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I. ORGANIZACION DE LA TESIS. 

Esta tesis es un estudio del efecto del verapauil sobre la li­

beración de los neurotransmisores ácido a-amino butírico <GABA> Y 

dopamina en terminales nerviosas aisladas de cerebro de mamífero. 

El verapamil pertenece al grupo de fármacos conocidos como "antago­

nistas orgánicos de los canales de calcio". 

En los "Antecedentes" se incluye una parte englobada con el 

subtítulo de "Generalidades". Esta contiene: 1> aspectos generales 

de la estructura y del funcionamiento de las terminales nerviosas, 

2> algunas de las ventajas de utilizar la preparación sinaptosomal 

y 3l una descri pci On del metabolismo de algunos neurotransmisores. 

En la segunda parte intitulada "Desórdenes afectivos", se describe 

la sintomatología y el tratamiento de estos padecimientos y semen­

cionan brevemente los mecanismos de acción que se han propuesto pa­

ra los fármacos más utilizados en su tratamiento. En la tercera 

parte se incluye la clasificación de los fármacos genéricamente co­

nocidos como "Antagonistas Orgánicos del Calcio" y se mencionan al­

gunos de los estudios relacionados con los efectos del verapamil, 

el cual se une con alta afinidad a las membranas de los sinaptoso­

mas y ha demostrado ser potencialmente Qtil en la profilaxis de la 

manía. 

Enseguida se mencionan los objetivos del presente estudio, 

surgidos de acuerdo a los antecedentes descritos. 

En la parte de "Materiales y Métodos" se describe el procedi-
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miento utilizado para el desarrollo del trabajo experimental, así 

como los principios en los que est•n fundamentados los mttodos 

uti 1 izados. 

En la parte correspondiente a "ResL1ltados y Discusión", se da 

la interpretación de cada gráfica presentada, enseguida de la des­

cripción de los resultados contenidos en ella. 

Finalmente se incluye un resumen de las "Conclusiones" mAs im­

portantes a las que nos permitieron llegar los resultados hasta el 

momento obtenidos, seguido de las Referencias citadas en la tesis. 

II. ANTECEDENTES. 

II.A. GENERALIDADES 

El sistema nervioso está constituido básicamente por dos tipos 

de células: las células nerviosas o neuronas y las células de la 

neuroglia o gliales. Estas 6ltimas representan el soporte fisico de 

las neuronas, participan en la transmisión sináptica e intervienen 

en el transporte de materiales nutritivos desde los capilares hasta 

las neuronas. Las neuronas son las células especializadas para la 

recepción de los estímulos y la conducción de los impulsos nerviosos 

y son por consigL1iente las responsables de la transmisión de la in­

formación. La diversidad de formas y tamaños qL1e presentan las neu­

ronas es considerable, pero de una manera simple una neurona típica 

estll compL1esta por un cuerpo neL1ronal del qL1e parten por un lado 1 as 
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dendritas, clAsicamente consideradas como la porción por donde se 

recibe preferencialmente la información, y por otro lado el axón con 

sus ramificaciones, que se encarga de 1 levar dicha información a las 

células nerviosas con las que la neurona hace contacto. Los extremos 

de las ramificaciones de un axón constituyen las terminales sinápti­

cas de una neurona. 

Toda la información que proviene del mundo exterior y del res­

to del cuerpo llega al cerebro y es recibida, procesada y almacena­

da gracias a las neuronas y a sus intercone>:iones. La organización 

y funcionamiento de estas células da lugar a funciones que van des­

de las formas más simples de relación con el medio ambiente en los 

animales inferiores, hasta los procesos más complejos del pensamien­

to humano. En vista de ésto, el estudio de los mecanismos básicos 

que hacen posible la comLini caci On entre 1 as neuronas resulta de gran 

interés. 

1. Tipos de sinapsis 

La superficie de una neurona con la que hace contacto la ter­

minal presináptica se denomina postsinapsis. La zona de comunicación 

entre las neuronas pre y postsináptica representa la sinapsis. Des­

de el punto de vista morfofisiológico, existen dos tipos de sinapsis: 

la eléctrica y la química. La primera prácticamente no presenta re­

tardo sináptico y carece del espacio o hendidura sináptic:a de apro­

ximadamente 2c1 nm que se observa entre las membranas pre y postsi­

náptica en las sinapsis químicas. En la sinapsis eléctrica el área 

de unión entre estas membranas es simétrica en apariencia, mientras 
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que la sinapsis química se caracteriza por la presencia de vesículas 

sinépticas apiladas en la vecindad de la membrana presináptica, las 

que junto con las mitocondrias y una mayor opacidad a los electrones, 

contribuyen a la apariencia asimftrica entre las porciones pre Y 

postsinépticas que conforman las sinapsis químicas <Pappas y Waxman 

1972, Bullock y col. 1977>. 

Con base en los sitios de contacto entre las neuronas pre y 

postsinépticas, las sinapsis se pueden clasificar como axe-somáti­

cas, axe-dendríticas, axo-axónicas, dendro-dendriticas y somato­

sométicas. Cada una de ellas tiene a su vez ciertas variaciones es­

tructurales segan la organización de los circuitos neuronales en 

que participan <Bullocl: y col. 1977>. 

2. La preparación sinaptosomal 

Gracias a la propiedad de sellarse que presentan las membranas 

biológicas que han sido parcialmente rotas, es posible obtener ter­

minales nerviosas aisladas a partir de homogenados parciales de una 

estructL1ra cerebral o de cerebro completo en sacarosa isotónica 

<Gray y Whittaker 1962>. 

Durante el proceso de homogenización del cerebro o de alguna 

de sus estructuras previamente disecadas, la membrana de las termi­

nales nerviosas se rompe en las zonas de mayor adelgazamiento, y 

menor resistencia !DLinl:ley y col. 1987>. Esto permite que las ter­

minales nerviosas se separen de su axón y conserven en su interior 

sus organelos y toda la maquinaria bioquímica necesaria para la 

síntesis, almacenamiento y liberación de los neurotransmisores 
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<Bradford 197~>. Gracias a la relativa fluidez de las membranas ce­

lulares y a su capacidad de mantener su continuidad, los extremos 

cortados de la membrana de la terminal nerviosa se sellan rápidamen­

te para formar una estructura continua de forma regL1lar. La conti­

nuidad de la membrana celular en los sinaptosomas, se ha evidencia­

do en preparaciones sinaptosomales vistas al microscopio electróni­

co <Ecradford 1975, Gray y Whittaker 1962>. 

Existen evidencias morfológicas y bioquímicas que demuestran 

que los sinaptosomas recién formados conservan propiedades semejan­

tes a las que se encuentran en las terminales nerviosas intactas 

<Bradford 1975). Se ha demostrado extensamente la presencia de un 

potencial de membrana en los sinaptosomas, gracias al cual éstos 

son capaces de responder a estímulos eléctricos como potenciales 

sinápticos, generando potenciales de acción <Richards y Mcilwain 

1967). 

Los sinaptosomas regulan la entrada y salida de calcio a tra­

vés de su membrana <McGraw y col. 1981> y mantienen un nivel de Ca 2
• 

citosólico en el reposo similar al encontrado en las células intac­

tas CNachshen 1985>. Además, en los sinaptosomas se observa un fLler­

te acoplamiento entre la liberación del transmisor y la entrada de 

Ca2 • durante la despolarización rápida CDrapeau y Blaustein 1983>. 

Bradford !1969) ha demostrado que los sinaptosomas mantenidos 

a 37°C y en presencia de sustratos adecL1ados pueden respirar con Lln 

consumo lineal de 0 2 durante varias horas después de su aislamien­

to. Además, Nachshen y Drapeau ( 1988> han demostrado que 1 a membra­

na plasmática de los sinaptosomas conserva sus características de 
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sensibilidad osmótica, y que ~stos tienen una gran capacidad amorti­

guadora para regular el pH citosólico. 

Por todo ello, puede decirse que la preparación sinaptosomal 

permite analizar los aspectos neuroquimicos del componente presináp­

tico del proceso de la transmisión. 

3. Sinapsis quimicas y neurotransmisores 

Además de las diferencias que presentan las sinapsis eléctri­

cas y las quimicas en cuanto a su estructura fina y en cuanto a la 

velocidad con la cual es transmitida la información desde una célu-

1 a nerviosa a otra, la principal caracteristica que las distingue 

reside en que las terminales nerviosas que intervienen en las sinap­

sis químicas son capaces, a diferencia de las eléctricas, de sinte­

tizar, almacenar y liberar "sustancias sinápticamente activas", las 

cual es se conocen con el nombre de neL1rotransmi sores y pueden ser 

de dos tipos: excitadores e inhibidores. Los primeros funcionan des­

polarizando la membrana de la célula postsináptica con la cual hacen 

contacto, mientras que los neurotransmisores inhibidores la hiper­

polarizan y de esta manera dificultan que los impulsos excitadores 

simultáneos o subsecuentes, produzcan una despolarización de la mem­

brana postsináptica suficiente para alcanzar su umbral de disparo. 

Los neurotransmisores inhibidores "clásicos" incluyen al ácido 

~-~minobutírico CGABA>, a la glicina y a las monoaminas biogénicas, 

dopamina, norepinefrina y serotonina. Aunque estas últimas tienen 

efectos excitadores sobre algunas neuronas. La acetilcolina y el 

ácido glutámico por lo general son neurotransmisores e>:citadores. 
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4. Biosintesis de neurotransmisores. 

Para que una neurona pueda sintetizar a un neurotransmisor es­

pecifico, deben estar presentes en ella tanto el grupo de enzimas 

biosint~ticas, como los procesos bioquímicos específicos necesarios 

que intervienen entre la síntesis del neurotransmisor y su libera­

ción en la sinapsis; como es el empacamiento del neurotransmisor en 

vesículas de almacenamiento o vesículas sinápticas. Como la mayoría 

de las vías biosintéticas, en la síntesis de los neurotransmisores 

e>:iste un paso enzimático limitante y una enzima especifica que re­

gula la síntesis. Por lo general la enzima limitante de la síntesis 

de un determinado neL1rotr ansmi sor, se encuentra contenida en la neL1-

rona que lo sintetiza <Schwartz J, 19811. 

La dopamina y la noradrenalina son sintetizadas en una vía co­

mún <Diagrama 11 que consta de varios pasos enzimáticos. La primera 

enzima que interviene en esta vía es la tirosina-hidro>:i lasa, una 

oxidasa que convierte la tirosina en L-dihidroxi-fenilalanina (L­

DOPAI. Esta enzima es el paso limitante para la síntesis de dopami­

na y noradrenalina y es característica de las células dopaminérgi­

cas. La L-DOPA enseguida es descarboxilada por la enzima DOPA-des­

carbo>:ilasa para prodL1cir dopamina y ·CO,... La dopamina-(l-hidro>:ilasa, 

que convierte la dopamina a noradrenalina, es característica de las 

células noradrenérgicas. Los principales metabolitos de la dopamina 

son el DOPAC (ácido 3,4-dihidroxifenilacéticol y el HVA (ácido homo­

vanílicol y los de la noradrenalina son el MHPG (3-metoxi-4-hidroxi­

fenilglicol I, la normetanefrina <NMI y el ácido 3-metoxi-4-hidroxi­

mandélico <VMAI. La enzima monoamino oxidasa <MAOI es la responsable 
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de la conversiOn de dopamina en DOPAC y de noradrenalina en MHPG o 

en NM. La pargilinl!' es un representante de los inl'libidores efecti­

vos de dicha enzima <Cooper y col. 1992>. 

En el sistema nervioso central, los cuerpos celulares de las 

neuronas que contienen norepinefrina son prominentes en el locu~ 

coeruleus, un nócleo del tallo cerebral que tiene proyecciones ha­

cia la corteza, el cerebelo y la médula espinal. Las células que 

contienen dopamina estAn localizadas en tres regiones: la sustancia 

negra compacta, cuyas células proyectan hacia el estriado; la sus­

tancia negra reticulada que proyecta a la corteza limbicaJ y en el 

hipotálamo, donde se proyectan hacia el tallo de la hipOfisis 

(Schwartz J, 1991>. 

La sintesis de serotonina o 5-hidroxitriptamina <Diagrama 2> 

incluye a 2 enzimas: la triptofano hidroxilasa, una oxidasa similar 

a la tirosina hidroxilasa, que agrega un grupo hidroxilo al anillo 

indol del triptofano en la posición 5 y forma así el 5-hidroxitrip­

tofano <5-HTP> y la 5-hidro}:itriptofano-descarboxilasa, que ensegui­

da forma la serotonina. El paso limitante es la triptofano hidroxi­

lasa, la primera enzima en esta vía biosintética. El principal meta­

bolito derivado de la serotonina es el ácido 5-hidroxi indolacético 

<5-HIAA> que se forma con intervención de la MAO. Los cuerpos celu­

lares serotoninérgicos se encuentran en el n~\cleo del rafé del ta­

llo cerebral, estas células envian fibras hacia el cerebro anterior 

y hacia la médula espinal <Cooper y col. 1982). 

A diferencia de las aminas biogénicas, e>:iste un grupo de ami­

noácidos que son liberados como neurotransmisores y que tambilm son 
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constituyentes celulares universales. La glicina, el glutamato Y el 

aspartato son 3 de los 2c1 aminoAcidos comunes que estAn incorpora­

dos a las proteinas de todas las células. Por ejemplo, el Acido glu­

témi co no sOl o funge como neL•roexc i tador si no que en algunas zonas 

del sistema nervioso central de los vertebrados, además de ser un 

importante producto intermediario del metabolismo neuronal es el 

precL1rsor directo del GABA <Costa y col. 1979, Tapia 1983), molécu­

la que a su vez es el neurotransmisor inhibidor mas ampliamente 

distribuido en el sistema nervioso central. La via estriato nigral 

es una via gabaérgica bien definida. Ademas, en el cuerpo estriado 

también existen interneuronas gabaérgicas. La enzima responsable de 

la conversión del acido L-glutamico a GABA es la glutamato descar­

boxilasa <Diagrama 3). Esta enzima se encuentra localizada en el 

citoplasma de las terminales nerviosas gabaérgicas. La GABA-trans­

aminasa es la enzima que degrada al GABA y lo convierte en semial­

dehido succinico. Un inhibidor efectivo de dicha enzima es el ácido 

amino-oxiacético <Tapia 1983). 

JI.B. DESORDENES AFECTIVOS. 

1. Caracteristicas generales. 

Los desórdenes afectivos son aquellas enfermedades mente.les en 

las que ocurre una alteración del estado de ánimo ~.compañada de un 

síndrome depresivo o maníaco, que no se debe a ningún otro trastor­

no mental o físico <DSM-111-R 198Bl. Dentro de los desórdenes afec­

tivos se encuentran las depresiones mayores, que pueden ser de tipo 
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unipolar o depresión recllrrente y de tipo bipolar o maniaco depre­

siva. Además, en los desórdenes afectivos se pL1eden presentar episo­

dios psicóticos, en particlllar en la manía <Sachar 1981b>. 

Los síntomas general es de 1 os desórdenes Llni polares son: humor 

disfórico agL1do, p~rdida generalizada de intereses y p•rdida de la 

capacidad para e>:perimentar placer. 

Los criterios qlle se L1tilizan para diagnosticar este tipo de 

desorden son: sueño alterado <insomnio y despertares nocturnos>, 

apetito disminuido, p•rdida de energía, impulso sexual disminllido, 

agitación psicomotora, retardo en pensamientos y acciones, dificlll­

tad para concentrarse, e ideas de culpabilidad, de pesimismo y de 

sui ci di o. Además hay Lln alimento en la intensidad de 1 os síntomas 

por las mañanas <Sachar 1981a>. 

La edad más común para que ocurra el primer episodio de Lln pa­

ciente deprimido es a los 40 años, se presenta más frecuentemente 

en 1 as mujeres qlle en los hombres y la duración L1sual del episodio 

es de 4 a 12 meses. En la mayoría de los casos, y a diferencia de 

la depresión reactiva, no se han observado factores psicosociales o 

del medio qlle precipiten la aparición del cuadro, el cual, Llna vez 

qlle se ha establecido, es aL1t6nomo. Se calcula qlle aproximadamente 

4X de la población mllndial sllfre de depresión, El riesgo de sL1cidio 

en los enfermos deprimidos es mayor cuando •stos comienzan a recu­

perarse. 

Los pacientes qL1e presentan desórdenes bipolares sufren episo­

dios SLlbsecuentes de manía y depresión. Las características clíni­

cas de la depresión son iguales a las vistas en los desórdenes uni-
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polares. La mania se caracteriza por la presencia de un humor ele-

vado, expansivo e irritable, sobreactividad, verborrea, libido y 

energia incrementados, presión y of'uga de ideas, grandiosidad, dis-

tractibilidad, nec:esidad de sueño disminuida, conductas temerarias 

y también pueden presentarse delirios que son parte de los slntomas 

psicóticos. Este tipo de desórdenes se presentan más c:omúnmente a i 
1 

los 30 años y en cualquier sexo. La mayorla de los episodios no tié-

nen precipitantes psicosoc:iales. 

l;o-es-t.ud-i-0s-cof!1o.....l.oS de_..Kety __ y_ col-.-+1-9751-iy'se ha observado i 
-- - --- ------ i ~-~ 1 

que, __ ~ara la aparición d.; __ las-dépr;~nes mayores en gene,ral (t_ipoi ,,,,,,0!1'1tl~~, 1 

_ .. -~ .(_ Út ,Ju_,v 4{. ko- ~q'•' Jc~w<\"" /<X• 1«
0i", ,,,,. '"' J.l. 1 

unipolar o bipolarl-';1;.e>:iste una h1erte predisposición genética("°Esf",,f"'';º·,.,. 
¡ ~' º"' ~( 

tos autores enc:ontraron en su estudio que la tasa de morbilidad de¡ .i"c\:·~l 
! (.~.) ea-) 

!\1 la depresión en los parientes de primer grado de pacientes con en-) .¿,_h\<I 

fermedades depresivas, es muc:ho más al ta que la observada en 1 a PºL 
1 
i 

blación general. 
1 
1 

¡ 
2. Tratamientos somáticos para las depresiones mayores. ¡ 

i 
Existen dos tratamientos somátic:os efectivos para las depresib-

¡ 
nes mayores: la terapia elec:troc:onvulsiva y las drogas antidepresi~ 

vas. ' 
i 

La terapia el ectroc:onvul si va produce al rededor· del 90% de me-! 

jorla en pacientes con depresión mayor definida y refractaria a lo~ 
1 

fármac:os: en un principio este tratamiento induc:ia crisis generali~ 
! 

zadas, por lo que actualmente se administra bajo anestesia y con rb-

lajación musc:ular completa. Se cree que la efic:acia de esta terapi~ 
1 
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reside en que produce cambios en la sensibilidad de los receptores 

aminl'!rgicos. 

Las drogas antidepresivas utilizadas pueden ser del tipo de 

los inhibidores de la MAO, de los compuestos triciclicos o bien pre-

cursores metabólicos de las aminas biogl'!nicas. En términos genera-

les, estas drogas producen mejoría de un 70X a un 85% segan la do-

sis. En general, Jos pacientes comienzan a mejorar al cabo de 1 a 3 

semanas de iniciado el tratamiento. e' .l,,,Jo,.,·e,,, ~ 
Las sales de litio son efectivas para la terminación de los 

episodios maniacos y también evitan o atenúan los episodios mania-

cos y depresivos recurrentes. De forma similar, las drogas antipsi-

cóticas se utilizan para terminar los episodios maniacos, y al com-

binarse con compuestos tricíclicos, son atiles para tratar la depre-

sión psicótica <Sachar 1981a). 

3. Hipótesis de las Aminas Biogl'!nicas. 

La idea más aceptada acerca del sustrato neurológico de la de-

presión es una deficiencia funcional en la serotonina y/o en la nor-

epinefrina del cerebro, y que los antidepresivos actaan al incremen-

tar la disponibilidad de ambas aminas. La serotonina y la norepine-

frina se almacenan en gránulos intracelulares y son liberadas exo-

citóticamente por las terminales serotoninl'!rgicas y noradrenl'!rgicas 

hacia el espacio sináptico. Después de que el neurotransmisor inter-

actaa con los receptores postsinápticos, estas aminas biogénicas son 

activamente retomadas por las terminales presinápticas. 

La idea de que las aminas biogénicas están reducidas en la de-
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presión partió de los experimentos realizados con la reserpina, un 

alcaloide de la Rawolfia que primero se utilizó como tratamiento de 

la hipertensión. Este alcaloide precipitaba los síndromes depresi­

vos en un 15% de los pacientes hipertensos tratados. Posteriormente 

el grupo de Bernard Brodie <Pletscher y col. 1956), demostró que es­

ta droga causa depleción de serotonina y norepinefrina de las vesí­

culas de almacenamiento y, a su vez, las aminas biog~nicas que son 

liberadas al citoplasma son degradadas por la enzima monoamino oxi­

dasa. 

Los inhibidores de la MAD ejercen su efecto terap~utico en la 

depresión al aumentar la disponibilidad de serotonina y de norepine­

frina mediante la inhibición de la enzima que los degrada en el ci­

toplasma. 

Los antidepresivos tricíclicos bloquean la recaptura activa de 

la serotonina y norepinefrina por las terminales que las liberan, 

con 1 o cual prolongan el tiempo de acción de estos neurotransmi so­

res en la hendidura sináptica. 

Se ha evidenciado que 1 a admi ni straci ón de prec~trsores de 1 a 

serotonina y de la norepinefrina, tales como L-triptofano, 5-0H­

triptofano o L-DOPA, y que la administración de agentes farmacoló­

gicos que aumentan la disponibilidad de estas aminas biog~nicas 

disminuyen la depresión. 

Además, recientemente ha surgido una variedad de antidepresi­

vos atípicos que tienen estructuras y efectos bioquímicos muy diver­

sos. Entre ellos hay sustancias de uno, dos o tres anillos, como la 

clovoxamina, la zimelidina o la clorimipramina; o bien de tres ani-
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llos indólicos, como el iprindol <Richelson 1984>. 

Por otro lado, a pesar de que la inhibición de los sistemas de 

recaptura de alta afinidad de serotonina y de norepinefrina por los 

agentes tricíclicos es casi inmediata, la hipótesis de las aminas 

biogénicas no explica el retraso entre el inicio del tratamiento y 

el establecimiento de la respuesta clínica a este tipo de antidepre­

sivos. Este retraso se ha tratado de explicar a través de los efec­

tos que tienen los antidepresivos sobre otros procesos diferentes a 

la recaptura, en particular por medio de sus efectos sobre los re­

ceptores pre y postsinápticos. Así, por ejemplo, se han encontrado 

evidencias de que la terapia electroconvulsiva y las drogas antide­

presivas en general, reducen la sensibilidad de los receptores ~­

adrenérgi ces post si nápti ces y producen una regL1l aci On denominada 

hacia abajo o subsensibilidad, que consiste en que disminuye el nú­

mero total de receptores. De forma similar, los antidepresivos tam­

bién disminuyen la sensibilidad de ciertos receptores de serotonina 

<5-HTzl, La administración a largo plazo de la mayoría de antide-

presivos causa Lma di smi nuci ón en el número de receptores presi náp­

ti cos, esta disminución de los autorreceptores, que normalmente in­

hiben la liberación, podría incrementar la función sináptica. Es 

probable que el efecto predominante de los antidepresivos tricícli­

cos sea sobre los receptores presinápticos y que este efecto sea 

sL1byacente a su respuesta terapéutica. 

Recientemente algunos autores han señalado que, en vista de 

que varios de los efectos clínicos y bioquímicos de los antidepre­

sivos no son satisfactoriamente explicados por la hipótesis de las 
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aminas biogénicas, es necesario postular una hipótesis más integra­

tiva que explique tales efectos Y. en la qL1e se tomen en cuenta los 

sitios de acción específicos de cada fármaco y los cambios transi­

nápticos que éstos puedan producir y que puedan afectar a otros 

sistemas de neL1ronas <Richelson 1984, Stahl 1984, Diaz 1988). 

4. Funciones neuroendocrinas alteradas en la depresión. 

Los signos clínicos observados en la depresión sugieren que la 

modulación de la actividad neuroendócrina por el hipotálamo debe es­

tar afectada. En especial porque los sistemas de neurotransmisores 

más fuertemente implicados en la depresión, serotoninérgicos y nora­

drenérgicos, también tienen un papel importante en la regulación 

neuroendócrina. 

Uno de los disturbios neuroendócrinos mejor establecidos en la 

depresión severa es una hipersecreción de cortisol a partir de la 

corteza adrenal, que es secundario a una excesiva secreción de adre­

nocorticotropina <ACTHl por la pitL1itaria. Aproximadamente la mitad 

de los pacientes deprimidos secretan cantidades e>:cesivas de corti­

sol, sobre todo durante la tarde y la noche. Esta hipersecreci6n es 

en general resistente a la supresión por retroalimentación con el 

potente corticosteroide sintético dexametasona, el cual deprime a 

la ACTH. 

Otra anormalidad endocrina característica en la depresión es 

una respuesta entorpecida de la hormona de crecimiento y a la hipo­

glicemia producida por una dosis estAndard de insL1lina. La respues­

ta a la hormona de crecimiento también puede ser entorpecida por 



bloqueadores y depletores de serotonina y norepinefrina. Así, una 

amplia variedad de estudios han sugerido anormalidades neuroendo­

crinas en la depresiOn, que probablemente se derivan de una altera-

ciOn subyacente en el sistema dopaminérgico o los sistemas monoami-

nérgicos que regulan esta funciOn hipotalámico-pituitaria. 

Aunque la supresi On por de>:ametasona no es prueba diagnostica, 

se ha usado como un ensayo para la depresiOn ya que al menos el 40% 

de los pacientes rigurosamente diagnosticados con depresiOn mues-

tran anormalidades en esta prueba. La prueba de supresiOn por dexa-

metasona es usada a veces conjuntamente con un el ectroencef al agrama 

durante el suero para fines diagnOsticos. Muchos pacientes deprimi-

dos muestran anormalidades en sus patrones de suelo <Sachar 1981a>. 

II.C. ANTAGONISTAS ORGANICOS DEL CALCIO. 

El estudio de los mecanismos de acciOn subyacentes a los efec-

tos de fármacos, drogas o toninas de origen natural sobre diferen-

tes manifestaciones del funcionamiento del sistema nervioso ha pro-

bado ser una buena alternativa para avanzar en el conocimiento de 

la comunicaci On sináptica. Así, los fármacos estructuralmente hete-

rogéneos colectivamente conocidos como "antagonistas orgánicos de 

los canales de Ca"'•" que se empezaron a estudiar y a L1tilizar como 

agentes cardiovascL1lares, han cobrado interés en otros campos de es­

tudio. Esto se debe, por una parte, a que el Ca2
• participa en la 

regulaciOn de varias funciones celulares, entre ellas la secreciOn 

de hormonas y la liberación de neurotransmisores, Y por otra parte, 
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a que algunos antagonistas del Ca"'• son potencialmente útiles en la 

profilaxis de ciertos desordenes afectivos. 

Los "antagonistas orgénicos de los canales de Ca 2 ••, incluyen 

dos grupos: el de las "fenilalquilaminas antagonistas de Ca 2 ••, in­

tegrado por el verapamil, el D-600 Cmetoxiverapamil) y el diltiazem, 

y el grupo de las "dihidropiridinas antagonistas de Ca 2 •• entre las 

que se encuentran la nitrendipina, nifedipina y nimodipina <Bolger 

y col. 1982, YamamLtra y col. 199:?> <Di agrama 4>. 

En los estudios que comparan los efectos del Li• con los efec­

tos del verapamil sobre pacientes maniacos se demuestra que ambos 

tratamientos resultan igualmente benéficos en la profilaxis de la 

mania CDubovsky y Franks 1993, Giannini y col. 1984, Dubovsky y col. 

1987, Barton y Gitlin 1987, Hoschl y Kozeny 1989>. En este contexto, 

resulta interesante que los neurolépticos del tipo de las difenilbu­

tilpiperidinas <DPBP> que incluyen al pimozide, fluspirileno, pen­

fluridol y clopimozide inhiban la unión de ~H-nitrendipina a membra-

nas de corteza cerebral de rata, y que el metm:iverapamil <D--600> 

revierta la inhibición de la unión de ~H-nitrendipina inducida por 

esos neurolépticos CGould y col. 1983). Como estos hallazgos podrian 

sugerir que las DPBP se unen a los mismos sitios que el verapamil, 

Gould y col. (1983) proponen que los efectos terapeúticos de ese ti­

po de neurolépticos deben estar relacionados con acciones antagonis­

tas del Ca"'•. Posteriormente a este trabajo, en varias publicaciones 

psiquiétricas se maneja la hipótesis de que el Li•, el verapamil y 

los neurolépticos del tipo de las DPBP ejercen sus efectos terape~­

ticos mediante sus acciones como antagonistas del Ca 2 • CDubovsky y 
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ANTAGONISTAS ORGANICOS DEL CALCIO 
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Diagrama 4 • Estructura química de los dos grupos de "antagonistas 

orgánicos del calcio". 
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Franks 1983, Giannini y col. 1984, Gould y col. 1983, Meltzer 1986> 

La importancia terap~utica de los llamados "antagonistas orgt\­

nicos del Ca~·" aunada al antecedente de que algunos de ellos se 

unen con alta afinidad a las terminales nerviosas aisladas de cere­

bro de mamífero <Carval he y col. 1986a, 1986b l, nos 11 evó a carac­

terizar los efectos del verapamil, sobre la liberación de neuro­

transmisores en sinaptosomas. En particular del GABA, por su amplia 

distribución en el cerebro, y de la dopamina, ya que hay evidencias 

indirectas que sugieren que algunos componentes del si ndrome mani a­

co deben estar relacionados con una alteración en esta monoamina 

cerebral <Post y col. 198(1). 

I I I. OBJETIVOS 

De acuerdo a los antecedentes antes descritos, realizamos la 

caracterización del efecto del verapamil sobre la liberación de GABA 

y de dopamina, tomando en cuenta los siguientes objetivos: 

1> Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberación de estos 

neurotransmisores involucra a los canales de Ca2 • sensibles a 

voltaje. 

2> Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberación de estos 

neurotransmisores involucra a los canales de Na• sensibles a vol-

taje, ya que el verapamil inhibe la liberación de GABA estimulada 

por veratrina en ausencia de Ca 2 • e>:terno (Norris y col. 1983). 

3) Explorar si el verapami 1 afecta la recaptura de dopamina, ya qLte 
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los efectos terapfuticos de muchos antidepresivos se atribuyen a 

una inhibición de la recaptura de las aminas biog•nicas por las 

terminales nerviosas. 

4l Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberación de estos 

neurotransmisores está relacionado con su posible i nter-nal i zaci ón 

a la terminal nerviosa, ya que el verapamil es liposoluble. 

5> Explorar si el ver-apamil afecta un evento comón al proceso de la 

liberación de los neurotransmisores. 

IV. MATERIALES Y METODOS 

1. Obtención de la preparación sinaptosomal 

La mater-ia prima para obtener la pr-eparación sinaptosomal se 

elige de acuerdo al transmisor- cuya liberación se pretende estudiar. 

En este trabajo se estudió la liber-ación de 2 tr-ansmisor-es marcados 

radioactivamente: ~H-GABA y ~H-dopamina. Como el GABA está amplia-

mente distr-ibuido en el cerebro de los mamíferos, se utilizó el ce­

rebro completo !sin cerebelo) de 4 r-atones machos cepa CD1 para la 

purificación de las ter-minales presinápticas o sinaptosomas. En en 

el caso de la dopamina, a difer-encia del GABA, es necesar-io disecar 

una estructura cerebral rica en terminales ner-viosas que contengan a 

ese transmisor, par-a posteriormente estudiar- su liberación. En vista 

de que en el cuerpo estr- i ado se concentra 1 a mayor par-te de 1 a dopa­

mi na cerebral, esta estrL1ctura se utilizó como materia pr-ima par-a 

aislar los sinaptosomas. Como el estr-iado del ratón es muy pequeño, 
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los sinaptosomas que se emplearon para los estudios de liberación de 

dopamina, se purificaron de los estriados de 15 ratas Wistar macho, 

que pesan aproximadamente lo mismo que 4 cerebros de ratón. 

Para aislar las terminales nerviosas tanto de cerebro de ratón 

como de estriado de rata, se siguió el método de Hajós (1975> lige­

ramente modificado. Para purificar los sinaptosomas de cerebro de 

ratón, se decapitan los ratones y se e>:traen sus cerebros. F'ara pu­

rificar los sinaptosomas de estriado de rata se decapitan las ratas 

y se les disecan los estriados. Una vez obtenidos los cerebros de 

ratón o los estriados de rata, éstos se homogenizan en sacarosa 0.32 

M ( 1: 9, peso: vol amen>. El homogenado se centrifuga a 1, 500 >: g du­

rante 10 minutos y el precipitado se desecha. El sobrenadante que re­

sulta de esta primera centrifugación, se centrifuga a 9,000 x g du­

rante 20 minutos. El precipitado que se obtiene de esta segunda cen­

trifugación constituye la fracción sinaptosomal cruda conocida como 

P.,. La fracción P 2 así obtenida, se resuspende en sacarosa 0.32 M y 

se coloca sobre 20 ml de sacarosa 0.8 M para centrifugarse a 9,000 x 

g durante 25 minutos. Este gradiente discontinuo se resuelve en: <I> 

una banda blanca en la interfase de la sacarosa 0.32 a o.e M, <II> 

partículas dispersas en la solución de sacarosa o.e M y <III> un pre­

cipitado. La banda II, que contiene a los sinaptosomas purificados, 

se recupera y se diluye lentamente en 3 velamenes de sacarosa 0.32 M. 

Los sinaptosomas diluidos se concentran al centrifugar a 20,000 x g 

durante 20 minutos. El precipitado que se obtiene contiene a los si­

naptosomas purificados y se resuspende en dextrosa 0.32 M para ser 

empleado en los e>:perimentos de liberación de transmisores. Todo el 
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procedimiento se realiza a 4°C. 

2. Sistema de Perfusión 

Para estudiar la liberación de los neurotransmisores a partir 

de las terminales nerviosas aisladas o sinaptosomas, se utilizó un 

sistema de perf Ltsi ón cent :i nua. Este sistema está constituido por va­

rias cámaras Millipore Swinnex de 25 mm, dispuestas en paralelo que 

cuentan con una base multiperforada. Sobre esta base se colocaron 

fil tres de o. 65 pm de tamaño de poro, con el objeto de retener a los 

si naptosomas que mi den en promedio 1 pm. Las cámaras Swi nne>: están 

modificadas en su parte superior de tal manera que cLtentan con un 

reservorio de plástico unido directamente a ellas. En estos reservo­

ri os fueron ver ti dos 1 os di fer entes medios de perfusi On que bañaban 

a la preparación y determinaron las diferentes condiciones experi­

mentales. Por su parte inferior cada una de las cámaras está conec­

tada a una tubería de "tygon" o de "silastic" de 0,32 mm de diámetro, 

que pasa a través de un "cassette" apoyado sobre los rodillos de la 

bomba peristáltica <Manostat>, que regula el flujo del liquido a 

través del sistema. La velocidad de flujo que se empleo, por haber 

dado buenos resultados en trabajos anteriores, fue de (1,5 ml/minuto. 

Los tubos que salen por el extremo opuesto de cada "cassette", ter­

minan directamente en los recipientes recolectores. El transmisor 

radioactivo liberado y que es arrastrado por el Ringer de perfusión, 

se colectó cada minuto. 

Este sistema de varias cámaras de perfusión dispuestas en para­

lelo, tiene la ventaja de que permite estudiar cómo se modifica la 
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liberación de los transmisores de alícuotas de la misma preparación 

si naptosomal, cuando fstas son bañadas con medios de perfusi on de 

diferente composi ci On, por ejemplo, que contengan al verapami l, a 

los tratamientos que despolarizan la membrana o que aumentan la per­

meabilidad a algan iOn, que contengan l a os neurotransmisores no 

marcados o bien a los bloqueadores de su recaptura, etc. 

3. Medios de Perfusión 

La liberación basal de l t os ransmisores, se observo empleando 

un Ringer Krebs bicarbonato pH 7.4, gaseado con una mezcla de C02 :02 

(5%195%) a 37°C. Este Ringer tenía la siguiente composición (en mM>: 

NaCl 127, ~:HzPO.,. 1.18, KCl 3.73, CaClz 1.8, MgS04 1.18, NaHCO~ 

20, glucosa 11.2. Con el propósito de evitar la degradación del GABA 

o la dopamina liberados, se añadió el inhibidor de la GABA-transami-

nasa, ácido amino oxiacético (0.1 mM> o el inhibidor de la monoamino-

oxidasa, pargilina <0.1 mM>, respectivamente. 

Este Ringer de perfusión básico fué modificado, con la presen-

cia de verapamil y/o los tratamientos estimuladores de la liberación 

de transmisores n:• alto, VTR, MN, A-23187, etc>. 

4. Captación del transmisor marcado radioactivamente 

Las terminal es presi nápti cas cuentan con 1 a propiedad de "recap-

turar" a 1 os neurotransmisores que han si do 1 i berados al espacio si-

náptico y llevarlos hasta su interior por medio de Lm sistema de 

transporte activo de alta afinidad, dependiente de sodio y tempera-

tura. Esta propiedad, que es preservada en los sinaptosomas, repre-
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senta la ventaja de que cuando la preparación sinaptosomal es incu­

bada en un medio que contiene a un determinado neurotransmisor que 

ha sido marcado redioactivamente, •ste es captado por la preparación 

y se hace posible seguir su liberación o su misma captación en dife­

rentes condiciones experimentales. Además, como los sitios de captu­

ra de alta afinidad para un determinado neurotransmisor parecen es­

tar localizados en las neuronas qL1e normalmente sintetizan, almace­

nan y liberan a ese neurotransmisor, esta ubicación especifica de 

sitios de captura de alta afinidad dota a las terminales nerviosas 

con la propiedad de poder captar selectivamente al neurotransmisor 

que fisiológicamente liberan <Fonnum y col. 1981, Wilson y col. 

1975>. Evidentemente, esto representa otra ventaja de la preparación 

sinaptosomal, ya que a partir de una población heterog~nea de sinap­

tosomas de cerebro completo, sólo aqu~llos que cuentan con los si­

tios de captura de alta afinidad para el neurotransmisor marcado ra­

dioactivamente, que se suministra a una baja concentración para ac­

tivar los sistemas de remoción de alta afinidad, serán capaces de 

captarlo y liberarlo cuando sean sometidos a las condiciones que 

propician su captación o liberación <Levi y col. 1978, Bradford 

1975>. Una vez introducido el transmisor marcado a las terminales, 

es posible estudiar su liberación bajo diferentes condiciones expe­

rimentales. Así, aprovechando el mecanismo de inactivación del 

transmisor por recaptura, se "cargaron" los sinaptosomas de cerebro 

de ratón o de estriado de rata con ~H-GABA o con ~H-dopamina respec-

tivamente, para despu~s estudiar la liberación de esos neurotransmi­

sores mediante el segL1imiento de la marca radioactiva. 
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Para cargar los sinaptosomas con el neurotransmisor radioactivo 

se procedió como sigue: se tomaron alícuotas de la suspensión de si­

naptosomas en dextrosa 0.32 M y se preincubaron en el medio de cap­

tación <Ringer estándard> durante 10 minutos a 37•c. La composición 

del Ringer de captación fue como sigue <en mM>: NaCl 127, KH2 P04 1.18, 

KCl 3.73, CaCl2 1.8, MgS04 1.19, NaHC03 20. Esta solución contenía 

ácido aminooxiacético 0.1 mM para los experimentos de liberación de 

GABA; o 0.1 mM de pargilina y 0.1 mg/ml de ácido ascórbico como anti­

oxidante para los experimentos de liberación de dopamina. Al término 

de la preincubación, se aWadiO la cantidad necesaria de una mezcla 

de GABA marcado y GABA fria <0.83 µCi, 0.5 µM> para los experimentos 

de liberación de GABA; o una mezcla de dopamina marcada y dopamina 

fría (2 µCi, 0.25 µM> para los experimentos de liberación de dopami­

na. En estas condiciones se incubó la preparación durante otros 10 

minutos más a la misma temperatura con el objeto de que los sistemas 

de alta afinidad dependientes de Na• y temperatura, que están lo-

cal izados en los sinaptosomas, captaran al neurotransmisor respecti­

vo marcado radioactivamente. Una vez captado el neurotransmisor se 

procedió a estudiar su liberación bajo diferentes condiciones expe­

rimentales. 

5. Liberación del Neurotransmisor 

Para estudiar la liberación de ~H-GABA y de ~H-dopamina se si-

guió el método de perfusión continua descrito previamente en Tapia y 

Sitges (1982). Así, al finalizar la incubación, se depositaron alí­

cuotas de aproximadamente 250 µg de proteína sinaptosomal cargadas 
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con el neurotransmisor radioactivo sobre los filtros microporosos de 

0.65 µm. Para eliminar la radioactividad que no habla sido incorpo­

rada a la preparación, se procedió a realizar un lavado al hacer pa­

sar la solución de Ringer que fue empleada para la perfusión inicial 

a un flujo rápido <1 mi/minuto> durante 10 o 12 min, con ayuda de la 

bomba peristáltica. Después de este tiempo de lavado, se procedió a 

colectar cada minuto el perfusado proveniente de cada cámara, duran­

te 6 minutos. Al cabo de este tiempo el medio de perfusión fué reem­

plazado por el mismo medio de perfusión <control! o por éste en pre­

sencia de la variable molecular de prueba. La perfusión después del 

cambio se continuó durante cuando menos 8 minL1tos más. 

Una vez concluida la perfusión de la preparación con los dife­

rentes medios y para la detección del transmisor radioactivo libera­

do, se aKadieron 5 ml del liquido de centelleo, tritosol <Fricke 

19751 a cada una de las fracciones recolectadas. La radioactividad 

contenida en las fracciones recolectadas cada minuto, asi como la 

contenida en los sinaptosomas retenidos en cada uno de los filtros, 

fue cuantificada en un contador Beckman de centelleo liquido. 

Como el sistema de perfusión cuenta con varias cámaras dispues­

tas en paralelo, los efectos de los diferentes tratamientos que esti­

mulan la liberación de transmisores al despolarizar la membrana sinap­

tosomal o bien al incrementar la permeabilidad a algQn i6n en ausen­

cia y en presencia de Ca~· externo, así como los efectos del verapamil, 

de los neurotransmisores no marcados o bien de los bloqueadores de su 

recaptura sobre la liberación de "'H-GABA o de 3 H-dopamina, se pueden 

comparar en alícuotas de una misma preparación sinaptosomal. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

Efecto del verapamil sobre la liberación de GABA inducida por despo­

larización con K• alto •n aus•ncia y presencia de Ca2 • externo 

De acuerdo con la hipótesis del Ca 2 •, cuando las terminales son 

despolarizadas, los canales de ca2• sensibles a voltaje se activan y 

dan acceso al Ca2 • extracelular, el cual de acuerdo a su gradiente 

electroquímico, aumenta transitoriamente la concentración intrater­

minal de Ca 2 • que precede a la liberación del neurotransmisor. Así, 

si el verapamil inhibiera la liberación de los neurotransmisores me­

diante sus efectos antagónicos sobre los canales de Ca 2 •, esperaría­

mos que inhibiera la liberación dependiente de Ca2 • externo estimula­

da por despolarización con K• alto. La figura 1 muestra que la libe­

ración de GABA inducida por K• alto presenta un componente indepen­

diente y un componente dependiente de Ca 2 • externo (Sitges 1989bl. 

El verapamil <20 µMl inhibe ambos componentes de la liberación de 

GABA inducida por K• alto. Como el verapamil no inhibió selectiva­

mente la liberación dependiente de Ca 2 • inducida por K• alto, sino 

que también inhibió la respuesta que .el K• alto induce en ausencia 

de Ca 2 • externo, es difícil suponer que los efectos del verapamil so­

bre la liberación de GABA estén relacionados con un bloqueo de los 

canales de Ca 2 • sensibles a voltaje. 
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Fig 1. Efecto del verapamil sobre la liberación de GABA inducida por despo-

larización con ~:· alto en ausencia y en presencia de Ca 2 ... enterno. Los 

sinaptosomas purificados a partir de cerebro completo de ratón fueron incu-

bados a 37° C durante 10 minutos con ~H-GABA <concentración final Cl. 83 µCi; 

0.5 µMl y perfundidos con un medio con o sin Ca2 ... , como se indica en las 

barras horizontales, en ausencia <•> o en presencia <Ol de verapc-mi l 20 µM. 

A partir del minL1to 7, los sinaptosomas fueron e>:puestos a Ltn medio con una 

1, concentración alta de K ... <37.3 mM> sin Ca2 •. Del minuto 14 al 19, el Ca'"' ... 

estaba presente en el medio de perfL1sión con K• alto. Los datos son la me-

dia ± los errores esténdard de 3 experimentos independientes. Las diferen-

cias entre la respuesta independiente de Ca2 ... inducida por K ... alto en aL1-

sencia y en presencia de verapamil fueron significativas <p ( 0.05l. Las di-

ferencias entre la liberación de ~H-GABA dependiente de Ca2 • inducida por 

K• alto en presencia y en ausencia de verapamil fueron significativas <p < 
0.0005). El porcentaje de "'H-GABA liberado, para esta y las siguientes fi-

guras, se calculó como porciento liberado por minuto de la radioactividad 

+ni-al. 
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Efecto del verapamil sobre la liberación de GABA inducida con vera­

trina en ausencia y presencia de ca2• externo 

Ciertos alcaloides esteroidales neurotóxicos de origen natural 

como la veratrina, también nos permiten despolarizar a las termina­

les presinápticas y estimular la liberación de los neurotransmisores 

res. En sinaptosomas, la veratrina aumenta la permeabilidad al Na• 

CKrueger y Blaustein 1980, Sitges y col. 19871 y tiene la ventaja de 

que estimula la liberación de transmisores en ausencia de ca2• exter­

no CAdam-Vizi y Ligeti 1984, Sitges y col. 19871, lo cual nos permi­

te eliminar la participación de los mecanismos que inducen la libe­

ración de transmisores tras la entrada de Ca2• a través de los ca­

nales de ca2• sensibles a voltaje. La figura 2 muestra que el vera­

pami l inhibe la liberación de ~H-GABA estimulada con veratrina tan­

to en presencia como en ausencia de Ca 2 • externo. Estos datos po­

drlan sugerir que la interacción del verapamil con la membrana si­

naptosomal, modifica el comportamiento de los canales de Na• a los 

que se une la veratrina o modifica algún acontecimiento molecular 

d~sencadenado por la veratrina, pero diflcilmente podrlan sugerir 

un efecto antagonista sobre los canales de Ca2 •, ya que en ausen-

cia de Ca2 • externo se elimina la liberación inducida por la entra­

da de este ión a través de los canales de Ca 2 •. En este contexto es 

interesante mencionar que en células aisladas de la "parte interme­

dia" del cerebro de la rata,.el verapamil, el D-600 y la nifedipina, 

reducen la amplitud de las espigas de Na• y tienen poco efecto so-
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Fig 2. Efecto del verapamil sobre la liberación de GABA indL1cida 

con veratrina en ausencia y en presencia de caz• externo. Los sinap-

tosomas purificados a partir de cerebro de ratón fueron incubados a 

37°c por 10 minL1tos con "H-GABA y p•rfundidos •n pr•sencia d• caz• 

<•en A>, en aL1sencia de Ca2 • <• •n B>J •n pr•••nci• d• Ca2 • y ve-

rapamil 20 )JM <O en A> o en aL1sencia de Ca2 • y presencia de verapa-

mil 20 µM <O en B>. Del minL1to 7 al 12 el medio de perfusión conte-

nía veratrina en una concentración de 20 µg/ml, como lo indica la 

barra horizontal. Los datos son la media± los errores estándard de 

3 experimentos independientes. 
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bre los canales de Ca2 • sensibles a voltaje <Douglas y Taraskevich 

1982). 

Efecto del verapamil sobre la liberación de GABA dependiente de Ca2 • 

inducida por el ionóforo de Ca 2 •, A-23187 

Ya que los datos anteriores sugieren que el verapamil no actúa 

a través de un bloqueo directo de los canales de Ca2 •, y si tomamos 

en cuenta que el verapamil es liposoluble, sus efectos sobre la libe­

ración de GABA podrían estar relacionados con una inhibición de los 

movimientos internos del caz• o de su unión a algún sitio intrater­

minal. Con la intención de explorar esta hipótesis, decidimos estu­

diar el efecto del verapamil sobre la liberación de GABA estimulada 

con A-23187, Este ionóforo, forma un complejo con el Ca~· externo y 

permite su paso a través de la membrana plasmática. Así, el A-23187 

aumenta artificialmente la permeabilidad al caz• pero no involucra a 

los canales de Ca2 •. En consecuencia, si el verapamil inhibiera la 

liberación antagonizando los acontecimientos que desencadena el caz• 

tras su internalización, esperaríamos que el verapamil inhibiera la 

liberación del transmisor inducida con A-23187. La figura 3 muestra 

que la liberación de GABA inducida por A-23187 (5 µMI, que es total­

mente dependiente de caz• externo, no es inhibida en presencia de 

verapami l. Este resultado sugiere qLte los efectos del verapami l so­

bre la liberación de GABA antes observados CFig y 2> no están re­

lacionados con un antagonismo por verapamil del Ca 2 • intracelular. 
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Fig 3. Efecto del verapamil sobre la liberación de ~H-GABA depen-

diente de caz+ inducida por el ionóforo de caz+, A-23187. Los si-

naptosomas puros de cerebro de ratón fueron cargados con 3 H-GABA 

y perfundidos con un Ringer con o sin caz+, como se indica en 

las barras horizontales, y en ausencia <e> o en presencia de ve-

rapami 1 2(1 ~·M (Ol. El A-23187 (5 pMl estaba presente en el medí o 

de perfusión a partir del minuto 7. Los datos son la media ± los 

errores estándard de 3 experimentos independientes. Las diferen-

cías entre la respuesta inducida por el A-23187 en ausencia <e> y 

en presencia de verapamil 20 µM <Ol no fueron significativas. 
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Efecto del verapamil s~bre la liberación de GABA independiente de 

Ca2 • inducida con el ionOfcrc de Na•, monensina 

Con el propósito de seguir explorando la posibilidad de que las 

acciones del verapamil sobre la liberación de GABA estuvieran rela­

cionadas con efectos intraterminales, tras su internalizaciOn a la 

terminal presináptica, tambi~n se estudio el efecto del verapamil 

sobre la liberación de GABA estimulada con el ionOforo de Na• monen­

sina. La figura 4 muestra que el verapamil no modifica la liberación 

de GABA independiente de Ca 2 • externo estimulada con monensina. 

Aunque se ha demostrado que tanto la monensina como la veratrina in­

crementan la permeabilidad al Na• en sinaptosomas <Sitges y col. 

19871, estimulan la liberación de GABA en ausencia de Ca2 • externo y 

ambas requieren de la presencia de Na• externo <Sitges 1989a) el 

verapamil sólo inhibe la liberación inducida por veratrina <Fig 21 

mientras que no altera la inducida por monensina IFig 41. A diferen­

cia de la veratrina, la monensina no estimula la liberD~ión de GABA, 

mediante su interacción con los canales de Na• sensibles a voltaje 

de las terminales nerviosas, pues es un ionóforo de Na• y por lo tan­

to lo internali2a en forma de complejo. Además, la liberación de GA­

BA inducida por monensina no se bloquea con tetrodotoxina <Sitges 

1989al. La comparación del efecto del verapamil sobre la liberación 

de GABA inducida por veratrina y por monensina, nos permite sugerir 

que el efecto inhibitorio del verapamil sobre la respuesta a veratri­

na, no está relacionado con una acción intraterminal desencadenada 

posteriormente a la entrada de Na•, siempre y cuando, el Na• trans-
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Fig 4. Efecto del verapamil sobre la liberaciOn de 3 H-GABA inde-

pendiente de Ca2 • estimulada con el ionoforo de Na• monensina. 

Los si naptosomas pllros de cerebro de ratOn previamente, incubados 

con GABA radioactivo, se perfllndieron con Lln Ringer libre de Ca2 • 

en aL1sencia <•>y en presencia <O> de verapamil 20 J-IM. A partir 

del minllto 7, el Ringer de perfllsion también contenia monensina 

10 J-IM. Los valores son la media ± los errores estAndard de 7 ex-

perimentos independientes. 
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portado por la veratrina y la monensina hacia el citoplasma sea in­

ternalizado y distribuido en la misma proporción. 

Una interacción inespecífica del verapamil con los canales de 

Na• sensibles a voltaje, también podría explicar el efecto inhibito­

rio del verapamil sobre la liberación de GABA inducida con veratrina. 

Sin embargo, el verapamil también inhibe la respuesta a K• alto, 

que no está mediada por los canales de Na• sensibles a voltaje, ya 

que la liberación de GABA inducida por K• alto no se altera con te­

trodoto>: ina (datos no mostrados>. No obstante estos resultados hacen 

difícil proponer una acción inespecífica del verapamil sobre los ca­

nales de Na•, como e>:plicación a sus efectos sobre la liberación de 

transmisores, las evidencias hasta aquí presentadas, hacen más difi­

cil proponer que el verapamil afecta la liberación de GABA mediante 

un bloqueo directo de los canales de caz• sensibles a voltaje. 

Efecto del verapamil sobre la radioactividad total••> de dopamina 

Con objeto de ampliar la caracterización del efecto del verapa­

mil sobre la liberación de otros neurotransmisores, decidimos estu­

diar el efecto de este antagonista del caz• sobre la liberación de 

dopamina estimulada con veratrina, ya que Levi y col. <1980>, encon­

traron que la veratrina aumenta la liberación de neurotransmisores 

radi oacti vi dad total <"'H-GABA total o "'H-dopami na total> es 1 a 

radioactividad retenida por los sinaptosomas incubados con el trans­

misor tritiado después del periodo de lavado. 
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aminoácidos como el GABA, en ausencia de caz• externo, pero requiere 

de la presencia de Ca2 • externo para estimular la liberación de do­

pamina. Sin embargo, encontramos que antes de estimular la libera­

ción de 3 H-dopamina con veratrina, la presencia del verapamil (20 µMI 

en el medio de lavado ya había disminuido 50% la cantidad de ~H-do­

pamina contenida en los sinaptosomas. Contrariamente, el 3H-GABA con­

tenido en los sinaptosomas expuestos al verapamil durante el período 

de lavado, nunca habla resultado significativamente diferente al ~H­

GABA contenido en los sinaptosomas control. Estos datos se ilustran 

en la figura 5, que muestra que la radioactividad total contenida en 

los sinaptosomas control y en los expuestos al verapamil no es signi­

ficativamente diferente en el caso de los sinaptosomas cargados con 

~H-GABA, mientras que la radioactividad total de 3 H-dopamina dismi­

nuyo aproH i madamente un 50'l. en 1 os si naptosomas expuestos al verapa­

mi l. 

Como los efectos terapeL\ticos de muchos antidepresivos se atri­

buyen a la inhibición de la recaptura de las aminas biogénicas por 

las terminales nerviosas, comparamos la ~H-dopamina total de los 

sinaptosomas lavados con el bloqueador específico de la recaptura de 

dopamina, bupropion, con la 3 H-dopamina total de los sinaptosomas 

l avades con ver apami l (utilizamos Lma concentración final de bupro­

pi on 0.1 mM porque aLmque es el único inhibidor específico de la re­

captura de dopamina, es poco potente (Richelson y Pfenning 19841. 

En la figura 6 se muestra que el bupropion disminuye la 3 H-dopamina 

total en un 26'l., y el verapami l en Lln 55'l.. 
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purificados a partir de cerebro completo de ratón, o de cuerpo estriado de ra-
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.como 100%, y las barras negras representan la radioactividad total, expresada 

como porciento del control, de los sinaptosomas e>:pL1estos a verapamil 2C1 pM. 
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mas incubados con "H-GABA y perfundidos en ausencia y presencia de verapamil 

no fue significativa Cp < Cl.28). En cambio, la diferencia entre la radioactivi-

dad total de los sinaptosomas incL1bados con "H-dopamina y perhmdidos en ausen-
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Fig 6. Efecto del verapamil y del bupropion sobre la SH-dopamina 

total durante el periodo de lavado. Los sinaptosomas puros del 

estriado de rata fueron incubados a 37ºC durante 10 minutos con 

3 H-dopamina y perfundidos en ausencia <control) o en presencia 

de bupropion 100 µM o de verapamil 20 µM, durante el periodo de 

lavado, como se indica en la figura 5. La diferencia entre la 3 H-

dopamina total de los sinaptosomas perfundidos en ausencia y en 

presencia de bupropion fue significativa <p<Cl.OOll y la diferen-

cia entre la 3 H-dopamina total de los sinaptosomas perfundidos en 

ausencia y en presencia de verapamil tambi~n fue significativa. 

Los resultados son la media ± los errores estándard de por lo me-

nos 5 determinaciones independientes. 
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También comparamos el 3 H-GABA total de los sinaptosomas lava­

dos con el bloqueador especifico de la recaptura de GABA, el 2,4 

diaminobutirato <DABA> con el 3 H-GABA total de los sinaptosomas la­

vados con verapami 1. La figura 7 muestra qLte la presencia de DABA en 

el lavado, disminuyo en un 26% al 3 H-GABA total y que la presencia 

de verapamil no lo modificó significativamente. 

Estos resultados podrian sugerir que el verapamil es un inhibi­

dor eficaz de la recaptura de dopamina .• pero también podrían deberse 

a un efecto estimulatorio de la liberación de dopamina en respuesta 

al verapamil. 

Efecto del verapamil sobre la liberación basal de 3 H-GABA y de 

3 H-dopamina de sinaptosomas de estriado 

Los resultados de los efectos del verapamil sobre la liberación 

de GABA antes presentados se obtuvieren en si naptosomas de cerebro 

completo de ratón. Sin embargo en los estudios en los que se midió 

la radioactividad total de 3 H-dopamina en presencia de verapamil y 

de bupropion <Figs 5 y 6) se utilizaron sinaptosomas de estriado de 

rata. Como el verapamil no modificó ni la radioactividad total ni la 

liberación de 3 H-GABA en los sinaptosomas de cerebro completo de ra­

tón, decidimos estudiar el efecto del verapamil sobre la liberación 

basal de 3 H-GABA y de 3 H-dopamina, de allcuotas de la misma prepara­

ción sinaptosomal, ya que el estriado también contiene terminales ga­

baérgicas, que permiten estudiar la liberación de 3 H-GABA en sinap­

tosomas purificados a partir de esta estructura. La figura 8 muestra 
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Fig 7. Efecto del DABA y del verapamil sobre el "'H-GABA total 

durante el periodo de lavado. Los sinaptosomas purificados a 

partir de cerebro de ratón fueron incubados con "'H-GABA y per-

flindidos en ausencia (control> o en presencia de DABA 100 µM o 

de verapamil 20 pM, dLirante el período de lavado. La diferen-

cia entre el "'H-GABA total de los s.inaptosomas perfundidos 

en ausencia y en presencia de DABA fue significativa <p( 

0.001>, mientras que la diferencia entre el "'H-GABA total de 

los si naptosomas perfundi dos en aLtsenci a o en presencia de ve-

rapamil no fLte signi.ficativa <p<0.28>. Los resultados son la 

media ± los errores estAndard de por lo menos 9 determinacio-

nes independientes. 
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Fig e. Efecto del verapamil sobre la liberación basal de "H-GABA y 

de ~H-dopamina de sinaptosomas del estriado. Los sinaptosomas de 

estriado de rata fueron incube.dos durante 10 minutos a 37°C, en 

presencia de "H-GABA o de "H-dopamine. respectivamente, y perfLindi-

dos con Ltn Ringer de composición normal. Después de 7 minutos de 

una liberación basal estable, los sinaptosomas cargados con dopa-

mina <O> o con GABA <•> fueron expuestos a un Ringer normal que 

contenía verapamil a una concentración de 20 ~·M. Los resultados son 

la media ± los errores esténdard de 4 e>:perimentos independientes. 
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que, en sinaptosomas purificados de estriado de rata, el verapamil 

no afecta la liberación basal de 3 H-GABA mientras que aumenta consi­

derablemente la liberación basal de 3 H-dopamina. 

Efecto del DABA y del bupropion sobre la liberación basal de GABA 

y de dopamina 

Como el bloqueador selectivo de la recaptura de GABA, el DABA, 

aumenta la liberación basal de 3 H-GABA de sinaptosomas de cerebro de 

ratón y el bloqueador selectivo de la recaptura de dopamina, el bu­

ropion, aumenta la liberación basal de 3 H-dopamina de sinaptosomas 

de estriado de rata CFig 9>, el hallazgo de que el verapamil aumenta 

la liberación basal de dopamina, podria tambi~n sugerir que el vera­

pamil estuviera inhibiendo la recaptura de esta monoamina cerebral. 

En consecuencia era necesario encontrar una estrategia para distin­

guir entre los efectos mediados por estimulación de la liberación del 

neurotransmisor y los mediados por inhibición de su recaptura. 

Homointercambio de aminoácidos transmisores 

El fenómeno de homointercambio descrito exclusivamente para 

aminoácidos transmisores, consiste en estimular la liberación del 

neurotransmisor radioactivo previamente captado por la preparación, 

con un exceso del mismo transmisor no radioactivo. Este fenómeno se 

dice que está mediado por el acarreador que recaptura al aminoácido 

transmisor ya que se bloquea en presencia de inhibidores selectivos 
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Fig 9. Efecto del DABA y del bllpropion sobre la liberaci 6n basal de 

"'H-GABA y de "'H-dopamina. Los sinaptosomas pllrificados a partir de 

cerebro de ratón o del estriado de rata i'Lleron incL1bados durante 10 

minLttos a 37°C en presencia de "'H-GABA.o de "H-dopamina respectiva-

mente, y peri'Llndidos con un Ringer normal. A partir del minuto 7, 

el Ringer contenía ademas DABA 100 )JM <en Al o bllpropion 100 µM <en 

Bl. Los resultados son la media± los errores estándard de 3 deter-

minaciones independientes en A y de 6 determinaciones en B. 
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de su recaptura <Levi y col. 1976, Levi y Raiteri 1978). La figura 

1C1 muestra el incremento en la liberación del "'H-GABA previamente 

captado por los sinaptosomas de cerebro de ratón, cuando éstos son 

expuestos a un exceso de GABA frío (1C1 pM>. En la figura 10, también 

se ilustra que la presencia del bloqueador selectivo de la recaptura 

de GABA, el DABA, impide la estimulación de la liberación inducida 

por homointercambio. 

Homointercambio de dopamina 

Como la liberación de GABA no mediada por homointercambio, es 

decir, la estimL1lada con K"" alto o con veratridina, no es inhibida en 

presencia de DABA <Levi y col. 1976>, el homointercambio podría re­

presentar una buena estrategia para e>:plorar si un aumento en la li­

beración de un neurotransmisor está o no mediado por una inhibición 

de SLI recaptura. AunqL1e el fenómeno de homointercambio no ha sido 

estudiado en el caso de las aminas biogénicas neurotransmisoras, es 

evidente que éstas son captadas por las terminal es nerviosas 

<Richelson y Pfenning 1984>. 

Con el propósito de encontrar una manera de distinguir si el 

efecto del verapamil sobre la liberación basal de ~H-dopamina, esta­

ba relacionado con una inhibición de SLI recaptura o con Llna estimL1-

laciOn de su liberación, empezamos por probar si el fenómeno de ho­

mointercambio también se manifestaba con esta amina biogénica. Sor­

presivamente, la presencia de dopamina fria 10 pM, estimuló notable-
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Fig 10. Efecto del DABA sobre la liberación de "'H-GABA estimulada 

por homointercambio con GABA frío. Los sinaptosomas de cerebro de 

ratón fL1eron incubados c:on "'H-GABA y perfundidos con un Ringer 

libre de Ca2 •, que contenía EGTA 100 µM, en ausencia <e> o en pre-

senc:ia <O> de DABA 100 µM. Del minuto 7 al 14, el Ringer de per-

fusión tambi~n contenía GABA frío 10 µM. Los resultados son la 

media ± los errores estándard de 4 experimentos independientes. 
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mente la salida de la dopamina radioactiva previamente captada.por 

la preparación <FiQ 11), 

En sinaptosomas de cobayo Sihra y Nicholls <1987>, encontraron 

que cuando los sinaptosomas son incubados con el transmisor radioac­

tivo por periodos largos, mayores a 60 minutos, la liberación de &4C­

GABA estimulada con K• alto aumenta su dependencia por el Ca"'• enter­

no. En sinaptosomas incLlbados por periodos cortos, de 5 minutos, di­

chos autores encontraron que la 1 i beraci ón de ••c-GABA es ti mulada 

con K+ alto era independiente de la presencia de Ca2 • e>:terno. Con 

base en estos resultados concluyen que el ••c-GABA liberado de manera 

dependiente de Ca"'•, proviene de la poza vesiculada y el que no re­

quiere de Ca•• e>:terno, proviene de una po2a citosólica, que a tiem­

pos cortos no llega a equilibrarse con l.~ po2a vesiculada, También 

proponen que la liberación independiente de ca=• en respuesta a des­

polarizaciones, prolongadas occurre por una reversión del acarreador 

de GABA. Como la dopami na es un neL1rotransmi sor que se encLtentra en 

vesículas, decidimos estudiar si la incubación prolongada de los si­

naptosomas del estriado de rata con dopamina tritiada, modificaba la 

liberación de "H-dopamina estimulada por dopamina fria lCI µM. La 

figL1ra 12 muestra que la liberación de "H-dopamina inducida por do­

pami na fria es ligeramente menor en los si naptosomas i nc:ubados dL1-

rante 60 minutos que en los incubados durante 10 minutos. 

Como el inhibidor de la recaptura de GABA, el DABA, inhibe el 

homointercambio de GABA CFig 10>, decidimos estudiar si el bloquea­

dor de la recaptura de dopamina, bupropion, inhibia la liberación de 

3 H-dopamina inducida por dopamina fria de sinaptosomas incubados du-
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Fig 11. Homointercambio de dopamina. Los sinaptosomas purificados a 

partir del estriado de rata fueron incubados a 37ºC durante 10 minu-

tos con 3 H-dopamina y perfundidos con un Ringer normal. A partir del 

minuto 7, el Ringer de perfusión también contenía dopamina fria 10 

)JM. Los resultados son la media ± los errores esténdard de 5 experi-
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Fig 12. Efec:to del bupropion sobre la liberac:ión de "'H-dopamina estimulada 

por homointerc:ambio con dopamina fria. Los sinaptosomas del estriado de rata 
1 ;. 

fueron inc:ubados c:on "'H-dopamina a 37ºC dL1rante 10 minutos <Al o dLtrante 60 

minutos <Bl y perfundidos c:on un Ringer normal en ausenc:ia <e> o en presen-

c:ia (Ol de bupropion 100 µM. Del minuto 7 al 14 el Ringer de perfusión tam-

bi~n c:ontenia dopamina fria 10 µM. Las diferenc:ias entre la "'H-dopamina li-

berada por homointercambio c:on dopamina fria en los 2 tiempos de inc:ubac:iOn 

fueron si. gni f i ca ti vas <p <o. 05 en 1 os minutos del 11 al 14 l; de 1 a misma 

forma, las diferenc:ias entre la inhibic:ión con bupropion de la respuesta de 

"H-dopamina estimulada por homointerc:ambio en los 2 tiempos de inc:ubac:ión 

fueron signific:ativas <p < (1.05 en los minutos del 9 al 13l. Los resultados 

son la media ± los errores esténdard de 2 determinac:iones independientes. 



rante 10 y 60 minutos. La figura 12 muestra qlle el bllpropion es 

igualmente efectivo para inhibir el homointercambio de dopamina en 

los sinaptosomas incubados dllrante 10 y 60 minutos. 

Asi como el inhibidor de la recaptllra de GABA, el DABA, inhibe 

el homointercambio de GABA, el bloqueador de la recaptllra de dopami­

na, bupropion, inhibió el homointercambio de dopamina. Se ha pro­

pL1esto que el fenómeno de homointercambio está mediado por el aca­

rreador que fisiológicamente inactiva al neurotransmisor al recaptL1-

rarlo de la hendidllra sináptica. Si esto es así, esperaríamos que 

aquellos fármacos que actúan bloqueando selectivamente la recaptura 

de un neurotransmisor, i nhi bi eran su homoi ntercambi o, 

El verapamil no inhibe el homointercambio de dopamina 

Para probar si el verapamil estimulaba la liberación basal de 

3 H-dopamina a través de Lln bloqueo de su recaptura, corno lo hace 

el bupropion, estudiamos el efecto del bllpropion y del verapamil so­

bre la liberación de 3 H-dopamina estimulada por homointercambio con 

dopamina fria. Estimulamos primero la liberación basal de 3 H-dopamina 

con bupropion o con verapamil y sobre esta liberación probamos la 

estimlllaciOn con dopamina fria. De esta forma tratamos de disminuir 

la pérdida de radioactividad caL1sada por el bupropion y el verapamil 

cuando son aKadidos desde el lavado. La figura 13 muestra que el bu­

propion inhibe la liberación inducida por homointercambio con 10 µM 

de dopamina fria. No obstante, este inhibidor selectivo de la recap­

tura de dopamina, incrementa por si mismo la radioactividad liberada 
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Fig 13. Efec:to del verapami 1 y del bL1propi on sobre la li ber ac:i On de "H-dopa-

-·mina estimulada por homointercambio con dopamina fría. Los sinaptosomas del 

estriado de rata fL1eron incubados con "'H-dopamina durante 60 minL1tos a 37ºC 

~ perfundidos con un Ringer normal. A partir del minuto 7 el Ringer normal CA, 

control> fue sustituido por un Ringer normal que contenía bupropion 300 pM o 

por un Ringer normal que c:ontenía verapamil 20 pM <C>. Del minuto 13 al 19 ca-

_.da medio tambit!n c:ontenía dopamina fría 10 pM. Los resL1ltados son la media± 

los errores esténdard de 3 experimentos independientes por duplic:ado. 



(Fig l3B>. En contraste, la liberación de 3 H-dopamina inducida por 

homointercambio con dopamina fria, se sobrepone al incremento en la 

liberación de 3 H-dopamina en respuesta al verapamil <Fig 13C>. Estos 

datos sugieren que, a diferencia del bupropion, el verapamil no es­

timula la liberación basal de 3 H-dopamina mediante la inhibición de 

la recaptura del transmisor. 

Efecto del verapamil sobre la liberación de "'H-dopamina estimulada 

con veratrina 

Con el fin de seguir caracterizando el efecto del verapamil so­

bre la liberación de "H-dopamina y en vista de qL1e el verapamil 

afectó de forma diferente la liberación basal de "H-GABA y de "H-do­

pamina <Fig 8>, decidimos probar el efecto de este antagonista de 

calcio sobre la liberación de "H-dopamina y de "H-GABA, estimuladas 

con veratrina en sinaptosomas de estriado de rata, ya que el verapa­

mi l inhibió la liberación de "H-GABA estimulada con veratrina en si­

naptosomas de cerebro de ratón, cuando se a~adi6 desde el lavado. En 

la figura 14 se muestra el efecto opuesto del verapamil sobre la li­

beración de "H-dopamina y de "'H-GABA estimulada con veratrina en si­

naptosomas del estriado de rata. Aunque el verapamil aladido desde 

el lavado ~s un poco más efectivo para inhibir la liberación de GABA 

(comparar Fig 2A con Fig 14B>, el verapamil añadido simultáneamente 

con la veratrina también inhibe significativamente la liberación de 

"'H-GABA, mientras que estimula considerablemente la liberación de "'H­

dopamina en respuesta a veratrina. 
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Fig 14. Efecto del verapamil sobre la liberación de "H-dopamina y de 

"H-GAEIA estimuladas con veratrina. Los sinaptosomas del estriado de 

rata fueron incubados durante 10 minutos a 37ºC con "H-dopamina <A> 

o con "H-GABA <B) y perfllndidos con lln Ringer normal, A partir del 

minuto 7, el Ringer también contenía veratrina 20 µg/ml (•) o bien 

la misma dosis de veratrina más verapamil 20 ~·m (Q). Los resultados 

son la media ± los errores estándard de 4 e>:perimentos independien-

tes en A y de 3 experimentos independientes por duplicado en B. 



Como se ha evidenciado en los resultados de las figuras 5, 8 y 

14, el verapamil tiene efectos opuestos sobre la liberación basal y 

estimulada de ~H-GABA y de 3 H-dopamina. Estos efectos opuestos po-

drian explicarse si el verapamil estuviera afectando la liberación 

de ambos neurotransmisores a trav~s de mecanismos diferentes. Con el 

propósito de estudiar esta posibilidad, realizamos una curva de in-

hibición de la liberación de GABA en respuesta a la estimulación 

con veratrina, por concentraciones crecientes de verapamil, y una 

curva del efecto de concentraciones crecientes de verapamil sobre la 

liberación basal de 3 H-dopamina. 

Inhibición por verapamil de la liberación de GABA estimulada con 

veratrina 

En la figura 15 se muestra la curva de inhibición por verapamil 

de la liberación de 3 H-GABA en respuesta a veratrina. En esta curva 

encontramos que la concentración de verClpamil que causa el 5(1Y. de 
,,'i 

11 inhibición de la liberación de 3 H-GABA inducida con verC1trina es 25 

¡ ,, µM, este valor es si mi lar al VC\lor ICeo <22¡.iM> reportado por Carvalho 

y col. <1986bl, para la liberación de GABA inducida por potasio alto 

en si nC1ptosomas. 
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INHIBICION POR VERAPAMIL DE 
LA RESPUESTA A VERATRINA 

10-& 
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Fig 15. CLirva de inhibición por verapamil de la respL1esta de "'H-GABA 

a veratrina. Los sinaptosomas pLlrificados de cerebro completo de ra-

ton fueron incubados durante 10 minL1tos a 37°C con 3 H-GABA y perfLm-

didos con un Ringer normal qL1e contenía verapamil en dosis de 5, 15, 

3(1 y 50 pM respectivamente. Durante los últimos 8 minutos de perfu-

si On, el Ri nger contenía además veratri di na 2c1 pM. Los puntos en la 

curva representan el porciento de 3 H-GABA liberado con cada concen-

traciOn de verapamil, menos su liberación basal. El valor ICeo en-

centrado para esta curva fue de 25 pM. Los resultados son la medí a ± 

los errores estándard de 4 experimentos independientes. 



-:se-

El verapamil estimula la liberaciOn basal de dopamina de manera de­

pendiente de la dosis 

En la figura 16 se muestra la curva dosis-respuesta del efecto 

del verapamil sobre la liberación basal de ~H-dopamina. En esta cur­

va encontramos que la concentración de verapami 1 que estimula en un 

SO~ la liberación basal de ~H-dopamina es de 4.5 µM, este valor es 

diferente a 1 a dosis efectiva media C25 µM> encontrada para 1 a i nhi -

biciOn por verapamil de la liberación de GABA estimulada con veratri­

na, lo cual sugiere que el verapamil afecta la liberación de GABA y 

de dopamina a través de mecanismos diferentes, además, los efectos 

opuestos del verapamil sobre la liberación basal y estimulada de do­

pami na y de GABA, sugieren diferencias en 1 os mecanismos subyacentes 

a la liberación de las aminas biogénicas y de los aminoácidos trans­

misores. 
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Fig 16. Curva dosis-respuesta del efecto del verapamil sobre la liberación ba­
sal de 3 H-dopamina. Los sinaptosomas del estriado de rata fueron incubados 
durante 10 minutos a 37ºC con 3 H-dopamina y perfundid6s con un Ringer normal. 
Durante los últimos 8 minutos de perfusión, el Ringer contenía verapamil a do­
sis de 0.375, 1.25, 3.75, 7.5, 12.5 y 37.5 µM respectivamente. Los puntos en 

-la curva representan el porciento de 3 H-dopamina liberada con cada concen­
tración de verapamil, menos su liberación basal. El valor EC50 encontrado pa­
ra esta curva fue de 4.5 µM. Los resultados son la media ± los errores están­

~dard de 3 experimentos independientes. 
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VI. CONCLUSIONES. 

Los resultados de los efectos del verapamil sobre la liberaciOn 

de transmisores en sinaptosomas presentados en este estudio, no se 

ajustan a los esperados de un bloqueador de los canales de ca=• sen­

sibles a voltaje. La inhibición por verapamil de la liberación de 

GABA independiente de calcio que indL\ce la veratrina, podría suge­

rir qL\e la interacción del verapamil con la membrana sinaptosomal, 

modifica el comportamiento de los canales de Na• a los que se une la 

veratrina o modifica algún evento molecular desencadenado por la 

veratrina pero, como en ausencia de ca=• externo se elimina la libe­

ración inducida por la entrada del ca=• a través de los canales de 

caz+, difícilmente podría sugerir un bloqueo de los canales de Ca2 • 

sensibles a voltaje. 

También es dificil proponer que el efecto inhibitorio del ve­

rapamil sobre la liberación de GABA inducida con veratrina, esté 

mediado por una interacción inespecifica del verapamil sobre los ca­

nales de Na• sensibles a voltaje, debido a que el verapamil también 

inhibe la liberación de GABA en respuesta a K• alto, la cL\al no es­

tá mediada por los canales de Na• sensibles a voltaje, ya que no 

es sensible a tetrodotoxina. 

Otro argLlmento en contra de que el efecto del verapamil sobre 

la liberación estimulada de GABA se deba al bloqL1eo de los canales 

de calcio sensibles a voltaje, es qLle el verapamil, además de inhi-
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bir la liberación de ~H-GABA dependi•nt• de C••• inducid• por K• al­

to, tembitn inhibe la respuesta que el K• alto induce en ausencia 

de Ca2 • externo. 

Aunque la dosis efectiva media de verapamil necesaria para in­

hibir la liberación de GABA estimulada por K• alto, que reportan 

Carval he y col. ( 1986b l es de 22 µM, valor muy similar al encontra­

do por nosotros para inhibir la liberación de GABA estimulada por 

veratridina !25 µMl, las concentraciones de verapamil que bloquean 

la captura de 49Ce2 • en sinaptosomas !Norris y col. 1983l, estén en 

el rango nanomolar. Como a las concentraciones nanomolares el vera­

pami l no modifica la liberación de GABA estimulada por despolariza­

ción con K• alto o con veratridina, esto tampoco sugiere que los 

efectos del verapamil sobre la liberación de GABA estén mediados 

por un bloqueo de los canales de calcio sensibles a voltaje. 

Aunque no podemos descartar que el verapamil, que es liposolu­

ble, ejerza SLIS efectos sobre la liberación de GABA mediante una 

inhibición de los movimientos internos del Ca2 • o de su unión en 

algún sitio intraterminal, el hallazgo de que el verapamil no inhi­

ba la liberación de GABA inducida por el ionóforo de Ca 2 • A-23187, 

hace dificil proponer que los efectos inhibitorios del verapamil 

sobre la liberación de GABA, estén relacionados con una acción an­

tagónica del verapamil sobre la unión del calcio a sitios intrater­

minales que intervengan en el proceso de la liberación de los neu­

rotransmisores. Asimismo, el hallazgo de que el verapamil inhiba la 

liberación de GABA inducida por veratrina, pero no inhiba la libe­

ración inducida por monensina, nos permite sugerir que su efecto 
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inhibitorio sobre la respuesta a veratrina, no esta relacionado con 

una acción intraterminal desencadenada posteriormente a la entrada 

de Na•• siempre y cuando el Na• transportado por la veratrina y la 

monensina hacia el citoplasma se internalice y distribuya en la mis­

ma forma. 

La estimulación de la liberación basal de dopamina que induce 

el verapamil y su efecto inhibitorio sobre la liberación estimulada 

de GABA, no parecen estar mediados por el mismo mecanismo de acción, 

ya que la concentración de verapamil que causa el 50% de inhibición 

de la liberación de 3 H-GABA inducida con veratridina (25 µM>, es 

diferente a la dosis efectiva media (4.5 µM>, encontrada para la 

estimulación de la liberación basal de 3 H-dopamina por verapamil. 

AdemAs, el verapamil no parece afectar un mecanismo común del pro­

ceso de la liberación de los neurotransmisores, como seria el me­

diado por el bloqueo de los canales de calcio sensibles a voltaje. 

En otras palabras, no podemos suponer que la dopamina liberada en 

respuesta al verapamil inhiba directamente la liberación de GABA 

estimulada con veratridina, ya que a una concentración de 10 µM el 

verapamil ejerce su má>:ima respuesta sobre la liberación basal de 

dopamina y a esta concentración sólo inhibe ligeramente la libera­

ción estimL1lada de GABA. Tampoco podemos sL1poner que la inhibición 

con verapamil de la liberación estimulada de GABA está propiciando 

el aumento de la liberación basal de dopamina, ya que a concentra­

ciones de verapamil que no son suficientes para modificar la libera­

ción ni basal ni estimulada de GABA, el verapamil aumenta marcada­

mente la liberación de dopamina. Por otro lado, no podemos desear-
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tar que las diferencias entre los efectos del verapamil sobre la 

liberación de GABA y de dopamina que aquí se presentan, se deban a 

diferencias en los mecanismos subyacentes a la liberación de las 

aminas biogénicas y de los aminoécidos neurotransmisores. 

Aunque el verapamil disminuye la cantidad de ~H-dopamina total 

de forma similar a como la disminuye el bloqueador de la recaptura 

de dopamina, bupropion, y ambos compuestos estimulan la liberación 

basal de dopamina, no parece que estos efectos del verapamil se de­

ban a la inhibición de la recaptura de dicha monoamina, ya que el 

incremento en la liberación de ~H-dopamina inducido con dopamina 

fria es inhibido con bupropion, y no es sensible al verapamil. 

Las concentraciones de verapamil que se han encontrado en el 

liquido cefaloraquídeo de pacientes maniacos son del orden nanomo­

lar (Doran y col. 19851. No obstante, dado que el verapamil es li­

posoluble, estas concentraciones no necesariamente reflejan la con­

centración de verapamil que se alcanza en la fracción membrana! del 

sistema nervioso. Aunque no podemos proponer que los efectos del 

verapamil sobre la liberación de neurotransmisores encontrados en 

est~ trabajo sean responsables de su eficacia como antimaniaco, es­

tos hallazgos apoyarían la hipótesis de que una alteración dopami­

nérgica debe estar ~sociada con algunos componentes del síndrome 

maniaco <Post y col. 19801. Ademés Raiteri y col. (19781, siguiendo 

un procedimiento muy similar al nuestro, encontraron que el halope­

ridol, un neuroléptico tradicional, estimula la liberación basal de 

dopamina en sinaptosomas de estriado de rata, a concentraciones mi­

cromolares. 
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Aunque los resultados de este trabajo, amplian la caracteriza­

ción de los efectos del verapamil sobre la liberación de los neuro­

transmisores, el mecanismo de acción del verapamil que subyace a 

tales efectos (y a sus efectos terap~uticosl aún no ha sido escla­

recido, por lo que actualmente estamos desarrollando en el labora­

torio otros esh1dios dirigidos a e>:plorar los mecanismos de acción 

subyacentes a estos efectos del verapamil. 
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