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Estudio quimico y bioloégico de Erythrina coralloides DC.
Roberto Brito Batalla, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

El género Erythrina se encuentra distribuido en varias partes del mundo y en
México se encuentra en un considerable nimero de especies. Ha sido utilizado
por varias culturas como una planta medicinal. Existen estudios donde se
muestra la actividad bioldégica que tienen los alcaloides contenidos en este
género y su relacion con los receptores nicotinicos neuronales.

El objetivo de la presente investigacion fue extraer alcaloides de semillas de E.
coralloides y evaluar su efecto sobre la actividad de receptores nicotinicos de
acetilcolina de interneuronas del stratum oriens (so) del cuerno de amon 1 (CA1L)
del hipocampo de ratas Sprague-Dawley de 13 a 17 dias postnatales. Las
semillas se recolectaron en el afio 2014 en Texcoco de Mora, Estado de México.
Se colectaron ejemplares que fueron depositados en el herbario-hortorio CHAPA
del Colegio de Postgraduados para su determinacion taxonémica. Se utilizaron 3
kg de semillas molidas de E. coralloides para la extraccion de los alcaloides, la
cual se realiz6 en tres partes por medio del sistema soxhlet, y se obtuvieron tres
extractos: en hexano, metanol y el resultado de una hidrolisis acida del residuo.
Los rendimientos de cada fraccion fueron 13.07, 90.90 y 15.97 mg/100 g de
semilla, respectivamente. Posteriormente  se realizaron registros
electrofisiolégicos por medio de la técnica de fijacion de voltaje en la modalidad
de célula completa, sobre interneuronas del so de CAl que expresaban
receptores nicotinicos de acetilcolina, éstas fueron estimuladas con pulsos de
acetilcolina (3 mM). Este tipo de interneuronas colinérgicas juegan un papel muy
importante en la regulacion fisiol6gica del hipocampo. El extracto que mostro el
efecto mas notable fue en hexano, inhibi6 irreversible el 60% de la corriente
i0onica generada con acetilcolina. Este efecto antagonico es bastante alto para
ser un material sin modificacion por sintesis organica, ademas el hecho de que

se una de manera aparentemente irreversible es una caracteristica poco comdn.

Palabras clave: Alcaloides, Erythrina coralloides, extracto en hexano, receptores

nicotinicos, stratum oriens.



Chemical and biological study of Erythrina coralloides DC.
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ABSTRACT

The genus Erythrina is distributed in various parts of the world and Mexico there
is a considerable number of species. It has been used by various cultures as a
medicinal plant. In addition, there are studies regarding the biological activity of
alkaloids contained in this genus and their relationship with neuronal nicotinic
receptors.

The aim of this research was to extract alkaloids from seeds of E. coralloides and
evaluate their effect on the activity of nicotinic acetylcholine receptors of stratum
oriens interneurons of cornu ammon 1 of the hippocampus of Sprague-Dawley
rats from 13 to 17 days postnatal. The seeds were collected in 2014 in Texcoco
de Mora, State of Mexico. E. coralloides specimens were deposited in the
herbarium-hortorio CHAPA of Colegio de Postgraduados for taxonomic
determination were collected. Likewise, 3 kg ground seeds of E. coralloides for
the extraction of alkaloids were used. The extraction was conducted in three parts
through soxhlet system, and three extracts were obtained: hexane, methanol and
the result of acid hydrolysis of the residue.The yields of each fraction were 13.07,
90.90 and 15.97 mg / 100 g seed, respectively. Subsequently electrophysiological
recordings was obtained by the voltage clamp technique in the whole cell mode
on interneurons stratum oriens expressing nicotinic acetylcholine receptors. They
were stimulated with pulses of acetylcholine (3 mM). This type of cholinergic
interneurons play a very important role in the physiological regulation of the
hippocampus. The hexane extract was the most effective fraction. It inhibited
irreversiblely 60% of the ion current generated by acetylcholine. This antagonistic
effect is high enough and can be considered a completely natural material without
any sinthetical modification. Aparently, the effect is irreversible, which is a rare

feature.

Keywords: Alkaloids, Erythrina coralloides, hexane extract, nicotinic receptors,

stratum oriens.
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l. INTRODUCCION

El ser humano ha evolucionado junto con las plantas, e incluso es posible que
los hominidos que precedieron al hombre hayan hecho uso de las plantas
medicinales que los rodeaban. De hecho se ha documentado que los animales
utilizan plantas medicinales para aliviar sus diversas patologias (Biser, 1998).
Las antiguas civilizaciones usaron las plantas medicinales para mejorar sus
condiciones de vida, lo que aumentaba sus posibilidades de supervivencia

(Araudjo-Junior, Oliveira, Aquino, Alexandre-Moreira, & Ana, 2012).

En 1978, la organizacion mundial de la salud (OMS) reconocid los beneficios de
la medicina tradicional. Durante la conferencia Alma ata publicada en 1985 se di6
a conocer que mas de 80 % de la poblacion mundial hace uso de la medicina
tradicional ahora llamada fitoterapia como su primer tratamiento médico. Una de
las estrategias de la OMS para la medicina tradicional en el periodo 2002-2005
fue la de fortalecer los remedios tradicionales colocandolos en los Sistemas
Nacionales de Salud a través de politicas de los respectivos gobiernos (Araujo-
Junior et al., 2012).

Los compuestos producidos por las plantas que tienen efectos medicinales son
producto de su metabolismo secundario. Algunos de estos compuestos con
efectos farmacobiol6gicos son: flavonoides, saponinas, taninos, terpenos y
alcaloides (Avalos & Pérez-Urria, 2009; San Miguel-Chavez, Soto-Hernandez,
Terrazas, & Kite, 2006).

Existe un género de especies de la familia Fabaceae rico en metabolitos
secundarios principalmente en compuestos de tipo alcaloide. Este es el género
Erythrina, que esté distribuido en varias partes del mundo y ha sido utilizado en
varias culturas como una planta medicinal (Pino-Rodriguez, Prieto-Gonzalez,
Pérez-Rodriguez, & Molina-Torres, 2004). Se ha reportado su uso como:
antimalaria, anti-VIH, citotéxicico, sedante, anticonvulsivo, antiinflamatorio, entre
muchos otros (Hastings, 1990; Martinez Alfaro, 1984; Mohammed et al., 2012).



Entre los diferentes usos que se le atribuyen a los compuestos presentes en el
género Erythrina destaca el efecto que tiene sobre el sistema nervioso. Entre
estos, los alcaloides del genero Erythrina actian sobre los receptores nicotinicos
de acetilcolina del sistema nervioso central y periférico (Soto-Hernandez et al.,
2012).

En México se encuentran distribuidas un gran niumero de especies de Erythrina,
varias de estas endémicas, por tal motivo surgio el interés en realizar un estudio
sobre estas especies, en particular sobre E. coralloides una especie nativa de
nuestro pais que se encuentra amenazada segun la Udltima actualizacion
realizada en el afio 2010 de la Norma Oficial Mexicana 059 (SEMARNAT, 2010).



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los alcaloides destacan entre los compuestos que a bajas concentraciones
tienen potentes efectos sobre el sistema nervioso. La especie E. coralloides
pertenece a un grupo de plantas ricas en compuestos de tipo alcaloide que
tienen un potencial farmacologico y que se pueden utilizar para aliviar
enfermedades del sistema nervioso. Por lo tanto, quisimos determinar si los
alcaloides de E. coralloides se podrian utilizar como farmacos con un efecto

sobre los receptores nicotinicos de acetilcolina.



II. JUSTIFICACION

La busqueda de nuevas estructuras quimicas presentes en extractos de plantas
medicinales con efectos farmacolégicos es una de las misiones de los
investigadores contemporaneos. Estos compuestos que podemos encontrar en
las plantas tienen la capacidad y el potencial para aliviar las diversas
enfermedades que agobian a la poblacion mundial, en particular a la poblacion
de escasos recursos. La Organizacion Mundial de la Salud pretende fortalecer el
uso de las plantas medicinales en las diferentes partes del mundo, con el fin de
elevar la calidad de vida de la poblacion. Sin embargo, no es una tarea facil,
existen muchos tables negativos relacionados con el uso de este tipo de
terapias, las cuales aun persisten entre la sociedad. Cabe mencionar que el uso
de este tipo de terapias naturales no se debe tomar a la ligera, ya que muchos
de los compuestos que contienen las plantas medicinales, como es el caso de

los alcaloides, pueden ser téxicos.



V. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Extraer alcaloides de semillas de E. coralloides y evaluar su efecto sobre la
actividad de los receptores nicotinicos presentes en interneuronas del hipocampo

de rata.

IV.1.l. Objetivos especificos

+ Extraer y cuantificar los alcaloides libres y liberados de semillas de E.

coralloides.

+ Estudiar el efecto del extracto en hexano sobre las interneuronas del

stratum oriens del cuerno de amoén 1 de rata Sprague Dawley (SD).

+ Estudiar el efecto del extracto en metanol sobre las interneuronas del

stratum oriens de rata SD.

» Estudiar el efecto del extracto de alcaloides hidrolizados solubles en

diclorometano sobre las interneuronas del stratum oriens de rata SD.

» Estudiar el efecto del extracto de alcaloides hidrolizados solubles en

metanol sobre las interneuronas del stratum oriens de rata SD.



V. HIPOTESIS

V.l. Hipotesis general

Los alcaloides extraidos de las semillas de E. coralloides mostraran actividad

bioldgica.

V.I.1. Hipétesis especificas

* Las semillas de E. coralloides tendran contenido de alcaloides.

* El extracto en hexano tendra efecto antagonico sobre las interneuronas

del stratum oriens de rata SD.

+ El extracto en metanol tendra efecto antagénico sobre las interneuronas

del stratum oriens de rata SD.

* El extracto de alcaloides hidrolizados solubles en diclorometano tendra

efecto antagonico sobre las interneuronas del stratum oriens de rata SD.

+ El extracto de alcaloides hidrolizados solubles en metanol tendra efecto

antagonico sobre las interneuronas del stratum oriens de rata SD.



VI. REVISION DE LITERATURA

VI.l. Generalidades de Erythrina coralloides DC.

Podemos encontrar a las especies vegetales del género Erythrina como arboles,
hierbas y arbustos. Pertenecen a la familia Fabaceae (Leguminosas), subfamilia
Papilonoidae la cual se encuentra dividida en 5 subgéneros (MacVaugh, 1987).
Se han descrito para este género 115 especies, comprendiendo una gran
diversidad de variaciones morfolégicas y ecoldgicas. Las especies de Erythrina
se encuentran distribuidas principalmente en las regiones tropicales y
subtropicales. En cuanto a la descripcion botanica del género Erythrina esta
representado por hierbas, arbustos y arboles perennes con un largo tallo,
subterraneo y lefioso. Estas especies son caracteristicas por tener hojas
alternadas con tres hojas pequefias, muchas tienen puas conicas sobre la
corteza del tronco y las ramas (Garcia-Mateos, Soto-Hernandez, & Vibrans,
2001).

Hablando especificamente sobre las caracteristicas de E. coralloides, Rzedowski
describe la especie como arboles o arbustos armados de espinas; hojas con
peciolo densamente pubescente, aculeado, raquis pubescente, foliolos laterales
ovado-deltoideos, foliolo terminal anchamente ovado-deltoideo o semiorbicular,
por lo general mas ancho que largo, apice agudo, margen entero, base truncada,
haz glabro, envés pubescente o glabro; flores con bracteas mas largas que
anchas, pedicelo pubescente; caliz campanulado, pubescente, con cinco dientes;
corola con el estandarte rojo, angostamente eliptico, apice agudo o redondeado;
ovario café, pubescente; legumbre oscura, lefiosa, constrefiida entre las semillas,
largamente estipitada; semillas reniformes y rojas (Calderon de Rzedowski &
Rzedowski, 2005).

La distribucion ecoldgica del género Erythrina incluye una amplia diversidad de
condiciones ambientales. En México se distribuye principalmente en las regiones
del sur (Sanchez, 2000). La especie E. coralloides se encuentra distribuida en

varias ciudades del pais, ya que la utilizan como arbol ornamental en parques y



calles. Se pueden encontrar desde el centro hasta el sureste del pais,
principalmente en los estados Veracruz, Estado de México, Puebla, Hidalgo,
Guerrero, Morelos y Oaxaca (MacVaugh, 1987). Las zonas donde se distribuye
esta especie generalmente tienen climas calidos humedos, célidos subhimedos,

semicalidos subhumedos hasta los climas secos (Garcia-Mateos et al., 2001).

VLII. Aspectos medicinales y fitoquimicos del género Erythrina.

El interés en el estudio de plantas que presentan actividad medicinal se ha
generado a lo largo del tiempo. Durante cientos de afios las plantas medicinales
fueron el principal recurso terapéutico disponible para curar las enfermedades.
En la medicina moderna la cuarta parte de las sustancias son de origen vegetal,
el porcentaje restante proviene de la industria sintética. Sin embargo,
actualmente se ha despertado nuevamente el interés en la blusqueda de nuevos
farmacos provenientes de plantas con efectos farmacoldgicos (Aradjo-Juanior et
al., 2012).

Las especies del género Erythrina son usadas como plantas medicinales en
varias partes del mundo, debido a la actividad biolégica asociada a su alta
concentracion de metabolitos secundarios. Algunos estudios etnobotanicos
muestran el uso tradicional como medicamento de estas plantas. A continuacion
se muestran los paises que destacan por el uso en la medicina tradicional de
estas especies vegetales: México (21%), India (20%), Pera (6%), Indonesia (4%),
Papua-Nueva-Guinea (3%), Kenya (3%), Argentina (3%), Brasil (3%), Tanzania
(3%), Tailandia (3%), Rotuma (3%), Rwanda (3%) y Senegal (3%). Las especies
reportadas con mayor frecuencia son Erythrina variegata L. (19%), E. abyssinica
(10%), E. indica Lam (8%), E. fusca Lour (8%) y E. senegalensis DC. (7%). Cabe
mencionar que la especie mas estudiada no es endémica de México. Los datos
presentados anteriormente se basan en la informacion recopilada de las bases
de datos de NAPRALERT, Chemical Abstracts y MEDLINE publicadas hasta el
afio 2002 (Pino-Rodriguez et al., 2004).



En la siguiente grafica tomada de la revision de Araujo y colaboradores en 2012
podemos observar las partes de la planta que se usan principalmente en la

medicina tradicional en diferentes partes del mundo.

M Corteza
B Hojas

“ Flores

B Raiz

Otras partes

Figura 1. Principales partes vegetales del género Erythrina utilizadas en la
medicina tradicional, adaptado de (Araujo-Junior et al., 2012).

Las familias quimicas que se reportan con mayor frecuencia son los alcaloides
(38%), flavonoides (38%) y los proteoides (9%). Dentro de esta ultima familia se
encuentran los aminoacidos, proteinas y las lectinas. Para un total de 82 reportes
de proteoides, las lectinas representan el 39% (Pino et al., 2004). La siguiente
tabla muestra los metabolitos reportados de diferentes estudios en diferentes

partes del género Erythrina.

Tabla 1. Frecuencia de presentacion de los principales metabolitos secundarios
en organos de especies de Erythrina, tomada de (Pino-Rodriguez et al., 2004).

Frecuencia de presentaciéon (%)

Familia Quimica

Semillas Corteza Tallo  Corteza Flores Raiz corteza Raiz Hojas
flavonoides - 70 28 42 - 96 27
alcaloides 76 2 26 43 - - 64
esteroides 1 9 15 6 - -
lipidos 1 - 12 5 - -
alcano - - 7 - -
alcano - - 5 - -
triterpenoides - 12 3 2 - - 9
fenilpropanoides - 6 2 2 4 -
coumarinas - - 1 8 -
compuestos inorganicos - - 1 -
proteoides 22 1 - - - 2
bencenoides - - - - - 2




A continuacidn se citan ejemplos de articulos cientificos donde se describen
diferentes usos de estas especies: actividad antibacteriana (Bunalema et al.,
2012; Souza et al., 2014), efecto citotoxico en leucemia (Omosa et al., 2016),
efecto antiinflamatorio en enfermedades parasitarias (Nasimolo, Kiama,
Gathumbi, Makanya, & Kagira, 2014), uso como fitoestrogenos en desordenes
hormonales (Djiogue et al., 2014), como insecticida contra vectores de malaria,
filariais y dengue (Govindarajan & Sivakumar, 2014), efecto antiviral (Omwenga,
Hensel, Shitandi, & Goycoolea, 2015), problemas de fertilidad, anticonvulsivo
(Tugume et al., 2016; Vasconcelos et al., 2007), sedante (Dantas et al., 2004),
desordenes de ansiedad (Sarris, Mcintyre, & Camfield, 2013) y en la enfermedad
de Alzhéimer (Shakir, Coulibaly, & Kehoe, 2013). Esto es solo una pequefia
muestra el potencial medicinal de los compuestos sintetizados por estas
especies y el aprovechamiento que se puede generar de estos, ya sea en la

medicina convencional o en la medicina tradicional.

Se han reportado la presencia de los siguientes metabolitos secundarios en las
especies de Erythrina: flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, lectinas,
pterocarpanos y alcaloides (Soto-Hernandez et al., 2012). La amplia gama de
estos metabolitos secundarios les confiere la capacidad de generar efectos
farmacobiologicos de interés clinico, tales como actividad antiviral,
antibacteriana, antiinflamatoria, antitumoral, desérdenes neurolégicos, entre
otros. Estos son parte importante para mejorar los problemas de salud a nivel

mundial (Aradjo-Janior et al., 2012).

El interés farmacolégico en Erythrina se remonta a finales del siglo diecinueve.
Las investigaciones para la extraccion e identificacion de los compuestos de
estas especies surgieron a raiz de su efecto biologico similar al del curare. Dicho
efecto es generado por los alcaloides que son sintetizados por estas especies.
Estos actian a nivel del sistema nervioso, ya que antagonizan los receptores
nicotinicos de acetilcolina que regulan las actividades neuromusculares (Soto-
Hernandez et al., 2012).
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VLIII. Alcaloides de Erythrina

Las plantas que son capaces de sintetizar alcaloides constituyen un grupo muy
variado tanto taxonémica como quimicamente, por lo tanto existe una amplia
variedad de familias de alcaloides sintetizados por las plantas con una amplia
diversidad de estructuras quimicas. Al parecer el Unico factor que unifica esta
amplia diversidad de especies vegetales y estructuras quimicas es el hecho que
contienen un nitrégeno béasico en la molécula. Generalmente este tipo de
compuestos son muy téxicos para los organismos que se encuentran expuestos
aun a bajas concentraciones de estos. Un factor importante que les confiere esta
toxicidad a concentraciones tan pequefias es su capacidad de unirse con alta

afinidad a los receptores del sistema nervioso (Evans, 2009).

Los alcaloides del género Erythrina han mostrado efectos antagdnicos sobre
receptores nicotinicos de acetilcolina (Daly, 2005). Es por esto que los
investigadores han mostrado interés en las estructuras quimicas sintetizadas por

este género.

Altamirano (1888) y Greshoff (1890) fueron los primeros que obtuvieron un
compuesto brillante y cristalino de semillas de estas especies. Este ultimo aislo
varios compuestos inespecificos y debido a su notable actividad biolégica sugirié
un estudio fitoquimico a las especies de este género. Sin embargo tuvo que
pasar medio siglo para que esto empezara a llevarse a cabo. Folkers a mediados
de la década de 1930 demostré6 que mas de 50 especies Erythrina tenian un
efecto similar al curare. Ademas, junto con su equipo de trabajo fueron capaces
de aislar el primer compuesto eritrinano, el cual llamaron eritroidina. En afos
posteriores fueron aislados otras estructuras provenientes de estas especies,
tales como: eritramina, eritralina, eritratina (1940), erisodina, erisopina y erisovina
(1951) (Soto-Hernandez et al., 2012).

Farmacologicamente los alcaloides de Erythrina son curarizantes, muy toxicos.
Su ingestion produce paralisis del musculo liso , a diferencia del curare que actua

por via intravenosa.. Los alcaloides de Erythrina pueden ser extraidos de los
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organos de la planta con agua, ya que se encuentran como ésteres sulfoacéticos
o como glucosidos. Estan caracterizados por tener un esqueleto base que es una
espiroamina tetraciclica. Se pueden clasificar en dos grupos principales: un
grupo posee un esqueleto 6, 5, 6, 6 indolisoquinolina (Fig.2, izquierda) los cuales
reciben el nombre de eritrinanos, mientras que el segundo grupo contiene un
esqueleto 6, 5, 7-6 indolobenzoazepina (Fig. 2, derecha) y son llamados

alcaloides homoeritrinanos (Soto-Hernandez et al., 2012).

Figura 2. Esqueletos de los dos principales grupos de alcaloides de Erythrina:
eritrinano (izquierda) y homoeritrinano (derecha), modificado de (Soto-Hernandez
et al., 2012).

Dependiendo de la naturaleza del anillo D en ambos esqueletos se pueden
clasificar como aromaticos o como no aromaticos. Si en el anillo D encontramos
una sustitucion por un grupo funcional oxa, recibird el nombre de alcaloides

lactonicos (Soto-Hernandez et al., 2012).

Los alcaloides se pueden clasificar en tres grupos a partir de las singularidades

gue presenta su esqueleto base: diénicos, alquénicos y lactonicos.

Los alcaloides diénicos contienen en su estructura base un sistema dieno
conjugado en los anillos A y B como podemos observar en la figura 3 de lado
izquierdo, mientras que los alcaloides alquénicos contienen en su estructura una
insaturacién 1,6 en el anillo A como podemos observar en la Figura 3 de lado

derecho.
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Figura 3. Estructura de los alcaloides diénicos (izquierda) y alquenicos (derecha)
(Soto-Hernandez et al., 2012).

Los alcaloides lactdnicos contienen en su estructura una lactona insaturada en

lugar del anillo aromatico D (Figura 4).

Figura 4. Estructura de los alcaloides lacténicos (Soto-Hernandez et al., 2012).
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VI.IV. Farmacologia de Erythrina

Como se mencion6 anteriormente la actividad farmacoldgica de las especies de
Erythrina se conoce desde hace mucho tiempo. Los nativos de Sudamérica
usaban extractos concentrados de estas especies, como antidoto contra
estricnina, o como hipotonico y antiepiléptico. Al primer compuesto alcaloide
eritrinano aislado por Altamirano en 1888, le di6 el nombre de eritroidina. En
estudios subsecuentes realizados a este cristal revelaron que estaba compuesto
por una mezcla de dos alcaloides, estos fueron llamados a- y B- eritroidina.
Posteriormente fueron aislados otros compuestos como, eritramina, eritralina,

eritratina, erisodina, erisopina y erisovina (Soto-Hernandez et al., 2012).

Se han realizado varios estudios sobre los alcaloides derivados de las especies
de Erythrina sobre su efecto sobre el sistema nervioso. Existe un ndamero
limitado de potentes antagonistas nicotinicos competitivos, dentro de los cuales
se encuentran los alcaloides aislados de este género, tales como: - eritroidina,
erisodina y eritralina. Estos alcaloides poseen una alta afinidad por el receptor
nicotinico de acetilcolina (NnAChR) conformado por las subunidades a432 (Daly,
2005). A partir de extractos crudos de E. americana, se purifico - eritroidina y se
sintetizé dihidro - eritroidina. Estos extractos se administraron a ratas agresivas
y se observo un efecto tranquilizador similar al generado por el diazepam. Estos
efectos se atribuyeron a la accién antagonista sobre los receptores nicotinicos de

acetilcolina (Soto et al., 2011).

Iturriaga y colaboradores en 2010 estudiaron la interaccién molecular que existe
entre los antagonistas provenientes de Erythrina y el NnAChR 0432, y llegaron a la
conclusion que el residuo de acido aspartico en la posicion 196 de la subunidad
B2 es el principal determinante para la union de los alcaloides de Erythrina

(Iturriaga-Vasquez et al., 2010).

En la siguiente figura podemos observar en la parte A el empalme de diferentes
secuencias de aminoacidos de distintas subunidades y como es que en las tipo

se conserva el residuo de acido aspartico. En la parte B de la figura se muestra
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la interaccion espacial entre el acido aspartico y un alcaloide con esqueleto

eritrinano.
A 160 170 180 190 200
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Figura 5. Alineamiento de secuencia de aminoécidos de diferentes subunidades
nicotinicas de acetilcolina. Las secuencias de subunidades tipo B se conserva el
residuo de acido aspartico. (B) Interaccion espacial entre el residuo de acido
aspartico y un alcaloidede Erythrina, tomada de (lturriaga-Vasquez et al., 2010).

Multiples estudios cientificos sugieren el uso plantas que tienen efecto sobre el
sistema nervioso central para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (Pérez-Hernandez, Zaldivar-Machorro, Villanueva-Porras,
Vega-Avila, & Chavarria, 2016). Por tal motivo los alcaloides sintetizados por
estas especies son candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos ya sea a

partir de su extraccion o por sintesis organica (Monaco, Aliev, & Hilton, 2015).
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VI.V. Generalidades del sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) es una red compleja que permite al organismo
comunicarse con el medio en el que vive. Los componentes que integran el SN
reciben, almacenan y procesan la informacion sensorial, y después coordinan las
respuestas apropiadas. EI SN consta del sistema nervioso central (SNC), que
incluye el encéfalo y la médula espinal, y del sistema nervioso periférico (SNP),
gue incluye receptores sensoriales, nervios sensoriales y ganglios situados en el
exterior del SNC. Ambos sistemas estan muy relacionados entre si para poder
llevar a cabo los procesos tan complejos y especializados que es capaz de

realizar el SN de los organismos (Constanzo, 2011).

Las partes principales del SNC son la médula espinal, el tronco del encéfalo
(bulbo, protuberancia y mesencéfalo), el cerebelo, el diencéfalo (tdlamo e
hipotdlamo) y los hemisferios cerebrales (corteza cerebral, sustancia blanca,
ganglios basales, hipocampo y amigdala) (Constanzo, 2011).

Las células especializadas que llevan a cabo el funcionamiento del sistema
nervioso se llaman neuronas, que son los componentes fundamentales los
cuales se conectan por medio de sinapsis quimica o eléctrica entre si formando
complejas redes. Estas redes tienen una actividad electroquimica constante con
el fin de poder regular el funcionamiento correcto del organismo. Existen tres
tipos fundamentales de neuronas: sensoriales, motoras e interneuronas. Las
neuronas de manera general estan constituidas por un cuerpo celular o soma,
axon, dendritas y terminal sinaptica. Existen otro tipo de células que participan de
forma activa e importante en los procesos cerebrales diferentes a las neuronas,
éstas reciben el nombre de células gliales. Por mucho tiempo estos cuerpos
celulares se consideraron de soporte, sin embargo se ha determinado que estas
juegan un papel muy importante en el desarrollo del SN y en su funcionamiento,
estas superan en numero a las neuronas, no obstante su capacidad de transmitir
informacion no se compara con la de las neuronas. En la siguiente imagen sobre
el lado izquierdo se pueden apreciar algunos ejemplos de las diferentes formas

neuronales: una neurona motora espinal, una neurona piramidal y una célula de
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Purkinje del cerebelo, mientras que del lado derecho podemos observar la
disposicion esquematica de las partes de una neurona, asi como el
procesamiento y la direccion de su sefializacion: recepcion, integracion y

transmision (Morris & Fillenz, 2003).

Neurona motora i i Célula de Purkinje
espinal GAa pramidal del cerebelo :
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Figura 6. lzquierda: diferentes tipos de neuronas. Derecha: se observa un
esquema de las diferentes partes de la neurona y los procesos que se llevan a
cabo (Morris & Fillenz, 2003).

Anteriormente, se mencion6é que las neuronas se comunican por medio de
sinapsis quimicas y/o eléctricas. La palabra sinapsis simplemente hace
referencia al espacio que conecta a dos 0 mas neuronas para poder transmitir
informacion. Las sinapsis eléctricas permiten el flujo de corriente de una célula
excitable a la siguiente, a través de vias de baja resistencia entre las células
llamadas uniones comunicantes. Las uniones comunicantes se encuentran en el
musculo cardiaco y en algunos tipos de musculo liso, y explican la gran rapidez
de conduccion en estos tejidos y su activacién celular simultanea y coordinada.
En las sinapsis quimicas, existe un espacio de aproximadamente 20 a 30 nm
entre la membrana celular presinaptica y la membrana celular postsinaptica
conocido como hendidura sinaptica. La sefalizacion se transmite a través de la
hendidura sinaptica por medio de un neurotransmisor, una sustancia que se
libera en el terminal presinaptico y que se une a los receptores del terminal
postsinaptico. En las sinapsis quimicas se produce la siguiente secuencia de
acontecimientos: un potencial de accion en la célula presinaptica provoca la
apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. La entrada de Ca?* en
el terminal presinaptico produce la liberacion del neurotransmisor almacenado en

las vesiculas sinapticas mediante exocitosis. El neurotransmisor se difunde a
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través de la hendidura sinaptica, se une a los receptores en la membrana
postsinaptica abre los canales que permiten el paso de iones y produce un
cambio en el potencial de membrana en la célula postsinaptica. El cambio en el
potencial de membrana en la membrana celular postsingptica puede ser
excitador o inhibidor, segun la naturaleza del neurotransmisor liberado en el
terminal nervioso presinaptico y los iones que fluyan a través de la membrana. Si
el neurotransmisor es excitador, provoca la despolarizacion de la célula
postsindptica; si es inhibidor, produce la hiperpolarizacion. A diferencia de las
sinapsis eléctricas, la neurotransmision a través de las sinapsis quimicas es
unidireccional (de la célula presinaptica a la célula postsinaptica). El retraso
sinaptico es el tiempo necesario para que tengan lugar los multiples pasos de la
neurotransmision quimica. En la siguiente imagen podemos observar de manera
general algunas de las uniones del SNC moduladas por algunos
neurotransmisores y sus receptores (Barrett, Barman, Boitano, & Brooks, 2010;
Constanzo, 2011).

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ORGANOS EFECTORES
Motoneurona
Somético ® Musculo
esquelético
Preganglionar Posganglionar m
Simpatico ——<Ach B <NA Musculo liso,
glandulas

POSgangho"a .

ACh Gléndulas
sudoriparas®
Preganglionar Posganglionar

Parasimpatico @ <ACh E—(ACh Musculo liso,

glandulas
Preganglionar I Iacié : o/
Médula ——<Ach A la circulacion  Adrenalina (80%) i
suprarrenal Noradrenalina (20%)

Médula suprarrenal

Figura 7. Sinapsis neuronales del sistema nervioso en las que participan
neurotransmisores. ACh, acetilcolina; M, receptor muscarinico; N, receptor
nicotinico; NA, noradrenalina (Constanzo, 2011).
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Se conocen mas de 50 sustancias que actlan como neurotransmisores. Los
neurotransmisores pueden agruparse en las siguientes categorias: acetilcolina,
aminas biogénicas, aminoacidos y neuropéptidos. Cabe mencionar que ahora se
acepta el papel neurotransmisor de sustancias gaseosas como el 6xido nitroso
(NO) y monoxido de carbono (CO). En la tabla 2 se muestran los principales

neurotransmisores (Constanzo, 2011; Lujan, 2004).

Tabla 2. Diferentes tipos de neurotransmisores (Constanzo, 2011).

Aminas
Esteres de colina  biogénicas Aminodcidos Neuropéptidos
Acetilcolina (ACh) Adrenalina Acido y-aminobutirico (GABA) Adrenocorticotropa (ACTH)
Dopamina Glutamato Colecistocinina
Histamina Glicina Dinorfina
Noradrenalina Endorfinas
Serotonina Encefalinas

Glucagén

Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
Neurotensina

Oxitocina

Péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP)
Péptido intestinal vasoactivo (VIP)

Secretina

Sustancia P

Vasopresina

Los neurotransmisores se unen a proteinas transmembranales que son llamados
receptores. Estos se pueden dividir en dos diferentes tipos: receptores
ionotropicos y receptores metabotrépicos. Los receptores ionotropicos permiten
el paso de iones a través de un canal que se abre en presencia de un
neurotransmisor, esta respuesta es bastante rapida, del orden de milisegundos.
Por otra parte los receptores metabotrépicos muestran una respuesta mas lenta,
estos receptores se encuentran unidos a proteinas G, las cuales van a generar
cascadas de sefalizacién dentro de la neurona, dando lugar a la activacién de

segundos mensajeros y activacion de otras enzimas (Lujan, 2004).

En el siguiente capitulo profundizaremos sobre la importancia, estructura y
funciones de los receptores nicotinicos, que se encuentran ampliamente
distribuidos en el sistema nervioso (Manickavasagom Alkondon & Albuquerque,
2004).
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VI.VI. Receptores nicotinicos de acetilcolina

Existe una importante super familia de receptores con bucles de cisteina que son
receptores ionotropicos, estos comprenden una clase heterogénea de canales
cationicos y anionicos. Dentro de esta gran familia se encuentran los receptores
nicotinicos de acetilcolina, que son proteinas pentaméricas intermembranales.
Dichos canales se pueden clasificar en dos grupos, homoméricos o
heteroméricos dependiendo de las combinaciones de subunidades de tipo alfa
(a2 - a10) y beta (B2- B4) por las cuales estdan conformados (Albuguerque,
Pereira, Alkondon, & Rogers, 2009). Si se trata de un canal constituido por una
sola subunidad se denomina homomeérico, pero si en su estructura difiere en
alguna serd heteromérico. De acuerdo a las subunidades de las que esté
conformado el canal recibira el nombre, por ejemplo: receptor nicotinico a7 o
receptor nicotinico a4- B2. Los receptores a1 y B1 que no se mencionan
anteriormente, se encuentran conformando el receptor del masculo esquelético
(a1, B1, yy 0) (Arnaiz, 2008).

Estos receptores se encuentran distribuidos ampliamente en el cuerpo, tanto en
el sistema nervioso como en tejidos que no son de tipo neuronal, estos son
estimulados por el neurotransmisor enddgeno acetilcolina y por agonistas
exégenos como la nicotina (Manickavasagom Alkondon & Albuquerque, 2004).
De acuerdo con los estudios de union a receptores nicotinicos en el cerebro, se
han detectado dos subtipos: Los receptores que son sensibles a a-bungarotoxina
y los que son insensibles a este compuesto. Los receptores sensibles a esta
toxina son los receptores homopentamericos receptores nicotinicos a7, a8 y a9.
Mientras que los insensibles a esta toxina son los receptores
heteropentamericos, conformados por las subunidades a (a2- a6) y B (B2- (4)
(Gotti, Zoli, & Clementi, 2006).

Recientemente se han realizado estudios para descubrir los diferentes sitios de
unién de los receptores nicotinicos, las investigaciones de determinacion
estructural y cristalizacion de proteinas hidrosolubles provenientes de caracoles

como Lymnaea stagnalis (Brejc et al.,, 2001), moluscos de agua salada como
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Aplysia californica (Hansen et al., 2005) y mantarayas como Torpedo marmorata
(Unwin, 2005) (Figura 8).

Figura 8. Estructura tridimensional refinada del receptor nicotinico de Torpedo.
(a) Vista frontal a la hendidura sinaptica. (b) Vista lateral a la membrana celular
(Unwin, 2005).

Los estudios realizados a los receptores nicotinicos sintetizados por éstas
especies animales han ayudado a definir detalladamente los sitios de union de
los receptores nicotinicos a nivel molecular. Se ha determinado que los sitios de
unién a ligando en los receptores homopentameéricos se encuentran entre todas
las interfaces de las subunidades que la conforman, por tanto tiene 5 sitios de
union. Mientras que los receptores heteropentaméricos constan de solo 2 sitios
de union, los cuales se encuentran entre las uniones de las subunidades a y B
(Figura 9). Los receptores heteropentaméricos funcionales siempre presentan
dos subunidades a que contienen el sitio de unién principal con ACh (a2, a3, a4
0 a6). Otras dos subunidades que no son a que contienen el sitio
complementario a la uniéon con ACh (32 o B4). Y una quinta subunidad (en el
caso del receptor nicotinico muscular es 1) que no participa en la uniéon a ACh
(a5, B3, aunque también pueden ser B2 o B4) (Gotti et al., 2006). (Figura 9).
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Figura 9. Sitios de wunion de la ACh a los receptores nicotinicos
heteropentaméricos y homopentaméricos (Gotti et al., 2006).

La union de la ACh al receptor nicotinico provoca un cambio conformacional en
la estructura del canal. Este cambio conformacional permite el flujo de cationes
principalmente monovalentes como Na* y K*, sin embargo también permite el
paso de cationes divalentes como Ca?*. La mayor permeabilidad a Ca?* la ha
mostrado el receptor nicotinico a7, este juega un papel importante en los
delicados procesos fisiolégicos donde participa (Pankratov & Lalo, 2014). Se ha
mostrado en ratones “knockout” para las subunidades de los receptores
nicotinicosen el cerebro han mostrado que estos no son esenciales para la
supervivencia o para la ejecucion de tareas simples (Gotti et al., 2006). Sin
embargo estos receptores juegan un papel importante en el control de procesos
como memoria, aprendizaje, cognicion, entre otros (Matsubayashi, Amano, Seki,
Sasa, & Sakai, 2004; Wang et al., 2014). Los estudios de hibridacién demuestran
que las subunidades que se expresan en cerebro son a2 - a7 y B2 - B4, siendo

las de mayor incidencia a7, a4 y 2. (Gotti et al., 2006) (Figura 10).
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Figura 10. Expresion de diferentes tipos de receptores nicotinicos en cerebro de
roedores (Gotti et al., 2006).

La investigacion del presente trabajo se enfoca en una regién especifica del
hipocampo, en el siguiente capitulo se mencionaran aspectos importantes sobre
las funciones y el papel que desempenia este nucleo profundo del SNC.

VI.VIl. Hipocampo

El hipocampo es uno de los hemisferios que constituyen el |6bulo temporal del
cerebro y juega un papel muy importante en la memoria a largo y corto plazo y el
aprendizaje espacial. Este nucleo profundo cerebral se deriva del telencéfalo y
forma parte del sistema limbico. Anatomicamente, esta organizado en el cuerno
de Amén y el giro dentado (separados por la fisura hipocampal); el complejo
subicular, formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum; y la
corteza entorrinal. EI cuerno de Amon (CA) esta dividido en tres areas: CAL, CA2
y CAS3. simplificara su vez, se dividen en cuatro capas: stratum oriens (SO),
stratum radiatum (SR), stratum piramidal (SP) y stratum lacunosum molecular

(SLM) (Figura 11). Las principales neuronas del hipocampo son las células
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piramidales alineadas en forma de dos a cuatro hileras en el interior de la capa

piramidal (Arndiz, 2008; Olivares, Juarez, & Garcia, 2015).
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Figura 11. Esquema del hipocampo donde se observa la ubicacién de sus cuatro
capas mas importantes: stratum oriens (SO), stratum radiatum (SR), stratum
piramidal (SP) y stratum lacunosum molecular (SLM) (Arnaiz, 2008).

La mayor entrada de fibras en el hipocampo proviene de la corteza
parahipocampal, que es la principal via de entrada de aferencias neocorticales
de procesamiento provenientes de distintas areas dorsales, como la corteza

parietal posterior, la corteza retrosplenial, la corteza prefrontal dorsolateral o de
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la parte dorsal del surco temporal superior estructuras estrechamente asociadas
en la codificacion de la localizacion espacial de los estimulos. Estas aferencias
son distribuidas hacia la corteza entorrinal. Las células de las capas Il y Il de
esta corteza envian sus axones hasta el giro dentado y el hipocampo a través de
la via perforante, atravesando la capa de células piramidales del subiculum. Por
otra parte, las neuronas piramidales de la region CA3 proyectan sus axones
hacia las dendritas de las neuronas piramidales de CA1, mediante las colaterales
de Schaffer. Asimismo, los axones provenientes de la region CA3 proyectan
hacia todo el hipocampo mediante proyecciones comisurales entre hemisferios,
y/o asociativas en el mismo hemisferio. Mientras que las neuronas granulares del
giro dentado proyectan sus axones o fibras musgosas hacia las dendritas
proximales de las neuronas piramidales de la regiéon CA3, atravesando el hilus.
Este circuito del procesamiento de la informacién de la memoria declarativa es el
llamado circuito trisinaptico (Figura 12). La informacion procesada mediante este
circuito trisindptico permite relacionar diferentes aferencias sensoriales
pertenecientes a diversos estimulos gracias a que las células piramidales del
hipocampo tienen un alto grado de interconexion, facilitando las relaciones entre

las diferentes entradas de informacién (Olivares et al., 2015).

Células
musgosas

L

Giro dentado

Interneurona

Fibras musgosas

VP CA3 )

Colaterales de Schaffer

VP

vT

&———— Senal excitatoria

s Sl aes s Senalinhibitoria

Figura 12. Esquema del hipocampo adulto mostrando la tradicional via éxcitatoria
trisinaptica. Abreviaturas: corteza entorrinal (CE), giro dentado (GD), cuerno de
amon (CA), subiculum (Sub), via perforante y la via temporoammonica (VT)
(Olivares et al., 2015).
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Desde el punto de vista psicolégico, la memoria se ha dividido de modo
adecuado en explicita e implicita (Figura 13). La explicita o declarativa que es la
memoria en la que participa el hipocampo junto con otras estructuras cerebrales
como los Iébulos temporales mediales, esté vinculada con la conciencia (o, como
minimo, con la percepcion consciente). Esta memoria se divide en: episodica y
semantica. La episddica se ocupa de acontecimientos y la semantica esta
relacionada con hechos (como palabras, reglas y lenguaje). La memoria explicita
(recordacién) necesaria inicialmente para actividades, como montar en bicicleta,
puede transformarse en implicita una vez que la persona aprendié cabalmente la
tarea (Barrett et al., 2010).

Dos formas de
memoria a largo plazo

Explicita Implicita
(declarativa) (no declarativa)
De hechos De “Pistas De Aprendizaje asociativo: Aprendizaje no asociativo:
(semantica) acontecimientos preparatorias™ procedimientos acondicionamiento habituacion y
(episodica) (habilidades clasico y operante sensibilizacion
y habitos)

Respuestas Musculos de
emocionales fibra estriada

Lébulo temporal medial Neocorteza Cuerpo  Amigdala Cerebelo Vias reflejas
Hipocampo estriado

Figura 13. Modalidades de memoria a largo plazo (Barrett et al., 2010).

El giro dentado del hipocampo junto con la zona subventricular de los ventriculos
laterales del cerebro de mamifero son los Unicos dos sitios de regeneracion
neuronal durante la etapa adulta, y se sabe que dichas neuronas tienen un papel
importante en varias funciones del sistema nervioso central. El fenomeno de
produccion de nuevas células es conocido con el término de neurogénesis y
generalmente se refiere al proceso de proliferacion, migracion, supervivencia y
diferenciacion de nuevas células. La posible implicacién de la neurogénesis
hipocampal en el aprendizaje espacial, podria explicarse considerando que la
generacion de nuevas neuronas es estimulada por el aprendizaje y esté a su vez

es estimulado por la neurogénesis (Olivares et al., 2015).
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Los receptores nicotinicos participan de forma activa en el funcionamiento del
hipocampo. Los receptores nicotinicos parecen estar implicados en importantes
funciones neuronales como la atencion, el aprendizaje y procesos de memoria
(Garin et al., 2009; Nott & Levin, 2006). Las interneuronas GABAgérgicas son las
principales dianas de las terminaciones colinérgicas que llegan al hipocampo. En
el hipocampo existen distintos subgrupos de interneuronas, segun la expresion
de receptores nicotinicos en las mismas (Albuquerque et al., 2009). Alkondon y
Albuquerque en 2004 mencionan la presencia de al menos tres diferentes tipos
de cinéticas generadas por los receptores nicotinicos en el hipocampo.
Corrientes tipo | con un rapido decaimiento de su corriente nicotinica, es
generada por receptores a7 sensibles a metilaconitina o a-bungarotoxina;
Corrientes tipo |l con un decaimiento lento, la cual es generada por receptores
a4p2 sensibles a la dihidro-B-eritroidina; Corrientes tipo Il con un decaimiento
muy lento, generada por receptores a334 y que son sensibles a mecamilamina.
Cabe sefialar que ellos mencionan que en investigaciones mas detalladas se
describen corrientes con cinéticas distintas a las cuales se refieren como
corrientes tipo IV seguramente generadas por los otros distintos tipos de
receptores nicotinicos conformados por diferentes subunidades

(Manickavasagom Alkondon & Albuquerque, 2004).

VI.VIIIl. Stratum oriens

El hipocampo cuenta con una estructura laminar de tres capas: La capa
molecular, la capa piramidal y la capa oriens. La capa o el stratum oriens es una
zona importante del hipocampo, esta conformada por las dendritas basales de
las neuronas piramidales y en ésta se encuentran una gran cantidad de
interneuronas que parecen ser las responsables de la actividad y regulacion
intrinseca del hipocampo (Alcaraz, 2001). Estas interneuronas como se
menciond anteriormente son de naturaleza inhibitoria. El estudio sobre el papel
gue desempefian los receptores nicotinicos en cerebro es relativamente reciente.
McQuiston y Madison en 1999 realizaron un sondeo de respuestas generadas
por receptores nicotinicos expresados por diferentes interneuronas en el cuerno

de amdén 1. Con base a sus hallazgos las clasificaron en tres categorias, de
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acuerdo con sus respuestas nicotinicas: a) respuesta con decaimiento rapido
generado por receptores nicotinicos a7 en todas las capas de CA1, b) doble
respuesta, una de receptores nicotinicos a7 y otra lenta generada por receptores
nicotinicosdiferentes a a7, estas interneuronas las encontraron principalmente en
el stratum oriens, c) sin respuestas nicotinicas las cuales encontraron cerca del
stratum piramidal (McQuiston & Madison, 1999). Mas tarde en trabajos de otros
grupos encontraron resultados similares (M Alkondon & Albuquerque, 2001,
Sudweeks & Yakel, 2000). Las cinéticas caracteristicas generadas por
receptores nicotinicos se muestran en la figura 14. En el estrato donde se
encuentran las neuronas piramidales no se genera ninguna respuesta nicotinica,.
Se llegan a registrar respuestas nicotinicas muy pequefias en comparacion a las
que generan las interneuronas, debido a que las neuronas piramidales son de
tipo glutamatérgicas. En el stratum radiatum donde encontramos un gran namero
de interneuronas las respuestas generadas son principalmente por receptores
nicotinicos a7. Finalmente, en el estrato oriens se encuentran las respuestas
generadas por receptores nicotinicos diferentes a los a7 que tienen una corriente
mas lenta, aunque cabe mencionar que también encontramos respuestas de
receptores nicotinicosa7, o ambas en una misma interneurona. La cinética mas
lenta es caracteristica del receptor nicotinico a4f2 que esta ampliamente
distribuido en el cerebro,incluyendo el hipocampo, sin embargo no es el Unico
receptor herteromérico que encontramos en el hipocampo y en patrticular en el
estrato oriens (Sudweeks & Yakel, 2000).

100 yM ACh
Stratum
Pyramidale ™

Stratum
Qriens

Stratum

Radiatum W

|

Figura 14. Tipos de corrientes generadas por receptores nicotinicos en diferentes
estratos del hipocampo, (Sudweeks & Yakel, 2000).
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Albuquergue y su grupo en 2009 proponen como se lleva a cabo la regulacion
inhibitoria en el hipocampo por medio de las interneuronas de CA1 que expresan
receptores nicotinicos. Podemos observar las neuronas piramidales éxcitatorias
glutamatérgicas de color verde en el estrato piramidal y una interneurona
piramidal asociada GABAérgica de color azul fuerte. Ambas neuronas extienden
sus dendritas hacia el estrato radiatum donde interaccionan con las colaterales
de Schaffer (Schaf. Col.) y al estrato lacunoso-molecular donde interactiian con
las fibras de la via perforante (PPF). Los axones de las piramidales éxcitatorias
se proyectardn hacia regiones superiores del cerebro. Las interneuronas
GABAérgicas llevaran a cabo un papel intrinseco, solamente algunas piramidales
GABAérgicas van a proyectar sus axones a regiones superiores del cerebro a

través del alveus (alv) (Albuquergue et al., 2009).
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Figura 15. Modulacion inhibitoria de las diferentes interneuronas GABAérgicas
gue expresan receptores nicotinicos en CAl del hipocampo, Abreviaturas:
Alveus (alv), stratum lacunoso-molecular (s.I.m.), stratum oriens (s.0.), stratum
piramidal (py), stratum radiatum (s.r), Fibras de la via perforante (PPF),
GABAérgica (GABA) y Glutamatérgica (Glu) (Albuguerque et al., 2009).
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VI.IX. Enfermedades relacionadas con receptores nicotinicos del

hipocampo

Como se ha mencionado a lo largo de este escrito los receptores nicotinicos se
encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del sistema nervioso central y
estan implicados en una variedad de funciones cerebrales, entre las que
podemos destacar el desarrollo neuronal, la formacién de la memoria y el
aprendizaje y en el sistema de recompensa neuronal (Jones, Sudweeks, &
Yakel, 1999). La nicotina es quizas la droga mas adictiva que se usa sin ningun
tipo de restriccidon, 95 % de las personas adictas al tabaco que intentan dejarlo,
recaen en menos de un afio. El fenotipo y el uso crénico de la nicotina estan
asociados con cambios fisiologicos en la expresion y funcion de los receptores
nicotinicos. Particularmente la administracion crénica de la nicotina induce la
sobreexpresion del receptor nicotinico nAChR a4p2 al cual tiene una alta
afinidad (Albuquerque et al., 2009; Hogg & Bertrand, 2004). Sin embargo en
procesos de uso crénico reduce la funcién de este debido a la desensibilizacion,
lo que finalmente ocaciona tolerancia a dicho alcaloide (Albuquerque et al.,
2009). Tapper y su equipo de investigacion identificaron que una mutacién
puntual en la proteina a4 aumentaba considerablemente el efecto de la nicotina
sobre el receptor nicotinico a4B2 y menciona que con bajas dosis de nicotina en
estas condiciones la activacion de receptores a4 es suficiente para producir
dependencia, tolerancia y sensibilizacién (Tapper et al., 2004). Esto nos muestra

la facilidad con la cual la nicotina puede generar adiccion.

El tabaquismo es considerado una epidemia y es un problema a nivel mundial,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta adiccion el segundo
lugar de causa de muerte en el mundo. Esto esta relacionado con las
enfermedades ligadas tales como el desarrollo de cancer en diferentes 6rganos
del cuerpo y enfermedades cardiovasculares (Kuri-Morales, Gonzalez-Roldan,
Hoy, & Cortés-Ramirez, 2006). Sin embargo no solo este tipo de enfermedades
se encuentran ligadas a este problema, ya que también se encuentra relacionado

con alteraciones psiquiatricas.
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Los receptores nicotinicos estan relacionados con varias enfermedades
neurodegenerativas, psiquiatricas y algunos tipos de epilepsia, como la de I6bulo
temporal que es la mas coman en humanos (Lopez & Solis, 2012). Por el lado de
las enfermedades neurodegenerativas encontramos la enfermedad de Parkinson
y Alzhéimer, que se desarrollan al paso del tiempo cuando la persona empieza a
presentar los sintomas generados por el mal funcionamiento del sistema
colinérgico (Orta-Salazar, Cuellar-Lemus, Diaz-Cintra, & Feria-Velasco, 2014;
Xie, Gao, Xu, & Meng, 2014). Por otro lado encontramos las enfermedades de
tipo psiquiatrica tales como depresion mayor, esquizofrenia, sindrome de
Tourette, trastorno maniaco-depresivo, trastorno de hiperactividad con déficit de
atencién y trastorno obsesivo-compulsivo. Este tipo de trastornos del sistema
colinérgico empeoran cuando el paciente es adicto a la nicotina, sin embargo los
desérdenes psiquiatricos que tienen una mayor comorbilidad con los efectos de
la nicotina son la esquizofrenia y la depresion (Molero & Mufioz, 2005). Entre los
trastornos psicoéticos la esquizofrenia tiene el peor prondéstico ya que ocasiona
deterioro en casi todas las funciones psicoldgicas y dificulta la adaptacién social,
académica y laboral. Su inicio y los cambios que conlleva pueden observarse

como un deterioro lento y gradual (Cano et al., 2007).

El papel que juegan los receptores nicotinicos en el SNC necesita ser
investigado a detalle, es crucial identificar el papel que desempefan las
diferentes subunidades de receptores nicotinicos en las vias de sefalizacion de
las neuronas y su relacion intrinseca con otros receptores. De manera bilateral,
es necesario el desarrollo de nuevas herramientas farmacolégicas para
identificar mejor los subtipos de receptores nicotinicos nativos expresados en las
células neuronales y no neuronales en el sistema nervioso. De esta forma
podremos comprender de una mejor manera el papel que desempefian estos
receptores en los procesos psicoticos y enfermedades relacionadas con estos
receptores. La busqueda de farmacos selectivos para los diferentes receptores
nicotinicos es un paso crucial para el desarrollo de medicamentos que
coadyuden en el tratamiento de los diferentes tipos de trastornos neuroldgicos
que afectan la calidad de vida de las personas que padecen este tipo de

anomalias (Albuquerque et al., 2009).
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

1.- Colectay preparacion del material bioldgico de Erythrina coralloides DC.

La recolecta de muestras de semillas de E. coralloides se realizé el afio 2014
durante los meses de junio—septiembre, en los jardines de la Universidad
Auténoma de Chapingo ubicada en el municipio de Texcoco de Mora, en el
Estado de México (19° 29° 29.4“ N, 98° 53° 05.5“ W). Se cosecharon las vainas
maduras y se seleccionaron las semillas sanas, posteriormente se secaron en
una estufa a una temperatura de 60 °C por tres dias. El material totalmente seco
se tritur6 en un molino hasta obtener particulas finas y se guardaron en bolsas
en un refrigerador a 5 °C hasta el momento en que se inicio la extraccion de

alcaloides.

2.- Identificaciéon taxondmica

Los ejemplares recolectados fueron depositados en el herbario-hortorio CHAPA
de la especialidad de Botanica del Colegio de Postgraduados campus

montecillos para su correcta determinacion taxonémica.

3.- Extraccién de alcaloides

La extraccion se realiz6 de acuerdo al método descrito por Games et al. 1974
citado por Sanchez (2000). Las semillas de E. coralloides se secaron en una
estufa a 35 °C hasta obtener un peso constante, posteriormente fueron molidas
mecanicamente en un molino tradicional. Una vez trituradas, las semillas (1 kg)
fueron colocadas en un cartucho hecho de papel filtro Whatman No. 42 para
desengrasar la muestra con hexano por medio de un sistema Soxhlet, en donde
se mantuvo en reflujo durante 48 horas a una temperatura entre 68-70 °C. El
extracto se concentr6 en un rotavapor BUCHI R-114 con temperatura y presion
reducida. Se lavo con &cido sulfarico (H2S0a4) al 2 % se filtr6 y se extrajo con 100
mL de cloruro de metileno (CH2Cl2) tres veces (x3) en un embudo de separacion.

Después se basifico ajustando el pH hasta llegar aproximadamente a 8 usando
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bicarbonato de sodio (NaHCO3s). Nuevamente se extrajo con 100 mL de cloruro
de metileno (x3) en un embudo de separacion. Finalmente se evaporé en un rota
evaporador a temperatura ambiente el disolvente y se obtuvo la fraccién de
alcaloides libres solubles en hexano.

El material vegetal seco y desengrasado se introdujo en el sistema Soxhlet con
metanol durante 48 horas. El extracto se concentré en un rota evaporador a
temperatura y presion reducida. Se lavo con &cido sulfdrico (H2SO4) al 2 %, se
filtr6 y se extrajo con 100 mL de cloruro de metileno (CH2Cl2 x 3) en un embudo
de separacion. Después se ajusté el pH a 8 usando bicarbonato de sodio
(NaHCO3). Nuevamente se extrajo con 100 mL de cloruro de metileno (x3) en un
embudo de separacion. Finalmente en un rota evaporador se evaporé a
temperatura ambiente el disolvente y se obtuvo la fraccion de alcaloides libres

solubles en metanol.

La fase acuosa (residuo producto de la extraccién con metanol) se acidifico hasta
obtener un pH de 2 con &cido clorhidrico concentrado (HCI) y se mantuvo en un
sistema de reflujo a una temperatura de 60 a 70 °C durante 3 horas, para
hidrolizar los alcaloides esterificados. Posteriormente la solucion se elevd hasta
un pH bésico de 8 con bicarbonato de sodio (NaHCOs3) y se extrajo con 100 mL
de cloruro de metileno (x3) en un embudo de separacion. Finalmente, se evaporo
el disolvente en un rota evaporador para obtener la fraccion de alcaloides

hidrolizados solubles en metanol.

4.- Identificacion de alcaloides presentes en los extractos por medio del

reactivo de Dragendorff.

Para identificar y separar preliminarmente los alcaloides obtenidos de cada
fraccidn se utilizo la técnica de cromatografia en capa fina (CCF). Se emplearon
placas de gel de silice de 10 x 10 cm y se us6 como eluyente una mezcla de
cloruro de metileno : metanol en proporcion 9 : 1 respectivamente, éstos se
vertieron en una camara cromatografica. Una vez finalizada la separacion y

totalmente evaporado el eluyente se observoé la placa en una lampara de luz UV
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de onda larga y corta, posteriormente se revelaron con el reactivo de Dragendorff
para poder observar con luz visible los compuestos de tipo alcaloide.

Los extractos solubles en hexano y metanol junto con la fraccion obtenida de la
hidrolisis &cida se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso sobre las
interneuronas colinérgicas del stratum oriens con la técnica de fijacion de voltaje
en la modalidad de célula completa como lo describe (Hamill, Marty, Neher,
Sakmann, & Sigworth, 1981).

5.- Cromatografia preparativa y resonancia magnética nuclear (RMN- HY)

Se prepararon seis placas de vidrio de 20 x 20 cm con una cubierta de silica gel
Merck con un espesor de 0.5 mm. Se aplicé 35 mg disueltos en diclorometano
del extracto soluble en hexano en la placa y se dej6 secar para posteriormente
ser transferida a una cémara cromatografica. Dicha camara se saturd
previamente con un eluyente constituido por diclorometano y etanol en una
proporcion 9:1 respectivamente. Una vez finalizado el proceso de separacion la
placa se colocé en una campana de extraccion de gases para la eliminacion de
los disolventes. Ya que la placa se encontro libre del eluyente se observé en una
camara de luz UV de onda larga y corta. Posteriormente una parte de la placa
fue revelada con el reactivo de Dragendorff para poder identificar las bandas que
dieron positivo a esta prueba para alcaloides.

Se realizé un andlisis a las bandas de la muestra fraccionada de los alcaloides
solubles en hexano por resonancia magnética nuclear de proton. Se utilizé un

espectrometro Brucker-360 de 600 MHz.

6.- Registro electrofisioldgico por medio de la técnica de fijacion de voltaje

en la modalidad de célula completa.

Los cerebros de rata que se utilizaron para la experimentacion fueron obtenidos
de ratas macho Sprague Dawley de 13 a 17 dias postnatales. Las ratas fueron
colocadas en un envase sellado con isoflurano hasta quedar totalmente
anestesiadas. Ya que la rata no mostraba reaccion alguna se realizO una

inyeccion directo al corazon de wuna solucibn a una temperatura de
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aproximadamente 7 °C que contenia (en mM): 250 de sacarosa, 2.5 de cloruro
de potasio (KCI), 1.2 de bisfosfato de sodio (NaH2POQa4), 5 de cloruro de magnesio
(MgCl2), 0.5 cloruro de calcio (CaCl2), 26 bicarbonato de sodio (NaHCO3), 10
glucosa, pH 7.4. Inmediatamente se decapitdé la rata con ayuda de pinzas y
tijeras de diseccion, una vez extraido el cerebro se trabajé con oxigenacion
constante del tejido, el cerebro se coloc6 en un vaso de precipitado con 100 mL
de solucion cerebro espinal artificial que contiene (en mM): 125 de cloruro de
sodio (NaCl), 2.5 de cloruro de potasio (KCI), 1.23 de bisfosfato de sodio
(NaH2POa4), 1 de cloruro de magnesio (MgCl2), 2 cloruro de calcio (CaClz), 26
bicarbonato de sodio (NaHCOg3), 10 glucosa, pH 7.4 y se preparo6 el equipo para
realizar las rebanadas coronales de cerebro. Para obtener las rebanadas de 350
um de grosor se utilizd un Vibratomo Leica VT 1000 el cual tiene un
compartimiento donde se agregé la solucién cerebro espinal artificial y se coloco
el cerebro en la posicion correcta para ser cortado, con el apoyo del atlas The
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates cuarta edicion (Paxinos & Watson, 1998).
Se identifico el hipocampo. Una vez realizado el corte del cerebro las rebanadas
fueron colocadas en solucion cerebro espinal artificial a temperatura ambiente y
se dejaron reposar una hora y media aproximadamente antes de realizar los

registros eléctricos.

Después, se tomd una rebanada y se cort6é para solo utilizar un hemisferio, esta
mitad fue colocada en una camara de perfusion de un microscopio Olympus
BX51WI, la cual se mantuvo perfundida a una velocidad de aproximadamente 2
mL/min con solucién cerebro espinal artificial y oxigenacién constante. Ya que la
rebanada se encontrd en las condiciones y en la posiciébn adecuada se procedi6
a buscar la zona de interés. Por medio de uno un sistema de video del
microscopio y un par de brazos electromecanicos se ubicé una interneurona del
stratum oriens del cuerno de amén 1 del hipocampo, el primer criterio de
seleccién de las interneuronas fue su aspecto fisico: un tamafio de 10 a 20 pm,
membrana sin puntos negros signo de necrosis y volumen normal. Una vez
elegida una célula con estas caracteristicas por medio de los brazos mecéanicos
se acercaron las dos micropipetas hechas de vidrio de borosilicato Sutter

instrument. La primer micropipeta con funcion de microelectrodo contiene la
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solucion interna constituida por (en mM) 140 gluconato de K, 10 HEPES, 2
MgClz, 0.5 CaClz, 10 EGTAy 2 Mg ATP, pH 7.4 y resistencia entre 4 y 8 MQ, es
con la que se realiz6 el sello para el registro eléctrico. Primero se lleva la punta
del electrodo al campo de la interneurona, una vez en el mismo se cambia el
programa a movimientos mas lentos, en este modo se lleva la punta del
electrodo hasta que toque la membrana de la célula, ya que la punta ejerce una
pequefia presion sobre la membrana se realiza una ligera succion, cuando se
observa un aumento en la resistencia de la membrana superior a 1 GQ se
considera que se ha llegado al gigasello. Inmediatamente se fija la membrana a
=70 V y se realiza otra pequefia succion, la cual rompe la membrana que esta
por debajo de la pipeta y une toda la célula al electrodo, de esta forma se puede

registrar los cambios eléctricos de la interneurona.

Una vez que la célula se encontré estable la segunda micropipeta se acerco al
campo de esta, dicha micropipeta contenia acetilcolina a una concentracion 3
mM y estaba unida a una bomba de aire. La punta de esta se colocé a una
distancia de entre 10 y 15 um y se aplic6 ACh a presién por un tiempo breve
(500 ms) en el espacio de la interneurona. En este momento se aplicé el
segundo criterio de seleccion, si la interneurona no mostraba una respuesta
eléctrica (corriente entrante) indicaba que esta interneurona no expresaba los
receptores nicotinicos. Si dicha neurona era estimulada por la ACh generenado
una corriente entrante transitoria, daba inicio el experimento. Se aplicaba ACh
cada cinco minutos. Si la neurona registraba tres entradas de corriente 0 mas
con valores similares, debido a la activacion de sus canales nicotinicos, se
iniciaba la aplicacion de los extractos de alcaloides de E. coralloides. Para
manejar una concentracion relativa de los extractos se hizo una inferencia del
peso molecular del conocido esqueleto eritrinano, el cual es la estructura general
de los alcaloides de las especies del genero Eritrina. EI peso molecular del
esqueleto es de 229.4 g/mol, este se tomd como referencia para el peso relativo
de los extractos, de esta forma todos los extractos tuvieron el mismo error. Se
aplicé por medio de un sistema de perfusion por gravedad durante 10 minutos a
una velocidad de aproximadamente 2 mL/min con solucion cerebro espinal

artificial que contenia uno de los extractos a una concentracion relativa de 1 mM
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y 0.01 % de dimetilsulfoxido (v/v). De esta forma evaluamos el efecto de los
extractos sobre los receptores nicotinicos de las interneuronas del stratum

oriens.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Recoleccon de semillas de E. coralloides

Se colectaron 5 muestras florales con fruto de E. coralloides ( Figura 16) en los
jardines de la Universidad de Chapingo, cerca del municipio de Texcoco de
Mora, Estado de México. Los ejemplares recolectados fueron depositados en el
herbario CHAPA de la especialidad en Botanica del Colegio de Postgraduados

para su determinacion taxonémica.
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Figura 16. Flor, vainas, semillas y arbol de E. coralloides.

Posterior a la temporada de floracion primaveral de los arboles de E. coralloides
y que los frutos ya contenian semillas maduras, entonces fueron colectadas . Se
llevaron a cabo 5 colectas durante los meses de julio-agosto de las cuales se
obtuvo un peso fresco de semillas de 14.59 kg.

Estas semillas fueron secadas en bolsas de papel en estufa a una temperatura
entre 55 a 60 °C por 3 dias. Ya secas se volvieron a pesar y se obtuvo un peso

38



seco de semillas de 13.5 kg. El porcentaje total de agua en las semillas fue 7.47

PF—-PS

o X 100, donde PF = Peso

%, el cual se obtuvo con la formula % de agua =

fresco y PS = Peso seco. Cabe mencionar que al secar uno de los lotes de
semillas la estufa se sali6 de control y se elevo su temperatura a tal punto que
algunas semillas se quemaron, estas fueron separadas y eliminadas, asi como
otras que se encontraron parasitadas por un bruquido Specularius impressithorax
(Pic). Totalmente seco el material se guard6 a -10 °C para evitar la degradacion

de los compuestos hasta su manipulacion.

2.- Extraccion de alcaloides de semillas de E. coralloides

Se utilizaron 3 kg de semillas molidas de E. coralloides para la extraccion de los
alcaloides. Las extracciones se realizaron por separado utilizando un sistema
soxhlet, y se obtuvieron tres extractos uno en hexano, otro en metanol y otro del
residuo acuoso del extracto en metanol. En la siguiente tabla las diferentes
fracciones obtenidas de los tres extractos y se expresan en mg por 100 g de

semillas secas.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos por cada 100 gramos de semillas.

Muestra vegetal Fraccion hexano  Fraccion metanol Fraccion

hidrolizada

Semillas (100 g) 13.07 mg 90.90 mg 15.97 mg

De las fracciones anteriores se realizaron cromatografias en capa fina en placas
de silica gel de 2 x 5 cm para corroborar que contenian alcaloides. La fase movil
gue se utilizé se hizo con diclorometano: etanol en una proporcién 9: 1. Se
observdé en una camara de luz ultravioleta de onda larga y de onda corta y
finalmente se revel6 con un el reactivo de Dragendorff especifico para alcaloides.
A continuacion en las figuras 17, 18 y 19 se muestran las imagenes de las placas

cromatograficas.
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Figura 17. Placa cromatografica de alcaloides libres de la fraccion en hexano
observados a luz ultravioleta de onda larga (1), corta (2) y a luz visible (3) con
reactivo de Dragendorff.

Figura 18. Placa cromatografica de alcaloides libres de la fraccibn en metanol
observados a luz ultravioleta de larga (1), corta (2) y a luz visible (3) con reactivo
de Dragendorff.

Figura 19. Placa cromatografica de alcaloides liberados de la fraccion obtenida
por hidrolisis de la fase acuosa del extracto en metanol observados a luz
ultravioleta de onda larga (1), corta (2) y a luz visible (3) con reactivo de
Dragendorff.

Estos extractos de alcaloides de semillas de E. coralloides son los que se
utilizaron sobre las interneuronas del stratum oriens del CA1 del hipocampo de

ratas Sprague Dawley.
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3.- Efecto de extractos de alcaloides de E. coralloides sobre interneuronas

del stratum oriens

Durante el proceso de experimentacion electrofisiolégica que se realizd en
interneuronas localizadas en el stratum oriens de ratas Sprague-Dawley, se
encontraron distintos tipos de sefiales en respuesta a un pulso de acetilcolina a
una concentracion 3 mM. Estos diferentes tipos de respuestas son generadas
por canales intermembranales que son excitados por este neurotransmisor.
Debido a que la ACh es un agonista inespecifico, este activa a todos los
diferentes tipos de receptores nicotinicos. En la siguiente imagen se pueden

apreciar los diferentes tipos de respuesta que se registraron en este trabajo.

ACh 3 mM
-

3

100 pA

Ss

— ]

40 pA

Figura 20. Diferentes tipos de respuesta de interneuronas del stratum oriens
inducidas por acetilcolina 3 mM.

Los perfiles de corriente idnica de las interneuronas que se observan en la
imagen anterior son basicamente las cuatro diferentes que se encontraron en

esta zona. El tamafio de estas puede variar, 0 en el caso de las células que
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presentan una doble respuesta la forma podria variar un poco, sin embargo esto
depende de la expresion de proteinas de los diferentes tipos de canales de la
neurona. Cabe mencionar que la incidencia es distinta para cada tipo de
respuesta.

En las respuestas anteriores podemos identificar las tipo I, tipo Il y la
combinacion de ambas mencionadas por Albuquerque (Manickavasagom
Alkondon & Albuquerque, 2004). Sin embargo durante los experimentos
encontramos un perfil de corriente idnica particular en la cual observamos que
después de recuperarse del decaimiento, la corriente aumenta para finalmente
llegar a su estado basal inicial (Figura 20D). No podemos saber si este perfil se
debe a una subunidad en particular ya que como mencionamos anteriormente la
ACh activa todos los diferentes tipos de receptores nicotinicos. Los cuatro
extractos de alcaloides que se obtuvieron de las semillas de E. coralloides se
probaron en estas tres respuestas observando diferentes tipos de efecto
antagonico he inclusive un efecto como potenciador de la actividad sindptica. Se
sometieron un total de 50 interneuronas a experimentacion de las cuales 41
mostraron efecto a la estimulacion con ACh 3 mM; las nueve restantes no
tuvieron efecto. De estas 41 interneuronas 38 mostraron una cinética que
pudimos identificar con las que presentan los especialistas que han realizado
registros electrofisiolégicos sobre el stratum oriens (Manickavasagom Alkondon
& Albuquerque, 2004; McQuiston & Madison, 1999; Sudweeks & Yakel, 2000).

En la tabla 4 mostramos el nUmero de interneuronas y sus respuestas.

Tabla 4. Respuesta de interneuronas del stratum oriens del Cuerno de Amén 1
del hipocampo ante la estimulacion con ACh.

Cinética r’ ]

| |

Tipo de respuesta | Rapida Lenta Dual
No. de neuronas | 12 13 13
Porcentaje 31.6 % 34.2 % 34.2 %
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Podemos observar que no hay una diferencia marcada en las proporciones en
los tres tipos de respuesta a diferencia de McQuiston y Madison (1999), que en
sus experimentos realizados sobre el stratum oriens de la zona del cuerno de
Amédn 1 encontraron solamente respuestas rapidas y repuestas duales, en un
porcentaje de 32 % y 63% respectivamente. La cantidad de respuestas rapidas
en nuestros registros es la misma a la que ellos encontraron con un 31.6 % de
incidencia, sin embargo difiere con la cantidad de respuestas duales con un 34.2
%. Estés proporciones quiza difieren por la cepa de rata y por el rango de edad,
ya que ellos utilizaron ratas de 15 a 54 dias postnatales. Los extractos de
alcaloides de E. coralloides se probaron en los diferentes tipos de respuestas.
Debido a la sensibilidad del ensayo el nimero de repeticiones de la mayoria es
de solo una, de tal modo que nos concentramos en el extracto que mostro el
efecto mas notorio. A continuacion se muestran los resultados de todos los
extractos, y posteriormente se enfatiza sobre el extracto antes mencionado. Los
extractos mostraron un efecto antagdnico sobre las dos tipos de respuestas,
cabe mencionar que el ultimo extracto obtenido de la hidrolisis acida se separ6
en dos partes, una soluble en metanol y otra en diclorometano. En la grafica 21

podemos observar el efecto que mostraron sobre la respuesta rapida.

100 +

% de efecto en la corriente
inducida por ACh 3mM

En hexano En metanol H. s. en metanol H. s. en diclorometano

Extracto

Figura 21. Efecto de los extractos de alcaloides de E. coralloides (1 mM) sobre la
respuesta rapida de las interneuronas del stratum oriens del cuerno de amén 1.
(H.s.) Hidrolizado soluble.
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En la Figura 21 podemos observar que solo dos de los extractos mostraron
efecto sobre la corriente rapida generada por los nAChR a7. El extracto soluble
en metanol y el extracto hidrolizado soluble en metanol tuvieron un efecto

antagonico reversible del 14 % y el 32 %, respectivamente.

control En presencia del extracto Lavado

ACh 3 mM
& -H.S. met 1 uM -

\ 'W 1

40 pA

10s

Figura 22. Efecto antagdnico reversible del extracto de alcaloides hidrolizados
solubles en metanol (1 mM) sobre la respuesta rapida de interneuronas del
stratum oriens.

En la figura 22 podemos observar el efecto del extracto de alcaloides
hidrolizados solubles en metanol mostraron el mayor efecto sobre la respuesta
nicotinica rapida. Se puede apreciar claramente la disminucion de la corriente
entrante en presencia del extracto, y su recuperacion total al eliminarlo del
medio. Los receptores nicotinicos a7 juegan un papel muy importante en la
regulacion del hipocampo, muchos autores los consideran con un papel
protagonico debido a su alta permeabilidad al cation divalente de calcio (Buhler &
Dunwiddie, 2001; Kanno et al., 2005). Cabe mencionar que el efecto es menor
comparado con el que se encontrd en la respuesta pequefa. Sin embargo cabe
resaltar que la dihidro B eritroidina, el principal exponente de los alcaloides del
genero Eritrina es considerado un antagonista selectivo de los receptores

nicotinicos a4p2 (M Alkondon & Albuquerque, 2001), los cuales generan
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respuestas lentas. Por tanto es interesante que los alcaloides presentes en estos
extractos tengan efecto sobre estas respuestas rapidas, aunado que no tienen

ningun tipo de modificacion en su estructura.

Los efectos sobre la respuesta lenta como ya se mencion6 anteriormente fueron
mMas notorios. Los cuatro extractos tuvieron efecto sobre esta respuesta, sin
embargo decidimos concentrar la experimentacion sobre el extracto en hexano,
ya que fue el que tuvo una mayor inhibicion al parecer irreversible. A
continuacion mencionaremos brevemente el efecto que mostraron los otros
extractos, esto debido a que solo tuvieron una sola repeticion. El extracto en
metanol tuvo un efecto antagénico del 20 %, el extracto hidrolizado soluble en
diclorometano mostré un efecto del 60 % y finalmente el extracto soluble en

metanol un 45 % de inhibicion.

El extracto en hexano mostré un efecto interesante, inhibibe aproximadamente
un 60 % la corriente nicotinica entrante y aparentemente se une de manera
irreversible al receptor nicotinico. Sin embargo esto debe ser corroborado con el
compuesto purificado presente en el extracto al que se debe este efecto, ya que
por medio de la RMN en este se encontraron los alcaloides erithralina y a la 8-
oxo-eritralina, con trazas de erisodina y cristamidina. No obstante es un resultado
interesante dada la rareza de los compuestos que se unen de manera
irreversible a los canales i6nicos. En la figura 23, se muestra un registro
caracteristico de una corriente lenta, y el efecto inhibitorio del extracto de
hexano. Este efecto es irreversible, ya que aun después de mas de una hora de
lavado la corriente entrante no se recupera. Cabe mencionar que en algunos
registros la corriente se incrementa ligeramente, sin embargo en ninguno de los

casos se recupera totalmente (Figura 24).
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control En presencia del extracto Lavado

ACh 3mM

= E. hex 1 uM -

20s

Figura 23. Efecto antagonico irreversible del extracto en hexano de E.
coralloides. (1 mM) en la respuesta nicotinica lenta de las interneuronas del
stratum oriens.

Corriente inducida por ACh 3 mM

Corriente inicial Efecto maximo Lavado

Figura 24. Promedio del efecto del extracto en hexano de E. coralloides (1 mM)
en la respuesta nicotinica lenta de las interneuronas del stratum oriens (n = 6).

Para determinar si la respuesta lenta era generada dependiente de la
estimulacién de los receptores nicotinicos 0432, se aplicé dihidro 3 eritroidina
(DHBE) (Tocris; Sigma Aldrich) el antagonista por excelencia para estos
receptores. Observamos que adn una concentracion de 500 nM, inhibi6
Unicamente el 70 % de la corriente entrante. El hecho de no conseguir inhibir

totalmente la corriente a pesar de utilizar una concentracién alta del inhibidor,
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nos sugirio que probablemente, un receptor distinto al a4B2, se esté expresando
en el stratum oriens. Esto es apoyado porque ademas del efecto moderado en la
inhibicién, también observamos que la DHBE se comporté como un potenciador
en presencia del extracto en hexano y la ACh (Figura 25). Este es un efecto

atipico que no a sido reportado para este antagonista.

Ach 3 mM ;

i - E. hexanico 1 uM
k! L ™

_ — DHBE 500 nM
a T 1 LA L L e

{1

400 pA

5 4s

Figura 25. Imagen representativa de la potenciacién de la actividad sinaptica de
la interneurona del stratum oriens del cuerno de Amon 1 en presencia de dihidro
B eritroidina, el extracto en hexano y acetilcolina. Los siguientes tratamientos se
aplicaron a una misma neurona: 1. Se aplico6 ACh 3 mM; 2. Se aplicé el extracto
en hexano 1 mM, seguido de lavado durante 1 hora; 3) Se aplic6 ACh 3 mM;4)
Se aplico el inhibidor DHBE 500 nM (Sigma - Aldrich), seguido de lavado durante
15 minutos; y 5) Se agregd ACh 3 mM.

Khiroug y su equipo de trabajo en 2004 compararon la respuesta entre el
receptor nicotinico a4fB2 y el a2B2 de rata en ovocitos de Xenopus. En este

trabajo encontraron que las subunidades que conforman el canal a2Bp2 son
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menos sensibles a la DHBE que las a4B2. Proponen que la insensibilidad se
puede utilizar para diferenciar las dos diferentes tipos de subunidades, ya que
sus caracteristicas electrofisiolégicas son similares y es dificil distinguirlas
(Khiroug, Khiroug, & Yakel, 2004). Esta informacion sugiere la posibilidad de que
las respuestas lentas que estdbamos registrando se deban a otra composicion
de subunidades y no a las mas abundantes a4p2. Un par de afios mas tarde Son
y Winzer-Serhan (2006), mostraron porque en varias zonas de la corteza y el
hipocampo se sobreexpresa la subunidad a2. Entre las zonas positivas se
encontro el stratum oriens del cuerno de Amon 1, nuestra zona de estudio. Ellos
realizaron un ensayo de doble hibridacion in situ en rebanadas de cerebro de
ratas de distintas edades y determinaron que la maxima expresién de la
subunidad a2 se da en el dia 7 postnatal, sin embargo la proteina aun es
detectada en los dias posteriores, extendiéndose mas alla del dia 21 (Figura 26).
Recordemos que los sujetos de estudio en nuestroexperimento se encontraban
entre los 13 y 17 dias postnatales (Son & Winzer-Serhan, 2006), lo que apoya

que la subunidad a2 se podria estar expresando en nuestras preparaciones.
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Figura 26. Sobreexpresion de la subunidad a2 en el stratum oriens del cuerno de
Amon 1 en ratas de diferentes edades a partir del dia posnatal (P) 1 y hasta el
dia posnatal 21, AD hace referencia a ratas adultas. Modificada de (Son &
Winzer-Serhan, 2006).
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En un trabajo mas reciente de esté mismo equipo de trabajo realizado en ratas
adultas, demostraron que la subunidad a2 puede jugar un papel en la regulacion
de la funcion del stratum oriens de CA1, ya que la expresion de a2 es notable en
esta zona en comparacion con las otras. Al comparar el nivel de expresion de la
subunidad o4 con la a2, se observo que no difieren significativamente, la primera
se expresa un 13% frente a un poco menos del 10% de la segunda. Sin
embargo, la expresion de la subunidad a2 se da principalmente en el stratum
oriens de CA1, e inclusive como muestran los resultados de estos investigadores

la expresion de a2 es mayor que la de a4 en esta zona (Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de expresion de las diferentes subunidades en las
interneuronas de las diferentes capas del cuerno de Amon 1. Modificado de (Son
& Winzer-Serhan, 2008).

Estas investigaciones nos muestran la importancia que pueden tener los
diferentes tipos de subunidades, en la delicada regulaciéon de nuestros ndcleos
cerebrales. La literatura menciona que la subunidad a2 ademas de jugar un
papel muy importante en el desarrollo temprano del cerebro, esta relacionada
con las potenciaciones de largo plazo, que son importantes para la plasticidad
sinaptica en el hipocampo (Griguoli, Scuri, Ragozzino, & Cherubini, 2009; Jia,
Yamazaki, Nakauchi, Ito, & Sumikawa, 2010; Jia, Yamazaki, Nakauchi, &

Sumikawa, 2009). Esta subunidad es afectada por el consumo de cigarrillos, se
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menciona que afecta en la regulacion que las interneuronas ejercen sobre el
hipocampo, ademas que si es consumido durante el embarazo la nicotina induce
la disminucion de la expresion de la subunidad a2, lo que conlleva a un desorden
en la funcion y la expresion de este receptor nicotinico en las diferentes capas
donde ejerce su regulacion fisiologica (Chen, Nakauchi, Su, Tanimoto, &
Sumikawa, 2016).

Es importante la busqueda de nuevos farmacos que tengan especificidad y
potencia sobre los distintos receptores nicotinicos, los trabajos sobre este tipo de
canales inotropicos es relativamente reciente. Sin embargo en las plantas
tenemos una gama de sustancias quimicas que podemos utilizar como farmacos
potenciales, para los desoOrdenes neuronales en los cuales se encuentran

inmiscuidos los receptores nicotinicos.
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IX. CONCLUSIONES

Se obtuvieron 3 fracciones de las semilla de E coralloides : en hexano, en

metanol y liberados en la que se detectaron un alto contenido de alcaloides.
Todas las fracciones extraidas de semillas de E. coralloides mostraron un efecto
antagonico sobre los receptores nicéticos expresados en interneuronas del

stratum oriens del cuerno de amon 1.

La fraccion de alcaloides liberados solubles en metanol tuvo un efecto

antagonico reversible del 30 % sobre la respuesta rapida.

La fraccion en hexano tuvo un efecto antagénico irreversible del 60 % sobre la

respuesta lenta. Sobre la respuesta rapida no mostro efecto.

Los alcaloides presentes en el extracto en hexano fueron: erithralina y a la 8-oxo-

eritralina, con trazas de erisodina y cristamidina.

El antagonista DHBE mostr6 un efecto modulador positivo alostérico en

presencia de la fraccion en hexano y acetilcolina.
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