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RESUMEN 

En el trabajo titulado Estudio electrofisiológico de los efectos de compuestos 

marinos en canales iónicos dependientes de voltaje y plasticidad sináptica 

neuronal, se describió el efecto de varios compuestos de la esponja marina 

Crambe crambe sobre canales iónicos dependientes de voltaje y se realizó un 

estudio comparativo del efecto de la ciguatoxina y la maitotoxina, toxinas 

involucradas en la patología de la ciguatera utilizando como modelo celular las 

neuronas corticales. Además, se describió el efecto de la ciguatoxina sobre la 

regulación de la plasticidad sináptica neuronal, aportando nueva información 

sobre el mecanismo celular implicado en la sintomatología neurológica de la 

ciguatera. Por otra parte, se demostraron los efectos in vitro de los análogos del 

gambierol en la atenuación de la activación de linfocitos T humanos, lo que 

convierte a estos compuestos marinos en moléculas de potencial interés para el 

tratamiento de enfermedades del sistema inmune. 

PALABRAS CLAVE 

Compuestos marinos, canales iónicos dependientes de voltaje, neuronas 

corticales, ciguatera, plasticidad sináptica, linfocitos T humanos. 

 

SUMMARY 

In the work entitled Electrophysiological study of the effects of marine compounds 

in voltage gated ion channels and neuronal synaptic plasticity, the effect of 

several effects produced by the marine sponge Crambe crambe on voltage gated 

ion channels and the comparative effects of ciguatoxin and maitotoxin, involved 

on the pathology of ciguatera, were described by using cortical neurons as the 

cellular model. In addition, the effect of ciguatoxin in the regulation of synaptic 

plasticity was described, leading to new insights into the neurological 

symptomathology of ciguatera. Apart from that, the in vitro effects of two analogs 

of gambierol leading to the attenuation of human T lymphocytes activation were 

reported, which mean that these marine compounds are molecules with potential 

immunotherapeutical interest. 

KEYWORDS 

Marine compounds, voltage gated ion channels, cortical neurons, ciguatera, 

synaptic plasticity, human T lymphocytes. 
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AD: Ácido Domoico 
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LTD: Depresión a largo plazo 

LTP: Potenciación a largo plazo 

LVA: canales de calcio de umbral de activación bajo, del ingés low voltage activated 

mEPSCs: Corrientes postsinápticas excitadoras miniatura 

mIPSCs: Corrientes postsinápticas inhibitorias miniatura 

MTX: Maitotoxina 
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PP: Fosfatasas de proteína 
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R: Resistencia 
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SNC: Sistema nervioso central 
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Generalidades 

El océano ocupa más del 70% de la superficie de la tierra y acoge a cerca de 

un millón de organismos multicelulares (plantas y animales) y un billón de 

organismos unicelulares (Burgess, 2012). Muchos de estos organismos han 

desarrollado y perfeccionado técnicas de defensa mediante la producción de 

compuestos químicos para su supervivencia en un ambiente altamente competitivo. 

La diversidad genética y biológica que proporciona el ambiente marino, ha 

permanecido desconocida durante años, por lo tanto, la investigación farmacológica 

y química de estos organismos ha sido escasa hasta hace pocas décadas. Los avances 

recientes en el conocimiento de la química de productos naturales, la creación de 

bancos genómicos y el desarrollo de bioensayos, han propiciado la identificación de 

nuevas biomoléculas marinas. En los últimos años, la elevada actividad biológica de 

los metabolitos de origen marino ha despertado el interés de la sociedad científica y 

de la industria farmacéutica para el desarrollo de nuevos fármacos. En torno al 50 % 

de los fármacos aprobados por la agencia de alimentos y medicamentos 

estadounidense FDA (del inglés Food and Drug Administration) en las últimas 

décadas, son productos de origen natural o están diseñados en base a las estructuras 

de productos naturales (Newman et al., 2007). Entre dichos fármacos, los productos 

de origen marino presentan mayor relevancia a nivel biofuncional que los productos 

terrestres. La efectividad que presentan los compuestos marinos a bajas dosis, su 

mayor selectividad y su relativa poca vulnerabilidad al desarrollo de resistencias, 

comparado con los compuestos de origen terrestre, hace de las metabolitos marinos, 

una de las herramientas farmacológicas de mayor interés de los últimos tiempos 

(Gerwick et al., 2012). 

En la actualidad, más del 70 % de los metabolitos marinos se obtienen de 

esponjas marinas, corales y microorganismos, mientras que la contribución de otros 

organismos como moluscos, ascidios y algas supone un 30% (Blunt et al., 2007). 

Muchos de los compuestos producidos por estos organismos son toxinas productoras 

de intoxicaciones alimentarias con un elevado impacto sobre la sociedad, no solo a 

nivel económico sino también sobre la seguridad alimentaria y la salud humana. En 

la siguiente sección se describen las principales características de las ficotoxinas 

marinas productoras de dichas intoxicaciones así como los principales efectos que 

producen sobre la salud humana. 
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1.1 Ficotoxinas marinas 

Las ficotoxinas marinas son metabolitos secundarios con actividad tóxica, 

producidos por algunas especies de dinoflagelados (microalgas fitoplanctónicas) 

presentes en aguas saladas. También se han descrito cianobacterias productoras de 

saxitoxina (Hackett et al., 2013) y diatomeas productoras de ácido domoico (Lopez-

Rivera et al., 2009). Todavía no está claro por qué algunas microalgas producen estas 

toxinas, si bien este efecto se asocia, en general, a una medida de defensa. Cuando 

estas algas unicelulares aparecen en el mar en grandes cantidades se puede producir 

una variación en el color del agua (rojo, amarillo, marrón) dependiendo del tipo de 

microalga presente y de su concentración. Estos episodios se han denominado 

mareas rojas debido a que los organismos que aparecen con más frecuencia tiñen el 

agua de este color. Las condiciones para que se produzcan las mareas rojas no son 

del todo conocidas, aunque probablemente están influenciadas por las condiciones 

climáticas e hidrográficas. En este sentido, las mareas rojas suelen aparecer asociadas 

a cambios en las condiciones del agua como temperatura, transparencia, turbulencia 

o salinidad. También puede influir la concentración de nutrientes disueltos, el viento 

o la iluminación de la superficie del agua.  

La transferencia y acumulación de las toxinas marinas tiene lugar a través de 

las redes tróficas. Los principales vectores de transmisión son los moluscos bivalvos 

(mejillones, vieiras, almejas, berberechos, ostras, etc.), así como algunas especies de 

peces de zonas tropicales e intertropicales (Shumway, 1995). También, algunos tipos 

de gasterópodos y crustáceos pueden actuar como vectores (Gerssen et al., 2010). 

Resulta interesante el hecho de que algunas de estas especies que acumulan toxinas 

no sufren sus efectos tóxicos, sin embargo, cuando son consumidas por el hombre o 

por animales dan lugar a importantes intoxicaciones.  

En Europa, las floraciones algales y el incremento de los niveles de 

ficotoxinas marinas producen pérdidas económicas de unos 1000 M€ anuales, de los 

cuales 720 M€ están relacionados con el ocio y el turismo y 166 M€ están asociados 

a la industria pesquera (Gerssen et al., 2010). El cambio climático ha influido en gran 

medida en el aumento de la producción de ficotoxinas marinas en los últimos años 

(Miraglia et al., 2009). Además, el crecimiento exponencial de la producción 
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mundial de moluscos bivalvos en las últimas décadas, desde apenas 1 millón de 

toneladas en 1950 a 14.6 millones de toneladas en 2010 (FAO Fisheries and 

Aquaculture–Global Statistics Collection, 2012), se asocia a un aumento de episodios 

tóxicos originados por la presencia de biotoxinas lo que supone un mayor riesgo de 

intoxicaciones para los consumidores. El impacto de las toxinas marinas sobre la 

salud de los consumidores se observa regularmente en función de las intoxicaciones 

agudas que producen, sin embargo, el impacto de la exposición crónica a bajos 

niveles de ficotoxinas marinas está poco descrito y se contempla como un problema 

de salud emergente.  

Históricamente, las ficotoxinas marinas se han clasificado en función de los 

síndromes tóxicos que producían, en función de sus propiedades químicas (toxinas 

hidrofílicas y toxinas lipofílicas) o en función de su distribución taxonómica y 

filogenética. Sin embargo, desde el año 2004, expertos de la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), recomiendan la 

clasificación de las toxinas marinas en función de su estructura química 

(ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/biotoxin_report_en.pdf). A continuación se realiza una 

descripción de las principales características de las toxinas marinas que se resumen 

en la Tabla 1 (Botana et al., 2009).  

ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/biotoxin_report_en.pdf
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Grupo 
Compuesto de 

referencia 
Mecanismo de acción Análogos 

Organismo 

productor 

Ciguatoxinas Ciguatoxina-1 

(CTX1) 

 

Activa canal sodio 

dependiente de voltaje (sitio 

5) 

Ciguatoxinas, Gambiertoxinas, 

Gambierol 

Gambierdiscus 

toxicus 

Maitotoxinas Maitotoxina 

(MTX) 

Desconocida 

Activa entrada de calcio 

Hasta 2
99

 isómeros posibles Gambierdiscus 

toxicus 

Toxinas 

paralizantes 

(PSP) 

Saxitoxina 

(STX) 

Bloquean sitio 1 del canal de 

sodio dependiente de voltaje 

Carbamatos (GTX 1-4, 

NeoSTX); N-Sulfocarbamoil 

(C1-4, GTX5-6); Decarbamoil 

(dcGTX1-4, dcSTX, dcNeo); 

Benzoatos 

Alexandrium 

Gymnodinium 

Pyrodinium 

Cianobacterias 

Grupo de la 

tetrodotoxina 

Tetrodotoxina 

(TTX) 

Bloqueo del canal de sodio 

dependiente de voltaje. 

Varios análogos de: EpiTTX, 

DeoxiTTX, norTTX, OxoTTX y 

anhidroTTX. 

Alexandrium 

tamarense 

Toxinas 

diarreicas 

(DSP) 

Ácido 

ocadaico (AO) 

Inhibición de fostasas de 

proteínas 1 y 2A 

Dinofisistoxinas (DTX)1-6 Dynophysis 

Prorocentrum 

Brevetoxinas o 

toxinas 

neurotóxicas 

(NSP) 

Brevetoxina B 

(PbTx2) 

Brevetoxina A 

(PbTx1) 

Activa canal sodio 

dependiente de voltaje (sitio 

5) 

PbTx 3-14 

Brevenal 

Karenia 

Chatonella 

Ácido domoico 

o toxinas 

amnésicas 

(ASP) 

Ácido 

domoico (AD)  

Activa receptores de 

glutamato (cainato y 

AMPA) 

Ác. Isodomoico A-H; Ác. 

epidomoico. 

Pseudonitzschia 

Pectenotoxinas Pectenotoxina 

2 (PTX2) 

Citoesqueleto de actina Pectenotoxinas 1-14; 

Pectenotoxinas seco ácidos 

Dinophysis 

acuta 

D. fortii 

Yesotoxinas Yesotoxina 

(YTX) 

Activación de 

fosfodiesterasas 

Posiblemente otras dianas 

Varios análogos de: 

HidroxiYTX; CarboxyYTX; 

HomoYTX; KetoYTX; 

NoroxoYTX  

Protoceratium 

Lyngulodinium 

Gonyaulux 

Azaspirácidos Azaspirácido 

1 (AZ1) 

Desconocido Azaspirácidos 1-11 Azadinium 

spinosum 

Palitoxinas Palitoxina 

(PLTX) 

Bloquea ATPasa Na
+
/K

+
 Hasta 10

21
 isómeros posibles, 

Ostreocinas, Ovatotoxinas 

(Ovatoxinas) 

Ostreopsis 

Iminas cíclicas Gimnodimina 

A (GYM-A) 

Espirólidos 

Bloqueo de receptores 

colinérgicos 

(muscarínicos/nicotínicos) 

Gimnodimina A,B; Espirólido 

A-G (y desmetilespirólidos); 

Pinnatoxina A-D; Pteriatoxina 

A-C; Pinnamina; 

Prorocentrólido A-B; 

Spiroprorocentrimina C; 

Simbioiminas. 

Gymnodinium 

sp./Karenia/ 

Alexandrium 

ostenfeldii/ 

Prorocentrum 

 

Tabla 1. Clasificación de las ficotoxinas marinas. Adaptado de Botana 2009 (Botana et al., 2009). 
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Ciguatoxinas 

Las ciguatoxinas (CTX) son neurotoxinas liposolubles producidas por ciertas 

especies de dinoflagelados del género Gambierdiscus, principalmente G. toxicus, 

cuya imagen se muestra en la Figura 1. Como la mayoría de ficotoxinas naturales, las 

ciguatoxinas, pueden sufrir una serie de transformaciones en los organismos 

generando compuestos de diferente potencia (Lewis, 1992b; Lewis et al., 1993; 

Satake et al., 1993a). En este sentido, inicialmente, el dinoflagelado Gambierdiscus 

produce toxinas menos polares y menos potentes, denominadas gambiertoxinas 

(Holmes, 1991), que son biotransformadas en el hígado de peces mediante 

metabolismo oxidativo y espiroisomerización, generando compuestos cada vez más 

polares y tóxicos llamados ciguatoxinas y maitotoxinas (Nicholson et al., 2006; 

Yasumoto et al., 1993). Los peces herbívoros, que acumulan ciguatoxinas al ingerir 

el dinoflagelado precursor son presa de peces carnívoros superiores, a los que les 

transmiten la toxina que se acumula principalmente en los músculos. Las 

ciguatoxinas son resistentes al calor por lo que conservan su toxicidad tras cocinar el 

alimento (Lewis, 2006). Cuando el hombre ingiere el pescado contaminado con 

ciguatoxinas se produce el síndrome denominado ciguatera, una enfermedad 

considerada endémica en zonas tropicales y subtropicales, cuya incidencia mundial 

está en aumento (Gingold et al., 2014; Llewellyn, 2010) y ya han aparecido casos de 

intoxicación por ciguatera en Europa incluyendo las costas españolas (Nunez et al., 

2012). Se estima que las intoxicaciones por ciaguatoxina suponen unos 50.000-

200.000 casos anuales (Dickey et al., 2010). 

 

 

Figura 1. Dinoflagelado productor de ciguatoxina, G. toxicus. 
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Estructura química de las ciguatoxinas 

Las ciguatoxinas son poliéteres cíclicos liposolubles formados por 13 ó 14 

anillos unidos por enlaces éter, muy oxigenados, con pesos moleculares que oscilan 

entre 1000 y 1150 Da (Hamilton et al., 2002a; Hamilton et al., 2002b; Lewis, 1992a; 

Pottier et al., 2003; Vale et al., 2014). La característica más notable, común a todas 

las CTX, es su esqueleto largo de unos 3 nm de longitud, que forma una estructura 

rígida de tipo escalera denominada LSP (del inglés ladder-shaped polyether). 

Se han aislado diferentes ciguatoxinas de detritus biológicos que contienen G. 

toxicus, de cepas tóxicas de dinoflagelado aisladas de diferentes partes del mundo y 

de diferentes peces (Vetter et al., 2014). En función de su origen se denominan 

ciguatoxinas del Oceano Pacífico (P-CTX), ciguatoxinas del Oceano Índico (I-CTX) 

y ciguatoxinas del Mar Caribe (C-CTX) (Caillaud et al., 2010). Todos los análogos 

de CTX presentan estructuras parecidas. La primera ciguatoxina aislada fue la 

ciguatoxina del Pacífico, P-CTX-1B, identificada en 1967 (Scheuer et al., 1967). La 

P-CTX-1B es la ciguatoxina más tóxica aislada de peces carnívoros en el Pacífico y 

se considera la principal causante de la intoxicación por ciguatera (Lewis et al., 

1993). Posteriormente se detectaron ciguatoxinas en el Mar Caribe, entre ellas, la C-

CTX-1 (Lewis et al., 1998) y en el año 2002 se identificaron por primera vez las 

ciguatoxinas Índicas (I-CTX) siendo la más importante de este último grupo la I-

CTX-1 (Hamilton et al., 2002a). 

En la Figura 2, se muestra la estructura química de la P-CTX-1B y de la 

ciguatoxina sintética empleada en la presente tesis doctoral, la CTX 3C, cuya síntesis 

total fue obtenida en el año 2001 (Hirama et al., 2001). 
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Mecanismo de acción de las ciguatoxinas 

Las ciguatoxinas se unen al sitio 5 de los canales de sodio dependientes de 

voltaje (Nav) activando estos canales a potenciales más negativos lo que se traduce 

en una entrada de iones sodio al interior celular que a su vez genera despolarización 

de la membrana y potenciales de acción espontáneos (Bidard et al., 1984). Aunque 

hasta el momento existen pocos estudios comparando el efecto de las diferentes 

Figura 2. Estructura de las ciguatoxinas P-CTX 1B y CTX 3C. La P-CTX-1B es la estructura mas 

identificable de toda la familia de las ciguatoxinas. En el modelo 2D de la P-CTX-1B se describe la 

superficie señalando la lipofilicidad. Esta superficie fue creada utlizando un gradiente de color en el que 

los colores rojo y negro determinan las regiones más lipofílicas y menos lipofílicas, respectivamente. El 

tamaño de la estructura se muestra en el modelo de barras y esferas. En el panel inferior se muestra la 

estructura química de la ciguatoxina sintética CTX 3C. Adaptada de Vale et al. 2014 (Vale et al., 2014). 

 

31.6 Å 7.7 Å 

7.3 Å 

P-CTX-1B  
(P-CTX-1, CTX1) 

CTX-3C 
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ciguatoxinas sobre canales de potasio dependientes de voltaje, algunos miembros del 

grupo inhiben estos canales, un efecto que contribuye a aumentar la despolarización 

celular (Hidalgo et al., 2002; Schlumberger et al., 2010). La ciguatoxina CTX 3C, 

empleada en la presente tesis doctoral, bloquea los canales de potasio en neuronas 

cerebelares (Perez et al., 2011) mientras que en otras preparaciones, como las células 

gustativas, no produce dicho efecto (Ghiaroni et al., 2006). También se ha descrito 

que la P-CTX-1 produce un incremento de la concentración de calcio intracelular en 

células de neuroblastoma diferenciado, sin embargo, cuando los canales de sodio 

están bloqueados no se produce dicha entrada de calcio (Molgo et al., 1993). En 

sinaptosomas colinérgicos, la misma toxina produce un incremento de calcio 

intracelular a través del intercambiador sodio-calcio y, como consecuencia, produce 

la liberación de neurotransmisor (Molgo et al., 1990). Las ciguatoxinas también 

ejercen efectos importantes en la transmisión sináptica. En la unión neuromuscular, 

la P-CTX-1 y la C-CTX-1 incrementan la frecuencia de los potenciales espontáneos 

por aumento de la liberación espontánea de acetilcolina (Meunier et al., 2009). 

Además, el aumento de la concentración de sodio intracelular en las terminales 

nerviosas motoras, producido por ciguatoxina, induce la movilización de calcio de 

las reservas intracelulares (Molgo et al., 1993), lo que activa la liberación de 

neurotransmisor alterando el proceso de reciclaje de vesiculas sinápticas esencial 

para el mantenimiento de la funcionalidad neuronal (Vetter et al., 2014).  

 

Intoxicación alimentaria por ciguatera 

La sintomatología de la ciguatera en humanos comprende principalmente 

alteraciones gastrointestinales y neurológicas y en menor medida, alteraciones 

cardiovasculares (Lewis, 2001). En general, las primeras manifestaciones clínicas 

son de carácter gastrointestinal (náuseas, vómitos, diarrea y dolor abdominal) y 

comienzan entre 0.5–12 h tras la ingestión de pescado contaminado con ciguatoxinas. 

Durante esta fase aguda pueden aparecer también alteraciones cardiovasculares como 

bradicardia e hipotensión. Habitualmente, los problemas gastrointestinales 

ocasionados por la ciguatera remiten en 1 o 2 días y las alteraciones cardiovasculares 

en 2 o 3 días (Hokama, 1988). Sin embargo, la recuperación de las alteraciones 

neurológicas es más larga y de difícil predicción, pudiendo persistir entre 1 semana y 
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6 meses e incluso, en algunas ocasiones, se mantienen durante años (Butera et al., 

2000; Lange et al., 1992; Poon-King et al., 2004). Una edad avanzada y el sobrepeso 

son factores predisponentes para la persistencia de los síntomas neurológicos de la 

ciguatera (Dickey et al., 2010). 

El primer documento donde se describen los efectos neurológicos producidos 

por ciguatoxina data del año 1776, cuando el cirujano de la embarcación del capitán 

James Cook, William Anderson, describe las alteraciones sufridas por los tripulantes 

de la embarcación tras la ingesta de pescado en el sur del océano del Pacífico 

(Anderson, 1776). En sus anotaciones, Anderson describió las características 

neurológicas de la intoxicación tanto en los marineros como en los perros que habían 

sido alimentados con las sobras del pescado. Entre las alteraciones neurológicas, las 

parestesias (entumecimiento y hormigueo de la zona perioral y extremidades) y la 

alteración de la sensación térmica son considerados síntomas patognomónicos de la 

intoxicación por ciguatera (Dickey, 2008). Algunas de las alteraciones neurológicas 

tales como la disestesia de temperatura paradójica (lo frío parece estar caliente y 

viceversa), el prurito intenso y el aumento de la nocicepción como resultado de la 

neuropatía periférica, pueden durar largos periodos de tiempo y el paciente puede 

sufrir dichas alteraciones durante meses o incluso años tras la ingestión del pescado 

contaminado con ciguatoxina (Pearn, 2001). Otros síntomas característicos de la 

ciguatera son el sabor metálico, artralgias, mialgias (principalmente en las piernas) y 

dolor dental (en ocasiones sensación de que los dientes se mueven). También pueden 

estar presentes temblores y dolor de cabeza. Mientras que las alteraciones en las 

fibras nerviosas periféricas parecen ser las responsables de la mayoría de los 

síntomas neurológicos, algunos autores sostienen que la parálisis, la ataxia, el estupor 

y la confusión que aparecen en la mayoría de las intoxicaciones severas por 

ciguatoxina son indicativos de alteraciones en el sistema nervioso central (Dickey et 

al., 2010).  

Se han descrito diferencias en la sintomatología de la intoxicación por 

ciguatera en las distintas regiones donde esta enfermedad presenta mayor 

prevalencia. Así, en el Caribe, la sintomatología gastrointestinal es característica en 

la fase aguda, seguida de alteraciones neurológicas periféricas, mientras que en las 

regiones del Pacífico e Índico los síntomas neurológicos se producen en la fase aguda 
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(Achaibar et al., 2007; Pottier et al., 2001; Wang, 2008). En las intoxicaciones 

humanas con ciguatoxinas del Pacífico se han descrito casos con una rápida 

progresión hasta el fallo respiratorio, el coma y ocasionalmente la muerte del 

individuo (DeFusco et al., 1993; Dickey et al., 2010; Habermehl et al., 1994; Lange, 

1987). Aunque inicialmente la sintomatología neurológica de la ciguatera se ha 

considerado una consecuencia directa de la interacción de la CTX con los canales de 

sodio dependientes de voltaje (Holmes et al., 2001), el mecanismo exacto por el que 

se producen las secuelas neurológicas a largo plazo está aún por identificar. En este 

sentido, el síntoma patognomónico de ciguatera, la alodinia al frío, no es inducida 

por otros activadores de los canales de sodio como la veratridina y la batracotoxina 

(Zimmermann et al., 2013). Además, la limitada eficacia de los inhibidores de 

canales de sodio para revertir la alodinia al frío in vivo sugiere que este síntoma de 

ciguatera podría ser la consecuencia de un mecanismo distinto a la activación de los 

canales de sodio (Zimmermann et al., 2013). Recientemente, la alodinia al frío ha 

sido atribuído a la entrada de calcio dependiente del receptor de potencial transitorio 

A1 (TRPA1, del inglés transient receptor potential cation channel, member A1) 

activada tras la apertura de canales de sodio por P-CTX-1 (Vetter et al., 2012).  

Pese a los avances en la comprensión de la fisiopatología de esta enfermedad, 

por el momento, el único tratamiento eficaz para pacientes que sufren una 

intoxicación aguda por ciguatera es el D-manitol hiperosmótico por vía intravenosa 

(Friedman et al., 2008). Se cree que este tratamiento es beneficioso ya que inhibe 

tanto el aumento de tamaño celular de las células nerviosas como la activación de los 

canales Nav por ciguatoxina (Mattei et al., 1999). Recientemente, se ha indicado que 

la colestiramina, resina secuestradora de ácidos biliares favorece la eliminación de la 

toxina y disminuye la duración de la sintomatología en los pacientes intoxicados por 

ciguatoxina (Shoemaker et al., 2010). 
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Gambierol 

El gambierol se aisló por primera vez en 1993 a partir de cultivos del 

dinoflagelado causante de ciguatera, Gambierdiscus toxicus (Satake et al., 1993b). 

Las características estructurales de este producto natural (Figura 3) incluyen un 

esqueleto poliéter octacíclico en forma de escalera y una cadena lateral que contiene 

un grupo trieno parcialmente conjugado (Morohashi et al., 1999). Los elementos 

estructurales que le confieren al gambierol su carácter tóxico son el doble enlace 

entre los carbonos C28=C29 y su cadena lateral insaturada (Fuwa et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

Pese a que los estudios biológicos, incluyendo el estudio del mecanismo de 

acción del gambierol han sido lentos, en parte debido a la escasez de toxina 

procedente de fuentes naturales (Sasaki et al., 2007), la síntesis química del 

compuesto ha permitido avanzar en el estudio de su actividad biológica (Fuwa et al., 

2002a; Fuwa et al., 2002b; Johnson et al., 2005; Johnson et al., 2006). Los primeros 

estudios sobre el mecanismo de acción del gambierol demostraron que este 

compuesto inhibía la unión de la brevetoxina, PbTx3, al sitio 5 de los canales Nav, lo 

que llevó a sugerir que este sitio de unión era común para ambas toxinas (Inoue et 

al., 2003). Posteriormente se describió que el gambierol actuaba como agonista 

Figura 3. Estructura 2D y química del gambierol. 
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parcial de canales de sodio dependientes de voltaje en células de neuroblastoma 

humano y aumentaba la concentración de calcio citosólico (Louzao et al., 2006). Si 

bien, posteriormente se demostró que el principal efecto del gambierol es el bloqueo 

de los canales de potasio dependientes de voltaje (Ghiaroni et al., 2005) 

estabilizando el canal en su estado cerrado (Kopljar et al., 2009).  

En la presente tesis doctoral se emplearon los análogos heptacíclico y 

tetracíclico del gambierol. Estos compuestos contienen los elementos estructurales 

del gambierol que le confieren un carácter tóxico que son los anillos B-H (análogo 

heptacíclico) y los anillos E-H (análogo tetracíclico) del compuesto parental, el doble 

enlace C28=C29 y la cadena lateral insaturada (Fuwa et al., 2004). Sin embargo, 

estos análogos sintéticos carecen de los grupos hidroxilo en los carbonos C1 y C6 del 

gambierol, los cuales no son esenciales para la toxicidad del compuesto (Fuwa et al., 

2004). Se ha descrito que los análogos heptacíclico y tetracíclico del gambierol 

inhiben las corrientes de potasio dependientes de voltaje a concentraciones 

nanomolares y también producen oscilaciones sincrónicas de la concentración de 

calcio citosólico en neuronas cerebelares  con una potencia similar a la del gambierol 

(Alonso et al., 2010; Perez et al., 2012). Además, en un modelo  in vitro de la 

enfermedad de Alzheimer, estos compuestos bloquean las corrientes de potasio 

dependientes de voltaje y disminuyen los niveles de dos proteínas implicadas en 

dicha enfermedad, el péptido β-amiloide y la proteína tau hiperfosforilada (Alonso et 

al., 2012). 

Los síntomas producidos por el gambierol son muy parecidos a los 

producidos por las ciguatoxinas, incluyendo en un primer momento problemas 

gastrointestinales (nauseas, vómitos y diarrea) y más tarde alteraciones neurológicas 

y cardiovasculares, lo que ha llevado a sugerir que este compuesto está también 

implicado en la intoxicación alimentaria por ciguatera (Lewis, 2001).  
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Maitotoxina 

Al igual que la ciguatoxina y el gambierol, la maitotoxina, también está 

producida por el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus (Holmes et al., 1994). El 

descubrimiento de la maitotoxina (MTX) está asociado a la caracterización de la 

intoxicación alimentaria por ciguatera. Así, la MTX fue vez extraída por primera del 

pez Ctenochaetus striatus, denominado en tahitiano “maito”, de ahí el nombre de la 

toxina (Satake, 2007). 

La MTX tiene un peso molecular de 3422 Da (3 veces mayor que el de las 

ciguatoxinas), lo que la convierte en uno de los productos no poliméricos más 

grandes de la naturaleza (Murata et al., 2000; Nicolaou et al., 2007). Además, la 

MTX presenta una elevada bioactividad lo que la convierte en una de las toxinas no 

proteináceas más potentes que se conocen, con una letalidad tras la administración 

por vía intraperitoneal de 50 ng/kg en ratón (Yasumoto, 2001). 

Estructuralmente, la MTX es un poliéter de estructura plana y muy polar 

debido a la presencia de grupos sulfato e hidroxilo. Se han aislado tres análogos 

diferentes de diversas cepas de G. toxicus denominados MTX-1 o MTX, MTX-2, 

cuya estructura no se ha determinado por completo, y MTX-3, que posee dos ésteres 

sulfato (Murata et al., 2000). Como se observa en la Figura 4, el esqueleto de la 

MTX es anfifílico y se puede dividir en dos regiones: una hidrofóbica, que carece de 

suficientes unidades estructurales polares, y otra hidrofílica que presenta unidades 

sulfato e hidroxilo. Mientras que la región más lipofílica de la MTX esta formada por 

nueve anillos y presenta una conformación rígida, la región hidrofílica de la molécula 

presenta una orientación flexible y está compuesta por grupos polihidroxilados 

(Murata et al., 2000). A diferencia de las ciguatoxinas, que son liposolubles, las 

maitotoxinas son solubles en agua (Lewis, 2006).  
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Figura 4. Estructura 2D y química de la maitotoxina. Figura adaptada de Martín et al. 2014 

(Martin et al., 2014). 

 

En cuanto a su mecanismo de acción, la MTX produce un incremento de los 

niveles de calcio citosólico en diferentes modelos celulares pero no produce 

liberación de calcio de los reservorios intracelulares (de la Rosa et al., 2001; 

Morales-Tlalpan et al., 2002). La inducción de la entrada de calcio es rápida y 

sostenida. Además, la toxina produce la entrada de sodio y como consecuencia una 

fuerte despolarización (Trevino et al., 2008). Un trabajo reciente demostró que un 

poliéter artificial heptacíclico con forma de escalera es capaz de inhibir la entrada de 

calcio mediada por MTX en células de glioma (Oishi et al., 2012), lo cual sugiere un 

lugar de unión específico para la MTX en estas células. Sin embargo, existe cierta 

controversia respecto al mecanismo mediante el cual la MTX induce la entrada de 

calcio al interior celular. Algunos autores sostienen que este efecto está relacionado 
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con la activación de canales catiónicos permeables a calcio no selectivos y no 

activados por voltaje (Trevino et al., 2008) mientras que otros, afirman que la 

entrada de calcio producida por MTX en células híbridas neuroblastoma-glioma es 

bloqueada por bloqueantes selectivos de los canales de calcio dependientes de volteje 

tipo L (Gusovsky et al., 1990), lo cuál no sucede en otras preparaciones (Sladeczek 

et al., 1988; Ueda et al., 1986). También se ha descrito que el intercambiador sodio-

hidrógeno desempeña un papel importante en la entrada de calcio y la neurotoxicidad 

inducida por MTX (Wang et al., 2009). En modelos in vivo, una administración de 

MTX intraperitoneal en ratón produce disminución de la temperatura corporal, 

piloerección, disnea, parálisis progresiva, convulsiones y muerte (Yasumoto, 2001). 

 

 

Toxinas paralizantes: saxitoxinas 

El grupo de las saxitoxinas es el principal causante del síndrome PSP (del 

inglés paralytic shellfish poisoning), una de las intoxicaciones alimentarias más 

peligrosas y extendidas a nivel mundial. Las toxinas PSP se encuentran en gran parte 

del continente americano y europeo, Sudáfrica, India, Marruecos y la costa este de 

Asia (Vale, 2014b). Son producidas por diferentes géneros de dinoflagelados, entre 

los que destacan los géneros Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium, mostrados 

en la Figura 5 (Shumway, 1990; Shumway et al., 1994) y cianobacterias (Deeds et 

al., 2008). La intoxicación por toxinas PSP se produce por el consumo de bivalvos 

portadores aunque, en ocasiones, también puede darse por el consumo de 

gasterópodos, crustáceos y en menor medida por el consumo de determinados peces 

(Oshima et al., 1984; Shumway et al., 1994). Debido a su elevada estabilidad, su 

potencia y a la ausencia de antídoto, las toxinas PSP, representan un grave problema 

para la salud humana (Wiese et al., 2010).  

Desde un punto de vista estructural, las toxinas PSP son guanidinas 

heterocíclicas que poseen un único anillo tricíclico 3,4,6-trialquil tetrahidropurina 

(Figura 5). En función de los grupos químicos (hidroxilo y sulfato) presentes en el 

radical en posición 4, las toxinas PSP se clasifican en toxinas carbamato (las más 

tóxicas), decarbamoil (con una potencia intermedia), sulfocarbamoil y 

deoxidecarbamoil que presentan una toxicidad similar y menor que las anteriores 
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(Oshima, 1995; Sullivan, 1993). Estas toxinas son solubles en agua y no se inactivan 

por calor, sin embargo, su estabilidad varía notablemente en función del tipo de 

toxina y del pH, siendo mas estables en un medio ácido (Shimizu, 2000). 

Todos los análogos de PSP comparten el mismo mecanismo de acción que 

consiste en la unión específica y reversible al sitio 1 de los canales de sodio 

dependientes de voltaje lo cual produce el bloqueo del flujo de iones sodio al interior 

celular impidiendo así la propagación de los potenciales de acción en células 

excitables (Cestele et al., 2000).  

En casos leves o moderados de intoxicación por PSPs se produce una 

sensación de hormigueo y entumecimiento facial, prurito en los dedos de las 

extremidades, cefaleas, náuseas y vómitos. Posteriormente, los pacientes pueden 

presentar dificultad para respirar y pulso acelerado. En los casos más severos se 

puede producir parálisis muscular, parada respiratoria, shock cardiovascular e incluso 

muerte. Los síntomas se manifiestan entre 30 minutos y 24 horas tras la ingesta del 

alimento contaminado (Etheridge, 2010; Hurley et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dinoflagelados productores de toxinas PSP y estructura química de la 

saxitoxina. 
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Tetrodotoxina 

La tetrodotoxina (TTX) es una potente neurotoxina que se encuentra 

principalmente en las vísceras de muchas especies de peces tetraodóntidos y 

dióntidos, como el pez globo. Tradicionalmente la TTX ha sido asociada 

exclusivamente con el pez globo aunque también se ha detectado en una amplia 

variedad de especies de artrópodos, equinodermos, moluscos, gusanos (platelmintos 

y nemertinos), tritones y ranas (Noguchi et al., 2008). Además, la TTX se ha aislado 

en dinoflagelados de la especie Alexandrium tamarense (Kodama et al., 1996) y en 

algunas cianobacterias de agua dulce (Codd, 1984). Posteriormente se descubrió que 

ciertas especies de bacterias marinas aisladas de organismos que contenían TTX 

(peces globo, estrellas de mar, cangrejos y algas) producían esta toxina como 

mecanismo de defensa (Campbell et al., 2009; Noguchi et al., 1986). La mayoría de 

los casos de intoxicación alimentaria por TTX se observan en el suroeste asiático, 

principalmente en Japón (Asakawa et al., 2003) donde el consumo de pez globo es 

elevado. También se han descrito intoxicaciones alimentarias por TTX en Tailandia, 

Bangladesh, Malasia, Hong Kong, Singapur, Australia, Madagascar, México y 

Estados Unidos (Hwang et al., 2007). En los últimos años se ha descrito la llegada de 

TTX a las costas de Europa como resultado de migraciones de especies vectores, 

posiblemente condicionadas por el cambio climático (Katikou et al., 2009). En 2010 

se describió el primer caso de intoxicación por tetrodotoxina en Europa, 

concretamente en Portugal (Fernandez-Ortega et al., 2010). 

Al igual que las STXs, las TTXs actúan bloqueando los canales de sodio 

responsables de la excitabilidad muscular y nerviosa (Bane et al., 2014). Los 

síntomas de la intoxicación por TTX incluyen entumecimiento de la lengua y los 

labios, parestesia de la cara y de las extremidades, seguido de mareos, cefalea, dolor 

de estómago, náuseas, diarrea y vómitos. En casos severos puede ocurrir parálisis 

respiratoria y fallo cardíaco (How et al., 2003). Por el momento no existe un 

tratamiento específico ni antídoto para la intoxicación por TTX (Bane et al., 2014). 

Como se muestra en la Figura 6, la TTX presenta una estructura heterocíclica 

rígida que contiene diversos hidroxilos y un grupo guanidinio. Hasta la fecha se han 

descrito 30 análogos estructurales (Bane et al., 2014). 
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Figura 6. Dinoflagelado productor de tetrodotoxina y estructura química de la tetrodotoxina. 

 

 

Toxinas diarreicas: ácido ocadaico y dinofisiotoxinas 

El ácido ocadaico (AO) y sus análogos, las dinofisiotoxinas (DTXs), son 

toxinas marinas lipofílicas producidas principalmente por los dinoflagelados 

Dinophysis y Prorocentrum, que se muestran en la Figura 7 (Hallegraeff, 1995; 

Viviani, 1992). Aunque presentan una distribución mundial, estas toxinas se 

encuentran principalmente en Europa, Japón y Sudamérica (Reguera et al., 2012). La 

proliferación de estas toxinas es estacional, apareciendo en las costas europeas en los 

meses de verano y otoño cuando las condiciones de pH, temperatura y salinidad del 

agua son las adecuadas (Mountfort et al., 2001).  

Estas toxinas son las responsables de la intoxicación diarreica por marisco 

(DSP, del inglés diarrheic shellfish poisoning). Las toxinas DSP se acumulan 

principalmente en moluscos bivalvos filtradores, especialmente mejillones y ostras, 
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aunque también pueden encontrarse en almejas, vieiras, navajas y cangrejos. Las 

toxinas DSP se describieron por primera vez en Japón en 1976 tras aparecer casos de 

intoxicaciones por consumo de mejillones y vieiras en el Norte de Japón (Yasumoto 

et al., 1978). El cocinado, congelado y salazón de los alimentos no impiden la 

intoxicación por toxinas DPS y además estas toxinas no alteran las propiedades 

organolépticas de los alimentos contaminados, lo que hace muy difícil su detección 

por parte del consumidor (McCarron et al., 2008). 

La estructura química del AO y de las DTXs se describió por primera vez en 

1982 (Murata et al., 1982), aunque el AO se había identificado previamente en la 

esponja marina Halichonrira okadaii, a partir de la cual se nombró el compuesto 

(McNabb, 2008). El grupo de las DSP comprende toxinas poliéteres liposolubles 

formados por 38 carbonos con un grupo carboxilo en el C1 y un grupo hidroxilo en 

el C7 y se diferencian entre sí en la posición de grupos metilo tal como se muestra en 

la Figura 7. Dado que son moléculas lipofílicas, tienden a acumularse principalmente 

en las partes grasas del organismo. 

 

 

Figura 7. Dinoflagelados productores de las toxinas diarreicas y estructura química del ácido 

ocadaico y de las dinofisistoxinas 1 y 2. 
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El mecanismo de acción de las toxinas DSP es la inhibición de las fosfatasas 

de proteína. En un primer momento se describió que el AO inhibía las fosfatasas de 

proteína tipo 1 (PP1) y tipo 2A (PP2A) (Bialojan et al., 1988) y más tarde se 

descubrió que el AO también inhibe otros tipos de fosfatasas de proteína incluyendo 

los tipos 4, 5 y 2B (Louzao et al., 2005). Tanto el AO como la DTX-1 y la DTX-2 

inhiben en mayor o menor medida la PP1 y la PP2A presentando una mayor afinidad 

por la PP2A (Dounay et al., 2002; Takai et al., 1992).  

La intoxicación por DSP provoca trastornos gastrointestinales como diarrea, 

náuseas, vómitos y dolor abdominal que aparecen entre los 30 minutos y las 4 horas 

tras la ingesta de moluscos y se manifiestan durante un máximo de 3 días (James et 

al., 2002a). Aunque no existe evidencia en la literatura de los efectos del AO en 

humanos, los estudios in vitro e in vivo indican que una exposición crónica a toxinas 

DSP está asociada a la formación de tumores en el aparato digestivo, genotoxicidad, 

neurotoxicidad y afectación del desarrollo embrionario (Valdiglesias et al., 2013). 

 

 

Brevetoxinas 

Las brevetoxinas (PbTXs) causan la intoxicación neurotóxica por consumo de 

molusco conocida como NSP (del inglés neurotoxic shellfish poisoning). Son 

producidas por el dinoflagelado marino Karenia brevis (Furey et al., 2004), cuya 

imagen se muestra en la Figura 8 y por otras especies de algas incluyendo Chatonella 

(Bourdelais et al., 2002). Inicialmente las brevetoxinas se encontraron en el Golfo de 

Méjico, sin embargo, desde principios de los 90 se han encontrado diferentes PbTXs 

en regiones tan diversas como Florida, Nueva Zelanda, Asia, Sudáfrica, Norte 

América y Europa (Furey et al., 2004).  

En la Figura 8 también se muestra la estructura de las PbTXs, que consta de 

un esqueleto formado por diez u once anillos éter distribuidos en forma de escalera 

con una lactona en uno de sus extremos. En función de los sistemas de anillos de la 

zona central del esqueleto, estas toxinas liposolubles se clasifican en dos tipos, A y 

B. Las PbTXs de tipo A poseen un esqueleto flexible de 10 anillos poliéter e 

incluyen los análogos 1, 7 y 10, mientras que las PbTXs de tipo B están compuestas 

por un esqueleto rígido de 11 anillos poliéter fusionados e incluyen los análogos 2, 3, 
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5, 6, 8 y 9. Las PbTXs de tipo B son las brevetoxinas más abundantes en la 

naturaleza, sin embargo, las de tipo A presentan mayor potencia (Baden et al., 2005).  

 

 

  

 

Las PbTXs, al igual que las ciguatoxinas, se unen al sitio 5 de canales de 

sodio dependientes de voltaje, donde inhiben su inactivación favoreciendo el flujo de 

iones Na
+
 hacia el interior celular (Lombet et al., 1987). Como consecuencia, los 

canales Nav permanecen abiertos a potenciales de reposo induciendo potenciales de 

acción continuos en células neuronales. La brevetoxina induce un aumento de la 

liberación de neurotrasmisor en la unión neuromuscular (Meunier et al., 2009). La 

sintomatología desencadenada por las PbTXs se inicia entre 1-3 horas después de la 

ingestión de la toxina e incluye náuseas, sensación de hormigueo, pérdida del control 

motor y dolor muscular severo. La recuperación tiene lugar a los 2 o 3 días y no 

existe un tratamiento específico (Baden et al., 2000; Morris et al., 1991). Además de 

la intoxicación por ingestión, la inhalación de aerosoles marinos con presencia de 

Figura 8. Dinoflagelado productor de las brevetoxinas y estructura química de las brevetoxinas A y B. 
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PbTXs puede causar problemas respiratorios como asma (Cheng et al., 2005; 

Kirkpatrick et al., 2011). Pese a que no se han descrito casos de muerte por NSP en 

humanos, la brevetoxina se asocia con episodios de mortalidad masiva de peces, aves 

y mamíferos marinos (Kirkpatrick et al., 2004). 

 

 

Toxinas amnésicas: ácido dommoico 

Las toxinas del grupo del ácido domoico (AD) causan la intoxicación de tipo 

amnésico (ASP, del ingés Amnesic Shellfish Poisoning). El primer episodio de esta 

intoxicación se describió en 1987 en Canadá, cuando 107 personas se intoxicaron 

debido al consumo de mejillones de la especie Mytilus edulis, y presentaron 

alteraciones gastrointestinales y desórdenes en el sistema nervioso central. La toxina 

responsable de este episodio tóxico fue el AD (Quilliam et al., 1989), que está 

producido por microalgas diatomeas del género Pseudonitzschia cuya imagen se 

muestra en la Figura 9 (Wright et al., 1995). Además de Canadá, el AD se ha 

detectado en Estados Unidos y Europa (Vale, 2014a). 

El AD cuya estructura química se muestra en la Figura 9, es un aminoácido 

tricarboxílico cristalino, de naturaleza polar, soluble en agua e insoluble en 

disolventes orgánicos. Se han identificado varios análogos, presentes en las 

diatomeas y en algunos moluscos, denominados ácidos isodomoicos A, B, C, D, E, F 

y el diasteroisómero C5´ (Vale, 2014a). 

 

 

Figura 9. Diatomea del género Pseudonitzschia productora de AD y estructura química del ácido 

domoico. 
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El mecanismo de acción del AD consiste en la activación de los receptores de 

glutamato en el sistema nervioso central. El AD presenta una gran afinidad por el 

receptor AMPA α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato y por los receptores 

de cainato (Ramsdell, 2007). La interacción del AD con estos receptores provoca 

despolarización de la célula seguida de muerte celular (Jeffery et al., 2004). Los 

síntomas de la intoxicación por AD incluyen trastornos gastrointestinales (náuseas, 

vómitos, calambres abdominales y diarrea) seguidos de alteraciones del sistema 

nervioso central (cefalea, desorientación, amnesia, temblores y coma). Estos 

síntomas aparecen después de 3-5 horas de la ingestión del alimento (Jeffery et al., 

2004).  

 

 

Pectenotoxinas 

Las pectenotoxinas (PTXs), al igual que el AO y DTXs, son sintetizadas por 

distintos dinoflagelados del género Dinophysis (Figura 10), por lo que es frecuente 

que las PTXs coexistan con los derivados del AO en moluscos contaminados. Debido 

a la asociación con el AO y las DTXs, las PTXs han sido tradicionalmente incluidas 

en el grupo de las toxinas diarreicas, sin embargo, se ha demostrado que los síntomas 

gastrointestinales se debían a la presencia de AO en los extractos de marisco donde 

se aislaron también PTXs ya que estas no producían diarrea (Munday, 2014). Por ese 

motivo y porque poseen una estructura química diferente a la del AO, las PTXs se 

clasifican como un grupo independiente. Este tipo de toxinas fue aislado por primera 

vez en Japón de las glándulas digestivas de las vieiras Patinopecten yessoensis 

(Yasumoto et al., 1984; Yasumoto et al., 1985). Desde entonces, las PTXs se han 

detectado en Italia, Irlanda, Portugal, Japón, Nueva Zelanda, Australia, España y 

Rusia (Draisci et al., 2000; Fernandez, 2006; James et al., 1999; Lee, 1989; 

Madigan, 2006; Vale, 2004; Vershinin, 2006).  

Las PTX son lactonas poliéter similares al AO. Sin embargo, a diferencia de 

éste, el grupo carboxilo en muchas pectenotoxinas forma parte de una lactona 

macrocíclica (Figura 10). Se han descrito más de 20 análogos, algunos de los cuales 

son sintetizados por microalgas, otros se forman a través del metabolismo en los 

tejidos de los moluscos y otros aparecen como artefactos producidos durante los 
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procesos de extracción (Munday, 2014).   

La principal diana celular de las PTXs parece ser el citoesqueleto de actina 

(Espina et al., 2008). Sin embargo, si la interacción de la toxina con la actina está 

involucrada en la toxicidad de las PTXs in vivo y las vías mediante las cuales dichas 

interacciones podrían causar daño tisular o muerte se desconocen por el momento 

(Munday, 2014). 

 

 

Figura 10. Dinoflagelados del género Dinophysis productores de pectenotoxinas y estructura 

química de la pectenotoxina 1. 

 

 

Yesotoxina 

La yesotoxina (YTX) es un metabolito producido por los dinoflagelados 

Protoceratium reticulatum (Satake et al., 1997a), Lingulodinium polyedrum (Draisci 

et al., 1999) y Gonyaulax spinifera (Mori et al., 2003), cuyas imagenes se muestran 

en la Figura 11. Esta ficotoxina se aisló por primera vez en 1986, en la Bahía Mutsu 

(Japón), a partir de las glándulas digestivas de la vieira Pactinopecten yessoensis en 

el transcurso de una marea roja de tipo diarreico (Murata et al., 1987). Desde 

entonces se han identificado YTXs en diferentes moluscos de las costas de Italia 

(Ciminiello et al., 1997), Noruega, Nueva Zelanda, Canadá (Finch et al., 2005), 

España y Estados Unidos (Paz et al., 2007). 



Introducción 
 

26 

 

Como se muestra en la Figura 11, la estructura de la YTX presenta una forma 

característica en escalera formada por 11 anillos éter adyacentes de diferentes 

tamaños y una cadena terminal unilateral acíclica e insaturada consistente en 9 

carbonos y 2 éteres sulfato (Draisci et al., 2000). Mientras que el esqueleto 

carbonado es liposoluble los dos grupos sulfato confieren a la molécula 

características anfifílicas, lo que convierte a la YTX en la más polar de las toxinas 

lipofílicas (Yasumoto et al., 1997). Se han identificado numerosos análogos de YTX 

en diferentes microalgas y moluscos. Las diferencias químicas de los análogos de la 

YTX incluyen la adición de una unidad metileno asociada a un grupo sulfato, como 

ocurre en la homoyesotoxina (Satake et al., 1997b) y cambios más o menos extensos 

en el C9 de la cadena terminal. 

Al igual que las PTXs, inicialmente la YTX y sus análogos se clasificaron en 

el grupo de las toxinas diarreicas porque eran extraídas de los moluscos junto con el 

AO y las DTXs (Murata et al., 1987). Sin embargo, se ha demostrado que la YTX no 

causa diarrea (Ogino et al., 1997; Tubaro et al., 2003), no inhibe fosfatasas de 

proteína (Ogino et al., 1997) y no es letal para el ratón tras su administración oral 

(Aune et al., 2002; Ogino et al., 1997; Tubaro et al., 2003). Sin embargo, la YTX es 

altamente tóxica, principalmente cardiotóxica cuando es administrada 

intraperitonealmente al ratón, mientras que su toxicidad oral es 10 veces menor 

(Aune et al., 2002). Aunque el mecanismo de acción de la YTX no se conoce por 

completo, se sabe que es un potente activador de fosfodiesterasas (Alfonso et al., 

2003). Además, recientemente se ha descrito que la YTX disminuye la proliferación 

celular de líneas celulares tumorales (Rubiolo et al., 2013; Rubiolo et al., 2014a). 

Las consecuencias de una intoxicación por YTX en humanos se desconocen ya que 

no hay constancia de haberse producido (Paz et al., 2008). 
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Figura 11. Principales dinoflagelados productores de yesotoxina y estructura química de la 

yesotoxina. 

 

 

Azaspirácidos  

Los azaspirácidos (AZAs) son producidos por el dinoflagelado Azadinium 

spinosum cuya imagen se muestra en la Figura 12. Las primeras intoxicaciones en 

humanos atribuidas a los AZAs sucedieron en 1995 en Holanda por consumo de 

mejillones Mytilus edulis procedentes de Irlanda (McMahon et al., 1995; Satake, 

1999). Los síntomas producidos eran similares a los cuadros clínicos producidos por 

DSP. Posteriormente se ha detectado la presencia de AZAs en moluscos (mejillones, 

almejas, berberechos y navajas) de varios países europeos incluyendo Irlanda, Italia, 

Francia, Inglaterra, Noruega y España (James et al., 2002b; Magdalena et al., 2003; 

Satake, 1999). 
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Los AZAs son moléculas lipofílicas con un peso molecular de 800 Da, que 

presentan tres uniones entre anillos de tipo espiro, un grupo amino y un grupo 

carboxilo (Figura 12). Se han identificado en torno a una docena de análogos de la 

molécula en función de los sustituyentes presentes en los radicales R1-R4 (James et 

al., 2003; Oufji et al., 1999). A nivel molecular, el azaspirácido-1 (AZA-1) afecta al 

citoesqueleto celular disminuyendo la concentración de actina filamentosa e 

incrementa los niveles de Ca
+2

 citosólico y de AMPc (Alfonso et al., 2005; Roman et 

al., 2002; Roman et al., 2004; Vale et al., 2008). Sin embargo, en varias líneas 

celulares el AZA-1 es citotóxico en el rango nanomolar y a tiempos de incubación 

largos (Twiner et al., 2005). Además, el AZA-1 y AZA-2 son citotóxicos en células 

neuronales donde también disminuyen los niveles de actina a concentraciones 

mayores que las necesarias para producir citotoxicidad por lo que su efecto sobre el 

citoesqueleto podría ser consecuencia de su potente acción citotóxica (Vale et al., 

2007b). Recientemente se describió que los AZAs presentan actividad cardiotóxica 

asociada a los canales de potasio hERG (del inglés human ether-a-go-go-related 

gene), bloqueando el canal con una potencia baja (Twiner et al., 2012) y que el 

AZA-2 produce arritmia en ratas  y aumenta el nivel de expresión de los canales 

hERG (Ferreiro et al., 2014a; Ferreiro et al., 2014b).  

Los síntomas de la intoxicación causados por azaspirácidos en humanos son 

similares a los producidos por DSP y por enterotoxinas de bacterias e incluyen 

náuseas, vómitos, diarrea, dolores estomacales y cefalea. Estos síntomas aparecen 

entre las 3 y las 18 horas tras la ingestión del marisco contaminado y su recuperación 

se produce a los 2-5 días (Vilariño, 2007).  
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Figura 12. Dinoflagelado Azadinium spinosum productor de AZAs y estructura química de los 

AZAs. Adaptado de Vale et al., 2007 (Vale et al., 2007b). 
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Palitoxinas 

La palitoxina (PLTX) es uno de los compuestos naturales no proteicos más 

potentes conocidos hasta la fecha. La PLTX y sus congéneres, son producidos por 

corales del género Palythoa encontrados principalmente en Japón, Madagascar y 

Hawaii, así como por varias especies de dinoflagelados del género Ostreopsis 

(Figura 13). La PLTX se ha encontrado en los océanos Pacífico, Índico y Atlántico 

así como en el Mar de China, en el Golfo de Méjico y en el mar Mediterráneo 

(Katikou et al., 2014; Ramos et al., 2010). Las PLTX se acumulan también en otros 

organismos como esponjas, peces, crustáceos y mejillones (Ciminiello et al., 2006). 

Como se muestra en la Figura 13, la PLTX es una molécula de gran tamaño 

con regiones lipofílicas e hidrofílicas y contiene la cadena de átomos de carbono 

continuos (115 de los 129 carbonos totales) más larga existente en un producto 

natural (Katikou et al., 2014). Entre los análogos de la PLTX se encuentran la 

ostreocina-D, la homoPLTX, la bis-homoPLTX y la deoxiPLTX (Faust, 1999; Faust 

et al., 1996). El mecanismo de acción de la PLTX consiste en su unión a la ATPasa 

de Na
+
/K

+
, a la que convierte en un canal iónico inespecífico lo cual altera la 

permeabilidad iónica de la membrana celular y de esta forma produce la muerte de la 

célula (Hilgemann, 2003). Uno de los síntomas más característicos de la intoxicación 

por PLTX es la rabdomiolisis o ruptura de fibras musculares y liberación del 

contenido intracelular de los miocitos al plasma sanguíneo (Okano et al., 1998). La 

intoxicación por PLTX también cursa con nauseas, vómitos, parestesia, bradicardia, 

fallo renal, fallo respiratorio y en los casos más severos muerte (Ramos et al., 2010). 

Recientemente se ha descrito que la intoxicación por PLTX produce alteraciones 

electrolíticas como hipercalemia e hiperfosfatemia (Wu et al., 2014). Además, la 

PTX es la uno de los agentes causales del clupeotoxismo, un síndrome tóxico 

asociado al consumo de peces clupeoides como sardinas, arenques y anchoas, 

caracterizado por una alta mortalidad (Ramos et al., 2010).  
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Figura 13. Principales organismos productores de palitoxina y estructura química de la 

palitoxina. 

 

 

Iminas cíclicas 

El grupo de las iminas cíclicas está constituído por los espirólidos, las 

gimnodiminas, las pinnatoxinas, las pteriatoxinas, los prorocentrólidos y las espiro-

prorocentriminas. Los espirólidos constituyen el grupo más numeroso dentro de las 

iminas cíclicas. Estos compuestos se han encontrado en un gran número de especies 

de moluscos bivalvos de Canadá y América del Norte (Anderson et al., 2005), Chile 

(Alvarez et al., 2010) y Europa (Gribble, 2003; Villar Gonzalez et al., 2006). Los 

espirólidos fueron identificados por primera vez en mariscos de Nueva Escocia y 
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Canada y más tarde se describió que el responsable de la producción de estos 

compuestos era el dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii (Cembella et al., 1999) 

cuya imagen se muestra en la Figura 14. La gimnodimina A fue aislada inicialmente 

en 1995 a partir del dinoflagelado Gymnodinium cf. mikimotoi, aunque 

posteriormente el dinoflagelado Karenia selliformis (Figura 14) fue identificado 

como el productor real de la toxina (Miles et al., 2003). 

Estructuralmente, la característica más representativa de esta clase de 

ficotoxinas es su región imina, que forma parte de un anillo bicíclico. Este anillo 

puede ser de tipo hexahidroisoquinolina, en el caso de los prorocentrólidos, sin 

embargo, la mayoría de estas toxinas contienen una unidad cíclica espiroimina, 

presente en espirólidos, gimnodiminas, pinnatoxinas, pteriatoxinas, y espiro-

prorocentriminas (Molgo et al., 2014). En la Figura 14 se representan algunas de las 

especies de dinoflagelados productoras de iminas cíclicas así como las estructuras 

químicas del 13 desmetil espirólido y la gimnodimina A. 

 

 

Figura 14. Dinoflagelados productores de iminas cíclicas y estructura química del 13 desmetil 

espirólido C y de la gimnodimina.  
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La principal diana farmacológica de las iminas cíclicas son los receptores 

nicotínicos, sobre los que ejercen un fuerte antagonismo (Bourne et al., 2010). 

Además, se ha descrito que las iminas cíclicas disminuyen la función de los 

receptores colinérgicos muscarínicos y modifican el número de receptores presentes 

en la membrana celular (Wandscheer et al., 2010). Otros autores, en cambio, 

sostienen que su interacción con receptores muscarínicos es mínima (Hauser et al., 

2012). Un estudio reciente describe que el 13-desmetilespirolido C bloquea los 

potenciales de acción neuromusculares con una potencia 300 veces mayor que la 

gimnodimina A (Marrouchi et al., 2013).  

Las iminas cíclicas son toxinas de acción rápida e inducen una rápida 

aparición de síntomas neurológicos similares a los descritos para las toxinas PSP, 

seguidos de muerte entre los 3 y 50 min después de la administración por vía 

intraperitoneal en ratón (Molgo et al., 2014). Sin embargo, estas toxinas no han sido 

relacionadas con ningún caso de intoxicación en humanos. 

 

1.2 Metabolitos de la esponja Crambe crambe: crambescinas y 

crambescidinas 

Las esponjas marinas son organismos multicelulares primitivos (> 600 

millones de años). Dada su larga evolución, estos organismos cuentan con una 

amplia diversidad genética y suponen una fuente de productos naturales con 

actividad biológica y potencial interés biomédico. 

Crambe crambe es una esponja incrustante roja y tóxica (Figura 15), que se 

encuentra entre 5 y 35 m de profundidad a lo largo del litoral oeste mediterráneo. 

Esta esponja se ha expandido también hacia regiones del Océano Atlántico como los 

archipiélagos de Madeira y Canarias, colonización probablemente mediada por 

actividades humanas (Duran et al., 2004). Crambe crambe produce necrosis en los 

tejidos de otras esponjas con las que está en contacto (Buscema et al., 1985) y se ha 

descrito que la producción de compuestos bioactivos depende de la competición por 

el espacio en su medio natural (Becerro et al., 1997). Esta esponja produce dos 

familias de alcaloides de guanidina, crambescinas y crambescidinas, descritos por 

primera vez en la década de los 90 (Berlinck et al., 1993; Berlinck et al., 1992). La 

toxicidad de esta esponja se asocia con la familia de las crambescidinas, mientras que 
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el papel de las crambescinas en su toxicidad se desconoce.  

La estructura química de los compuestos representativos de las familias 

crambescina y crambescidina, empleados en esta tesis, se muestran en la Figura 15.  

 

 

Figura 15. Esponja Crambe crambe y estructura química de los alcaloides guanidina 

Norcrambescina A2, Crambescina A2, Crambescina C1 y Crambescidina 816. 

 

Aunque los compuestos de las dos familias deberían compartir una misma 

ruta biosintética, las crambescinas son estructuralmente más simples que las 

crambescidinas. Al igual que las crambescinas, las crambescidinas presentan un 

grupo guanidino formando parte de un heterociclo (al igual que la guanina, 

tetrodotoxina y saxitoxina). Mientras que las crambescinas presentan dos grupos 

guanidina (uno de ellos alifático), la crambescidina 816 sólo presenta uno. Las 



Introducción 
 

35 

 

crambescinas se clasifican en tres grupos de acuerdo con las características 

estructurales de la cadena propilo lateral (izquierda) situada en el C8 del núcleo 

guanidino. La estructura de todas las crambescinas A incluye un anillo pirrolidina y 

las crambescinas C se caracterizan por una cadena lateral lineal 3-hidroxipropilo en 

el C8. Los diferentes análogos surgen en función del número de metilenos presentes 

en la cadena lateral alquílica superior, en la cadena guanidino-alquílica inferior y en 

la configuración relativa de los sustituyentes sobre el esqueleto cíclico. La estructura 

de las crambescidinas presenta una guanidina tricíclica central conectada a una 

espermidina a través de un ácido graso de cadena larga lineal (ω-hidroxiácido). 

En la actualidad, existen pocos estudios descriptivos de la actividad biológica 

de los compuestos producidos por Crambe crambe, principalmente debido a la 

dificultad para la obtención de los mismos. Sin embargo, hay estudios que 

contemplan la actividad citotóxica de las crambescidinas en células tumorales, lo que 

ha puesto de manifiesto su potencial como posibles agentes anticancerígenos (Aron 

et al., 2004; Rubiolo et al., 2014b). En este sentido, la crambescidina 800 induce 

diferenciación en células de leucemia K562 produciendo la detención en la fase S del 

ciclo celular (Aoki et al., 2004). Este compuesto también presenta propiedades 

antivirales y antifúngicas (Aron et al., 2004). Por otra parte, la crambescidina 816 es 

citotóxica en neuronas corticales (Bondu et al., 2012) y antagoniza los canales de 

calcio dependientes de voltaje, con mayor potencia que la nifedipina, un conocido 

antagonista de estos canales (Berlinck et al., 1993). La crambescidina 816 así como 

la crambescidina 800 tienen potencial para el tratamiento de patologías 

neurodegenerativas por su papel neuroprotector contra el estrés oxidativo en líneas 

celulares de hipocampo de ratón (Aoki et al., 2004). A pesar de su potencial 

terapéutico, aunque se han aislado varios análogos de estos alcaloides guanidina y se 

han descrito diferentes métodos para su producción (Bondu et al., 2012), la 

obtención a gran escala de estos alcaloides es, por el momento, poco práctica 

(Murray et al., 2013). 
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1.3 Canales iónicos dependientes de voltaje como dianas farmacológicas 

de compuestos marinos 

Los canales iónicos son proteínas transmembrana que constituyen la diana 

molecular de numerosas toxinas y agentes terapéuticos. Muchos de los procesos 

fisiológicos que ocurren en los seres vivos, entre los que se encuentran el potencial 

de acción, la secreción de hormonas y neurotransmisores, el latido cardíaco y la 

contracción muscular están regulados, en gran medida, por miembros de la 

superfamilia de canales iónicos dependientes de voltaje. Esta superfamilia proteica, 

que consta de más de 140 miembros, constituye uno de los mayores grupos de 

proteínas implicadas en la transducción de señales celulares (Yu et al., 2005). Todas 

las moléculas de origen marino empleadas en esta tesis interaccionan con canales 

iónicos dependientes de voltaje afectando así a la función celular. En ese sentido, las 

ciguatoxinas y el gambierol interaccionan principalmente con canales de sodio y 

potasio dependientes de voltaje, respectivamente. Además, la crambescidina 816 

actúa sobre canales de calcio dependientes de voltaje. Teniendo en cuenta que los 

principales canales dependientes de voltaje en neuronas son los canales de sodio, los 

canales de potasio y los canales de calcio y que los linfocitos T humanos presentan 

canales de potasio, a continuación se revisan las principales propiedades de estos 

canales y de sus corrientes. 

 

1.3.1 Canales de sodio dependientes de voltaje 

Los canales de sodio dependientes de voltaje son los responsables del inicio 

del potencial de acción en células excitables. Existen diez genes que codifican las 9 

subunidades α de canales de sodio (Nav1.1-Nav1.9) y otra forma atípica de estos 

canales denominada Nax (Catterall, 2014; Yu et al., 2004). Mientras que las 

isoformas Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 y Nav1.6 predominan en el sistema nervioso 

central, las isoformas Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9, son propias del sistema nervioso 

periférico  y las isoformas Nav1.4 y Nav1.5 se encuentran en músculo esquelético y 

corazón, respectivamente (Vacher et al., 2008). En la Tabla 2 se recojen las 

principales propiedades farmacológicas, la distribución tisular, las principales 

funciones fisiológicas y las alteraciones fisiopatológicas de los principales canales 

Nav (http://www.iuphar-db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyId=82). 

http://www.iuphar-db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyId=82
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Tabla 2. Propiedades farmacológicas, distribución tisular, funciones fisiológicas y fisiopatología asociadas a los canales de sodio dependientes de voltaje 

(http://www.iuphar-db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyId=82). TTX es tetrodotoxina y STX es saxitoxina. 

Canal Localización Función  Fisiopatología  Activadores Bloqueantes de poro 

hNav1.1 Neuronas espinales principalmente cuerpos 

celulares y neuronas cerebrales 

Inicio de potenciales de 

acción y disparo repetitivos  

Epilepsia generalizada con 

convulsiones febriles 

Batracotoxina, veratridina TTX, STX 

hNav1.2 Cerebro, axones desmielinizados y axones 

premielinizados en desarrollo, cuerpos celulares 

neuronales y dendritas 

Conducción del potencial de 

acción 

Encefalopatía epiléptica 

infantil precoz. Convulsiones 

neonatales familiares benignas  

Toxina β de escorpión, 

batracotoxina, aconitina, 

veratridina 

TTX, STX  

hNav1.3 Médula espinal, tálamo, amígdala, cerebelo, 

corazón y cerebro 

Contribución al disparo 

repetitivo de potenciales de 

acción 

Epilepsia Batracotoxina, veratridina TTX, STX 

hNav1.4 Músculo esquelético Inicio y propagación del 

potencial de acción 

Miotonía agravada por potasio Grayanatoxina, veratridina, 

batracotoxina, Toxina β de 

escorpión 

STX, TTX, conotoxina 

GIIIA, mexiletina, 

lidocaína 

hNav1.5 Corazón Inicio y propagación del 

potencial de acción 

Fibrilación atrial familiar, 

síndrome Brugada, síndrome 

del QT largo tipo 3, 

cardiomiopatía dilatada 

Aconitina, batracotoxina, 

veratridina 

STX, TTX, lidocaína, 

amiodarona, quinidina 

hNav1.6 Cerebelo, corteza cerebral, hipocampo, células 

de Purkinje cerebelares, tronco encefálico, 

astrocitos 

Conducción de potenciales 

de acción, corriente 

persistente de sodio  

Ataxia cerebelar, 

encefalopatía epiléptica severa 
Toxina  de escorpión, 

batracotoxina 

TTX, STX 

hNav1.7 Neuronas de la raíz dorsal espinal, neuronas de 

sistema nervioso simpático, células de Schwann 

y células neuroendocrinas 

Dolor neuropático, dolor por 

calor tras quemaduras 

Mutaciones causantes de 

insensibilidad al dolor (sin 

patología nerviosa periférica) 

Batracotoxina, veratridina TTX, lidocaína, Cd
+2

 

hNav1.8 Nociceptores y fibras-A mielinizadas, neuronas 

de la raíz dorsal espinal de diámetro pequeño y 

mediano 

Fase despolarizante de 

potenciales de acción en 

neuronas de la raíz dorsal 

espinal  

Sobreexpresado en esclerosis 

múltiple. Su sobreregulación 

produce déficit de la función 

cerebelar.  

Batracotoxina, veratridina TTX, lidocaína 

hNav1.9 Neuronas del plexo mientérico, neuronas de la 

raíz dorsal espinal tipo-C, neuronas trigeminales 

Despolarización, incremento 

de excitabilidad 

Dolor inflamatorio No descrito TTX 

http://www.iuphar-db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyId=82
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Los canales de sodio dependientes de voltaje, están formados por una 

subunidad proteica α de 260 kDa asociada a una o más subunidades β (β1, β2 y/o β3) 

de 33-36 kDa. El clonaje y la secuenciación del ADN complementario que codifica 

las subunidades α de los canales de sodio ha demostrado que el ARN mensajero que 

codifica la subunidad α es suficiente para la expresión de canales de sodio 

funcionales (Goldin et al., 1986). Las subunidades α de los canales de sodio 

determinan la estructura del canal mientras que las subunidades  modulan la 

cinética y la dependencia de voltaje de la activación e inactivación del canal y 

además actúan como moléculas de adhesión celular (Catterall, 2014). Las 

subunidades  son proteínas transmembrana que contienen un extremo peptídico N-

terminal, un dominio inmunoglobulina, un dominio transmembrana y un dominio 

intracelular C-terminal. Las subunidades α están formadas por unos 2000 residuos de 

aminoácidos organizados en 4 dominios homólogos (I-IV), cada uno de los cuales 

contiene 6 segmentos transmembrana (S1-S6). En cada uno de los dominios de la 

subunidad α, existe un sensor de voltaje que se encuentra en el segmento S4, y entre 

los segmentos 5 y 6 hay un bucle de unión que constituye el filtro de selectividad 

iónica tal y como se muestra en la Figura 16 (Stevens et al., 2011). La activación del 

canal de sodio en respuesta a cambios de voltaje se genera por el movimiento hacia 

afuera del segmento S4 de cada dominio, que contiene residuos cargados como 

consecuencia de una alteración de cargas eléctricas a través de la membrana. Existen 

6 sitios de unión de toxinas en los canales de sodio. Las toxinas que actúan 

bloqueando el canal se unen al sitio 1 del mismo mientras que la mayoría de las 

toxinas que se unen a los sitios 2-6 actúan activando estos canales (Eijkelkamp et al., 

2012). En la Figura 16 se muestran los sitios de unión de las toxinas que actúan en 

canales de sodio (salvo el sitio de unión 6, al que se unen algunas conotoxinas, ya 

que no ha sido completamente caracterizado) así como sus efectos sobre los 

diferentes sitios del canal (Eijkelkamp et al., 2012). Por otra parte, conviene 

mencionar que los bloqueantes de canales de sodio se emplean frecuentemente en 

clínica como anestésicos locales, antiarrítmicos y antiepilépticos (Catterall et al., 

2005a).  
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Figura 16. Representación esquemática  de la estructura de la subunidad α de los canales de 

sodio dependientes de voltaje e identificación de las areas de unión de neurotoxinas. Figura 

modificada de Stevens (Stevens et al., 2011). Los números romanos indican los dominios de la 

subunidad α; los segmentos 5 y 6 son los segmentos adyacentes al poro y las hélices S4 (amarillo) 

constituyen los sensores de voltaje. El bucle intracelular de los dominios III y IV que contiene los 

residuos isoleucina, fenilalanina, metionina (IFM) ocluye la boca del poro durante el proceso de 

inactivación; P indica lugar de fosforilación (en los círculos rojos: lugar de fosforilación por cinasa de 

proteínas A; en cuadrado rojo lugar de fosforilación por cinasa de proteínas C); ᴪ, lugar probable de 

N-glucosilación. Los círculos en los bucles reentrantes de cada dominio representan los aminoácidos 

que constituyen el filtro de selectividad iónica.  
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Como se mencionó anteriormente, los canales Nav son los principales 

responsables del inicio del potencial de acción en células excitables. En la Figura 17 

se muestra cómo el funcionamiento de los canales de sodio dependientes de voltaje 

influye en la generación de potenciales de acción en neuronas. Los canales de sodio 

dependientes de voltaje experimentan cambios cíclicos entre tres estados funcionales 

distintos, que incluyen el estado de reposo o cerrado, el estado activado y el estado 

inactivado. (Denac et al., 2000). En el estado de reposo, el canal está cerrado debido 

a un cambio conformacional que requiere la repolarización de la membrana. Cuando 

la membrana celular se despolariza (tiene menos carga negativa), los canales de 

sodio dependientes de voltaje se activan y se produce la entrada de sodio. Cuando 

esta entrada de sodio es capaz de que la membrana celular se despolarice más allá de 

cierto umbral (entre -65 mV y -50 mV, dependiendo principalmente del tipo celular) 

la célula dispara un potencial de acción. Tras unos milisegundos, se inicia la fase de 

repolarización en la que los canales de potasio dependiente de voltaje se abren y los 

canales de sodio se inactivan gradualmente. Este proceso de inactivación requiere un 

cambio conformacional que está asociado al bucle intracelular que conecta los 

dominios III y IV del canal de sodio que contiene los residuos isoleucina, 

fenilalanina, metionina. Este bucle actúa como una especie de “bola y cadena” 

(Goldin, 2003) que se une a la parte intracelular del poro iónico inactivando el canal. 

Tanto en el estado inactivado como en el estado de reposo (canal cerrado) el canal no 

conduce iones, pero los canales que han sido inactivados como consecuencia de una 

despolarización prolongada no responden hasta que la célula se repolariza y los 

canales de sodio vuelven al estado de reposo o cerrado.  
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Figura 17. Representación esquemática del funcionamiento del canal de sodio dependiente de 

voltaje y su influencia en la generación de potenciales de acción. Los canales de sodio están 

cerrados en estado de reposo (1) y se activan con la despolarización celular generando corrientes de 

entrada de sodio y disparo de potenciales de acción en neuronas (2). Después de unos milisegundos, 

coincidiendo con la fase de repolarización del potencial de acción (3), los canales se inactivan como 

consecuencia del bloqueo del canal por el bucle intracelular de la subunidad mecanismo de bola y 

cadena)Posteriormente la repolarización de la membrana produce la recuperación parcial de la 

inactivación (volviendo al estado cerrado). El registro del potencial de acción (panel superior) fue 

obtenido en una neurona cortical de 10 DIV. La figura del panel inferior está adaptada de Eijkelkamp 

et al. 2012 (Eijkelkamp et al., 2012). 
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Corrientes de sodio dependientes de voltaje 

Las corrientes de sodio se registraron por primera vez como parte del análisis 

del potencial de acción en un axón gigante de calamar empleando la técnica 

electrofisiológica de fijación de voltaje (Hodgkin et al., 1952a; Hodgkin et al., 

1952b). Aquel trabajo demostró que las señales eléctricas en los nervios se iniciaban 

por la activación de corrientes de sodio dependientes de voltaje que despolarizaban la 

célula. 

Para el registro de las corrientes de sodio se utilizan protocolos de varios 

pulsos de voltaje de corta duración, como el que se muestra en la Figura 18A, que 

despolarizan la célula consiguiendo la apertura de los canales Nav. Dichos protocolos 

permiten obtener una curva corriente-voltaje donde se representa la corriente (eje Y) 

en función del voltaje (eje X), como se muestra en la Figura 18B. Como se aprecia 

en la Figura 18C, la corriente de sodio tiene una fase rápida de activación y después 

una fase que decrece exponencialmente, denominada inactivación. La cinética de 

activación e inactivación es dependiente de voltaje. Las corrientes de sodio se 

bloquean en presencia de bloqueantes específicos entre los que se encuentran la 

tetrodotoxina y la saxitoxina (Figura 18C).  
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Figura 18. Dependencia de voltaje de las corrientes de sodio. A, activación de corrientes de sodio 

(arriba) en función de diferentes pulsos de voltaje (abajo). B, curva corriente-voltaje normalizado 

respecto a la corriente máxima del control. C, cinética de la corriente de sodio dependiente de voltaje 

y efecto del bloqueante tetrodotoxina sobre la misma. 
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1.3.2 Canales de potasio dependientes de voltaje 

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) constituyen la familia 

más numerosa (unos 40 genes que los codifican) de todos los canales de potasio 

humanos, que también alberga a los canales de potasio activados por calcio (KCa), a 

los canales de potasio rectificadores de entrada (KIR, del inglés inward-rectifying) y a 

los canales de potasio de dos poros (K2P) (Gutman et al., 2005). Los canales Kv 

participan en la regulación de la excitabilidad de la membrana en corazón y sistema 

nervioso y también en la regulación del potencial de reposo de células no excitables, 

como células de músculo liso y linfocitos (Catterall et al., 2007). Los canales de 

potasio son importantes dianas celulares ya que están involucrados en diversas 

enfermedades neurológicas, cardiacas, inmunes y procesos inflamatorios (Tian et al., 

2014). Entre las enfermedades neurológicas asociadas a alteraciones en la función de 

los canales de potasio se encuentran la ataxia episódica y mioquimia (asociadas al 

canal Kv1.1), las convulsiones neonatales benignas (asociadas a los canales Kv7.2 y 

Kv7.3), el Parkinson (asociado a los canales KIR2.1-KIR2.4), el Alzheimer (asociado a 

los canales Kv3.1-Kv3.4 y a canales KCa) y el síndrome EAST que cursa con 

epilepsia, ataxia, sordera y tubulopatía renal (asociado a los canales KIR4.1 y KIR5.1) 

(Shieh et al., 2000). La activación farmacológica de los canales de K
+ 

en células 

excitables reduce la excitabilidad celular mientras que su inhibición la aumenta. Los 

moduladores de los canales Kv son principalmente iones metálicos, moléculas 

orgánicas pequeñas (3- 6 KDa) y péptidos derivados de venenos (Tian et al., 2014). 

Estos compuestos regulan el canal bloqueando el poro (mecanismo típico de las 

moléculas orgánicas pequeñas y algunas toxinas de escorpión o anémonas marinas) o 

modulando la apertura o cierre del canal tras la unión al dominio sensible al voltaje, 

como en el caso de la toxina de araña anatoxina (Tian et al., 2014).  

En la presente tesis se han estudiado los efectos de diferentes compuestos de 

origen marino sobre los canales de potasio dependientes de voltaje, una superfamilia 

que está compuesta por 12 subfamilias (Kv1-Kv12) (Gutman et al., 2005). En la 

Tabla 3 se recojen las principales funciones, la fisiopatología, los agentes activadores 

y bloqueantes de los principales canales de potasio presentes en el sistema nervioso 

central. 
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Canales Tipo de corriente Función Fisiopatología asociada al canal Activadores Bloqueantes 

Kv1.1 

IK tardía 

Mantenimiento del potencial de 

membrana y modulación de la 

excitabilidad neuronal 

Ataxia episódica, mioquimia 

Ninguno 

TEA, 4-AP, nifedipina, diltiazem, flecainida, 

margatoxina 
Kv1.2 No establecido 

Kv1.3 

Mantenimiento del potencial de 

membrana y señalización de 

calcio en linfocitos y 

oligodendrocitos 

Esclerosis múltiple, diabetes tipo 1, 

artritis reumatoide, psoriasis 
Caribdotoxina, naltrexona, margatoxina 

Kv1.4 IA Hiperpolarización neuronal 

No establecido en SNC 

CaM/calcineurina TEA, 4-AP, riluzol, quinidina, nicardipina 

Kv1.5 

IK tardía 

Mantenimiento del potencial de 

membrana y modulación de la 

excitabilidad neuronal 

Ninguno 

S9947, 4-AP, capsaicina 

Kv1.6 
Mantenimiento del potencial de 

membrana 
Dendrotoxina A, TEA, 4-AP 

Kv1.7 Repolarización de la membrana TEA, nifedipina, diltiazem, flecainida 

Kv1.8 No establecido en SNC Caribdotoxina, Ba
+2

,
 
TEA, 4-AP 

Kv2.1 IK tardía 
Mantenimiento del potencial de 

membrana y modulación de la 

excitabilidad neuronal 

No establecido en SNC 

Ácido linoleico Ba
+2

, TEA, 4-AP, anatoxina 

Kv2.2 IK tardía Ninguno Quinina, TEA, 4-AP 

Kv3.1 
IK tardía 

Disparo neuronal rápido, 

disparo rápido de interneuronas 

GABAérgicas, regulación de la 

Hipersensibilidad al alcohol, ataxia, 

mioclonía (en ratones que carecen 

de Kv3.1 y Kv3.3) 

Ninguno Nifedipina, diltiazem, TEA, fampridina 
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Tabla 3. Propiedades electrofisiológicas, farmacológicas, función y enfermedades asociadas a los canales de potasio dependientes de voltaje expresados en el sistema 

nervioso central (http://www.iuphar-db.org/). Los canales Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9 no son funcionales por sí sólos, sino que se unen a las subunidades de los canales Kv2 

modificando su función. Los canales Kv7.5, Kv11.1, Kv11.3 y Kv12.1-Kv12.3 también se expresan en el SNC pero no existe información de sus propiedades farmacológicas, 

su función o las enfermedades asociadas a estos canales. TEA es tetraetilamonio, 4-AP es 4-aminopiridina, IA es corriente de K
+
 tipo A o de inactivación rápida, IK tardía es 

corriente rectificadora tardía. 

Kv3.2 duración de potenciales de 

acción en terminales 

presinápticas 

No establecido 

Kv3.3 

IA No establecido 

Hipersensibilidad al alcohol, ataxia, 

mioclonía (en ratones que carecen 

de Kv3.1 y Kv3.3) 

Kv3.4 No establecido 

Kv4.1 

IA No establecido 
No establecido Ninguno 

4-AP, TEA 

Kv4.2 4-AP, heteropodatoxinas, ácido araquidónico 

Kv4.3 4-AP, bupivacaína 

Kv7.2-7.3 IK tardía Determinación del umbral de 

excitabilidad neuronal 
Convulsiones neonatales benignas 

familiares 

PIP2, retigabina, 

flupirtina 
TEA, linopirdina 

Kv10.1 IK tardía No establecido en SNC 
No establecido en SNC 

No establecido Haloperidol, quinidina, calmodulina, terfenadina. 

Kv10.2 
IK tardía de salida 

no inactivante 
No establecido 

Encefalopatía epiléptica 
No establecido Quinidina 

http://www.iuphar-db.org/
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Los canales de potasio están formados por subunidades que determinan la 

estructura del canal y subunidades auxiliares β que regulan las propiedades del canal 

(Tian et al., 2014). Las diferentes familias de canales de potasio se clasifican en 

función de la secuencia de aminoácidos y la estructura de la subunidad  que 

contiene el poro y se pueden dividir en tres grupos en función del número de 

segmentos transmembrana que presenten, formando los canales de 6, 2 y 4 

segmentos transmembrana. Como se muestra en la Figura 19A, los Kv y los KCa 

contienen seis segmentos transmembrana (S1-S6) y un poro, los canales KIR 

contienen dos regiones transmembrana (S1-S2) y un poro, y los canales K2P 

contienen cuatro regiones transmembrana (S1-S4) y dos poros. Los canales Kv son 

homotetrámeros, es decir, están formados por cuatro subunidades  iguales, cada una 

de ellas formada por seis segmentos transmembrana (S1-S6). Como se muestra en la 

Figura 19B, estos canales presentan un poro central formado por los segmentos S5 y 

S6 de las cuatro subunidades que está rodeado por cuatro dominios periféricos que 

actúan como sensores de voltaje (segmentos S1 a S4).  
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Figura 19. Representación esquemática de la estructura de las subunidades α de los distintos 

subtipos de canales de potasio (Giudicessi et al., 2012) y estructura del poro de los canales Kv 

(Fowler et al., 2013). A, el panel superior muestra la estructura de las subunidades con 6 segmentos 

transmembrana, propia de los canales Kv y KCa. Estos canales están formados por cuatro subunidades, 

cada una de ellas con seis segmentos transmembrana (S1-S6), un poro (flecha) situado entre los 

segmentos S5 y S6 y un sensor de voltaje en el segmento S4. El panel central muestra la estructura de 

las subunidades con 2 segmentos transmembrana, propia de los canales KIR. Estos canales están 

formados por cuatro subunidades, cada una de ellas con dos segmentos transmembrana (S1 y S2) y un 

poro (flecha) entre ambos segmentos. El panel inferior muestra la estructura de las subunidades con 4 

segmentos transmembrana (S1-S4) y dos poros (flechas), propia de los canales K2P. B, esquema de la 

estructura del canal (vista desde arriba). Las primeras 4 hélices α (S1-S4, representadas a color) de 

cada monómero forman el dominio sensor de voltaje. Éste está conectado por la hélice de unión S4-S5 

a las dos hélices α restantes (S5 y S6), las cuales se juntan con las hélices α S5 y S6 de los otros tres 

monómeros para formar el dominio del poro central a través del cuál difunden moléculas de agua e 

iones potasio. 
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Los canales Kv se activan tras la despolarización celular y participan en el 

mantenimiento del potencial de reposo de la membrana. Dado que la concentración 

del ión K
+
 es mucho mayor en el citosol (130-160 mM) que en el medio extracelular 

(4-8 mM), cuando el canal se activa se produce una salida de iones potasio al exterior 

celular que repolariza la membrana celular (por ejemplo al finalizar el potencial de 

acción). En la Figura 20 se muestran los diferentes estados funcionales de los canales 

de potasio dependientes de voltaje (Blunck et al., 2012). Al igual que sucede en los 

canales de sodio, el cierre y la apertura de los canales de potasio se debe a un cambio 

conformacional de la estructura del canal mientras que la inactivación de estos 

canales depende del mecanismo de bola y cadena, en el que el extremo N terminal se 

mueve hacia el interior del poro obstruyendo el paso de K
+
 (Borys et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Representación esquemática de un canal de potasio dependiente de voltaje indicando 

los tres estados principales del canal (Blunck et al., 2012). En el mecanismo de inactivación de los 

canales de potasio dependientes de voltaje llamado bola y cadena, la partícula inactivante del extremo 

N terminal (bola verde) disminuye la corriente mediante el bloqueo de la conducción del ión debido a 

que interacciona con el aminoácido isoleucina en el poro.  

 

 

Corrientes de potasio dependientes de voltaje 

A diferencia de las corrientes de sodio, la corriente de potasio es una corriente 

de salida. La salida de potasio del medio intracelular hace que la célula quede 

cargada negativamente y se produzca la repolarización celular. Para bloquear la 

corriente de potasio dependiente de voltaje se emplean bloqueantes específicos de los 

canales de potasio dependientes de voltaje como el tetraetilamonio (TEA) y la 4-

aminopiridina (4-AP). Sin embargo, estos bloqueantes no son específicos de algunos 

Mecanismo de bola y 
cadena (extremo N-
terminal) 

Cerrado Abierto 

Inactivado 
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canales Kv, como los Kv1.3 de linfocitos (ver siguiente sección). Las corrientes de 

potasio dependientes de voltaje se aíslan con bloqueantes de corrientes que se activan 

al mismo tiempo que la corriente de potasio, como es el caso de la corriente de sodio, 

es decir, para aislar las corrientes de potasio normalmente se emplean bloqueantes de 

la corriente de sodio dependiente de voltaje en la solución extracelular como la 

tetrodotoxina o la saxitoxina. Como se indicó en la Tabla 3 existen diferentes tipos 

de corrientes de potasio todas ellas importantes para la función neuronal. Así se ha 

descrito la corriente de K
+
 tipo A (IA) que presenta una cinética de inactivación 

rápida, la corriente de K
+
 sostenida o tipo K (IK) y la corriente de inactivación lenta o 

corriente tipo D (ID) (Ahmed, 1988; Everill et al., 1998). En la presente tesis se 

registró la corriente total de potasio. En la Figura 21 se muestran las corrientes de K
+
 

obtenidas en neuronas corticales mediante la aplicación de varios pulsos 

despolarizantes de 200 ms de duración modificando el potencial de membrana desde 

-60 mV hasta +75 mV. La variación del potencial de membrana entre -60 mV y +75 

mV genera una corriente de potasio que aumenta a potenciales más positivos. 

 

 

Figura 21. Corrientes de potasio dependientes de voltaje. En el panel de arriba se representa un 

protocolo de distintos pulsos de voltaje empleado para obtener las corrientes de K
+
 en neuronas 

corticales (abajo). Para ello se empleó la técnica de patch clamp en modo fijación de voltaje y se 

aplicaron varios pulsos despolarizantes de 200 ms de duración modificando el potencial de membrana 

desde -60 mV hasta +75 mV. 



Introducción 
 

51 

 

 

Canales de potasio en linfocitos T humanos 

En la presente tesis doctoral también se evaluó el efecto de los análogos 

heptacíclico y tetracíclico del gambierol en canales de potasio de linfocitos humanos, 

cuyas principales características se describen a continuación. 

Los linfocitos T son los responsables de coordinar la respuesta inmune y por 

tanto el bloqueo de la activación de estas células puede ser beneficioso en la 

prevención del rechazo de implantes o en el tratamiento de enfermedades 

autoinmunes. La proliferación y activación de los linfocitos T ante la respuesta 

antigénica, vienen precedidas de un aumento de las corrientes de potasio 

dependientes de voltaje, lo cuál mantiene potenciales negativos en la célula 

favoreciendo la entrada de calcio necesaria para la señalización de estos procesos 

(Cahalan et al., 2009). Por tanto, el bloqueo de los canales de potasio de linfocitos T 

supone una estrategia para prevenir la activación de estas células.  

En las células T se han caracterizado dos tipos de canales de potasio: el canal 

Kv1.3 y el canal KCa3.1 (Lam et al., 2011). El canal Kv1.3, también presente en 

células excitables, es el principal canal de potasio de las células del sistema 

inmunitario. Una célula T en reposo posee unos 400 canales Kv1.3 en su membrana 

(Lam et al., 2011) que contribuyen al mantenimiento del potencial de membrana 

(Cahalan et al., 1985). Los canales KCa3.1, en cambio, se activan por un incremento 

de calcio citosólico y no por cambios en el potencial de membrana (Grissmer et al., 

1993). La estrucura de los canales KCa3.1 es similar a la de los canales Kv ya que 

también están formados por cuatro subunidades α (compuesta cada una de ellas por 6 

segmentos transmembrana) que forman el poro. La apertura de los canales KCa3.1 

está mediada por la calmodulina (CaM) que actúa como receptor de Ca
+2

 y está unida 

al extremo carboxilo teminal del canal. Cuando el calcio procedente del retículo 

endoplásmico (ER) se une a la CaM se produce la activación del canal (Fanger et al., 

1999). Además, cuando se activan los linfocitos T (ante la presencia de un antígeno), 

aumenta la expresión de los canales KCa3.1 pasando de menos de 20 canales (que 

posee una célula T en reposo) a aproximadamente 500 canales por célula, sin cambio 

en la expresión de canales Kv1.3 (Ghanshani et al., 2000). 
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En la Figura 22 se explica brevemente la influencia de los canales de potasio 

Kv1.3 y KCa3.1 en la activación de linfocitos T (Lam et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Canales de potasio Kv1.3 y KCa3.1 y señalización de calcio durante la activación de 

células T (Lam et al., 2011). La presentación del antígeno en el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) al complejo receptor-CD3 de células T activa la fosfolipasa C (PLC-γ), la 

cual produce inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 se une al receptor IP3 (IP3R) en la membrana del 

retículo endoplásmico (RE), la cual se abre para liberar calcio almacenado en el RE. Cuando la mano 

EF (motivo estructural de proteínas de unión al Ca
+2

) que contiene la molécula de interacción estromal 

(STIM1, del inglés stromal interaction molecule), localizada en la membrana del ER, detecta el 

vaciamiento de calcio en el RE, se activan los canales CRAC (del inglés Ca
+2

 release-activated Ca
+2

 

channels) localizados en la membrana celular y la concentración de calcio citosólico aumenta. 

Posteriormente, se abren los canales Kv1.3 y KCa3.1 en respuesta a la despolarización de la membrana 

y al incremento de la concentración de calcio, respectivamente, manteniendo la entrada de calcio a 

través de los canales CRAC. Por último, el incremento de calcio citosólico activa la fosfatasa 

calcineurina, dando lugar a la desfosforilación del factor de transcripción nuclear de las células T 

(NFAT), permitiendo su translocación al núcleo. Esto desencadena la producción de interleuquina 2 

(IL-2), la secreción de citoquinas y la proliferación de linfocitos T. 

 

Producción de IL-2, secreción de citoquinas, 
proliferación células T 

Núcleo 
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Los bloqueantes clásicos de canales Kv, TEA y 4-AP, no son específicos para 

los canales de potasio en linfocitos y por tanto no inhiben su activación. Sin 

embargo, estos canales son sensibles a una gran variedad de agentes farmacológicos, 

entre los que se encuentran numerosas toxinas naturales, procedentes principalmente 

de venenos de escorpiones y arañas (Chandy et al., 2001). Estos compuestos son 

bloqueantes selectivos de los canales de potasio Kv1.3 y KCa3.1 y ofrecen una 

aproximación mucho más selectiva que otros agentes inmunomoduladores. En esta 

línea, los bloqueantes de los canales Kv1.3 son potencialmente adecuados para el 

tratamiento de enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple, la psoriasis y 

la artritis reumatoide, mientras que el potencial terapéutico de los bloqueantes de los 

canales KCa3.1 se dirige fundamentalmente a patologías como el asma, restenosis, 

ateroesclerosis y fibrosis (Lam et al., 2011). Los bloqueantes selectivos de los 

canales Kv1.3 disminuyen la entrada de calcio lo que bloquea la activación celular in 

vitro e in vivo (Cahalan et al., 1997). En 1989 se descubrió por primera vez que la 

charibdotoxina, un péptido aislado de veneno de escorpión, bloqueaba los canales de 

potasio dependientes de voltaje y dependientes de calcio en linfocitos con elevada 

afinidad (Sands et al., 1989). Esta toxina además reduce la producción de IL-2 y la 

proliferación de linfocitos a concentraciones en el rango nanomolar (Krasznai, 2005). 

Con la margatoxina, una toxina de escorpión, se demostró por primera vez que la 

inhibición de los canales Kv1.3 bloquea la respuesta inmune in vivo (Koo et al., 

1997). Otras toxinas bloqueantes de los canales Kv1.3 son la calitoxina y la 

maurotoxina, que actúan bloqueando el poro del canal, y la anatoxina, que bloquea al 

unirse a los canales Kv por la parte exterior del poro modificando la dependencia de 

voltaje del canal. Por otra parte, existen 3 bloqueantes potentes y selectivos de los 

canales KCa3.1, que son las moléculas 1-[(2-Clorofenil)difenilmetil]pirazol (TRAM-

34), la acetamida trifenil fluorinada ICA-17043 y la lactona 10 ciclohexadieno (Lam 

et al., 2011). En la Tabla 4 se resumen las principales funciones fisiológicas de los 

canales de potasio de linfocitos humanos y se indican los principales activadores y 

bloqueantes de estos canales. 
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Canal 
Función fisiológica 

(humanos) 
Activadores Bloqueantes  

KCa3.1 

Regulación de volumen de 

eritrocitos y linfocitos, 

hiperpolarización para 

facilitar la entrada de calcio 

durante la proliferación 

celular, migración celular 

NS309, SKA-31, Ca
+2

, 

EBIO, clorzoxazona, 

riluzol 

TRAM-34, 

caribdotoxina, 

clotrimazol, 

nitrendipina, 

maurotoxina, ICA-

17043, lactona 10 

ciclohexadieno 

Kv1.3 

En linfocitos T: regulación 

del potencial de membrana, 

volumen, señalización de 

calcio y posiblemente 

apoptosis. El bloqueo de 

Kv1.3 inhibe la proliferación 

de las células T y secreción 

de citoquinas. 

No descritos 

Caribdotoxina, 

margatoxina, 

maurotoxina, anatoxina 

Tabla 4. Funciones fisiológicas, activadores y bloqueantes de los canales de potasio de linfocitos 

T humanos. NS309 es 6,7-dicloro-1H-indol-2,3-diona 3-oxima, SKA-31 es nafto[1,2-d]tiazol-2-

ilamina, EBIO es 1-etil-benzimidazolinona. 
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1.3.3 Canales de calcio dependientes de voltaje 

Los canales de Ca
+2

 dependientes de voltaje (Cav) se abren en respuesta a la 

despolarización de la membrana plasmática, permitiendo la entrada de Ca
+2

 desde el 

espacio extracelular al citosol. Esta entrada suele ser rápida debido al gradiente 

electroquímico para este ión lo que incrementa la concentración de calcio intracelular 

hasta el rango micromolar (Wadel et al., 2007). Muchos de estos canales se inactivan 

rápidamente para limitar el influjo de Ca
+2

 y la repolarización de la membrana 

produce el cierre de los mismos.  

Los canales de calcio regulan procesos intracelulares como la contracción, 

secreción, neurotransmisión y expresión genética. Estos canales ejercen dos 

funciones importantes para la función neuronal. En primer lugar, están presentes a lo 

largo de las diferentes partes de una neurona (dendritas, soma y terminales 

sinápticas) y contribuyen en gran medida a las propiedades electrofisiológicas 

neuronales. En segundo lugar, el calcio es un segundo mensajero importante en 

neuronas y la entrada de calcio en la célula (en parte a través de los canales de calcio) 

regula numerosas funciones fisiológicas, incluyendo la liberación de 

neurotransmisor, la plasticidad sináptica, el crecimiento de neuritas durante el 

desarrollo, la expresión génica y la activación de enzimas dependientes de calcio 

como las proteínas cinasas dependientes de calmodulina 2 (CaMKII) o la proteína 

cinasa c (PKC) (Clapham, 2007). Una inadecuada expresión o la disfunción de los 

canales Cav da lugar a diversas alteraciones neurológicas incluyendo, entre otros, 

dolor, epilepsia, migrañas y ataxia (Simms et al., 2014). 

En función de las características farmacológicas (sensibilidad ante 

bloqueantes farmacológicos) y electrofisiológicas (cinética de activación e 

inactivación de los canales Cav), se han descrito seis tipos funcionales de canales de 

Ca
+2

 dependientes de voltaje en neuronas que han sido denominados T (del inglés 

“tiny” y “transient”), L (del inglés “large” y “long lasting”), N (del inglés “neither” y 

“neuron specific”), P/Q (“Purkinje”) y R (del inglés “resistant”). Las corrientes 

resultantes de cada uno de estos canales adoptan el mismo nombre (Simms et al., 

2014). Desde un punto de vista funcional, estos canales se clasifican en dos grupos: 

los canales de umbral de activación bajo conocidos como LVA (del inglés low 
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voltaje activated) y los canales de umbral de activación alto denominados HVA (del 

inglés high voltaje activated). Los canales de umbral de activación bajo, también 

denominados tipo T (transitorios), se activan por pequeñas despolarizaciones desde 

potenciales muy negativos y se inactivan rápidamente de una forma dependiente de 

voltaje. Estos canales son insensibles a dihidropiridinas, a los antagonistas de Ca
+2

 

orgánicos y a la mayoría de los antagonistas de Ca
+2

 inorgánicos. Por su baja 

conductancia y por su corto periodo de apertura, su función está relacionada con el 

inicio del potencial de acción (Catterall, 2011). Por otra parte, los canales de umbral 

de activación alto (canales Cav tipo L, tipo N, tipo P/Q y tipo R) se abren en 

respuesta a grandes despolarizaciones de la membrana y su función está asociada a la 

excitabilidad neuronal y a la homeostasis del Ca
+2

 intracelular (Armstrong et al., 

1985; Catterall, 2000).  

En la Tabla 5 se recogen las principales propiedades farmacológicas, 

electrofisiológicas y las principales funciones fisiológicas de los canales Cav 

(Catterall, 2011). 
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Tabla 5. Propiedades farmacológicas, electrofisiológicas (Budde et al., 2002), funciones fisiológicas y enfermedades asociadas a los canales de calcio (Catterall, 2011). 

Donde CDI es inactivación dependiente de calcio, DHP son dihidropiridinas, ω-CTx-GVIA es ω- conotoxina, SNX-482 es el nombre de una toxina de tarántula. *Se han 

descrito diferentes resultados. 

Canal 
Tipo de 

corriente 
Localización 

Bloqueantes 

específicos 

Perfil de 

activación 

Perfil de 

inactivación 
CDI Funciones Enfermedades asociadas 

Cav1.1 

L 

Ganglios basales, cerebro 

(corteza e hipocampo), 

médula espinal, músculo 

esquelético, linfocitos 

DHP 

Alto voltaje 

Moderado / 

lento 
Sí 

Establecimiento del patrón sináptico 

neuromuscular, excitación-contracción en músculo 

esquelético, regulación de la transcripción 

Parálisis periódica 

hipocalémica 

Cav1.2 

Cerebro, corazón, células 

endocrinas, linfocitos, 

vejiga, útero, estómago, 

intestino 

DHP 

Excitación-contracción en corazón y músculo liso, 

elevación transitoria de Ca+2 en cuerpos neuronales 

y dendritas, control de emociones, potenciación a 

largo plazo en hipocampo, secreción de insulina, 

función de la vejiga urinaria 

Síndrome Timothy: arritmias 

cardíacas con desarrollos 

anormales y autismo, angina 

de pecho, hipertensión 

arterial, síndrome de Brugada 

Cav1.3 

Células endocrinas, soma 

neuronal y dendritas, 

corazón, linfocitos 

DHP 

Secreción endocrina, marcapasos cardíaco, 

elevación transitoria de Ca+2 en cuerpos neuronales 

y dendritas y audición 

Bradicardia sinusal, sordera 

congénita 

Cav1.4 Retina DHP Liberación de neurotransmisor en fotoreceptores Ceguera nocturna estacional 

Cav2.1 
N 

Terminales nerviosas y 

dendritas 
ω-CTx-GVIA Alto voltaje 

Rápido 
Sí/no* 

Liberación de neurotransmisor, elevación 

transitoria de Ca+2 en dendritas 
No descrito 

Cav2.2 P/Q 
Terminales nerviosas y 

dendritas 
ω-Agatoxina Alto voltaje 

Moderado / 

lento Sí/no 
Liberación de neurotransmisor, elevación 

transitoria de Ca+2 en dendritas 

Migraña hemiplégica 

familiar, ataxia cerebelar 

Cav2.3 R Soma neuronal y dendritas SNX-482 Alto voltaje 
Rápido / 

moderado No Disparos repetitivos No descrito 

Cav3.1 

T 

Cerebro (cerebelo, tálamo, 

corteza), ovario, placenta 

Ninguno Bajo voltaje 
Muy rápido 

No 

Regulación de disparos repetitivos neuronales 
Crisis de ausencias 

(epilepsia) 

Cav3.2 

Riñón, hígado, corazón, 

cerebro, pulmón, músculo 

esquelético, páncreas, 

placenta 

Nocicepción, secreción de aldosterone, dilataciónde 

arterias coronarias 

Crisis de ausencias 

(epilepsia), trastornos 

neurológicos 

Cav3.3 Cerebro Regulación de disparos repetitivos neuronales 

Crisis de ausencias 

(epilepsia), trastornos 

neurológicos 
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En la presente tesis doctoral se evaluó el efecto de diferentes compuestos 

marinos en los canales de umbral de activación alto (canales HVA). Como se 

muestra en la Figura 23, estos canales son complejos proteicos heteromultiméricos 

formados por las subunidades α1, α2, β, γ y δ (Simms et al., 2014). La subunidad α1 

es la más grande (190-250 kDa) y forma el poro del canal. Esta subunidad da lugar a 

la diversidad electrofisiológica y farmacológica de los distintos canales Cav, mientras 

que el resto de subunidades, denominadas auxiliares, modulan las propiedades del 

canal. Los canales de calcio LVA, en cambio, carecen de las subunidades auxiliares 

y su estructura está formada solamente por la subunidad α1. La secuencia de 

aminoácidos y estructura transmembrana de la subunidad α1 es similar a la 

subunidad α de los canales de sodio dependientes de voltaje y también se organiza en 

4 dominios repetidos (I-IV), cada uno de los cuales contiene 6 segmentos 

transmembrana (S1-S6) y un bucle entre los segmentos transmembrana S5 y S6. Al 

igual que en los canales de sodio, los segmentos S4 de cada dominio homólogo 

funcionan como sensores de voltaje. La subunidad β posee hélices α pero no 

segmentos transmembrana, mientras que la subunidad γ es una glicoproteína de 

cuatro segmentos transmembrana. La subunidad α2 es una glucoproteína 

extracelular, unida a la membrana a través de una unión disulfuro con la subunidad δ.  
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Corrientes de calcio dependientes de voltaje 

Las corrientes de calcio dependientes de voltaje son corrientes de entrada 

debido a la mayor concentración de iones calcio en el exterior celular que en el 

interior. Estas corrientes se aíslan con bloqueantes de corrientes que se activan al 

mismo tiempo que la corriente de calcio, como es el caso de la corriente de sodio y 

potasio, es decir, para aislar las corrientes de calcio normalmente se emplean 

Figura 23. Estructura de los canales de calcio dependientes de voltaje. Figura adaptada de Catterall 2008 

(Catterall et al., 2008) y Simms 2014 (Simms et al., 2014). En la representación esquemática del panel superior e 

inferior se muestran las subunidades α1, α2, β, γ y δ de los canales HVA. Los números romanos indican los 

dominios de la subunidad α1; los segmentos 5 y 6 (mostrados en verde) son los segmentos adyacentes al poro y las 

hélices S4 (amarillo) constituyen los sensores de voltaje. En el panel inferior se muestra la composición de los 

canales HVA formados por las subunidades α1, α2, β, γ y δ y de los canales LVA que sólo poseen la subunidad α1. 
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bloqueantes de la corriente de sodio dependiente de voltaje en la solución 

extracelular como la tetrodotoxina o la saxitoxina y bloqueantes de los canales de K
+
 

dependientes de voltaje, tetraetilamonio y 4-aminopiridina, que se añaden a la 

solución extracelular. Además, suele emplearse Ba
+2

 como transportador de carga 

dado que este ion bloquea los canales de potasio y reduce la inactivación de algunos 

tipos de canales de calcio. En la Figura 24 se representan los diferentes tipos de 

corrientes de calcio. 

 

Figura 24. Esquema de las distintas corrientes de calcio activadas por voltaje alto (Budde et al., 

2002). 

 

 

Al igual que los canales Nav y Kv, los canales de calcio dependientes de 

voltaje presentan mecanismos de inactivación dependientes de voltaje. Además, 

algunas isoformas de los canales de Cav de umbral de activación alto presentan 

mecanismos de inactivación dependientes de calcio que están modulados por la 

subunidad β (Stotz et al., 2004). A diferencia de los canales de sodio y potasio 

dependientes de voltaje donde la inactivación se produce mediante el bloqueo del 

poro (mecanismo de bola y cadena), existe una mayor dificultad para identificar el 

mecanismo de inactivación dependiente de voltaje en canales de calcio. Sin embargo, 

recientemente se ha propuesto un modelo en el cual los segmentos S6 se reajustan 
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estructuralmente en respuesta a una despolarización prolongada de la membrana 

(Simms et al., 2014). Mucho más comprendida, pero no menos complicada, es la 

inactivación dependiente de calcio (CDI). La CDI suele ser rápida y resulta en una 

curva de inactivación en forma de U (Figura 25). Este tipo de inactivación se mide 

normalmente empleando un protocolo de fijación de voltaje de doble pulso. Este 

protocolo consiste en un pulso de voltaje condicionante a diferentes potenciales 

(voltajes), seguido de una breve pausa y un pulso test a un voltaje fijo, que permite 

inducir la corriente de amplitud máxima y refleja el número de canales que pueden 

ser activados. Los pulsos condicionantes a potenciales muy positivos o muy 

negativos originan corrientes de calcio mínimas, dando lugar a corrientes máximas 

de calcio en el pulso de test. En cambio, cuando en el pulso condicionante se induce 

una corriente máxima de calcio, en el pulso test se produce una corriente mínima 

como resultado de la CDI ya que no hay suficiente número de canales susceptibles de 

abrirse (Budde et al., 2002). 
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Figura 25. Propiedades electrofisiológicas de la CDI en canales de calcio dependientes de voltaje 

(Budde et al., 2002). Arriba, protocolo de doble pulso empleado y corrientes de calcio inducidas. En 

este protocolo un pulso de voltaje condicionante a diferentes potenciales es seguido, tras una breve 

pausa, de un pulso test a un voltaje fijo. El voltaje del pulso test es un valor establecido para inducir la 

mayor amplitud de la corriente. Un pulso condicionante de un valor próximo o mayor que el potencial 

de reversión del calcio da lugar a una amplitud máxima de la corriente de calcio durante el pulso test 

(registro verde). Igualmente, se puede obtener una amplitud máxima de la corriente de calcio durante 

el pulso test a partir de un pulso condicionante de -50 mV, donde casi todos los canales de Ca
+2

 están 

cerrados (registro azul). Por el contrario, un pulso condicionante que desencadena una corriente 

máxima de calcio, da lugar a una corriente pequeña durante el pulso test (registro rojo) debido a la 

CDI. Abajo, la amplitud de la corriente test típicamente aparece en forma de U (línea verde) mientras 

que la amplitud del pulso condicionante aparece en forma de U invertida (línea morada) cuando se 

representa en función del voltaje del pulso condicionante en un gráfico corriente-voltaje. 
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1.4 Técnicas electrofisiológicas 

En este trabajo se han empleado técnicas electrofisiológicas para evaluar el 

efecto de diferentes compuestos de origen marino en canales iónicos y en la actividad 

espontánea neuronal. En términos generales, las técnicas electrofisiológicas tienen 

como objetivo cuantificar los movimientos eléctricos asociados al funcionamiento de 

células, tejidos u órganos. En estas técnicas, el contacto de un microelectrodo relleno 

de una solución electrolítica con una célula permite la determinación del potencial o 

de las corrientes iónicas cuando el electrodo se conecta a un voltímetro o a un 

amperímetro.  

El desarrollo de las técnicas electrofisiológicas ha avanzado mucho desde el 

siglo XIX, cuando se demostró por primera vez que los fenómenos eléctricos 

formaban parte de la fisiología animal (Molleman, 2003). En 1952 Hodgkin y 

Huxley fueron capaces de medir el potencial de membrana en el axón gigante de 

calamar (Hodgkin y Huxley, 1939; Curtis y Cole 1940). En 1976 Neher y Sakmann 

introdujeron la variante electrofisiológica de patch clamp. Ellos emplearon también 

microelectrodos y fijación de voltaje, pero mejoraron la técnica empleando pipetas 

con extremos largos que no penetraban en la célula sino que formaban un contacto 

muy fuerte con la membrana celular. Sakmann y Neher recibieron el Premio Nobel 

en Fisiología y Medicina en el año 1991. Desde entonces ha habido un continuo 

desarrollo de protocolos y técnicas de análisis, como la introducción del patch clamp 

perforado o el patch clamp en rodajas de cerebro. 

A continuación se describen las bases fisiológicas sobre las que se asientan 

las técnicas electrofisiológicas del patch clamp así como los conceptos más 

relevantes de esta técnica. 

 

Propiedades eléctricas de la membrana celular 

La membrana plasmática celular actúa como barrera entre el citoplasma y el 

medio extracelular generando una distribución iónica diferente entre el medio intra- y 
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extracelular (Tabla 6), que es bastante constante entre los diferentes tipos celulares, 

órganos e incluso especies animales.  

Ión Concentración intracelular (mM) Concentración extracelular (mM) 

Na
+ 5-20 130-160 

K
+ 130-160 4-8 

Ca
+2 0.05-1 1.2-4 

Mg
+2 10-20 1-5 

Cl
-
 1-60 100-140 

HCO3
-
 1-3 20-30 

Tabla 6. Distribución intracelular y extracelular de los principales iones en células animales 

(Molleman, 2003). 

 

Los fenómenos eléctricos en los sistemas biológicos están mediados por el 

movimiento de iones entre el medio intracelular y el medio extracelular, y viceversa, 

a través de la bicapa lipídica de la membrana celular, que funciona como un aislante  

impidiendo el movimiento libre de estas partículas cargadas eléctricamente. Sin 

embargo, este aislamiento no es perfecto ya que la membrana celular presenta 

canales iónicos, transportadores, y existen algunas pérdidas de corriente. La 

distribución desigual de iones a través de la membrana celular genera un potencial 

eléctrico en todas las células que se denomina potencial de membrana. En células en 

reposo, este potencial es negativo debido a que la membrana celular posee más 

canales permeables al K
+
 que al Na

+
 y por tanto se produce un mayor movimiento 

iónico de los iones K
+
 desde el interior celular al espacio extracelular dejando un 

exceso de cargas negativas en el interior celular (Lodish et al., 2000). Sin embargo, 

esta negatividad del potencial de membrana puede disminuir (hacerse más positivo o 

despolarizado) o aumentar (hacerse más negativo o hiperpolarizado) y como se 

explicó en la Figura 17, la despolarización de la membrana celular, tras la apertura de 

los canales de sodio dependientes de voltaje, genera potenciales de acción en células 

excitables 

La membrana plasmática se asemeja a un circuito eléctrico. Simplificando, 

los canales iónicos equivaldrían al “cable metálico” por donde circula la corriente 

eléctrica que equivaldría al flujo de iones. Para comprender la membrana celular 
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desde un punto de vista electrofisiológico a continuación se revisan algunos 

conceptos (Tabla 7). 

Tabla 7. Parámetros eléctricos de la membrana celular. 

 

La técnica del “patch clamp” 

Desde hace décadas, el método empleado para estudiar las propiedades 

electrofisiológicas de las membranas biológicas y de las corrientes iónicas es la 

técnica de patch clamp. Inicialmente esta técnica fue desarrollada con el objetivo de 

registrar la corriente que pasaba a través de cada canal iónico individual presente en 

un “trozo” de membrana celular, denominado patch. Sin embargo, posteriormente se 

demostró su utilidad para el registro de corrientes macroscópicas. La combinación de 

esta técnica con manipulaciones farmacológicas o sustituciones iónicas permite 

alterar los componentes citoplasmáticos y aislar en una célula las corrientes de 

membrana asociadas a un determinado ión. Sin embargo, los iones son partículas que 

no fluyen con facilidad a través de la membrana ya que en su camino se encuentran 

Parámetro Unidad Definición 

Carga (Q) 
Culombio 

(C) 

Propiedad física de los iones que se manifiesta mediante fuerzas de 

atracción y repulsión entre ellos. Los protones son iones con carga 

positiva y los electrones son iones con carga negativa. 

Corriente (I): Amperio (A) Flujo de carga por unidad de tiempo (dQ/dt). 

Resistencia (R) Ohmio ( Ω) 

Resistencia de membrana (Rm): es la resistencia generada por los 

impedimentos que se encuentran los iones al atravesar la membrana 

plasmática. 

Resistencia de la pipeta (Rp): es la resistencia que se genera cuando 

el pequeño diámetro de la punta de la pipeta entra en contacto con la 

membrana celular. 

Resistencia de fuga (Rf): se introdujo dado el daño que supone el 

microelectrodo a la membrana plasmática, creando un pequeño 

circuito entre el citosol y la tierra (electrodo presente en el baño 

extracelular). 

Potencial de 

membrana (Vm o Em) 
Voltio (V) Es la diferencia de carga eléctrica a ambos lados de la membrana. 

Capacitancia de la 

membrana (Cm) 
Faradai (F) Es la capacidad de la membrana para almacenar carga. 

Conductancia iónica 

(g) 

Siemens (S) 
Es la facilidad de los iones para moverse de un lado a otro de la 

membrana. Es inversamente proporcional a la Rm (g  = 1/Rm) 
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con resistencias, que en un contexto electrofisiológico son la Rm, la Rp y la Rf, 

principalmente. En la Figura 26 se muestra un esquema de un registro 

electrofisiológico intracelular. 

 

 

 

 

A continuación se explica de un modo simplificado, cómo se lleva a cabo la 

técnica de patch clamp.  

Fundamentalmente, la técnica de patch clamp consiste en colocar una pipeta 

(o electrodo de registro) sobre la membrana celular y aplicar una pequeña presión 

negativa (mediante succión) a la pipeta para conseguir un contacto lo más estrecho 

posible entre la membrana y la pipeta, que se denomina sello. En la Figura 27 se 

muestran los pasos necesarios para la obtención del sello y la configuración de célula 

entera (que se explica más adelante) así como la evolución de la resistencia de la 

membrana en dicho proceso. Como se muestra en el paso 1, cuando la punta de la 

pipeta se sumerje en la solución extracelular, la corriente del pulso test que se aprecia 

en el osciloscopio (derecha de la imagen) permite medir la resistencia de la pipeta. 

Posteriormente, cuando la punta de la pipeta se posiciona cerca de la célula que se 

Figura 26. Esquema de un circuito electrofisiológico. 
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quiere estudiar (paso 2), el pulso test del osciloscopio refleja un aumento de 

resistencia al encontrarse la punta de la pipeta obstruída por la superficie celular. 

Más tarde se realiza el sello (paso 3), mediante la unión espontánea de la punta de la 

pipeta con la célula o aplicando de nuevo una ligera presión negativa mediante 

succión. Esto se refleja en el osciloscopio por una ausencia de corriente en el pulso 

test, lo que indica un aumento de resistencia, que idealmente debería ser igual o 

mayor a 1 gigaohmnio (GΩ). Finalmente, en el caso de la modalidad de célula entera 

(paso 4), se necesita romper el trozo de membrana que está en contacto con la pipeta 

para lo que, normalmente, se realiza una succión de nuevo. Una vez rota la 

membrana, la solución de la pipeta entra en contacto directo con el citoplasma. Una 

ruptura correcta se refleja en el osciloscopio por un aumento en la corriente del pulso 

test, ya que suele aparecer una señal alargada que está formada por la capacitancia de 

la membrana, la resistencia de la pipeta, la resistencia de la membrana y la 

resistencia de acceso (Molleman, 2003). 

 

 

Figura 27. Representación esquemática de las fases necesarias para conseguir la ruptura de la 

membrana en el modo célula entera (izquierda) y de la evolución de la resistencia de la 

membrana durante ese proceso (derecha). 
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El descubrimiento de que una succión suave conseguía establecer un sello con 

una resistencia de un gigaohmnio (Sigworth et al., 1980), denominado un gigasello, 

fue el inicio de grandes mejoras en la calidad de los registros de patch clamp y de la 

expansión de la técnica. Desde entonces se han descrito diferentes modalidades de la 

técnica de patch clamp que permiten el estudio de diferentes aspectos de la 

membrana, que se describen a continuación (Molleman, 2003) y que se representan 

en la Figura 28: 

-Célula adherida: se obtiene mediante una fuerte conexión entre la punta de la 

pipeta de vidrio y la membrana celular, lo que origina un sello de elevada resistencia 

(tal y como comienzan todos los experimentos de patch-clamp).  

-Célula entera: se obtiene mediante la ruptura del fragmento de membrana adherido 

a la punta de la pipeta (patch) consiguiendo que la solución del interior de la pipeta 

entre en contacto directo con el citoplasma celular, lo que produce diálisis entre la 

solución de la pipeta y el contenido intracelular. Esta configuración permite que el 

potencial de membrana se pueda medir directamente.  

-Célula perforada: se utilizan agentes perforadores (gramicidina, anfotericina B y 

nistatina principalmente) en la solución de la pipeta. Estos agentes realizan pequeños 

poros en la membrana plasmática permitiendo el paso selectivo de iones. Esta 

configuración permite mantener prácticamente intacto el contenido intracelular. 

-Configuración cara externa hacia fuera (outside-out): cuando el trozo de la 

membrana que está en la punta de la pipeta está roto (célula entera), se puede separar 

el electrodo y debido a las características de los fosfolípidos, estos se pliegan sobre sí 

mismos cubriendo la punta de la pipeta, de forma que un pequeño trozo de 

membrana con su cara externa hacia afuera queda unido a la pipeta. Para que se 

establezca una situación fisiológica, la solución del interior de la pipeta ha de ser lo 

más parecida posible al contenido iónico intracelular, ya que se pone en contacto con 

el lado intracelular de la membrana. Este tipo de configuración se utiliza para el 

estudio de los efectos de los factores extracelulares en los canales, ya que la 

composición de la solución extracelular presente en el baño se puede modificar 

fácilmente durante el experimento. 
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-Configuración cara interna hacia fuera (inside-out): se obtiene a partir de la 

situación de célula adherida, donde, al igual que en la configuración anterior, la 

pipeta se separa de la célula, de tal forma que se crea una vesícula de parte de la 

membrana celular que queda unida a la punta de la pipeta. Esta vesícula se puede 

romper con la exposición al aire, quedando un trozo de membrana unido a la pipeta, 

pero en este caso con su cara interna hacia afuera. Este tipo de configuración es ideal 

para el estudio de los efectos de factores citosólicos en los canales. Sin embargo, esta 

configuración es mucho más complicada para trabajar que la anterior, ya que para su 

obtención se necesita un paso adicional, la destrucción de la vesícula, y en cada 

experimento la solución extracelular ha de ser sustituida por la solución intracelular.  

 

 

 

 

Aunque la mayoría de los experimentos de patch clamp son experimentos de 

fijación de voltaje en los cuales se registra la corriente manteniendo el voltaje 

constante, existe otra variante denominada fijación de corriente que consiste en 

registrar las variaciones de voltaje manteniendo fija la corriente de membrana. Esta 

modalidad se emplea normalmente para controlar la calidad y estabilidad del sello y 

Figura 28. Configuraciones de patch clamp. Figura modificada de Ashcroft & Rorsman, 2013 

(Ashcroft et al., 2013).  
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de la célula una vez que se consigue acceso al citoplasma y además permite medir el 

potencial de membrana y la actividad espontánea así como el registro de potenciales 

de acción. En el presente trabajo se emplearon ambas modalidades en la 

configuración de célula entera. En la Figura 29 se muestra una imagen de la técnica 

de patch clamp en uno de los experimentos de esta tesis, así como un registro de la 

actividad espontánea neuronal en modo de fijación de corriente. 

 

 

Figura 29. Experimento de patch clamp en el modo de célula entera. Arriba se muestra la 

micropipeta de vidrio en contacto con una neurona. Abajo se muestra un registro en modo de fijación 

de corriente, en el que se aprecia la actividad espontánea neuronal. 
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1.5 Neurotransmisión y plasticidad sináptica 

El cerebro humano está compuesto por billones de neuronas, cada una de 

ellas formando hasta 100.000 conexiones sinápticas, lo que lo convierte en el sistema 

más complejo conocido hasta la fecha. Con el fin de almacenar información y 

adaptarse a cambios en el ambiente, el cerebro es una estructura plástica que está 

continuamente sufriendo modificaciones. Dado que una parte de la presente tesis 

doctoral está dirigida al estudio del efecto de la ciguatoxina sobre la transmisión y 

plasticidad sináptica neuronal, es necesario comprender cómo funciona un sistema 

neuronal y qué repercusiones, a nivel funcional, cabe esperar de las alteraciones de la 

actividad inducidas por la administración de compuestos activadores de canales de 

sodio. Dado que la transmisión sináptica está regulada por 2 efectos opuestos, la 

excitación y la inhibición neuronal, en esta sección se describirán los conceptos más 

relevantes de los receptores de neurotransmisor más abundantes en el sistema 

nerviosos central (SNC), receptores de glutamato y receptores del ácido γ 

aminobutírico (GABA), responsables de la excitación y de la inhibición neuronal, 

respectivamente. Posteriormente, se abordará el concepto de homeostasis neuronal, 

que, en términos generales, es un proceso que trata de estabilizar la actividad de un 

circuito neuronal ante diferentes perturbaciones. 

 

Exitación neuronal y receptores de glutamato 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC, donde 

participa en la regulación de la memoria, la actividad sináptica, la plasticidad y la 

supervivencia celular. El glutamato produce sus efectos fisiológicos al interaccionar 

con receptores específicos localizados en la membrana neuronal. Tres de los 

receptores glutamatérgicos son canales iónicos regulados por ligando denominados 

receptores ionotrópicos, mientras que otros tres tipos, denominados receptores 

metabotrópicos de glutamato son receptores acoplados a proteínas G (Traynelis et 

al., 2010).  

La unión del glutamato a receptores ionotrópicos produce la apertura del 

canal con el consiguiente paso de iones (estos receptores son permeables a Na
+
, Ca

+2
 

y K
+
) provocando la despolarización de la membrana. Existen varios tipos de 
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receptores ionotrópicos de glutamato que se clasifican según los agonistas 

específicos que los activan: 

 

-  Receptores NMDA, activados por N-metil-D-aspartato (NMDA). 

-  Receptores AMPA, activados por Amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropionato (AMPA). 

- Receptores cainato, activados por ácido caínico. 

 

A continuación se describen las características de los principales receptores 

de glutamato involucrados en la plasticidad sináptica del SNC, los receptores NMDA 

y los receptores AMPA. 

 

 

Receptores NMDA 

Los receptores NMDA son proteínas transmembrana compuestas por 

diferentes combinaciones de cuatro subunidades denominadas NR1, NR2A-2D y 

NR3A-3B, cuyo ensamblaje forma un poro iónico o canal central. La subunidad NR1 

posee todas las propiedades necesarias para constituir un canal funcional y confiere 

al receptor las propiedades de activación/inactivación, interacción con fármacos y 

sensibilidad al pH (Traynelis et al., 2010). Distintas combinaciones de la subunidad 

NR1 con las otras subunidades dan lugar a receptores NMDA con propiedades 

funcionales diferentes. Las cuatro variantes de la subunidad NR2 también participan 

en la regulación y en la función del canal. Mientras que la subunidad NR2A está 

ampliamente distribuida por el cerebro, la NR2B se expresa más en el proencéfalo, la 

NR2C en el cerebelo y la NR2D en el tálamo (Buller et al., 1994). Las subunidades 

NR3 están distribuídas por todo el SNC.  

Los receptores NMDA presentan dos peculiaridades que los distinguen del 

resto de canales dependientes de ligando. En primer lugar, la actividad de estos 

receptores está regulada por múltiples ligandos y para que el canal se abra necesita, 

además de glutamato, la presencia de un coagonista (principalmente glicina, serina o 

alanina). Ciertas poliaminas y la histamina modulan positivamente el canal, mientras 

que el Zn
+2

 o la pregnolona lo modulan negativamente (Traynelis et al., 2010). En 

segundo lugar, los receptores NMDA comparten características funcionales con los 
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canales sensibles a voltaje. En esta línea, los receptores NMDA en estado de reposo 

están cerrados por la presencia de iones magnesio en el poro del canal y para su 

activación se necesita (además de la unión de glutamato y coagonistas) la 

despolarización celular para retirar el Mg
+2

 y así desbloquear el poro del canal. En 

condiciones fisiológicas, el Mg
+2

 es retirado tras la activación de otros receptores 

glutamatérgicos como AMPA y cainato (Mayer et al., 1984).  

Los receptores de NMDA presentan una permeabilidad muy elevada al Ca
+2

 

por lo que su activación permite un rápido influjo de Na
+
 y también de Ca

+2 
(además 

de una salida de K
+
). Ésto dispara una cascada de segundos mensajeros que dan lugar 

a acciones muy diversas, por lo que estos receptores están implicados en numerosas 

funciones dentro del sistema nervioso como la memoria y el aprendizaje (Fan et al., 

2014). La sobreactivación de los receptores NMDA puede producir disfunción 

neuronal debido a un aumento excesivo de calcio intracelular, dando lugar a muerte 

neuronal por excitotoxicidad (Zorumski et al., 2012), mientras que un bloqueo 

excesivo de estos canales también produce daño neuronal (Collingridge et al., 1995). 

Los receptores NMDA están implicados en diversas patologías neurológicas tales 

como epilepsia, trastornos del comportamiento (Ghasemi et al., 2014) y 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Paoletti et al., 

2013). 

En la Figura 30 se muestra una representación esquemática de la estructura de 

los receptores NMDA, los ligandos más importantes que regulan estos canales y el 

flujo de iones a través de estos canales. 
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Figura 30. Representación esquemática de la estructura del receptor NMDA, moléculas que lo 

regulan y flujo de iones. 

 

 

Receptores AMPA 

Los receptores AMPA son proteínas tetraméricas formadas por diferentes 

combinaciones de 4 subunidades denominadas GluR1-GluR4. Cada una de estas 

subunidades está formada por unos 900 aminoácidos y tiene un peso molecular de 

unos 105 kDa (Rogers et al., 1991). Mientras que las subunidades GluR1, GluR2 y 

GluR3 son abundantes en el SNC (principalmente en hipocampo, cortex, septo 

lateral, ganglio basal y amígdala), la expresión de las subunidades GluR4 es baja en 

la mayor parte del SNC salvo en el cerebelo y en el núcleo talámico reticular (Palmer 

et al., 2005). Las principales enfermedades de naturaleza neurológica asociadas a los 

receptores AMPA son la epilepsia, el retraso mental, la esquizofrenia y enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y el Parkinson (O'Neill et al., 

2004). 

Al igual que los receptores NMDA, los receptores AMPA son permeables al 

Na
+
 y K

+
 en respuesta a la unión del ligando, principalmente glutamato y AMPA. Sin 

embargo, la permeabilidad al Ca
+2

 solo se ha detectado en receptores AMPA que 

carecen de la subunidad GluR2 (Isaac et al., 2007). Entre los antagonistas 
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competitivos de los receptores AMPA se encuentran algunas quinoxalinodionas, 

como la 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) que actúa en las subunidades 

GluR1 y GluR2 y la 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(f)quinoxalina-2,3-diona 

(NBQX) que actúa en todas las subunidades del receptor AMPA al igual que el 

antagonista no competitivo GYKI53655. Además, el Zn
+2

 y las poliaminas actúan 

modulando negativamente los receptores AMPA (Traynelis et al., 2010). 

En la Figura 31 se muestra una representación esquemática de la estructura de 

los receptores AMPA, los ligandos más importantes que regulan estos canales y el 

flujo de iones a través de estos canales. 

 

 

Figura 31. Representación esquemática de los receptores AMPA, moléculas que los regulan y 

flujo de iones. 

 

 

Inhibición neuronal y receptores GABA 

La inhibición neuronal en el SNC está principalmente mediada por el ácido γ 

aminobutírico (GABA) que, tras la unión a sus receptores, desencadena un aumento 

en el flujo de aniones (Cl
-
) al interior celular (Smart et al., 2012). Esta entrada de Cl

- 

produce hiperpolarización, lo que disminuye la probabilidad de generación de 

potenciales de acción causando inhibición neuronal (Sankar, 2012).  
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Existen 3 tipos de receptores GABA en el SNC denominados GABAA, 

GABAB y GABAC. Estos tipos de receptores presentan diferentes propiedades 

farmacológicas, bioquímicas y electrofisiológicas. Mientras que los receptores 

GABAA y GABAC son receptores ionotrópicos operados por ligando, los receptores  

GABAB son receptores metabotrópicos acoplados a proteínas G. Los receptores 

GABAA son los receptores de neurotransmisores inhibitorios más importantes del 

cerebro de mamíferos. Estructuralmente, los receptores GABAA son pentámeros 

formados por el ensamblaje de diferentes combinaciones de cuatro tipos de 

subunidades. En mamíferos se han descrito las subunidades α, β, γ, δ, ε, ρ, ϴ y п. La 

mayoría de receptores GABAA contienen las subunidades α, β, y γ que en el cerebro 

humano adulto presentan una estequiometría (α1)2(β2)2(γ2)1 (Belelli et al., 2005). En 

la Figura 32 se muestra la estructura de los receptores GABAA así como una 

representación esquemática de los sitios de unión de diversos ligandos que modulan 

estos receptores positivamente (agonistas) o negativamente (antagonistas) (Makkar et 

al., 2010) entre los que se encuentran una gran variedad de fármacos de uso clínico 

como las benzodiazepinas, los barbitúricos y los anestésicos intravenosos e 

inhalatorios. 

 

 

Figura 32. Representación esquemática del receptor GABAA, moléculas que lo modulan y flujo 

de iones.
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Plasticidad sináptica 

El sistema nervioso está sujeto a dos requerimientos completamente opuestos, 

la necesidad de cambio y la necesidad de estabilidad (Turrigiano, 1999). La 

necesidad de cambio se manifiesta por la variación en el número y magnitud (de aquí 

en adelante la magnitud se denominará fuerza) de las conexiones sinápticas en 

respuesta a estímulos extrínsecos (como cambios en la actividad neuronal), lo que 

permite a los circuitos neuronales irse redefiniendo con el paso del tiempo (Shatz, 

1990; Stent, 1973). Durante el tiempo de vida de una neurona, sus propiedades 

eléctricas, morfológicas y sinápticas fluctúan constantemente; las neuronas crecen, 

cambian de forma, pierden y ganan sinapsis, y están sometidas a un continuo 

reciclaje de canales iónicos que determina las propiedades eléctricas y de disparo 

neuronal. Aún en ese escenario de continuas variaciones, dada la necesidad de 

estabilidad, las neuronas son capaces de mantener unas propiedades eléctricas 

relativamente constantes a lo largo del tiempo gracias a los mecanismos de 

plasticidad sináptica.  

La plasticidad sináptica del sistema nervioso central supone un mecanismo 

celular para múltiples funciones cerebrales, tales como el aprendizaje, la memoria, la 

adicción a las drogas y el dolor persistente (Malenka et al., 2004; Nestler, 2005; 

Zhuo, 2005). En las últimas décadas se han descrito varias teorías de plasticidad 

sináptica; una de las más estudiadas es la plasticidad Hebbiana, que nació en la 

década de 1940 cuando el neurocientífico canadiense Donald Hebb propuso, por 

primera vez, que las neuronas reforzaban su comunicación si la célula presináptica 

estimulaba de un modo continuo a la célula postsináptica. Según este modelo, la 

actividad neuronal tiene un papel importante en definir las conexiones sinápticas 

durante el desarrollo neuronal, en gran medida a través de los mecanismos de 

potenciación y depresión a largo plazo, LTP y LTD respectivamente. Estos modelos 

experimentales se caracterizan por un incremento (LTP) o una disminución (LTD) 

contínuo y a largo plazo de la actividad sináptica entre dos neuronas adyacentes tras 

una estimulación (eléctrica o química) repetitiva (Collingridge et al., 2004; 

Collingridge et al., 2010; Malenka et al., 2004). Sin embargo, la plasticidad 

Hebbiana es una teoría que resulta insuficiente para explicar el desarrollo neuronal 
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que depende de la actividad, ya que tanto la LTP como la LTD son procesos de 

retroalimentación positiva que tienden a desestabilizar la actividad de los circuitos 

neuronales, potenciándolos o deprimiéndolos sostenidamente (Lee et al., 2014), lo 

cual desencandena estados de hiperexcitabilidad neuronal (epilepsia) o de inactividad 

neuronal, respectivamente (Kriegstein, 1987). 

En cambio, la teoría de la plasticidad homeostática o equilibrio sináptico, 

surgida en los últimos años, funciona de forma compensatoria induciendo 

mecanismos de retroalimentación negativa con el objetivo de mantener la estabilidad 

del sistema neuronal (Turrigiano, 2008). Esta teoría explica cómo los circuitos 

neuronales consiguen una estabilidad tras perturbaciones en la actividad neuronal 

(Lee et al., 2014) y sostiene que una neurona ajusta sus sinapsis excitadoras e 

inhibitorias aumentándolas o disminuyéndolas en respuesta a la actividad neuronal 

para regular la fuerza sináptica y estabilizar el disparo neuronal (Turrigiano, 2008). 

En la plasticidad homeostática, la regulación de la inhibición y la excitación 

neuronal, desencadenada por los cambios en la actividad neuronal, se produce en 

direcciones opuestas (Turrigiano et al., 2004). Así, como se muestra en la Figura 33, 

cuando la actividad disminuye (por alguna alteración externa), la respuesta 

excitadora entre neuronas aumenta y la retroalimentación inhibitoria disminuye, lo 

cual debería aumentar los potenciales de acción espontáneos. En cambio, cuando 

aumenta la actividad, la respuesta excitadora entre neuronas disminuye y la 

inhibición aumenta devolviendo la actividad neuronal a niveles basales (Turrigiano 

et al., 2004). 
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Figura 33. Regulación homeostática del equilibrio entre excitación e inhibición en redes 

neuronales. La actividad en las redes corticales está regulada por el equilibrio entre la excitación y la 

inhibición. Las neuronas piramidales (azules) envían señales excitatorias a otras neuronas piramidales, 

y también a neuronas inhibitorias (rojas). Estas neuronas inhibitorias en cambio devuelven la señal en 

forma de inhibición a las neuronas piramidales. En cultivos corticales, el aumento de actividad durante 

dos días produce un conjunto de cambios coordinados en la fuerza sináptica que resultan en una 

disminución de las señales excitatorias y en un aumento de las inhibitorias en neuronas piramidales 

(abajo a la izquierda). Por el contrario, un bloqueo de la actividad durante dos días, aumenta la señal 

excitadora y disminuye la inhibitoria. Adaptado de Turrigiano et al. 2004 (Turrigiano et al., 2004). 

 

 

El modelo de plasticidad homeostática contempla la capacidad global (no de 

una única neurona que recibe el estímulo como ocurre en la plasticidad Hebbiana) de 

los sistemas neuronales para mantener los niveles de actividad neuronal estables en 

respuesta a diferentes estímulos (Turrigiano, 1999; Turrigiano et al., 2004). Según 

este modelo, la fuerza sináptica total, que se define como el producto de la 

probabilidad de liberación de neurotransmisor (a nivel presináptico), de la respuesta 

postsináptica a la liberación de una única vesícula de neurotransmisor y del número 

de lugares de liberación de neurotransmisor (Katz, 1979), podría regularse mediante 

cambios en dichos parámetros (Turrigiano et al., 2004). En principio, la medición de 

estas variables, permite determinar si existen mecanismos de plasticidad 

homeostática que ajustan la fuerza sináptica en respuesta a un cambio en la actividad 

neuronal. En esta dirección, los receptores de glutamato están involucrados en 



Introducción 
 

80 

 

cambios dependientes de la actividad y participan en la regulación de la fuerza 

sináptica (Contractor et al., 2002). Las primeras evidencias de plasticidad 

homeostática en neuronas corticales, señalaban que la regulación homeostática era 

llevada a cabo mediante cambios postsinápticos en la acumulación y reciclaje de 

receptores AMPA (Turrigiano et al., 1998). Como se muestra en la Figura 34, en los 

mecanismos de plasticidad homeostática, una disminución de la actividad neuronal 

(células en presencia de tetrodotoxina) durante largos periodos de tiempo aumenta la 

acumulación de receptores AMPA, mientras que un incremento de la actividad 

sináptica (células en presencia de bicuculina, un bloqueante de receptores GABAA) 

causa una disminución en el número de dichos receptores (Lissin et al., 1999a; Lissin 

et al., 1999b). Posteriormente también se ha descrito que las alteraciones de la 

actividad neuronal modifican la acumulación de receptores NMDA que contribuyen 

a la plasticidad homeostática (Perez-Otano et al., 2005). En este sentido, un bloqueo 

de la actividad neuronal durante 48 h aumenta los niveles totales de diferentes 

subunidades del receptor NMDA mientras que el aumento de la actividad sináptica 

produce el efecto contrario (Bateup et al., 2013). 

 

 

Figura 34. Cambios en la acumulación de receptores AMPA. El equilibrio sináptico se acompaña 

de cambios en la acumulación de receptores AMPA así como en las proteínas estructurales que unen 

los receptores AMPA al citoesqueleto. Un mecanismo posible para esos cambios es el modo en el que 

la actividad afecta al número de receptores AMPA de la membrana, de tal manera que un aumento de 

la actividad reduce el númeo de receptores -flecha discontinua- mientras que la actividad reducida 

aumenta el número de receptores -flecha ancha-. Adaptado de Turrigiano et al. 2004 (Turrigiano et al., 

2004). 
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Una de las técnicas más empleadas para registrar cambios homeostáticos se 

basa en la medición de las corrientes postsinápticas excitadoras y/o inhibitorias 

miniatura, mEPSCs y mIPSCs respectivamente. Estas corrientes sinápticas miniatura 

también conocidos como “minis”, reflejan la liberación espontánea de vesículas de 

neurotransmisor (GABA en el caso de las mIPSCs y glutamato en el caso de las 

mEPSCs) en ausencia de potenciales de acción (Fatt et al., 1952). El registro de estas 

corrientes se realiza en presencia de bloqueantes de sodio para prevenir las corrientes 

mediadas por potenciales de acción. Aunque la función de los minis ha sido difícil de 

identificar, se sabe que están implicados en diversas funciones neuronales como el 

disparo postsináptico, el crecimiento dendrítico y la homeostasis sináptica (Carter et 

al., 2002; Frank et al., 2006; McKinney et al., 1999; Sutton et al., 2004). Por ello, el 

análisis de las propiedades de los minis se ha convertido en un método estándar para 

el estudio de la función sináptica tras cambios en la actividad neuronal. Así, los 

cambios en la amplitud de un conjunto de minis se interpretan como cambios en el 

número de receptores de glutamato (en el caso de los mEPSCs) o receptores GABA 

(en el caso de los mIPSCs) o en la conductancia de dichos receptores, mientras que 

los cambios en la frecuencia de los minis se interpretan como cambios en la 

liberación o recaptación de neurotransmisor (Pozo et al., 2010; Turrigiano et al., 

1998; Turrigiano et al., 2004). Resulta muy interesante el hecho de que los cambios 

en la actividad neuronal, que como se ha mencionado, influencian la expresión de los 

receptores AMPA y NMDA (Lissin et al., 1998), electrofisiológicamente se reflejan 

en cambios en las mEPSCs (Watt et al., 2000). Así la distribución de las amplitudes 

de las mEPSCs aumenta o disminuye de un modo proporcional ante cambios 

crónicos de la actividad (Turrigiano, 2008). De ese modo, el bloqueo crónico de la 

actividad origina un aumento en la amplitud de las mEPSC mientras que el aumento 

crónico de actividad produce el efecto opuesto (Figura 35).  
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Figura 35. Los cambios en la actividad neuronal modulan la fuerza sináptica en neuronas 

corticales. La amplitud de las mEPSCs depende del historial de actividad de la neurona (Turrigiano et 

al., 1998). En esta imagen, la actividad espontánea fue aumentada o bloqueada durante 48 h en 

cultivos corticales. Se muestran los registros de neuronas cultivadas durante 48 h en condiciones 

control, con la actividad bloqueada (cultivadas en presencia de tetrodotoxina) o con la actividad 

aumentada (cultivadas en presencia de bicuculina). Las neuronas con actividad bloqueada presentaron 

mEPSCs de menor amplitud que las neuronas control, mientras que en las neuronas con actividad 

aumentada sucede lo contrario (Turrigiano, 1999).  

 

Cabe señalar que existen diferencias en la cinética de las mEPSCs en función 

del receptor que procedan (Figura 36). En este sentido, ya que los receptores AMPA 

son importantes mediadores de neurotransmisión sináptica rápida in vivo e in vitro 

(Palmer et al., 2005), las mEPSCs de naturaleza AMPA presentan cinéticas de 

activación y desactivación rápidas (0.2-0.4 ms), mientras que las mEPSCs 

procedentes de receptores NMDA presentan cinéticas mucho más lentas (10-50 ms) 

que determinan la duración de la corriente sináptica (Sanchez-Perez et al., 2005). 

 

Figura 36. Contribución de los receptores AMPA y NMDA a la actividad sináptica. El 

componente rápido AMPA de los mEPSCs se aisla en presencia de antagonistas de receptores NMDA 

(como AP5) y el componente lento NMDA se aisla en presencia de antagonistas de receptores AMPA 

(como CNQX) y en ausencia de magnesio (Traynelis et al., 2010). 
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En ocasiones, la modulación de las fuerzas sinápticas únicamente excitadoras 

no es suficiente para mantener la estabilidad del sistema neuronal. Como se 

mencionó previamente, existen extensas conexiones entre neuronas que también 

están reguladas por mecanismos inhibitorios por lo que un componente fundamental 

de la homeostasis neuronal ocurre a través del ajuste de las fuerzas inhibitorias 

(Rutherford et al., 1998). La comunicación sináptica mediada por receptores GABAA 

requiere una transmisión rápida y precisa. Tras la llegada de un potencial de acción a 

la terminal nerviosa, se produce una entrada local de calcio que desencadena la 

fusión de vesículas sinápticas con la membrana presináptica en el sitio de liberación 

de GABA. Cada vesícula libera miles de moléculas GABA en la hendidura sináptica, 

generando un aumento de la concentración de GABA. En la neurona postsináptica 

existe un pequeño número de receptores (entre 10 y algunos cientos) que se abren 

cuando el GABA se une a ellos dando lugar a la entrada de Cl
-
 (Farrant et al., 2005). 

Aproximadamente la mitad de receptores GABAA están localizados en sitios 

sinápticos mientras que la otra mitad en zonas extrasinápticas (Farrant et al., 2005). 

Como se muestra en la Figura 37, la activación de los receptores GABAA da lugar a 

dos tipos de corrientes que se pueden registrar electrofisiológicamente. Por un lado, 

la activación de receptores GABAA de zonas sinápticas genera corrientes fásicas de 

corta duración conocidas como mIPSCs que reflejan la liberación de GABA de una 

única vesícula sináptica (Farrant et al., 2005). Por otra parte, la activación de 

receptores GABAA extrasinápticos, que presentan una elevada afinidad por GABA y 

responden incluso a bajos niveles de GABA, genera una corriente tónica prolongada 

(Bright et al., 2013). La magnitud de la corriente tónica mediada por receptores 

GABAA extrasinápticos se cuantifica por el cambio en la corriente de fijación 

producida tras la administración de un antagonista de receptores GABA, 

normalmente bicuculina, gabazina o picrotoxina (Bright et al., 2013). Estos dos tipos 

de corrientes GABAérgicas mediadas por receptores GABAA localizados en zonas 

sinápticas o extrasinápticas se muestran en la Figura 37. A pesar de que la plasticidad 

homeostática en sinapsis inhibitorias ha sido menos estudiada (Mody, 2005), se sabe 

que la inhibición neuronal también está regulada por cambios crónicos en la 

actividad. Así, un bloqueo de la actividad (presencia de tetrodotoxina en el medio 

celular, por ejemplo) produce una disminución de la inhibición neuronal, que 

electrofisiológicamente se traduce en una disminución de la amplitud de las 
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corrientes postsinápticas miniatura inhibitorias, mientras que el aumento de la 

actividad resulta en un aumento de la frecuencia y amplitud de las mismas 

(Rutherford et al., 1997). 

 

 

 

Figura 37. Corriente fásica y tónica inducidas por la activación del receptor GABAA. Los 

receptores GABAA sinápticos (azul) se localizan en la zona de la membrana postsináptica 

inmediatamente junto al lugar de liberación vesicular, mientras que los receptores GABAA 

extrasinápticos (rojo) están alejados de la zona sináptica. La activación de los receptores GABAA 

sinápticos da lugar a corrientes fásicas conocidas como corrientes postsinápticas miniatura inhibitorias 

(mIPSCs) registradas en presencia del bloqueante de sodio tetrodotoxina y de los bloqueantes de 

receptores AMPA y receptores NMDA. En cambio, la activación de receptores GABAA 

extrasinápticos produce una corriente tónica como evidencia el cambio de la línea basal (línea 

punteada azul) tras la aplicación del antagonista de receptor GABAA bicuculina 20 μM. 

 

Canales de sodio y plasticidad sináptica 

La regulación de los canales de sodio dependientes de voltaje, responsables 

del inicio y propagación del potencial de acción (Hodgkin et al., 1952b), supone una 
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forma de plasticidad sináptica ya que estos canales controlan la excitabilidad 

neuronal modulando la frecuencia y la forma de los potenciales de acción (Cantrell et 

al., 2001). Además, los cambios de la concentración intracelular de sodio modifican 

directamente la función de los receptores glutamato (Yu et al., 1998b). En este 

sentido, una de las ficotoxinas activadoras de canales de sodio, la brevetoxina, 

modula la plasticidad neuronal incrementando la función NMDA y potenciando el 

crecimiento de neuritas en neuronas corticales inmaduras a concentraciones que no 

modifican la concentración de calcio intracelular (George et al., 2012; George et al., 

2009). Por otra parte, el bloqueante de los canales de sodio tetrodotoxina se emplea, 

de manera rutinaria, para disminuir la actividad neuronal dando lugar a mecanismos 

de plasticidad sináptica (Ramakers et al., 1994; Turrigiano, 2008). Como 

consecuencia del bloqueo de la actividad neuronal con tetrodotoxina se produce un 

aumento en la expresión de algunas subunidades de receptores AMPA y NMDA. Sin 

embargo, el efecto opuesto al que se consigue con la TTX, es decir, la activación de 

canales de sodio dependientes de voltaje, no ha sido explorado en la regulación de la 

trasnmisión sináptica y en los mecanismos de plasticidad homeostática ya que la 

mayoría de estudios potencian la actividad neuronal disminuyendo la transmisión 

inhibitoria (Pozo et al., 2010). En este sentido se ha descrito que el aumento de la 

actividad neuronal mediante el bloqueo de la transmisión inhibitoria (con bicuculina) 

activa la expresión de un gen de expresión temprana que codifica para la proteína 

Arc (del ingés activity regulated citoesqueleton protein) cuyo aumento produce la 

endocitosis de receptores AMPA y NMDA y por tanto una disminución de la 

expresión de algunas subunidades de estos receptores (Bateup et al., 2013). 

Considerando este contexto, en la presente tesis doctoral, se planteó la posibilidad de 

que la ciguatoxina, al presentar un mecanismo de acción opuesto a la TTX, también 

presentara efectos opuestos a esta toxina en la regulación de los mecanismos de 

plasticidad sináptica neuronal.  

Durante la última década, se ha empleado el cultivo primario de neuronas 

como modelo celular para el estudio de la plasticidad sináptica homeostática, ya que 

este sistema permite una manipulación de la actividad sencilla (Pozo et al., 2010). 

Por ello, en la presente tesis se emplearon neuronas corticales de ratón obtenidas de 

cultivo primario para estudiar los efectos de la ciguatoxina en la regulación de la 

homeostasis neuronal. Estas células presentan la capacidad de formar conexiones 



Introducción 
 

86 

 

sinápticas y generan actividad sináptica espontánea que aumenta con el tiempo que 

las neuronas permanecen en cultivo (Chiappalone et al., 2006). En la imagen de 

microscopía confocal de la Figura 38, se muestran las redes neuronales que forman 

las neuronas corticales en cultivo empleadas en la presente tesis. En esta imagen se 

muestran neuronas corticales marcadas con un anticuerpo frente a las subunidades 

GluR2 y GluR3 (GluR2/3) de los receptores AMPA y con un anticuerpo frente a la 

proteína estructural β tubulina (verde).  

 

 

Figura 38. Imagen de microscopía confocal de neuronas corticales. Las neuronas fueron marcadas 

con un anticuerpo freante a las subunidades GluR2/3 de los receptores AMPA (rojo) y otro anticuerpo 

frente a la proteína estructural β Tubulina (verde). La barra de escala equivale a 25 micrometros.  
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Las intoxicaciones alimentarias suponen un elevado riesgo para la salud 

pública y producen pérdidas económicas importantes a nivel global. Dentro de 

estas intoxicaciones, la prevalencia de la ciguatera en países endémicos y su 

distribución geográfica por otras regiones del mundo, incluyendo España, están en 

aumento. Pese a ello, en la actualidad no existe un tratamiento específico para esta 

enfermedad por lo que resulta necesario seguir avanzando en el conocimiento de 

las dianas moleculares de toxinas ciguatera y cómo estas moléculas afectan al 

comportamiento de los circuitos neuronales, pues la sintomatología de la ciguatera 

es mayoritariamente neurológica. 

Por otra parte, los compuestos marinos presentan mecanismos de acción 

muy específicos normalmente vinculados a sistemas defensivos de los organismos 

que los producen. En este contexto, resulta muy interesante establecer las dianas 

moleculares de estos compuestos ya que en ocasiones dichos mecanismos 

presentan potencial terapéutico.  

 

Este trabajo comprende el estudio de dos grandes grupos de compuestos: 

 Alcaloides de la esponja Crambe crambe: crambescinas y crambescidinas. 

 Toxinas ciguatera: ciguatoxinas, gambierol y maitotoxinas. 

 

Los objetivos de la presente tesis doctoral son: 

 

1- Evaluar electrofisiológicamente el mecanismo de acción de crambescinas 

y crambescidinas en neuronas corticales. 

2- Comparar el efecto de la maitotoxina y de la ciguatoxina sintética CTX 3C 

en neuronas corticales. 

3- Evaluar los efectos agudos y crónicos de la CTX 3C sobre la actividad 

eléctrica y la plasticidad sináptica. 

4- Evaluar los efectos de los análogos heptacíclico y tetracíclico del 

gambierol en la activación de linfocitos T humanos.  
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3.1 Presentación 

En esta sección se presentan los resultados obtenidos durante la tesis doctoral, 

que incluyen tres artículos publicados en revistas internacionales y dos artículos 

sometidos a revisión para su publicación. Dichos resultados van acompañados de la 

descripción de la metodología científica empleada y de las conclusiones obtenidas en 

cada caso. Los resultados obtenidos se agrupan en tres bloques que se resumen a 

continuación: 

 

Parte I: Estudio del efecto de los alcaloides de las familias de la 

crambescina y de la crambescidina en neuronas corticales 

Tomando como referencia un estudio de 1993 en el que se describía que la 

crambescidina 816 presentaba un efecto antagonista sobre los canales de calcio 

dependientes de voltaje (Berlinck et al., 1993) y teniendo en cuenta que los canales 

iónicos son frecuentes dianas para las toxinas marinas, en esta tesis doctoral se 

estudió el efecto de la crambescina 816 y de otros compuestos también producidos 

por la esponja Crambe crambe pertenecientes a la familia de las crambescinas, en los 

principales canales dependientes de voltaje en neuronas empleando técnicas 

electrofisiológicas. 

A esta parte corresponde la siguiente publicación: 

I.1. Differential effects of crambescins and crambescidin 816 in voltage gated 

sodium, potassium and calcium channels in neurons. 
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Parte II: Estudio del efecto de toxinas ciguatera en neuronas corticales 

La ciguatoxina y la maitotoxina además de estar producidas por el mismo 

microorganismo, Gambierdiscus toxicus, presentan ciertas similitudes en sus 

estructuras químicas, lo que, en principio, las hace susceptibles de presentar efectos 

similares. Sin embargo, la mayoría de información existente hasta la fecha aparece 

en el contexto de una gran variedad de modelos celulares diferentes, lo cual 

obstaculiza la comparación de los efectos de estas toxinas. Por otra parte, para 

comprender las alteraciones neurológicas producidas en casos de ciguatera, resulta 

imprescindible establecer el papel que los cambios en la actividad neuronal 

producidos por la principal toxina involucrada en esta patología, la ciguatoxina, 

representan para las neuronas. En esta tesis doctoral se realizó, en primer lugar, un 

estudio diferencial abordando los efectos de la CTX y MTX sobre los principales 

canales dependientes de voltaje en neuronas corticales, así como en la viabilidad 

neuronal, cambios en la concentración de calcio citosólico y en el pH intracelular. 

Dado que los cambios en la concentración intracelular de sodio participan en la 

regulación de la plasticidad sináptica y puesto que la CTX es considerada la toxina 

marina que con mayor potencia activa los canales de sodio, se evaluó el efecto que 

las exposiciones agudas y crónicas a CTX producían sobre la actividad sináptica en 

neuronas corticales. A esta parte corresponden las siguientes publicaciones: 

II.1. Differential effects of ciguatoxin and maitotoxin in primary cultures of 

cortical neurons. 

II.2. Synthetic ciguatoxin CTX 3C induces a rapid imbalance of neuronal 

excitability. 

II.3. Chronic ciguatoxin treatment induces synaptic scaling through voltage 

gated sodium channels in cortical neurons. 
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Parte III: Estudio del efecto de los análogos del gambierol en la 

activación de linfocitos T 

Otro de los compuestos bioactivos producidos por el dinoflagelado marino 

Gambierdiscus toxicus, el gambierol, es un potente bloqueante de los canales de 

potasio. Teniendo en cuenta que los bloqueantes de canales de potasio son 

frecuentemente empleados en el desarrollo de fármacos inmunomoduladores (Varga 

et al., 2010) y que en el Departamento de Farmacología se había descrito 

previamente que los análogos heptacíclico y tetracíclico del gambierol producían una 

inhibición de las corrientes de potasio dependientes de voltaje en neuronas (Alonso 

et al., 2012; Perez et al., 2012), en esta tesis doctoral se planteó la posibilidad de que 

los análogos del gambierol también funcionaran como bloqueantes de los canales de 

potasio Kv1.3 de linfocitos T. Por ello en primer lugar se evaluó 

electrofisiológicamente el efecto de los análogos sintéticos del gambierol sobre 

canales de potasio de linfocitos T procedentes de donantes humanos sanos. 

Siguiendo este modelo experimental, se evaluó el efecto de estos compuestos sobre 

la liberación de interleuquina 2, una proteína responsable de la respuesta inmune. 

Además en colaboración con otros investigadores del Departamento de Farmacología 

se estudió el efecto de los análogos del gambierol sobre la expresión génica en 

células T en reposo y activadas. A esta parte corresponde la siguiente publicación:  

III.1. Potassium currents inhibition by gambierol analogs prevents human T 

lymphocyte activation 
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I.1. Differential effects of crambescins and crambescidin 816 in voltage 

gated sodium, potassium and calcium channels in neurons 

RESUMEN 

Las crambescinas y crambescidinas son dos familias de alcaloides guanidina 

producidos por la esponja Crambe crambe. Pese a la escasa información en relación 

con sus efectos biológicos, se sabe que la crambescidina 816 (Cramb816) bloquea 

canales de calcio en la línea celular neuroblastoma X glioma. Teniendo en cuenta 

ésto y que los canales iónicos son dianas frequentes para las toxinas naturales, se 

estudió el efecto de la Cramb 816 y de tres compuestos de la familia crambescina, 

norcrambescina A2 (NcrambA2), crambescina A2 (CrambA2) y crambescina C1 

(CrambC1), en los principales canales iónicos dependientes de voltaje en neuronas: 

los canales de sodio, de potasio y de calcio. Se obtuvo que las crambescinas 

inhibieron las corrientes de potasio con la siguiente potencia: NcrambA2 > CrambC1 

> CrambA2, mientras que la Cramb816 no tuvo efecto sobre estos canales. Sólo la 

CrambC1 y la Cramb816 bloquearon parcialmente la corriente total de sodio. 

Aunque la Cramb816 bloqueó parcialmente la corriente de calcio, la NcrambA2 no 

afecto a estos canales. Dado que el efecto bloqueante de la Cramb816 en los canales 

de calcio no había sido atribuído a ningún subtipo de canal en concreto, se estudió el 

efecto de este compuesto sobre las dos principales corrientes de los canales de calcio 

activados por alto voltaje, que se aislaron farmacológicamente, en neuronas 

corticales. La Cramb816 actuó específicamente sobre los canales de calcio Cav1 

bloqueándolos parcialmente con mayor potencia que la nifedipina, un bloqueante 

específico de estos canales. En resumen, las dos familias de alcaloides guanidina 

mostraron una clara relación estructura-actividad ya que las crambescinas actuaron 

principalmente sobre los canales de potasio dependientes de voltaje mientras que la 

Cramb816 lo hizo principalmente sobre los canales Cav1. Estos resultados son una 

primera aproximación de los diferentes efectos de compuestos crambescina y 

crambescidina en canales de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje en 

neuronas y sirven de base para futuros estudios. 
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II.1. Differential effects of ciguatoxin and maitotoxin in primary cultures of 

cortical neurons 

RESUMEN 

Las ciguatoxinas (CTXs) y maitotoxinas (MTXs) son toxinas producidas por 

el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus. A pesar de que la MTX es 3 veces más 

grande que la CTX, parte de la estructura de la MTX recuerda a la de la CTX. El 

mecanismo de acción principal de la ciguatoxina sintética CTX 3C es la activación 

de canales de sodio mientras que el efecto principal de la MTX es la inducción de la 

entrada de calcio en la célula provocando muerte celular. Sin embargo, hay una falta 

de información en relación el efecto de estas toxinas en un mismo modelo celular. 

Con el objetivo de comparar los principales efectos de estas toxinas en neuronas 

corticales de ratón se examinaron los efectos de la MTX y de la CTX 3C en los 

principales canales iónicos dependientes de voltaje en neuronas así como en el 

potencial de membrana, la concentración de calcio citosólico, el pH intracelular y la 

viabilidad neuronal. Se obtuvo ni la CTX 3C ni la MTX afectaron a los canales de 

calcio o potasio dependientes de voltaje. A diferencia de la MTX, la CTX 3C 

produjo una desviación de las curvas de activación e inactivación de los canales de 

sodio dependientes de voltaje hacia potenciales más negativos. Además tanto la CTX 

3C como la MTX disminuyeron la amplitud máxima de la corriente de sodio. Otra 

diferencia notable entre las dos toxinas fue la entrada masiva de calcio y la 

acidificación intracelular producida por la MTX pero no por la CTX 3C. También se 

demostró que los bloqueantes de los canales de sodio dependientes de voltaje inhiben 

parcialmente la entrada de calcio producida por la MTX así como la acidificación 

intracelular y protejen a las neuronas de la rápida citotoxicidad producida por esta 

toxina. Éste es el primer estudio que compara los efectos de dos toxinas ciguatera en 

un modelo neuronal y sugiere que las analogías y diferencias en la bioactividad de 

estas dos toxinas pueden estar relacionadas con sus estructuras químicas. 
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II.2. Synthetic ciguatoxin CTX 3C induces a rapid imbalance of neuronal 

excitability 

RESUMEN 

La ciguatera es una enfermedad que está causada por el consumo de pescado 

contaminado con las toxinas activadoras de canales de sodio ciguatoxinas (CTX) y 

supone un problema de salud a escala mundial. Los síntomas de ciguatera incluyen 

alteraciones neurológicas tales como parestesia, disestesia, depresión y 

nocipercepción aumentada, entre otros. Para comprender el mecanismo celular sobre 

el que se asientan estas alteraciones, es necesario establecer cómo afectan los 

cambios en actividad producidos por CTX 3C a las neuronas. En este trabajo se 

evaluaron los efectos de la ciguatoxina sintética CTX 3C en el potencial de 

membrana, capacidad de disparo neuronal y propiedades de la transmisión sináptica 

excitadora e inhibitoria en neuronas corticales mediante el uso de técnicas 

electrofisiológicas. La ciguatoxina produjo una fuerte despolarización y 

paralelamente una disminución de la capacidad de disparo neuronal. Además, la 

CTX 3C indujo una corriente tónica rápida que fue principalmente GABAérgica y 

aumentó la amplitud de las corrientes inhibitorias postsinápticas miniatura (mIPSCs), 

mientras que disminuyó la amplitud de las corrientes excitadoras postsinápticas 

miniatura (mEPSCs). La frecuencia de las mIPSCs aumentó mientras que la 

frecuencia de las mEPSCs no se vio alterada. En este estudio también se asociaron 

los efectos agudos de la CTX observados en la transmisión sináptica con parte de la 

sintomatología neurológica causada por ciguatera en humanos ya que el desequilibrio 

entre las señales excitadoras e inhibitorias se relacionan con síntomas de ciguatera 

que incluyen fatiga, debilidad y depresión. Los resultados presentados en este 

artículo facilitan nueva información sobre los mecanismos celulares que pueden dar 

lugar a la sintomatología neurológica observada en la intoxicación por ciguatera. 
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II.3. Chronic ciguatoxin treatment induces synaptic scaling through voltage gated 

sodium channels in cortical neurons 

RESUMEN 

Las ciguatoxinas son moléculas poliéter con forma de escalera que activan los 

canales de sodio dependientes de voltaje y producen ciguatera, una intoxicación 

alimentaria que cursa con alteraciones neurológicas crónicas. En neuronas centrales, 

los cambios crónicos en la actividad inducen mecanismos de plasticidad sináptica 

homeostática que ajustan la fuerza de las sinápsis excitadoras con el fin de estabilizar 

la actividad neuronal. Por otra parte, los genes de expresión temprana como Arc y 

Egr1 son inducidos por un aumento en la actividad neuronal y modulan la expresión 

de los receptores glutamato. En este trabajo se evaluó la expresión de los genes de 

expresión temprana asociados a cambios en la actividad neuronal, Arc y Egr1. 

Posteriormente se estudió el efecto de una exposición de neuronas corticales a la 

ciguatoxina sintética CTX 3C durante 24 h sobre los canales de sodio y potasio 

dependientes de voltaje, potencial de membrana, disparo neuronal, modulación de las 

corrientes postsinápticas excitadoras miniatura y expresión de receptores de 

glutamato en neuronas corticales de 10-13 días en cultivo. La CTX 3C produjo un 

aumento en la expresión de Arc y Egr1, el cual fue bloqueado con tetrodotoxina. 

Además, una exposición crónica a CTX 3C produjo la activación de canales de sodio 

a potenciales más negativos, la despolarización del potencial de membrana, la 

disminución del disparo neuronal e indujo mecanismos de equilibrio sináptico que 

fueron evidenciados por una disminución de la amplitud de las corrientes 

postsinápticas excitadoras miniatura y una disminución de los niveles de expresión 

de subunidades de receptores AMPA y NMDA que también fue bloqueado con 

tetrodotoxina. Estos resultados ponen de manifiesto que la ciguatoxina regula la 

plasticidad sináptica homeostática en neuronas centrales de un modo dependiente a 

los canales de sodio dependientes de voltaje e indican que parte de la sintomatología 

neurológica de ciguatera puede estar asociada a esos mecanismos compensatorios. 
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III.1. Potassium currents inhibition by gambierol analogs prevents 

human T lymphocyte activation 

RESUMEN 

El gambierol es una toxina marina, con estructura de éter policíclico, 

producida por el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus. Recientemente se describió 

que los análogos truncados del esqueleto del gambierol, que poseen los anillos EFGH 

y BCDEFGH del compuesto parental, mostraron una potencia similar al gambierol 

en la inhibición de los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) en neuronas. 

El gambierol y sus análogos truncados comparten los principales elementos para 

desarrollar su actividad biológica que son los C28=C29 de doble unión con el anillo 

H y la cadena lateral insaturada. Dado que los canales Kv participan en la regulación 

de la señalización de calcio, la proliferación, la secreción y la migración de linfocitos 

T humanos, en este trabajo, se evaluó la actividad de los análogos tetracíclico y 

heptacíclico del gambierol sobre las corrientes de potasio en linfocitos T en reposo y 

activados así como sus efectos sobre la liberación de interleuquina-2 (IL-2) y sobre la 

expresión génica en linfocitos T activados. Los resultados presentados en este trabajo 

demuestran que los análogos del gambierol inhiben los canales Kv de linfocitos T 

tanto en reposo como activados por concanavalina A y previenen la activación de los 

linfocitos con concanavalina A. Además, estos compuestos afectan negativamente a 

la expresión de genes involucrados en la proliferación celular y en la respuesta 

inmune en linfocitos activados por concanavalina. Estos resultados junto con la 

ausencia de toxicidad en este modelo celular, indican que los análogos heptacíclico y 

tetracíclico del gambierol podrían tener interés para el desarrollo de fármacos en 

enfermedades autoinmunes. 
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El fondo marino representa una fuente inagotable de compuestos bioactivos, 

lo cual, en las últimas décadas, ha despertado el interés de científicos e industrias 

farmacéuticas. Los compuestos marinos poseen características estructurales y 

químicas únicas, que dan lugar a diversos mecanismos de acción. Estas moléculas 

ejercen su actividad sobre una gran variedad de dianas celulares por lo que pueden 

representar valiosas herramientas farmacológicas en diferentes áreas terapéuticas 

(cáncer, enfermedades neurodegenerativas, epilepsia, dolor, antivirales, etc.). En este 

sentido, existen diferentes moléculas de origen marino comercializadas como 

fármacos y muchas otras en fases avanzadas de desarrollo (Gerwick et al., 2012). El 

grupo de investigación del Departamento de Farmacología de la Facultad de 

Veterinaria de Lugo se ha centrado durante años en el estudio de los mecanismos de 

acción de muchos de estos compuestos, especialmente de las ficotoxinas marinas. 

Esto ha servido no sólo para desarrollar y optimizar métodos de detección 

funcionales basados en los mecanismos de acción, sino también para establecer las 

dianas celulares tanto de nuevos compuestos de origen marino como de ficotoxinas 

que suponen una amenaza para la salud pública y sobre las que todavía queda mucho 

por conocer. 

En la presente tesis doctoral se han empleado dos modelos celulares in vitro 

ya que estos modelos evitan muchas de las complicaciones de los modelos animales 

in vivo y facilitan los estudios toxicológicos, electrofisiológicos y las manipulaciones 

farmacológicas empleados en investigación básica (Lesuisse et al., 2002; Schousboe 

et al., 1985). En primer lugar se empleó como modelo celular el cultivo primario de 

neuronas de la corteza cerebral, un modelo in vitro ampliamente utilizado y 

caracterizado para el estudio de la diferenciación neuronal, la función sináptica y 

homeostasis neuronal, la liberación de neurotransmisores, los ensayos de 

neurotoxicidad y los modelos de enfermedad (Lesuisse et al., 2002; Pozo et al., 

2010; Schousboe et al., 1985). Generalmente, los cultivos primarios de neuronas 

corticales se realizan a partir de embriones de entre 16 a 18 días, ya que a esta edad 

del desarrollo embrionario el cerebro de ratón presenta una mayor neurogénesis 

(Bayer et al., 1993). Las neuronas corticales expresan canales de sodio, de potasio y 

de calcio dependientes de voltaje y, además, generan actividad sináptica espontánea 

tras unos días en cultivo (Chiappalone et al., 2006). En segundo lugar, se emplearon 

linfocitos T humanos procedentes de donantes sanos, ya que estas células expresan 
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canales de potasio dependientes de voltaje y su bloqueo previene la activación de los 

linfocitos T, lo cuál puede ser beneficioso en el tratamiento de enfermedades 

inmunomediadas. Por ello, éste es un modelo adecuado para el estudio de los efectos 

de las ficotoxinas que actúan sobre los canales de potasio dependientes de voltaje, 

como el gambierol y sus análogos. 

En primer lugar, utilizando como base el modelo celular de neuronas 

corticales, en esta tesis doctoral se analizó el efecto de diversos alcaloides guanidina, 

producidos por la esponja Crambe crambe, sobre los principales canales iónicos 

dependientes de voltaje en neuronas ya que, previamente, se había descrito que uno 

de estos compuestos, la Cramb816, bloqueaba los canales de calcio con mayor 

potencia que la nifedipina, un conocido bloqueante de estos canales (Berlinck et al., 

1993). Sin embargo, este efecto no había sido asociado a ningún subtipo de canal de 

calcio en concreto. Por ello, en la publicación titulada “Differential effects of 

crambescins and crambescidin 816 in voltage gated sodium, potassium and 

calcium channels in neurons”, se aislaron farmacológicamente los principales 

subtipos de canales de calcio en neuronas y se demostró que la Cramb816 bloquea 

principalmente los canales de calcio de la familia Cav1, también conocidos como 

canales de calcio tipo L. Estos canales participan en la generación de potenciales de 

acción, en fenómenos de plasticidad sináptica y en la transcripción génica 

dependiente de la actividad neuronal (Catterall et al., 2005b) y su bloqueo ha sido 

relacionado con la mejora de la sintomatología de patologías neurodegenerativas 

asociadas a una edad avanzada, ya que la regulación de estos canales está aumentada 

en neuronas de ratas adultas (Veng et al., 2003). Por otra parte, a diferencia de la 

Cramb816, todos los compuestos de la familia crambescina bloquearon los canales 

de potasio dependientes de voltaje, un efecto que es neuroprotector y ha sido 

propuesto como estrategia terapéutica para la enfermedad de Alzheimer (Lavretsky 

et al., 1992; Wiseman et al., 1991). Estos resultados ofrecen una posible explicación 

a que la Cramb816 presente una mayor citotoxicidad que la CrambC1 en neuronas 

corticales (Bondu et al., 2012) ya que la exposición prolongada a bloqueantes de 

canales de calcio dependientes de voltaje (efecto producido por la Cramb816) es 

citotóxica (Koh et al., 1992; Takadera et al., 1990) mientras que la disminución de 

las corrientes de potasio (efecto producido por la CrambC1) reduce la apoptosis 

neuronal (Yu et al., 1998a; Yu et al., 1997). En general, los resultados presentados 
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en este trabajo suponen una primera aproximación a los diferentes efectos de los 

alcaloides de la esponja Crambe crambe en canales iónicos dependientes de voltaje 

en neuronas y sirven de base para estudios futuros. 

Indudablemente, las toxinas marinas representan herramientas de gran interés 

a nivel farmacológico dado el potencial terapéutico de algunos de estos compuestos. 

Sin embargo, también es importante ampliar la información referente a las dianas 

celulares de las ficotoxinas marinas, como la ciguatoxina o la maitotoxina, que 

suponen un elevado riesgo para la salud humana. Se estima que las intoxicaciones 

por ciguatera suponen entre 50.000 y 200.000 casos anuales, afectando 

especialmente a las zonas costeras de los océanos Pacífico e Índico y mar Caribe 

(Dickey et al., 2010). En los últimos años, la prevalencia y la distribución geográfica 

de esta enfermedad ha aumentado considerablemente y han aparecido casos de 

intoxicación por ciguatera en Europa, incluyendo las costas españolas (Nunez et al., 

2012). La limitación de estudios farmacológicos de las toxinas implicadas en la 

enfermedad de ciguatera reside, principalmente, en la dificultad de obtención de los 

compuestos naturales que producen esta intoxicación. Gracias a la colaboración 

establecida entre el Departamento de Farmacología y la Universidad de Tohoku en 

Japón, en la presente tesis doctoral se han podido emplear diferentes análogos 

sintéticos de toxinas involucradas en la enfermedad de ciguatera como la ciguatoxina 

sintética CTX 3C, la maitotoxina y los análogos heptacíclico y tetracíclico del 

gambierol. Inicialmente se evaluó el efecto de dos de las toxinas marinas producidas 

por el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus más relevantes para la intoxicación por 

ciguatera, la ciguatoxina y la maitotoxina (Satake et al., 1993b) ya que la mayoría de 

estudios existentes evaluaban los efectos de estas toxinas por separado y en modelos 

celulares diferentes, lo que dificultaba la identificación de los efectos de cada toxina 

en un modelo celular común. Por ese motivo y en el contexto de que los dos 

compuestos son producidos por el mismo dinoflagelado y que parte de la región 

lipofílica de la maitotoxina es similar a la estructura de la ciguatoxina, en el trabajo 

titulado "Differential effects of ciguatoxin and maitotoxin in primary cultures of 

cortical neurons" se comparó la actividad de la ciguatoxina sintética CTX 3C con la 

actividad de la MTX en neuronas corticales. En este trabajo, se obtuvo que la CTX 

3C y la MTX comparten algunos mecanismos de acción en un mismo modelo 

celular, ya que ninguna de las dos toxinas afectó a los canales Kv o Cav pero ambas 
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afectaron a los canales Nav. Sin embargo, se encontraron diferencias notables, como 

la entrada de calcio, la acidificación intracelular y la muerte neuronal producidos por 

la MTX y no por la CTX 3C. Aunque el efecto de la CTX 3C sobre los canales Nav 

ya se había descrito para esta toxina sintética en otros modelos celulares (Ghiaroni et 

al., 2006; Yamaoka et al., 2004), el hecho de que la MTX también disminuyera la 

corriente máxima de sodio es un efecto atípico para esta toxina, por lo que pudo 

tratarse de un efecto inespecífico debido a que el aumento de la concentración de 

calcio citosólico inducido por la MTX produjera la inactivación dependiente de 

calcio de los canales de sodio dependientes de voltaje (Torreano et al., 2003). Por 

otra parte, aunque se sabe que la entrada de calcio al interior celular es el principal 

efecto de la MTX, existe una gran controversia respecto al mecanismo que lo 

produce (Cataldi et al., 1999; Gutierrez et al., 1997; Kakizaki et al., 2006; Konoki et 

al., 1999; Taglialatela et al., 1990). En este trabajo, además de la entrada de calcio al 

interior celular, la MTX produjo acidificación intracelular. Dado que el pH 

intracelular es posiblemente el factor fisiológico más importante para la regulación 

del intercambiador sodio/hidrógeno, es probable que la activación de dicho 

intercambiador por parte de la MTX (Wang et al., 2009) sea el resultado de un 

mecanismo celular para compensar la acidificación intracelular producida por la 

MTX. Aparte de esto, aunque el efecto de los bloqueantes de canales de Nav sobre la 

muerte neuronal mediada por ficotoxinas marinas ya había sido descrito (Vale et al., 

2007a), en el presente trabajo la tetrodotoxina retrasó la entrada de calcio, la 

acidificación intracelular y el efecto citotóxico de la MTX. Considerando estos 

resultados, se puede concluir que aunque ambos compuestos siguen una misma ruta 

biosintética y presentan una región lipofílica parecida, la MTX es estructuralmente 

mucho más compleja que la CTX y posiblemente las diferencias entre los efectos 

biológicos tengan que ver con el carácter anfifílico de la MTX y únicamente 

lipofílico de la CTX, mientras que las analogías encontradas puedan atribuirse a que 

la región lipofílica de la MTX sea similar a la estructura de la CTX 3C. 

La sintomatología de la ciguatera es neurológica en más del 80 % de los casos 

(Pearn, 2001). Aunque tradicionalmente ha sido asociada a la interacción de la CTX 

con los canales de sodio dependientes de voltaje (Holmes et al., 2001), algunos 

autores sostienen que ese efecto no es suficiente para desencadenar la diversidad de 

síntomas neurológicos producidos por una intoxicación con ciguatoxina (Kumar-
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Roine et al., 2008). La mayor parte de la bibliografía que aborda los efectos de las 

ciguatoxinas en la transmisión sináptica se centra en el sistema nervioso periférico 

(Meunier et al., 2009; Molgo et al., 1990), del cuál derivan síntomas como 

parestesias en extremidades y prurito (Pearn, 2001). No obstante, la ciguatera 

también incluye síntomas con origen en el sistema nervioso central y cursa con 

cefalea, malestar, depresión, fatiga, confusión, alteraciones en la memoria y en 

algunos casos convulsiones (Friedman et al., 2008; Pearn, 2001). Pese a ello, hasta 

ahora no se había descrito el efecto de la ciguatoxina sobre la transmisión y 

plasticidad sináptica en neuronas centrales, lo que consideramos que podría aportar 

nueva información sobre las bases celulares de la sintomatología neurológica de la 

ciguatera. Por ello, en la presente tesis se evaluaron los efectos agudos y crónicos de 

la ciguatoxina sintética CTX 3C sobre la transmisión sináptica en neuronas 

corticales. En el trabajo titulado “Synthetic ciguatoxin CTX 3C induces a rapid 

imbalance of neuronal excitability”, sometido para revisión en la revista Chemical 

Research in Toxicology, el tratamiento agudo con CTX 3C produjo una rápida 

despolarización acompañada de un bloqueo total del disparo de potenciales de acción 

espontáneos. Normalmente, la despolarización celular aumenta la capacidad de 

disparo neuronal. Sin embargo, se ha descrito que despolarizaciones muy fuertes 

pueden silenciar el disparo de potenciales de acción (Leslie et al., 2001). En este 

sentido otras moléculas que modulan los canales Nav, como la veratridina, generan lo 

que se conoce como bloqueo por despolarización, lo cual elimina la capacidad de 

disparo neuronal al inducir corrientes de sodio persistentes (Bikson et al., 2003). Sin 

embargo, en el presente estudio cuando el potencial de membrana se fijó a -55 mV, 

las propiedades de disparo neuronal también disminuyeron tras la adición de la CTX 

3C, indicando que dicho efecto no se producía solamente por la despolarización 

celular sino que otros mecanismos adicionales, activados por la toxina, estaban 

inhibiendo la actividad neuronal. En esta línea, los circuitos neuronales son 

susceptibles de inestabilidad cuando el equilibrio entre la excitación y la inhibición 

neuronal se ven alterados (Turrigiano, 2008), así, un aumento de la neurotransmisión 

inhibitoria o una disminución de la neurotransmisión excitadora reducen la actividad 

neuronal (Turrigiano et al., 2004). En el presente trabajo la CTX 3C moduló la 

actividad neuronal excitadora e inhibitoria en direcciones opuestas. Por un lado la 

CTX 3C aumentó la amplitud y la frecuencia de las mIPSCs, reflejando un aumento 
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de la activación de los receptores GABAA postsinápticos y un aumento de la 

liberación de GABA al espacio sináptico, respectivamente (Engelman et al., 2004). 

De acuerdo con esto, la CTX 3C indujo una corriente tónica GABAérgica indicando 

también la activación de receptores GABAA extrasinápticos (Farrant et al., 2005), lo 

cual representa un mecanismo de plasticidad homeostática a corto plazo en la corteza 

cerebral (Vardya et al., 2008). Por otro lado, la CTX 3C disminuyó la amplitud de las 

mEPSCs sin alterar su frecuencia, indicando una disminución de la activación de los 

receptores de glutamato postsinápticos sin cambios en la liberación de vesículas 

glutamatérgicas. En resumen, la fuerte despolarización y bloqueo de potenciales de 

acción espontáneos producidos por una exposición aguda de neuronas corticales a 

CTX 3C, puede tener su explicación en la modulación rápida que la CTX ejerce 

sobre la neurotransmisión, aumentando las corrientes GABAérgicas inhibitorias y 

disminuyendo la neurotransmisión excitadora. Resulta interesante que algunos 

síntomas de la ciguatera, como las alteraciones en la temperatura corporal y la ataxia 

(Vetter et al., 2012), están relacionados con un aumento de la transmisión 

GABAérgica (Chiu et al., 2005). A su vez, síntomas como la fatiga, la debilidad y la 

depresión, también comunes en ciguatera (Pearn, 2001; Pearn, 1997), están 

producidos por una disminución de la transmisión excitadora, un aumento de la 

transmisión inhibitoria o ambas (Zlott et al., 2010) lo cual ocurre en neuronas 

corticales tras una administración aguda de CTX 3C. Aunque por lo general la 

sintomatología neurológica de ciguatera dura unos días, algunos pacientes pueden 

sufrir sus secuelas durante varias semanas o incluso meses (Friedman et al., 2008; 

Pearn, 2001). Por ello resulta importante establecer los efectos a largo plazo de la 

ciguatoxina en neuronas centrales. Además, como se indicó en la introducción, los 

mecanismos de homeostasis sináptica necesarios para compensar perturbaciones 

producidas en la actividad neuronal, suelen ser procesos lentos y son medibles a las 

24 h (Turrigiano et al., 2004). Por ello, en el trabajo titulado “Chronic ciguatoxin 

treatment induces synaptic scaling in cortical neurons”, sometido para revisión en 

la revista Chemical Research in Toxicology, se estudió el efecto de una exposición a 

CTX 3C durante 24 horas sobre la actividad eléctrica y la transmisión sináptica 

excitadora en neuronas corticales. En primer lugar se estableció el efecto de la CTX 

3C sobre la actividad neuronal ya que aunque en el anterior trabajo se obtuvo que 

una administración aguda de la toxina disminuía la producción de potenciales de 



Discusión
 
 

166 

 

acción espontáneos además de potenciar la transmisión inhibitoria y disminuir la 

excitadora indicando una disminución de la actividad sináptica, estos indicadores 

podrían presentar una naturaleza transitoria. Por otra parte, aunque la medición de los 

potenciales de acción puede emplearse para medir la actividad neuronal, este método 

puede dar lugar a ambigüedad dado que tanto niveles muy bajos de despolarización 

(por debajo del umbral necesario para la generación de potenciales de acción) como 

niveles muy altos de despolarización (que inactivan los canales Nav) eliminan la 

posibilidad de generación de potenciales de acción (Leslie et al., 2001). Por ello, en 

el presente trabajo se emplearon como indicadores de actividad neuronal los genes de 

expresión temprana cuyos niveles de ARNm aumentan rápidamente ante un 

incremento de la actividad neuronal y son transitorios, mantiéndose elevados durante 

unas horas (Cirelli et al., 2000). La CTX 3C aumentó los niveles de ARNm de dos 

genes de expresión temprana, Arc (un gen que codifica para una proteína asociada al 

citoesqueleto regulada por actividad, del inglés activity-regulated cytoskeleton-

associated protein) y Egr1 (del inglés early growth response 1) de un modo 

dependiente de los canales de sodio dependientes de voltaje. En este sentido, se ha 

descrito que el aumento de actividad de los circuitos neuronales aumentan los niveles 

de ARNm de Arc y la expresión de la proteína Arc que interacciona con las 

endofilinas de la maquinaria endocítica postsináptica y reduce los niveles de 

expresión de los receptores de glutamato (Chowdhury et al., 2006; Flavell et al., 

2008). Además, la capacidad de la CTX 3C de desplazar la curva de activación de los 

canales de sodio dependientes de voltaje a potenciales más negativos (Martin et al., 

2014) se mantuvo a las 24 h de tratamiento. Sin embargo, la despolarización 

neuronal y la disminución de la actividad eléctrica observadas tras la exposición 

aguda de neuronas corticales a CTX 3C, fueron parcialmente reestablecidas tras el 

tratamiento crónico, indicando que las neuronas emplean mecanismos 

compensatorios pero posiblemente necesiten más tiempo que 24 h para restablecer 

completamente el potencial de membrana y la capacidad de disparo neuronal. Se 

identificaron varios mecanismos conducentes al restablecimiento de la actividad 

neuronal tras una exposición crónica a CTX 3C. Por un lado, las amplitudes de los 

mEPSCs disminuyeron en neuronas tratadas con CTX 3C durante 24 h respecto a las 

neuronas control, lo cual indicaba una disminución de la expresión de los receptores 

glutamato Por otro lado, la evidencia electrofisiológica de que la CTX 3C inducía 
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equilibrio sináptico se demostró por western blot, pues los niveles de proteína de 

diferentes subunidades de receptores AMPA y NMDA disminuyeron tras el 

tratamiento con CTX 3C de un modo dependiente de los canales de sodio 

dependientes de voltaje. Dado que estos resultados fueron similares a los que se 

obtienen tras una estimulación crónica de la actividad y opuestos a los que se 

obtienen tras un bloqueo crónico de la actividad (Ju et al., 2004; O'Brien et al., 1998; 

Turrigiano et al., 1998; Watt et al., 2000) se concluye que las neuronas emplean 

mecanismos de equilibrio sináptico para compensar la alteración en la actividad 

neuronal inducida por el efecto de la CTX 3C sobre los canales de sodio 

dependientes de voltaje. Otro resultado que indirectamente evidencia el mecanismo 

compensatorio fue el incremento de la actividad neuronal producida por la CTX 3C 

indicado por el aumento de ARNm de genes de expresión temprana. Conviene 

destacar que varios de los efectos obtenidos con el tratamiento crónico con CTX 3C 

en neuronas corticales pueden estar relacionados con algunos síntomas neurológicos 

crónicos de la ciguatera en humanos. Así, los genes de expresión temprana están 

involucrados en procesos de plasticidad sináptica y memoria (Knapska et al., 2004; 

Korb et al., 2011) con lo cuál el hallazgo de que la CTX 3C aumenta los niveles de 

ARNm de estos genes podría estar asociado con las alteraciones en la memoria a 

veces presente en pacientes que padecen ciguatera (Pearn, 2001). Por otra parte, la 

CTX 3C produjo un aumento de la frecuencia de las mEPSCs indicando un 

incremento de la liberación de vesículas glutamatérgicas en las terminales 

presinápticas, fenómeno que está asociado al mecanismo celular que produce dolor 

crónico (Descalzi et al., 2009; Zhuo, 2005), un síntoma común en ciguatera (Pearn, 

2001). Aunque las primeras fases del dolor crónico se deben a alteraciones del 

sistema nervioso periférico, los cambios tardíos y persistentes de la corteza cerebral 

están asociados a la cronicidad del dolor (Wang et al., 2008; Zhuo, 2008). Otras 

alteraciones neurológicas comunes en la intoxicación por ciguatoxina como fatiga, 

debilidad y depresión (Pearn, 2001) están relacionadas con una disminución de la 

actividad sináptica excitadora (Zlott et al., 2010) que aquí se reflejó en una 

disminución de la amplitud de las mEPSCs y una disminución de los niveles de 

proteína de receptores de glutamato. En resumen, este bloque de resultados sobre los 

efectos agudos y crónicos de la ciguatoxina en la transmisión sináptica de neuronas 

centrales aportan nueva información acerca del comportamiento de las neuronas tras 



Discusión
 
 

168 

 

dichas exposiciones a CTX 3C y da lugar a una posible explicación sobre la 

etiopatogenia de algunos de los síntomas neurológicos de ciguatera en humanos. 

Además, las ciguatoxinas pueden representar una nueva estrategia farmacológica 

para evaluar la regulación de la homeostasis del sistema nervioso central en futuros 

estudios. 

Otro de los compuestos producido por G. toxicus es el gambierol. En la 

presente tesis doctoral se estudiaron los efectos de los análogos tetracíclico y 

heptacíclico del gambierol que contienen en su estructura los anillos EFGH y 

BCDEFGH respectivamente y además poseen los elementos necesarios para ejercer 

su actividad biológica que son el doble enlace C28=C29 del anillo H y una cadena 

lateral insaturada (Fuwa et al., 2004). En el trabajo titulado "Potassium currents 

inhibition by gambierol analogs prevents human T lymphocyte activation" se 

evaluó la actividad biológica de los análogos heptacíclico y tetracíclico del gambierol 

en linfocitos T humanos. Aunque en el Departamento de Farmacología se había 

descrito que los dos análogos del gambierol presentan una potencia similar a la del 

gambierol en el bloqueo de canales de potasio dependientes de voltaje en neuronas 

(Alonso et al., 2012; Perez et al., 2012) y que, en un modelo in vitro, reducen la 

expresión de proteínas implicadas en la enfermedad de Alzheimer (Alonso et al., 

2013), éste es el primer trabajo que evalúa el efecto de los análogos del gambierol en 

canales de potasio de células humanas. Como se mencionó en la introducción, los 

canales de potasio en linfocitos humanos son los canales Kv1.3 y los canales KCa3.1. 

El bloqueo de estos canales supone una estrategia para prevenir la activación de los 

linfocitos T, por lo que los bloqueantes de estos canales han sido propuestos como 

nuevas alternativas en la terapia de diversas enfermedades como el asma (Bradding 

et al., 2009). Dado que las citoquinas también están involucradas en las respuestas 

inmune (Glimcher et al., 2000) y además en la patogénesis del asma (O'Garra, 1998), 

en el presente estudio también se evaluó el efecto de los análogos del gambierol en la 

liberación de interleuquina 2. Para estudiar el efecto de los dos análogos del 

gambierol en linfocitos T activados, se trataron las células con concanavalina A sóla 

o en combinación con los análogos del gambierol o con TRAM-34, un antagonista de 

los canales KCa3.1. Los resultados obtenidos indican que los análogos del gambierol 

disminuyen el aumento de las corrientes de potasio así como la liberación de 

interleuquina 2 inducidos por la activación de los linfocitos con concanavalina A, 
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con una potencia similar a la del TRAM-34. Con el objetivo de caracterizar de un 

modo más completo el efecto de los análogos del gambierol en linfocitos humanos, 

se realizaron experimentos con microarrays en colaboración con investigadores del 

Departamento de Farmacología de la Facultad de Veterinaria de Lugo. En estos 

experimentos se obtuvo que los análogos heptacíclico y tetracíclico del gambierol 

atenuaron el aumento de ARNm de diferentes citoquinas en linfocitos T activados. 

Por todo ello, los resultados obtenidos indican que los análogos heptacíclico y 

tetracíclico del gambierol pueden presentar interés potencial para el desarrollo de 

nuevos tratamientos de trastornos inmunológicos en humanos. 

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral indican que los 

canales iónicos dependientes de voltaje son una importante diana celular tanto para 

los alcaloides guanidina producidos por la esponja Crambe crambe como para las 

toxinas producidas por el dinoflagelado Gambierdiscus toxicus estudiadas. Mientras 

que las crambescinas y la Cramb816 actúan sobre los canales de potasio y los canales 

de calcio tipo L de neuronas corticales respectivamente, la ciguatoxina y en menor 

medida la maitotoxina actúan sobre los canales de sodio dependientes de voltaje. 

Además, los análogos del gambierol bloquean los canales de potasio dependientes de 

voltaje de linfocitos T humanos. Por otra parte, uno de los aspectos más interesantes 

de la presente tesis doctoral, por su enfoque novedoso, así como por la información 

que aporta sobre las bases moleculares de los trastornos neurológicos producidos por 

ciguatera, es la actividad de la ciguatoxina sobre la regulación de la plasticidad 

sináptica neuronal. Los efectos descriptivos de la actividad aguda y crónica de la 

ciguatoxina sobre la transmisión sináptica, sugieren una posible explicación al 

mecanismo celular implicado en parte de la sintomatología neurológica de la 

ciguatera. 
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1. La crambescidina 816 bloquea los canales de calcio tipo L con mayor 

potencia que la nifedipina mientras que las crambescinas inhiben las 

corrientes de potasio dependientes de voltaje.  

Crambescidin 816 blocks L type calcium channels with higher potency 

than nifedipine whereas crambescins inhibit voltage gated potassium 

currents.  

 

2. La CTX 3C y la MTX presentan similitudes en su actividad ya que no 

afectan a canales Cav ni Kv pero sí a canales Nav. A diferencia de la CTX 

3C, la MTX produce acidificación celular, entrada de calcio al citosol y es 

citotóxica en neuronas corticales, efectos parcialmente prevenidos por el 

bloqueo de canales Nav.  

CTX 3C and MTX share similarities on their activity since they did not 

affect Cav nor Kv channels but they affected Nav channels. In contrast to 

CTX 3C, MTX produced cellular acidification, calcium influx and it is 

cytotoxic to cortical neurons, effects that are partially prevented by the 

blockade of Nav channels. 

 

3. Una exposición aguda a CTX 3C produce despolarización, suprime los 

potenciales de acción espontáneos e incrementa la transmisión sináptica 

inhibitoria disminuyendo la excitadora en neuronas corticales.  

Acute ciguatoxin exposure produces depolarization, suppress spontaneous 

firing activity and enhances inhibitory synaptic transmission while 

decreases excitatory transmission in cortical neurons.  

 

4. Una exposición crónica de neuronas corticales a ciguatoxina induce 

mecanismos de homeostasis sináptica de un modo dependiente de los 

canales de sodio dependientes de voltaje con el fin de compensar el 

aumento de actividad en neuronas corticales.  

Chronic exposure of cortical neurons to ciguatoxin induces synaptic 

scaling through voltage gated sodium channels in an attempt to 

compensate for changes in activity in cortical neurons. 
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5. Los análogos tetracíclico y heptacíclico del gambierol inhiben los canales 

de potasio dependientes de voltaje en linfocitos T humanos y disminuyen 

la liberación de IL-2 en linfocitos activados.  

The tetracyclic and heptacyclic analogues of gambierol inhibit voltage 

gated potassium channels in human T lymphocytes and prevent the release 

of IL-2 in activated lymphocytes. 

 

.
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