificació en 

l’alliberació espontània (% de variació: 26.90 ± 17.82, figura R.32, columna 5). En canvi, si 

s’estimula la PKA amb l’activador Sp-8-BrcAMP (10 μM) en presència del 8-SPT (100 μM) 
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s’observa una potenciació de l’alliberació (% d’increment: 152.74 ± 34.28, figura R.32, 

columna 6). Per tant, l’H-89 i l’Sp-8-BrcAMP té un efecte similar en la neurotransmissió 

espontània en presència o en absència del 8-SPT. El següent pas, serà estudiar l’efecte de 

l’ADO exògena en la modulació de l’activitat de la PKA. 

 

9.2.2 Efecte de l’adenosina exògena i la modulació l’activitat de la PKA en la 

neurotransmissió espontània  

 Seguint la mateixa línia d’estudi s’ha avaluat la situació contrària, l’efecte de la 

modulació de l’activitat PKA en presència de l’ADO. En aquest cas, si es bloqueja la PKA amb 

l’H-89 (5 µM) en presència de l’ADO (25 µM) no s’observa canvis significatius en la 

freqüència dels mEPPs (% de variació 23.48 ± 6.56, figura R.32, columna 7). Pel contrari, si 

s’estimula la PKA amb l’activador Sp-8-BrcAMP (10 µM) s’observa una potenciació de 

l’alliberació d’acetilcolina (% d’increment: 73.96 ± 22.17, figura R.32, columna 8). Com en el 

cas anterior, l’efecte dels moduladors de l’activitat de la PKA no es veuen afectats en presència 

de l’ADO.  

 En aquest apartat es podria concloure que, els receptors d’ADO no tenen relació 

amb la PKA en l’alliberació espontània. Perquè l’estat dels receptors d’ADO no afecta a 

l’acoblament de la PKA en la neurotransmissió espontània. 

 

Figura R.32. Relació dels receptors d’adenosina amb la modulació de l’activitat de la PKA en la 

neurotransmissió espontània. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) es mostra 

l’efecte independent dels moduladors de l’activitat de la PKA i dels purinèrgics en l’alliberació espontània. A 

continuació, es mostra l’efecte de la modulació de l’activitat de la PKA en presència dels moduladors dels receptors 

d’ADO (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent (a sota), 

assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). La gràfica indica que l’acció de l’H-89 (que no indueix 

una variació en la freqüència dels mEPPs) i de l’Sp-8-Br-cAMP (dóna un augment d’alliberació espontània del 150-

200%, aproximadament) s’observa el mateix comportament quan són aplicades de forma independent que amb la 

incubació prèvia dels moduladors purinèrgics. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per 

múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). 
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9.3 Relació entre els receptors d’adenosina i la proteïna quinasa C (PKC) en la 

neurotransmissió espontània  

9.3.1 Efecte dels receptors d’adenosina amb l’estimulació de la PKC en la 

neurotransmissió espontània 

 Un altre dels propòsits d’aquest treball, ha sigut estudiar la relació funcional dels 

receptors d’ADO i la PKC en la neurotransmissió espontània. En la primera tanda 

d’experiments realitzats per aquest estudi, s’ha avaluat l’efecte de la modulació purinèrgica 

amb l’estimulació de la PKC. Es coneix mitjançat experiments realitzats anteriorment en el 

laboratori, que l’activació de la PKC amb el PMA causa un augment en la freqüència dels 

mEPPs (% d’increment 200 ± 15.00, P < 0.05, n = 5 músculs, mínim de 15 fibres per múscul; 

Santafé i cols., 2005). Com s’ha vist prèviament en els experiments de l’apartat 5.1 de 

Resultats, el 8-SPT i l’ADO causen un augment i una disminució de l’alliberació, 

respectivament. Sembla ser que el causant de la potenciació donada pel 8-SPT sigui el receptor 

A1 perquè la incubació amb l’antagonista DPCPX (100 nM) també causa un augment de la 

freqüència, mentre que la resta moduladors selectius no tenen efecte en l’alliberació 

espontània.  

 

9.3.1.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i l’estimulació de la PKC en la 

neurotransmissió espontània  

 Amb la intenció d’estudiar l’efecte dels receptors d’ADO amb l’estimulació de 

l’activitat de la PKC, s’han bloquejat tots els receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT (100 

µM), i a continuació, s’ha activat la PKC amb el PMA (20 nM). En aquestes condicions s’ha 

observat un augment en l’alliberació espontània (% d’increment: 91.42 ± 9.68, figura R.33A, 

columna 4), una potenciació inferior que la que causa el PMA però superior a la que causa el 8-

SPT. Possiblement, aquest resultat pot suggerir, que el receptor A1 modula la unitat 

moduladora de la proteïna PKC augmentant aquesta alliberació espontània. En un altre 

experiment paral·lel, s’ha avaluat l’efecte del PMA (20 nM) en presència de l’ADO (25 μM). 

En aquest cas, s’observa que el PMA causa una potenciació de l’alliberació espontània (% 

d’increment: 110.46 ± 18.54, figura R.33A, columna 5), però una menor potenciació que 

l’observada pel PMA sol. Possiblement, l’ADO exògena activa al receptor A1, obtenint una 

situació inhibitòria que modularà l’activitat de PKC augmentant l’alliberació de l’acetilcolina. 

Resumint, aquests resultats preliminars mostren que la presència dels moduladors purinèrgics 

inespecífics fa que el PMA augmenti l’alliberació espontània però de manera inferior que 
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l’acció independent del PMA, suggerint una possible implicació del receptor A1 en la 

modulació de l’activitat de la PKC. Per confirmar aquesta afirmació s’ha estudiat la implicació 

dels receptors A1 i A2A en l’efecte de l’estimulació de la PKC. 

 

9.3.1.2 Modulació del receptor A1 i l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió 

espontània  

 En aquest apartat s’ha activat la proteïna PKC amb el PMA (20 nM) en presència de 

l’antagonista del receptor A1, DPCPX (100 nM), i s’ha observat una potenciació de 

l’alliberació espontània (% d’increment: 78.12 ± 22.15, figura R.33B, columna 6) però menys 

que l’efecte causat pel PMA sol. Per un altre banda, en un altre experiment per separat s’ha 

estimulat la PKC en presència de l’agonista del receptor A1, CCPA (1 μM), i s’observa que el 

PMA produeix un augment de la freqüència (% d’increment: 350.52 ± 8.22, figura R.33B, 

columna 7) superior a l’acció independent del PMA. Aquests resultats suggereixen que 

possiblement pot haver una relació entre els receptor A1 i la PKC, perquè el PMA no té un 

efecte tan potenciador quan el receptor A1 es troba prèviament bloquejat però en canvi, el seu 

efecte potenciador es veu augmentat quan prèviament s’estimula el receptor A1. Per confirmar 

aquesta afirmació en el següent apartat s’estudiarà la implicació del receptor A2A en 

l’estimulació de la PKC. 

 

9.3.1.3 Modulació del receptor A2A i l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió 

espontània 

 Una vegada que s’ha vist que possiblement hi ha una relació entre el receptor A1 i la 

PKC, s’ha analitzat l’efecte del PMA (20 nM) en presència de l’antagonista SCH-58261 (50 

nM) i en aquest cas el PMA no afecta a la freqüència del mEPPs (% de variació: 18.79 ± 3.40, 

figura R.33B, columna 8). Pel contrari, el PMA (20 nM) en presència de l’agonista CGS-

21680 (1 μM) causa una potenciació en l’alliberació espontània (% d’increment: 109.44 ± 

14.72, figura R.33B, columna 9) però menor que l’efecte potenciador del PMA sol. És a dir, el 

PMA no pot potenciar l’alliberació quan es troba al receptor A2A prèviament bloquejat i no té 

un efecte tan potenciador quan s’estimula el receptor A2A. 

 Resumint aquest apartat, pot haver una relació entre els receptors d’ADO i l’activació 

de la PKC, perquè la presència dels moduladors inespecífics, del bloquejador del receptor A1 o 

bé l’estimulador del receptor A2A fan que el PMA no tingui un efecte tan potenciador. En 
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canvi, el PMA té un efecte fortament potenciador en presència de l’agonista del receptor A1, 

però no es produeix la potenciació amb la preincubació de l’antagonista del receptor A2A. 

 

Figura R.33. Modulació dels receptors d’adenosina amb l’estimulació de la PKC en la neurotransmissió 

espontània. A les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent del 

PMA i dels moduladors purinèrgics dels receptors A1 i A2A en l’alliberació espontània. A continuació, es mostra 

l’efecte de l’activació de la PKC amb el PMA en presència dels moduladors no selectius (A) i selectius (B) dels 

receptors d’ADO (columnes grises). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, 

assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). El PMA augmenta l’alliberació espontània 

aproximadament un 200%. La gràfica mostra que el PMA indueix una potenciació d’alliberació, però menor que 

l’acció independent del PMA, si prèviament és modulat inespecíficament, si es bloqueja el receptor A1 o bé si 

s’estimula el receptor A2A. En concret, si el receptor A1 és prèviament estimulat específicament, el PMA augmenta 

considerablement l’alliberació. Però pel contrari, una inhibició prèvia del receptor A2A amb l’SCH-58261 evita l’acció 

potenciadora del PMA en la freqüència dels mEPPs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres 

per múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada).  
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9.3.2 Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibició de la PKC en la neurotransmissió 

espontània 

 Després de veure la possible relació dels receptors d’ADO amb l’activació de la PKC 

s’estudiarà la situació contrària: l’efecte de la modulació receptors d’ADO amb la inhibició de 

l’activitat de la PKC. Per dur a terme aquests experiments, els receptors d’ADO s’han inhibit o 

estimulat i posteriorment, s’ha realitzat una segona incubació bloquejant l’activitat de la PKC 

amb la CaC (10 μM). Com s’ha mencionat anteriorment, per a que la PKC es pugui acoblar a la 

neurotransmissió evocada i pugui ser inhibida per la CaC i al fer l’estimació del contingut 

quàntic (registre simultani dels EPPs i dels mEPPs), els experiments s’han de realitzat amb un 

estímul constant (d’1Hz) o bé a un increment de Ca
+2

 en la solució fisiològica (veure apartat 

10.7 de Materials i Mètodes i 8.3.2 de Resultats). En experiments previs en el laboratori, es va 

veure que la CaC no modifica la freqüència dels mEPPs (% de variació: 15.10 ± 2.62 (a 1 Hz) i 

14.91± 1.07 (en presència de Ca
+2

), respectivament; P < 0.05, n = 5 músculs, mínim de 15 

fibres per múscul; Santafé i cols., 2005). Com s’ha vist en els apartats previs, el bloqueig de 

tots els receptors d’ADO produeix un augment en l’alliberació espontània, mentre que 

l’activació inespecífica a concentracions micromolars té un efecte inhibitori (veure apartat 

5.1.1 de Resultats). 

 

9.3.2.1 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i la inhibició de la PKC en 

presència d’un estímul continu (1 Hz) en la neurotransmissió espontània  

 En la primera tanda d’experiments, s’ha observat que la CaC (10 μM) en presència del 

8-SPT (100 μM) amb un estímul continu d’1 Hz augmenta lleugerament l’alliberació 

espontània (% de variació: 30.53 ± 4.68, figura R.34, columna 4). En canvi, en les mateixes 

condicions experimentals (1 Hz), la CaC (10 μM) en presència de l’ADO (25 μM) no modifica 

la freqüència dels mEPPs (% de variació: 12.72 ± 3.40, figura R.34, columna 5). Per tant, la 

CaC (a 1 Hz) augmenta lleugerament l’alliberació quan els receptors d’ADO estan prèviament 

inhibits, mentre que quan s’estimulen aquests receptors la CaC no té efecte en l’alliberació 

espontània. El següent pas serà fer una replica d’aquests experiments però en condicions d’alt 

Ca
+2

 extern. 

 

9.3.2.2 Modulació inespecífica dels receptors d’adenosina i la inhibició de la PKC en 

presència d’altes concentracions de calci extern en la neurotransmissió espontània  

 Atès que la PKC també es pot activar amb alt Ca
+2

,
 
s’ha considerat estudiar l’efecte 

del bloqueig de la PKC amb la CaC (10 μM) en presència d’un antagonista inespecífic el 8-
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SPT (100 μM) en presència d’altes concentracions de Ca
+2

 (5 mM) extern. El Ca
+2

 a altes 

concentracions (5 mM) desprès de 3 hores d’incubació augmenta l’alliberació espontània 

d’acetilcolina per si sol (% de variació: 41.07 ± 4.72). Si es bloqueja l’activitat de la PKC amb 

la CaC en presència de 8-SPT i alt Ca
+2

 (5 mM), s’observa un augment de l’alliberació 

espontània d’acetilcolina (% d’increment: 76.77 ± 20.14, figura R.34, columna 8). Així 

mateix, s’ha estudiat la situació contrària. La CaC (10 μM) en presència d’ADO (25 μM) i a 

altes concentracions de Ca
+2

 (5 mM) produeix un augment de l’alliberació espontània (% 

d’increment: 110.92 ± 18.50, figura R.34, columna 9). En aquest dos casos possiblement, a 

diferència de la situació d’1 Hz, potser que el Ca
+2

 preactivi a la PKC i faci augmentar 

l’alliberació espontània.  

 Es por concloure que la CaC en presència del 8-SPT augmenta lleugerament 

l’alliberació espontània quan s’estimula a 1 Hz. En canvi en condicions d’alt Ca
+2

, la CaC 

augmenta l’alliberació espontània en presència del 8-SPT o bé de l’ADO. Podria ser que 

l’efecte de potenciació que s’observa en condicions d’alt Ca
+2 

en presència dels moduladors no 

selectius dels receptors d’ADO, sigui donat per l’efecte prolongat del Ca
+2

 present en la solució 

fisiològica. Donat que aquest ió esta present en la preparació des del pretractament (incubació 

d’1 hora conjuntament amb els moduladors purinèrgics, ja que són experiments de dobles 

incubacions) i en experiments controls es va veure que el Ca
+2

 (5mM) a les 3 hores 

augmentava la freqüència dels mEPPs. Possiblement, aquest augment de l’alliberació 

espontània que s’observa en condicions d’alt Ca
+2 

pot ser donat per una preactivació de la PKC 

amb el Ca
+2

 residual de la solució fisiològica. I a més aquests resultats poden suggerir que 

aquest Ca
+2 

(5 mM) que se li afegeix a la solució fisiològica per tal d’acoblar a la PKC en la 

neurotransmissió evocada i pugui ser inhibida per la CaC pot ser una concentració superior a la 

concentració de Ca
+2

 que s’obtè en condicions d’estimulació continua a 1 Hz. Això fa que els 

experiments en condicions d’alt Ca
+2

 tinguin un efecte més fort en l’alliberació espontània que 

en condicions d’estimulació a 1 Hz. Per un altre banda, la CaC en presència de Ca
+2

 i dels 

moduladors purinèrgics inespecífics té un efecte clarament potenciador. Possiblement, aquestes 

concentracions de Ca
+2

 són suficients per activar un mecanisme paral·lel dependent del Ca
+2

 

que quan els P1Rs són bloquejats o estimulats amb l’ADO i l’activitat de la PKC es troba 

inhibida, faci augmentar la freqüència dels mEPPs. Mecanisme que en condicions d’1 Hz no es 

dóna perquè el Ca
+2

 que s’obté en aquestes condicions poden ser insuficients per transactivar 

aquest mecanisme paral·lel. Per tant, es pot concloure que hi ha una relació funcional entre els 

receptors d’ADO i la PKC. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol IV. Resultats 

 

179 

 

 

 

Figura R.34. Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibició de la PKC en la neurotransmissió espontània. A 

les primeres barres de l’histograma (a l’esquerra; columnes blanques), es mostra l’efecte independent dels moduladors 

purinèrgics no selectius en l’alliberació espontània. A continuació (columnes grises), es mostra l’efecte de paninhibidor 

CaC en presència del 8-SPT o bé l’ADO, en dues condicions experimentals diferents: amb el manteniment de 

l’activitat de la NMJ amb un estímul elèctric constant a 1 Hz (box 1) i amb un increment de la concentració de Ca+2 en 

la solució fisiològica (box 2). L’ordre d’incubació dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, 

assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: incubació). En la gràfica, en la box 1 s’observa que la CaC en 

presència de 8-SPT augmenta lleugerament l’alliberació espontània, mentre que no es modifica la freqüència en 

presència de l’ADO. En la box 2 es mostra com el Ca+2 activant a la PKC pot augmentar l’alliberació espontània a les 3 

hores d’incubació (columna ondulada), fet que podria influenciar en l’increment d’alliberació espontània de la CaC en 

presència dels moduladors no selectius dels receptors d’ADO, efecte que no s’observa tant fort en condicions d’1 Hz 

quan es bloqueja prèviament amb el 8-SPT. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per múscul. 

Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada).  

 

9.4 Relació entre els receptors d’adenosina amb els canals de calci dependents de voltatge 

(VDCCs) en la neurotransmissió espontània 

 L’activitat sinàptica depèn del fluxe de Ca
+2

 a través dels VDCCs (Katz i Miledi, 

1970). En el present estudi, s’ha proposat estudiar l’efecte dels receptors d’ADO amb els 

VDCCs. En experiments preliminars, el bloqueig dels canals P/Q amb l’agent -Aga IVA no 

modifica la freqüència (% de variació: 2 ± 0.16). En l’apartat 5.1.1 de Resultats es mostra que 

l’estimulació amb l’ADO exògena a concentracions micromolars té un efecte inhibitori en la 

freqüència dels mEPPs.  
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9.4.1 Efecte de l’adenosina exògena amb la inhibició dels VDCCs tipus P/Q en la 

neurotransmissió espontània  

 Degut als resultats obtinguts, s’ha estudiat si hi ha una dependència dels P1Rs amb 

l’entrada del Ca
+2

 a través dels canals P/Q. S’han realitzat experiments on s’ha estimulat tots 

els receptors d’ADO amb l’ADO (25 μM) i a continuació s’ha bloquejat els canals P/Q amb 

l’ω-Aga IVA (100 nM). En aquest cas, no s’ha observat canvis en la freqüència dels mEPPs. 

En la situació inversa, l’ADO (25 μM) en presència de l’ω-Aga IVA (100 nM) tampoc 

produeix una modificació en la freqüència dels mEPPs (% de variació: 7.78 ± 4.17 i 13.62 ± 

0.90, respectivament; figura R.35, columnes 3 i 4). Per tant, es pot concloure que els receptors 

d’ADO i els VDCCs tipus P/Q tenen relació en la neurotransmissió espontània perquè l’ADO 

no pot disminuir la freqüència dels mEPPs en presència del bloquejador del canal tipus P/Q.  

 

9.4.2 Efecte de l’adenosina exògena en presència d’altes concentracions de magnesi en la 

neurotransmissió espontània 

 Segons els resultats obtinguts, s’ha proposat estudiar l’estimulació inespecífica dels 

receptors d’ADO en la neurotransmissió espontània en condicions de baix Ca
+2

, reduint 

l’entrada de Ca
+2

 preincubant la preparació amb Mg
+2

 a dues concentracions diferents (0.5 i 1 

mM). L’ADO (25 μM) en presència del Mg
+2 

(0.5 mM) no produeix canvis en la freqüència 

dels mEPPs. Però en canvi, a una concentració d’1 mM de Mg
+2

 s’observa un augment en la 

freqüència de mEPPs (% de variació: 11.26 ± 4.15 i 105.06 ± 35.27, respectivament; figura 

R.35, columnes 5 i 6). Per tant, en una situació de baixa neurotransmissió o baix Ca
+2

, els 

receptors d’ADO depenen de la entrada de Ca
+2

 pel seu efecte inhibitori, donat que a una 

concentració de Mg
+2 

 de 0.5 mM no es modifica la freqüència de mEPPs i a 1 mM 

sorprenentment augmenta l’alliberació espontània quan l’efecte de l’ADO és inhibitori en 

concentracions normals de Ca
+2

.  
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Figura R.35. Efecte de l’adenosina amb la inhibició dels canals de calci dependents de voltatge (VDCCs) i en 

condicions de baixa entrada de calci en la neurotransmissió espontània. Les primeres barres de l’histograma (a 

l’esquerra; columnes blanques) es mostra l’efecte independent en condicions basals de l’inhibidor del canal P/Q (ω-

Aga IVA) i de l’ADO. A continuació, es mostra l’efecte l’ADO amb la inhibició dels canals P/Q (columnes grises) i 

l’efecte de l’ADO en presència del Mg+2 (0.5 i 1 mM; condicions de baix Ca+2; columnes negres). L’ordre d’incubació 

dels moduladors es mostra en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el número 1 i 2 (1: preincubació; 2: 

incubació). El gràfic indica que el bloqueig previ dels canals P/Q evita l’acció inhibitòria de l’ADO i la dependència 

dels receptors d’ADO amb l’entrada de Ca+2. Donat que l’ADO en presència d’altes concentracions de Mg+2 s’evita 

l’efecte inhibitori i es converteix en facilitatori. Per a cada columna: n = 5 experiments i un mínim de 15 fibres per 

múscul. Els valors s’expressen com mitjana ± SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (línia puntejada). 

 

 En resum, hi ha una dependència entre els receptors d’ADO amb els VDCCs i amb 

l’entrada de Ca
+2

, donat que sorprenentment si s’estimulen tots els receptors d’ADO en 

presència de l’ω-Aga IVA no s’observa canvis en la freqüència dels mEPPs, cosa que l’ADO 

per ella sola té un efecte inhibitori. En la situació inversa, tampoc s’observa un canvi en 

l’alliberació espontània, on sembla ser que aquesta dependència sigui unidireccional. A més, 

els receptors d’ADO que tenen una funció conservativa limitant l’alliberació espontània 

depenen de l’entrada de Ca
+2

. L’ADO no pot disminuir l’alliberació en presència de Mg
+2

 

(condicions de baixa entrada de Ca
+2

). A altes concentracions de Mg
+2

 augmenta l’alliberació 

tenint una acció potenciadora quan l’efecte de l’ADO com anteriorment s’ha descrit és 

inhibitori.
 
Aquests resultats confirmen la premissa dels resultats obtinguts en l’apartat 9.3.2.2 

dels Resultats, on s’ha evidenciat una relació funcional entre els P1Rs i la PKC. Ja que, podria 

ser que en condicions d’alt Ca
+2

 pot haver un mecanisme paral·lel dependent del Ca
+2

 que 

interaccioni amb els P1Rs quan són estimulats amb l’ADO i l’activitat de la PKC es troba 

inhibida, i faci augmentar la freqüència dels mEPPs. Probablement, com s’ha evidenciat en els 

experiments dels VDCCs un d’aquest mecanismes possiblement podria ser els canals P/Q, 
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donat que el bloqueig previ amb l’ω-Aga evita l’efecte inhibitori de l’ADO i inclús quan es 

redueix fortament l’entrada de Ca
+2

 amb altes concentracions de Mg
+2

 aquest efecte es torna 

facilitatori.  

 

 Els resultats d’electrofisiologia exposats mostren que els receptors d’ADO no es 

troben acoblats en la neurotransmissió evocada quan la fisiologia de la sinapsi es troba 

plenament operativa i intacte. Pel contrari, quan es canvia directament la fisiologia de la sinapsi 

(bloquejant la contracció amb alt Mg
+2 

o d-tubocurarine), l’ADO redueix el contingut quàntic 

com prèviament s’havia descrit per alguns autors (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker, 

1975; Pousinha i cols., 2010). Així mateix, s’ha analitzat l’efecte prolongat de l’anàleg de 

l’ADO, la CADO (10 μM i 300 nM) en l’alliberació evocada. I s’ha vist que a concentracions 

micromolars té un efecte inhibitori degut a un treball col·laboratiu dels receptors A1 i A2A. En 

canvi, la CADO a concentracions nanomolars en condicions basals i en presencia dels 

bloquejadors purinèrgics no té efecte en l’alliberació evocada, suggerint que aquesta 

concentració es insuficient per activar aquesta via. A diferència de l’alliberació evocada, s’ha 

evidenciat que els P1Rs es troben implicats en l’alliberació espontània tenint una funció 

conservativa limitant l’alliberació espontània. S’ha observat que el bloqueig i l’estimulació 

inespecífica augmenta i disminueix la freqüència dels mEPPs, respectivament. Sembla ser que 

l’únic receptor que es troba implicat en la disminució de la neurotransmissió espontània és el 

receptor A1. A més, mitjançant els experiments amb l’enzim ADA s’ha confirmat que l’ADO 

endògena no té efecte en la modulació de l’alliberació evocada, però en canvi té un efecte 

inhibitori en l’alliberació espontània. L’efecte prolongat de l’anàleg de l’ADO, CADO (300 

nM), augmenta la freqüència dels mEPPs degut a que els dos receptors (A1 i A2A) necessiten 

treballar conjuntament per tenir aquest efecte en l’alliberació espontània. Però pel contrari, a 

altes concentracions (10 μM) el sistema pot arribar a un equilibri entre els receptors A1 i A2A 

fent que no es modifiqui aquest alliberació d’acetilcolina espontània. En el cas dels 

experiments d’activitat sinàptica, s’ha evidenciat que els receptors d’ADO es troben implicats 

en el control de la depressió durant una activitat repetitiva i esgotadora. S’ha vist que és 

necessari un treball col·laboratiu entre els receptors d’ADO per reduir la depressió sinàptica a 

40 Hz. Per una altre banda, forçant el sistema amb l’efecte prolongat de la CADO, s’ha 

observat que la CADO (10 μM) té un efecte protector de la depressió però menor que l’efecte 

de l’ADO exògena, degut a que la CADO s’uneix de forma irreversible al receptor d’ADO amb 

la conseqüent activació de la via de les ubiqüitinases. A més, aquest efecte protector és 
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depenent dels receptors d’ADO on el receptor A2A té una paper modulador negatiu sobre el 

receptor A1 en aquestes condicions. La CADO a concentracions nanomolars s’ha vist que és 

una concentració insuficient per activar aquesta via. Per una altre banda, en els experiments 

d’altes freqüències d’activació (100 Hz), l’ADO endògena produïda en la fenedura durant els 

trens en aquestes condicions en aquest cas és suficient per tenir un efecte protector activant el 

receptor A1, ja que el bloqueig del receptor A2A redueix considerablement la depressió.  

 Com s’ha mencionat durant aquesta tesi els receptors d’ADO són pleioentròpics i la 

seva activació pot influir en l’acció d’altres neurotransmissors i neuromoduladors 

indirectament, comportant-se com un modulador de moduladors ja que el funcionament de 

molts sistemes neuromoduladors presinàptics estan sota el control concís dels receptors d’ADO 

(Queiroz i cols., 2003; Cunha, 2005). Per aquest motiu s’ha realitzat l’estudi de la relació 

funcional entre els receptors d’ADO amb altres vies de senyalització (mAChRs, PKA, PKC i 

VDCCs) que controlen la neurotransmissió. S’ha observat que els receptors d’ADO i els 

mAChRs (M1 i M2) depenen un de l’altre, és a dir, hi ha una interrelació entre aquests dos 

grups de receptors en la modulació de la neurotransmissió evocada i espontània en condicions 

basals i en experiments realitzats amb la CADO. A més, el mecanisme purinèrgic i muscarínic 

cooperen en el control de la depressió sinàptica compartint una via en comú, tot i que el 

mecanisme purinèrgic sembla ser més fort. També s’ha trobat una relació funcional entre els 

P1Rs i les serina/treonina quinases (PKA i PKC). Possiblement, l’acoblament de la PKA en 

l’alliberació evocada necessita la participació dels receptors d’ADO, tot i que la PKA no pot 

ser addicionalment estimulada en presència dels moduladors de purinèrgics. Pel contrari, en 

l’alliberació espontània no s’ha observat aquesta relació perquè l’estat (inhibit o estimulat) dels 

receptors d’ADO no afecta a l’acoblament de la PKA en la neurotransmissió espontània. En el 

cas de la PKC, s’ha evidenciat que un desequilibri dels receptors d’ADO donat per l’ús de 

moduladors no selectius i específics desacobla la PKC de la neurotransmissió evocada. Així 

mateix, s’ha vist una dependència de la PKC en l’alliberació espontània donat que el PMA pot 

potenciar considerablement la freqüència dels mEPPs en presència del l’agonista del receptor 

A1, però no es produeix aquesta potenciació amb la preincubació de l’antagonista del receptor 

A2A. Per un altre banda, s’ha evidenciat que la CaC en presència dels moduladors purinèrgics i 

del Ca
+2

, potencia l’alliberació espontània però més que en condicions d’1 Hz, suggerint que a 

aquestes concentracions de Ca
+2

 són suficients per activar un mecanisme paral·lel dependent 

del Ca
+2

 que interaccioni als P1Rs quan són bloquejats o bé estimulats amb l’ADO i l’activitat 

PKC es trobi inhibida i faci augmentar la freqüència dels mEPPs. Per últim, s’ha trobat una 
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relació funcional entre els P1Rs i els VDCCs en l’alliberació evocada i espontània, ja que s’ha 

observat que el bloqueig previ dels canals P/Q i la posterior estimulació dels receptor d’ADO 

potencia l’alliberació evocada. Inclús en condicions de baixa entrada de Ca
+2

 (increment de 

Mg
+2

 en la solució fisiològica), l’ADO evita l’efecte inhibitori del Mg
+2

. Pel que fa a 

l’alliberació espontània, s’ha vist que els P1Rs depenen dels VDCCs i de l’entrada del Ca
+2

. 

Com s’ha comentat anteriorment, els P1Rs tenen una funció conservativa limitant l’alliberació 

espontània, però aquesta funció possiblement és depenent del Ca
+2

 perquè l’ADO perd la seva 

capacitat inhibitòria quan és bloqueja l’entrada de Ca
+2

 a través del canals P/Q i inclús potencia 

l’alliberació en presència d’altes concentracions de Mg
+2

 en la solució fisiològica. Aquest fet 

confirma i està en concordança amb la premissa comentada anteriorment, que menciona que en 

condicions d’alt Ca
+2

 (una condició necessària per a que la PKC s’acobli a la neurotransmissió 

evocada i pugui ser inhibida per la CaC). En aquestes condicions experimentals, en 

l’alliberació espontània pot haver un mecanisme paral·lel depenent del Ca
+2

 que interaccioni en 

aquestes condicions quan els P1Rs són bloquejats o bé quan són estimulats per l’ADO i la PKC 

és troba inhibida, i faci augmentar la freqüència dels mEPPs. Ja que s’ha vist que en condicions 

d’altes concentracions de Mg
+2

 (situació de baixa entrada de Ca
+2

 pel terminal nerviós) l’efecte 

de l’ADO es reverteix i es torna facilitatori, confirmant aquesta dependència dels P1Rs amb el 

Ca
+2

. 
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En els contactes neuronals, l'alliberament de neurotransmissors està bàsicament 

controlat per la confluència funcional de diversos receptors metabotròpics que 

intercedeixen en vies de senyalització, a través d’un mecanisme que depèn de l’activitat. En 

la NMJ, els autoreceptors presinàptics muscarínics (Santafé i cols., 2003, 2004) i nicotínics 

(Salgado i cols., 2000) estan directament acoblats a la secreció d’acetilcolina a través de la 

regulació del propi mecanisme d’alliberació. Els receptors presinàptics de les neurotrofines 

i els receptors presinàptics de les citoquines (Bibel i Barde, 2000; Roux i Barker, 2002; Pitts 

i cols., 2006) poden respondre a dianes derivades de mediadors i cooperar en el control de 

la neurotransmissió. De fet, l’activitat del terminal nerviós i l’activitat muscular 

contribueixen a l’augment de l’ADO extracel·lular en la NMJ (Cunha i Sebastião, 1993; 

Ribeiro i cols., 1996) la qual, sembla modular l’alliberació presinàptica d’acetilcolina a 

través dels receptors purinèrgics (Correia-de-Sá i cols., 1991; Salgado i cols., 2000). 

En el present estudi, es descriu mitjançant tècniques d’electrofisiologia per registre 

intracel·lular com els receptors d’ADO participen i interaccionen amb altres vies de 

senyalització implicades en el control de la neurotransmissió. Addicionalment, donat que la 

localització i l’expressió exacte a nivell cel·lular i la possible coexistència dels diferents 

subtipus de P1Rs en els components presinàptics, postsinàptics i en la cèl·lula glial no estan 

plenament estudiats, en aquest treball, s’ha utilitzat la tècnica de la immunohistoquímica 

per estudiar aquesta localització precisa d’aquest receptors en les diferents cèl·lules que 

conformen la NMJ. El seu coneixement és essencial per entendre com operen en la sinapsi 

neuromuscular. Així, en aquesta tesi, s’ha contribuït a estudiar l’expressió i la localització 

dels receptors d’ADO i descriure el seu paper en la regulació de la neurotransmisió en la 

NMJ adulta. 
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1. EXPRESSIÓ I LOCALITZACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA A1, A2, A2B 

i A3 EN LA SINAPSI NEUROMUSCULAR 

 En estudis anteriors, hi ha diversos grups d’investigadors que han estudiat 

l’expressió i la localització dels receptors d’ADO en diferents teixits i òrgans utilitzant 

diverses tècniques en biologia molecular i estudis farmacològics. Però, fins el moment, hi 

ha pocs treballs publicats que hagin analitzat l’expressió i la localització dels receptors 

d’ADO d’una manera precisa a nivell cel·lular en el sistema neuromuscular. Per aquest 

motiu, una de les finalitats d’aquest treball ha estat estudiar l’expressió i la localització dels 

receptors d’ADO en el sistema neuromuscular.  

 Experimentalment, mitjançant la tècnica del Western blot i la immunohistoquímica 

s’ha estudiat l’especificitat dels anticossos utilitzats, la presència i la localització cel·lular 

dels receptors d’ADO en músculs LALs neonatals (P6-P7) i adults (P30-45) (veure amb 

més detall el procediment en els apartats 5-9 a Materials i Mètodes). En els dos casos s’han 

realitzat controls negatius per tots els receptors P1 i en cap cas, s’han observat reaccions 

inespecífiques (veure l’apartat 5.2.7 pel Western blot i l’apartat 8 per la 

immunohistoquímica a Materials i Mètodes i les figures R.1-3 dels Westerns blots a 

l’apartat de Resultats). Per tant, els resultats obtinguts amb la tècnica de detecció de 

proteïnes (Western blot) i la de localització (immunohistoquímica convencional i de talls 

transversal semifins) poden ser considerats vàlids i reproduïbles.  

 

1.1 Expressió dels receptors d’adenosina A1, A2A, A2B i A3 

 En els resultats obtinguts mitjançant el Western blot, en mostres de lisat de múscul 

esquelètic LAL d’adult i de nadó, en cervell i en medul·la adulta s’ha observat una única 

banda per cada un dels receptors d’ADO. Els pesos moleculars obtinguts han coincidit amb 

els pesos moleculars pronosticats. En cap cas han aparegut bandes inespecífiques.  

 Experimentalment, s’ha observat que els receptors A1, A2B i A3 s’expressen més en 

múscul esquelètic adult que en el nadó, en canvi el receptor A2A s’expressa més en el nadó 

que en el múscul LAL adult (veure figures R.1-3 de l’apartat de Resultats). Aquesta 

observació suggereix, que el receptor A2A possiblement pot tenir un paper en la sinapsi 

postnatal durant el procés de l’eliminació sinàptica, i els receptors A1, A2B i A3 en 

l’establiment de la sinapsi en la maduresa. En l’adult, el receptor A2A s’expressa més en la 

medul·la espinal adulta que en el múscul. Per un altre banda, el receptor A2B és més 

abundant en el cervell i la medul·la espinal madura que en el múscul, mentre que el 

receptor A3 és més abundant en el múscul, que en el cervell i la medul·la espinal adulta.  
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 L’expressió dels receptors P1 en el múscul no es coneix en molt de detall. En la 

literatura, no hi ha estudis previs que determinin de forma concreta el pes molecular dels 

receptors (A1, A2A, A2B i A3) en el múscul estriat esquelètic. No obstant, alguns treballs 

anteriors han mostrat diferències de pesos moleculars en diferents espècies i teixits quan 

s’utilitzen diferents anticossos. Per tant, en alguns casos, s’ha cregut oportú utilitzar i 

comparar dos anticossos diferents de dues cases comercials. En la literatura, hi ha alguns 

estudis que han demostrat canvis d’expressió dels receptors d’ADO amb l’edat en animals 

(Jenner i cols., 2004; Cunha, 2005) i també en humans (Meyer i cols., 2007). S’han 

identificat diferències d’expressió dels receptors depenent dels teixits i dels òrgans 

analitzats. En estudis de biologia molecular, d’autoradiografia quantitativa i de 

radiolligands s’ha observat una disminució de l’expressió i la densitat del receptor A1 en 

regions del cervell del còrtex, el cerebel i l’hipocamp i en el teixit testicular, mentre que la 

densitat i l’expressió del receptor A2A augmenta amb l’edat en aquestes àrees del cervell 

(Cheng i cols., 2000; Cunha, 2005; Canas i cols., 2009).  

 Experimentalment, pel receptor d’ADO A1 s’ha detectat una única banda a 35 kDa 

en les quatre mostres de lisat (figura R.1A apartat de Resultats) utilitzant l’anticòs 

d’Alomone (AAR-006). Aquest pes molecular és molt proper al pes molecular nominal 

descrit de 36.5 kDa (Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006). En un treball publicat 

utilitzant el mateix anticòs d’Alomone (AAR-006) han observat una banda a 40 kDa en lisats 

de cultius cel·lulars de retina de rata (Vindeirinho i cols., 2013). En altres estudis realitzats 

prèviament, amb anticossos diferents als utilitzats en aquest treball, s’ha detectat el receptor 

aproximadament a 35-36 kDa en cultius primaris i teixit de múscul esquelètic humà i de 

rata (Lynge i Hellsten, 2000; Lynge i cols., 2003). A més a més, s’ha observat la presència 

d’aquest receptor a 38-39 kDa en diferents teixits i òrgans, com el teixit vascular, el ronyó i 

el fetge, amb anticossos diferents als utilitzats (Zou i cols., 1999; Jackson i cols., 2002; 

Grden i cols., 2007). En el sistema nerviós central, utilitzant anticossos diferents, s’ha 

observat una banda aproximadament a 36-37 kDa en els nervis terminals de neurones 

hipocampals de rata (Rebola i cols., 2003; Canas i cols., 2009). Aquests investigadors han 

separat i estudiat les fraccions presinàptiques, postsinàptiques i extrasinàptiques dels nervis 

terminals de l’hipocamp de rata. Mitjançant la tècnica del Western blot han observat 

immunoreactivitat en les zones actives dels terminals nerviosos, en la zona extrasinàptica i 

en les densitats postsinàptiques. Això, fa pensar que el receptor A1 possiblement té un paper 

en la inhibició de l’alliberació de glutamat, en el control del metabolisme (Håberg i cols., 

2000), en el control del creixement axonal i la maduració del nervi terminal (Rivkees i cols., 
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2001). A més, mitjançant la tècnica d’immunoprecipitació conjuntament amb el Western 

blot, utilitzant diferents anticossos, s’ha obtingut un pes molecular similar de 39 kDa en 

diverses regions cerebrals com l’hipocamp, el cerebel i el còrtex de rata (Cheng i cols., 

2000; Namba i cols., 2010).  

 En el cas del receptor d’ADO A2A s’ha detectat una banda de 43 kDa en les quatre 

mostres de lisat (figura R.1A de l’apartat de Resultats) utilitzant l’anticòs de Millipore (05-

717). El molecular nominal descrit per aquest receptor és de 44.7 kDa (Lorenzen i 

Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006), pes molecular molt proper al que s’ha detectat 

experimentalment. Utilitzant el mateix anticòs s’ha trobat una banda amb un pes similar (45 

kDa) en la regió del caudat i el putamen d’humà i de primat (Bogenpohl i cols., 2012; 

Villar-Menéndez i cols., 2014). A més, s’ha observat una segona banda a 55 kDa en lisats 

cel·lulars d’HEK-293T, s’ha suggerit que possiblement sigui la forma glucosilada del 

receptor (Rosin i cols., 1998; Bogenpohl i cols., 2012). En estudis realitzats per altres 

investigadors que estudien l’expressió del receptor A2A en el sistema muscular, s’ha 

observat una banda a 45 kDa en cultius primaris i teixit de múscul esquelètic humà i de 

rata, utilitzant un anticòs diferent (Lynge i Hellsten, 2000; Lynge i cols., 2003). Així mateix, 

s’ha trobat el mateix pes molecular (45 kDa) en teixits vasculars, cardiovasculars, de ronyó 

i de fetge porcins, humans i de rata, usant anticossos diferents al d’aquest treball (Marala i 

Mustafa, 1998; Jackson i cols., 2002; Grden i cols., 2007). En quan el sistema nerviós 

central mitjançant la tècnica del Western blot utilitzant anticossos diferents, el receptor A2A 

s’ha detectat a 42-45 kDa en diverses regions: en l’estriat boví i de rosegador (Barrington i 

cols., 1990; Marala i Mustafa, 1998; Lopes i cols., 2004; Ferreira i cols., 2015), en els 

nervis terminals hipocampals de rosegadors (Rebola i cols., 2002; Lopes i cols., 2004; 

Canas i cols., 2009), en el còrtex de ratolí (Lopes i cols., 2004) i en la medul·la espinal de 

rata (Brooke i cols., 2004). 

 Com s’ha mencionat anteriorment, en els apartats de Materials i Mètodes i en els 

Resultats, pels receptors d’ADO A2B i A3 s’han utilitzat dos anticossos de dues cases 

comercials diferents (Millipore i Santa Cruz) amb resultats comparables. Hi ha pocs estudis 

previs que hagin determinat el pes molecular d’aquest receptors en el múscul esquelètic 

estriat, encara que s’han citat diferents pesos moleculars en diferents espècies i teixits. Així 

doncs, degut a l’ampli rang de pesos moleculars d’aquests receptors en diferents espècies i 

teixits, s’ha cregut oportú especificar aquesta informació en aquest apartat. 
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 Pel receptor d’ADO A2B s’ha determinat un rang de pesos moleculars de 34-52 

kDa en diferents espècies (Lynge i Hellsten, 2000). No obstant, el pes molecular nominal 

descrit pel receptor A2B és de 36.3 kDa (Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006). 

Aquest pes és molt similar als receptors A1 i A3, mentre que el receptor A2A té un pes 

molecular predit més alt (aproximadament de 45 kDa) degut a la presència d’una porció de 

l’extrem C-terminal més llarga (d’uns 122 aminoàcids) amb respecte als altres receptors 

d’ADO (Feoktistov i Biaggioni, 1997). 

 Experimentalment, l’anticòs del receptor A2B de Santa Cruz (sc-7506) s’ha 

obtingut una banda a 47 kDa en el múscul d’animal adult i nadó, i una banda a 45 kDa en el 

cervell i la medul·la espinal adulta (figura R.2A de l’apartat de Resultats). Analitzant la 

bibliografia publicada, altres investigadors utilitzant el mateix anticòs han trobat resultats 

similars. En concret, s’ha detectat una banda a 40 kDa en cardiomiòcits aïllats de rata 

(Grube i cols., 2011) i una banda a 45 kDa en una línia de cultiu cel·lular que secreta el 

receptor de la hormona de creixement secretagoge tipus-1a (GHS-R1a de l’anglès growth 

hormone secretagogue receptor) (Carreira i cols., 2006). Així mateix, utilitzant l’anticòs de 

Millipore (AB1589P), en el present treball s’ha detectat una única banda a 52 kDa en el 

múscul esquelètic LAL d’animal adult i nadó, i una altre banda a 51 kDa en el cervell i la 

medul·la adulta (figura R.2A de l’apartat de Resultats). En altres estudis previs realitzats 

amb l’anticòs de Millipore (AB1589P), s’ha observat una banda de proteïna 

aproximadament a 52 kDa en cèl·lules musculars llises arterials humanes (Peyot i cols., 

2000). Per un altre banda, a diferència d’aquest treball amb el mateix anticòs, s’ha trobat 

una única banda a 28 kDa en múscul esquelètic humà (Lynge i Hellsten, 2000). S’ha 

suggerit que aquesta banda pot correspondre a una part de la molècula del receptor. 

Posteriorment, el mateix grup d’investigadors han observat una banda a 36 kDa en cultius 

primaris de cèl·lules i de teixit de múscul esquelètic madur de rata (Lynge i cols., 2003). 

Possiblement, aquesta disparitat de pesos moleculars en el teixit muscular potser deguda a 

la diferència d’expressió del receptor en diferents espècies. A més a més, utilitzant el 

mateix anticòs s’ha detectat aquest receptor a 50-52 kDa en altres teixits i òrgans, com el 

teixit vascular i el ronyó de rata (Zou i cols., 1999; Jackson i cols., 2002). No obstant, 

alguns autors usant aquest anticòs han identificat dues bandes una a 47 kDa i un altre a 32 

kDa en el fetge de rata, representant dos formes diferents de glucosilació del receptor A2B 

(Grden i cols., 2007). En el sistema nerviós central aquest receptor és poc abundant (Cunha, 

2005). No obstant, s’ha detectat una banda a 50 kDa en el cervell boví utilitzant l’anticòs de 

Millipore (AB1589P) (Tan-Allen i cols., 2005). Finalment, en estudis realitzats amb 
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anticossos diferents als usats en aquesta tesi s’han observat bandes de diferents mides en 

diferents òrgans i teixits: 35 kDa en el intestí prim i a 50-52 kDa en el timus, colon i 

placenta (Puffinbarger i cols., 1995).  

 Degut a que no hi ha estudis previs que s’hagin realitzat per determinar 

l’especificitat de la forma molecular del receptor A3 en el múscul esquelètic estriat, com en 

el cas del receptor A2B, s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues cases 

comercials diferents (Millipore i Santa Cruz) amb resultats comparables.  

 Els resultats obtinguts pel receptor d’ADO A3 en el Western blot utilitzant 

l’anticòs de Santa Cruz (sc-13938) en el múscul LAL (d’adult i de nadó), en el cervell i la 

medul·la adulta, en tots els casos, s’ha obtingut una banda única de 44 kDa (figura R.3A de 

l’apartat de Resultats). El pes molecular nominal descrit per aquest receptor és de 36.2 kDa 

(Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006). No obstant, aquest anticòs pot detectar tres 

bandes diferents a 44, 52 i 66 kDa (full tècnic de la casa comercial de Santa Cruz). Usant el 

mateix anticòs, en cultius cel·lulars que expressen GHS-R1a s’ha detectat una banda 

proteica a 52 kDa (Carreira i cols., 2006). Així mateix, en els estudis de Western blot 

realitzats amb l’anticòs de Millipore (AB1590P) s’ha identificat una mateixa banda única a 

44 kDa per les quatre mostres de lisat, com en cas de l’anticòs de Santa Cruz (sc-13938) 

(figura R.3A de l’apartat de Resultats). En estudis fets amb aquest mateix anticòs s’ha 

trobat una banda a 52 kDa en teixits vasculars i en ronyó de rata, s’ha suggerit que 

possiblement podria ser la forma glucosilada del receptor (Zou i cols., 1999; Jackson i cols., 

2002). Així mateix, en el cas de l’uroepiteli de rata s’ha detectat una banda a 52 kDa com 

s’ha descrit en el ronyó (Jackson i cols., 2002), i un altre banda a 36.3 kDa corresponent al 

pes molecular nominal (Yu i cols., 2006). Per un altre banda, utilitzant anticossos diferents a 

aquesta tesi, s’ha observat una banda a 38 kDa en el fetge de rata (Grden i cols., 2007) i tres 

bandes: a 44 kDa, 52 kDa i a 64 kDa en cèl·lules de glioblastoma humanes, en cèl·lules del 

jejú, en el testicle, en cèl·lules enterocromafines i en el colon (Christofi i cols., 2001).  

 En el cas del sistema nerviós central, el receptor A3 és poc abundant, inclús hi ha 

certs estudis que han donat resultats negatius en la detecció de l’expressió del receptor i la 

seva funció és encara controvertida (Costenla i cols., 2001; Cunha, 2005). No obstant, amb 

el mateix anticòs de Millipore (AB1590P), s’ha identificat una banda a 44 kDa en la 

membrana dels nervis terminals de l’hipocamp de rata (Lopes i cols., 2003). Com s’ha 

pogut observar es troben diferències entre el pes molecular detectat experimentalment i el 

pes molecular nominal, alguns autors proposen que aquesta diferència és deguda a la forma 

glucosilada del receptor (Rosin i cols., 1998; Jackson i cols., 2002).  
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 En conclusió, els resultats obtinguts dels Westerns blots estan en concordança amb 

el que prèviament s’ha publicat. A més a més, els nostres resultats indiquen que aquests 

receptors es troben presents en el múscul esquelètic i s’expressen de manera diferent 

depenent del teixit, ja que la distribució dels receptors purinèrgics és bastant irregular i 

diferent entre espècies, i principalment entre teixits (Fredholm i cols., 2011). Les 

diferències en el desenvolupament i l’especificitat en el teixit pot estar relacionat amb la 

neurotransmissió i nosaltres hem analitzat la presència dels receptors en la NMJ. No 

obstant, es pot posar de manifest que els nivells totals dels receptors d’ADO en el teixit 

sencer pot no ser una mesura precisa dels receptors presinàptics i postsinàptics, ja que grans 

quantitats són presents en altres tipus de cèl·lules i vasos sanguinis, les quals poden 

interferir en la senyal neuronal fent comparacions menys vàlides.  

 

1.2 Localització dels receptors d’adenosina en la sinapsi neuromuscular 

 Els receptors d’ADO són presents en varies espècies i en diferents teixits. La seva 

distribució és bastant irregular i diferent entre espècies i teixits (Fredholm i cols., 2011). No 

obstant, no es coneix amb molta certesa la localització exacte dels receptors d’ADO en la 

NMJ, donat que analitzant treballs publicats que estudien la localització en el sistema 

neuromuscular, hi ha poques publicacions que localitzin els receptors d’ADO a nivell dels 

components cel·lulars de la NMJ. Així, un dels objectius d’aquesta tesi ha sigut estudiar la 

localització cel·lular dels receptors d’ADO en la NMJ. Per dur a terme aquest objectiu, s’ha 

utilitzat la immunohistoquímica convencional, d’alta resolució i l’obtenció de seccions 

òptiques, que ha permès determinar uns patrons de localització bastant precisos i ha ajudat a 

discernir la localització dels receptors d’ADO en els tres components que formen la NMJ 

(component presinàptic, component postsinàptic i la CS). 

 Els resultats obtinguts en les immunohistoquímiques en el present treball, mostren 

la localització simultània de cada un dels receptors d’ADO conjuntament amb els diferents 

marcadors de les diferents àrees sinàptiques: el component nerviós, la cèl·lula muscular i la 

cèl·lula glial de la NMJ. Concretament en aquest treball, s’ha realitzat la localització dels 

receptors d’adenosina A1 i A2A en la NMJ neonatal i adulta, i els receptors A2B i A3 en la 

NMJ adulta.  

 

1.2.1 Localització del receptor d’adenosina A1 

 Per determinar la localització del receptor d’ADO A1 s’han utilitzat els anticossos 

d‘Alomone (AAR-006) i de Millipore (AB1587P), ambdós han donant una marca forta, 
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específica i detecten la mateixa localització en la NMJ. Experimentalment, segons els 

resultats obtinguts, el receptor d’ADO A1 s’ha detectat en el component presinàptic i la CS 

en la NMJ neonatal i adulta. No s’ha observat la presència d’aquest receptor en el 

component postsinàptic (figures R.4 i R.5 de l’apartat de Resultats). En estudis 

d’immunohistoquímica realitzats en teixit muscular esquelètic d’humà, utilitzant anticossos 

diferents als d’aquest treball, no s’ha trobat la presència del receptor A1 en el sarcolemma i 

el citosol (Lynge i Hellsten, 2000). Però l’han observat en cèl·lules musculars llises, així 

com en cèl·lules endotelials humanes (Lynge i Hellsten, 2000).  

 Analitzant treballs publicats, el receptor A1 s’ha trobat distribuït en diferents teixits 

i òrgans. En estudis d’immunolocalització per microscòpia confocal amb el mateix anticòs 

de Millipore (AB1587P), s’ha detectat en el cos cel·lular de neurones del gangli mientèric 

de l’ili de rata, s’ha suggerit un paper inhibitori en l’alliberació d’acetilcolina (Vieira i cols., 

2011). En estudis de fluorescència amb anticossos diferents, el receptor A1 s’ha detectat en 

l’uroepiteli de rata i en cèl·lules del tracte intestinal (Christofi i cols., 2001; Yu i cols., 

2006). Mitjançant l’anàlisi de RT-PCR i de Northern blot, el receptor es troba àmpliament 

distribuït per tot el cos: en el cor, l’aorta, la melsa, el ronyó, el fetge, els testicles, els ulls i 

la vesícula biliar. A baixos nivells d’amplificació s’ha detectat en el pulmó, l’úter i 

l’estomac en humà i en rata (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996). 

 En el sistema nerviós central mitjançant immunohistoquímica utilitzant el mateix 

anticòs de Millipore (AB1587P), el receptor A1 s’ha localitzat en neurones de la regió 

lateral de l’hipotàlem, on es pensa que el receptor pot tenir un paper en la regulació de la 

son (Thakkar i cols., 2002) i en l’àrea CA1 de l’hipocamp on s’ha descrit un paper protector 

en el precondicionament isquèmic (CIP de l’anglès cerebral ischemic preconditioning) en 

rates (Zhou i cols., 2004). En un altre treball publicat utilitzant un anticòs diferent, s’ha 

detectat el receptor A1 en les cèl·lules piramidals del còrtex cerebral i de la formació de 

l’hipocamp, en el cos cel·lular i les dendrites de les cèl·lules de Purkinje del cerebel i en 

l’arrel dorsal de la medul·la espinal en humà (Schindler i cols., 2001). Així mateix, el 

receptor A1 s’ha trobat en cultius corticals i colocalitzat amb el receptor A2A en nervis 

terminals glutamatèrgics hipocampals de rata. Es pensa que aquests receptors participen en 

la modulació de l’alliberació de glutamat (Rebola i cols., 2005a,b; Rodrigues i cols., 2008). 

A més a més, alguns autors han localitzat el receptor en els oligodendròcits (OLG de 

l’anglès oligodendrocytes) i en les cèl·lules precursores d’oligodendròcits (OPC de l’anglès 

oligodendrocyte precursor cells) en diferents etapes del desenvolupament. Aquest autors 

han suggerit que l’activació del receptor A1 pot estimular la migració d’OPC en rates 
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(Othman i cols., 2003). En estudis de RT-PCR, Northern blot i hibridació in situ s’ha trobat 

l’expressió del receptor A1 en diverses regions del cervell: en el còrtex, el cerebel, 

l’hipocamp, el tàlem, l’amígdala, el nucli accumbens, l’hipotàlem i la medul·la espinal i a 

baixos nivells en el bulb olfactori, l’estriat i el mesencèfal de rata (Mahan i cols., 1991; 

Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996). Per tant, en el sistema nerviós central el receptor 

A1 és altament localitzat en les regions sinàptiques on modula l’alliberació de 

neurotransmissor com el glutamat, l’acetilcolina, la serotonina i el GABA (Cunha, 2001). 

 

1.2.2 Localització del receptor d’adenosina A2A 

 El receptor d’ADO A2A s’ha localitzat en la NMJ concretament, en l’axó 

preterminal, en el terminal nerviós i la cèl·lula muscular, i s’ha trobat absent en la CS en la 

NMJ neonatal i adulta (figures R.6 i R.7 de l’apartat de Resultats), utilitzant l’anticòs de 

Millipore (05-717). No obstant, en estudis previs d’immunohistoquímica en la NMJ, la 

localització del receptor A2A s’ha mostrat imprecisa. Utilitzant un anticòs diferent i en 

concordança amb els resultats obtinguts en aquesta tesi, alguns autors han detectat el 

receptor A2A en el terminal nerviós mostrant una gran colocalització amb la sintaxina. No 

obstant, aquest autors no han trobat immunoreactivitat en els axons intramusculars, ni en la 

cèl·lula muscular, ni en la CS (Baxter i cols., 2005). Altres investigadors utilitzant un 

anticòs diferent han localitzat el receptor A2A en la membrana de les cèl·lules musculars 

esquelètiques, en el citosol, en cèl·lules musculars llises, així com en cèl·lules endotelials 

humanes (Lynge i Hellsten, 2000). D’acord amb aquesta localització, alguns estudis han 

mostrat que l’ADO intracel·lular pot participar en la regulació de la força de contracció 

(Clark i Barry, 1994), en el transport de la glucosa (Vergauwen i cols., 1997; Han i cols., 

1998) i en la vasodilatació en el múscul (Lynge i Hellsten, 2000). Així mateix, en estudis 

d’expressió per PCR en temps real (de l’anglès Real time PCR) s’ha detectat mRNA en 

cultius primaris cel·lulars i en teixit de múscul esquelètic soleus, white gastrocnemius i 

extensor digitorum longus madur de rata (Lynge i cols., 2003). 

 El receptor A2A està àmpliament distribuït en diferents teixits i òrgans. En estudis 

d’immunohistoquímica utilitzant el mateix anticòs que en aquesta tesi, s’ha localitzat en els 

terminals nerviosos colinèrgics de l’ili de rata, on s’ha vist que l’activació d’aquest receptor 

té paper excitatori en l’alliberació d’acetilcolina (Duarte-Araújo i cols., 2004a,b; Vieira i 

cols., 2011). Així mateix, usant un anticòs diferent s’ha detectat en l’uroepiteli de rata (Yu i 

cols., 2006). Mitjançant les tècniques de RT-PCR i Northern blot s’ha observat mRNA en 
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el cor, el pulmó, la melsa, l’aorta, l’estomac, el testicle, la pell, el ronyó i el fetge de rata i 

d’humà (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996). 

 En el sistema nerviós central s’ha observat que la distribució de la 

immunoreactivitat del receptor A2A és més discreta que la del receptor A1 (Rivkees i cols., 

1995). En estudis d’immunohistoquímica utilitzant un anticòs diferent, el receptor A2A s’ha 

detectat en els nervis terminals hipocampals (Díaz-Hernández i cols., 2002; Rebola i cols., 

2005a,b) de rata i en l’estriat de ratolí (Baxter i cols., 2005). Mitjançant la tècnica 

d’hibridació in situ i de RT-PCR s’ha trobat la presència del receptor A2A en l’estriat, en el 

tubercle olfactori i en el nucli accumbens de rata (Jarvis i Williams, 1989; Parkinson i 

Fredholm, 1990; Dixon i cols., 1996). En estudis farmacològics s’ha mostrat la presència 

del receptor A2A en neurones, micròglia, oligodendròcits i possiblement en astròcits (Li i 

cols., 2001; Saura i cols., 2005; Melani i cols., 2009). Com succeeix amb el receptor A1 en 

el sistema nerviós central, aquest receptor és altament localitzat en les regions 

presinàptiques (hipocamp) on modulen l’alliberació de neurotransmissor com el glutamat, 

l’acetilcolina, el GABA i la noradrenalina (Cunha i cols., 2000; Lopes i cols., 2002; Rebola 

i cols., 2002, 2005b).  

 

1.2.3 Localització del receptor d’adenosina A2B 

 En l’estudi de la localització cel·lular del receptor d’ADO A2B s’han utilitzat els 

anticossos de Santa Cruz (sc-7506) i de Millipore (AB1589P). Tots dos anticossos mostren 

el mateix patró de localització en la NMJ. Segons els resultats obtinguts, el receptor A2B 

s’ha localitzat en el component presinàptic i postsinàptic, però no s’ha trobat present en la 

CS en la NMJ adulta (figura R.8 de l’apartat de Resultats). En estudis 

d’immunohistoquímica utilitzant el mateix anticòs de Millipore (AB1589P), el receptor A2B 

s’ha observat en la membrana de les cèl·lules musculars esquelètiques, en el citosol, en 

cèl·lules musculars llises, així com en cèl·lules endotelials humanes (Lynge i Hellsten, 

2000). Com s’ha comentat en l’apartat anterior, es pensa que l’ADO intracel·lular pot 

participar en la regulació de la força de contracció (Clark i Barry, 1994), en la regulació del 

transport de la glucosa (Vergauwen i cols., 1997; Han i cols., 1998) i en la vasodilatació en 

el múscul (Lynge i Hellsten, 2000). Mitjançant la utilització de tècniques com la PCR en 

temps real i RT-PCR s’ha detectat mRNA en cultius primaris cel·lulars i en teixit de múscul 

esquelètic madur de soleus, white gastrocnemius i extensor digitorum longus de rata (Dixon 

i cols., 1996; Lynge i cols., 2003). 
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 El receptor A2B utilitzant l’anticòs de Millipore (AB1589P) s’ha detectat en 

diversos teixits i òrgans, com és el cas de les papil·les gustatives on sembla ser que 

l’activació del receptor A2B per l’ADO potencia la resposta del gust dolç, a més 

d’augmentar la transmissió sensorial del sistema nerviós (Kataoka i cols., 2012). Així 

mateix, s’ha localitzat en el plexe mientèric (molt probable en les cèl·lules glials) (Vieira i 

cols., 2011) i en l’uroepiteli (Yu i cols., 2006). En anàlisi de Northern blot s’ha detectat la 

presència del receptor A2B en l’intestí llarg, la bufeta i a baixos nivells en la medul·la 

espinal, el pulmó i la glàndula pituïtària (Stehle i cols., 1992). A molt baixos nivells, s’ha 

detectat en el jejú, el ronyó, el cor, la pell i s’han trobat traces en el fetge i la melsa de rata 

(Dixon i cols., 1996). 

 El receptor A2B és menys abundant en el sistema nerviós central. No obstant, 

mitjançant immunohistoquímica amb un anticòs diferent al usat, s’ha localitzat en els nervis 

terminals glutamatèrgics de l’hipocamp on es pensa que modula la inhibició de la 

transmissió donada pel receptor A1 (Gonçalves i cols., 2015). En estudis de RT-PCR i 

Northern blot s’ha detectat la presència del receptor A2B en el cervell i la medul·la espinal 

de conill i de rosegadors (Stehle i cols., 1992; Auchampach i cols., 2009), en astròcits i la 

micròglia (Hammarberg i cols., 2003; Allaman i cols., 2003; Wittendorp i cols., 2004). 

S’ha descrit que l’estimulació del receptors d’ADO A2B en les cèl·lules glials indueix la 

síntesi i l’alliberació de substàncies neuroprotectores com la interleuquina 6 (Fiebich i cols., 

1996; Schwaninger i cols., 1997; Vazquez i cols., 2008).  

 

1.2.4 Localització del receptor d’adenosina A3 

 Experimentalment, el receptor d’ADO A3 s’ha localitzat en el component 

presinàptic i postsinàptic, incloent el sarcoplasma per sota dels nAChRs. Però no s’ha trobat 

presència d’aquest receptor en la CS en la NMJ adulta (figura R.9 de l’apartat de 

Resultats). Com en el cas anterior, també s’han utilitzat dos anticossos de dues cases 

comercials diferents (Santa Cruz, sc-13938 i Millipore, AB1590P), mostrant el mateix patró 

de localització en la NMJ. Analitzant la bibliografia publicada en el sistema neuromuscular, 

en un estudi d’immunohistoquímica també s’ha observat la presència del receptor en les 

membranes presinàptiques dels terminals motors del múscul de diafragma i del múscul 

gastrocnemius, utilitzant un anticòs diferent (Cinalli i cols., 2013). Però a diferència 

d’aquest treball, aquest autors no han detectat immunoreactivitat d’aquesta proteïna en el 

component postsinàptic. 
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 En general, aquest receptor s’ha trobat àmpliament distribuït en diferents òrgans i 

teixits perifèrics. En estudis d’immunohistoquímica, amb un anticòs diferent, s’ha detectat 

reactivitat del receptor A3 en el cos cel·lular del gangli mientèric de rata on possiblement es 

pensa que té un efecte facilitatori en l’alliberació d’acetilcolina (Vieira i cols., 2011). En 

estudis de RT-PCR i Northern blot s’ha observat mRNA en la melsa, els pulmons, l’úter i 

els testicles (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996). 

 En el sistema nerviós central la presència del receptor A3 és poc abundant (Cunha, 

2005; Vazquez i cols., 2008). No obstant, entendre les funcions del receptor A3 en el 

sistema nerviós central ha sigut dificultós degut a la falta de lligands específics i la baixa 

densitat d’aquest receptor (Rivkees i cols., 2000; Costenla i cols., 2001). En estudis 

d’immunohistoquímica amb els mateixos anticossos utilitzats (Santa Cruz, sc-13938 i 

Millipore, AB1590P) s’ha detectat el receptor A3 en els terminals sinàptics hipocampals i en 

cultius de neurones corticals (Díaz-Hernández i cols., 2002; Rebola i cols., 2005b). Amb la 

tècnica de RT-PCR s’ha trobat present en l’estriat, en el bulb olfactori, en l’hipocamp i en 

l’hipotàlem de rata (Dixon i cols., 1996). Així mateix, s’ha observat en els astròcits i la 

micròglia de ratolí mitjançant la tècnica de RT-PCR i d’hibridació in situ (Hammarberg i 

cols., 2003; Wittendorp i cols., 2004). Es pensa que l’estimulació del receptor A3 en les 

cèl·lules glials provoca l’alliberació de substàncies neuroprotectores com la citoquina 

CCL2 també coneguda formalment com MPC-1 (de l’anglès monocyte chemotactic protein 

1) (Wittendorp i cols., 2004).  

 Es pot concloure en el present treball, segons els estudis d’immunohistoquímica, 

que els receptors d’ADO es troben presents en els components presinàptics i postsinàptics 

en la NMJ i el receptor A1 és també present en la CS. El grup de Robitaille ha mostrat que 

la glia està activament implicada en l’estabilitat i la plasticitat sinàptica (potenciació post-

tetànica o depressió depenent del patró d’activitat de la sinapsi). Les CS descodifiquen el 

patró d’activitat sinàptica a través dels receptors d’ADO i subseqüentment aporten un 

feedback bidireccional a la sinapsi (Todd i Robitaille, 2006a). També els mAChRs estan 

presents en les CS (Garcia i cols., 2005; Wright i cols., 2009) i poden regular l’activació de 

les cèl·lules glials (en resposta a baixa activitat sinàptica) que indueix i guia un creixement 

axonal compensatori. Aquestes dades indiquen que els receptors d’ADO es localitzen en 

diferents compartiments i suggereix una complexa senyalització multicel·lular que en 

aquest treball no s’ha avaluat. Per un altre banda, tal i com s’ha vist, i es discutirà més 

endavant en els estudis d’electrofisiologia, aquests receptors s’han localitzat principalment 
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en el terminal nerviós, s’ha suggerit una possible participació directa en la modulació de 

l’alliberació de neurotransmissor. Això, pot fer pensar que hi hagi un complex balanç de 

tots els receptors d’ADO (en resposta a variables quantitats d’ADO produïdes en la 

fenedura sinàptica en varies condicions d’activitat) que pot determinar la seva participació 

en la funció sinàptica. Per aquest motiu, un dels altres objectius d’aquest treball, que més 

endavant es discutirà, és la possible participació dels receptors d’ADO en la 

neurotransmissió evocada i espontània en la NMJ adulta i la possible participació d’aquests 

receptors purinèrgics amb altres vies de senyalització que participen en el control de la 

neurotransmissió.  

 

2. FACTORS QUE AFECTEN ALS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA 

MODULACIÓ DE LA NEUROTRANSMISSIÓ 

 Prèviament a discutir els resultats electrofisiològics, s’ha cregut oportú discutir i 

justificar l’elecció del mètode de prevenció de la contracció muscular i les condicions 

experimentals donat que en la literatura hi ha una gran disparitat de resultats. 

 

2.1 Mecanisme de prevenció de la contracció muscular 

 En la literatura publicada fins el moment, les condicions de registre de la majoria 

d’experiments funcionals que s’han dut a terme han interferit en la fisiologia de la sinapsi. 

En la majoria dels casos, s’ha evitat la contracció natural amb altes concentracions de Mg
+2

 

en la solució fisiològica (baixa entrada de Ca
+2

)
 
o bé amb l’addició d-tubocurarine. Els dos 

tractaments alteren a la neurotransmissió (Ginsborg i Jenkinson, 1976; Wessler i cols., 

1986). Les altes concentracions de Mg
+2

 provoquen una disminució de l’alliberació 

d’acetilcolina. Així com, en aquestes condicions, les proteïnes PKA i PKC perden el seu 

acoblament normal en l’alliberació de l’acetilcolina (Santafé i cols., 2007). Per un altre 

banda, l’addició de d-tubocurarine redueix la resposta sinàptica i influeix en els receptors 

nicotínics (nAChRs) i els muscarínics (mAChRs) (Ferry i Kelly, 1988; Santafé i cols., 

2006). En el cas dels mAChRs, els bloquejadors selectius no afecten a la neurotransmissió, 

induint una complexa modulació al·lostèrica dels mAChRs canviant la sensibilitat dels 

bloquejadors selectius dels mAChRs (Santafé i cols., 2006). Inclús, alguns autors 

suggereixen que l’ús de d-tubocurarine evita el registre de la neurotransmissió espontània 

(mEPPs) i en conseqüència, l’estimació del contingut quàntic (m). Per tant, impossibilita 

saber si un augment o una disminució de l’amplada dels EPPs causat per la substància/es 
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estudiades, és el resultat d’una acció presinàptica o postsinàptica (Correia-de-Sá i cols., 

1991). Aleshores, es confirma que hi ha diverses molècules sinàptiques que canvien la seva 

expressió funcional, si la neurotransmissió es veu alterada. Existeixen diversos exemples: 

(1) canviant la concentració iònica de la solució fisiològica (amb l’addició d’altes 

concentracions de Mg
+2

 extern o baix Ca
+2

). En aquestes condicions, l’alliberació és 

marcadament baixa (Correia-de-Sá i cols., 1991); (2) quan els nivells d’acetilcolina en la 

fenedura sinàptica són baixos (amb l’addició de l’enzim l’acetilcolinesterasa); i (3) en els 

terminals nerviosos postnatals on l’alliberació d’acetilcolina és baixa. En aquestes 

condicions, la resposta dels mAChRs del tipus M1 i M2 amb l’acetilcolina endògena 

alliberada, la qual normalment redueix l’alliberament en l’adult, (Santafé i cols., 2003, 

2006), canvia i augmenta l’alliberació (Santafé i cols., 2007). 

 En aquest treball per evitar la contracció muscular s’ha utilitzat la toxina µ-CgTx 

GIIIB, i en els casos que s’ha cregut oportú, s’ha combinat amb el BTS que trenca la unió 

dels túbuls T en el sarcolemma de la fibra muscular. La µ-CgTx GIIIB bloqueja els canals 

de sodi
 
dependents de voltatge de la fibra muscular, sense afectar als canals presents en els 

axons i en els nervis motors terminals (Cruz i cols., 1985), preservant inalterada la funció 

presinàptica de la sinapsi neuromuscular (NMJ). Analitzant la bibliografia publicada, no 

s’han trobat estudis ni referències que hagin avaluat una relació directe entre els receptors 

de l’adenosina (ADO) i la µ-CgTx GIIIB en el mecanisme de la modulació. No obstant, 

Faria i col·laboradors al 2003 van descriure una possible relació entre la µ-CgTx GIIIB i 

l’alliberació de l’acetilcolina en determinades situacions. Aquests autors han observat 

paràlisi muscular amb l’addició de µ-CgTx GIIIB quan s’aplicaven trens tetànics 

d’estimulació (50 Hz durant 5 segons) indirectament en el tronc nerviós o directament en la 

fibra muscular. En aquestes condicions experimentals aquest autors han suggerit que hi ha 

una possible implicació de l’acció presinàptica (Faria i cols., 2003). No obstant, en aquesta 

tesi s’han realitzat estudis control amb l’objectiu de testar l’efecte d’aquesta neurotoxina en 

la neurotransmissió en les nostres condicions experimentals. En aquests experiments, s’ha 

evitat la contracció mitjançant el mètode cut (veure l’apartat 10.3 Mètodes de prevenció de 

la contracció a Materials i Mètodes) i s’ha confirmat que aquesta toxina no afecta a cap 

paràmetre de la neurotransmissió (contingut quàntic, freqüència i amplada dels mEPPs, i 

curs del temps de la neurotransmissió evocada -EPP-). Inclús, en alguns experiments 

d’electrofisiologia dels receptors d’ADO i de les serina/treonina quinases (realitzats amb 

anterioritat en el laboratori (Santafé i cols., 2009)), s’han repetit utilitzant el mètode cut. En 

els dos casos, s’han obtingut els mateixos resultats que pretractat el múscul amb la toxina 
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µ-CgTx GIIIB (veure apartat 10.3 a Materials i Mètodes). Tot i que, els dos procediments 

es poden reproduir exactament, s’ha escollit la µ-CgTx GIIIB perquè és un procediment 

menys laboriós i s’obtenen millors potencials de membrana (Santafé i cols., 2009). 

Aleshores, basant-nos en els estudis control i en els estudis previs realitzats en el grup, s’ha 

considerat que l’ús de la µ-CgTx GIIIB en els experiments electrofisiològics, es crea un 

escenari més fisiològic que les condicions d’alt Mg
+2

 i la paralització del múscul amb d-

tubocurarine.  

 

2.2 Efecte de l’adenosina amb la temperatura en la neurotransmissió  

 Segons la bibliografia, la majoria d’experiments que s’han recollit han sigut 

realitzats a temperatura ambient (aproximadament a 26°C) per minimitzar la variabilitat 

entre els experiments realitzats a l’estiu i a l’hivern a temperatura ambient. En aquesta tesi, 

amb l’objectiu de descartar la influència de l’ADO amb la temperatura, s’han realitzat 

alguns experiments on la solució del bany s’ha mantingut a 31°C. En l’apartat de Materials 

i Mètodes (secció: 10.8 Procediment de l’experiment d’electrofisiologia) es mostra que no 

s’han observat canvis significatius en l’efecte de l’ADO a aquesta temperatura tenint la 

funció sinàptica operativa (bloquejant la contracció amb la μ-CgTx GIIIB). Així mateix, 

altres investigadors, han avaluat l’efecte prolongat de l’anàleg CADO o bé l’efecte 

inhibitori descrit per l’activació del receptor A1. En aquests casos, s’han realitzat 

experiments similars mantenint la solució del bany a 36-37°C i alterant la maquinària 

sinàptica, com s’ha comentat anteriorment. En aquestes condicions, tampoc s’han trobat 

diferències significatives amb la temperatura (Nagano i cols., 1992; Hirsh i cols., 2002; 

Pousinha i cols., 2010). En canvi, com era d’esperar, en el model neuromuscular d’amfibi 

s’ha demostrat que la temperatura pot afectar a l’acció inhibitòria de l’ADO descrita per 

alguns autors o la forma irreversible de l’ADO, la CADO, en mostres pretractades amb d-

tubocurarine (Ginsborg i Hirst, 1972; Silinsky, 1980, 1984).  

 En quant a l’alliberació espontània, s’ha trobat que a temperatura ambient no 

s’observen grans canvis. Però, a rangs de temperatures superiors a 30°C augmenta 

ràpidament la freqüència dels mEPPs per tant, petits canvis en la temperatura estan 

associats a una forta pujada en la secreció, fent les mesures més variables (Liley, 1956; Li, 

1958; Hubbard i cols., 1971). 

 Així doncs, en tots els experiments electrofisiològics realitzats en aquest treball, la 

temperatura i la humitat en l’àrea de treball ha estat controlada (26ºC i 50%, 

respectivament) per evitar les diferències de temperatura entre l’hivern i l’estiu. La 
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temperatura del bany ha estat monitoritzada durant els experiments (23.4 ± 1.7ºC). La 

humitat sempre s’ha mantingut constant per evitar la diferència de concentració de les 

solucions i les drogues utilitzades, sobretot degut a la deshidratació de les solucions per 

ambients secs generats habitualment per l’ús de la calefacció o l’aire condicionat.  

 

3. ELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA NEUROTRANSMISSIÓ  

 La transmissió sinàptica està sota la regulació de les purines extracel·lulars, les 

quals a través dels seus receptors de membrana i els passos implicats en el procés 

d’exocitosi modulen l’activitat neuronal (Palma i cols., 2011). En estudis previs, s’ha 

descrit que en els nervis motors terminals l’ATP és coalliberat amb el neurotransmissor, 

l’acetilcolina, i una vegada en la fenedura sinàptica l’ATP és degradat a l’ADO a través de 

la via de les ectonucleotidases (Ribeiro i Sebastião, 1987; Meriney i Grinnell, 1991; 

Redman i Silinsky, 1994). A més a més, de l’alliberació des del nervi terminal, aquestes 

purines també poden ser alliberades a l’espai sinàptic des de les fibres musculars actives 

(Smith, 1991; Santos i cols., 2003) i les cèl·lules de Schwann perisinàptiques (Liu i cols., 

2005; Todd i Robitaille, 2006b). Una vegada en l’espai extracel·lular, l’ADO ajuda a 

modular la funció presinàptica a través dels autoreceptors d’ADO (A1, A2A, A2B i A3) 

(Correia-de-Sá i cols., 1991; Salgado i cols., 2000). Per un altre banda, l’ATP alliberat a 

través dels receptors P2 també pot contribuir al control de la transmissió neuromuscular de 

la NMJ d’amfibi i de ratolí (Salgado i cols., 2000; Grishin i cols., 2005; De Lorenzo i cols., 

2006). 

 Fins el moment, en el sistema nerviós central, i en el cas de la NMJ en estudis on 

la funció de la maquinària sinàptica ha sigut alterada a nivell presinàptic o postsinàptic, s’ha 

descrit que el paper neuromodulatori de l’ADO en l’alliberació de neurotransmissor depèn 

majoritàriament de l’equilibri de l’activació del receptor inhibitori (A1) i l’excitatori (A2A) 

(Correia-de Sá i cols., 1991; Sebastião i Ribeiro, 2000). Alguns autors, han suggerit que hi 

ha diversos paràmetres que poden afectar a l’activació dels receptors A1 i A2A: (1) la 

freqüència i el patró d’estimulació, i per tant, grau de saturació de la fenedura amb l’ADO 

endògena així com, la intensitat i la durada de la despolarització axonal; (2) les relatives 

densitats dels receptors A1 i A2A; (3) la relativa eficiència intrínseca de l’activació de cada 

receptor; (4) l’existència d’altres sistemes de moduladors presinàptics que poden fer 

desequilibrar el balanç dels receptors A1 i A2A; i (5) la concentració d’ADO que pot 

enfrontar a l’activació dels receptors A1 i A2A, com una funció d’organització de les 
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ectonucleotidases i dels transportadors d’ADO (Correia-de-Sá i cols., 1996; Cunha, 2001; 

Pinto-Duarte i cols., 2005). Per tant, s’ha suggerit que el balanç complex dels receptors 

A1/A2A pot determinar la inhibició/potenciació de l’alliberació d’acetilcolina (Pousinha i 

cols., 2010). 

 Una vegada confirmada l’expressió en el múscul esquelètic LAL i la localització 

dels receptors d’ADO en la NMJ, el següent objectiu en aquest treball ha sigut estudiar els 

receptors d’ADO en la modulació de l’alliberació d’acetilcolina quan la funció sinàptica 

està preservada i operativa. Per tant, en aquest estudi es descriu: (1) la participació dels 

receptors d’ADO: en el control de la neurotransmissió evocada i espontània; (2) la 

participació dels receptors d’ADO durant una activitat sinàptica repetitiva i esgotadora 

(trens d’estímul a 40-100 Hz durant 2 minuts); (3) la implicació dels receptors d’ADO en la 

facilitació; i (4) la relació funcional d’aquests receptors amb altres vies de senyalització 

implicades en el control de la modulació de la neurotransmissió evocada i espontània, donat 

que s’ha descrit que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors presinàptics estan 

sota el control concís dels autoreceptors metabotròpics d’ADO (Queiroz i cols., 2003). A 

continuació, es discutirà l’efecte dels moduladors exògens, dels anàlegs dels receptors 

d’ADO i de l’efecte de l’ADO endògena en la modulació de la neurotransmissió evocada a 

1 Hz. 

 

4. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA 

NEUROTRANSMISSIÓ EVOCADA 

4.1 Efecte de la modulació dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió evocada 

a 1 Hz 

 En el present treball, en la primera bateria d’experiments que s’ha dut a terme s’ha 

avaluat l’efecte dels diferents antagonistes i agonistes purinèrgics en l’alliberació evocada 

en músculs LALs adults de ratolí. En condicions basals (únicament amb l’estimulació 

nerviosa a 1 Hz per analitzar l’alliberació evocada d’acetilcolina), i evitant la contracció 

amb la μ-CgTx GIIIB, es confirma que ni el bloqueig (amb el 8-SPT), ni l’estimulació no 

selectiva dels P1Rs (amb l’ADO a concentracions nanomolars i micromolars), ni el 

bloqueig, ni l’estimulació selectiva dels receptors d’ADO (amb els antagonistes i agonistes) 

no afecta a l’alliberació evocada (veure figures R.10 i R.11 de l’apartat de Resultats). 

Això, ha suggerit que la interacció entre l’ADO endògena (junt amb l’ADO exògena) i les 

molècules P1Rs, probablement no contribueixin en la modulació tònica immediata o 
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constitutiva de l’alliberació de transmissor en condicions basals. A més, un desequilibri del 

mecanisme dels receptors A1 i A2A utilitzant moduladors selectius no revelen cap 

participació de l’ADO endògena en aquestes condicions. En músculs on prèviament s’han 

tractat amb la µ-CgTx GIIIB per evitar la contracció, la resposta de l’EPP pot estar propera 

a la saturació perquè molt transmissor és alliberat i un petit augment o disminució en 

l’amplada de l’EPP (eventualment produït pels moduladors dels P1Rs) pot clarament no ser 

detectat. Per tant, es podria concloure que els receptors d’ADO no es troben acoblats a 

l’alliberació evocada, quan la maquinària sinàptica es veu preservada i està operativa (veure 

figura D.1). Tot i que s’ha descrit que aquests receptors influeixen en l’acció de diversos 

neurotransmissors/neuromoduladors/transportadors (Sebastião i Ribeiro, 2009). Alguns 

estudis han confirmat que l’ADO o l’addició de l’agonista selectiu del receptor A2A el CGS-

21680 pot activar al receptor Trk (de l’anglès Tropomyosin-related kinase) a través del 

receptor A2A. Aquesta activació no requereix la unió de la seva corresponent neurotrofina 

per activar la resposta tròfica en motoneurones (Lee i Chao, 2001; Rajagopal i cols., 2004; 

Wiese i cols., 2007). A més, alguns autors han postulat que l’acció excitatòria del BDNF en 

la neurotransmissió pot ser induïda per la despolarització, que farà que augmentin els 

nivells extracel·lulars d’ADO. Aquesta ADO activarà al receptor d’ADO A2A que està 

acoblat a l’adenilat ciclasa la qual promourà un augment de la formació del cAMP, seguit 

de l’activació de la PKA. Aquesta PKA finalment facilitarà l’acció del BDNF a través del 

receptor TrkB en les sinapsis hipocampals i en la NMJ (Diógenes i cols., 2004; Pousinha i 

cols., 2006). La transactivació dels receptors de les tirosines quinases en resposta a la via de 

senyalització dels receptors acoblats a les proteïnes G ha estat molt estudiada (Daub i cols., 

1996; Fischer i cols., 2003; Rajagopal i cols., 2004). Per tant, aquesta via de senyalització és 

una alternativa per l’activació del receptor Trk (Wiese i cols., 2007) ja que promou no 

només, un augment de l’activitat tirosina quinasa, si no un augment de la fosforilació 

d’efectors de les Trk tirosines quinases (Lee i Chao, 2001; Lee i cols., 2002a,b; Rajagopal i 

cols., 2004). Així mateix, en estudis previs en el grup, es va observar una relació propera 

entre els receptors metabotròpics TrkB i mAChRs, s’ha suggerit que els mAChRs també 

poden contribuir a la transactivació del receptor TrkB (Garcia i cols., 2010). Per tant, la 

modulació dels receptors de les neurotrofines a través dels receptors d’ADO, podria ser una 

hipòtesi interessant. 

 A diferència de la metodologia emprada en aquesta tesi, en la literatura prèvia, 

podem trobar un comportament bifàsic per l’ADO, sota condicions en les quals s’ha 

interferit en la fisiologia de la sinapsi. És a dir, l’ADO a concentracions micromolars 
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disminueix l’amplada de l’EPP en la NMJ adulta de rata (Ginsborg i Hirst, 1972; Pousinha i 

cols., 2010), mentre que a concentracions nanomolars pot tenir l’efecte oposat (Pousinha i 

cols., 2010). Unes dades semblants han estat descrites en amfibis (Ribeiro i Walker, 1975; 

Sebastião i Ribeiro, 1990; Adámek i cols., 2010). Aquestes dades indiquen, que hi ha un 

complex balanç entre els receptors A1/A2A que pot determinar la inhibició/potenciació de 

l’alliberació d’acetilcolina. Tot i que a baixes concentracions extracel·lulars d’ADO es 

poden activar els dos receptors (A1 i A2A), s’ha descrit que l’activació del receptor A2A 

predomina per sobre el receptor A1, encara que requereix la coactivació del receptor A1 

(Pousinha i cols., 2010).  

 En aquestes condicions, en les quals s’ha interferit en la fisiologia de la sinapsi, els 

efectes de l’ADO i de l’anàleg CADO, a concentracions submicromolars, poden ser 

antagonitzats pel ZM241385 (de l’anglès 4-(2-[7-amino-2-(2-furly)[1,2,4]triazolo[2,3-

a][1,3,5]triazin5ylamino] ethyl) phenol; Poucher i cols., 1995), i els efectes inhibitoris de 

l’ADO, a concentracions micromolars, han sigut relacionats amb l’activació del receptor A1 

(Nagano i cols., 1992; Pousinha i cols., 2010, 2012). Altres autors, confirmen que el paper 

inhibitori de l’ADO a concentracions micromolars en la NMJ de ratolí és degut a una 

reducció de l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs del tipus P/Q, en preparacions on s’ha 

utilitzat el d-tubocurarine per prevenir la contracció (Silinsky, 2004). 

 Com abans s’ha comentat, l’ús de moduladors selectius no afecten a l’alliberació 

evocada. Així mateix, altres estudis també han mostrat resultats similars on el bloqueig 

selectiu amb l’antagonista del receptor A1, el DPCPX (10 nM), i pel receptor A2A amb els 

antagonistes SCH-58261 (50 nM) i ZM241385 (50 nM) tampoc modifiquen el contingut 

quàntic, en músculs en els que s’ha bloquejat la contracció amb l’addició del d-

tubocurarine o bé amb altes concentracions de Mg
+2

 en la solució fisiològica (Pousinha i 

cols., 2010; Cinalli i cols., 2013; Nascimento i cols., 2015). Però en canvi a diferència 

d’aquesta tesi, l’ús d’agonistes selectius afecten a la neurotransmissió evocada quan s’altera 

la maquinària sinàptica a nivell presinàptic o postsinàptic. L’estimulació selectiva del 

receptor A1 amb l’agonista no metabolitzable CPA (de l’anglès 6-cyclopentyladenosine; 

Wiliams i cols., 1986) disminueix el contingut quàntic (Pousinha i cols., 2012; Nascimento 

i cols., 2015) per un mecanisme que sembla disminuir les corrents de Ca
+2

 tipus P/Q 

(Hamilton i Smith, 1991; Silinsky, 2004). Per un altre banda, l’estimulació selectiva del 

receptor A2A amb l’agonista CGS-21680, a concentracions de treball més baixes a les 

utilitzades, augmenta l’alliberació evocada d’acetilcolina. No obstant, en el cas dels animals 
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molt vells no s’observa aquest efecte, s’ha suggerit que hi ha una funció absent del receptor 

A2A amb l’edat en rates (Pousinha i cols., 2012; Nascimento i cols., 2015). 

 En aquest treball, degut a les disparitats dels resultats obtinguts amb els 

antecedents i la bibliografia analitzada a conseqüència del mètode de prevenció de la 

contracció utilitzat, s’ha considerat adient realitzar experiments amb l’agonista inespecífic 

l’ADO. S’ha alterat la maquinària sinàptica a nivell presinàptic (amb altes concentracions 

de Mg
+2

 en la solució fisiològica) o bé postsinàptic (pretractant la preparació amb el d-

tubocurarine). En aquestes condicions, s’ha observat que l’ADO a concentracions 

micromolars (25 μM) redueix el contingut quàntic tal i com prèviament s’havia descrit en la 

NMJ (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010). Per tant, s’ha 

confirmat que l’efecte de l’ADO depèn del mecanisme escollit per prevenir la contracció. 

 En un model diferent, en la NMJ d’amfibi, el bloqueig amb antagonistes 

inespecífics augmenta l’amplada dels EPPs de forma reversible en presència d’altes 

concentracions de Mg
+2

 o de d-tubocurarine (Ribeiro i Sebastião, 1987; Redman i Silinsky, 

1994). En els nervis terminals motors de l’insecte larvae Calliphora vicina s’ha observat 

que l’ADO disminueix l’amplada de les corrents postsinàptiques evocades. Això és degut a 

que l’efecte inhibitori causat per l’ADO és inhibit per l’antagonista selectiu del receptor A1 

(DPCPX) i l’efecte excitatori causat per l’agonista del receptor A2A, DPMA (de l’anglès 

N6-(2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl)adenosine) l’inhibeix el seu 

antagonista corresponent DMPX (de l’anglès 3,7-dimethyl-l-propargylxanthine). Així s’ha 

demostrat que la presència dels receptors presinàptics d’ADO i el seu paper regulador en la 

neurotransmissió dels nervis motors d’insectes (Magazanik i Fedorova, 2003).  

 A més, en diverses àrees del sistema nerviós central, l’ADO té un paper important 

com a neuromodulador. A través del receptor A1 hi ha una inhibició de l’alliberació de 

neurotransmissor i transmissor sinàptic en el neocòrtex i l’hipocamp (Ribeiro, 1995). 

L’ADO també pot activar al receptor A2A, el qual és menys abundant en aquestes àrees del 

cervell, causant una discreta facilitació de la neurotransmissió i transmissió sinàptica en 

l’hipocamp i l’estriat (Cunha i cols., 1994b, 1997) donat que el bloqueig amb els 

antagonistes selectius evita l’efecte inhibitori i facilitatori dels agonistes, respectivament 

(Rebola i cols., 2002; Gonçalves i cols., 2015). En estudis previs s’ha descrit que els dos 

receptors estan coexpressats i colocalitzats principalment en els terminals nerviosos 

glutamatèrgics de l’hipocamp i en el nucli estriat (Cunha i cols., 1994b; Rebola i cols., 

2005a; Ciruela i cols., 2006), i a més de tenir un efecte oposat també poden interaccionar 

entre ells. Tot i que hi ha estudis que mostren el contrari, que l’activació selectiva del 
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receptor A2A pot modular l’alliberació d’acetilcolina sense requerir l’activació del receptor 

A1 (Correia-de-Sá i cols., 1991; Cunha i cols., 1995; Cunha i Ribeiro, 2000). L’activació del 

receptor A2A pel seu agonista selectiu (CGS-21680) facilita la transmissió sinàptica, 

atenuant l’efecte inhibitori tònic del receptor presinàptic A1 mediat per la PKC, més que per 

l’activació de la PKA en els nervis terminals glutamatèrgics de l’hipocamp (Lopes i cols., 

1999, 2002; Cunha i cols., 2000). Aquest estudis han proposat que aquest efecte pot ser 

probablement dependent de l’origen de l’ADO en la fenedura sinàptica en l’hipocamp i en 

la NMJ (Cunha i cols., 1996; Cunha, 2001). Un altre forma d’interacció entre aquests 

receptors és la formació d’heterodímers (A1-A2A) descrita en els nervis glutamatèrgics, on 

la funcionalitat del receptor A1 està controlada pel receptor A2A, però no viceversa. A altes 

concentracions d’ADO s’activa el receptor A2A i s’antagonitza l’efecte del receptor d’ADO 

A1, facilitant l’alliberació de glutamat (Ciruela i cols., 2006).  

 En els estudis d’immunohistoquímica realitzats en aquesta tesi, s’ha confirmat la 

presència dels receptors A2B i A3 en els nervis terminals de la NMJ adulta. Tot i així, els 

estudis electrofisiològics revelen que el corresponent bloqueig selectiu dels receptors A2B i 

A3 amb els antagonistes MRS1706 i MRS1334, respectivament, no afecten a l’alliberació 

evocada. No obstant, en publicacions recents s’ha descrit que un metabòlit de l’ADO, la 

inosina, redueix l’alliberació d’acetilcolina evocada en la NMJ de ratolí per una reducció de 

l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs del tipus P/Q. El mecanisme usat pel qual la inosina 

inhibeix la neurotransmissió també implica a la PKC i la calmodulina (Cinalli i cols., 2013). 

Tot i que, no es coneix un receptor específic per la inosina, s’ha vist que aquest metabòlit 

s’uneix normalment al receptor A3 (Jin i cols., 1997; Tilley i cols., 2000; Gomez i Sitkovsky, 

2003). Aquest fet és donat a que l’antagonista específic del receptor A3 MRS1191 (de 

l’anglès 3 Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(6)-dihydropyridine-3,5 

dicarboxylate) evita la inhibició causada per la inosina en l’alliberació evocada, en 

condicions en les quals s’ha alterat la maquinària sinàptica (Cinalli i cols., 2013). Aquests 

resultats, difereixen d’altres estudis que mostren que la inosina no té efecte en l’amplada 

dels EPPs en el model neuromuscular de granota Sartorius (Ribeiro i Sebastião, 1987). 

 En un model d’estudi diferent, en el sistema nerviós entèric de rata, en estudis amb 

tècniques de radioisòtops que mesuren l’alliberació evocada de [
3
H] acetilcolina (a 

freqüència de 5 Hz) han mostrat que el receptor A2B (localitzat en el plexe mientèric, més 

probablement en la cèl·lula glial) no interfereix directament en la neurotransmissió 

colinèrgica. En canvi, el receptor A3 colocalitzat amb el receptor inhibitori A1, té una funció 

facilitatòria. Això, pot suggerir que l’estimulació del receptor A3 situat en el cos de la 
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cèl·lula nerviosa, en situacions d’alta concentració d’ADO o d’inosina, pot cooperar amb el 

receptor facilitatori A2A i augmentar l’alliberació de [
3
H] acetilcolina (Vieira i cols., 2011).  

 Com s’ha mencionat anteriorment, en el sistema nerviós central el paper 

neuromodulador de l’ADO depèn principalment d’un equilibri de l’activació dels receptors 

A1/A2A (Sebastião i Ribeiro, 2000). Els receptors A2B i A3 estan expressats en quantitats 

significatives en el cervell (Zhou i cols., 1992; De i cols., 1993; Dixon i cols., 1996). La seva 

funció fisiològica a nivell cel·lular és desconeguda i controvertida, donat que l’afinitat dels 

receptors A2B i A3 per l’ADO és considerablement més baixa respecte als receptors A1 i 

A2A. A més, la dificultat de trobar antagonistes selectius per aquest receptors ha dificultat 

conèixer el seu paper biològic (Fredholm i cols., 2005). A més a més, s’ha proposat que la 

seva activació està implicada en situacions patològiques d’estrès (d’hipòxia i d’isquèmia) 

on hi ha una alta concentració d’ADO extracel·lular (von Lubitz, 1997; Dunwiddie i 

Masino, 2001; Popoli i Pepponi, 2012). No obstant, en uns estudis recents s’ha mostrat que 

el bloqueig del receptor A2B amb l’antagonista MRS1754 (de l’anglès [N-(4-cyanophenyl)-

2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamide]; Ji i 

cols., 2001) o bé l’activació d’aquest receptor amb l’agonista BAY606583 (de l’anglès [2-

({6-amino-3,5-dicyano-4-[4-(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-yl}sulfanyl)acetamide]; 

Hinz i cols., 2014) no modifica la transmissió basal sinàptica. Excepte, en el cas de 

l’estimulació amb l’agonista BAY606583 que disminueix la ràtio del pair pulse, efecte 

abolit pel seu antagonista (Gonçalves i cols., 2015). Però per un altre banda, s’ha observat 

que l’activació del receptor A2B disminueix l’activació tònica del receptor A1 per l’ADO 

endògena. En aquest estudi s’ha mostrat que el bloqueig selectiu del receptor A1 o bé la 

incubació amb l’anàleg CADO, i la posterior addició de l’antagonista del receptor A2B evita 

l’efecte excitatori provocat pel bloqueig selectiu del receptor A1, i atenua l’efecte inhibitori 

provocat per la CADO, respectivament (Gonçalves i cols., 2015). El mecanisme pel qual el 

receptor A2B indueix una reducció funcional del receptor A1 està sense resoldre. S’ha 

suggerit que una possibilitat podria ser l’heterodimerització entre els receptors A2B i A1 

donat que el receptor A2B pot dimeritzar amb altres receptors (Corset i cols., 2000; 

Moriyama i Sitkowsky, 2010) i enzims (Antonioli i cols., 2014), i el receptor A1 pot formar 

dímers amb diferents receptors acoblats a proteïnes G (Ginés i cols., 2000; Ciruela i cols., 

2001; Kamikubo i cols., 2013). Un altre alternativa possible, és que el receptor A2B tingui 

l’habilitat de dessensibilitzar al receptor A1 (Gonçalves i cols., 2015). 
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 En el cas del receptor A3 s’ha descrit un paper en la modulació de la plasticitat 

sinàptica, en el LTP (long-term potentiation) i LTD (long-term depression) en l’hipocamp 

(Dunwiddie i cols., 1997; Costenla i cols., 2001). L’activació del receptor A3 amb 

l’agonista CL-IB-MECA (de l’anglès 2-chloro-N(6)-(3-iodobenzyl)adenosine-5'-N-

methylcarboxamide) pot augmentar la magnitud del LTP induït per Ɵ-Burst i pot atenuar el 

LTD, ja que aquest efectes poden ser antagonitzats pel seu antagonista MRS1191 (Costenla 

i cols., 2001). Per una altre banda, l’activació del receptor A3 amb l’agonista Cl-IB-MECA 

redueix la sensibilitat del receptor A1 (Dunwiddie i cols., 1997). El mecanisme pel qual 

l’antagonista del receptor A3 bloqueja la resposta donada pel receptor A1 no està clar. Però 

alguns estudis han proposat que l’activació del receptor A3 està unida a la inhibició de 

l’adenilat ciclasa (Zhou i cols., 1992) així com, a l’activació de la fosfolipasa C (PLC de 

l’anglès phospholipase C; Ramkumar i cols., 1993), però sembla que el principal 

mecanisme és la concurrent activació de la PKC (Abbracchio i cols., 1995). Tot i que sota 

condicions normals, no és probable que l’ADO afecti a la sensibilitat del receptor A1 i que 

s’activi el receptor A3, degut a la baixa afinitat a l’ADO endògena respecte als receptors 

A2B i A3. Es creu que quan la concentració d’ADO augmenta (per exemple en condicions 

d’hipòxia o d’isquèmia), l’activació del receptor A3 i la subseqüent dessensibilització del 

receptor A1 es pot donar. Per tant, aquest estudis evidencien que el receptor A3 pot modular 

el nivell de sensibilitat del receptor A1, el qual normalment està tònicament activat per 

l’ADO endògena (Dunwiddie i cols., 1997).  

 En conclusió, en la NMJ adulta els receptors d’ADO aparentment no tenen un 

paper en el control immediat de l’alliberació evocada sota aquestes condicions basals 

(preservant la funció sinàptica). A més, es confirma que l’efecte de l’ADO en l’alliberació 

evocada depèn del mecanisme escollit per prevenir la contracció.  

 

4.2 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa i de la CADO en la neurotransmissió 

evocada a 1 Hz 

 Per descartar la possibilitat que l’ADO endògena fos suficient per mantenir els 

receptors ocupats, donat que els receptors d’ADO no s’han trobat acoblats a l’alliberació 

evocada, s’ha estudiat l’efecte de l’ADO endògena en l’alliberació evocada. Per dur terme 

aquest estudi s’ha utilitzat l’enzim ADA que inactiva l’ADO endògena convertint l’ADO 

en inosina (Arch i Newholme, 1978). Els resultats obtinguts mostren que l’ADO endògena 
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no és responsable de modular la neurotransmissió a baixa freqüència d’estímul (a 1 Hz), 

atès que no modifica el contingut quàntic (veure figura R.12 de l’apartat de Resultats).  

 A diferència d’aquest treball, en treballs previs on s’ha evitat la contracció amb el 

Mg
+2

, s’ha observat que l’ADA (2 U/ml) causa una escassa disminució en l’alliberació 

evocada en la NMJ de rata (Pousinha i cols., 2010, 2012). En les mateixes condicions, en 

uns altres estudis en la NMJ de ratolí mostren que l’ADA a concentracions més baixes (1 

U/ml) causa una disminució del contingut quàntic dels EPPs (Nascimento i cols., 2015). 

Possiblement, aquesta discrepància entre els resultats obtinguts i els que s’han descrit 

prèviament, pot ser deguda al mètode de prevenció de la contracció, a la concentració de la 

substància i a l’espècie estudiada. Ja que com anteriorment s’ha comentat, hi ha diverses 

molècules sinàptiques que canvien la seva expressió funcional si la funció sinàptica es veu 

alterada.  

 En el sistema nerviós entèric de rata amb estudis amb tècniques de radioisòtops per 

mesurar l’alliberació evocada de [
3
H] acetilcolina (a 5 Hz de freqüència), s’ha mostrat que 

l’ADO endògena generada té un efecte tònic facilitatori mediat per l’activació dels 

receptors A2A. En aquest estudi no s’han observat diferències en l’alliberació evocada de 

[
3
H] acetilcolina entre el bloqueig selectiu del receptor A2A i la inactivació de l’ADO amb 

una concentració de treball més baixa de l’enzim ADA (0.5 U/ml) (Duarte-Araújo i cols., 

2004a; Vieira i cols., 2011). 

 A diferència d’aquesta tesi, com era d’esperar, en el model neuromuscular 

d’amfibi alterant la maquinària sinàptica, s’ha observat que l’ADA (2.5 U/ml) 

reversiblement augmenta el promig de l’amplada i el contingut quàntic dels EPPs. L’ADA 

evita l’efecte inhibitori de l’ADO exògena a concentracions micromolars, efecte abolit pel 

bloquejador de l’ADA (EHNA de l’anglès erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine). Així 

mateix, en l’hipocamp s’ha observat que l’ADA té el mateix comportament (0.5-2 U/ml) 

augmentant el fEPSP (de l’anglès field excitatory postsynaptic potentials) i l’alliberació 

[
3
H] acetilcolina evocada, indicant que l’ADO endògena produeix una inhibició tònica de 

l’alliberació evocada (Sebastião i Ribeiro, 1985; Ribeiro i Sebãstiao, 1987; Cunha i cols., 

1996). Això pot suggerir, que l’ADO endògena pot tenir un efecte diferent en la 

neurotransmissió, depenent del model estudiat, la regió del sistema nerviós, la concentració 

i del mecanisme de prevenció de la contracció.  

 En aquest treball s’ha observat els receptors d’ADO no es troben implicats en la 

modulació de l’alliberació evocada mantenint la funció sinàptica preservada i operativa. En 

experiments paral·lels i en les mateixes condicions experimentals, l’agonista no 
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metabolitzable CADO a concentracions micromolars pot ser usat per reduir el contingut 

quàntic, degut a un treball col·laboratiu entre els receptors A1 i A2A. Els resultats mostren 

que la incubació de la CADO en presència del bloquejador inespecífic dels receptors 

d’ADO no modifica el contingut quàntic, però en canvi l’efecte prolongat de la CADO (10 

μM) en presència dels antagonistes específics (DPCPX o SCH-58261) té la capacitat de 

reduir el contingut quàntic (veure figura D.1). Pel contrari, la CADO a concentracions 

nanomolars en condicions basals i en presència del 8-SPT, el DPCPX o bé de l’SCH-58261 

no es modifica l’alliberació evocada. Això ha suggerit que la CADO a aquestes 

concentracions poden ser insuficients per activar als receptors d’ADO (veure figura R.13 

de l’apartat de Resultats). 

 A diferència dels resultats obtinguts en aquesta tesi, en estudis previs en la NMJ de 

rata s’ha descrit un comportament bifàsic per la CADO, com en el cas de l’ADO en 

condicions en les quals la funció sinàptica es veu alterada (en presència d’altes 

concentracions de Mg
+2

 en la solució fisiològica o bé de d-tubocurarine). Altres autors, 

treballant a concentracions nanomolars (més baixes que la utilitzada en aquest treball), 

observen un efecte excitatori donat per l’activació del receptor A2A, ja que a diferència 

d’aquest treball, l’efecte de la CADO es torna inhibitori en presència del seu antagonista 

selectiu (ZM241385) (Pousinha i cols., 2010, 2012). No obstant, en concordança amb 

aquest treball, la CADO a concentracions superiors (10 μM) té un efecte inhibitori tant en 

el model de rata com en el d’amfibi, a través de l’activació del receptor A1. Però en aquest 

cas, la presència de l’antagonista selectiu DPCPX (10 nM) atenua l’efecte inhibitori de la 

CADO descrit a concentracions micromolars (Sebastião i Ribeiro, 1988, 1990; Pousinha i 

cols., 2010, 2012) i l’efecte facilitatori a concentracions nanomolars (Pousinha i cols., 

2010). Per tant, aquests investigadors han observat que quan la concentració de la CADO 

augmenta de nanomolar a micromolar hi ha un canvi preponderant de l’activació del 

receptor A2A cap a l’exclusiva activació del receptor A1. S’ha postulat la possibilitat de la 

formació d’heteròmers amb aquest dos receptors A1 i A2A, com s’ha vist que succeeix en els 

terminals nerviosos glutamatèrgics (Ciruela i cols., 2006) i en els astròcits (Cristóvão-

Ferreira i cols., 2011). Una vegada s’activa el receptor A2A a baixes concentracions d’ADO 

pot inhibir les accions del receptor A1 i a altes concentracions d’ADO el receptor A1 pot 

actuar promovent la predominança del efecte inhibitori (Pousinha i cols., 2010). Pel que fa 

que el DPCPX atenuï l’efecte inhibitori i facilitatori, potser degut a que el bloqueig del 

receptor A1 pugui induir un canvi conformacional en l’heteròmer que no permeti la unió de 

l’agonista al receptor A2A o bé que no permeti l’acoblament efectiu del receptor A2A al 
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sistema de transducció. De fet com anteriorment s’ha comentat, l’heterodimerització dels 

receptors acoblats a les proteïnes G pot afectar al funcionament del receptor (Franco i cols., 

2008) donat que els monòmers i heteròmers poden tenir diferents propietats 

farmacològiques i de senyalització. La segona possibilitat és una interacció dels receptors 

A1/A2A a través de vies de transducció intracel·lulars que intervenen en la unió al receptor 

(Sebastião i Ribeiro, 2000), el que explicaria la necessitat de la funció del receptor A1 per 

desencadenar la resposta del receptor A2A en els nervis terminals (Sebastião i Ribeiro, 

2000; Pousinha i cols., 2010). Tot i que, s’observen efectes diferents de la CADO amb la 

incubació prèvia dels antagonistes selectius degut a l’ús diferent del mètode de prevenció 

de la contracció, de la concentració de l’antagonista del receptor A1, a l’ús d’un antagonista 

diferent pel receptor A2A i del model neuromuscular (en el cas del nostre treball amb el 

múscul LAL de ratolí -múscul tipus tònic- i en el cas d’aquests estudis amb el múscul de 

diafragma de rata -múscul tipus fàsic-). Aquests investigadors també estableixen que 

l’efecte de la CADO en l’alliberació evocada depèn d’una interacció entre els receptors 

d’ADO A1 i A2A. Així mateix, com en el cas de la NMJ, en el sistema nerviós central 

concretament en els nervis terminals colinèrgics, en experiments realitzats amb la tècnica 

de radioisòtops, la CADO (10 μM) inhibeix l’alliberació evocada de [
3
H] acetilcolina 

mitjançant el receptor A1. En aquest estudi s’ha mostrat que la CADO en presència del 

DPCPX té un efecte facilitatori degut a l’activació del receptor A2A, efecte abolit per 

l’addició del seu antagonista l’SCH-58261. Aquests estudis han postulat que sota 

condicions de control del receptor inhibitori i facilitatori, l’addició exògena d’un agonista 

no selectiu ni metabolitzable a concentracions micromolars, majoritàriament promou 

l’activació inhibitòria del receptor A1, més que la facilitatòria del receptor A2A (Rebola i 

cols., 2002). 

 

5. PARTICIPACIÓ DELS ANTAGONISTES I AGONISTES DELS RECEPTORS 

D’ADENOSINA EN L’ALLIBERACIÓ ESPONTÀNIA 

 En aquesta tesi s’ha estudiat la possible participació dels receptors d’ADO en la 

neurotransmissió espontània, que són els EPPs miniatura que apareixen de forma 

espontània. No precisen del bloqueig de la contracció ni de l’activació del potencial d’acció 

per part la unitat estimuladora (per a més informació veure l’apartat de Materials i 

Mètodes). Com s’ha mencionat anteriorment en l’apartat de Resultats, s’ha de tenir present 

que aquestes dues formes d’alliberació de l’acetilcolina (l’evocada i l’espontània) es 
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regeixen per mecanismes diferents i per tant, no s’ha d’esperar una confirmació de les 

dades obtingudes amb els experiments evocats. 

 És important ressaltar, que els resultats obtinguts en l’alliberació espontània en 

aquest treball, són en part diferents quan es contrasta amb altres estudis utilitzant 

condicions similars (sense cap bloquejador presinàptic o postsinàptic donat que el registre 

dels mEPPs no és necessari bloquejar la contracció natural muscular) (De Lorenzo i cols., 

2004; Shakirzyanova i cols., 2006; Palma i cols., 2011). I el que és més important, tots els 

efectes de les substàncies purinèrgiques utilitzades en aquesta tesi han sigut a nivell 

presinàptic donat que en cap cas s’ha observat una modificació en l’amplada dels mEPPs 

(veure figures R.14A-B i R.15 de l’apartat de Resultats). 

 

5.1 Modulació exògena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissió espontània  

 Segons els resultats obtinguts sembla ser que els receptors d’ADO estan implicats 

en l’afinament de la maquinària de l’alliberació espontània (inclús en presència de μ-CgTx 

GIIIB i en condicions basals), perquè el bloqueig i l’estimulació inespecífica a 

concentracions micromolars dels receptors d’ADO augmenta i disminueix la freqüència 

dels mEPPs, respectivament. La participació d’aquests receptors en la reducció de 

l’alliberació espontània (quan és activada per l’ADO exògena) pot requerir la col·laboració 

dels dos tipus de receptors A1 i A2A, donat que l’estimulació selectiva d’aquests receptors 

(amb el CCPA i el CGS-21680, respectivament) no canvia la freqüència dels mEPPs. No 

obstant, el receptor A1 sembla estar implicat tònicament en el manteniment de la baixa 

freqüència en condicions de repòs, perquè el seu bloqueig selectiu (DPCPX) augmenta la 

freqüència dels mEPPs (veure la figura D.1). Aquesta implicació pot estar relacionada amb 

que els P1Rs tinguin un paper en la modulació del control del mecanisme intracel·lular del 

Ca
+2

, fluctuacions estocàstiques les quals puguin contribuir a l’alliberació espontània. Per 

un altre banda, també s’ha estudiat la participació dels altres dos tipus de receptors d’ADO 

A2B i A3 en l’alliberació espontània. Experimentalment s’ha observat que aquests receptors 

no participen en la modulació de l’alliberació espontània, donat que el bloqueig selectiu 

amb els seus corresponents antagonistes selectius no modifica la freqüència dels mEPPs. 

Per tant, una funció dels receptors P1Rs, i en particular del receptor A1, pot ser conservar 

els recursos a través d’una limitació de l’alliberació espontània (veure la figura R.14 de 

l’apartat de Resultats).  

 En estudis previs realitzats per altres autors, s’ha descrit un comportament bifàsic 

de l’ADO exògena en la neurotransmissió espontània, en el qual s’ha mostrat que l’ADO a 
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concentracions nanomolars (a diferència d’aquest treball) augmenta la freqüència del 

mEPPs, mentre que a concentracions micromolars inhibeix la freqüència dels mEPPs en el 

model de NMJ de rosegador (Ginsborg i Hirst, 1972; De Lorenzo i cols., 2004; Veggetti i 

cols., 2008) i d’amfibi (Ribeiro i Walker, 1975; Barry, 1990; Shakirzyanova i cols., 2006; 

Adámek i cols., 2010). Com en aquest treball, altres autors també han observat que l’acció 

inhibitòria de l’ADO a concentracions micromolars en l’alliberació espontània és a través 

del receptor presinàptic A1, donat que l’acció de l’ADO exògena a concentracions 

micromolars s’ha bloquejat amb els antagonistes inespecífics i específics del receptor A1 en 

la NMJ d’amfibi (Barry, 1990; Searl i Silinsky, 2003, 2005; Shakirzyanova i cols., 2006; 

Shakirzianova i cols., 2006).  

 En el nostre model d’estudi (múscul esquelètic LAL, tipus fàsic) a diferència 

d’altres treballs publicats, no s’ha pogut reduir directament l’alliberació espontània amb 

l’estimulació selectiva del receptor A1 amb el CCPA, ni augmentar l’alliberació amb 

l’activació específica del receptor A2A amb el CGS-21680. Encara que, com abans s’ha 

comentat l’estimulació inespecífica amb l’ADO exògena a concentracions micromolars pot 

inhibir l’alliberació a través del receptor A1. En estudis similars i amb un model muscular 

diferent (múscul de diafragma, tipus tònic) han mostrat que en condicions normals, el 

bloqueig selectiu del receptor A1 no afecta a l’alliberació espontània en la NMJ de ratolí. 

S’ha suggerit que el flux basal de l’ADO és mínim i no afecta a l’alliberació espontània (De 

Lorenzo i cols., 2004). En una situació diferent com són en condicions d’hipertonicitat en la 

qual es produeix un augment marcat d’alliberament d’acetilcolina de manera espontània, 

independent de l’entrada de Ca
+2

 (Fatt i Katz, 1952; Hubbard i cols., 1968; Losavio i 

Muchnick, 1997) i sense l’afectació dels VDCCs tipus L, N i P/Q (Losavio i Muchnick, 

1997), el bloqueig del receptor A1 amb l’antagonista DPCPX pot augmentar l’alliberació 

d’acetilcolina (Veggetti i cols., 2008). No obstant, amb l’estimulació selectiva (CCPA, 500 

nM), a concentracions de treball superiors a les que s’han utilitzat en aquest treball, 

aconsegueixen disminuir l’alliberació espontània en condicions basals i d’hipertonicitat (De 

Lorenzo i cols., 2004; Veggetti i cols., 2008).  

 En experiments similars, en les mateixes condicions i concentració d’antagonista 

també s’ha observat que el bloqueig selectiu del receptor A2A (SCH-58261) no afecta a 

l’alliberació espontània (Palma i cols., 2011). Inclús, altres autors en concordança amb els 

resultats obtinguts en aquest treball, mostren que el bloqueig selectiu del receptor A2A amb 

un antagonista diferent a l’utilitzat (ZM241385) no modifica la freqüència dels mEPPs 
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(Hirsh i Silinsky, 2002). En canvi, la seva estimulació amb l’agonista selectiu CGS-21680, a 

concentracions inferiors a les utilitzades, augmenta la freqüència dels mEPPs, donat que el 

bloqueig previ amb l’antagonista selectiu SCH-58261 evita l’acció del CGS-21680. S’ha 

suggerit que el mecanisme pel qual l’activació del receptor A2A exerceix una facilitació 

presinàptica en la secreció espontània, és com a resultat d’un augment de la concentració de 

Ca
+2

 citosòlic del nervi terminal provinent dels magatzems interns sensibles a 

tapsigargin/ryanodine (Palma i cols., 2011). Possiblement, aquestes discrepàncies entre els 

resultats obtinguts i la bibliografia analitzada poden ser degudes al model i les condicions 

experimentals així com, a l’efecte de les concentracions de treball utilitzades en els 

experiments. 

 Pel que fa als receptors A2B i A3 segons els resultats obtinguts s’ha evidenciat que 

no participen en la modulació de l’alliberació espontània. No obstant, en estudis recents 

s’ha vist que el metabòlit de l’ADO, la inosina, pot activar al receptor A3 en la NMJ de 

ratolí, induint una inhibició de l’alliberació espontània (Cinalli i cols., 2013).  

 

5.2 Efecte de l’enzim adenosina deaminasa (ADA) i de la 2-cloroadenosina en 

l’alliberació espontània 

 Els resultats mostren que l’ADO exògena a través del receptor presinàptic A1 pot 

controlar directament l’alliberació espontània d’acetilcolina, però en canvi l’estimulació 

selectiva del receptor A1 amb l’agonista CCPA no té efecte en la freqüència dels mEPPs. 

Això, fa pensar que probablement l’ADO endògena (inclús sota condicions de repòs, quan 

no s’espera trobar molècules d’ADO endògena en la fenedura sinàptica) faci que el receptor 

A1 pugui estar operatiu per mantenir tònicament l’alliberació espontània a baixos nivells i 

l’estimulació addicional de l’agonista CCPA pot ser inefectiva. Per confirmar aquesta 

premissa, s’ha realitzat experiments on s’ha eliminat l’ADO endògena mitjançant la 

incubació de l’enzim ADA. Experimentalment, s’ha vist que es produeix un augment 

significatiu de la freqüència dels mEPPs, efecte similar al produït amb el bloquejador no 

selectiu 8-SPT i l’antagonista selectiu del receptor A1, el DPCPX (veure figures R.14 i 

R.15 de l’apartat de Resultats). Aquests resultats, semblen indicar que l’ADO endògena pot 

ajudar a limitar l’alliberació espontània d’acetilcolina a través del receptor A1, tot i que 

aparentment els receptors d’ADO no tenen un paper en el control immediat de l’alliberació 

evocada. No obstant, en les mateixes condicions l’efecte prolongat de l’agonista no 

metabolitzable CADO promou una situació diferent (Di Angelantonio i cols., 2011; 

Pousinha i cols., 2012). Experimentalment, s’ha observat que a concentracions micromolars 
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té la capacitat de reduir el contingut quàntic, però no es modifica la freqüència dels mEPPs 

en condicions basals o bé en presència dels moduladors selectius degut a un balanç dels 

receptors d’ADO A1/A2A. A concentracions submicromolars, la freqüència dels mEPPs 

augmenta com a resultat d’un treball col·laboratiu entre els receptors A1 i A2A, donat que si 

inhibim els receptors inespecíficament o bé per separat no s’observa modificació en la 

freqüència de l’alliberació espontània (veure figura R.16 de l’apartat de Resultats). 

Possiblement, aquest augment de l’alliberació espontània (CADO 300 nM) pot alterar la 

disponibilitat del pool de vesícules alliberables per exocitosi que pot donar com a resultat la 

disminució de l’alliberació induïda per la CADO (10 μM). No obstant, això pot ser poc 

probable perquè la CADO a les concentracions que redueix el contingut quàntic (10 μM), la 

freqüència no és alterada degut a un equilibri entre els receptors A1 i A2A.  

 En general, aquests resultats revelen una complexa implicació dels receptors 

d’ADO A1 i A2A en l’alliberació espontània i evocada quan estan fortament estimulats per 

la CADO més enllà de les característiques de les condicions basals.   

 

Figura D.1. Participació dels receptors d’adenosina en l’alliberació evocada i espontània. En condicions 

basals l’ADO endògena (ADOen) tònicament redueix l’eficàcia del mecanisme no sincronitzat d’alliberació 

d’acetilcolina a través del receptor A1 i els esdeveniments espontanis són reduïts. L’ADO exògena (ADOex) 

addicional potencia aquest efecte. La CADO a baixes concentracions augmenta la freqüència dels mEPPs i a altes 

concentracions de CADO (10 μM) redueix el contingut quàntic. En ambdues situacions hi ha una implicació dels 

receptors A1 i A2A. Els receptors d’ADO A2B i A3 no es troben involucrats.  

 

 En uns estudis similars en el mateix model d’estudi, altres investigadors han 

obtingut resultats similars. Nascimento i col·laboradors han observat que l’ADA a 

concentracions inferiors a la utilitzada (1 U/ml) també augmenta la freqüència dels mEPPs 

(Nascimento i cols., 2015). 

 En el cas de la CADO analitzant la literatura prèvia es troba una gran disparitat 

de troballes. Com en aquest treball, Hirsh i Silinsky no han observat cap diferència en la 

freqüència de mEPPs a concentracions micromolars de la CADO (1 μM) (Hirsh i Silinsky, 
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2002). Com en aquest estudi, aquests autors observen que la CADO (1 μM) en presència 

del bloquejador selectiu del receptor A2A (ZM241385) no produeix efecte en la 

neurotransmissió espontània. No obstant, si que troben una disminució de l’alliberació 

espontània d’un 75% del valor control amb la CADO (10 μM) (Hirsh i Silinsky, 2002). S’ha 

proposat que el possible mecanisme pel qual l’anàleg de l’ADO té un efecte inhibitori és 

per una disminució de l’habilitat del Ca
+2

 per promoure el procés d’exocitosi (Silinsky, 

1984, 1986; Silinsky i Solsona, 1992). Així mateix, en la NMJ de rosegador, s’ha observat 

que la CADO a concentracions de treball més baixes (30 nM), en presència d’alt Mg
+2

, 

augmenta l’alliberació espontània fins a mitjana edat però que amb l’edat indueix l’efecte 

oposat induint una disminució de la freqüència dels mEPPs en animals vells (70-80 

setmanes d’edat) (Pousinha i cols., 2010, 2012; Nascimento i cols., 2015). Això, s’ha 

interpretat com que aquests animals perden l’habilitat d’activar al receptor A2A degut a una 

disminució del nombre de receptors A2A o una disminució de l’afinitat del lligand pel 

receptor (Pousinha i cols., 2012).  

 En el cas de la NMJ d’amfibi s’ha observat que l’ús de l’anàleg de l’ADO, L-

PIA (de l’anglès N6-(L-Phenylisopropyl)adenosine, 1 nM) disminueix la freqüència dels 

mEPPs, efecte bloquejat per l’antagonista selectiu del receptor A1 (DPCPX) (Barry, 1990). 

Probablement, aquestes diferències de resultats poden ser degudes a la diferència entre 

espècies, a l’ordre de potencia com agonista del receptor d’ADO i al procediment 

experimental emprat. 

 

6. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT 

SINÀPTICA EVOCADA A 40 Hz 

 Un dels objectius d’aquesta tesi, ha sigut estudiar la funció dels receptors d’ADO 

en la modulació de la plasticitat a curt termini durant l’activitat sinàptica imposada (trens 

d’estímul a 40 Hz durant 2 minuts). És conegut que altes freqüències d’estimulació (20-50 

Hz) del nervi motor provoca una depressió en l’alliberació del neurotransmissor (Eccles i 

cols., 1941; Lundberg i Quilisch, 1953), degut a una disminució de les vesícules 

d’acetilcolina disponibles per a ser alliberades immediatament des del terminal presinàptic 

(Betz, 1970; Christensen i Martin, 1970) i per una disminució de les vesícules 

d’acetilcolina emmagatzemades en el terminal nerviós (Heuser i cols., 1979). A més, pot 

sorgir un deteriorament de la mida dels potencials postsinàptics (Liley i North, 1953; 

Mallart i Martin, 1968; Magleby, 1973; Wu i Bertz, 1998; Dittman i cols., 2000; Wesseling 
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i Lo, 2002; Stevens i Williams, 2007). En treballs anteriors en el grup, s’ha vist que hi ha 

molècules sinàptiques com el factor neurotròfic ciliary neurotrophic factor (CNTF) i els 

mAChRs que tenen un paper protector en condicions d’activitat sinàptica imposada (trens 

d’estímul a 40 Hz durant 2 minuts). En aquests estudis s’ha mostrat que l’aplicació exògena 

del CNTF o bé el bloqueig dels mAChRs amb l’atropina (AT) disminueix i augmenta la 

magnitud de la depressió, respectivament. Això fa pensar que una funció dels mAChRs a 

part de protegir la funció sinàptica per una disminució de l’alliberació evocada 

(principalment a través del receptor M2) és reduir la depressió (Garcia i cols., 2012; Tomàs 

i cols., 2014). Per tant, degut aquest antecedents s’ha volgut investigar com els receptors 

d’ADO contribueixen en la modulació de la depressió a curt termini durant una activitat 

repetitiva.  

 A més, en tots els experiments d’activitat sinàptica a 40 Hz amb l’objectiu de 

poder identificar les modificacions en la gestió intracel·lular del Ca
+2

 s’ha estudiat, a més, 

els paired pulses o facilitació. En aquest estudi, no s’han trobat diferències significatives en 

els pair pulses en presència dels moduladors purinèrgics (veure figura R.21 de l’apartat de 

Resultats). Això suggereix que la NMJ és un sistema molt estable comparat amb el sistema 

nerviós central on hi ha més variabilitat (Accorsi-Mendoça i cols., 2013).  

 

6.1 Efecte dels moduladors inespecífics i específics dels receptors d’adenosina, de 

l’adenosina endògena i de la 2-cloroadenosina durant l’activitat sinàptica a 40 Hz 

 Els presents resultats confirmen que els P1Rs es troben implicats en el control de 

la depressió sinàptica (trens a 40 Hz durant 2 minuts). S’ha observat que el bloqueig no 

selectiu dels receptors d’ADO (8-SPT) augmenta la depressió, mentre que l’addició de 

l’ADO exògena a concentracions micromolars (25 μM) (conjuntament amb l’ADO 

endògena) té un efecte fortament protector, disminuint la magnitud de la depressió. Per un 

altre banda, la presència dels moduladors selectius dels receptors A1 i A2A, inclús, dels 

antagonistes dels receptors A2B i A3 no tenen efecte en la depressió sinàptica (veure figura 

D.2 de l’apartat de la Discussió i les figures R.17 i R.18 de l’apartat de Resultats). 

L’augment de la depressió donat pel bloqueig complet dels receptors d’ADO, i l’efecte 

oposat de l’addició de l’ADO exògena a concentracions micromolars revelen que el 

mecanisme purinèrgic sembla estar implicat en la protecció de la funció sinàptica reduint la 

magnitud de la depressió durant una activitat repetitiva. A més, indica que dos o més 

receptors d’ADO necessiten treballar de forma col·laborativa per reduir aquesta depressió. 

No obstant, en les nostres condicions, l’ADA no pot reduir la depressió a 40 Hz, però si que 
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pot augmentar l’alliberació espontània (veure la figura R.19 de l’apartat de Resultats). Tot 

això fa pensar que la producció d’ADO endògena pot ser insuficient, ja que no es coneix si 

els alts nivells d’ADO produïts en la fenedura sinàptica durant l’activitat sinàptica són 

similars als obtinguts per l’aplicació de l’ADO exògena. Per un altre banda, s’ha observat 

que el complet bloqueig dels receptors d’ADO (8-SPT) augmenta la depressió, mentre que 

la hidròlisi de l’ADO endògena a través de l’enzim ADA no afecta a la modulació de la 

neurotransmissió. Per aquests resultats hi poden haver diverses explicacions possibles: (1) 

que l’efecte tònic dels receptors d’ADO quan estan bloquejats potser parcialment 

independent de l’estimulació amb l’ADO. Pot intervenir una transactivació del receptor 

d’ADO donada pel receptor tirosina quinasa en resposta a la via de senyalització dels 

receptors acoblats a les proteïnes G (Daub i cols., 1996; Lee i Chao, 2001; Fischer i cols., 

2003; Wiese i cols., 2007; Oliveira i cols., 2009; Garcia i cols., 2010); i (2) una fracció de 

l’ADO endògena pot evitar la hidròlisi per donada per l’ADA (possiblement perquè la 

produïda està molt propera als receptors d’ADO). 

 Per un altre banda, l’efecte prolongat de la CADO (300 nM), en les nostres 

condicions, no té efecte en la depressió, possiblement aquestes concentracions de treball 

són insuficients per activar el sistema. No obstant, els resultats mostren que la CADO (10 

μM) té l’habilitat de reduir la depressió encara que de forma no significativa. Probablement, 

aquest efecte protector pot ser mediat pel receptor A1, i el receptor A2A pot tenir un efecte 

modulador sobre el receptor A1 perquè, la protecció es veu significativament augmentada 

després del bloqueig del receptor A2A i es veu evitada quan ambdós receptors són 

bloquejats (veure la figura D.2 de la Discussió i la figura R.20 de l’apartat de Resultats).  

 Analitzant la literatura, en el model neuromuscular d’amfibi s’ha mostrat que 

l’ADO és un modulador de la depressió sinàptica durant altes freqüències d’estimulació 

(Meriney i Grinnell, 1991). Com s’ha comentat anteriorment, s’ha descrit que la depressió 

sinàptica està associada a una reducció de la probabilitat de l’alliberació a més de la 

disponibilitat de les vesícules sinàptiques per a ser alliberades (Betz, 1970; Christensen i 

Martin, 1970). En uns estudis més recents realitzats conjuntament amb microscòpia de 

fluorescència on es marquen les vesícules sinàptiques en combinació amb estudis 

electrofisiològics per registre intracel·lular, mostren la modulació del reciclatge de les 

vesícules sinàptiques per l’ADO durant altes freqüències d’estimulació (50 Hz durant 15s) 

en la NMJ de ratolí (Perissinotti i Uchitel, 2010). Aquest estudis evidencien que a més de 

l’efecte presinàptic de l’ADO en el procés d’exocitosi, l’ADO també pot tenir un paper en 

la recuperació de la vesícula. L’ADO endògena a través del receptor A1 pot restringir 
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l’exocitosi vesicular. És a dir, sota condicions fisiològiques, l’alta freqüència d’estimulació 

comença a funcionar amb un alt contingut quàntic d’alliberació de transmissor donat per la 

utilització del fast-release pool. Degut aquest fet, el màxim efecte inhibitori de l’ADO que 

exerceix és considerablement menor que la completa inhibició. L’ADO generada durant el 

període d’activitat redueix la quantitat de entrada de Ca
+2

 i dirigeix les vesícules reciclades 

cap al pool vesicular de slow-release, per tant cap el reserve pool. A més, s’ha observat que 

el destí de la recuperació de les vesícules és modificat per l’activació del receptor A1, el 

qual redueix la mida del fast-release pool de vesícules sinàptiques a altes freqüències 

d’estimulació quan es bloqueja el receptor A1 o bé quan s’aplica l’ADO exògena. Així, sota 

condicions fisiològiques, a altes freqüències d’estimulació es comença per un augment del 

contingut quàntic d’alliberació de transmissor degut a l’ús del fast-release pool. L’efecte 

inhibitori que exerceix l’ADO és considerablement menor que la completa inhibició. 

L’ADO generada durant el període inicial d’activitat redueix la l’entrada de Ca
+2

 i dirigeix 

les vesícules cap al slow-release pool. Aquest procés garanteix un manteniment del 

neurotransmissor però a baix nivell d’alliberació, garantint una ràpida i fidel comunicació 

sinàptica (Perissinotti i Uchitel, 2010). Probablement, aquest podria ser un mecanisme 

alternatiu pel qual l’ADO pot tenir un efecte protector en la depressió sota aquestes 

condicions experimentals.  

 Per un altra banda, hi ha estudis publicats que descriuen que l’activació tònica del 

receptor inhibitori A1 i/o el receptor facilitatori A2A està regulada per la concentració de 

nucleòsid en la sinapsi (Correia-de-Sá i cols., 1996). Els paràmetres d’estimulació del 

terminal nerviós (la freqüència, la duració del puls i la duració del tren) determinen la 

quantitat de transmissor i/o modulador alliberat i, ha sigut proposat durant molt temps com 

una característica important en el control sinàptic (Correia-de-Sá i cols., 1996). En estudis 

amb tècniques de radioisòtops on es mesura l’alliberació evocada de [
3
H] acetilcolina tot i 

sent, tècniques diferents a les utilitzades en aquest treball, s’han observat resultats similars 

(Timóteo i cols., 2003). En trens curts d’estimulació (a 5 o 50 Hz, durant 250 polsos) o bé, 

en trens curts de 5 Hz on seguidament s’ha estimulat a 50 Hz, tant l’ADA com el bloqueig 

selectiu del receptor A1 així com, el bloqueig selectiu del receptor A2A no modifiquen 

l’alliberació evocada. S’ha suggerit que aquestes condicions d’estimulació són inapropiades 

per generar nivells d’ADO endògena suficients i necessaris per activar als receptors 

presinàptics. En canvi, després del precondicionament tetànic, és a dir, primer una 

estimulació a 50 Hz (250 polsos) i immediatament després una estimulació a 5 Hz (250 

polsos), el bloqueig del receptor A2A o bé l’ADA (0.5 U/ml) augmenten l’alliberació 
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evocada de [
3
H] acetilcolina, mentre que el bloqueig del receptor A1 té una petita acció 

inhibitòria (Timóteo i cols., 2003). A més, s’ha proposat que el control en la transmissió 

neuromuscular per l’ADO endògena requereix un llindar de concentració de nucleòsid, el 

qual pot ser influenciat pel paradigma d’estimulació (Correia-de-Sá i cols., 1996). Per un 

altre banda, en experiments on hi ha una prolongació del puls (de 40 μs a 1 ms a 5 Hz de 

freqüència) o bé un augment en la freqüència d’estímul (d’1 Hz a 50 Hz durant 40 μs) s’ha 

observat que l’agonista del receptor A2A (CGS-21680C de l’anglès 2-[4-(2-p-

carboxyethyl)phenylamino]-5’-N-ethylcarboxamido adenosine) té un efecte excitatori, 

mentre que l’efecte inhibitori de l’agonista del receptor A1 [
3
H]-RPIA (de l’anglès R-N6-

phenylisopropyl adenosine) es veu significativament atenuat (Correia-de-Sá i cols., 1996; 

Oliveira i cols., 2004). A més, s’ha trobat que l’addició de l’ADO a concentracions molt 

altes (500 μM), té un efecte facilitatori. S’ha suggerit que prolongant els polsos individuals 

o augmentant la freqüència d’estímul en el nervi terminal poden influenciar en la formació 

d’ADO endògena, la qual pot potenciar la facilitació tònica de l’acetilcolina donada pel 

receptor A2A, mentre que l’activació del receptor inhibitori A1 es pot tornar menys efectiva 

(Correia-de-Sá i cols., 1996; Timóteo i cols., 2003; Oliveira i cols., 2004). Probablement, 

aquesta diferència de resultats obtinguts pot ser donada per la tècnica i el paradigma 

d’estimulació utilitzat. 

 

7. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT 

SINÀPTICA EVOCADA A 100 Hz 

 Els resultats evidencien que el mecanisme purinèrgic sembla estar implicat en 

protegir la funció sinàptica durant una activitat repetitiva, a més s’ha investigat el seu 

possible efecte a alts nivells d’activitat (trens a 100 Hz, durant 2 minuts) on la producció 

d’ADO endògena es veu augmentada. En aquestes condicions, s’ha observat que ni el 

bloqueig complet dels receptors d’ADO (8-SPT), ni l’addició de l’ADO exògena poden 

canviar la magnitud de la depressió sinàptica. El fet que el bloqueig no selectiu (amb el 8-

SPT) no tingui efecte en la depressió, indica que quan aquests receptors no estan operatius, 

la depressió no augmenta. Una possible explicació és que pot haver un conjunt de 

moduladors (acetilcolina) i autoreceptors (mAChRs) que poden substituir als receptors 

d’ADO en el control de la depressió (veure una recent revisió del nostre laboratori Tomàs i 

cols., 2014). Alternativament, l’ADO endògena pot desplaçar a l’antagonista 8-SPT dels 

receptors d’ADO tenint un efecte protector en la depressió, ja que com s’ha mostrat en els 
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experiments de trens d’estimulació a 40 Hz l’ADO té un efecte protector en la depressió. 

Així mateix, el fet que l’ADO exògena no modifiqui la depressió, pot ser que aquesta ADO 

addicional pot trobar als receptors ocupats o dessensibilitzats per l’ADO endògena. Donat 

que en aquestes altes freqüències d’estimulació fa que augmenti la concentració d’ADO en 

la fenedura sinàptica evitant l’efecte de l’ADO exògena addicional. A més, s’ha observat 

que l’inhibidor selectiu del receptor A1 (DPCPX) no afecta a la depressió, mentre que la 

inhibició del receptor A2A (SCH-58261) redueix fortament la depressió. Així mateix, s’ha 

evidenciat que la inactivació de l’ADO endògena mitjançant l’addició de l’enzim ADA 

augmenta fortament la magnitud de la depressió (veure figura R.22 de l’apartat de 

Resultats). Aquest fet, que indica que la producció de l’ADO endògena en la fenedura 

sinàptica en aquestes condicions, pot ser suficient per reduir la magnitud de la depressió, i 

que aquesta ADO endògena a alts nivells d’activitat pot interaccionar amb els receptors A1 

per reduir la depressió (veure la figura D.2).  

 En el cas del sistema nerviós central hi ha altres investigadors que han descrit un 

comportament similar de l’ADO amb el receptor d’ADO A2A i la transactivació del TrkB en 

determinades condicions. Com s’ha mencionat anteriorment en aquest treball, Diógenes i 

col·laboradors al 2004 han descrit que l’activació del receptor A2A pot representar un 

requisit crucial pel funcionament del factors neurotròfics en les sinapsis mitjançant estudis 

d’electrofisiologia en llesques de l’àrea CA1 de l’hipocamp de rata (Diógenes i cols., 2004). 

Atès que el receptor d’ADO A2A té la capacitat de transactivar al receptor TrkB en absència 

de la seva corresponent neurotrofina (Lee i Chao, 2001) i pot desencadenar l’acció 

excitatòria del BDNF sobre la transmissió sinàptica (Diógenes i cols., 2004, 2004; 

Pousinha i cols., 2006; Tebano i cols., 2008). Diógenes i col·laboradors al 2007 evidencien 

que la coaplicació del BDNF i del CGS-21680 no facilita els efectes del BDNF. La falta de 

l’efecte de la potenciació del CGS-21680 suggereix que l’estat d’activació del receptor A2A 

està garantida per l’ADO endògena podent ser suficient per a que es manifesti els efectes 

del BDNF. D’acord amb aquesta troballa Fontinha i col·laboradors al 2008 han evidenciat 

que l’activació del receptor A2A fracassa la facilitació del LTP induïda pel BDNF en la 

regió CA1 de l’hipocamp. Però quan l’ADO endògena és inactivada amb l’enzim ADA, i 

d’aquesta manera no està tònicament activat, el CGS-21680 té la capacitat de facilitar 

l’acció del BDNF en LTP (Fontinha i cols., 2008). D’aquesta manera s’ha demostrat que la 

activació selectiva del receptor A2A està críticament implicada en la modulació del BDNF 

en LTP en l’àrea CA1 de l’hipocamp (Tebano i cols., 2010). Per tant, tal i com succeeix 

amb els receptors de les neurotrofines en el sistema nerviós central i en la NMJ, 
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possiblement potser que l’ADO endògena interaccioni amb els receptors d’ADO i eviti 

l’efecte de l’ADO exògena. 

 En resum, sembla ser que l’ADO endògena pot protegir la depressió sinàptica 

principalment a través de l’estimulació del receptor A1 durant una intensa activitat 

sinàptica, mentre que el receptor A2A sembla modular la resposta del receptor A1. No està 

clar si la reducció de la depressió pot ser una simple conseqüència d’una reducció de 

l’alliberació a través dels receptors d’ADO. De fet, l’ADO redueix la freqüència dels 

mEPPs però no el contingut quàntic dels EPPs. I l’estimulació amb la CADO (10 μM) 

redueix el contingut quàntic però no afecta a la freqüència dels mEPPs.  

 En la literatura hi ha estudis amb trens d’alta freqüència d’estímul realitzats amb 

un protocol diferent (trens d’estímul a 100 Hz durant 400 ms cada 2 minuts, en presència 

d’altes concentracions de Ca
+2

) en el model neuromuscular d’amfibi (Searl i Silinsky, 2003). 

Aquests estudis mostren que l’ADO té un efecte inhibitori. S’ha suggerit que l’ADO actua 

en un estadi més tardà durant el procés de secreció, al reduir el nombre de primed vesícules 

(procés en el qual les vesícules estan sotmeses a un procés de maduració, per a convertir-se 

en vesícules de neurotransmissor competents per a ser alliberades) degut a una baixa 

afinitat pel Ca
+2

 d’un component de l’aparell de secreció (Silinsky, 1981, 1984, 1985). Per 

tant, aquest autors evidencien que l’efecte de l’ADO es reflexa com una reducció de les 

vesícules primed amb el suficient Ca
+2

 unit als sensors de Ca
+2

 per promoure el procés 

d’exocitosi (Searl i Silinsky, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.2. Participació dels receptors d’adenosina en l’activitat sinàptica evocada a 40 i 100 Hz. Els 

receptors d’ADO estan implicats en el control de la depressió. A freqüències moderades d’estimulació (40 Hz 

durant 2 minuts) l’ADO endògena (ADOen) conjuntament amb l’ADO exògena (ADOex) té un efecte protector en 

la depressió sinàptica, degut a un treball col·laboratiu de dos o més subtipus de receptors d’ADO. No obstant, 

l’ADOen no pot reduir la depressió, el que suggereix que la producció de l’ADOen potser insuficient en aquestes 

condicions. L’efecte prolongat de la CADO (10 μM) té un efecte protector (menor que l’ADOex) a través del 

receptor A1, tenint el receptor A2A un efecte modulador sobre el receptor A1. En condicions d’alta freqüència 

d’estimulació (100 Hz durant 2 minuts), quan el receptor A2A es troba bloquejat, l’ADOen té un potent efecte 

facilitatori a través del receptor A1. El que indica que alts ràtios d’activitat l’ADOen redueix la depressió 

mitjançant el receptor A1. 
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8. RELACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE 

SENYALITZACIÓ EN L’ALLIBERACIÓ EVOCADA 

 Com s’ha descrit en la Introducció els receptors d’ADO són pleioentròpics, 

tenen la capacitat d’acoblar-se a diferents proteïnes G i a diferents sistemes de traducció, 

d’acord amb el seu grau d’activació i la seva particular localització cel·lular en diferents 

tipus cel·lulars (Cunha, 2005). Per tant, l’activació dels receptors d’ADO influeix en l’acció 

d’altres neurotransmissors i neuromoduladors indirectament, comportant-se com un 

modulador de moduladors ja que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors 

presinàptics estan sota el control concís dels receptors d’ADO (Queiroz i cols., 2003). 

Donat que l’ADO usa vies hàbils per participar en aquestes funcions, funciona com un 

“ajustador” i en aquestes vies contribueix a una interacció sofisticada entre els propis 

receptors d’ADO i els receptors d’altres neuromoduladors i neurotransmissors, inclús tenint 

la capacitat de transactivar altres receptors (Sebastião i Ribeiro, 2000; Lee i Chao, 2001; 

Diógenes i cols., 2004) i modular esdeveniments en la plasticitat sinàptica (de Mendoça i 

Ribeiro, 2001). Per aquest motiu, s’ha analitzat la relació dels receptors d’ADO en diferents 

vies de senyalització implicades en el control de la neurotransmissió, mantenint en tot 

moment la funció sinàptica preservada i operativa (bloquejant la contracció amb la μ-CgTx 

GIIIB). 

 

8.1 Relació dels receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió  

 En estudis previs en el nostre laboratori, s’ha descrit que la funció muscarínica 

general contribueix al manteniment de la generació espontània d’acetilcolina. La funció 

muscarínica preserva la funció sinàptica per una disminució de l’alliberació evocada 

principalment per part del receptor M2 i redueix la magnitud de la depressió (Santafé i 

cols., 2003, 2006; Garcia i cols, 2005; Tomàs i cols., 2014). Tot i que els receptors d’ADO i 

els mAChRs intervenen de forma diferent en l’alliberació evocada, s’ha proposat estudiar si 

hi ha una possible interacció entre els autoreceptors metabotròpics presinàptics purinèrgics 

(P1Rs) i els muscarínics (mAChRs) en la neurotransmissió evocada i en la depressió 

sinàptica. 
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8.1.1 Efecte entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió evocada 

 Els resultats obtinguts evidencien una mútua dependència entre els receptors 

d’ADO i els mAChRs en l’alliberació evocada. Els dos mecanismes semblen compartir la 

mateixa via de senyalització, donat que tant el bloqueig com l’estimulació inespecífica dels 

receptors d’ADO (prèvia a la incubació de l’inhibidor inespecífic dels mAChRs, l’AT o 

com a la inversa), no modifiquen el contingut quàntic. L’AT no pot fer la seva funció de 

potenciar l’alliberació. Així mateix, es confirma aquesta relació amb el bloqueig inespecífic 

previ dels mAChRs amb l’AT i la posterior incubació amb la CADO a concentracions 

micromolars, com en la situació inversa, no té efecte en l’alliberació evocada. Pensem que 

ni la CADO pot fer la seva funció d’inhibir així com l’AT tampoc pot potenciar 

l’alliberació evocada (veure figura R.23 de l’apartat de Resultats). 

 Per un altre banda, s’ha estudiat quins subtipus de receptors d’ADO com de 

muscarínics (M1 i M2) es troben implicats en la modulació de l’alliberació evocada. S’ha 

observat que els receptors d’ADO estan relacionats amb els mAChRs del tipus M1 i M2. El 

bloqueig inespecífic com l’específic (8-SPT, DPCPX, SCH-58261) així com, l’estimulació 

inespecífica amb l’ADO (25 μM), i la posterior incubació amb els bloquejadors muscarínics 

selectius (pirenzepina, PIR o metoctramina, MET) no afecten a l’alliberació evocada (veure 

la figura R.24 de l’apartat de Resultats). Això, suggereix que la participació del mecanisme 

muscarínic depèn en certa manera de la permissió de la via purinèrgica i viceversa, donat 

que pel funcionament normal dels mAChRs es necessita un bon equilibri del conjunt dels 

receptors d’ADO. Així mateix, la modulació dels mAChRs no permet l’acoblament dels 

receptors d’ADO en l’alliberació evocada (figura D.3).   

 

figura D.3. Relació entre els receptors d’adenosina i els muscarínics en l’alliberació evocada i espontània. La 

inhibició entre els receptors d’ADO i l’alliberació evocada únicament succeeix quan els receptors d’ADO 

s’estimulen amb la CADO i en el cas de l'alliberació espontània quan s'estimula amb l'ADO exògena a 

concentracions micromolars (fletxes vermelles) Els resultats obtinguts en el present estudi indiquen que hi ha una 

absoluta interdependència entre els receptors d’ADO i els mAChRs en la modulació de l’alliberació evocada i 

espontània, en condicions basals. Un desequilibri en un dels dos grups de receptors (quan un o més d’un subtipus 

de receptors està bloquejat) fa que l’altre grup de receptors es desacoblin de l’alliberació.  
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8.1.2 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en el control de 

la depressió sinàptica a 40 Hz 

 Veient aquesta relació entre els receptors d’ADO i els mAChRs en la 

neurotransmissió evocada (1 Hz), s’ha volgut estudiar si existeix aquesta relació funcional 

durant l’activitat sinàptica. Els resultats mostren que el mecanisme purinèrgic i muscarínic 

cooperen en el control de la depressió (trens a 40 Hz durant 2 minuts). Tot i que, el control 

purinèrgic sembla ser més fort, perquè la depressió pot ser augmentada amb l’antagonista 

8-SPT després d’un inicial augment de la depressió donat pel bloqueig muscarínic amb 

l’AT. Per un altre banda, la inhibició purinèrgica inespecífica prèvia (8-SPT) evita l’efecte 

de la segona incubació del bloquejador muscarínic (l’AT), el que suggereix que 

possiblement pot haver una transactivació entre els receptors muscarínics i purinèrgics 

(veure figura R.25 de l’apartat de Resultats). Analitzant la literatura, s’ha descrit que 

aquest receptors poden transactivar als receptors tirosines quinases. Per exemple, en 

cèl·lules HEK-293T, el epidermal growth factor receptor (EGFR) és torna actiu i dimeritza 

a través d’una via regulada pel receptor M1, requerint l’activació de la PKC 

independentment del epidermal growth factor (EGF). Això indica que la transactivació 

d’EGFR és un component significatiu en una via per la qual M1 pot modular els canals 

Kv1.2 (Tsai i cols., 1997). Per un altre banda, l’ADO o l’addició del seu agonista selectiu 

CGS-21680 pot activar als receptors Trk a través del receptor A2A independentment de la 

unió de la seva corresponent neurotrofina per activar la resposta tròfica en motoneurones 

(Lee i Chao, 2001; Rajagopal i cols., 2004; Wiese i cols., 2007). A més, s’ha observat que 

l’ADO no pot reduir la depressió en presència de l’AT així com, l’AT no pot augmentar la 

depressió després de la preincubació de l’ADO. El que suggereix que l’ADO endògena (o 

bé, conjuntament amb l’exògena) té un efecte protector en la depressió impedint l’acció 

inhibitòria de l’AT. A la figura D.4 es resumeixen els principals resultats i conclusions 

d’aquest apartat. 

 Resultats semblants als obtinguts en aquest treball han sigut descrits, en altres 

articles publicats on també s’ha descrit una relació funcional entre els receptors mAChRs 

(M1 i M2) i els receptors d’ADO (Hamilton i Smith, 1991; Oliveira i cols., 2002, 2015; 

Oliveira i Correia-de-Sá, 2005). Amb tècniques de radioisòtops per mesurar l’alliberació 

evocada de [
3
H] acetilcolina, a baixes freqüències d’estimulació (trens de 5 Hz), el receptor 

M1 està completament actiu. Les funcions dels receptors M2 i A2A estan reprimides, el flux 

d’acetilcolina està controlat per la formació de petites quantitats d’ADO actuant per la via 

inhibitòria del receptor A1. Però, la neuromodulació canvia a altes freqüències (dispars a 50 
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Hz). En aquestes condicions han postulat que hi ha una activació tònica del receptor A2A 

que afavoreix la inhibició tònica del receptor M2 frenant l’acció oposada del receptor M1 

(Oliveira i cols., 2002, 2015; Oliveira i Correia-de-Sá, 2005). Per tant, el flux d’ADO des 

del nervi terminal actiu (a través del receptor A1) pot estar acoblada per reduir la funció del 

receptor M2, podent sent la via intracel·lular de l’adenilat ciclasa en comú (Oliveira i cols., 

2009). A més, l’ADO i l’acetilcolina semblen actuar d’una manera similar, no-additiva per 

disminuir les corrents de Ca
+2

 via inhibitòria (A1R i M2), els quals comparteixen la via en 

comú de la proteïna G susceptible a la toxina pertussis (Hamilton i Smith, 1991). 

 

Figura D.4. Relació entre els receptors d’adenosina i els muscarínics en el control de la depressió sinàptica a 

40 Hz. El mecanisme purinèrgic i muscarínic cooperen en el control de la depressió. No obstant, si els mAChRs 

són bloquejats (AT), els receptors d’ADO (AR) poden continuar protegint contra la depressió (el 8-SPT evita 

aquesta protecció) gairebé al màxim de capacitat (l’ADO addicional no augmenta aquesta protecció). 

Recíprocament, si els ARs són inhibits o estimulats, els mAChRs es desacoblen del mecanisme del control de la 

depressió (l’addicional inhibició amb l’AT no canvia la mesura dels últims EPPs en un tren). Per tant, el control 

purinèrgic de la depressió sembla ser més potent que el control muscarínic (en les condicions del present estudi). 

 

 Així mateix, amb la mateixa tècnica del radioisòtop però amb un altre model 

d’estudi s’ha descrit una possible interacció entre el receptor d’ADO A2A i el receptor tipus 

M3 (Vieira i cols., 2009). En el sistema nerviós mientèric de rata, en trens de freqüència a 5 

Hz (750 polsos) s’ha observat que el receptor facilitatori M3 depèn del flux d’ADO 

promovent l’activació del receptor facilitatori A2A. En aquestes condicions, el bloqueig 

selectiu del receptor A2A amb el seu antagonista ZM241385, la inhibició del transport 

d’ADO amb dipyrimole o bé la inhibició de l’ecto-5’-nucleotidasa amb concanavalin A, 

atenuen l’efecte inhibitori causat per l’antagonista del receptor M3 (4-DAMP de l’anglès 

1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium iodide) i bloquegen l’efecte facilitatori de la 

oxotremorina en l’alliberació de [
3
H] acetilcolina (Vieira i cols., 2009).  
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8.2 Relació entre receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC) en 

la neurotransmissió evocada 

 Varis receptors de la membrana axonal es troben acoblats a vies intracel·lulars que 

convergeixen a un repertori de quinases efectores que estan implicades en l’exocitosi del 

transmissor. Un exemple d’aquestes quinases són les proteïnes quinases PKA i PKC (West 

i cols., 1991; Numman i cols.,1994; Tanaka i Nishuzuka, 1994; Byrne i Kandel, 1996; 

Catterall, 1999a; Santafé i cols., 2005, 2006, 2007). En aquesta tesi, s’ha estudiat la 

possible relació funcional de les serina/treonina quinases PKA i PKC amb els receptors 

d’ADO en el control de la neurotransmissió evocada. A les figures D.5 i D.6 es resumeixen 

els principals resultats i conclusions d’aquest apartat. 

 S’ha descrit que els receptors d’ADO modulen l’activitat de la via de senyalització 

de la PKA (Schulte i Fredholm, 2002; Fredholm i cols., 2003). L’acoblament tònic de 

l’activitat de la PKA per promoure l’alliberació d’acetilcolina (el qual és inhibit per l’H-89) 

va ser mantingut després de que els receptors d’ADO van ser inhibits o estimulats. No 

obstant, en cap d’aquestes condicions pot influenciar a l’activitat de la PKA en augmentar 

l’alliberació d’acetilcolina amb l’agonista Sp-8-BrcAMP, la qual cosa suggereix que 

treballa pròxim al seu nivell màxim (figura D.5 i veure la figura R.26 de l’apartat de 

Resultats). En presència de l’ADO exògena hi ha tres condicions que coincideixen: (1) els 

últims EPPs d’un tren de 2 minuts a 40 Hz són més grans que en el control (menys 

depressió); (2) la PKA s’acobla tònicament per potenciar l’alliberació (l’alliberació és 

reduïda per l’H-89); i (3) la PKA no pot ser estimulada encara més amb el Sp-8-BrcAMP, 

en aquestes condicions. Per tant, la PKA pot treballar a prop del seu límit superior 

d’activitat per modular la reducció de la depressió. En presència del 8-SPT (antagonista 

inespecífic dels receptors d’ADO), els últims EPPs del tren són més petits que en el control 

(més depressió) i l’acoblament tònic de la PKA a l’alliberació evocada (modulació del 

contingut quàntic) tampoc pot ser estimulat en aquest cas, el que suggereix una parcial 

inhibició en l’absència de la funció dels receptors d’ADO. 
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Figura D.5. Relació entre els receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC) en la 

neurotransmissió evocada. (Peu de figura de la pàgina anterior). Quan els receptors d’adenosina (AR) es troben 

bloquejats (8-SPT), la PKA està acoblada encara que no pugui ser addicionalment estimulada pel Sp-8-BrcAMP 

(partial dependence), el que suggereix que pot treballar a prop de la seva capacitat. No obstant, l’acoblament de la 

PKC en condicions regulades, en les quals l’acoblament pot ser induït per altes concentracions de Ca+2, amb 

activitat continua a 1 Hz i amb l’estimulació amb PMA, l’acoblament és completament evitat (full dependence). 

La fletxa de PKA a PKC representa certa dependència de PKC sobre l’activitat de PKA en el bon control de 

l’alliberació acetilcolina (ACh) prèviament descrit (Santafé i cols., 2009). La fletxa de PKA a ACh representa 

l’acoblament tònic de la quinasa a l’alliberació, mentre que la fletxa discontinua de PKC cap a ACh indica que 

l’acoblament de la PKC a l’alliberació ACh succeeix en certes condicions regulades.  

 

 

Figura D.6. Participació de la proteïna quinasa C (PKC), proteïna quinasa A (PKA) i els receptors 

muscarínics (mAChRs) en l’alliberació de neurotransmissió. (1) Mecanisme muscarínic. El bloqueig selectiu 

dels mAChRs tipus M1 i M2 mostren dos funcions diferents i oposades (augment-reducció, respectivament). No 

obstant, finament equilibrats, els receptors M1-M2 operen en un mecanisme que modula l’alliberació de la 

transmissió en la NMJ adulta de rata. El resultat final, no obstant, en general pot ser una funció conservativa per la 

limitació del mecanisme de potenciació (probablement, el funcionament complet de la via número 2 en el 

diagrama). Els mecanismes dels receptors M1 i M2 depenen de la normalitat funcional de PKC, PKA i dels canals 

de calci dependents de voltatge (VDCC) tipus P/Q. (2) La participació de PKC. Quan la PKC està estimulada, 

aquest augment en l’alliberació ve de la integritat funcional dels canals P/Q que és mantinguda per la suficient 

entrada de Ca+2. Una diana de la PKC pot ser els canals de Ca+2 per si mateix. En condicions sinàptiques normals, 

la PKC no contribueix tònicament a potenciar l’alliberació perquè el bloqueig de la PKC (CaC) no disminueix el 

contingut quàntic. No obstant, la PKC pot ser inhibida per la CaC (via 1 en el diagrama) en determinades 

circumstàncies, quan hi ha una implicació dels mAChRs com un desequilibri dels receptors M1 i M2 donat pel 

bloqueig selectiu d’aquests receptors. Per tant, ambdós mAChRs estan acoblats a/i poden estimular a la PKC 

(números 3 i 5 en el diagrama), encara que aquest acoblament no és operatiu i la PKC no treballa quan el 

funcionament sinàptic normal està amb un bon equilibri del mecanisme muscarínic. A més, amb el bloqueig 

d’ambdós mAChRs (AT), la PKC pot ser inhibida per la CaC i augmenta l’alliberació. Aquest fet, suggereix un 

desemmascarament del no efecte dels mAChRs sobre la PKC en la modulació de l’alliberació (probablement, la 

via 7 en el diagrama). (3) La participació de la PKA. L’estimulació de la PKA (Sp-8-BrcAMP) indueix un 

augment en l’alliberació. Improbable per la PKC, en condicions normals la funció sinàptica de la PKA pot 

contribuir a potenciar l’alliberació (número 2 en el diagrama) perquè el bloqueig d’aquesta quinasa (H-89) pot 

reduir l’alliberació de transmissor. No obstant, el bloqueig dels receptors M1 o M2 redueix l’efecte tònic de la 

potenciació de l’alliberació donada per la PKA. Per tant, ambdós mAChRs estan acoblats a/i poden inhibir a la 

PKA (vies números 4 i 6), encara que en condicions normals sense un desequilibri muscarínic aquest acoblament 

sembla ser inefectiu, perquè s’ha demostrat que la PKA té un component potenciador en l’alliberació. La 

potenciació de l’alliberació a través de la PKA també succeeix quan ambdós mAChRs són bloquejats amb l’AT, el 

que suggereix el desemmascarament d’una no estimulació muscarínica sobre la PKA (número 8 en el diagrama). 

Figura adaptada de la publicació de Santafé i cols. (2006).  
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 No obstant, l’acoblament de la PKC en l’alliberació només es dóna en diverses 

condicions, com per exemple, en presència de concentracions d’alt Ca
+2

, durant una 

activitat continua a 1 Hz o bé amb l’estimulació del PMA (Santafé i cols., 2006, 2007; 

Besalduch i cols., 2010). Aquest acoblament és completament evitat amb el bloqueig o 

l’estimulació prèvia dels receptors d’ADO (veure figura D.5). En aquest treball es conclou 

que l’activitat d’acoblament de la PKC a l’alliberació evocada necessita un equilibri normal 

dels receptors d’ADO (veure figures R.27 i R.28 de l’apartat dels Resultats). Tot i que, les 

relacions descrites són molt complexes i poden haver diverses explicacions alternatives, 

una conclusió important que s’evidencia en aquest treball és que potser el bloqueig dels 

receptors d’ADO desacobla a la PKC de la modulació de l’alliberació evocada 

d’acetilcolina. Aquest desacoblament, pot augmentar la depressió sinàptica en aquestes 

circumstàncies, perquè quan la PKC es troba acoblada, l’alliberació d’acetilcolina és 

potenciada (Santafé i cols., 2005, 2006, 2007, 2009) (veure figura D.6). No obstant, s’ha 

descrit que l’acoblament de la PKC és necessari pel funcionament dels mAChRs (Santafé i 

cols., 2006, 2007, 2009), i després del bloqueig dels receptors d’ADO i en conseqüència es 

desacobla la PKC, i els mAChRs no poden funcionar. Així mateix el bloqueig dels 

mAChRs acobla a la PKC en l’alliberació i això fa que es pugui augmentar la mida de 

l’EPP amb el resultat dels recursos quàntics destinats a augmentar els últims EPPs en el tren 

seran ràpidament utilitzats. Per tant, l’AT augmentarà la depressió. 

 Altres treballs publicats, corroboren els resultats obtinguts en aquesta tesi on 

també han trobat una interacció entre les serina/treonina quinases (PKA i PKC) i els 

receptors d’ADO. En la NMJ de rata, s’ha observat que el bloqueig selectiu previ de la 

PKA amb l’H-89, evita l’efecte excitatori descrit de l’agonista selectiu del receptor A2A 

(CGS-21680) (Pousinha i cols., 2006), en preparacions pretractades amb d-tubocurarine. 

S’ha suggerit, que l’activació del receptor A2A, com per exemple en una situació de 

despolarització on els nivells d’ADO augmenten, s’acobla a l’adenilat ciclasa promovent un 

augment de la formació de cAMP, seguida d’una activació de la PKA (Pousinha i cols., 

2006). Per un altre banda, com abans s’ha mencionat en la NMJ de ratolí, el metabòlit 

inosina estableix una inhibició de l’alliberació d’acetilcolina on també es troba implicat en 

aquest efecte la PKC i la calmodulina (Cinalli i cols., 2013). 

 A diferència dels resultats obtinguts en aquest estudi, a la bibliografia s’ha descrit 

que en la NMJ d’amfibi l’acció inhibitòria de l’ADO a concentracions micromolars (25-250 

μM) i en preparacions tractades amb d-tubocurarine (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i 

Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010) és independent del mecanisme de les proteïnes PKA 
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i PKC. Això és degut a que en presència o en absència de l’inhibidor no selectiu de 

diferents proteïnes quinases (PKA, PKC i PKG), l’H7 (de l’anglès 1-(5-

isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine; Hidaka i cols., 1984), l’ADO disminueix 

l’alliberació evocada (Hirsh i cols., 1990). En canvi, en situacions on s’ha evitat la 

contracció amb altes concentracions de Mg
+2

 en la solució fisiològica, l’ADO a 

concentracions micromolars no presenta diferències significatives en l’efecte inhibitori 

prèviament descrit de l’ADO en presència i en absència de l’inhibidor de la PKC 

(polymixin B) i l’activador de la PKC (el forbol èster PDAc de l’anglès Phorbol diacetate) 

el qual atenua l’efecte inhibitori de l’ADO (1-3 μM) i del seu anàleg CADO (0.1-3 μM) 

(Sebastião i Ribeiro, 1990). Com s’ha comentat, l’H7 és un inhibidor no selectiu que 

bloqueja a les quinases PKA, PKC i PKG amb potencies similars (Hidaka, 1984). 

Probablement, el propi bloqueig inespecífic d’aquestes proteïnes quinases pot desacoblar a 

les proteïnes quinases de l’alliberació sense tenir efecte sobre els receptors d’ADO, donat 

que s’ha descrit interaccions entre les serina/treonina quinases en el control de la 

neurotransmissió. Un exemple, és la dependència que té la PKC de l’activitat de la PKA 

(Santafé i cols., 2009). A més, com s’ha mencionat anteriorment en la Introducció, s’ha 

descrit que les serina/treonina quinases no tenen efecte en presència de Mg
+2

, 
 
perquè el 

Mg
+2

 desacobla a les quinases PKA i PKC de la neurotransmissió evocada degut a una 

disminució de l’entrada del Ca
+2

 (Santafé i cols., 2007). 

 En el sistema nerviós central, també s’ha descrit una relació entre la PKA i la PKC 

i el receptor d’ADO A2A. Clàssicament s’ha descrit que el receptor A2A està acoblat a la via 

de traducció adenilat ciclasa/cAMP (Fredholm i cols., 1994). L’activació del receptor A2A 

pot estar acoblat a diverses proteïnes G i la seva activació pot influenciar com a mínim a 

dues proteïnes quinases (PKA i PKC). En uns estudis electrofisiològics en vies 

colinèrgiques hipocampals, s’ha descrit que l’efecte facilitatori en l’alliberació 

d’acetilcolina donat pel receptor A2A depèn de l’activació de la via cAMP/PKA. S’ha 

observat que la inhibició de la PKA (amb l’H-89) atenua l’efecte facilitatori del receptor 

A2A i el bloqueig de la PKC amb bisildolymaleimide, no evita l’efecte de l’agonista CGS-

21680 per facilitar l’alliberació d’acetilcolina. Aquest estudi proposa que l’efecte 

facilitatori del receptor A2A requereix l’activació de la via adenilat ciclasa/cAMP/PKA més 

que la via de la PKC (Rebola i cols., 2002). No obstant, tot i que no s’han trobat evidències 

de la participació de la PKC en l’alliberació evocada d’acetilcolina dels nervis terminals 

hipocampals, no s’ha descartat un paper menor de la PKC quan la via de la PKA està 

bloquejada, com s’ha vist que passa en els nervis terminals de l’estriat (Gubitz i cols., 
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1996). Pel contrari, en estudis de registres de fEPSP han observat que la facilitació de 

l’activació del receptor A2A en la transmissió sinàptica hipocampal i l’atenuació del 

receptor inhibidor A1, la PKC està més implicada que el sistema de traducció de la PKA 

(Cunha i Ribeiro, 2000). Així mateix, s’ha vist que l’activació del receptor A2A facilita 

l’activitat dels transportadors d’ADO per un mecanisme dependent de l’activitat de la PKC 

en l’hipocamp, el qual pot modular els nivells disponibles de l’ADO per activar al receptor 

A1 (Pinto-Duarte i cols., 2005).  

 

8.3 Relació entre els receptors d’adenosina i els canals calci dependents de voltatge 

(VDCC) en la neurotransmissió evocada  

 Prèviament, s’ha demostrat que l’ω-Aga IVA inhibeix les corrents presinàptiques 

de Ca
+2

 i l’alliberació d’acetilcolina induïda per l’electricitat o per la despolarització donada 

pel K
+
 en la NMJ de mamífer (Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Losavio i 

Muchnick, 1997). A més, en la NMJ hi ha diversos estudis que mostren que els canals P/Q 

són els principals canals d’entrada de Ca
+2

 i reguladors de l’alliberació de transmissor 

(Protti i Uchitel, 1993; Mynlieff i Beam, 1994; Santafé i cols., 2001). Hi ha diversos estudis 

previs en el nostre laboratori on s’ha descrit la relació entre els VDCCs i altres molècules 

implicades en el control de la neurotransmissió com els mAChRs i les proteïnes PKA i 

PKC (Santafé i cols., 2003, 2005, 2006, 2007). Per aquest motiu, un dels objectius 

d’aquesta tesi ha sigut estudiar la possible relació funcional dels receptors d’ADO i els 

VDCCs en el control de la neurotransmissió evocada. Els resultats mostren que el bloqueig 

previ dels canals P/Q i la segona incubació amb l’ADO potencia l’alliberació evocada de 

l’acetilcolina. El bloqueig dels canals P/Q pot beneficiar als receptors d’ADO de tal forma 

que l’ADO exògena pot potenciar l’alliberació. Encara que com s’ha vist experimentalment 

en l’experiment recíproc, l’efecte de l’ω-Aga IVA en presència de l’ADO, té el mateix 

efecte que l’ω-Aga IVA de manera independent que en condicions basals. Així mateix, en 

un experiment addicional realitzat en el nostre laboratori, s’han bloquejat prèviament tots 

els receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT i posteriorment, s’han bloquejat els canals 

P/Q, i l’ω-Aga IVA continua tenint un efecte inhibitori en l’alliberació evocada (% de 

disminució: 52.42 ± 4.15; P < 0.05, n= 3 músculs i un mínim de 15 fibres per múscul). Per 

tant, es pot concloure que hi ha una relació unidireccional entre els receptors d’ADO i els 

VDCCs. A més, a l’observar que el bloqueig dels canals P/Q amb l’ω-Aga podia beneficiar 

als receptors d’ADO de tal forma que l’ADO exògena podia potenciar la neurotransmissió 

evocada s’han realitzat els experiments de l’ADO en presència de Mg 
+2

 (0.5-1 mM, baixa 
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entrada de Ca
+2

). En aquestes condicions, el Mg
+2 

bloqueja el lloc d’entrada del Ca
+2 

de 

manera competitiva en el terminal nerviós (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols., 1981). Els 

resultats mostren que no s’ha observat cap efecte en l’alliberació evocada (veure figura 

R.29 de l’apartat de Resultats). Possiblement, l’ADO endògena conjuntament amb 

l’exògena és suficient per evitar la inhibició produïda pel Mg
+2

.  

 Uns altres estudis confirmen la relació entre els receptors d’ADO i els VDCCs del 

tipus P/Q proposant que la inhibició de l’alliberació evocada donada pel receptor A1, a 

concentracions altes d’ADO (500 μM-1 mM) en preparacions tractades amb d-tubocurare, 

està associada a una disminució de l’entrada de Ca
+2

 a través dels canals tipus P/Q en la 

NMJ de ratolí (Silinsky, 2004). 

 En la NMJ de rates diversos estudis han descrit que els canals P/Q són els 

principals canals d’entrada del Ca
+2

 i reguladors de l’alliberació de transmissor en patrons 

de baixa freqüència d’estimulació (0.2-0.5 Hz) (Protti i Uchitel, 1993; Mynlieff i Beam, 

1994; Santafé i cols., 2001). No obstant, tot i que, en estudis electrofisiològics previs en el 

grup s’ha observat que els VDCCs tipus L i N no són operatius en la neurotransmissió 

evocada, hi ha estudis que suggereixen que la inhabilitat de detectar el canal tipus N en els 

nervis terminals pot ser deguda a la presència de l’ADO endògena (Arlinghaus i Lee, 1996; 

Malinowski i cols., 1997) o bé, a l’ús del d-tubocurarine que altera l’alliberació de 

transmissor (Wilson i cols., 1995; Katz i cols., 1997). En experiments de trens d’estimulació 

de curta durada (registre de 6 EPPs a 1 i 25 Hz; seccionant les fibres musculars per prevenir 

la contracció –cut-) han observat una relació entre els VDCCs tipus N i el receptor A1. En 

aquestes condicions experimentals s’ha suggerit que els canals N són actius, i que l’ADO 

inhibeix l’alliberació evocada per la inhibició dels canals N, en la NMJ de rata (Schwartz i 

cols., 2003). A més, en estudis amb tècniques de radioisòtop per mesurar l’alliberació 

evocada de [
3
H] acetilcolina han trobat una relació entre els VDCCs tipus L i P i el receptor 

A2A depenent del paradigma d’estimulació (Correia-de-Sá i cols., 2000). Aquest estudis han 

mostrat que quan s’augmenta la durada de l’estímul (de 40 μs a 1 ms, a una freqüència de 5 

Hz), l’efecte facilitatori de l’activació del receptor A2A (amb el CGS-21680) contribueix a 

la mobilització del Ca
+2

 des dels reservoris interns, a més de la facilitació de l’entrada del 

Ca
+2

 a través del canal L. Els canals P que també es troben implicats (Correia-de-Sá i cols., 

2000). Per un altre banda, també s’ha establert que l’activació del receptor A3, en la NMJ 

de ratolí, per la inosina produeix una inhibició de l’alliberació d’acetilcolina mitjançant la 

reducció de l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs del tipus P/Q, on es troba implicada la 
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PKC i la calmodulina en condicions en les quals s’ha alterat la maquinària sinàptica (Cinalli 

i cols., 2013). 

 En model neuromuscular d’amfibi, hi ha treballs que mostren que l’efecte 

inhibitori de l’ADO en l’alliberació evocada no està relacionat amb la reducció de l’entrada 

de Ca
+2

 a través de l’entrada del canal N, s’ha suggerit que l’ADO exerceix la seva acció en 

un lloc distal del locus de l’entrada del Ca
+2

 (Silinsky, 1984; Silinsky i Solsona, 1992; 

Redman i Silinsky, 1994; Huang i cols., 2002). 

 

9. PARTICIPACIÓ DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE 

SENYALITZACIÓ EN LA NEUROTRANSMISSIÓ ESPONTÀNIA 

 Segons els resultats obtinguts, s’ha mostrat que hi ha una possible relació dels 

receptors d’ADO amb les vies de senyalització muscaríniques, les serina/treonina quinases i 

els VDCCs en el control de la neurotransmissió evocada i una relació dels receptors d’ADO 

amb els mAChRs durant una activitat sinàptica repetitiva i esgotadora. A continuació, es 

discutirà la participació dels receptors d’ADO en les diferents vies de senyalització en el 

control de la neurotransmissió espontània.  

 

9.1 Relació entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarínics en la 

neurotransmissió espontània 

 Com s’ha vist, el mecanisme purinèrgic i el muscarínic intervenen de forma 

diferent en la neurotransmissió evocada i espontània. Tot i així, s’ha observat que hi ha una 

absoluta dependència dels receptors d’ADO i els mAChRs en la modulació de l’alliberació 

espontània, perquè la presència dels moduladors inespecífics de l’ADO o bé de la CADO 

(10 μM) i la posterior inhibició inespecífica dels mAChRs, així com la situació inversa, no 

afecta a la freqüència dels mEPPs (veure figura R.30 de l’apartat de Resultats). És a dir, en 

aquestes condicions el 8-SPT no pot fer la seva funció de potenciar l’alliberació espontània. 

Ni l’ADO, ni l’AT poden disminuir l’alliberació. Per tant, sembla haver una forta relació 

entre els receptors d’ADO i els mAChRs envers a l’alliberació espontània de l’acetilcolina. 

Però, aquesta dependència en condicions en les quals es força el mecanisme dels receptors 

d’ADO amb la CADO (10 μM) és unidireccional, donat que l’AT en presència de la CADO 

s’evita l’efecte inhibitori produït per l’AT, de manera que en l’experiment recíproc això no 

succeeix. Aprofundint en aquest estudi, s’ha evidenciat que si els receptors d’ADO estan 

acoblats a la neurotransmissió espontània, els mAChRs (M1 i M2) necessiten funcionar 
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regularment, i viceversa. El que indica que hi ha una absoluta interdependència dels 

receptors d’ADO (A1 i A2A) amb els mAChRs (M1 i M2) per modular l’alliberació evocada 

i espontània (veure figura D.3). A l'observar-se que ni l’estimulació inespecífica de l’ADO 

(25 μM), ni el bloqueig dels receptors d’ADO (amb el 8-SPT, el DPCPX i l’SCH-58261) i 

el posterior bloqueig selectiu del receptor M1 amb la PIR o bé del receptor M2 amb la 

MET, no modifiquen l’alliberació espontània. Es a dir, ni l’ADO, ni la PIR i ni la MET 

poden disminuir l’alliberació així com, ni el 8-SPT i ni el DPCPX poden augmentar 

l’alliberació espontània en aquestes condicions (veure figura R.31 de l’apartat de 

Resultats).  

 Aquesta relació no és universal, atès que en el model neuromuscular d’amfibi no 

s’ha observat una relació funcional entre els mAChRs tipus M2 i els receptors d’ADO A1 

en el control de la neurotransmissió espontània ni en condicions fisiològiques ni 

despolaritzants. S’ha suggerit, que la oclusió entre els receptors M2 i A1 pot ser deguda a 

una convergència de vies intracel·lulars activades per M2 i A1R on poden tenir un efector 

comú situat en una disminució de l’entrada de Ca
+2

 (Shakirzyanova i cols., 2006).  

 

9.2 Relació entre els receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC) 

en la neurotransmissió espontània 

 A diferència de l’alliberació evocada, els resultats han mostrat que possiblement 

no hi ha una relació funcional entre els receptors d’ADO i la PKA, perquè el comportament 

dels moduladors de l’activitat de la PKA (l’H-89 i el Sp-8-BrcAMP) són similars als 

obtinguts de manera independentment i en absència dels moduladors purinèrgics. Per tant, 

això indica que l’estat dels receptors d’ADO (inhibit o estimulat) no influeix en 

l’acoblament de l’activitat de la PKA en l’alliberació espontània (veure figura R.32 de 

l’apartat de Resultats).  

 A la literatura es troben estudis que confirmen els nostres resultats. De Lorenzo i 

col·laboradors al 2004 evidencien que l’activació del receptor A1 amb l’agonista CCPA 

disminueix la freqüència dels mEPPs. Observen que la via de senyalització cAMP-PKA no 

participa directament en la modulació de la secreció espontània per l’ADO. Aquest fet es 

deu a que l’efecte del CCPA en presència de l’H-89 indueix una inhibició presinàptica 

similar a la donada en la situació control, encara que en estudis previs en el sistema 

neuromuscular, s’ha descrit que l’activació dels receptors A1 estan acoblats a les proteïnes 

G no susceptibles a la toxina pertussis (classe Gi/o) (Hamilton i Smith, 1991; Mynlieff i 

Beam, 1994). L’activació de les proteïnes Gi per l’ADO pot causar una inhibició de la 
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transducció de la senyal adenilat ciclasa-cAMP, promovent una inactivació dels VDCCs 

tipus L, com passa en altres cèl·lules (Ebersolt i cols., 1983; Linden, 1991; Zink i cols., 

1995). 

 Els estudis que hem realitzat per la PKC en l’alliberació espontània evidencien que 

l’activació amb el potenciador PMA en presència dels agents purinèrgics (8-SPT, ADO (25 

μM), DPCPX i CGS-21680), produeixen una potenciació de l’alliberació espontània, però 

menor que el propi efecte del PMA en condicions control. No obstant, l’estimulació 

selectiva del receptor A1 amb l’agonista selectiu CCPA i la posterior addició del PMA 

potencia l’alliberació espontània, però en aquest cas ho fa en major magnitud que la que ho 

fa el PMA en absència dels moduladors purinèrgics. Això, podria suggerir una possible 

relació entre els receptors d’ADO i l’activació de la PKC. A més, la inhibició selectiva del 

receptor A2A amb l’antagonista SCH-58261 i la posterior activació de la PKC amb el PMA 

no modifica la freqüència dels mEPPs, donat que com prèviament s’ha vist el bloqueig del 

receptor A2A no modifica la freqüència dels mEPPs al no participar en l’alliberació 

espontània (veure la figura R.33 de l’apartat de Resultats).  

 A més, en el nostre laboratori s’ha descrit que per tal que la PKC pugui acoblar-se 

a l’alliberació evocada i pugui ser inhibida per la CaC s’han de donar diverses condicions. 

És necessari que el seu acoblament pugui ser induït (augmentant la concentració de Ca
+2.

 (5 

mM) en la solució fisiològica, durant una activitat continua a 1 Hz o bé amb l’estimulació 

del PMA (Santafé i cols., 2006, 2007; Besalduch i cols., 2010). Per tant, tal i com s’ha 

comentat en l’apartat dels Resultats, per fer l’estimació del contingut quàntic s’han registrat 

simultàniament els EPPs i els mEPPs en aquestes dues condicions d’acoblament en la 

neurotransmissió evocada (a 1 Hz i amb Ca
+2

). No obstant, en aquestes condicions, el 

bloqueig de l’activitat de la PKC amb la CaC no modifica la freqüència dels mEPPs. Els 

resultats mostren que en condicions de continua activitat sinàptica (a 1 Hz), el bloqueig 

inespecífic previ amb l’antagonista 8-SPT i la posterior incubació amb la CaC augmenta 

lleugerament l’alliberació espontània de l’acetilcolina, mentre que la CaC en presència de 

l’ADO (25 μM) no afecta a l’alliberació espontània. Per un altre banda, la inhibició amb el 

8-SPT com l’estimulació amb l’ADO (25 μM), en presència d’altes concentracions de Ca
+2

, 

i la posterior incubació amb l’inhibidor CaC potencia la freqüència dels mEPPs (veure 

figura R.34 de l’apartat de Resultats). Com es veu, es pot observar una diversitat de 

resultats tot i que són experiments similars però en condicions diferents: l’activitat continua 

a 1 Hz o l’alt Ca
+2

. En el cas de l’alt Ca
+2

, l’efecte prolongat d’aquest ió donat que està 

present en la solució fisiològica conjuntament amb la preincubació de la substància 
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purinèrgica, i l’alta concentració de Ca
+2

 utilitzada (5 mM, on possiblement és una 

concentració de Ca
+2

 superior que la que s’obté en condicions d’estímul continu a 1 Hz) pot 

preactivar a la PKC i fer augmentar l’alliberació espontània. A més, com s’ha vist en la 

figura R.34 experimentalment el Ca
+2

 a les 3 hores pot augmentar l’alliberació espontània. 

Aleshores, es pot concloure, que l’augment en l’alliberació observat pel bloqueig de 

l’activitat de la PKC en presència dels moduladors purinèrgics en condicions d’alt Ca
+2

 és 

donat per la preactivació de la PKC amb el Ca
+2

 residual i no per la modulació dels 

receptors d’ADO. Possiblement, a diferència de la situació anterior, on s’ha evidenciat una 

relació funcional entre els receptor d’ADO i l’activació de la PKC, en aquestes condicions 

la concentració de Ca
+2

 és suficient per activar un mecanisme paral·lel dependent del Ca
+2

 

que quan els P1Rs es troben bloquejats o estimulats amb l’ADO, i l’activitat de la PKC es 

troba inhibida faci augmentar la freqüència dels mEPPs.  

A diferència dels resultats exposats en aquesta tesi, hi ha altres autors que 

demostren que no hi ha una participació directa de la via PLC-PKC en la modulació de la 

secreció espontània per l’ADO. Aquest fet és degut a que la incubació prèvia amb el PMA 

o bé el bloqueig de la PKC amb l’inhibidor inespecífic l’H7, i la posterior incubació amb el 

CCPA indueix una disminució de l’alliberació. És a dir, l’activació o la inhibició de la PKC 

no té efecte en la depressió induïda pel CCPA (descrita per alguns autors), únicament els 

VDCCs del tipus L i a través d’un mecanisme que implica el Ca
+2

-calmodulina (De Lorenzo 

i cols., 2004). Altres estudis electrofisiològics realitzats amb l’anàleg de la ADO (la 

CADO), postulen que l’acció inhibitòria de l’ADO no succeeix com a conseqüència de la 

inhibició de la PKA, ni del bloqueig de la PKC o la PKG. Si no que proposen que l’efecte 

inhibitori de l’anàleg de l’ADO en la freqüència dels mEPPs és degut a una disminució de 

l’habilitat del Ca
+2

 per promoure el procés d’exocitosi (Silinsky, 1984, 1986; Silinsky i 

Solsona, 1992) i no pel bloqueig de les serina/treonina quinases (PKA i PKC) (Hirsh i 

Silinsky, 2002). En canvi, en un altre treball publicat recentment, s’ha vist que el metabòlit 

de l’ADO, la inosina, pot induir una inhibició de l’alliberació espontània per l’activació del 

receptor A3, i que la PKC pot estar implicada en l’acció d’aquest nucleòsid en la NMJ de 

ratolí (Cinalli i cols., 2013). 

 En el model neuromuscular d’amfibi, s’ha trobat una possible implicació entre la 

PKC i l’efecte inhibitori descrit per l’ADO. En presència dels inhibidors de la PKC 

polymixin B o bé l’H7, l’ADO (5 10
-5

 M) i l’estable anàleg PIA (de l’anglès 

phenylisopropyladenosine) significativament augmenta l’alliberació espontània 

d’acetilcolina. Inclús, quan la PKC està activada per l’OAG (de l’anglès 1-oleoyl-2-acetyl-
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sn-glycerol) o bé pel PMA, on l’alliberació es troba més augmentada, l’ADO encara pot 

inhibir l’alliberació. A més, l’ADA augmenta l’alliberació de transmissor significativament 

induïda per l’activació de la PKC (Brãnişteanu i cols., 1989).  

 

9.3 Relació entre els receptors d’adenosina i els canals calci dependents de voltatge 

(VDCCs) en la neurotransmissió espontània 

 Com anteriorment s’ha mencionat, l’activitat sinàptica depèn del flux de Ca
+2

 a 

través dels VDCCs (Katz i Miledi, 1970). Els resultats mostren que hi ha una dependència 

entre els P1Rs i els VDCCs tipus P/Q i amb l’entrada de Ca
+2

. Aquest fet es deu a que 

l’ADO en presència del bloquejador dels canals P/Q no modifica la freqüència dels mEPPs, 

és a dir, l’ADO no pot inhibir l’alliberació espontània. Aquesta relació es confirma en un 

experiment addicional realitzat en el nostre laboratori. S’ha observat que el bloqueig previ 

de tots els receptors d’ADO amb l’antagonista 8-SPT (100 μM) i la segona incubació amb 

l’ω-Aga IVA indueix una disminució de l’alliberació espontània (% de disminució: 47.2 ± 

5.87; P < 0.05, n = 3 músculs i un mínim de 15 fibres per múscul) quan l’ω-Aga IVA no 

modifica la freqüència dels mEPPs en absència dels moduladors purinèrgics i en presència 

de l’ADO. A més, altres experiments realitzats en presència de Mg
+2 

(0.5-1 mM) per 

disminuir l’entrada de Ca
+2

 en el terminal nerviós, evidencien que els receptors d’ADO 

depenen de l’entrada de Ca
+2

. Aquest fet es deu a que l’ADO (25 μM) en presència del 

Mg
+2

 no pot inhibir l’alliberació espontània d’acetilcolina, inclús a la concentració més alta 

utilitzada de Mg
+2 

l’efecte inhibitori de l’ADO (prèviament descrit) es torna facilitatori 

(veure figura R.35 de l’apartat de Resultats).  

Per tant, es confirma la premissa de l’apartat anterior, que suggereix la possibilitat d’un 

mecanisme paral·lel dependent del Ca
+2

 . Aquest mecanisme fa que quan els P1Rs es 

troben, com en aquest cas, estimulats per l’ADO o bé en presència de Mg
+2 

així com, en 

condicions de baixa entrada de Ca
+2 

en el terminal nerviós (degut al bloqueig dels VDCCs, 

en el cas de l’apartat anterior) es dóna un augment de l’alliberació espontània. El que indica 

que probablement, la funció conservativa dels P1Rs (principalment del A1R) limitant 

l’alliberació espontània depèn dels canals P/Q i de l’entrada del Ca
+2

.  

 Segons la bibliografia publicada, s’ha descrit que la secreció espontània no està 

relacionada amb l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs tipus P/Q, però si amb els canals 

tipus L i N (Losavio i Muchnik, 1997). Amb el potencial de membrana en repòs, aquests 

canals s’obren estocàsticament, els quals permeten l’entrada del Ca
+2

 en el nervi terminal i 

la fusió d’una vesícula a la membrana presinàptica. Un mecanisme plausible és que l’ADO 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Capítol V. Discussió 

 

239 

 

redueixi l’entrada del Ca
+2

 a través dels VDCCs associats amb la secreció espontània, com 

succeeix amb l’alliberació evocada en el mamífer (De Lorenzo i cols., 2004). Així mateix, 

analitzant la literatura, a diferència d’aquest treball, han observat que l’ús d’agonistes 

selectius dels receptors d’ADO modulen la neurotransmissió espontània, s’ha suggerit que 

aquest efecte té una relació amb els VDCCs o bé amb l’entrada de Ca
+2

 en la NMJ de ratolí. 

A més hi ha autors que han observat, a diferència d’aquest treball, que l’efecte inhibitori del 

receptor A1 activat per l’agonista CCPA és multimodal. Per una banda, depèn de la 

modulació dels VDCCs del tipus L a través d’un mecanisme relacionat amb el Ca
+2

-

calmodulina (sent independent de la inhibició directa de la PKA o de l’activació de la PKC 

en condicions normals), donat que la incubació amb nitrendipina redueix l’alliberació 

espontània i evita la inhibició del CCPA descrita per alguns autors. I en segon lloc, en una 

situació on la freqüència dels mEPPs és augmentada, per una exposició del nervi terminal a 

altes concentracions externes de K
+
 (condicions despolaritzants), el CCPA inhibeix la 

freqüència dels mEPPs per una reducció de l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs tipus 

P/Q. S’ha suggerit que en condicions d’altes concentracions de K
+
, l’activació del receptor 

A1 per l’ADO endògena evita l’excessiva alliberació de neurotransmissor (De Lorenzo i 

cols., 2004). Per un altre banda, en una situació on el nervi terminal està exposat a 

solucions hipertòniques on hi ha un augment marcat en l’alliberació espontània (Fatt i Katz, 

1952; Hubbard i cols., 1968; Doherty i cols., 1986; Brosius i cols., 1992; Yu i Miller, 1995; 

Rosenmund i Stevens, 1996; Mochida i cols., 1998) i aquest augment no és dependent del 

Ca
+2

 (Furshpan, 1956; Hubbard i cols., 1968; Quastel i cols., 1971; Kita i Van der Kloot, 

1977). En aquestes condicions és necessari la prevenció de la contracció violenta induïda 

per l’exposició d’aquest tipus de solució, mitjançant l’aplicació de la substància tetrodoxina 

a la solució. S’ha evidenciat una acció inhibitòria donada pel CCPA a través d’un 

mecanisme independent del Ca
+2

 en el procés d’exocitosi d’acetilcolina concloent que es 

dóna per una afectació de les proteïnes que estan relacionades amb la fusió de les vesícules 

sinàptiques (sinaptibrevina, SNAP-25, sintaxina, sinaptotagmina o altres) (Silinsky, 2005; 

Veggetti i cols., 2008). S’ha suggerit que l’ADO acumulada en la fenedura sinàptica en la 

resposta hipertònica pugui exercir una acció modulatòria en l’alliberació espontània de 

neurotransmissor (Veggetti i cols., 2008). És possible que l’alliberació espontània pugui 

tenir una maquinària molecular separada del complex SNARE relacionat amb l’alliberació 

ràpida sincrònica i la resposta ràpida hipertònica (Veggetti i cols., 2008). 

 En el cas del receptor A2A, a diferencia del nostre treball, alguns autors han 

descrit que l’activació d’aquest receptor amb l’agonista específic CGS-21680 és el resultat 
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d’un augment de la concentració de Ca
+2

 citosòlic del nervi terminal provinent dels 

reservoris interns sensibles a thapsigargin/ryanodine. Contràriament, el reclutament del 

Ca
+2

 del pool extern no contribueix a l’efecte excitatori. L’augment de la freqüència dels 

mEPPs induït pel CGS-21680, descrit per alguns autors, no s’ha observat en aquest treball. 

Per un altre banda, en un altre estudi s’ha observat que la freqüència dels mEPPs roman 

inalterada amb el bloqueig dels VDCCs amb el bloquejador universal cadmi (Cd
+2

) o amb 

l’eliminació del Ca
+2

 extracel·lular (amb el 0 Ca
+2

-EGTA–EGTA de l’anglès ethylene 

glycol-bis(β-aminoethylether) N,N,N´,N´-tetraacetic acid-). Així mateix, el bloqueig 

selectiu dels canals P/Q i L no afecten a l’acció facilitatòria d’aquest agonista; s’ha suggerit 

que l’agonista del receptor A2A facilita la secreció a través del flux d’entrada del Ca
+2

 

(Palma i cols., 2011). En una situació diferent, en condicions despolaritzants (en presència 

d’altes concentracions de K
+
), l’activació del receptor A2A pel CGS-21680 és possible que 

augmenti un canvi conformacional en el canal L que generaria un moviment de càrregues 

en la intramembrana, la qual podria obrir els receptors de rianodina (de l’anglès ryanodine 

receptor) permetent l’alliberació del Ca
+2

 al citosol i facilitant l’exocitosi.  

 En uns altres estudis més recents, els de Cinalli i·laboradors al 2013, han mostrat 

que l’activació del receptor A3 amb el metabòlit inosina interfereix per un mecanisme 

depenent del Ca
+2

. La incubació amb el Cd
+2

 evita l’acció inhibitòria de la inosina. S’ha 

proposat que la inhibició de l’alliberació espontània és per la reducció de l’entrada de Ca
+2

 

a través dels VDCC del tipus L. El bloqueig selectiu del canal P/Q com l’eliminació del 

Ca
+2

 extracel·lular (amb el 0 Ca
+2

-EGTA) en presència de K
+
 evita l’acció de la inosina 

indicant una possible associació amb l’entrada de Ca
+2

 a través dels VDCCs tipus P/Q en 

aquestes condicions (Cinalli i cols., 2013).  

 

 En resum, els resultats evidencien que els receptors d’ADO no es troben acoblats a 

l’alliberació evocada quan la funció sinàptica està preservada i operativa. S’ha observat que 

quan es força el mecanisme purinèrgic amb l’efecte prolongat de la CADO (10 μM) 

s’indueix una disminució de l’alliberació evocada degut a un treball col·laboratiu dels 

receptors A1 i A2A. Per un altre banda, s’ha evidenciat que els receptors d’ADO estan 

involucrats en la modulació de l’alliberació espontània. Sembla ser que l’ADO endògena 

ajuda a limitar l’alliberació espontània a través del receptor A1. No obstant, si es força el 

mecanisme purinèrgic amb la CADO a baixes concentracions es produeix un augment de la 

freqüència dels mEPPs donat per un treball col·laboratiu dels receptors A1 i A2A. Així 
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mateix, s’ha demostrat que els receptors d’ADO cooperen en la modulació de la depressió 

sinàptica. En condicions d’activitat sinàptica moderada (trens 40 Hz durant 2 minuts) 

l’ADO exògena té un efecte protector degut al treball col·laboratiu de dos o més receptors 

d’ADO. A més, s’ha observat que en aquestes condicions la CADO (10 μM) té l’habilitat 

de reduir la depressió (en menor magnitud que l’ADO exògena). Aquest efecte protector és 

a través del receptor A1 on el receptor A2A sembla tenir un cert paper modulatori sobre el 

receptor A1. En canvi en condicions d’altra freqüència d’estímul, l’ADO produïda en la 

fenedura sinàptica durant els trens (100 Hz durant 2 minuts) és suficient per reduir la 

depressió a través del receptor A1, mentre que el receptor A2A sembla modular la resposta 

del receptor A1. Per un altre banda, els receptors purinèrgics es comporten com moduladors 

d’altres vies de senyalització. En aquest treball s’ha mostrat que els receptors d’ADO i els 

mAChRs tenen una mútua dependència en la modulació de l’alliberació evocada, 

espontània i cooperen en el control de la depressió promovent canvis específics en 

l’activitat de la PKA i la PKC. A més, s’ha evidenciat una dependència dels receptors 

d’ADO amb la PKA i la PKC en l’alliberació evocada i espontània (excepte per la PKA). 

L’acoblament de la PKC en l’alliberació evocada depèn de la modulació dels receptors 

d’ADO, donat que la PKC necessita un equilibri normal dels receptors d’ADO. Per últim, 

s’ha evidenciat una relació dels receptors d’ADO amb el bloqueig dels VDCCs tipus P/Q 

en l’alliberació evocada i espontània, aquesta última depenent de l’entrada de Ca
+2

. De fet, 

s’ha vist que la funció complementària en l’alliberació espontània, evocada i l’activitat-

dependent de l’alliberació d’acetilcolina d’aquest receptors presinàptics i quinases poden 

modular els VDCCs i el pool de vesícules sinàptiques llestes per a ser alliberades, les quals 

són l’instrument de la neurotransmissió (Takamori i cols., 2012). L’entrada de Ca
+2 

és 

requerida per desencadenar l’exocitosi depenent del Ca
+2

 que sembla estar promoguda per 

l’activació dels receptors presinàptics mAChRs i del receptor TrkB (Santafé i cols., 2006; 

Amaral i Pozzo–Miller, 2012). La funció adequada dels mAChRs està modulada per l’ADO 

coalliberada amb l’acetilcolina en la NMJ (Oliveira i cols., 2009) i el TrkB (Garcia i cols., 

2010). Les vies dels mAChRs i del TrkB comparteixen una connexió a través de la PLC, 

del DAG i de la PKC, la qual promou la modulació dels canals P/Q. Una reducció de 

l’entrada del Ca
+2

 podria reduir la l’alliberació de transmissor i d’aquesta manera la 

depressió.  
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1. Els receptors d’adenosina estan localitzats en la sinapsi neuromuscular. 

1.1 Tots els receptors d’adenosina s’expressen en el múscul LAL. Els receptors A1, A2B i A3 

són més abundants en l’adult, mentre que el receptor A2A és més abundant en el múscul 

estriat neonatal. 

1.2 Tots els receptors d’adenosina són presents en la NMJ, estan localitzats de manera 

diferent en les tres cèl·lules que configuren la NMJ (múscul, nervi i cèl·lula de Schwann). 

Aquesta és la seva distribució:  

1.2.1 El receptor A1 es localitza en el terminal nerviós i en la cèl·lula de Schwann 

terminal, mentre que el receptor A2A està present en la cèl·lula muscular postsinàptica, 

en l’axó i en el terminal nerviós en la NMJ neonatal i adulta. 

1.2.2 Els receptors A2B i A3 estan presents en el terminal nerviós i la cèl·lula muscular 

postsinàptica, en el cas del receptor A3 la localització postsinàptica també inclou el 

sarcoplasma, sota els AChRs. Ni el receptor A2B ni el receptor A3 es localitzen en la 

cèl·lula de Schwann. 

2. Els receptors d’adenosina estan involucrats en l’alliberació d’acetilcolina evocada (1 

Hz) i espontània.  

2.1 Els receptors d’adenosina no estan acoblats a la modulació de l’alliberació 

d’acetilcolina evocada en condicions basals quan la funció sinàptica està preservada 

(bloqueig de la contracció muscular amb μ-CgTx GIIIB). 

2.2 Els receptors d’adenosina semblen estar implicats en l’alliberació espontània quan els 

dos receptors A1 i A2A estan treballant junts. Però, el receptor A1 pot per si mateix fer 

aquesta acció. 

2.3 La prolongada estimulació dels receptors d’adenosina amb l’agonista no metabolitzable 

CADO (10 μM) promou una reducció del contingut quàntic i augmenta la freqüència dels 

mEPPs a concentracions submicromolars degut a un treball col·laboratiu entre els receptors 

A1 i A2A. 
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3. Els receptors d’adenosina no estan involucrats en els pair pulses de les sinapsis 

neuromusculars, atès que cap dels moduladors purinèrgics emprats en aquesta tesi pot 

modular les seves característiques.  

4. Els receptors d’adenosina participen en el control de la depressió a freqüències 

d’estimulació moderades de 40 Hz. 

4.1 L’addició de l’adenosina exògena té un efecte protector reduint la magnitud de la 

depressió a freqüències moderades (40 Hz) donat a un treball col·laboratiu entre els 

receptors A1 i A2A. Pel contrari, el complert bloqueig dels receptors d’adenosina augmenta 

la depressió. L’acció de l’adenosina endògena és emmascarada per altres processos 

sinàptics. 

4.2 La CADO a concentracions micromolars té l’habilitat de reduir la magnitud de la 

depressió. Aquest efecte protector pot ser a través del receptor A1, i el receptor A2A pot tenir 

un efecte oposat.  

5. Els receptors d’adenosina participen en el control de la depressió a altes freqüències 

d’estimulació a 100 Hz. 

5.1 Ni l’adenosina exògena ni el bloqueig complert dels receptors d’adenosina tenen efecte 

a altes freqüències d’estimulació (100 Hz). 

5.2 L’adenosina endògena pot protegir la depressió a través de l’estimulació del receptor 

A1, principalment, durant una intensa activitat repetitiva, mentre que el receptor A2A sembla 

modular la resposta del receptor A1. 

6. Existeix una interacció entre els receptors d’adenosina i els mAChRs, PKA, PKC i 

VDCCs en la neurotransmissió. 

6.1 Hi ha una absoluta i mútua dependència entre els receptors d’adenosina i els mAChRs 

en la modulació de l’alliberació d’acetilcolina evocada i espontània. Inclús, amb l’efecte 

prolongat de la CADO (10 μM) en l’alliberació evocada d’acetilcolina, encara que la 

CADO (10 μM) té una dependència unidireccional en l’alliberació espontània. A més, el 

mecanisme purinèrgic i muscarínic cooperen en el control de la depressió (a 40 Hz), encara 

que el control purinèrgic sembla ser més fort que el mecanisme muscarínic. 
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6.2 Hi ha una interacció entre els receptors d’adenosina i la PKA en l’alliberació evocada, 

però no hi ha interacció en l’alliberació espontània. 

6.3 L’activitat d’acoblament de la PKC a l’alliberació evocada d’acetilcolina necessita un 

equilibri normal dels receptors d’adenosina. Pel contrari, hi ha una interacció entre 

l’estimulació del receptor d’adenosina A1 amb l’activació de la PKC en l’alliberació 

espontània. Pel contrari, hi ha una activació d’un mecanisme paral·lel dependent del Ca
+2 

que quan els P1Rs es troben bloquejats o estimulats amb l’adenosina, i l’activitat de la PKC 

es troba inhibida fa augmentar la freqüència dels mEPPs. 

6.4 Hi ha una dependència entre els receptors d’adenosina i els VDCCs tipus P/Q en 

l’alliberació evocada i l’espontània amb una dependència de l’entrada de Ca
+2

. 
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1. Adenosine receptors are located at the neuromuscular synapse. 

1.1 All adenosine receptors are expressed in LAL muscle. A1, A2B and A3 receptors are 

more abundant in adults whereas the A2A receptor is more abundant in the newborn striatal 

muscle. 

1.2 All adenosine receptors are present at the NMJ, they are differentially localized in the 

three cells (muscle, nerve and Schwann cell) that configure the NMJ. They are distributed 

like this: 

1.2.1 A1 receptor is localized at the nerve terminal and terminal Schwann cell whereas 

the A2A receptor is present in the postsynaptic muscle, in the axon and nerve terminal 

of the newborn and adult NMJ. 

1.2.2 Both A2B and A3 receptors are present in the nerve terminal and postsynaptic 

muscle cell, in A3R case the postsynaptic localization also includes the sarcoplasm, 

under the AChRs. Neither A2B nor A3 receptors are localized in Schwann cells. 

2. Adenosine receptors are involved in evoked (1 Hz) and spontaneous release. 

2.1 Adenosine receptors are not coupled to evoked acetylcholine release modulation in 

resting conditions when the machinery release is preserved (blocking muscle contraction 

with μ-CgTx GIIIB).  

2.2 Adenosine receptors seem to be involved in spontaneous release when both A1 and A2A 

receptors are working together. But, A1R can do this action by itself.  

2.3 Prolonged stimulation of adenosine receptors with non-metabolizable agonist CADO 

(10 μM) leads to reduced quantal content and increases the mEPPs frequency at 

submicromolar concentrations by a collaborative work between A1 and A2A receptors. 
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3. Adenosine receptors are not involved in pair pulses at the neuromuscular synapse, 

because neither purinergic modulators used in this thesis can modulate theirs 

characteristics. 

4. Adenosine receptors are involved in the control of depression at the moderate 

frequency of stimulation of 40 Hz. 

4.1 The addition of exogenous adenosine has a protective effect reducing the magnitude of 

depression at moderate frequency (40 Hz) due to some collaborative work between A1 and 

A2A receptors. In reverse, full blockage of all adenosine receptors increase the depression. 

The action of endogenous adenosine is masked by other synaptic processes. 

4.2 CADO at micromolar concentration has some ability to reduce depression magnitude. 

This protective effect can be mediated by A1 receptor. A2A receptor can have opposite 

effects. 

5. Adenosine receptors are involved in the control of depression at the high frequency of 

stimulation of 100 Hz. 

5.1 Neither the additional exogenous adenosine nor the full block of adenosine receptors 

have any effect at a high frequency (100 Hz) of stimulation.  

5.2 Endogenous adenosine can protect the depression through A1 receptor stimulation, 

mainly, during an intense repetitive activity, whereas A2A receptor seems to modulate the 

A1 receptor response. 

6. There is a relationship between adenosine receptors and mAChRs, PKA, PKC and 

VDCCs in the neurotransmission. 

6.1 There is an absolute and mutual dependence between adenosine receptors and mAChRs 

in the modulation of evoked and spontaneous acetylcholine release. Even with the 

prolonged effect of CADO (10 μM) in evoked acetylcholine release, although CADO (10 

μM) has unidirectional dependence in spontaneous release. In addition, the purinergic and 

muscarinic mechanism cooperate in the control of depression (at 40 Hz), although the 

purinergic control seems to be more powerful than the muscarinic one. 
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6.2 There is an interaction between adenosine receptors and PKA in evoked release, but 

there are no interactions in spontaneous release.  

6.3 The activity coupling of PKC to evoked acetylcholine release normally needs a balance 

of adenosine receptors. In contrast, there is a possible interaction between adenosine A1 

receptor stimulation with PKC activation in spontaneous release. On the contrary, there is a 

parallel Ca
+2

-dependent mechanism that when P1Rs are blocked or stimulated with 

adenosine, and the PKC activity is inhibited it may cause an increase in mEPPs frequency. 

6.4 There is a dependency between adenosine receptors and VDCCs subtypes P/Q in 

evoked and spontaneous release with a Ca
+2

 input dependence. 
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Agents moduladors utilitzats en els experiments funcionals 

 

A continuació es detalla la nomenclatura completa i el tipus de modulador que s’han 

utilitzat en els experiments funcionals d’aquesta tesi. 

Abbreviation Nomenclature and kind of modulator  

ADO Adenosine. Unselective adenosine receptors agonist. 

ADA Adenosine deaminase. Enzyme that converts adenosine into inosine. 

AT Atropine. Unselective muscarinic receptors antagonist.  

CaC Calphostin C. PKC inhibitor.   

CADO 2-chloroadenosine. Adenosine analogue. 

CCPA 2-Chloro-N
6
-cyclopentyladenosine. Selective adenosine A1 receptor 

agonist. 

CGS-21680 2-p-(2-carboxyethyl) phenethylamino-5’-N-

ethylcarboxamidoadenosine. Selective adenosine A2A  receptor agonist. 

DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine. Selective adenosine A1 receptor 

antagonist. 

H-89 N-[2-((p-Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide, 

2HCl. PKA inhibitor. 

MET Methoctramine. Selective muscarinic M2 receptor antagonist. 

MRS1706 (N-(4-acetylphenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-

1H-purin-8-yl) phenoxy] acetamide. S elective antagonist of adenosine 

A2B receptor. 

MRS1334 1,4-Dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-(phenylethynyl)-3,5-

pyridinedicarboxylic acid 3-ethyl-5-[(3nitrophenyl)methyl] ester. 

Selective antagonist of adenosine A3 receptor. 

PMA Phorbol 12-mysterate 13-acetate. PKC activator. 

PIR Pirenzepine. Selective muscarinic M1 receptor antagonist. 

Sp-8-BrcAMP Adenosine 3′,5′-cyclic Monophosphorothioate, 8-Bromo-, Rp-Isomer, 

Sodium Salt. PKA activator. 

SCH-58261 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-

e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine. Selective adenosine A1 

receptor antagonist. 

ω-Aga IVA ω-Agatoxin IVA. Selective blocker P/Q calcium channel. 

8-SPT 8-(p-Sulfophenyl) theophylline hydrate). Unselective adenosine 

receptors antagonist. 
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Agents moduladors addicionals 

A continuació es detalla la nomenclatura completa i el tipus de moduladors que no 

s’han utilitzat en els experiments funcionals d’aquesta tesi però que es mencionen en l’escrit 

d’aquest treball. 

Modulator Nomenclature and kind of modulator 

BAY606583 [2-({6-amino-3,5-dicyano-4-[4-(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-

yl}sulfanyl)acetamide]. Selective adenosine A2B receptor agonist. 

CGS-21680C 2-[4-(2-p-carboxyethyl)phenylamino]-5’-N-ethylcarboxamido 

adenosine. Selective A2A adenosine receptor agonist. 

Cl-IB-MECA 2-chloro-N(6)-(3-iodobenzyl)adenosine-5'-N-methylcarboxamide. 

Selective adenosine A3 receptor agonist.  

CPA 6-cyclopentyladenosine. Selective adenosine A1 receptor agonist  

DMPX 3,7-dimethyl-l-propargylxanthine. Selective adenosine A2A receptor 

antagonist.  

DPMA N6-(2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl)adenosine). 

Selective adenosine A2A receptor agonist. 

EHNA erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine. Adenosine deaminase 

inhibitor.  

H7 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine. Protein kinase 

inhibitor. It has ability to inhibit cyclic AMP- and cyclic GMP-

dependent protein kinases (PKA and PKG) protein kinase C (PKC)  at 

roughly equal concentrations. 

IB-MECA N6-(3-Iodobenzyl) adenosine-5’-N-methyluronamide. Selective 

adenosine A3 receptor agonist. 

L-PIA N6-(L-Phenylisopropyl)adenosine. Adenosine analogue. 

MRS1191 3 Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(6)-

dihydropyridine-3,5 dicarboxylate. Selective adenosine A3 receptor 

antagonist. 

MRS1754 [N-(4-cyanophenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-

1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamide]. Selective adenosine A2B receptor 

antagonist. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIÓ I RELACIÓ AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA. 
Denise Fischer Hubert 
Dipòsit Legal: T 65-2016



Annex II 

 

322 

 

NECA 5’-(N-Ethylcarboxamido) adenosin. Selective adenosine A2B receptor 

agonist. 

OAG 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol. Protein kinase activator. 

OXO-M (oxotremorine-M).N,N,N-Trimethyl-4-(2-oxo-1-pyrolidinyl)-2-

butyn-1-ammonium iodide Muscarinic receptor agonist. 

PDAc Phorbol diacetate. Protein kinase activator. 

PIA Phenylisopropyladenosine. Adenosine analogue. 

R-PIA R-N6-phenylisopropyl adenosine. Selective adenosine A1 receptor 

agonist.  

ZM241385 4-(2-[7-amino-2-(2-furly)[1,2,4]triazolo[2,3-

a][1,3,5]triazin5ylamino] ethyl) phenol. Selective adenosine A2A 

receptor antagonist.  

4-DAMP 1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium iodide. Selective M3 

receptor antagonist.  
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Subtypes A1 A2A A2B A3 

Alternative  

Names 

Ri A2a, Ra A2b  

Structural 

information 

326 aa (human) 412 aa (human) 332 aa (human) 318 aa (human) 

Receptor 

selective 

agonist 

Adenosine amine congener 

(A111) CPA (C8031) 

CHA (C9901) CCPA (C7938)  

R-PIA (P4532) CVT-510 

S(-)-ENBA (E111)  

CGS21680 (C141) DPMA  

HE-NECAa  

ATL-146e  

CVT-3146 

NECA (E2387) IB MECA 

(I146) Cl-IB-

MECA (C277) 

Receptor 

selective 

agonist 

CPX (C101)  

CPT (C102)  

N-0840  

WRC-0571 

KW 6002 8-(3-

Chlorostyryl)caffeine (C197)  

SCH-58261 (S4568)  

ZM241385  

XACb (X103) Alloxazine 

(A28651) MRS 1754 

(M6316) MRE 2029-F20  

I-ABOPXc 

MRS1191  

(M227) 

MRS1220  

(M228) 

MRS1523 

(M1809)  

VUF5574 

(V5888)  

MRS1292  

MRE 3008F20  

Signal 

Transduction 

Mechanisms 

Gi/o (cAMP modulation) 

increased K+, decreased Ca2+ 

Gs/Golf (increase cAMP) Gs/Gq (increase cAMP) 

increased Ca2+ 

Gi/Gq 

(cAMP 

modulation) 

increased Ca2+ 

Radioligands 

of Choice 

[3H]-CHA 

[3H]-CPX  

[3H]-R-PIA 

[3H]-CGS21680  

[125I]-PAPA-APEC  

[3H]-SCH-58261  

[3H]-ZM241385 

[3H]-MRS1754  

[3H]-CPX 

[3H]-MRE 2029-F20 

[125I]-APNEA  

[125I]-AB-

MECA [3H]-

PSB-11 

Tissue 

distribution 

Cortex, hippocampus, kidneys, 

dorsal horn of spinal cord, eye, 

adrenal gland, liver, 

pancreas,adipose tissue, 

salivary glands, lung 

esophagus,  

Platelets, endothelial cells, 

striatum, neutrophils 

spleen, thymus, leukocytes, 

striatopallidal GABAergic 

neurons (in caudate-putamen, 

nucleus accumbens, 

tuberculum olfactorium), 

olfactory bulb, heart, lung, 

blood vessels 

Fibroblasts, colon, aorta, 

mast cells, cecum, 

bladder, lung, blood 

vessels, eye, median 

eminence, adipose tissue, 

adrenal gland, brain, 

kidney, liver, ovary, 

pituitary gland 

 

Eosinophils, 

heart, lung, 

pineal, 

testis, mast 

cells, 

lung, spleen 

(sheep), 

Thyroid, 

adrenal gland, 

spleen (human), 

liver, kidney, 

heart, intestine,  

Distribució Cervell, medul·la espinal, cor, 

testicles i nervis terminals  

Cervell, cor, pulmó i melsa  Intestí llarg i vesícula 

biliar 

Pulmó, fetge, 

cor, testicles i 

cervell 

Physiologica

l Function 

Inhibition of neurotransmitter 

release, bradycardia, ischemic 

preconditioning  

Vasodilatation, inhibition of 

platelet aggregation, 

sensorimotor integration  

Smooth muscle 

relaxation, release from 

mast cells 

Ischemic 

preconditioning 

Disease 

Relevance 

Cardiac arrhythmia, diabetes, 

stroke 

Parkinson’s disease, 

inflammation, arthritis, 

neurodegeneration 

Asthma, diabetes Cardiac 

ischemia, 

cancer, arthritis, 

glaucoma 

Taula. Resum dels receptors d’adenosina. Taula adaptada de Fredholm i cols. (2001) i de la casa comercial Sigma. 
 

Footnotes:  

a) HE-NECA is also a potent agonist at A3 receptors. 
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b) NECA and XAC are among the most potent agents at this adenosine receptor subtype. However, these compounds 

are not subtype selective. 

c) Rat A3 receptor is relatively insensitive to xanthine blockade. 

  

Abbreviations 

AB-MECA: N6-(4-Aminobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)-β-D-ribofuranosyl]adenine 

ATL-146e: 4-{3-[6-Amino-9-(5-ethylcarbamoyl-3,4-dihydroxy-tetrahydro-furan-2-yl)-9H-purin-2-yl]-prop-2-ynyl}-

cyclohexanecarboxylic acid methyl ester 

CCPA: 2-Chloro CPA 

CGS21680: 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5’-N-ethylcarboxamidoadenosine 

CHA: N6-Cyclohexyladenosine 

Cl-IB-MECA: 2-Chloro-N6-(3-iodobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)-β-D-ribofuranosyl]adenine 

CPA: N6-Cyclopentyladenosine 

CPT: 8-Cyclopentyl-1,3-dimethylxanthine 

CPX: 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine 

CVT-510: N-(3(R)-Tetrahydrofuranyl)-6-aminopurine riboside 

CVT-3146: 1-(6-Amino-9-β-D-ribofuranosyl-9H-purin-2-yl)-N-methyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (regadenosine) 

DBXRM: 1,3-Dibutylxanthine 7-riboside 5'-N-methylcarboxamide 

DPMA: N6-[2-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl]adenosine 

S(-)-ENBA: (2S)-N6-[2-endo-Norbornyl]adenosine 

HE-NECA: 2-Hexynyl-adenosine-5’-N-ethyluronamide 

I-ABOPX: 3-(3-Iodo-4-aminobenzyl)-8-(4-oxyacetate)-phenyl-1-propyl xanthine 

IB-MECA: N6-(3-Iodobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)-β-D-ribofuranosyl]adenine 

KW 6002: (E)-1,3-Diethyl-8-(3,4-dimethoxyphenylethyl)-7-methyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione 

MRE 2029-F20: N-Benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-[5-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-1-methyl-1H-pyrazol-3-

yloxy]-acetamide 

MRE 3008F20: 5N-(4-methoxyphenylcarbamoyl)amino-8-propyl-2-(2-furyl)pyrazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidine 

MRS 1191: 3-Ethyl 5-benzyl 2-methyl-6-phenyl-4-phenylethynyl-1,4-(±)-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate 

MRS 1220: 9-Chloro-2-(2-furyl)-5-phenylacetylamino[1,2,4]-triazolo[1,5-c]quinazoline 

MRS 1292: (2R,3R,4S,5S)-2-[N6-3-Iodobenzyl)adenos-9'-yl]-7-aza-1-oxa-6-oxospiro[4.4]-nonan-4,5-diol 

MRS 1523: 2,3-Diethyl-4,5-dipropyl-6-phenylpyridine-3-thiocarboxylate-5-carboxylate 

MRS 1754: 8-[4-[[(4-Cyano)phenylcarbamoylmethyl]oxy]phenyl]-1,3-di-(n-propyl)xanthine 

N-0840: N6-Cyclopentyl-9-methyladenine 

NECA: N-Ethylcarboxamidoadenosine 

PAPA-APEC: 1-[6-Amino-2-[[2-[4-[3-[[2-[[(4-aminophenyl)acetyl]amino]ethyl]amino]-3-oxopropyl]phenyl]ethyl]amino]-9H-purin-

9-yl]-1-deoxy-N-ethyl-β-D-ribofuranuronamide 

PIA: R(–)-N6-(2-Phenylisopropyl)adenosine 

SCH-58261: 5-Amino-7-(β-phenylethyl)-2-(8-furyl)pyrazolo(4,3-e)-1,2,4-triazolo(1,5-c)pyrimidine 

VUF 5574: N-(2-Methoxyphenyl)-N'-(2-(3-pyridyl)quinazolin-4-yl)urea 

WRC-0571: 8-(N-Methylisopropyl)amino-N-(5’-endohydroxy-endonorbornyl)-9-methyladenine 

XAC: 8-[4-[[[[(2-Aminoethyl)amino]carbonyl]methyl]oxy]phenyl]-1,3-dipropylxanthine; Xanthine amine congener 

ZM241,385: 4-[2-(7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4-triazolo[2,3-a] [1,3,5]triazin-5-yl-amino]ethyl phenol 
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