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El mutante puntual sintaxina Ser188/Ala (S188A) es deficientemente fosforilado por
BRSK1.

A continuacion se mutd el residuo fosforilado identificado por espectrometria de masas
(Ser188) para generar un mutante deficiente en fosforilacion (S188A). La figura R.44A muestra
una representacion esquematica de los dominios de sintaxina-1A en conformacion abierta en la
que se sefnala la localizacion de la Serina-188 fosforilada por BRSK1. Se observa que este
residuo se encuentra en una region no estructurada de la proteina entre los dominios Habc y H3,
proximo a la hélice alfa del dominio SNARE. Para confirmar que este es el principal residuo
fosforilado, se expreso y purificd el mutante S188A en células E. coli y se analizé su fosforilaciéon
por BRSK1 mediante ensayo radiométrico. La figura R.44B muestra la tincion Coomassie Blue y
la autorradiografia de las proteinas separadas mediante gel SDS-PAGE. Se observa que a todos
los tiempos de reaccion estudiados (5, 15 y 30 minutos), la fosforilacion del mutante S188A se
reduce de forma significativa entre un 72-64% comparado con la forma salvaje. A los 5 minutos
(en que la reaccion de fosforilacion se encuentra en la zona lineal), el mutante S188A presenta
una fosforilaciéon del 28%, muy similar al porcentaje de fosforilacion que presentaba el mutante
de deleccion sintaxina[1-168]. En conjunto, estos resultados muestran que el principal residuo de
sintaxina-1A fosforilado por BRSK1 es la Serina-188.

R.4.3 BRSK1 fosforila in vitro e in vivo la Serina-188 de sintaxina-1A.

A continuacion se planted el estudio de la fosforilacion de la Serina-188 por BRSK1 en
sistemas celulares, por lo que se decidid generar un anticuerpo fosfoespecifico capaz de
monitorizar la fosforilacion de este residuo in vivo. El péptido inmundgeno disefiado presenta la
serina fosforilada flanqueada por varios aminoacidos, los ultimos del extremo C-terminal
formando ya parte del dominio SNARE de sintaxina-1A (figura R.45A). Este fosfopéptido fue
sintetizado e inyectado en conejos a partir del suero de los cuales se purifico el anticuerpo. El
proceso fue realizado por la empresa GenScript, cuyo certificado final con los resultados

obtenidos de analisis ELISA se adjunta al final de esta memoria (Anexo II).

BRSK1 fosforila in vitro a sintaxina-1A en la Serina-188.

Se disefiaron una serie de experimentos con la finalidad de caracterizar el anticuerpo anti-
pSer188 generado. En primer lugar se estudid si el anticuerpo reconocia la sintaxina-1A
fosforilada in vitro por BRSK1. Para ello se realizé un ensayo de fosforilacion en el que se incubé
sintaxina-1A desnaturalizada (purificada en células E. coli) con o sin BRSK1 activa, en presencia
de ATP frio y magnesio. Mediante dotblot se analizaron 100 y 200 ng de la reaccion utilizando

dos concentraciones de anticuerpo fosfoespecifico (0,1y 0,5 ug/ml). La figura R.45B muestra
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Figura R.44 Analisis de fosforilacion del mutante sintaxina-1A S188A por BRSK1. (A)
Representacion esquematica de los dominios estructurales de sintaxina-1A en la que se sefiala la
posicion de la Serina-188 fosforilada por BRSK1. (B) Analisis de fosforilacién de sintaxina-1A salvaje
(wild type, WT) y el mutante S188A por BRSK1. 2 ug de sintaxina purificada de células E. coli fue
desnaturalizada (5 minutos, 65°C) previa incubacion con 1ug de BRSK1 activa durante 5, 15 y 30
minutos en presencia de 100 pM 32P-[y-ATP)YMg?*. La fosforilacion se detectdé mediante
autorradiografia de las proteinas separadas por SDS-PAGE vy tefiidas con Coomassie Blue. Se indica
la autofosforilacion de BRSK1 (*) y la fosforilacion de la sintaxina (). El grafico muestra el porcentaje
de fosforilacion del mutante S188A respecto a la forma salvaje (WT). La fosforilacién incorporada se
midié en cuentas por minuto (cpm) detectadas en contador de centelleo tras cortar las bandas del gel.

Los valores son medias + s.d de tres experimentos diferentes.

122



Resultados — Capitulo 4

como el anticuerpo, a ambas concentraciones y de forma proporcional a la cantidad de proteina
analizada, reconoce la sintaxina-1A sélo cuando ésta fue incubada con BRSK1. Con la finalidad
de determinar los limites de sensibilidad del anticuerpo, se analizaron cantidades crecientes de
sintaxina-1A fosforilada por BRSK1 usando dos concentraciones de anticuerpo fosfoespecifico
(0,1 y 0,5 pg/ml). El dotblot de la figura R.45C muestra que a bajas concentraciones (0,1 pug/ml),
el anticuerpo reconoce 10 ng de fosfo-sintaxina, mientras que concentraciones mayores (0,5
pg/ml) detectan hasta 1 ng de fosfo-sintaxina. Por tanto, el anticuerpo anti-pSer188 generado es

un anticuerpo potente que reconoce especificamente la sintaxina-1A fosforilada por BRSK1.
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Figura R.45 Titracion del anticuerpo anti pSer188-sintaxina. (A) Representacion esquematica de
los dominios estructurales de sintaxina-1A en la que se amplia la secuencia que contiene la Serina-
188 fosforilada por BRSK1, y a partir de la cual se disefid el péptido inmundgeno utilizado para
generar el anticuerpo fosfoespecifico. (B) Selectividad del anticuerpo fosfo-especifico. Sintaxina-1A
previamente desnaturalizada (5 minutos, 65°C) purificada de células E. coli fue incubada con o sin
BRSK1 durante 30 minutos, en presencia de 100 uM ATP frio y magnesio. 100 o 200 ng de la
reaccion se analizaron mediante dotblot utilizando el anticuerpo anti pSer188-sintaxina (0.1 y 0.5
ug/ml), anti-sintaxina y anti-BRSK1. (C) Sensibilidad del anticuerpo fosfo-especifico. Igual que en (B),
cantidades crecientes de sintaxina-1A fosforilada por BRSK1 fueron analizadas mediante dotblot.
Resultados representativos de tres ensayos diferentes.
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A continuacioén se ensayo la especificidad del anticuerpo generado en el reconocimiento de la
fosfo-Ser188. Para ello se realizaron ensayos de fosforilacion analogos a los del apartado
anterior, usando ademas en este caso el mutante sintaxina-1A S188A. Una alicuota de las
reacciones de fosforilacion (100 ng) fueron analizadas en paralelo mediante dotblot
(directamente sobre la membrana de nitrocelulosa) o mediante inmunoblot (previa separacion de
las proteinas en gel SDS-PAGE). La figura R.46 muestra los correspondientes dotblot e
inmunoblot, en los que se observa por ambas técnicas que el anticuerpo fosfoespecifico (anti-
pSer188) reconoce la sintaxina-1A salvaje fosforilada por BRSK1, pero no la sintaxina-1A en que
la Serina-188 fue mutada a alanina (S188A). Este resultado muestra la especificidad del
anticuerpo fosfo-especifico generado para el residuo Serina-188.
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Figura R.46 Analisis de la especificidad del anticuerpo anti pSer188-sintaxina generado.
Sintaxina-1A salvaje (wild type, WT) o mutante S188A purificadas de células E. coli, fueron incubadas
(previa desnaturalizacién 5 minutos a 65°C) con o sin BRSK1 durante 30 minutos, en presencia de
100 uM ATP frio y magnesio. 100 ng de la reaccién fueron analizados en paralelo mediante dotblot
(directamente en la membrana de nitrocelulosa) o mediante inmunoblot (previa separacion de las
proteinas en gel SDS-PAGE). Se utilizé el anticuerpo anti pSer188-sintaxina (0,1 ug/ml) para detectar
la fosforilacion, y los anticuerpos anti-sintaxina y anti-BRSK1 para detectar la cantidad de proteina
total en la reaccion. Resultados representativos de tres ensayos diferentes.

BRSK1 fosforila in vivo a sintaxina-1A en la Serina-188.

A continuacién se estudié la fosforilacion de la Serina-188 por BRSK1 en un sistema in vivo.
Para ello, se co-expres6 en células humanas HEK-293 (que carecen de BRSKSs) sintaxina-1A
junto con BRSK1 salvaje, el mutante inactivo BRSK1-T189A o el mutante constitutivamente
activo BRSK1-T189E, y se analiz6 el estado de fosforilacién de sintaxina en la Serina-188
mediante el uso del anticuerpo fosfo-especifico generado. La figura R.47A muestra que la

sintaxina es fosforilada en la Serina-188 solo en aquellos casos en que se expreso alguna forma
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activa de BRSK1 (WT o T189E), mientras que no se detectd fosforilacion cuando se expreso el
mutante inactivo BRSK1-T189A. Estos datos demuestran que en células HEK-293 la actividad de
BRSK1 es necesaria para fosforilar la sintaxina-1A en la Serina-188.

De manera analoga a lo que ocurria in vitro, en células humanas la co-expresion de sintaxina-
1A y BRSK1 activa provoca un retraso electroforético de una fracciéon de sintaxina, detectable
mediante inmunoblot. Los datos de espectrometria de masas mostraban que, al menos in vitro,
esta banda corresponde a una poblacién de fosfo-sintaxina, de manera que se procedié a
comprobar si también este era el caso en un sistema in vivo (células HEK-293). Para ello, se
incubd una alicuota de lisado de células HEK-293 que sobre-expresan sintaxina y BRSK1 con
fosfatasa alcalina. La figura R.47B muestra el inmunoblot correspondiente, en el que se observa
que la banda retrasada desaparece tras el tratamiento con la fosfatasa. Asi pues, también in
vivo, el retraso electroforético de una fraccidon de sintaxina-1A es consecuencia de su

fosforilacion por BRSK1.
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Figura R.47 BRSK1 fosforila a sintaxina-1A en la Serina-188 en células HEK-293. (A) Células
humanas HEK-293 fueron co-transfectadas con los vectores de expresion para sintaxina-1A y BRSK1
salvaje (wild type, WT), BRSK1 inactiva (T189A, T/A) o BRSK1 constitutivamente activa (T189E, T/E),
y la fosforilacién de sintaxina se analizé mediante inmunoblot utilizando el anticuerpo anti pSer188-
sintaxina. (B) Lisados (20 ug) de células HEK-293 que sobre-expresan sintaxina-1A y BRSK1 WT se
trataron o no con 5 unidades de fosfatasa alcalina durante 45 minutos a 37°C. El efecto del
tratamiento sobre la fosforilacion de sintaxina-1A se analizé mediante inmunoblot utilizando el
anticuerpo anti-sintaxina. Se indica la fraccién de sintaxina retrasada electroforéticamente que
desaparece tras el tratamiento con fosfatasa (»). Resultados representativos de dos experimentos
independientes.
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R.4.4 BRSK1 y sintaxina-1A co-localizan en membranas de neuronas de rata.
La co-localizacion de la quinasa y su sustrato es imprescindible para que se produzca la
fosforilacion de la proteina, de manera que a continuacién se planted estudiar la distribucion
comparada de BRSK1 y sintaxina en neuronas corticales de rata. Para ello se siguieron dos
aproximaciones: (a) estudio inmunocitoquimico de doble marcaje para BRSK1 y sintaxina en
cultivos de neuronas corticales de rata a diferentes estadios de diferenciacién, y (b) estudio
subcelular en microdominios de membrana lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de rata.

Distribucion de BRSK1 y sintaxina-1A en cultivos primarios de neuronas corticales de
rata.

Como se ha mostrado anteriormente, la expresion de BRSK1 aumenta durante la
diferenciacion in vitro de neuronas corticales hasta alcanzar un maximo de expresion cuando el
cultivo se considera maduro (10 DIV). En este punto, BRSK1 se distribuye por el soma y las
prolongaciones neuronales siguiendo un patron puntuado similar al marcador de vesiculas
sinapticas sinaptofisina. Esta distribucion se compard con la de sintaxina, una proteina tipo t-
SNARE situada en parte en la membrana de la zona activa en los terminales sinapticos de
cultivos de neuronas maduros. Para ello, cultivos primarios de neuronas corticales fueron
analizados mediante inmunocitoquimica en diferentes estadios de diferenciacion in vitro (2,4, 7y
10 DIV). La figura R.48A muestra la tincion inmunofluorescente para BRSK1 (rojo) y sintaxina
(verde), asi como la tincion de nucleos (Hoescht, azul) y la superposicion de todas ellas
(Merged). Se observa que, al igual que BRSK1, la expresién de sintaxina aumenta a medida que
el cultivo se diferencia, alcanzando su maximo a los 10 DIV. El patrén de distribucion de
sintaxina-1A es muy similar al de BRSK1, relativamente homogéneo a lo largo de la neurona en
estadios tempranos de diferenciacion (2-4 DIV) y mas puntuado en las prolongaciones
neuronales en estadios mas tardios (7-10 DIV). La ampliaciéon de la superposicién de las dos
tinciones en cultivos avanzados (7 y 10 DIV), muestra que parte de BRSK1 y sintaxina coinciden
formando pequenos pools en algunos puntos de las terminaciones neuronales (puntas de flecha
figura R.48B) donde la sintaxina se acumula para formar el complejo SNARE y mediar en el
proceso de fusién de vesiculas sindpticas. Sin embargo, seran necesarios estudios de
localizacion mas resolutivos, como analisis por microscopia confocal, para determinar
exactamente la distribucién de ambas proteinas en los terminales sinapticos. Dados estos
resultados es factible especular que BRSK1 fosforile la Serina-188 de sintaxina-1A en estos
terminales, lo que sugeriria que BRSK1 jugaria un papel en el proceso de fusion de membranas

y en la modulacion, por tanto, de la liberaciéon de neurotransmisores.
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Figura R.48 Distribucion de BRSK1 y sintaxina-1A durante la diferenciaciéon in vitro de
neuronas corticales de rata. (A) Microscopia de fluorescencia de neuronas corticales de rata
cultivadas in vitro durante 2, 4, 7 y 10 dias (DIV), fijadas con paraformadehido y visualizadas mediante
inmunofluorescencia para BRSK1 (rojo, primer panel) y sintaxina (verde, segundo panel). El tercer
panel muestra la tincion de nudcleos (Hoescht), y el cuarto la superposicion de los tres anteriores
(Merged). La barra blanca de escala representa 20 uym. (B) Ampliacién de la superposicién de las
tinciones para BRSK1 y sintaxina a 7 y 10 DIV. Las flechas marcan los puntos de co-localizacion.
Resultados representativos de dos cultivos independientes.
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Localizacion de BRSK1 y sintaxina-1A en microdominios de membrana lipid raft de
sinaptosomas de cerebro de rata.

El fraccionamiento subcelular de la zona activa de los terminales sinapticos de neuronas
llevado a cabo por Inoue et al., mostraba que BRSK1 se encuentra concentrada en la fraccion
cruda de vesiculas y membranas sinapticas. El fraccionamiento mas fino de la fracciéon cruda de
vesiculas sinapticas, mostré que BRSK1 localiza tanto en las fracciones mas puras de vesiculas
(marcadas con sinaptofisina), como en aquellas que contienen gran cantidad de membranas
sinapticas (marcadas con sintaxina) (Inoue et al, 2006). Por otro lado, es conocido que varios
componentes de la maquinaria molecular que regula la fusion de membranas (entre ellos la
sintaxina) localizan en microdominios de membrana lipid raft de manera dependiente de
colesterol, y que la disfuncion de estos dominios altera el proceso de liberacion vesicular
(Chamberlain et al, 2001; Somanath et al, 2009). Como se mostré en el Capitulo 3, una
poblacion de BRSK1 localiza en dominios raft de membranas de sinaptosomas de rata, donde
ademas es mas activa. Por ello, se estudié a continuacion si también este era el caso para
sintaxina-1A. Asi, se solubilizaron sinaptosomas de rata con 1% Triton-X100 y se centrifugaron
en gradiente discontinuo de sacarosa para aislar la fraccion resistente al detergente (lipid rafts).
La figura R.49 muestra los correspondientes inmunoblots de las fracciones recogidas, en los que
se observa que BRSK1 localiza en los lipid rafts juntamente con sintaxina y la otra proteina t-
SNARE SNAP-25. La proporciéon de sintaxina y SNAP25 detectada en lipid rafts de sinaptosomas
(20-25%) es similar a la encontrada para otros tipos celulares, como por ejemplo en membranas
de células de feocromocitoma de rata PC12 (Chamberlain et al, 2001). La correcta separacién de
las fracciones solubles e insolubles al detergente se comprobd mediante la deteccion del
marcador de lipid raft flotilina-1 y el marcador de fracciones no-raft receptor de transferrina (TfR).
Asi pues, BRSK1 y sintaxina-1A co-localizan en regiones de la membrana sinaptica ricas en

colesterol, regiones en las que se ha mostrado que BRSK1 presenta mayor actividad.

R.4.5 BRSK1 y sintaxina-1A interaccionan in vitro, independientemente de la
fosforilaciéon de sintaxina-1A en la Serina-188.

Para un numeroso grupo de proteinas quinasas (como las MAPKSs), se ha descrito una regién
en la superficie de la quinasa a través de la cual interaccionan con las proteinas sustrato
(docking site). Para determinar si este es también el caso para las BRSKs, a continuacién se
disefiaron experimentos con la finalidad de estudiar si sintaxina-1A interacciona con BRSK1.
Para ello, se incub¢ sintaxina-1A inmovilizada en una resina de Glutatién-Sepharose con BRSK1,
y se analizé la interaccion mediante resolucion de las proteinas en gel SDS-PAGE. La figura

R.50A muestra la tincion Coomassie del correspondiente gel, donde se observa que BRSK1 y
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Figura R.49 Localizacién de BRSK1 y sintaxina-1A en lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de
rata. Sinaptosomas de cerebro de rata solubilizados con Triton-X100 a 4°C se sometieron a una
centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa para obtener las fracciones de membrana
insolubles (raft) y solubles (no-raft) al detergente (ver Material y Métodos). Mediante inmunoblot se
analizé la presencia de BRSK1, sintaxina y SNAP25 en cada fraccion. Flotilina-1, marcador de
fracciones insolubles raft; receptor de Transferrina (TfR), marcador de fracciones solubles no-raft. El
grafico muestra la densitrometria de las fracciones raft (3-5) y no-raft (7-10) de los inmunoblots
anteriores. Se representa el porcentaje de distribucion de cada proteina en la fraccién raft. Los valores
son medias * s.d. de dos experimentos independientes.

sintaxina-1A interaccionan in vitro, ya que BRSK1 se recupera mayoritariamente en el pellet de
Glutatién-Sepharose cuando fue incubada con GST-sintaxina, mientras que permanece en el
sobrenadante cuando se incub6 solo con GST.

Para estudiar el papel de la fosforilacion de la Serina-188 en la interaccion de sintaxina-1A
con BRSK1, se realizaron ensayos analogos de interaccion utilizando dos formas mutadas de
sintaxina: sintaxina-1A S188A, en que la serina fue substituida por alanina, generando una forma
incapaz de fosforilarse; y sintaxina-1A S188D, en que la serina fue substituida por acido
aspartico (la carga negativa de este residuo mimetiza la carga negativa del fosfato y, por tanto la
forma fosforilada de la proteina). La figura R.50B muestra la tincion Coomassie del gel, en el
que se observa que las tres formas de sintaxina-1A (salvaje, S188A y S188D) interaccionan de la
misma manera con BRSK1. Asi, estos resultados preliminares indican que el estado de

129



Resultados — Capitulo 4

fosforilacion de sintaxina en Serina-188 no influye en su interaccion con BRSK1. Sera de interés
realizar experimentos analogos utilizando los demas componentes que intervienen en la
formacion del complejo SNARE (Munc18, SNAP25 y sinaptobrevina), con la finalidad de
determinar si la fosforilacién de sintaxina-1A en Serina-188 por BRSK1 es un proceso implicado

en la funcion fisiolégica de las proteinas SNARE.

A
BRSK1 BRSK1
GST  GST-Syntaxin BRSK1 BRSK1
GST GST-Syntaxin
S P S P
250 S P S P
150
100
- - BRSK1
50 | S—
Y| GST-Syntaxin
37
______ L — GST
25 L. W
Coomassie
BRSK1 BRSK1 BRSK1
GST-Syntaxin ~ WT S188A $188D
BRSK1 BRSK1 BRSK1
s P s P S P WT S188A S188D GST-Syntaxin
250 —
10—l i i e e B U s P S P s P
100 —
™ BRSK1
50 — "
87— —— GST-Syntaxin
25—

Coomassie

Figura R.50 Interaccién in vitro de BRSK1 y sintaxina-1A. (A) 2 ug de GST-sintaxina o GST
purificadas de células E. coli fueron inmovilizados en resina de Glutation-Sepharose. A continuacion,
la resina se incubd con 2 ug de BRSK1 pura durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras
centrifugar 20 seg x 1000 rpm se reservé el sobrenadante, y el pellet con la resina se lavo con tampén
Tris-HCI 50 mM 0.5% Triton X-100 antes de ser analizado mediante gel SDS-PAGE. La figura muestra
la tincion Coomassie Blue del gel (S, sobrenadante; P, pellet) en el que se amplia la fraccién
correspondiente a BRSK1, sintaxina y GST. (B) Efecto de la fosforilacion de sintaxina-1A en Serina-
188 en la interaccion con BRSK1. Igual que en (A), se analizé la interaccion de BRSK1 con sintaxina
salvaje (wild type, WT) y los mutantes sintaxina S188A y sintaxina S188D. La figura muestra la tincion
Coomassie Blue del gel (S, sobrenadante; P, pellet) en el que se amplia la fraccion correspondiente a
BRSK1 y sintaxina. Resultados representativos de tres ensayos independientes.
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RESUMEN

De los principales componentes del complejo SNARE (SNAP25, Munc18, sintaxina-1A y
sinaptobrevina), BRSK1 fosforila la proteina t-SNARE sintaxina-1A en conformacién abierta, con
una estequiometria de 1 mol de fosfato incorporado por mol de proteina. Mediante la generacion
de diferentes mutantes de deleccién, se ha observado que BRSK1 fosforila la regién C-terminal
(aminoacidos 168-253) de sintaxina-1A. El analisis de espectrometria de masas de los péptidos
generados tras la digestion de sintaxina fosforilada por BRSK1 con la proteasa endoGIuC,
muestra la Serina-188 como el principal residuo fosforilado por BRSK1. Este punto fue
confirmado mediante el uso de mutantes de sintaxina-1A en los que se substituy6 la Serina-188
por alanina (S188A), en los que la fosforilacion por BRSK1 se reduce en gran medida (~70%)
comparado con la forma salvaje. Se ha generado y caracterizado un potente anticuerpo fosfo-
especifico que reconoce la Serina-188 fosforilada por BRSK1. Los correspondientes ensayos de
dotblot e inmunoblot muestran que BRSK1 fosforila in vitro a sintaxina-1A especificamente en la
Ser188, dado que el mutante S188A no rindié sefial de fosforilacion alguna. Por otra parte, el
anticuerpo anti-pSer188 reconoce exclusivamente la sintaxina-1A sobre-expresada en células
HEK-293 (que carecen de BRSKs) solo cuando se co-expresé con formas activas de BRSK1
(BRSK1 salvaje o constitutivamente activa BRSK1-T189E), pero no con la forma inactiva
BRSK1-T189A. El uso del anticuerpo generado (anti-pSer188) ha permitido demostrar, por
tanto, que BRSK1 fosforila in vitro e in vivo a sintaxina-1A especificamente en la Ser188.

Mediante fraccionamiento subcelular de sinaptosomas de rata se muestra que BRSK1 y
sintaxina co-localizan en microdominios de membrana lipid rafts de sinaptosomas. Ademas, los
analisis inmunocitoquimicos de neuronas corticales de rata muestran que ambas proteinas co-
localizan en puntos discretos de las prolongaciones sinapticas en el ultimo estadio de
diferenciacion in vitro (estadio 5), en el que las neuronas corticales maduras presentan
entidades sinapticas funcionales. Es posible que BRSK1 y sintaxina-1A interaccionen en estas
regiones, como se ha observado de forma preliminar con ensayos de pull down in vitro, en los
que se muestra que el estado de fosforilacion de sintaxina-1A en la Serina-188 no influye en su
interaccion con BRSK1. Se necesitaran analogos estudios de interaccion utilizando otros
componentes el complejo SNARE, para determinar si la fosforilacion de sintaxina por BRSK1
esta involucrada en la funcion fisioloégica de estas proteinas. De ser asi, BRSK1 podria regular

el proceso de fusion de vesiculas sinapticas y liberacion de neurotransmisores.
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