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1- ANTECEDENTES GENERALES 

La comunicación entre las células nerviosas se lleva a cabo en ciertas zonas 

denominadas sinapsis. En estas estructuras se pueden dar tres tipos de transmisión: 

eléctrica, química o ambas. 

En la sinapsis química, el espacio entre las membranas pre y postsináptica 

(espacio intersinóptico), evita la difusión directa de la corriente despolarizante 

propagada por el axón, hacia la siguiente neurona. En su lugar, las terminales 

nerviosas liberan a la hendidura sinóptica, una sustancia denominada neurotransmisor; 

que a su vez, incidirá sobre receptores específicos ubicados en la región postsináptica 

(Kuffler y cola, 1984). 

La invasión de la terminal nerviosa por un potencial de acción, conlleva una onda 

despolarizante de la membrana de la terminal (Bradford, 1988). Este potencial de 

acción consta de dos etapas secuenciales. La primera, es un incremento de la 

conductancia al Na', por la apertura de los canales de sodio sensibles a voltaje (CSSV), 

lo que provoca la despolarización de la membrana por la entrada de Na' al Interior 

celular; posteriormente un incremento de la conductancia al K' por la apertura de los 

canales de potasio sensibles a voltaje y la salida de K" de la célula, revierte el efecto 

despolarizante derivado del aumento en la permeabilidad al Na*. Finalmente, las 

concentraciones de Na` y K' en ambos lados de la membrana, es restablecida por la 

bomba NalIK', pues ésta mete al K+ y saca al Na' del interior celular, a contragradiente, 

con gasto de ATP (Kandel y cola, 1991). 

Por lo general, la comunicación entre las neuronas es de naturaleza 

electroquímica. La parte eléctrica de la comunicación nerviosa está relacionada con 

las corrientes iónicas que fluyen a través de la membrana por medio de canales, que 

modifican el potencial de ésta y la parte química se relaciona con los 

neurotransmisores que se liberan de las terminales nerviosas en respuesta a los 
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cambios en el potencial eléctrico de la membrana. Estos transmisores químicos, tienen 

receptores específicos que producen una respuesta en la postsinapsis. 

En cuanto a las propiedades eléctricas de la membrana de las neuronas, éstas 

resultan de una diferencia de potencial transmembranal. La diferencia de potencial 

entre el interior y el exterior de la membrana depende de los gradientes de 

concentración jónica y de la permeabilidad relativa de la membrana a los distintos 

iones. En la membrana en reposo, la permeabilidad al W es mucho mayor que al Na', 

por lo tanto, los iones W tienden a abandonar la célula a favor de su gradiente 

electroquímico, lo que produce un potencial eléctrico negativo en el interior celular 

con respecto al exterior. Es la disposición de los iones de 	en ambos lados de la 

membrana, lo que determina en gran medida la diferencia de potencial de ésta. Pero 

otros iones como el Na*, el Cl-  y el Ca» también contribuyen de manera secundaria en la 

determinación de este potencial. En ese sentido, la ecuación de Goidman considera 

tanto las concentraciones como las permeabilidades relativas de todos los iones en 

conjunto (Kuffler y cols, 1984) para calcular el potencial de membrana de la siguiente 

manera: 

E=RT In %al h11.1Q+NIK12+1_2_1' 
F 	+PK[Kli+Rci[C110 

Donde E es el potencial de membrana, R es la constante de los gases (8.31 

joules(J)/degimol), T es la temperatura absoluta en grados kelvin (°C -273.2), F es la 

constante de Faraday (96,500 coulombs(C)/mol) y P es la permeabilidad relativa (Hills y 

Catterall, 1994). 

La diferencia de potencial de una membrana en reposo puede perturbarse en dos 

sentidos: hiperpolarizarse, cuando el interior se hace aun más negativo con respecto al 

exterior y despolarizarse, cuando el interior se hace positivo con respecto al exterior. 

Además del estímulo eléctrico, la despolarización puede. provocarse 

experimentalmente por (véase la ecuación de Goldman): 1) aumento de la 
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concentración externa de IV, 2) disminución de la permeabilidad al K' (noxiustoxina, 4-

aminopiridina), 3) aumento en la permeabilidad al Na' (monensina, veratridina, toxinas 

de escorpiones) y 4) aumento en la permeabilidad al Ca" (ionóforo A23187). Todas 

estas condiciones producen o aumentan la liberación do neurotransmisores (Sitges, 

1993). 

El concepto tradicional de los fenómenos que conducen a la liberación de los 

neurotransmisoree, establece que la fusión de la membrana presináptica con 

membranas de las vesículas en las que se almacena el neurotransmisor, en zonas 

delimitadas de contacto, provoca la expulsión de paquetes o "cuantos" de muchos 

miles de moléculas de neurotransmisor a la hendidura sináptica mediante un proceso 

denominado exocitosis (Bradford, 1988). Cuando la membrana de la terminal se 

despolariza por la entrada de Na' vía los CSSV, las proteínas que conforman a los 

canales de calcio sensibles a voltaje, sufren un cambio conformacional, que permite a 

los iones Cae' entrar al citoplasma desde el exterior, a favor de su gradiente 

electroquímico. Según la "hipótesis del calcio", el aumento en la concentración 

intraterminal de este catión, dispara la liberación del mensajero químico (Katz y Miledi, 

1967). 

Como se puede ver, en los fenómenos de propagación del impulso nervioso a 

través del axón, así como en la despolarización de las terminales sinápticas que 

desencadena la liberación del neurotransmisor, participan de manera determinante los 

CSSV (Fig 1), entidad molecular que a continuación se describe: 

la- CANAL DE SODIO SENSIBLE A VOLTAJE 

El CSSV es el responsable del flujo de Na' durante la fase inicial del potencial de 

acción en las células nerviosas, en el músculo esquelético y en el músculo cardiaco. 

Las características del CSSV fueron descritas inicialmente en 1952 por Hodkin y 

Huxley. 
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Figura 1. Localización de las zonas con mayor densidad 
de canales de sodio sensibles a voltaje en las neuronas. 

El incremento en la permeabilidad al Na' durante la despolarización en el axón 

gigante de calamar, es bifásica. Es decir, cuando el axón es despolarizado, la 

permeabilidad al Na' se incrementa de manera importante para después de 1 

milisegundo regresar a su nivel basal. Hodkin y Huxley (1952) describen esta conducta 

bifásica en términos de dos procesos que controlan la función del CSSV: el primero, la 

activación, controla la dependencia al voltaje del incremento de la permeabilidad al Na' 

durante la despolarización, y el segundo, la inactivación, controla la tasa del retorno 

subsecuente de la permeabilidad al Na' a su nivel basal durante una despolarización 

mantenida. 



De esta manera, puede decirse que el CSSV presenta tres estados o grupos de 

estados: en reposo, activo e inactivo. El estado en reposo y el inactivo, son no 

conducentes de la corriente de Na*. Los experimentos de fijación de voltaje definen 

tres propiedades funcionales esenciales del CSSV: activación e inactivación 

dependientes de voltaje y transporte jónico selectivo (Catterall, 1986). 

El análisis electroforético de la preparación purificada del CSSV en gel con 

dodecil sulfato de sodio (SDS) y 0-mercaptoetanol reveló que el CSSV está constituido 

de tres subunidades: la subunidad a de 260 kDa, la 01 de 36 kDa y la 02 de 33.3 kDa. La 

comparación de geles con SDS de muestras desnaturalizadas con y sin reducción de 

puentes disulfuro por 13-mercaptoetanol, mostraron que la subunidad a y la subunidad 

02 están unidas covalentemente por puentes disulfuro. Los tres polipéptidos comigran 

como un complejo de 329 kDa bajo condiciones nativas con una estequiometría de 

1:1:1 (Catterall y cols, 1988). 

Las subunidades 01 y 02 son similares en tamaño, pero difieren en otros 

aspectos. La 01 puede ser marcada por derivados de toxinas de escorpión mientras 

que la 02 no (Sharkey y cols, 1984). La 02 está unida a la subunidad a por puentes 

disulfuro mientras que la 01 no. Finalmente, los mapas proteoliticos de las dos 

subunidades por medio de cuatro diferentes proteasas, muestran patrones de 

digestión distintos (Messner y Catterall, 1985). 

Numerosas evidencias giran en torno a manifestar que la subunidad a es un 

polipéptido transmembranal y que además su superficie extracelular es glucosilada. 

Todas las secuencias conocidas de esta subunidad contienen cuatro dominios de 231 a 

237 aminoácidos con una gran homología, cada uno de los cuales, por análisis de 

hidrofobicidad, presenta seis segmentos transmembranales (Kallen y cok, 1994). Las 

subunidades 81 y 02 también son altamente glucosiladas (alrededor dei 30% de su 

masa son carbohidratos) y al parecer sólo están expuestas al medio extracelular 

(Messner y Catterall, 1985), aunque recientemente por el análisis del DNA() que 



codifica para la subunidad 131, se observó la presencia do una secuencia líder y un 

único segmento transmembranal, lo cual sugiere que una porción pequeña de esta 

subunidad se extiende hacia el citoplasma (Isom y cols, 1992). 

Todo parece indicar que la subunidad a, es el canal por el que el Na* atraviesa la 

membrana plasmática. Entre los cationes inorgánicos monovalentes, el orden de 

permeabilidad a través del CSSV, es el siguiente: Na* Pe 	> K' > Rb' > Cs* (Hille, 1972). 

lb- FARMACOLOGIA DEL CSSV 

Las técnicas de fijación de voltaje proveen de información detallada sobre la 

naturaleza de la corriente de Na* mediada por el CSSV, pero estas técnicas son 

solamente aplicables a membranas intactas. El estudio bioquímico del canal de sodio 

ha sido facilitado por el uso de numerosas neurotoxinas que se unen con alta afinidad y 

especificidad al CSSV y alteran sus propiedades (Catterall, 1986). 

Un gran número de toxinas biológicas ejercen sus efectos tóxicos al modificar las 

propiedades del CSSV. Estas incluyen a las guanidinas heterocíclicas tetrodotoxina y 

saxitoxina; a los compuestos policíclicos liposolubles veratridina, aconitina, 

batracotoxina y grayanotoxinas; y a polipóptidos tóxicos aislados del veneno de 

escorpiones, nematocistos de anémonas y corales y de algunos moluscos (Catterall, 

1980; Kallen y cols, 1994). 

TOXINAS QUE INHIBEN AL CSSV 

La tetrodotoxina (TTX) (Fig 2) es una guanidina heterociclica encontrada 

originalmente en los ovarios y el hígado de peces del género Gymnodontes y más 

recientemente en algunas especies de tritones, pulpos, ranas y gobios (Brown y 

Mosher, 1963; Crono y cola, 1976; Kim y cola, 1975; Sheumack y cola, 1978; Noguchi y 

Hashimoto, 1973). la vivo, la TTX tiene efectos tóxicos sobre los sistemas 

neuromuscular, cardiovascular y respiratorio (Kao, 1966; Evans, 1972; Narahashi, 
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1974). Es probable que estos efectos se deban al bloqueo del potencial de acción por la 

toxina. Algunos experimentos en el axón gigante del calamar mostraron que en bajas 

concentraciones (10' M) la TTX bloquea selectivamente la permeabilidad al Na* 

causada por la despolarización, sin afectar la permeabilidad al IV' (Narahashi y cola, 

1964; Nakamura y cols, 1965). La acción de la TTX es reversible después de lavada la 

preparación (Narahashi y cola, 1964). La toxina ea inactiva cuando es perfundida 

dentro del axón gigante, lo quo indica que el receptor se encuentra únicamente en la 

parte externa del canal (Narahasi y cola, 1966). Estos hallazgos son consistentes con 

una interacción reversible de la TTX con un sitio receptor localizado en la cara 

extracelular del CSSV. Las curvas de inhibición hiperbólicas indican que la unión de 

una molécula de toxina es suficiente para inhibir un CSSV (Catterall, 1980). 

OH 

Figura 2. Estructura de la tetrodotoxina (TTX). 

La saxitoxina (STX), como la TTX, es una guanidina heterocíclica. La saxitoxina es 

producida por dinoflagelados del género Gonyaulax  sp. y se encuentra en grandes 

concentraciones en almejas, mejillones y otros moluscos que los consumen. En 

términos generales, la STX presenta los mismos efectos y características de la TTX 

(Catterall, 1980). 

La unión de [3H]-TTX a su sitio receptor, es desplazada por STX (Colquhoun y 

cola, 1972; Barnola y cola, 1973), y la unión de [3H]-STX también es desplazada por TTX 

(Henderson, 1973). Estos experimentos proveen de evidencia sólida acerca de que 
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estas dos toxinas se unen al mismo sitio en el CSSV. Múltiples resultados indican que la 

TTX y la STX se unen de la misma manera al CSSV en su estado en reposo, activo o 

inactivo, lo que sugiere que el sitio receptor a estas toxinas no está en el componente 

sensible a voltaje (Cattcrall, 1980). Estos resultados refuerzan la hipótesis de Kao y 

Nishiyama (1965) en la cual proponen que la s-rx y la TTX bloquean el transporte Jónico 

directamente. 

Un polipéptido pequeño aislado del molusco Conus geographicus, la µ-

conotoxina también al parecer se une a este mismo sitio en el canal y provoca los 

mismos efectos que las toxinas anteriores (Rallen y cols, 1994). 

TOXINAS LIPOSOLUBLES QUE MODIFICAN LA ACTIVACION E INACTIVACION DEL 

CSSV 

Varios compuestos liposolubles aislados de diversas especies de plantas y de 

ranas tropicales, han demostrado efectos muy notorios sobre las membranas 

excitables. Los más profundamente estudiados son la veratridina, la batracotoxina, la 

aconitina y las grayanotoxinas (Catterall, 1980). 

El alcaloide esferoideo veratridina (Fig. 3), es el más potente de una mezcla de 

alcaloides producidos por plantas de la familia Lilaceae. La veratridina tiene un amplio 

espectro farmacológico: causa contracción muscular, impulsos nerviosos repetitivos y 

arritmias cardiacas (Krayer y Acheson, 1946). Los efectos pueden adscribirse a la 

alteración del CSSV, que provoca una hiperexcitabilidad y despolarización de 

membranas excitables. Straub (1954) mostró que la veratridina causa despolarización 

de células nerviosas por incremento de la permeabilidad al Na.. Después se demostró 

que la veratridina, modifica las propiedades de la fracción sensible a voltaje del CSSV 

(Ulbricht, 1969) y aumenta la [Na`], (Deri y Adam-Vizi, 1993). Por las modificaciones en 

las propiedades dependientes del voltaje del canal, la veratridina hace la inactivación 

100 veces más lenta, y cambia la dependencia al voltaje de la activación a valores más 

negativos del potencial de membrana, de tal forma, que una fracción de los CSSV 
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modificados, son activos al potencial de membrana en reposo. Así, la despolarización 

de células excitables por la veratridina, se debe a dos efectos: al bloqueo de la 

inactivación y al cambio do la activación a valores más negativos del potencial de 

membrana. La permeabilidad inducida por la veratridina, es bloqueada por TTX de 

manera no competitiva (Ulbricht, 1969; Straub, 1954; Catterall, 1975a), lo que da 

sustento a la conclusión de que la veratridina modifica las propiedades de la fracción 

de los canales de Na* que participan en la generación del potencial de acción en las 

neuronas, además del hecho de que la TTX y la veratridina se unen a sitios diferentes 

en el CSSV. 

OH 

Figura 3. Estructura de la veratridina 

La batracotoxina es un alcaloide esteroideo que se encuentra en la piel de la 

rana colombiana Phyllobates aurotaenia y especies relacionadas. La aconitina, es un 

alcaloide producido por la planta Aconitum napellus y las grayanotoxinas I, II y III son 

toxinas contenidas principalmente en plantas miembros de la familia Ericaceae 

(Catterall, 1980). 

Los mecanismos de acción de todas estas toxinas liposolubles, incluyendo a la 

veratridina, son semejantes. En todos los casos la dependencia al voltaje de la 

activación del CSSV se cambia a valores más negativos del potencial de membrana 

(Khodorov, 1978; Ulbricht, 1969; Seyama y Narahashi, 1973;). La veratridina, la 
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batracotoxina, la aconitina y las grayanotoxinas, bloquean completamente la 

inactivación de los canales transformados y alteran la selectividad fónica del CSSV 

(Khodorov, 1978; Mozhayeva y cols, 1977; Ulbricht, 1969; Hironaka y Narahashi, 1977). 

Además, por experimentos en células de neuroblastoma en los que se han demostrado 

interacciones competitivas entre estas cuatro toxinas liposolubles (Cattera11,1977; 

Catterall, 1975b), se sabe que actúan sobre el mismo sitio en el CSSV. 

En resumen, hasta hoy se propone que el CSSV presenta seis sitios de unión a 

toxinas. El sitio receptor I, une TTX, STX y p-conotoxina, lo cual inhibe el transporte 

fónico. Este sitio puede localizarse dentro o en el extremo externo del poro (subunidad 

a) del CSSV. El sitio receptor II, une a la veratridina, a la batracotoxina, a la aconitina y 

a las grayanotoxinas. Puesto que estas toxinas alteran tanto la activación como la 

inactivación, este sitio puede ser localizado sobro una región del CSSV importante para 

estos dos procesos dependientes del voltaje. El sitio receptor II, puede cambiar de 

conformación durante la activación e inactivación dei canal, ya que los ligandos para 

este sitio, modifican la activación, bloquean la inactivación y causan activación 

persistente por unirse más fuertemente al estado (o estados) activo del CSSV 

(Catterall, 1980). 

El sitio receptor III, une polipéptidos aislados del veneno de escorpiones 

norafricanos (a-toxinas) y de nematocistos de anémonas. Estas toxinas disminuyen o 

bloquean la inactivación del CSSV. También aumentan la activación persistente por las 

toxinas liposolubles que actúan sobre el sitio II. La afinidad de unión de estas toxinas 

marcadas con 'I es reducida por despolarización. Estos resultados indican que las 

toxinas se unen a una parte del canal de sodio que participa en la inactivación. 

Las p-toxinas aisladas de escopiones americanos, tal como la Tityus-y-toxina, se 

unen al sitio IV del canal (Catterall, 1986), que se postula, se localiza en la parte 

extracelutar. La unión de estas toxinas con su sitio receptor en el CSSV, provoca 

alteraciones en la dependencia del voltaje de la activación del mismo (Kirsch y cola, 
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1989). En contraste, con las toxinas que se unen al sitio III, las p-toxinas de escorpión, 

no afectan alostéricamente la acción de las toxinas que se unen al sitio II. 

Los sitios V y VI, se les asigna a aquellas toxinas que no se unen a los otros sitios 

antes mencionados. La brevetoxina se une externamente al sitio V, y aumenta los 

efectos de las toxinas que se unen al sitio II y no compiten con los polipéptidos que 

actúan sobre el sitio III (Atchinson y cola, 1986; Poli y cola, 1986). Una toxina aislada 

del coral Goniopora sp se une al sitio VI y evita la inactivación, sin competir con las 

toxinas que se unen al sitio II (Gonoi y cola, 1986). 

Se sabe también que los anestésicos locales y los antiarrítmicos tipo I, 

interactúan sobre uno o varios sitios receptores localizados en la fase acuosa o lipidica 

de la membrana. En ambos casos, estas drogas provocan una inhibición de la actividad 

del canal de sodio, este efecto se aumenta cuando las membranas son estimuladas 

repetidamente (Hille, 1977; Woosley, 1991). 

Ic- REGULACION DEL CSSV 

La neuronas, como todas las células en general, presentan múltiples 

mecanismos que les permiten controlar su repertorio proteico. Dichos mecanismos van 

desde el control mismo de la expresión de proteínas, hasta interacciones covalentes o 

no covalentes de estas moléculas cuando ya están expresadas. Hasta la fecha, se ha 

planteado que dos mecanismos celulares, que actúan cuando la proteína ya está 

expresada, tienen efectos sobre la actividad del CSSV. Uno, es el del proceso de 

fosforilación-desfosforilación de proteínas y el otro es el de una modulación alostérica 

a partir de interacciones con otras proteínas, que hoy se piensa, es un mecanismo 

controlado principalmente por la calmodulina y/o el citoesqueleto. A continuación se 

describen estos dos procesos y su influencia sobre los CSSV. 
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FOSFORILACION DE PROTEINAS 

La fosforilación de proteínas es un mecanismo generalizado en la regulación de 

la actividad biológica (Nestler y Greengard, 1994). Una proteína cinasa, su sustrato y 

una fosfatasa, constituyen un sistema de fosforilación de proteínas. Las estructuras 

sinápticas son muy ricas en tales sistemas y existen múltiples evidencias de que 

muchos aspectos de la función sináptica son regulados por fosforilación reversible de 

proteínas sinápticas (Rodnight y Wofchuk, 1992). 

Las proteínas cinasas son clasificadas de diferentes maneras. Una clasificación 

se hace a partir del aminoácido al cual estas enzimas unen covalentemente el grupo 

fosfato. De esta manera se conocen como proteínas cinasas de serina y treonina, las 

que fosforilan sustratos proteicos sobre residuos de serina y treonina, o como 

proteínas cinasas de tirosina, aquellas que fosforilan a sus sustratos en residuos de 

tirosina. La mayoría de la fosforilaciones de proteínas, ocurren en residuos de serina 

(más del 95%), una pequeña cantidad sobre residuos de treonina (3 a 4%); y muy poca 

(menos del 1%) en residuos de tirosina. En todos los casos, la cinasa cataliza la 

transferencia del grupo fosfato y-terminal del ATP, al grupo hidroxilo del residuo de 

aminoácido respectivo con requerimiento de Mg' para que se lleve a cabo la reacción. 

En la mayoría de los casos, las cinasas de serina/treonina se activan por segundos 

mensajeros, tales como el monofosfato de adenina cíclico (AMPO), el monofosfato de 

guanina cíclico (GMP,), el Cae, y algunos fosfolípidos (Nestler y Greengard, 1994). Y es 

a partir de estos requerimientos, que se constituye otra clasificación, que aquí se toma 

como base para describir a las cinasas siguientes, principalmente aquellas que 

presentan mayor importancia para la fisiología del cerebro: 

PROTEINAS CINASAS DEPENDIENTES DE NUCLEOTIDOS CICLICOS 

En el cerebro de los mamíferos existen dos tipos distintos de proteínas cinasas 

dependientes de nucleótidos cíclicos, la proteína cinasa dependiente de AMPO  (PKA) y 

la proteína cinasa dependiente de GMPO  (PKG) (Nairn y cols, 1985). 
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Proteína cinasa dependiente de AMPO  

La PKA existe como un tetrámero compuesto de dos tipos diferentes de 

subunidades. Dos reguladoras (R) y dos catalíticas (C). La unión del AMP, a las 

subunidades R provoca su disociación del tetrámero, lo que libera las dos subunidades 

con capacidad catalítica. El cerebro contiene altos niveles de esta enzima y entre las 

proteínas neuronales fosforiladas por ella están: la sinapsina I, la proteína III, el DARP-

32, el receptor nicotínico de acetilcolina, el receptor 8-adrenérgico, la tirosina 

hidroxilasa, neurofilamentos, la guanilato ciclasa, la fosfodiesterasa de nucleótidos 

cíclicos y la GAGA-modulina. Así como también, canales de potasio y el CSSV (Nairn y 

cola, 1985). 

Proteína cinasa dependiente de GMP„ 

La PKG es un dímero con dos subunidades idénticas que contienen un dominio de 

unión a GMP„ y un sitio catalítico. La unión del GMPo  no conduce a la disociación de las 

dos subunidades. La PKG presenta una baja distribución en el tejido nervioso y pocos 

sustratos conocidos (Nestier y Greengard, 1994). 

PROTEINAS CINASAS DEPENDIENTES DE CALCIO 

Entre las proteínas cinasas dependientes de calcio se encuentran, las activadas 

por Ca' en unión con calmodulina , llamadas proteínas cinasas dependientes de Ca2.  y 

calmodulina, y las proteínas cinasas que también dependen de Ca2+ pero además de 

fosfolípidos tales como el diacilglicerol, la fosfatidilserina y otros. 

Proteínas cinasas dependiente de Ca' y calmodulina 

El cerebro contiene 5 tipos de proteínas cinasas dependientes de Ca»  y 

calmodulina, con diferentes propiedades. Estas son, la fosforilasa cinasa, la cinasa de 

la cadena ligera de la miosina (MLCK) y las proteínas cinasas dependientes de Cal" y 
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calmodulina I, II y III. Estas enzimas, a excepción de la proteína cinasa dependiente de 

Cae' y calmodulina II (CAMPK II), fosforilan un número limitado de sustratos bajo 

condiciones fisiológicas y por lo tanto, intervienen en pocas de las respuestas 

mediadas por Ca' en el sistema nervioso (Nestler y Greengard, 1994) 

La CAMPK II tiene una amplia distribución en el cerebro y se le denomina 

"proteína cinasa multifuncional", ya que regula gran parte de las respuestas mediadas 

por calcio en buen número de tipos neuronalos. Esta enzima contiene un dominio 

regulador, que en estado de reposo, se une e inhibe al sitio catalítico. Esta inhibición 

desaparece cuando el complejo Ca'/calmodulina se une al dominio regulador. Se han 

encontrado varias isoformas de esta enzima con masa entre 50 kDa y 60 kDa (Nestler y 

Greengard, 1994). 

En contraste con las otras cinasas dependientes de Ca" y calmodulina, las 

isoenzimas de la CAMPK II presentan muchos sustratos específicos asignados. Los 

sustratos de esta enzima incluyen a la sinapsina I, la proteína-2 asociada a 

microtúbulos (MAP-2), la glicógeno sintotasa, la proteína tau, las tirosina y triptofano 

hidroxilasas, la proteína mielínica básica, la proteína ribosomal 56 y la fosfodiesterasa 

de nucleótidos sensible a Ca" y calmodulina (Nairn y cola, 1985). 

Proteínas cinasas dependientes de Ca' y fosfolípidos 

Las otras proteínas cinasas dependientes de Ca», las activadas por Ca" junto 

con diacilglicerol, fosfatidilserina u otros fosfolípidos, se denominan proteínas cinasas 

dependientes de Ca»  y diacilglicerol o proteínas cinasas C (PKC). Se han clonado 

múltiples formas de PKC y se conoce que en el cerebro existen, al menos siete 

subespecies de esta enzima. Estas variantes presentan diferentes propiedades 

reguladoras y distribución celular. Por ejemplo, tienen distinta afinidad por Ca" y 

diacilglicerol. Sin embargo, estas enzimas son consideradas isoformas, ya que 

presentan la misma especificidad de sustratos. La PKC, existe bajo condiciones 

fisiológicas como un polipéptido de 80 kDa. Cada polipéptido contiene un dominio 

14 



regulador, que en estado do reposo se une al dominio catalítico, y lo inhiben. Esta 

inhibición es revertida cuando el Ca' y el diacilglicerol se unen al dominio regulador 

(Nestler y Greengard, 1994). 

Además de las proteínas cinasas reguladas por U', AMP, y GM130., se han 

identificado otras clases de proteínas cinasas de serinaltreonina (Nairn y cola, 1985). 

Estas son reconocidas regularmente por los sustratos que fosforilan, pero no han 

mostrado tener influencia significativa en los fenómenos de regulación neuronal. 

Ejemplos de estas proteínas cinasas son: las cinasas de caseína I y II, las cinasas 

asociadas a microtúbulos I, II y III, la cinasa de rodopsina, la cinasa de 

neurofilamentos, etc. (Nestler y Greengard, 1994). 

Finalmente se hará mención de las cinasas de tirosina. En este grupo existen 

tanto enzimas citosólicas como la src, proteínas nucleares, como la cinasa de la 

descarboxilasa de ornitina y proteínas que son receptores de factores de crecimiento 

con actividad intrínseca de cinasas de tirosina. Estos últimos, son los mejores 

caracterizados de la familia y tienen una topología molecular similar. Esto es, 

presentan un dominio extracelular de unión al ligando, una sola región transmembranal 

hidrófoba y un dominio citoplásmico, en el que reside la actividad de cinasa de tirosina 

(Robles-Flores,1993). 

INHIBIDORES DE LAS PROTEÍNAS CINASAS 

Una de las estrategias más utilizadas para determinar el papel de la fosforilación 

en distintas respuestas celulares, es la utilización de inhibidores de la actividad de las 

cinasas y las fosfatasas (Hidaka y Kobayashi, 1994). 

A la fecha, existe una gran diversidad de inhibidores de proteínas cinasas. 

Dentro de estos inhibidores podemos encontrar a la 1-(5-isoquinolinesulfoniI)-2-

metilpiperazina (H-7), la cual exhibe una selectividad relativa por la PKC, con una Ki  de 

6 pM (Hidaka y cola, 1984), pero también inhibe a la PKA (K, de 3 pM) y a la PKG (K, de 

15 



5.8 pM),entre otras. El H-7 no presenta efecto inhibidor sobre la CAMPK II (Hidaka y 

Kobayashi, 1994). Los análisis cinéticos revelan que la inhibición de la PKC por H-7, es 

competitiva con ATP; lo que demuestra que el H-7 inhibe a las cinasas, directamente 

sobre el sitio catalítico y no por medio de una interacción con el sitio regulatorio de la 

enzima (Hidaka y Kobayashi, 1992). 

De gran relevancia en el estudio de la CAMPK II, el inhibidor sintético KN-62 [1-

[N,0-bis(1,5-isoquinolinesulfoni1)-N-metil-L-tirosil]-4-phenil-piperazinah ha resultado 

ser un inhibidor específico de esta enzima (K, de 0.9 pM). Para determinar el 

mecanismo de la inhibición de la proteína cinasa, fue medida la habilidad del KN-62 

para competir con la unión de la calmodulina y el ATP con la enzima. Las pruebas 

doble-recíprocas, demostraron que el KN-62 inhibe a la enzima do una manera 

competitiva con calmodulina y no competitiva con ATP (Hidaka y Kobayashi, 1992). 

Otro inhibidor de proteínas cinasas es la estaurosporina (alcaloide aislado de 

Streptomyces sp.). La estaurosporina, es un inhibidor muy efectivo de la PKC. La K, de 

la estaurosporina para esta enzima es de 1 nM a 3 nM. (Kase y cola, 1987; lida y cola, 

1989 y Kobayashi y cols, 1989b). Sin embargo, la estaurosporina inhibe otras proteínas 

cinasas, que incluyen a la PKA (K, do 8 nM)(Kobayashi y cola, 1989a), a la fosforilasa 

cinasa (Hannun y cols, 1986), a la pp60v-src (K, de 6 nM) (Kobayashi y cols, 1989a) y a 

las cinasas de los receptores a EGF e IGF (Hannun y cola, 1986). 

También existen compuestos catalogados como anticalmodulínicos, que 

presentan efectos inhibidores sobre distintas cinasas. Obviamente, por su propia 

actividad anticalmodulínica, inhiben a las cinasas dependientes de esta proteína, pero 

como se verá en detalle más adelante, a concentraciones relativamente altas, estos 

compuestos también inhiben a la PKC. 

DESFOSFORILACION DE PROTEINAS 

El estado de fosforilación de los sustratos, depende tanto de la actividad de las 

S 	 cinasas como de la actividad de las fosfatasas. Con base en el residuo aminoácido 
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sobro el cual actúan, las fosfatasas como las cinasas, se dividen en dos tipos: las que 

hidrolizan el fosfato unido a serina o treonina y las que hidrolizan al fosfato unido a 

tirosina. Estas últimas, fueron descritas recientemente y el conocimiento que se tiene 

de ellas es escaso. Además, la subunidad catalítica de la familia de las fosfatasas de 

serina y treonina es totalmente diferente a la de las fosfatasas de tirosina, y por ende, 

no parecen estar relacionadas (Robles-Flores, 1993). 

Una fosfatasa de proteínas, es una fosfoesterasa. Esta enzima, cataliza la 

hidrólisis de un grupo fosfato unido a un residuo de aminoácido hidroxilado de una 

proteína. Las fosfatasas de serina y treonina se agrupan en dos clases: las fosfatasas 

de proteínas tipo 1 y las tipo 2. Las fosfatasas tipo 1, desfosforilan selectivamente la 

subunidad p de la fosforilasa cinasa y son inhibidas por concentraciones nanomotares 

del inhibidor de fosfatasas tipo 1 o 2, mientras que las fosfatasas de proteínas tipo 2, 

desfosforilan selectivamente la subunidad a de la fosforilasa cinasa y son Insensibles a 

los inhibidores tipo 1 y 2. Este tipo de fosfatasas, también son identificables por sus 

requerimientos de cationes divalentes (Nairn y cola, 1985). 

Cohen y su grupo (1982) que habían determinado cuatro tipos de actividad de 

fosfatasas en el músculo, también las encontraron en el cerebro (Cohen, 1982; 

Ingebristen y cols 1983). Se han aislado cuatro fosfatasas del cerebro, entre las cuales 

está una fosfatasa dependiente de Ca" y calmodulina (posiblemente fosfatasa 2B) y 

una dependiente de Mg" y ATP (presumiblemente fosfatasa 1) (Nestler y Greengard, 

1994). 

La fosfatasa mejor caracterizada en el cerebro es la fosfatasa 2B, también 

llamada calcineurina. La calcineurina ha sido aislada de homogenados de cerebro de 

bovino. Tiene una masa molecular de aproximadamente 80,000 daltones y está 

compuesta de dos subunidades, una subunidad de 60,000 daltones y otra subunidad de 

15,000 daltones. La subunidad de 60 kDa se une ala proteína de 15 kDa (aceptora de 

Ca") pero también puede unirse a la calmodulina. Se ha sugerido que la subunidad de 

60 kDa es la subunidad catalítica de la enzima y que puede ser activada de dos formas: 

1 
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por calcio en interacción con la subunidad de 15 kDa o por un complejo 

Ca'icalmodulina; en cuyo caso, este complejo se une directamente a la subunidad 

catalítica, es decir, la de 60 kDa. 

El ácido okadaico es un ácido graso poliéter producido por varias especies de 

dinoflagelados (Dinophysis fortii y Dinophysis ocuminata), que es extraído de esponjas 

marinas que los consumen como Halichondria okadaii (de ahí su nombre) y 

Halichondria melanodocia. Este compuesto inhibe potentemente, a las fosfatasas 1 y 

2A a concentraciones nanomolares, y a una concentración mayor (5 pM) también inhibe 

a la fosfatasa 2B (Cohen y cols, 1990). 

CALMODULINA 

La calmodulina es una proteína termo y ácido estable, que se caracteriza por ser 

una molécula receptora de Cal*. La calmodulina se encuentra en todas las células 

eucariontes y su secuencia de aminoácidos ha permanecido conservada a través de la 

evolución. Esta proteína participa en el control de un gran número de enzimas 

activadas por Ca2+. 

El complejo Ca'icalmodulina actúa por dos vías: directamente sobre un sistema 

efector, tal como la ATPasa de Ca' o indirectamente sobre un sistema regulador, como 

pudiera ser una proteína cinasa (Klee y cola, 1980). 

Aunque la calrnodulina es ahora identificada con este nombre, había sido 

referida como: proteína activadora, proteína moduladora, o como proteína reguladora 

dependiente de Ca'. La calmodulina ha sido purificada y caracterizada de múltiples 

tejidos de mamíferos, entre los que se incluye el cerebro. La masa molecular de esta 

proteína inferida de su secuencia de aminoácidos es de 16,970 daltones y existe 

primariamente como un monómero (Klee y cola, 1980). 
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Los primeros en demostrar que el Ca" se une a la calmodulina fueron Teo y Wang 

(1973). Los estudios posteriores demostraron que la calmodulina une 4 moles de Ca 

por mol de proteína con alta afinidad. Los valores de K1, para la unión Ca"-calmodulina, 

son generalmente cercanos a 104  M aunque en condiciones de baja fuerza iónica, so 

encuentra una K„ de 10'7. Es conocido que la calmodulina puede adquirir múltiples 

conformaciones según el número de iones U" a los que se encuentre unida. En teoría, 

existen 16 diferentes estados conformacionalea de la calmodulina, lo cual aunado al 

hecho de que la estructura de la calmodulina se encuentre muy conservada, indica que 

los cuatro dominios de unión a Ca" son importantes para las distintas funciones de la 

proteína. Es decir, que diferentes clases de proteínas electoras, interactúan con la 

calmodulina en diferentes grados de ocupación por Ca"(Klee, 1988). 

Existen evidencias de que la calmodulina actúa como un regulador Ca" 

dependiente del metabolismo de los nucleótidos cíclicos, el transporte de calcio, la 

fosforilación y desfosforilación de proteínas y la función del citoesqueleto. Para ello, la 

calmodulina activa isoenzimas de la adenilato ciclasa, la fosfodiesterasa de 

nucleótidos cíclicos, la Cae'-Mg" ATPasa, la calcineurina, la oxido nítrico sintetasa y 

diversas proteínas cinasas. Entre las proteínas del citoesqueleto a las cuales se une 

predominantemente la calmodulina están: la MAP-2, la fodrina (espectrina), las 

MARCKS, la neuromodulina, la neurogranina, el caidesmon, la aducina, la proteína tau 

y la tubulina (Gnegy, 1993). 

Anticalmodullnicos 

Existen diferentes fármacos que interaccionan con la calmodulina e interfieren 

con su actividad. Entre estos se encuentra, la (14-(6-aminohexil)-6cloro-1-

naftalenesulfonamida] (W-7) (Fig 4), que se une a la calmodulina de una manera calcio 

dependiente y así inhibe procesos que requieren de calmodulina (Hidaka y col, 1981). 

En altas concentraciones, el W-7 también inhibe a la PKC de manera competitiva con 

fosfolípidos (K, de 60 	(Tanaka y cola, 1982; Schatzmann y cola, 1983). 
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02NH(C112)6NH2 

Figura 4. Estructura de la [N-(6-amlnohex19-5cloro-l-naltalenesuffonamIda] (W.0 

Otro anticalmodulínico es la esfingosina (Fig 5), lípido de 18 carbonos 

habitualmente utilizado como inhibidor de la PKC (IC" de 80 pM) (Ogawara y cols, 

1986; Hannun y Bell, 1989). Ahora se sabe que la esfingosina también inhibe funciones 

dependientes de calmodulina. Por ejemplo, inhibe a la CAMPK II (IC50  en presencia de 

100 nM de calmodulina = 4.8 pM), a la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) y 

a la fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, estas dos últimas con una IC" cercana a 

35 pM (Jefferson y Schulman, 1988). 

Aunque la esfingosina es estructuralmente muy diferente a los otros 

anticalmodulínicos, como las fenotiazinas, los antihistamínicos, los agentes a-

adrenérgicos o los anestésicos locales, todos estos poseen un carácter hidrófobo y un 

residuo básico, características también presentes en la esfingosina (Jefferson y 

Schulman, 1988). 

CH3(CH2)12 
H 

NH2 

OH 

  

    

H 
HO 

Figura 5. Estructura de kr esfingosina 

La trifluoperazina (Fig 6) es una fenotiazina, generalmente utilizada como 

anticalmodulínico. La trifluoperazina en presehola de Ca" se une a la calmodulina por 4 

equivalentes con un intervalo de afinidad entre 4.5 pM y 5.8 pM (Massom y colo, 1990). 

20 



La unión de este fármaco sintético a la calmodulina, determina un cambio 

conformacional en ésta y por lo tanto, una inhibición de procesos activados por 

calmodulina (Klee, 1988). La trifluoperazina, también inhibe a la PICO con un ICso  de 35 

pM, y al igual que los anticalmodulínicos antes descritos, bloquea la actividad de esta 

enzima al interactuar con su dominio regulatorio (Schatzmann y cola, 1981). 

CF3 
i 
CH2CH2CH2- 	- CH3 

Figura B. Estructura de la trffluoperazins 
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II- INTRODUCCION 

El CSSV es una proteína transmembranal de gran importancia para la fisiología 

do las células excitables y en particular, para las neuronas. En las células nerviosas, 

los CSSV se encargan do propagar el potencial de acción a través del axón, además de 

promover, finalmente, la despolarización de las terminales nerviosas, que deriva en la 

liberación del neurotransmisor. Existen múltiples evidencias que indican que el CSSV 

está sujeto a modulación por distintos mecanismos de control celular. 

La subunidad a del CSSV es fosforilada en cinco distintos sitios por la PKA (Costa 

y cois, 1982). Estos sitios también se han encontrado en canales de sodio de 

sinaptosomas (Costa y Callaran, 1984a) y de neuronas (Rossie y cola, 1987). También 

la PKC fosforila tanto a subunidades a purificadas, como a CSSV de sinaptosomas 

(Costa y Catterall, 1984b). No se encontró evidencia de que la CAMPK II fosforile la 

subunidad a del CSSV(Costa y cols, 1982). 

Pero aunque es muy precisa la información acerca do donde se ubican los sitios 

de fosforilación de la subunidad a de los CSSV; no se sabe cuál o cuáles son las 

consecuencias de este proceso. No se ha podido establecer con toda claridad, de que 

manera afecta la fosforilación a la actividad fundamental del CSSV, que es la de 

promover la entrada de Na* al interior celular, despolarizando a la membrana 

plasmática. Existe evidencia de que la captura de nNa4  provocada por toxinas se 

reduce en presencia de activadores de la PKA en sinaptosomas (Costa y Catterall, 

1984a) y que la fosforilación del canal por esta enzima, provoca una reducción de la 

corriente de sodio, entre un 40% y un 80%, en el nodo de Ranvier (Seelig y Kending, 

1982) y también en neuronas (Li y cola, 1992). Pero cuando las subunidades a del CSSV 

so expresan en oocitos de Xenopus sp, se ha encontrado de manera contrapuesta, 

tanto un aumento (Smith y Goldin, 1992), como una disminución (Gershon y cola, 1992) 

de la corriente de sodio, debido a la activación de la PKA. 
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En cuanto a la activación de la PKC, ésta resulta en una reducción de la corriente 

de sodio en neuronas (Numann y cola, 1991), en células do neuroblastoma (Linden y 

Routtenberg, 1989), en células satélite de ratón (Numann y cola, 1994) y en 

subunidades a expresadas en oocitos de Xenopus sp (Schreibmayer y cola, 1991). Pero 

por otra parte, los anticalmodulínicos trifluoperazina y W-7, en altas concentraciones 

(en las cuales inhiben la actividad de la PKC), bloquean la corriente de sodio, en el 

axón gigante del calamar (Ichikawa y cola, 1991). Aunque también se ha visto que la 

cloropromazina bloquea al CSSV por una interacción con el mecanismo de compuerta 

(Bolotina y cols, 1992) y que el CGS 93438 bloquea la corriente de Na' en células PC12 

(Neuhaus y Reber, 1992), ambos compuestos también presentan actividad 

anticalmodulínica, pero no inhiben a la PKC. 

Finalmente, en cuanto a la desfosforilación del CSSV, en estudios in vitro se 

encontró que el CSSV es desfosforilado por diferentes actividades fosfatasas de una 

fracción soluble aislada del cerebro de la rata (Chen y cola, 1995), sin establecerse, 

hasta ahora, la relevancia fisiológica de este proceso. 

Como se ve, no se termina de establecer claramente cómo se regulan los CSSV, 

o bien, si existen distintos CSSV sobre los cuales, los mecanismos regulatorios antes 

descritos, presentan una influencia diferencial. En este sentido, el que pudieran existir 

distintos CSSV, ya es sugerido, por el hecho de la diversidad de subunidades a 

clonadas (Kallen, 1994). 

En virtud de que la fosforilación y desfosforilación de proteínas, así como la 

calmodulina juegan un papel muy importante en la fisiología de la sinapsis, y debido a 

que el CSSV es una proteína transmembranal muy importante para el funcionamiento 

de la parte presináptica; el objetivo de este trabajo es el de determinar cuál es el 

efecto de la activación e inhibición de las proteínas cinasas y de los anficalmodulínicos 

sobre los cambios en la [Na'], que provoca la veratridina en terminales nerviosas 

aisladas (sinaptosomas) del cerebro de ratón. Este objetivo general se desglosa en dos 

objetivos particulares: 
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1- Determinar los efectos de la activación e inhibición de las proteínas cinasas A y C, 

sobre los cambios en la [Na'], provocados por la veratridina, en terminales nerviosas de 

ratón. 

2- Caracterizar los efectos de los anticalmodulínicos sobre la modificación de la [Na'], 

inducida por la veratridina en sinaptosomas. 
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III- MATERIALES Y METODOS 

Obtención do los sinaptosomas puros de cerebro de ratón 

Los sinaptosomas para cada ensayo, fueron obtenidos del cerebro sin cerebelo 

de cuatro ratones albinos, cepa CD1 (machos), con una edad entre 9 y 13 semanas; 

siguiendo, con ligeras modificaciones, el método de Hajós (1975). 

Después de sacrificar a cada animal, se extrajo el cerebro y se colocó en una 

solución isotónica de sacarosa 132 M previamente enfriada en hielo. Posteriormente, 

los cerebros se pesaron y se homogeneizaron con sacarosa 0.32 M en un 

homogenizador Thomas tipo B de vidrio con pistón de teflón, con espacio libre de 0.13 

a 0.18, con 6 golpes a 2,000 revoluciones por minuto (rpm), en hielo. 

El homogenado cerebral se centrifugó a 3500 rpm por 10 minutos, en una 

centrífuga Sorvall RO 58 Plus con rotor Sorvall SS-34. El sobrenadante se vertió en un 

nuevo tubo, desechando el botón y se centrifugó a 9,500 rpm durante 20 minutos. El 

botón resultante, se disolvió en 4.5 ml de sacarosa 0.32 M, los cuales se vertieron 

lentamente en un cojín de 20 ml de sacarosa 0.8 M y se centrifugaron a 8,500 rpm 

durante 25 minutos. Se obtuvo un gradiente del que se eliminaron inicialmente las dos 

bandas más superficiales, es decir, la banda de sacarosa 0.32 M y la banda de mielina. 

Posteriormente se extrajeron 15 ml de la banda sinaptosomal y se mezclaron 

lentamente con 45 ml de sacarosa 0.32 M, en hielo. Como último paso de separación, 

esta mezcla que contenía los sinaptosomas purificados, se centrifugó a 12,000 rpm 

durante 15 minutos. 

Medios de suspensión 

Se preparó un medio Ringer completo (MC) que contenía (en mM): 147 de NaCI, 

1.18 de KH2PO4, 3.73 de KCI, 1.8 de CaCl2, 1.18 de MgSO4, 20 de HEPES pH 7.4 y 11.20 

de glucosa. También se preparó un medio Ringer sin sodio (MSS) en el cual el sodio fue 
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sustituido por n-metil-D-glucamina y otro medio carente de calcio donde además se 

agregó 200 pM de EGTA (MSCE). 

Cargado de los sinaptosomas con SBFI 

El botón de sinaptosomas se resuspendió en 2.125 ml de MSS. De estos, se tomó 

una alícuota de 1.5 ml a la que se les añadieron 500 pi de una solución do albúmina 

sérica bovina al 0.4%. Posteriormente, los sinaptosomas, fueron cargados con SBFI 

(sodium-binding benzofuran isophtalate), un indicador fluorescente de la [Nal,.(Minta y 

Tsien, 1989) de acuerdo al método descrito por Deri y Adam-Vizi (1993), con ligeras 

modificaciones. 

El SBFI, se agregó a la suspensión sinaptosomal, en su forma acetoximetilester 

(SBFI/AM), pues ésta es permeable a la membrana plasmática y posteriormente 

hidrolizada en el citoplasma (Fig 7), El SBFI/AM, se encontraba disuelto en dimetil 

sulfóxido (DMSO) con ácido plurónico al 10%. Este último, facilita la incorporación de la 

sonda. De esta solución, se agregó una alícuota a los sinaptosomas, a fin de obtener 

una concentración final de 5 pM de SBFI/AM, para después dejarse incubando durante 

45 minutos a 37°C. 

De igual forma, los 625 pl restantes de sinaptosomas resuspendidos 

originalmente en MSS, se procesaron, para medir la autofluorescencia. Para ello, se 

mezclaron con 375 pl de la solución de albúmina sérica bovina al 0.4% más 10 pl de la 

solución de ácido plurónico en DMSO al 10% y también se incubaron 45 minutos a 37°C. 
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Figura 7, Cargado de los sinaptosomas con SBFI-AM 

El cargado de la sonda se detuvo, por dilución de la suspensión de sinaptosomas 

1:10 en MSS. Esta dilución, se centrifugó inmediatamente a 7,000 rpm por 10 minutos, a 

4°C. El botón se volvió a resuspender en 20 ml de MSS y se centrifugó nuevamente a 

7,000 rpm por 10 minutos El botón final, con los sinaptoscmas cargados con SBFI, fue 

por último resuspendido en 2 ml de MSS. 

En el caso de los sinaptosomas para autofluorescencia, éstos también se 

diluyeron 1:10 en MSS, se centrifugaron de la misma manera que los cargados y se 

resuspendieron en 1 ml de MSS. 

Medición de la fluorescencia 

La fluorescencia de los sinaptosomas depositados en cubetas de cuarzo, fue 

cuantificada en un espectrofluorómetro Luminiscente Perkin Elmer LS SO adaptado a 

una computadora personal. El espectro de emisión se ubicó a 510 nm y se colectaron 

los puntos cada 1.89 segundos. Para prevenir errores ocasionados por la posible 

pérdida de la sonda, la intensidad de fluorescencia, se tomó como una proporción 
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entre la fluorescencia a 340 nm y la fluorescencia a 380 nm, a fin de cuantificar la 

fluorescencia tanto dependiente como independiente de sodio, respectivamente; como 

se ha sugerido en estudios previos (Harootunian y cola, 1989; Borin y Siffert, 1990). 

Para ésto, simplemente se dividieron los datos obtenidos para la intensidad de 

fluorescencia a 340 nm entre los obtenidos para 380 nm. 

Estimación de la [Na`), a partir de la fluorescencia 

Para poder correlacionar la intensidad de la fluorescencia con la [Nal„ fue 

necesario realizar curvas de calibración, donde se midió la fluorescencia provocada 

por diferentes [Na'],. 

Para esto, los sinaptosomas cargados con SBFI, se suspendieron en medios con 

diferentes concentraciones conocidas de sodio. Para poder manipular la [Na'],, loe 

sinaptosomas fueron sometidos al ionóforo gramici'dina 0 10 pM, el cual hace 

permeable la membrana a cationes monovalentes (Pressman y cola, 1967; Podleski y 

Changeux, 1969; Keen y White, 1971) y no afecta la membrana de orgánulos 

intracelulares (Rink y cola, 1980 Medoff, 1983). Para los cálculos, se supuso que la 

gramicidina 0, iguala la [Na'), con la concentración externa. 

Para tal efecto, las alícuotas de 100 pI de sinaptosomas cargados con SBFI 

fueron suspendidas en 1.9 ml de medio que contenían (en mM): 1.18 de KH2PO4, 3.73 de 

KCI, 1.8 de CaCl2, 1.18 de MgSO4, 20 de HEPES pH 7.4, 11.20 de glucosa y O, 20, 40, 60, 

80 y 127 de NaCl, donde el NaCI faltante, fue sustituido por KCI. 

A cada una de estas muestras, se les midió la intensidad de fluorescencia a 

340/380 nm durante 2 minutos en estado basal, para después medírsela 4 minutos más, 

después do ser sometidas a gramicidina 0 10 pM. 
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Muestras de autofluorescencia 

Las alícuotas de 100 pl de sinaptosomas do autofluorescencia (no cargados con 

SBFI), fueron suspendidas en 1.9 ml de MC o MSCE. Posteriormente se midió su 

intensidad de fluorescencia a 340/380 nm, durante 3 minutos. 

Muestras experimentales 

Las alícuotas de 100 pl de sinaptosomas cargados con SBFI fueron suspendidas 

en 1.9 ml de MC o MSCE. A estas muestras, ae les midió la intensidad de fluorescencia 

en estado basal (de 2 a 4 minutos), posteriormente en presencia de los distintos 

fármacos utilizados (2 a 4 minutos) y/o con veratridina a concentración de 20 pM final 

(3 a 4 minutos). 

Cálculos 

Para hacer las curvas de calibración; el procedimiento fue el siguiente: Se tomó 

la diferencia entre la fluorescencia a 340/380 nm obtenida, antes y después de agregar 

la gramicidina O, es decir, se cuantificó el incremento producido en la fluorescencia 

por la gramicidina D. A los incrementos obtenidos con diferentes concentraciones de 

sodio externo, se les sumó la autofluorescencia y se graficaron contra la [Nal. De lo 

anterior, se obtuvo una curva del tipo yr--mx+b, a la cual se le aplicó una regresión 

lineal, para obtener los valores de m y b para cada uno de los experimentos y 

finalmente, en estas curvas, se interpolaron los valores de fluorescencia a 340/380 nm, 

obtenidos en las muestras experimentales. 

Para el análisis estadístico, los datos fueron sometidos a la prueba de "t" de 

Student, a fin de encontrar diferencias entre las medias de las distintas condiciones y 

se consideró una p< 0.05 como estadísticamente significativa. 
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IV.- RESULTADOS. 

Efecto de la veratridina sobre la [Na], de los slnaptosomas 

Con este método fluorométrico, se encontró que la [Nal, basal, en los 

sinaptosomas, es de 24.15 ± 0.87 mM, y como se puede ver en la Figura 8, la veratridina 

Figura 8. Incremento en lo [Na, producido por veratridina en presencia y en ausencia de Ci y 
TTX. Allcuotas de 100 pl de slnaptosomas precargados con S8F1 durante 46 minutos fueron suspendido. 
en 1.9 ml da medios con Ca' y sin Cal  según se indica. (A) Las muestras fueron sometidas a ~Una 
20 pM en presencia (o) y en ausencia (•) de TTX 1 phl. Las adiciones se indican con has ~has. (U) 
Incremento en la [Nal producido por la veratridina en las muestras sin planteamiento (hemos negrea) Y 
con pretratamiento con TU durante 2 minutos (barras en blanco). Loa datos son la media (A) o la media 

error estándar (S) de tres experimentos independientes. • p<0.05. 
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a una concentración de 20 pM, provoca un incremento promedio sobre este nivel basal, 

de 41.70 ± 4.33 mM (n= 14). Este aumento se caracteriza por no ser súbito, sino que se 

va produciendo gradualmente hasta llegar a un máximo, donde so estabiliza. 

Asimismo se observó que este aumento en la [Na'], que provoca la veratridina, se 

bloquea completamente cuando se agrega a la preparación TTX 1 pM (Fig 8A). Lo que 

significa que el aumento en la [Na'], que provoca la veratridina, se lleva a cabo vía 

canales de sodio sensibles a TTX, o lo que es lo mismo, CSSV. En esta misma figura, 

también se puedo ver que este fenómeno se da de igual manera, en presencia o en 

ausencia de Ca2' (Fig 8B) 

Efecto de los activadores e Inhibidores de cinasas, sobre el aumento en la [Na.], 

provocado por la veratridina 

Para explorar los efectos que pudieran tener, tanto la PKC como la PKA, sobre la 

actividad de los canales de sodio sensibles a TTX y veratridina, ubicados en las 

terminales nerviosas, se midió el incremento en la [Na' l  que provoca la veratridina 20 

pM, en presencia de activadores e inhibidores de estas proteínas cinasas. 

La activación de la PKC con 50 pM de dioctanoilglicerol (DOG) (Numann y colo, 

1991), no modificó la respuesta en la [Na'], que provoca la veratridina (Fig 9), pues al 

agregar la veratridina a sinaptosomas pretratados durante 4 minutos con DOG en MC; 

se observó un incremento muy similar al control obtenido de muestras paralelas, en las 

que se agregó la veratridina a sinaptosomas, sin previo pretratamiento con DOG. No 

encontramos tampoco, modificaciones en la cinética de este aumento. 

' 
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Figura 9. Efecto del dioclanoilglicerol (000) sobra el Incremento en la [Nal producido por 
veratridina. Los sinaptosomas fueron suspendidos en MC como se Inca en 'Materiales y Métodos". Las 
muestras fueron sometidas a veratridina 20 pM en presencia (o) y en ausencia (•) de 000 60 phl, el cual 
se agregó 4 minutos antes. Los datos son la media de tres experimentos independientes. 

Por otra parte, al aumentar los niveles de AMP„ (lo que estimularía a la PKA), al 

activar a la adenilato ciclasa con forskolina 30 pM (Gershon, 1992), también durante 4 

minutos, no observamos modificaciones significativas en el incremento en la [Nal, 

provocado por veratridina 20 pM (Fig. 10). Tampoco la activación de le PKA con 841r-

AMP„, altera el incremento en la [Nal, que induce la veratridina (Fig. 10). Cabe 

mencionar, que estos experimentos se llevaron a cabo en MSCE, para que los efectos 

observados, se debieran exclusivamente, a la activación de la PKA y no existiera la 

participación de proteínas cinasas dependientes de Cap. 
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Figura 10. Incremento en la [Na`], producido por veratridina en presencia y en ausencia de 11-6rosno-
Ahln 6 pM o Forskolina 30 pat. Los sinaptosomas fueron suspendido. en AISCE como se indica en 
"Materiales y Métodos". Las muestras fueron sometidas a veratridina 20 01 en presencia (o) y en 
ausencia (.) de 8-Bromo-AMPO 6 pM o For:Molina 30 pM, los cuales se agregaron 4 minutos antas, como 
lo indican las flechas. Los datos son muestras representativas de tres experimentos independientes, 
para cada uno de los casos. 

Por otra parte, como se ve en la Figura 11, los inhibidores de proteínas cinasas, 

H-7 10 pM y estaurosporina 1 pM, provocan una disminución de la cinética inicial del 

incremento en la [Nal, que lleva a cabo la veratridina. Esto, fundamentalmente en 
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ausencia de calcio externo, y sólo de manera significativa en el caso de la 

estaurosporina, cuya inhibición llega al 25% con respecto a su control (p<0,038). En el 

caso de los sinaptosomas sometidos a estos inhibidores, en presencia de calcio 

externo, no se observan diferencias significativas en el incremento provocado por 20 

pM de veratridina en correspondencia con sus controles. 

Figura 11. 11. Efecto del H-7 y la estaurosporfna sobre el incremento en la [Nal producido por la 
veratridina. Los sinaptosomas fueron suspendidos Igual que en la Figura 1 Los experimentos se llevaron 
a cabo en presencia y en ausencia de Caz' según se indica (línea punteada). Las muestras fueron 
sometidas a veratridhia 20 pM en presencia (o) y en ausencia (*) de /1.710 MI o estaurosporina (EST) 1 
pM, los cuales se agregaron 2 minutos antes, como lo indican fas flechas. Los datos son el promedio de 
tres a cuatro experimentos independientes. 
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En vista de que la inhibición de la fosforilación provoca cambios en la activación 

del CSSV, se exploró el papel de la desfosforilación en el proceso regulatorio de la 

actividad del CSSV en las terminales nerviosas. Cuando se exponen los sinaptosomas a 

ácido okadaico 300 nM, en presencia de calcio, se observa un ligero aumento, no 

significativo (p=0.067), de la respuesta a veratridina en la [Nal, (Fig. 12). Cabe resaltar 

que este comportamiento no se observa en aquellas terminales suspendidas en MSCE. 

60 
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180 	240 
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360 
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Figura 12. Efecto del ácido okadalco sobre si Incremento en ho [Nal producido por verstridina. Los 
slnaptosomas fueron suspendidos Igual qué en la Azur* O. Loa experknentos se llevaron • cabo en 
presencia y en ausencia de Catt#, según se indica (línea punteada) . Las muestras fueron sometidas a 
veratridina 20 ,uM en presencia (o) y en ausencia (*) de ácido okadaico 900 Mi que se agregó 2 mMutos 
antes, como k indica la flecha. Los datos son el promedio de tres a cinco experimentos »dependientas. 
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Efecto do los anticalmedultnicos, sobre el aumento en la [Nal, provocado por la 

veratridina. 

En la Figura 13 se muestra claramente que la trifluoperazina, el W-7 y la 

esfingosina, compuestos con función anticalmodulínica, inhiben completamente el 

aumento en la [Na'], que provoca la veratridina. La trifluoperazina 5 pM, disminuye de 

manera significativa el incremento en la [Na`),, tanto en presencia (p<7.33x104) como 

en ausencia (p<0.0012) de calcio; lo mismo sucede con el W-7 10 pM (p<0.0051 con 

calcio y p<00025 sin calcio) y con la esfingosina 10 pM (p<0.0063 con calcio y p<0.0057 

sin calcio). 

VTRD + + + • 
TFP W7 Est. 

• + 
TFP W7 EIF 

Figura 13. Efecto de los anficalmodulinlcos sobre el incremento en la [Nall producido por 
veratridina. Los sinaptosomas fueron suspendidos igual que en la Figura I I en medios con y chi Ca" 
según se Indica. Las muestras fueron sometidas a verattidina 20 phi en presencia (o) y en ausencia(*) de 
trifluoperazina (TFP) 6 pM o W-7 10 Of o esfingmlna (ESF) 10 pM los cuales se agregaron 2 minutos 
antes, como lo indican las flechas. Los datos son muestras representativas (A) o la media t *no, 
estándar (B) de tres a seis experimentos Independientes. 
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Para descartar la posibilidad de que estos efectos anticalmodulínicos se 

debiesen a una inhibición de la CAMPK II, exploramos el efecto del KN62, un inhibidor 

selectivo de la CAMPK II, sobre el aumento en la [Nal, quo induce la veratridina. La 

Figura 14 muestra que aunque el KN62 10 phi aumenta la [Na' Ji  basal, no modifica la 

respuesta a la veratridina ni en los sinaptosomas suspendidos en MC, ni en los 

suspendidos en MSCE. 

80 120 180 240 300 380 

seg 

Figura 14. Efecto del KN62 sobre el incremento en la [Nal producido por veratridlna. Loe 
sinaptosoznas fueron suspendidos igual que en la Figura II, como se indica en lIatedalso y Mikdoo". 
Loa experimentos se llevaron a cabo en presencia y en ausencia de Ca" según se Indica (línea 
punteada) , Las muestras fueron gandidas a veratridina 20 #IU en presencia (o) y en ausencia (•) ale 
KN62 10 pM que se agregó 2 minutos antes, como lo Indica la flecha. Los datos son el promedio de alas 
experimentos independientes. 
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Finalmente en la Figura 16 vemos que el aumento en la [Nal, basal que provocan 

por sí solos, la forskolina y el KN62 (Fig 10 y Fig 14), no son vía los CSSV, pues estos 

aumentos se dan aún en presencia de tetrodotoxina, lo cual indica que estos 

compuestos alteran otras vías de transporte de Na`, como pudieran ser receptores 

asociados a canales de sodio, lo cual es un motivo muy interesante para posteriores 

trabajos de experimentación. 

2 KN 8 KN 8 	F i< 	8 	FK 

Figura 15. Efecto de la 777( sobro el incremento en la [Nal basal producido por KN62 y forskofina. 
Los alnaptosomas fueron suspendidos Igual que en la Figura O. Los experimentos se llevaron a cabo en 
presencia y en ausencia de Ca''' y 77X 1 pM según se indica (líneas punteadas). Después de set 
cuantificada la [Nal basal (6) (barras obscuras) se agregó KN62 10 phi (KN) o forakolina 30 plli (kW) 
(barras claras). 
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y- DISCUSION. 

En este trabajo, por medio de un indicador fluorescente sensible a Na' (SBFI), se 

encontró quo la [Na'], basal en los sinaptosomas del cerebro del ratón es de 24 ± 0.87 

mM, similar a la previamente reportada para sinaptosomas aislados de la corteza 

cerebral de la rata por Deri y Adam-Vizi (1993) con un método semejante. Con el uso de 

técnicas electrofisiológicas (Ulbricht, 1969; Catterall, 1977) y fluorométricas (Blaustein 

y Goldring, 1975), desde hace 2 décadas se sabía que la veratridina activa un flujo de 

Na' hacia el interior celular. Sin embargo hasta recientemente, al aprovechar la 

sensibilidad del SBFI, fue posible cuantificar los cambios en la concentración de sodio 

dentro de los sinaptosomas que inducen diferentes agentes, entre ellos la veratridina. 

(Deri y Adam-Vizi, 1993; Rodríguez y Sitges, 1996). En sinaptosomas cargados con 

SBFI, en este trabajo encontramos que la veratridina a una concentración de 20 pM 

provoca un incremento en la [Nal, de aproximadamente 42 mM. La inhibición por TTX 

de este incremento provocado por veratridina, indica que está mediado por la 

activación de los CSSV. Estos resultados demuestran la confiabilidad del método 

fluorométrico, usado en este trabajo, para cuantificar los efectos de diferentes 

fármacos sobre el aumento en la [Nal, mediado por el CSSV en terminales nerviosas 

aisladas de cerebro de mamífero. 

Efecto de inhibidores y activadores de proteínas cinasas sobre el aumento en la [Nal, 

mediado por el CSSV de los sinaptosomas 

Los resultados que obtuvimos al explorar el papel que juegan las proteínas 

cinasas sobre la activación por veratridina de los CSSV en sinaptosomas, difieren de 

reportes previos presentados por el grupo de Catterall, quien por medio de técnicas 

electrofisiológicas, concluyó que la fosforilación mediada tanto por la PKC (Numann y 

cols, 1991), como por la PKA (Costa y Catterall, 1984a) reduce la actividad de los 

CSSV. Asimismo usando el método de captura de 22Na+, Costa y Catterall (1984a), 

encontraron que un pretramiento con 8-bromo- AMP„ 8 mM reduce la captura de nNa' 

inducida por veratridina en sinaptosomas de cerebro de rata. Sin embargo nuestros 
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hallazgos de que los inhibidores de PKC y PKA, estaurosporina y H-7, disminuyen el 

aumento en la [Na'], que induce la veratridina, no indican que sea la estimulación sino 

más bien la inhibición de esas cinasas, la que provoca el decremento en la activación 

por veratridina de los canales de sodio do los sinaptosomas. 

Catterall (1977) propone que la veratridina tiene menor afinidad por los estados 

cerrados del canal de sodio. Esta proposición es congruente con la cinética que 

observamos en el incremento en la [Na'], que provoca la veratridina. Es decir, vemos 

que la veratridina va aumentando de manera paulatina la [Na'], , pues al inicio, activa 

ligeramente a unos cuantos canales, los cuales al irse abriendo, provocan mayor unión 

de la toxina y por lo tanto, mayor activación. Esto lleva a un mayor flujo de Na', que va 

despolarizando progresivamente a la membrana y provocando la transición de los 

mismos CSSV hacia estados más cercanos al estado abierto; con ésto la probabilidad 

de activación por veratridina de estos canales aumenta y así, finalmente, se llega a una 

meseta que indica el máximo del aumento en la [Nal, que induce una concentración 

dada de veratridina. 

El hecho de que el efecto inhibitorio de la estaurosporina sobre el aumento en la 

[Na'], que induce la veratridina, se dé fundamentalmente sobre la fase inicial y no sobre 

la respuesta máxima a la veratridina, sugiere que los CSSV de las terminales nerviosas 

del cerebro del mamífero, posiblemente se encuentran en un cierto grado de 

fosforilación, mismo que debe permitir que se mantenga la conformación óptima, para 

ser activada por la veratridina. En otras palabras, el grado de fosforilación del canal en 

estado basal, debe ser importante para mantener las propiedades funcionales de esta 

proteína. Esta hipótesis se ve apoyada por los hallazgos de que el CSSV es en sí una 

fosfoproteina (Rossie y Catterall, 1987). 

Nuestros hallazgos de que la estaurosporina y el H-7, inhiben en mayor o menor 

grado el aumento inicial do la [Nall  que induce la veratridina, no nos permiten aclarar 

cuál proteína cinasa está participando en la regulación de los CSSV de los 
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sinaptosomas, pues la estaurosporina y el H-7 inhiben tanto al sitio catalítico de la PKC 

como al de la PKA. Con objeto de distinguir entre esas cinasas, también exploramos los 

efectos de activadores específicos para cada una do ellas. Sin embargo, al promover la 

actividad de la PKC con DOG, o la actividad de la PKA con forskolina y 8-bromo- AMPO , 

no so alteró el incremento en la [Na`], que Induce la veratridina, Nuestra interpretación 

de los efectos inhibitorios ejercidos por los inhibidores de PKC y PKA y de la falta de 

efecto de los activadores de las mismas, es que el CSSV de las terminales nerviosas se 

encuentra fosforilado en su estado basal y que este grado de fosforilación es ya 

suficiente para su adecuada activación por veratridina. 

Inhibición por trifluoperazina, W-7 y esfingosina de la activación de los CSSV 

provocada por veratridina 

Para analizar los efectos de los anticalmodulínicos sobre el aumento en la [Nal, 

que induce la veratridina, se utilizaron diferentes compuestos, que presentan en 

común su actividad anticalmodulínica a bajas concentraciones, aunque también 

inhiben a la PKC, a nivel de su dominio regulatorio a concentraciones relativamente 

más altas. Cuando analizamos los efectos en la [Nal al agregar veratridina 20 pM a 

sinaptosomas pretratados con anticalmodulínicos, observamos una completa abolición 

de la respuesta a la veratridina, tanto en presencia como en ausencia de calcio. Varias 

son las razones que nos llevan a pensar que estos efectos no se deben a la inhibición 

de la PKC por estos compuestos. La primera, es que los efectos de los 

anticalmodulínicos, en nada se asemejan a los provocados por los otros inhibidores de 

esta cinasa que interactúan con su sitio catalítico, como la estaurosporina y el H-7, que 

causan una ligera inhibición de la tasa inicial del incremento en la [Nal provocado por 

la veratridina, mientras que los anticalmodulínicos definitivamente impiden que la 

veratridina incremente la [Na`], ; y la segunda razón, es que las concentraciones 

utilizadas (trifluoperazina 5 pM, W-7 10 pM y esfingosina 10 pM) en los ensayos, son 

menores a las necesarias para inhibir a la PKC (Tanaka y cola, 1982; Schatzmann y 

cols, 1983; Jefferson y Schulman, 1988; Schatzmann, 1981) y concuerdan con las que 
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so requieren para inhibir procesos dependientes do calmodulina (Schatzmann, 1981; 

Klee, 1988; Jefferson y Schulman, 1988). 

La posibilidad de que los anticalmodulinicos ejerzan su efecto inhibitorio sobre el 

aumento en la [Na'], que induce la veratridina al regular la actividad de la CAMPK II, es 

improbable, pues el inhibidor específico de esta enzima, el KN62, no afecta la 

respuesta a la veratridina, lo cual descarta la participación de la CAMPK II en la 

regulación de los CSSV. Esta interpretación concuerda con estudios previos que 

muestran que la CAMPK II no fosforila a la subunidad a del CSSV (Costa y cola, 1982). 

Es interesante mencionar que la CAMPK II en cambio participa en la regulación de la 

actividad de los canales de calcio sensibles a voltaje en terminales nerviosas, a juzgar 

por la inhibición del aumento en la [Ca21, inducido por despolarización en sinaptosomas 

"cargados" con el indicador fluorescente sensible a Cap, Pura 2 (Sitges y cola, 1995). 

Aunque por un lado, existen fosfatasas dependientes de calmodulina como la 

calcineurina, y por el otro, se ha reportado que el CSSV es desfosforilado por 

diferentes actividades fosfatasas aisladas de una fracción soluble proveniente del 

cerebro de la rata (Chen y cols, 1995), la posibilidad de que la Inhibición que ejercen 

los anticalmodulínicos sobre el incremento en la [Nal, que induce la veratridina, se 

deba a una inhibición de la desfosforilación del canal por alguna fosfatasa es 

improbable, pues la inhibición de la desfosforilacion, por el ácido okadaico, no altere 

dicha respuesta. 

Tampoco la fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, otra proteína dependiente de 

calmodulina, cuya función consiste en la hidrólisis del AMPO, parece estar involucrada 

en los efectos inhibitorios de la respuesta a la veratridina que inducen los 

anticalmodulínicos, pues los• niveles de AMPO  tienen su efecto principalmente sobre la 

actividad de la PKA, y ya mostramos en este trabajo, que ni la activación (forskoline y 

8-Br-AMPO) ni la inhibición de esta cinasa (H-7 y estaurosporina) provocan efectos 

similares a los obtenidos con trifiuoperazina, W-7 y esfingosina. 
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Después de descartar la participación de la PKC, la CAMPK II, las fosfatasas y la 

fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, en los efectos inhibitorios de los 

anticalmodulínicos sobre la respuesta a veratridina en sinaptosomas, las opciones 

abiertas son las siguientes: 

a) Se ha encontrado que la subunidad a del CSSV, se encuentra anclada al 

citoesqueleto por medio de la ankirina (Srinivasan y cola, 1988; 1992), y la ankirina se 

une a varias proteínas del citoesqueleto (espectrina, proteína 4.9, actina, tropomiosina, 

aducina, la proteína 4.1, y MAP-2) que presentan sitios de unión a la calmodulina 

(Scaramuzzino y Morrow, 1993; Bennett, 1989), formando un complejo que se asocia a 

la membrana. Existe evidencia, de que este complejo citoesquelético es regulado por 

fosforilación e interacciones Ca»/calmodulina (Bennett, 1989) y se ha propuesto que 

ésta podría ser una opción quo explique el efecto inhibitorio de los anticalmodulínicos 

sobre la corriente de Na* en el axón gigante del calamar, previamente reportado por 

Ichikawa y colaboradores (1991). 

b) La regulación positiva mediada por la interacción directa de la calmodulina con 

el CSSV, también podría explicar los efectos inhibitorios de los anticalmodulínicos 

sobre la respuesta a veratridina observada en este trabajo. Esta posibilidad está 

sustentada por varios trabajos que indican que los canales de Na* y de W de 

Paramecium y Drosophila, canales asociados a foto y olfatoreceptores de vertebrados, 

así como el canal de calcio asociado al receptor de ryanodina (Saimi y Kung, 1994; 

Hinrichsen y cola, 1990) son regulados por una interacción directa con la calmodulina. 

Más aún, Johnson (1984) ha propuesto que un canal de calcio sensible a voltaje, 

presenta un receptor a calcio muy parecido a la calmodulina. 

c) Finalmente, otra posibilidad que no se puede descartar, es que los 

anticalmodulínicos (W-7, trifluoperazina y esfingosina), se unan directamente al canal 

de sodio e inhiban así su activación por veratridina. Esta posibilidad es consistente con 

los sitios hipotéticos para los anestésicos locales en el CSSV, pues muchos 

anestésicos locales, inhiben al CSSV (Frenkel y Urban, 1992; Barber y cola, 1992; 
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Wendt y cola, 1996; Grant, 1992) y por otro lado, también tienen actividad 

anticalmodulínica (Sabandam y Gunasekaran, 1993). La trifluoperazina es una 

fenotiazina y derivados de éstas, como la etmozina, la etacizina, la cloropromazina y la 

clorazicina se ha demostrado que bloquean al CSSV (Bolotina y cols, 1992). 

La naturaleza química de los diferentes compuestos anticalmodulínicos, es muy 

distinta. No obstante, tanto la esfingosina, las fenotiazinas, los antihistamínicos, como 

los agentes a-adrenérgicos y los anestésicos locales, todos ellos, compuestos con 

actividad anticalmodulínica, poseen en su estructura química un carácter hidrófobo y 

un residuo básico que los relaciona (Jefferson y Schulman, 1988). 

VI- CONCLUSIONES. 

1- Con el uso del indicador fluorescente sensible a sodio SBFI, en este estudio fue 

posible cuantificar los cambios en la [Na]l  en terminales nerviosas aisladas del cerebro 

de ratón, mediados tanto por los canales de sodio sensibles a voltaje como por otros 

mecanismos. 

2- Una posible fosforilación, sensible a estaurosporina, regula la activación de los 

CSSV, pues el aumento en la [Na'], inducido por veratridina es inhibido, principalmente 

en su fase inicial, por concentraciones micromolares de estaurosporina. 

3- El bloqueo prácticamente total que ejercen los anticalmodulínicos sobre el 

incremento en la [Nal que induce la veratridina en sinaptosomas, no parece estar 

relacionado con la inhibición de la PKC, de la CAMPK II, de alguna fosfatasa, ni con la 

inhibición de la fosfodiesterasa de nucleólldos cíclicos. Una interacción de los 

anticalmodulínicos con el canal de manera directa, o indirecta a través de la 

calmodulina o de proteínas del citoesqueleto que unen calmodulina, parece subyacer a 

estos efectos. 
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