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Resumen

Los receptores nicotinicos pertenecen a la superfamilia de los canales
ibnicos activados por ligando para acetilcolina, los cuales incluyen receptores para
GABA, serotonina y glicina. Los receptores nicotinicos son glicoproteinas, de
aproximadamente 290 kDa, ensambladas por subunidades (o, B, y y 6). En el
Sistema Nervioso Central, las diferentes combinaciones de subunidades (a2-a10,
B2-p4) producen multiples subtipos de receptores nicotinicos, que muestran
diferentes propiedades funcionales. Los receptores nicotinicos neuronales a4p4 y
o4B2 de rata fueron expresados en ovocitos Xenopus laevis para probar su
sensibilidad al alcaloide erisopina. Los registros electrofisioldgicos mostraron que
erisopina inhibe las corrientes inducidas por acetilcolina en los receptores
nicotinicos neuronales a4p4 dependiendo de su concentracion, con una ICsy de
9.3 nM, mientras que para receptores nicotinicos neuronales a4p2 la I1Csy €s
menor (2.74 nM). Erisopina actia como antagonista competitivo en estos dos
subtipos de receptores nicotinicos o4pB4, a4P2 activados con acetilcolina. En
comparaciéon con dihidro—p-eritroidina y erisodina (alcaloide extraidos del género
Erythrina), La inhibicién de la corriente generada por 500 nM de ACh fue 76.1 £
3% con 20 nM de erisopina, 46.03 + 1.1% con 20 nM de erisodinay 17.58 + 3.3%
con DHBE. De estos tres antagonistas erisopina es el mas potente inhibir a los

receptores nicotinicos neuronales o434

Palabras Clave: Erisodina, Erisopina, receptores nicotinicos, ovocitos, Xenopus

laevis.
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Summary

The nicotinic acetylcholine receptors belong to the superfamily of ligand
activated ion channels, which include receptors for GABA, serotonin and glycine.
The nicotinic acetylcholine receptors are glycoproteins, of approximately 290 kDa,
assembled with subunits (a,p, y and 3). In the Central Nervous System, different
combinations of subunits (a2- 10, 2- f4) produce multiple subtypes of nicotinic
acetylcholine receptors, with different functional properties. The rat nicotinic
acetylcholine receptors a4p4 and a4p2 were expressed in Xenopus laevis oocytes
to test their sensitivity to erisopine alkaloid. Electrophysiological recordings showed
that erisopina inhibits currents induced by acetylcholine in nicotinic acetylcholine
receptors a4p4 depending on its concentration, with an ICsy of 9.3 nM, while for
nicotinic acetylcholine receptors a4p2 the ICsg is less (2.74 nM). Erisopine acts as
competitive antagonist of nicotinic acetylcholine receptors a4p4 and a4p2 activated
by acetylcholine. Compared with erisodine and dihydro-B-erythroidine (alkaloid
extracted from the genus Erythrina). The inhibition of the current generated with
ACh 500 nM was 76.1 + 3% by erisopine 20 nM, 46.03 + 1.1% with 20 nM of
erisodine and 17.58 + 3.3% with 20 nM of DHBE. Erisopine was the most potent to

inhibit nicotinic acetylcholine receptors a4p4

Key words: Erisodine, Erisopine, Nicotinic receptors, oocytes, Xenopus laevis.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Receptores nicotinicos de acetilcolina

Los receptores colinérgicos pueden dividirse en muscarinicos y nicotinicos,
basados en la actividad de los alcaloides agonistas naturales muscarina y nicotina.

La acetilcolina es un neurotransmisor que activa a estos dos tipos de
receptores, ambas clases difieren en estructura quimica, asi como en sus
propiedades farmacologicas y fisiolégicas. Unos son denominados receptores
ionotrépicos (los receptores nicotinicos) y los otros receptores metabotropicos
(receptores muscarinicos).

Los receptores nicotinicos pertenecen a la superfamilia de los canales
ibnicos activados por ligando, los cuales incluyen receptores neuronales de
acetilcolina, &cido y-amino butirico (GABAA), de la glicina y de la serotonina
(5HT3) (Barrantes, 1996; Arias, 2000; Le Novere et al., 1999). Son complejos
formados por cinco polipéptidos que forman el canal i6nico a través de la
membrana. La unién del neurotransmisor al receptor induce una serie cambios
conformacionales que causan la apertura del canal, permitiendo un flujo i6nico
dependiente de un gradiente electroquimico de los iones que fluyen a través del
canal (Waxhman, 1999).

Los receptores nicotinicos han sido clasificados de acuerdo con las
subunidades que los conforman y a su distribucion en el organismo (Figura 1). Los
receptores nicotinicos musculares o periféricos estan compuestos por las

subunidades al,fl,y y & 0 & Los receptores nicotinicos neuronales estan

10
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constituidos por una combinacion de subunidades o (a2—a6) y B (B2—p4) o bien

formados por cinco subunidades idénticas (a7-a9) (Changeux y Edelstein, 2001).

muscular neuronal

Qo

al al B1dy(o €) adp2 a7
heteromero heteromero homomero

Figura 1. Tipos de receptores nicotinicos y su composicion de acuerdo a las
subunidades que los conforman. Los receptores nicotinicos son estructuras
pentaméricas compuestas por subunidades oy B con distintos patrones de expresion.

a) receptor nicotinico muscular y b) receptor nicotinico neuronal, marcados con triangulos
los sitios de union de la acetilcolina. (Tomado de Vazquez y Bonilla, 2004).

2.1.1. Estructura

El receptor nicotinico es una proteina de aproximadamente 290 kDa,
ensamblada por subunidades (o,B,y y 6 0 €) en forma de anillo alrededor de un
poro central, cada subunidad atraviesa la membrana lipidica formando cuatro

dominios transmembranales hidrofébicos denominados M1 a M4. Los aminoacidos

11
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que forman el dominio M2 de cada subunidad forman la pared del canal i6nico.

Los aminoacidos que conforman el canal estan arreglados de tal manera
gue forman tres anillos de aminoacidos cargados negativamente orientados hacia
el interior del canal. Estos anillos aparentemente confieren una gran selectividad al
paso de cationes (Na*, K* y Ca*?), en tanto que los aniones son repelidos debido a
su carga eléctrica. EI dominio intracelular est4 formado por un asa grande entre
M3 y M4, y una asa corta entre M1 y M2. El dominio extracelular hidrofilico posee
los extremos carboxilo y amino de cada subunidad. Es en el extremo amino donde
se localizan los sitios de unién al agonista. Los dominios M2-M3 estan unidos por
un asa extracelular corta (Figura 2; Corringer et al., 2000; Hogg et al., 2003). Las
subunidades o y B conservan mas del 80% de los aminoacidos en los distintos
grupos de vertebrados, por lo que se cree que é€stos comparten un ancestro en

comun (Le Novere y Changeux, 1995).

12


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

A B
Sitio de unién de AcCo Na+
Puru|=—
AcCo S /cCo
Extracelular
{ :g’ i 'r.rs' hh
[ 1l
Membrana o cohislice ')(2 ‘.Sgi‘ ]
e T deM2 R
plasmitica £ Intracelular
b
Compuerta '

Figura 2. Estructura de un receptor nicotinico. El receptor nicotinico es un canal idnico
activado por ligando. A. El receptor nicotinico de acetilcolina estd compuesto por cinco
subunidades (o 0 B), las cuales pueden ser monémeros (de o) o heteromeros (mezcla de
a Yy B). B. Una subunidad del receptor nicotinico estd compuesta por un dominio amino
terminal extracelular, el cual contribuye con la union del ligando (transmisor), y por cuatro
dominios transmembranales denominados M1, M2, M3 y M4 (Changeux 2010).

13
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2.1.1.1. Estructura molecular de los receptores nicotinicos

En las imagenes por difraccion de rayos X se observa que las cinco
subunidades presentan un arreglo cilindrico casi simétrico alrededor de un poro
central, un dominio extracelular mas ancho y grande que el intracelular, y un
dominio transmembranal estrecho, ver figura 3 (Unwin, 2000; 2005). El dominio
extracelular representa aproximadamente el 50% de |la masa total de cada una de
las subunidades y esta formado por aproximadamente 210 aminoacidos. En los
receptores nicotinicos musculares el sitio de unién de alta afinidad se localiza en la
interfase entre las subunidades al y la y (Arias, 1998). Cada sitio de union, a su
vez, esta conformado por dos regiones separadas. La primera tiene carga neta
positiva y constituye el componente principal en la unidn a la acetilcolina y esta
formada por tres asas (A, B y C) de aminoacidos de la subunidad o. La segunda
region (complementaria) presenta una carga neta negativa y esta formada por
aminoacidos de las subunidades 6 y vy (0 €) que forman cuatro asas denominadas
1, 2, 3y 4. Se ha propuesto que el grupo cuaternario de amonio de la acetilcolina,
cargado positivamente, interactia con el sitio complementario con carga negativa,
y el otro extremo de la molécula de la acetilcolina interactda con el sitio principal

(Figura 3, Prince y Sine, 1998).

En los receptores nicotinicos neuronales heteropentaméricos los dos sitios
de union de la acetilcolina estan localizados en las interfases entre las

subunidades a y B (Figura 4, Corringer et al., 2000; Paterson y Nordberg, 2000).

14
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A
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Figura 3. Estructura molecular de los receptores nicotinicos de la acetilcolina. A)
secuencia lineal las subunidades del receptor nicotinico. Las subunidades o poseen un
par de Cys-loop que se compone de dos cisteinas separadas por 13 aminoéacidos y
unidas por puentes disulfuro. Los residuos en verde son importantes para la subunidad o
ya que contribuyen formando la cavidad del sitio de unién agonista y los residuos naranja
son importantes para la subunidad B; B) Estructura molecular (Unwin); C) El sitio de unién
agonista esta contenido en un bolsillo entre la subunidad o y otra subunidad; D) Los
dominios extracelulares forman la boca del poro (Albuquerque et al., 2009).
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S'IIirE
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16l

“E172. B

Figura 4. Sitios de union de ACh en los receptores nicotinicos neuronales. A)
Complejo heteropentamérico de un receptor nicotinico neuronal con subunidades a y
(estequiometria 2:3). Los sitios de unién se localizan en las interfases de las subunidades
a y las subunidades . B) Representacion del principal componente (subunidad a) con sus
tres asas A, By C y las dos asas D, E del componente complementario (subunidad B). El
asa E contribuye con en el sitio de union que participa en la potenciacion por calcio.
(Tomado de drogas de abuso).

2.1.2. Estados funcionales de los receptores nicotinicos
Funcionalmente los diferentes subtipos de receptores nicotinicos presentan
principalmente cuatro estados conformacionales: reposo, abierto y dos estados

cerrados “desensibilizados” (1 6 D; Figura 5).

En ausencia de agonistas, la mayoria de los receptores de Torpedo (80%)
estan en el estado de reposo (R) (Heidmann y Changeux, 1979), estando el 20%
restante en su forma desensibilizada (D). El estado de reposo se caracteriza por

su baja afinidad (Kd 100 uM a 1 mM) por los agonistas y porque el canal i6nico
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esta activable y cerrado al paso de cationes. La unién del agonista al receptor da
lugar a un cambio conformacional del mismo originando asi el estado abierto,
proceso que lleva de microsegundos a milisegundos, y en el cual el canal iénico
estd abierto. En presencia constante de agonista, el receptor nicotinico fluctia
entre dos estados: conductor y no conductor durante varios milisegundos antes de
entrar en un estado no conductor conocido como estado desensibilizado. Este
estado de desensibilizacion consta de dos procesos cinéticos: un proceso rapido,
gue se da en un rango de tiempo de 100 ms (estado I) y uno lento en un rango de
segundos a minutos (estado D), teniendo en ambos casos el receptor una alta
afinidad por los agonistas (Kd 1 nM a 1 pM). Ademas, la transicion entre los
diferentes estados del receptor pueden ser regulados por fosforilacion del

receptor (Changeux y Edelstein, 1998).
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@ ®car+

Figura 5. Estados Conformacionales de los receptores nicotinicos. Los distintos
estados funcionales del receptor, se diferencian en la afinidad por el agonista y en el
estado del canal ionico. La unién de dos moléculas de ACh al receptor en estado de
reposo (R), produce la apertura del canal i6nico asociado al mismo (A). La exposicion
prolongada al agonista provoca la desensibilizacion del receptor que puede ser un
proceso rapido (100 ms, estado I) o bien lento de alrededor de segundos (estado D). Los
estados R, D e | representan estados inactivos del receptor nicotinico con distinta afinidad
por agonista. CB: bloqueador competitivo. NCB: bloqueador no competitivo. (Changeux,
1990).
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2.1.3. Distribucion

Los receptores nicotinicos se encuentran distribuidos en una gran variedad
de organismos del reino animal, entre los que se incluyen tanto invertebrados
como vertebrados. En vertebrados como aves y mamiferos se localizan
principalmente en la unién neuromuscular y en el sistema nervioso (Clarke, 1999).

Los receptores nicotinicos son expresados por varios tipos celulares, se
encuentran en el masculo esquelético y otras células no neuronales tales como la
piel, el pancreas y el pulmén. También se encuentran ampliamente distribuidos en
las neuronas del SNC y SNP (Albuquerque et al., 2009).

En los vertebrados, los receptores nicotinicos musculares se encuentran
densamente ubicados en las membranas de las fibras musculares esqueléticas y
forman sinapsis con las neuronas motoras en la placa terminal. En contraste, los
receptores nicotinicos musculares fetales, antes de que se forme la placa
neuromuscular, se encuentran difundidos a lo largo de toda la superficie de las
fibras musculares (Lindstrom, 2000).

En el masculo de vertebrados en la etapa fetal, los receptores nicotinicos
presentan una subunidad y en lugar de ¢, presente en el receptor nicotinico adulto;
esta sustitucién ocasiona un cambio en sus propiedades biofisicas. Se cree que
durante el desarrollo fetal el receptor nicotinico (subtipo fetal) permite mayor paso
de iones (pese a que su conductancia es menor, su tiempo de apertura es mayor)
durante las corrientes miniatura de la placa que pueden promover las
contracciones espontaneas durante el desarrollo del musculo (Jaramillo et al.,

1988).
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En el sistema nervioso periférico (SNP) se ha identificado el ARNm que
codifica para las subunidades a3, a5, a7, 2y B4 en los ganglios autbnomos de
embriones y neonatos de pollo y rata.

Durante el desarrollo del SNP, las diferentes subunidades son finalmente
reguladas (Zoli, 2000), pero en la etapa perinatal la expresion de algunos de ellos
se reprime.

Los receptores nicotinicos estan presentes en varios ganglios del SNP,
principalmente en las divisiones simpética y parasimpatica. En estas divisiones al
producirse un potencial de accién presinaptico, la acetilcolina es liberada por las
terminales de las neuronas preganglionares, que al interactuar con los receptores
nicotinicos generan un potencial excitador postsinptico, de suficiente intensidad
para generar un potencial de accién en las neuronas postganglionares (Zoli,
2000).

En el SNC de vertebrados, los receptores nicotinicos se expresan en baja
densidad y su patron de distribucién es relativamente heterogéneo (Clarke, 1999;
Paterson y Nodberg, 2000).

En las neuronas del SNC los receptores nicotinicos no estan limitados a la
terminal postsinaptica, también se encuentran presentes en la presinapsis,
modulando la liberacion de otros neurotransmisores.

Los receptores nicotinicos postsinapticos son importantes en el control de la
transmision sinaptica rapida en el hipocampo y la corteza cerebral (Zoli, 2000).

Los receptores que contienen las subunidades o9 y al0 no han sido

encontrados en el cerebro y la coexpresién de ambas es solo limitada a la coclea y
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a algunos ganglios. La subunidad o9 forma homdmeros, mientras que la
subunidad «10 forma canales funcionales solo cuando es coexpresada con la

subunidad a9 (Dajas et al., 2004).

2.1.3.1. Distribucién neuronal de los receptores nicotinicos.

Los niveles de expresién de las subunidades de los receptores nicotinicos en
el Sistema Nervioso Central (SNC) son significativamente mas bajos que los
receptores nicotinicos musculares (Sargent, 2000; Wada et al.,, 1989). Las
subunidades predominantes de los receptores nicotinicos en el SNC son o4, B2 y
a7, mientras que en la periferia predominan o3 y 4 (Paterson y Nordberg, 2000).
Tomando en consideracion esta predominancia de subunidades, los receptores
nicotinicos mas caracterizados son los subtipos a4p2 y a7, donde la acetilcolina es
altamente afin a los receptores nicotinicos 42, mientras que se une con baja

afinidad a los receptores nicotinicos a7.

Para identificar a los subtipos de receptores nicotinicos mas abundantes en
el SNC se han empleado técnicas de unién a ligando (binding), usando como
marcadores para los receptores nicotinicos a4p2 nicotina, citisina o epibatidina
marcada radiactivamente, y [**I]-bungarotoxina (toxina de serpiente) para los

receptores a7 (Levin 2002; Corringer et al., 2000).

La distribucién, asi como los patrones de distribucion de las subunidades de

los receptores nicotinicos en el SNC, han sido observados en roedores y
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mamiferos; estos niveles y patrones varian dependiendo de las técnicas

empleadas (Paterson y Nordberg, 2000).

La subunidad B2 se expresa en todas las regiones del Sistema Nervioso
Central; su distribucion se traslapa al menos con las subunidades o (2-4,6)
(Sargent, 2000; Wada et al., 1989). Aunque la subunidad a4 también se expresa
abundantemente, su distribucion en el SNC es menor que B2, por lo que a4 se
localiza en un mayor nimero de regiones. Las mas altas concentraciones de estas
dos subunidades se encuentran en el hipocampo, tdlamo y corteza (Sargent,
2000; Wada et al., 1989). La subunidad a7 también esta expresada en la mayor
parte del cerebro, con los niveles de expresién mas altos en la corteza y en el
hipocampo, pero en las zonas donde la subunidad esta ausente o expresada en
niveles muy bajos es en la region talamica o en los ganglios basales (Picciotto et

al., 2000; Sargent, 2000).

La distribucion de las subunidades menos abundantes de los receptores
nicotinicos en el SNC es mucho mas limitada. Estas se encuentran ampliamente
expresadas en el SNP. Las subunidades a3 y B4 se encuentran localizadas en las
regiones del SNC tales como la habénula media y dorsal, los nucleos
interpedunculares y el locus coeruleus. Los niveles de expresiébn son muy
pequeiios en regiones como la corteza y el hipocampo; estas dos subunidades se
encuentran ausentes en el cerebro medio. Son colocalizadas en muchas pero no
en todas estas regiones (Sargent, 2000). La expresion del receptor nicotinico a2

no ha sido estudiada en detalle, pero esta subunidad al parecer se expresa en
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muy pocas regiones del cerebro, y su mayor expresidon es en los nucleos
interpedunculares donde se localizan como receptores nicotinicos a2p4 (Picciotto
et al., 2000). La distribucion de las subunidades a6 y B3 en el SNC es muy
limitada, ambas son colocalizadas y se encuentran en niveles altos en las regiones
catecolaminérgicas, tales como la sustancia nigra y el area tegmento ventral y en
el locus coeruleus, en nucleos interpedunculares y en la habénula media (Figura
6). La subunidad a5 también se encuentra relativamente en pocas regiones del
Sistema Nervioso Central, y muestra los mayores niveles de expresion en la
sustancia nigra, el area tegmento ventral, la habénula media y en ciertas regiones

corticales.

En los ganglios autbnomos, las subunidades predominantes son a3 y B4, pero

también o7 constituye otro tipo de receptor nicotinico.
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Distribucionde los Receptores Nicotinicos
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Figura 6. Distribuciéon de los receptores nicotinicos. Esquema del sistema nervioso
central del roedor, en donde se ilustra la distribucion de los principales subtipos de

receptores nicotinicos (Modificada de Picciotto et al., 2001).
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2.1.4. Papel funcional

Las subunidades o y B son las que contribuyen en la especificidad
farmacoldgica de los subtipos de receptores nicotinicos (Luetje y Patrick, 1991).

Es importante resaltar que, mientras que el papel funcional, las
caracteristicas estructurales y funcionales de los receptores nicotinicos
musculares estan bien caracterizados in vivo, los del subtipo neuronal estan
menos caracterizados.

Algunas de las razones son:

Los 6rganos eléctricos son una fuente concentrada de grandes cantidades de
receptores nicotinicos de un solo tipo; en mamiferos Unicamente hay dos subtipos
de estos receptores, fetal y adulto, los cuales difieren en la sustitucion de una sola
subunidad; la unidbn neuromuscular provee una preparacibn homogénea y
facilmente accesible para estudios electrofisiolégicos, histoldgicos y de desarrollo,
con lo que el papel funcional de los receptores nicotinicos del adulto en la
transmision neuromuscular esta bien entendida. En contraste los receptores
nicotinicos neuronales son encontrados en bajas concentraciones en los tejidos y
contienen varios subtipos de receptores, cada uno compuesto por diferentes
subunidades. El papel funcional de estos receptores nicotinicos es muy diverso y
en algunos casos desconocido (Lindstrom, 2000).

En los receptores nicotinicos neuronales, la mayor parte de la informacién
funcional ha sido obtenida in vitro, a partir de su expresion en sistemas
heterdlogos, principalmente en ovocitos de rana (Xenopus laevis) y en menor

grado en lineas celulares (Picciotto et al., 2000).
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Cuadro 1. Los receptores nicotinicos expresados en sistemas heterélogos

presentan distintos perfiles fisioldgicos y farmacolégicos.

Estructura a2p2 a2B4 a3p2 a3p4 o4p2 o4p4 o7
Potencia D>N>C>A N>D>C>A D>C>N>A D>C>N>A C>N>D>A C>N>D>A D>C>N>A
Agonistas

Eficacia de A>N>D>C A>N>D>C D>A>N>C A>D>N>C A>N>D>C A>N>D>C N>A>C>D
Agonistas

Antagonista d-T=DHBE d-T<DHBE d-T<DHBE d-T>DHBE d-T<DHBE d-T<DHBE d-T<DHBE

Tabla 1. Algunas caracteristicas farmacolégicas de los receptores nicotinicos.
A=acetilcolina; C=citisina; D=dimetilpiperazina; N=nicotina; d-T=d-tubocuranina; DHBE=
dihidro-B-eritroidina (datos tomados de Mihailescu y Drucker-Colin R., 2000).

2.1.5. Patologias

Los receptores nicotinicos ejercen control sobre la liberacion de
neurotransmisores, es por ello que se encuentran involucrados en la patogénesis
de sindromes y enfermedades causados por la alteracion de determinados
sistemas de neurotransmisores, tales como la depresiéon y la esquizofrenia. La
relacion parece ser indirecta y se ha deducido principalmente de los efectos

benéficos del tratamiento con nicotina. En otros casos, la relacidn es mas clara.
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2.1.5.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una condicibn neurodegenerativa
progresiva que se ha asociado con la degeneracion de neuronas colinérgicas en
el cerebro anterior basal que inervan la corteza, amigdala e hipocampo, la cual
resulta en disminucion de la capacidad de sostener la atencién y un deterioro
progresivo de las funciones cognitivas superiores e incluso de la pérdida de la
memoria (Octave, 1995). Se ha encontrado una disminuciéon de receptores
nicotinicos en diferentes regiones cerebrales (corteza temporal y entorrinal, giro
parahipocampal), predominantemente asociada a la pérdida de subunidad o4
(Court et al., 2001), deficiencia que se ha relacionado con dificultad en las
capacidades de aprendizaje espacial y en la memoria relacionada con tareas en
ratas hipertensas que muestran déficit en la funcién cognitiva (Gattu et al., 1997).

Por otro lado, los depésitos cerebrovasculares de proteina [B-amiloide

caracteristicos de la EA han sido asociados con los receptores nicotinicos que
contienen a la subunidad a7 (Wang et al., 2000). El tratamiento con nicotina es
efectivo en revertir el déficit de atencion (Lawrence y Sahakian, 1998). En estudios
post mortem en tejido cerebral de sujetos con EA se ha observado una reduccién

de los receptores nicotinicos en la corteza (Smith y Giacobini, 1992).
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2.1.5.2. Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno motor, caracterizado por
temblores en reposo, rigidez, dificultades en los reflejos posturales y carencia de
expresion facial. Algunos estudios han mostrado que los fumadores tienen la mitad
del riesgo de diagnosticarse con EP que los no fumadores (Morens et al., 1995).
Por otro lado, la administracion de nicotina en combinacién de parche y goma de
mascar reduce significativamente la rigidez, el temblor, el pensamiento
desorganizado y la depresion en pacientes no fumadores con EP (Fagerstrom et
al., 1994).

Se ha encontrado una disminucion de receptores nicotinicos en el cortex
cerebral de pacientes con EP, principalmente los receptores que contienen las

subunidad o4 y a7 (Burghaus et al., 2003).

2.1.5.3. Trastorno por déficit de atencion

El trastorno por déficit de atencién (TDA), con o sin hiperactividad, es un
trastorno psiquiatrico caracterizado por sobre reactividad, distractibilidad e
impulsividad (Barkley, 1990). Estudios sugieren que la administracion de nicotina

mejora la atencion (Warburton et al., 1992)

2.1.5.4. Esquizofrenia

Los sintomas de la esquizofrenia comprenden conductas gravemente
organizadas o comportamiento cataténico, lenguaje desorganizado, ideas

delirantes y experiencias perceptuales inusuales.
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Se ha determinado que 61-90% de los sujetos con esquizofrenia fuman
regularmente (Poirier et al., 2002).

En la esquizofrenia la supresion de la respuesta auditiva evocada ha sido
asociada con un defecto o una disminucion en la expresién de receptor nicotinico
o7 en el hipocampo y en el ndcleo talamico reticular (Leonard et al., 1998). El
tejido del hipocampo de esquizofrénicos es deficiente en receptores nicotinicos
sensibles a a-bungarotoxina (Freedman et al., 1995) y en el ARNm para la sintesis

de la subunidad o7 (Martin-Ruiz et al., 2003).

2.1.5.5. Sindrome de Gilles de la Tourette

El sindrome de Gilles de la Tourette (SGT) es un trastorno que se inicia en
la nifiez y se caracteriza por tics motores y verbales espontdneos e incontrolables,
asi como aparicion frecuente de hiperactividad, ansiedad, fobias o trastornos
obsesivo-compulsivos

El SGT se ha asociado cominmente con conductas obsesivo-compulsivas,
TDA, conducta agresiva e incapacidad para aprender (Harris et al., 1995). Algunos
estudios sugieren que la estimulacion de los receptores nicotinicos reduce los tics.
Pruebas clinicas piloto indican que la nicotina, tanto en parche como en goma de
mascar, pueden aminorar los sintomas del SGT en adolescentes no fumadores sin

control satisfactorio por neurolépticos (Sanberg et al., 1997).
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2.1.5.6. Ansiedad

La ansiedad se caracteriza por incrementos en la presion sanguinea y en la
actividad cardiaca, aumento en la sudoracion, asi como problemas para mantener
la atencion y un marcado estado de aprehension. La fatiga motora y el insomnio
también son comunes. Estudios que han utilizado modelos conductuales de
ansiedad en roedores también sugieren que la nicotina puede tener efectos
similares a los ansioliticos y que receptores nicotinicos, en particular las

subunidades a7 y a4p2 estan involucradas (Piccioto et al., 2002).

2.1.5.7. Depresion

La depresion es un trastorno con una variedad de sintomas de una
prevalencia estimada de 15% en mujeres y 8% en hombres. La depresiéon es la
principal causa de suicidios.

Existe evidencia de que individuos depresivos fuman mas que la poblacion
normal (Poirier et al., 2002) y dejar de fumar estd asociado con la depresion en

individuos con historial de depresién.

2.1.5.8. Epilepsia

La epilepsia autosémica dominante del I6bulo frontal (EADLF) es una
epilepsia parcial que causa breves convulsiones, las cuales ocurren durante el
suefio nocturno y que frecuentemente se confunden con pesadillas, aunque
muchos pacientes también sufren algun grado de convulsiones generalizadas

violentas. La EADLF es una enfermedad genética con anormalidades localizadas
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en el cromosoma 20qg13.2-q13.3 el cual contiene el gen que codifica para la
subunidad o4 (Phillips et al., 1995).

Cuando se expresa la subunidad alterada combinada con subunidades (32
in vitro, se forma un receptor mutado que presenta una permeabilidad reducida al
Ca'*?, una menor capacidad de apertura y una lenta recuperaciéon después del
estado de desensibilizacién (Raggenbass y Bertrand, 2002).

Se ha observado que mutaciones similares en la posiciéon 250 en la subunidad a7
en ratones inducen un incremento en la sensibilidad de los receptores nicotinicos
gue contienen a esta unidad, que se traduce en un mayor numero de crisis a

menores concentraciones de nicotina (Marks et al., 1989).

2.1.5.9. Sindrome de Down

Sujetos con sindrome de Down muestran diversos tipos de alteraciones
cognitivas. Estudios neuropatolégicos y neuroquimicos han revelado semejanzas
entre los sujetos con sindrome de Down y sujetos con EA y los déficit colinérgicos
son los datos méas consistentes. La administracibn de nicotina via parches
transdérmicos tiene beneficios cognitivos agudos en los sujetos con sindrome de

Down (Seidl et al., 2000).
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2.2. Género Erythrina

El género Erythrina pertenece a la Familia de las Fabaceas (Leguminosas).
El nombre hace referencia al color prevaleciente de las flores y deriva del griego
erythros que significa rojo. Por esta misma caracteristica se le ha llamado el arbol
coralino. A diferencia de muchos otros géneros de arboles de leguminosas,
Erythrina es pantropical, consta de 112 especies, 70 neotrépicales, 31 africanas y
11 asiaticas (Allen y Allen, 1981; Fabian y Germishhuizen, 1997; Neill, 1993). S6lo
la especie Erythrina fusca se encuentra tanto en el viejo como en el nuevo mundo.
Este género tiene probablemente su origen en Sudamérica, y debido a la habilidad
gue poseen las semillas de flotar y de mantener la viabilidad después de largos
periodos de inmersién en agua salina, probablemente le proporcioné a la especie
ancestral la capacidad de invadir ambientes costeros o estuarinos, dando como
resultado su distribucion por todo el mundo (Figura 7). La gran diversidad
ecolégica y morfoldgica es producto de la polinizacién por aves (Neill, 1988) y una
marcada capacidad a hibridarse. El nimero de cromosomas en el género es de
21, compartido por todas las especies del género, y no se presenta en otras

leguminosas.
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Figura 7. Distribucion mundial de Erythrina (Neill 1993)

Erythrina americana

Familia: Leguminosae (Fabaceae)

Nombres comunes: zompantle o colorin

Distribucion: Esta especie se encuentra en tierras bajas y elevaciones
moderadas (1000-2100 m). Estado de México, Veracruz, Hidalgo, Morelos,
Guerrero, Puebla y Oaxaca.

Descripcion botanica: Es un arbol de 4 a 5 metros, extendido, corteza lisa y cafeé.
Tiene espinas en las ramas y espinas conicas y anchas en el tronco. Las hojas
son alternadas y trifoliadas con tres puntas, foliolos rémbico-ovalados de 7 a 22

cm de largo y ancho (Garcia et al., 2001)
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2.2.1. Taxonomia

Género de arboles y arbustos, rara vez plantas herbaceas, generalmente
son caducifolios y con las ramillas espinosas. Sus hojas son pinadas trifoliadas.
Las flores son generalmente de color rojo escarlata en racimos terminales (Figura
8). Las bracteas y bractéolas son muy pequefias o ausentes. Presentan un caliz
truncado, que tiene alrededor de cinco dientes. La corola tiene un estandarte
grande, plegado y ocultando la quilla y las alas antes de que la flor se desarrolle
totalmente o extendido y mostrando el resto de los pétalos. Su androceo posee 10
estambres, nueve de los cuales estdn unidos y uno libre. Presenta un fruto
pedunculado, linear, constrefiido o sinuoso entre las semillas. Sus semillas son

ovoides de 0.7 a 1 cm de longitud (Garcia-Mateos 2001).

Figura 8. Erythrina americana. a) hojas trifoliadas, b) flores rojas escarlata, en racimos

terminales, (c) semillas ovoides de 0.7-1 cm.
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2.2.2. Quimica

La mayoria de los estudios se han concentrado en examinar las semillas,
las cuales regularmente contienen el 0.1% de los alcaloides, aunque también se
han aislado alcaloides de hojas, tallos, corteza, vaina y flores de las especies de
Erythrina (Sanchez et al., 2001), asi como en callo y células en suspensién
mediante técnicas de cultivo vegetales (Garcia et al., 1999 y San Miguel et al.,
2007).

E. americana ha sido estudiada extensivamente debido a su alto contenido
de alcaloides en las semillas con actividad farmacoldgica (Aguilar y Espejo, 1981).
Soto y colaboradores (1989; 1994) identifican como un componente especial en E.
americana una serie de alcaloides espirociclicos-isoquinélicos que se encuentran
en toda la planta (Garcia et al., 1998).

Barrera (1958) y Rebolledo (1970) emprenden en México los estudios de
aislamiento. Después, Hargreaves y colaboradores en 1974 describen la
presencia de erisodina, erisovina y o y B-eritroidina en extractos de semillas. En
1999 Garcia y colaboradores describen la obtencion de alcaloides tetraciclicos con

un perfil de alcaloides oxigenados 8-oxo-erisovine y 11-hidroxierisotinona.

2.2.3. Actividad biologica de E. americana

Las acciones bioldgicas estudiadas experimentalmente con mayor
frecuencia en el género Erythrina son: actividad antibacteriana (31%), efecto
citotoxico (9%), actividad antinflamatoria, analgésica y antipirética (7%),

antifungica (5%), entre otras (Pino et al., 2004). Generalmente se obtienen tres
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fracciones crudas de alcaloides de semillas de Erythrina americana: alcaloides
libres en hexano, libres en metanol y alcaloides liberados. La evaluacién
farmacoldgica de estas fracciones en ratas mostr6 que, administradas en una
dosis de 3 mg/kg, disminuyen el comportamiento agresivo, comparable con el
control positivo diazepam (Garin et al., 2000). Garcia y colaboradores (2000)
observaron que el derivado dihidro es mas potente que la B-eritroidina sobre el
comportamiento agresivo en ratas. Por otra parte la fraccibn de alcaloides
liberados resultd ser mas toxica que las fracciones de alcaloides libres vy
metanodlicos sobre las especies Daphnia magna (crustaceo), Artemia salina
(crustaceo), Bacillus cereus (bacteria) y Panagrellus redivivus (nematodo),
principalmente por la presencia de los alcaloides erisopina, erisodina y erisovina
(Garcia et al., 2000). En larvas de Culex quinquefasciatus, la fraccion de
alcaloides libres metandlicos mostré alta mortalidad por encima de la fraccién de
alcaloides liberados; también el alcaloide B-eritroidina, aislado de la fraccion de
alcaloides libres, fue mas téxico que erisovina (Garcia et al., 2004). Sobre hongos
fitopatdgenos, erisovina posee un efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de
Alternaria solani, Botrytis cinerea, Fusaruim oxysporum, Penillicium sp., Monilia
fructicola y Trichoderma harzianum; la dosis de 0.8 mg/mL presenté la actividad
antimicética mas alta (Ibarra et al., 2009). El extracto crudo de plantas de E.
coralloides mostré efecto antimicético sobre las especies antes mencionadas, a
excepcion de T. harzianum, que no fue estudiada (Soto y San Miguel, 2006).

Se traté a carpas (Cyprinus carpio) con extracto liposoluble y extracto

hidrosoluble de alcaloides de flores de colorin, obteniendo un efecto inmovilizador,
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pero con alta mortalidad en dosis mayores (Vargas, 1988; citado por Auro de

Ocampo y Jiménez, 1993).

2.2.4. Farmacologia

En 1937, Altamirano y colaboradores reportaron que los extractos de E.
americana poseen un efecto parecido al del curare; en ese mismo afo Folkers y
Major describen el aislamiento del primer alcaloide cristalino, biolégicamente
activo y le dan el nombre de eritroidina, posteriormente se demuestra que este
compuesto es una mezcla de dos isémeros o y B (Hargreaves et al., 1974; Lozoya,
1982).

B-eritroidina y sus derivados contienen un sistema de anillos y presentan
actividad curariforme, la accion paralitica es periférica y el extracto es efectivo
reduciendo las convulsiones en varios animales. El principal efecto fisiologico es el
bloqueo de la unién neuromuscular, con una accion antagonizada por anti-
acetilcolinesterasa (Decker, 1995; Megirian et al., 1955). Este compuesto es
semejante a la d-tubocuranina, pero 10 veces mas efectivo. Sin embargo, las
eritroidinas son efectivas oralmente en el SNC produciendo, ademas, un efecto
relajante en la transmision muscular actuando en las neuronas internuciales de la
espina dorsal, provocando una baja en la presion sanguinea, mientras que dosis
altas puede paralizar la respiracion. La accién paralizante de las eritroidinas no es
tan intensa y prolongada como el curare, pero el margen de seguridad es mayor,

por ello fueron utilizadas en la medicina clinica y en anestesia como sustitutos del
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curare. Tal como el curare, las eritroidinas son anestésicos e hipnéticos (Craig,
1955; Soto, 1989).

Por otro lado, extractos crudos de E. americana reducen el comportamiento
agresivo en ratas (Garin et al., 2000). También se ha observado que el derivado
dihidro es méas potente que B-eritroidina, ya que dihidro-B-eritroidina tiene un
efecto calmante mas potente que la pB-eritroidina (Garcia et al., 2000).

Otro alcaloide presente en Erythrina es erisodina, que actla como
antagonista de los receptores nicotinicos subtipo o4p2 y ma&s potente que
dihidro-p-eritroidina (Decker 1995).

Ademés de erisodina, otros alcaloides como erisovina, a, B-eritroidina y
erisopina estan presentes en E. americana (Garcia et al., 1996). Un aspecto
importante a sefialar es que si bien los alcaloides de Erythrina, a determinadas
dosis también impiden el paso de impulsos nerviosos provocando una paralisis de
los masculos no se presentan efectos colaterales dafinos en dosis ligeramente
mayores a las del curare y que ademas son efectivos cuando se administran por
via oral (Craig, 1981).

Estudios realizados por Decker y colaboradores (1995) mostraron que el
alcaloide erisodina tiene mucho méas afinidad a receptores de acetilcolina
nicotinicos de tipo neuronal que la dihidro-B-eritroidina, indicando que dicha
afinidad se incrementa siete veces mas para el sitio de enlace nicotinico marcado
con [H](-)-citisina.

Dado que antes de aislar la erisodina no se contaba con un antagonista

mas selectivo, varios investigadores utilizaron dihidro-p-eritroidina como
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antagonista de receptores nicotinicos para poder determinar el papel funcional de
estos receptores. Sin embargo, en tales estudios no se puede excluir totalmente la
participacion de otros subtipos de receptores nicotinicos ya que dihidro-B-

eritroidina se une tanto al subtipo a4p2 como a a7 (Cheeta, et al., 2001).

2.2.5. Estructura de los alcaloides de Erythrina

Alcaloide

La palabra alcaloide fue utilizada por primera vez por W. Meissner en el
primer cuarto del siglo XIX (1819) para designar algunos compuestos activos que
se encontraban en los vegetales y que poseian caracter basico.

También es una sustancia organica que contiene en su estructura
nitrogeno, es de origen natural, de mayor o menor grado de basicidad, su
distribucion es restringida y puede tener actividad biolégica, sus estructuras
pueden ser desde muy simples hasta muy complejas y son encontradas en
alrededor de 20% de las especies vegetales (Citado por Bonilla 2013).

Los alcaloides de Erythrina son de tipo isoquinolinico, caracterizados por su
Unica estructura espiroamina tetraciclica (Reimann, 2007), que es un esqueleto

eritrinano (Figura 9).
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Figura 9 . Alcaloides de Erythrina. a) esqueleto eritrinano y b) esquema numerado del
esqueleto de los alcaloides de Erythrina (modificado de Bonilla, 2013).

Se clasifican de acuerdo a su estructura en 3 grupos: diénicos, alquénicos

y lacténicos.

Los alcaloides diénicos contienen un sistema dieno conjugado en los anillos

Ay B (Figura 10).

Alcaloide R4 R2 R3
P \/\
| D C Erisodina H Me Me
Rz0 / B Erisopina H H Me
A ‘7 Erisovina Me H Me
Rs /\ Erisotrina Me Me Me
Eritralina -CHs- Me
Eritravina Me Me H
Erisonina H Me H
Erisolina Me H H
Eritrocarina -CH,- H

Figura 10. Estructura de los alcaloides diénicos (modificado de Bonilla, 2013).
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Los alcaloides alquénicos tienen una Instauracion 1, 2 en el anillo A (Figura
11).

Alcaloide R4 Rz R3 R4
Eritratidina Me Me OH H
Erisotina H Me OH H
11-metoxietitratidina Me Me OH OMe

Figura 11. Estructura de los alcaloides alquénicos (modificado de Bonilla, 2013).

Los alcaloides lacténicos tienen, como su nombre lo indica, una lactona en lugar

del anillo aromatico (Figura 12).

H:CO H:CO

8-OXO-B-eritroidina

o-eritroidina B-eritroidina

Figura 12 . Estructura de los alcaloides lacténicos (tomado de Bonilla 2013).
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3. HIPOTESIS

Dada la similitud en estructura quimica que presenta el alcaloide erisopina
con erisodina y DHBE, (Figura 10) seria probable que erisopina también presente
afinidad por los receptores nicotinicos. De ser asi, podria considerarse una
sustancia potencialmente Util para estudios farmacolégicos de receptores
nicotinicos.

Es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo explorar el efecto del

alcaloide erisopina en los receptores nicotinicos de rata a4p4.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

s Evaluar los efectos del alcaloide erisopina aislado de semillas de la

especie Erythrina americana sobre los receptores nicotinicos a4p4.
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4.2. PARTICULARES

Obtencion del material genético que codifica para las subunidades

al, a4, B1, B4, 8y y de los receptores nicotinicos de acetilcolina.

Expresar los receptores nicotinicos musculares, alf1yd y neuronales, a4p4 en

la membrana de ovocitos de Xenopus laevis.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de erisopina en la corriente

inducida por acetilcolina.

Determinar si el efecto de erisopina sobre los receptores nicotinicos neuronales
044 son de potenciacién, inhibicion o nulos. En caso de que si presente
efecto, determinar la concentracibn que presenta el 50% del efecto

(potenciacion o inhibicidn: ECso 0 1Csp, respectivamente).

Proponer un posible mecanismo de accidén de erisopina sobre los receptores

nicotinicos.
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5. MATERIALES Y METODO

Se expresaron los receptores nicotinicos neuronales a4p4, en la membrana
del ovocito de la rana Xenopus laevis, mediante la inyeccion de una mezcla de los
ARN que codifican para las subunidades de cada subtipo de receptor de rata en
proporciones equimolares. Para lo cual se siguieron las metodologias descritas a

continuacion.

5.1. Obtencion de ARN codificante para cada subunidad del receptor
nicotinico.

Para obtener el ARN que codifica para cada subunidad del receptor
nicotinico se emplearon las siguientes herramientas de biologia molecular:

e Bacterias TB1 calcio competentes.

e Transformacién de bacterias con plasmido y siembra de colonias en
medio LB liquido para realizar MAXIPREPS (Qiagen).

e Extraccién de ADN plasmidico mediante MAXIPREPS (extraccion y
purificacion de ADN).

e Cuantificacion de ADN por espectrofotometria.

e Linearizacion de ADN con enzimas de restriccion.

e Purificacion de ADN linearizado por el método de extraccion fenol-
cloroformo.

e Transcripcion in vitro.

e Purificacion de ARN por el método de extraccion fenol-cloroformo.
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e Cuantificacion de ARN por espectrofotometria.

5.1.1. Bacterias TB1 calcio competentes
Materiales
1. Bacterias TB1
2. Medio LB (Luria Bertani) sin ampicilina.
3. Cloruro de calcio (CacCly).
4. Glicerol.
Procedimiento

Se cultivaron las bacterias TB1 en 200 mL de medio LB, incubandolas a
37°C con agitacién continua durante 24 horas. Después de este tiempo se
determind la absorbancia; una vez alcanzada una absorbancia cercana a 400 nm
(que indica un crecimiento 6ptimo de las bacterias) el cultivo se centrifugd a 3,540
rcf durante 5 min y el sobrenadante fue decantado. Las bacterias contenidas en la
pastilla fueron resuspendidas en 10 mL de CaCl; a 4°C con ayuda de un vortex y
se incubaron por 30 min a 37°C. El cultivo fue centrifugado nuevamente a 3,540 rcf
durante 5 min, se recuper6 la pastilla y se resuspendié en 2 mL de CaCl, a 4°C.
Finalmente, las alicuotas que se utilizaron inmediatamente fueron almacenadas a
4°C; el excedente fue almacenado a -80°C en glicerol en relacion 3:1 (15 mL de

bacterias por 5 mL de glicerol), el cual fue utilizado en experimentos posteriores.
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5.1.2. Transformaciéon de bacterias
Los cDNA clones de los receptores nicotinicos fueron proporcionados por los

Doctores J. Boulter y S. Heinemann.

Materiales

1. Alicuotas de bacterias TB1 calcio competentes.

2. Plasmidos con el ADN de interés incorporado.

3. Medio LB sin ampicilina.

4. Bafio de agua a 42°C.

5. Agitador de bacterias a 37°C.

6. Cajas de Petri preparadas con medio de cultivo LB con ampicilina

7. Hielo.

Procedimiento

Se descongeldé una alicuota de bacterias competentes en hielo y se
afiadieron 5 ng del ADN de interés (plasmido con el ADNc que codifica para las
subunidades de receptores nicotinicos), se agité la solucién con unos ligeros
golpes y fue incubada en hielo durante 30 min. Esta mezcla se coloco en un bafo
de agua a 42°C durante 50 segundos, posteriormente fue colocada en hielo por 2
min (este cambio de temperatura permite que el ADN ingrese a la célula). Se

afladieron 200 uL de medio LB sin ampicilina y se incub6 a 37°C durante 45 min,
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con agitacion continua. Pasado este tiempo de incubacion, se tomaron 50 uL y se
colocaron sobre una caja Petri con medio LB con ampicilina, la solucion fue
dispersada uniformemente (en medio estéril). Se dejé secar el liquido por 30 min a
temperatura ambiente y posteriormente la caja Petri con la siembra fue incubada a
37°C durante 16 horas con el agar hacia arriba. Después de este tiempo se obtuvo
el crecimiento de colonias blancas de un solo tipo (resistentes a ampicilina y con el

ADN de interés incorporado).

5.1.3. Multiplicacion del plasmido
Materiales
1. Bacterias transformadas.

2. Medio LB liquido con ampicilina.

Procedimiento

Se tomé una colonia de bacterias transformadas, con un asa bacteriolégica
y fue sembrada en 200 mL de medio LB liquido con ampicilina en un matraz
Erlenmeyer. Se incub6é a 37°C con agitacion continua de 200 rpm, durante 16

horas. Al término de este tiempo, se colocé en hielo para detener el crecimiento.

5.1.4. Obtencion de ADN plasmidico mediante método de lisis alcalina.

De la mezcla anterior, se purific6 el ADN por medio del estuche de

MAXIPREPS (Qiagen, Plasmid Maxi Kit).
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Materiales
1. Isopropanol.
2. Agua esterilizada.

3. Soluciones proporcionadas en el estuche.

Amortiguador

Composicion

Amortiguador P1 (amortiguador para

resuspender).

50 Mm Tris-Cl, pH 8.0;
10 mM EDTA,;
100 pg/mL Rnasa A.

Amortiguador P2 (amortiguador de lisis).

200 mM NaOH, 1% SDS (p/v).

Amortiguador P3 (amortiguador de

neutralizacion).

4 M acetato de potasio, pH 5.5.

Amortiguador QBT (amortiguador de

equilibrio).

750 mM NacCl;

50 mM MOPS, pH 7.0;
15% isopropanol (v/v);
0.15% Tritdn X-100 (v/v).

Amortiguador QC (amortiguador de

lavado).

1 m NacCl;
50 mM MOPS, pH 7.0;

15% isopropanol (v/v).

Amortiguador QF (amortiguador de

elucion).

1.25 M NacCl;
50 mM Tris-Cl, pH 8.5;

15% isopropanol (v/v).
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Procedimiento

El cultivo de bacterias se centrifugdé a 2,601 rcf durante 20 min a 4°C. Al
terminar de centrifugar se decanté el sobrenadante y la pastilla resultante se
resuspendié en 10 mL de amortiguador P1 al que previamente se le afiade la
ARNasa. Posteriormente, se lisaron las células agregando 10 mL del amortiguador
P2 y se mezcld invirtiendo el tubo 8 veces. Se dej6 a temperatura ambiente
durante 5 min, pasado este tiempo se agregaran 10 mL de amortiguador P3 y se
mezclé nuevamente invirtiendo el tubo 8 veces. La mezcla fue dejada en hielo
durante 20 min. Al término de este tiempo se centrifugé a 2,601 rcf durante 30 min
a4°C.

Aproximadamente 10 min antes de que se terminara de centrifugarse la
muestra, se prepard una columna de separacién aplicando 10 mL de amortiguador
QBT y se esper6 a que pasara todo el liquido.

El sobrenadante resultante de la centrifugacion se filtr6 a través de una
gasa limpia y fue depositado en otro tubo. Este liquido limpio se colocé en la
columna previamente preparada y se esper0 a que pasara totalmente por la
columna. Al terminar se agregaron 30 mL del amortiguador QC y posteriormente
se agregaron otros 30 mL del mismo amortiguador QC para lavar por segunda
vez. Después de estos dos lavados, se cambidé la columna a un tubo de
recoleccion estéril y se afiadieron 15 mL de amortiguador QF para eluir la
muestra. A este liquido se le agregaron 15 mL de isopropanol, se mezclo y se
mantuvo a -20°C por 20 min (en este momento la muestra previamente etiquetada

puede permanecer almacenada por tiempo indefinido).

50


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Posteriormente la muestra fue centrifugada a 7,224 rcf durante 30 min a
4°C. Se decantd el sobrenadante y a la pastilla se afiadieron 5 mL de etanol al
70%. Se centrifugd nuevamente a 7,224 rcf durante 15 min a 4°C, se decanto el
sobrenadante y se invirti6 el tubo durante 15 min para eliminar el exceso de
liquido. La pastilla fue resuspendida en 300 uL de agua estéril y se cuantifico en el
espectrofotometro.

Finalmente, el ADN total fue transferido a un tubo tipo Eppendorf y se le
etiguetdé con nombre, concentracion y fecha, ésta fue almacenada a -20°C por
tiempo indefinido.

Nota: EI ADN obtenido es circular.

5.1.5. Cuantificacion de ADN en el espectrofotometro
Materiales
1. Agua estéril.
2. Muestra de ADN.
3. Espectrofotometro.
Procedimiento

Se encendid el espectrofotometro previamente y se esperd6 a que se
calibrara. Se selecciond la opcion que corresponde a la lectura de &acidos
nucléicos (ADN). Se pusieron 400 uL de agua estéril en la celda de referencia,
ésta se coloco en el carril correspondiente y se tomo la lectura.

Para medir la absorbancia de la muestra, se tomé 1 uL de la muestra de

ADN total y fue diluida en 399 uL de agua estéril, la lectura fue tomada a 260 nm,
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una vez que se obtuvo el valor de absorbancia se utilizo la siguiente formula para

obtener la concentracién de ADN.

valor de absorbancia x 50 x dilucion (400)
1000

concentracion de ADN =

(unidades en pg/uL )

Los valores tipicos de absorbancias: (obtenido de nuestros cuadernos de
protocolos)

A 260 nm: 0.151

A 280 nm: 0.076
El cociente Axso/Azgo Siempre fue cercano a 2, cuando no ocurria esto, la muestra

fue desechada.

5.1.6. Linearizacién de ADN con enzimas de restriccion
Materiales
1. Enzimas de restriccion especificas para cada subunidad:
o4: EcoRI
o2: Hindlll.
B2: HindlIl.
B4: Xhol
2. Agua esterilizada.

3. Agarosa.
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Procedimiento

Con base en la concentracién del ADN extraido por el método de Qiagen,
se tomaron 50 pg de ADN, los cuales fueron linearizados con 0.2 uL de enzima
por cada pug de ADN (2 unidades de enzima por cada pg de ADN = 10 uL). Se
afadio el volumen del amortiguador correspondiente a la enzima (1X) y se agrego
agua estéril necesaria para obtener un volumen total de 60 uL. Se mezclé y se
centrifugb brevemente para llevar la mezcla al fondo y se incub6 a 37°C durante 1

hora y 30 min.

Para asegurarse de que la muestra se habia linearizado, se elabor6 un gel
con 0.5 pg del ADN linearizado; en el caso donde el ADN no fuera linearizado, se
afladié mas enzimay se incubo por 1 hora mas.

Nota: el orden en que se agregaron los reactivos al tubo de reaccion fue el
siguiente: ADN, agua, amortiguador y finalmente la enzima (se mantuvo en hielo

hasta antes de afiadirse la enzima).
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Ejemplo para linearizar la muestra de ADN con enzimas de restriccion.

Férmula v = m/c

Donde: v = volumen, m = masa = 50 ug, ¢ = concentracion de ADN total

para la subunidad 4 = 1.42 pg/uL, v=50 ng / 1.42 pg/uL = 35.21 uL

ADN 35.21pul

Xho | 10 uL (2 U/ug ADN x 50 pg ADN / 10 U/pL = 10 plL)
Amortiguador 6 uL (1 pL por cada 10 pL del volumen total)
Agua 8.79 uL  (aforar a un volumen final de 60 uL)

Total: 60 pL

5.1.7. Purificacion de ADN linearizado por el método de extraccion
fenol-cloroformo

Materiales

1.

2.

3.

Agua tratada con DEPC 0.1%

Amortiguador TE pH 8.0 en agua tratada con DEPC 0.1%.
Solucién SEVAG (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1).
Acetato de sodio 3M pH 6.0.

Etanol al 100%.

Etanol al 70%.
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Procedimiento

La mezcla de reaccion del ADN linearizado se llevo a un volumen de 100 pL
con agua desionizada estéril (DEPC 0.1%). Se mezcld, se afiadieron 50 uL de
fenol saturado (con amortiguador TE pH 8.0) y 50 uL de solucién SEVAG y se
agité suavemente 20 segundos. Se centrifugb a temperatura ambiente por 3 min a
7,224 rcf. Se recuperé la fase acuosa (muestra de interés) teniendo cuidado de no
mezclar la muestra con el fenol, la muestra fue colocada en otro tubo. Se
afadieron 100 uL SEVAG y se agitd suavemente por 20 segundos. Se centrifugo
nuevamente por 3 min a 7,224 rcf a temperatura ambiente (este paso se puede
repetir para eliminar contaminacion por fenol).

Una vez obtenida la fase acuosa, se afiadio acetato de sodio 3 M pH 6.0 y
etanol 100% enfriado en hielo (0.5 y 2.5 del volumen total, respectivamente). Se
mezclé con la ayuda de un vortex durante 1 min y se incub6 a -70°C durante 20
min.

Al término de este tiempo, se centrifugd a 7,224 rcf a 4°C durante 20 min,
se decant6 con cuidado y a la pastilla se le afiadi6 1 mL de etanol al 70%. Se
volvié a centrifugar a 7,224 rcf por 20 min a 4°C, el sobrenadante fue decantado y
se dejo evaporar el exceso de etanol. La pastilla fue resuspendida en 50 uL en
agua tratada con DEPC 0.1% para tener una concentraciéon final de
aproximadamente  1lug/uL. Finalmente, se realizé la lectura en el
espectrofotometro siguiendo los pasos para la lectura del ADN total. Obtenido el
ADN linearizado se etiquetd con nombre concentracion y fecha, para ser

almacenado a -20°C por tiempo indefinido.
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5.1.8. Transcripcioén in vitro

Por medio de este método se obtuvo el ARN a partir del ADN linearizado.

Es este ARN el que fue inyectado en los ovocitos.

Materiales

La mezcla de reaccién es la siguiente:

Reactivo Cantidad
Amortiguador de transcripcion 10 pub
DTT 100 mM 5 ul
Mezcla de nucleotidos* 5ul
Anélogo del cap 5 mM 5ul
ADN linearizado 10 ug
RNasin 1.25 ul
Polimerasa (SP6 .T3, T7) *» 40 unidades

Agua libre de RNasas

Hasta alcanzar 50 uL

* La mezcla de nucleétidos se realizara previamente afiadiendo:

2 uL de ATP, 2 uL de UTP, 2 uL de CTP y 1.5 uL de GTP.

** Polimerasa
SP6 (500 U) 2.7 uL

T3 (1000 U) 1.35 uL

SP6 fue utilizado para o4, B2, y para los musculares (y, 6 ).

T3 fue utilizado para 4

Procedimiento

Los reactivos fueron descongelados y llevados a temperatura ambiente

(amortiguador de transcripcion, DTT, mezcla de nucledtidos y el “capping”). Una

vez alcanzada la temperatura ambiente se adicionaron segun el orden en la lista.
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Las enzimas (RNasin y polimerasa) se transportaron en hielo justo antes de ser
afiadidas. Una vez adicionados todos los reactivos, se mezcld y se centrifug6 por
20 segundos. La mezcla fue incubada a 37°C durante 2 horas. Al término de este
tiempo se afiadié la misma cantidad de polimerasa y se incub6 por 2 horas mas.
Finalmente, se agregd una unidad de DNasa por cada ug de ADN linearizado y se
incub6 durante 15 min. El transcrito obtenido fue purificado por el método de

extraccion fenol-cloroformo.

5.1.9. Purificacion de ARN por el método de extraccion fenol-

cloroformo
Materiales

1. Agua DEPC 0.1%
2. Amortiguador TE pH 4.5 en agua DEPC 0.1%.
3. Solucién SEVAG (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1).
4. Acetato de amonio 7.5M.
5. Etanol al 100%.
6. Etanol al 70%.
Procedimiento

La mezcla de reaccién del ARN se llevo a un volumen de 100 pL con agua
DEPC al 0.1%. Se mezclé y se le agregaron 50 pyL de fenol saturado (con
amortiguador TE pH 8.0) y 50 uL de solucion SEVAG, se agitdé suavemente
durante 20 segundos. Se centrifugd por 3 min a 10,403 rcf a temperatura
ambiente. Se recuperé la fase acuosa (muestra) con cuidado para evitar que se

mezcle con el fenol y fue transferida a otro tubo. Se le agregaron 100 uL SEVAG y
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se agité suavemente por 20 segundos. Se centrifugé nuevamente durante 3 min a
10,403 rcf a temperatura ambiente (este paso se puede repetir para eliminar
contaminacion por fenol).

Una vez obtenida la fase acuosa limpia, se afiadié acetato de amonio 7.5 M
y etanol al 100% enfriado en hielo (0.5 y 2.5 del volumen total, respectivamente).
Se mezclo6 con la ayuda de un vortex durante 1 min y se incub6 la muestra a 70°C
durante 20 min.

Al término de este tiempo, se centrifugd a 10,403 rcf a 4°C por 20 min, se
decant6 el sobrenadante y a la pastilla se le afiadi6 1 mL de etanol al 70%. Se
centrifugé nuevamente a 10,403 rcf por 20 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante
y se dejé evaporar el exceso de etanol. La pastilla fue resuspendida en 5 uL en
agua DEPC 0.1% a temperatura ambiente. Finalmente se cuantific6 el ARN en el

espectrofotometro y fue almacenado a -80°C por tiempo indefinido.

5.1.10. Cuantificacion de ARN en el espectrofotometro
Materiales
1. Agua estéril.
2. Muestra de ARN.
3. Espectrofotometro.
Procedimiento
Se encendio el espectrofotbmetro previamente y se esperd a que se calibre.
Se selecciond la opcién correspondiente a lectura de &cidos nucléicos (ARN) y se

ley6é a una absorbancia de 260 nm. El control fue tomado con 400 uL de agua
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estéril que fue colocado en la celdilla que corresponde al blanco y se tomoé la
lectura. Posteriormente la absorbancia de la muestra fue medida, para la cual se

tomd 1 uL de la muestra de ARN y fue diluida en 399 uL de agua estéril.

valor de absorbancia x 40 x dilucion (400)
1000

concentracion de ARN =

5.2. Material biolégico

5.2.1. Ovocitos de Xenopus laevis como modelo para el estudio de
receptores

Los ovocitos de Xenopus laevis son un modelo experimental para la
expresion heteréloga de receptores de membrana y que en la actualidad es muy
utilizada por numerosos laboratorios de investigacion. Para ello, los ovocitos son
inyectados con ARN o cDNA que codifica para la proteina de interés que sera
expresada utilizando la maquinaria interna de los mismos. De esta manera, se
pueden estudiar las propiedades de las corrientes inducidas a través del canal del
receptor por los agonistas, con un alto nivel de sensibilidad y selectividad.

Una vez que los receptores se expresan en la membrana del ovocito, se
estudian las corrientes eléctricas, mediante una técnica que se fundamenta en la

fijacion de voltaje.
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5.2.2. Preparacion de los ovocitos de Xenopus laevis para
microinyeccion

El ovario de rana tiene de 24 a 28 Iébulos o sacos con foliculos de ovocitos en
varios estadios de desarrollo, éstos miden aproximadamente 1.5 mm de diametro.
Los ovocitos son obtenidos de ranas maduras de la especie Xenopus laevis,
adquiridas en Nasco (Fort Atkinson, WI. USA) estas fueron mantenidas en
condiciones de bioterio (Figura 13). Previo a la diseccién la rana fue anestesiada
colocandola en una caja con agua y hielo (en proporcién 1:1) Después de 30 min
los animales fueron sometidos a cirugia. Para lo cual se colocaron en posicién
decubito dorsal. Se realiz6 un corte en la piel de aproximadamente 1 cm en
diagonal a la linea media de la region abdominal. Se disecaron los planos
musculares hasta visualizar el ovario, el cual se incidi6 para extraer los lI6bulos
ovaricos, los cuales desde este momento fueron mantenidos a 17°C en una caja

de Petri con solucién de Barth con gentamicina.
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Figura. 13. Rana Xenopus laevis adulta. Anfibio casi exclusivamente acuético que
habita naturalmente en el sur de Africa. Pertenece al Orden Anura y al Suborden Pipoidea
(rana con ufias). Existen grandes poblaciones en California, Chile, Gran Bretafia y
probablemente otras regiones del mundo.

Una vez que fueron extraidos los lobulos ovaricos rodeados de tejido
conectivo, se suturaron las capas musculares y posteriormente la piel. Finalmente
la rana se mantuvo en un recipiente con agua limpia, y se traslado al bioterio en
donde se mantuvo aislada hasta su recuperacion, una vez recuperada se reintegro
a la colonia.

Los ovocitos fueron separados manualmente hasta tener células
individuales. Posteriormente se seleccionaron aquellos ovocitos que no
presentaron dafio externo aparente, en estados V y VI de acuerdo a la
clasificacion de Dumont, los cuales se caracterizan por ser los de mayor tamafio y
por presentar una definicion clara y homogénea de los hemisferios animal (color

pardo oscuro) y vegetal (color amarillo claro) (Soreqy Seidman, 1999) (Figura.14)
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Figura. 14. Diseccion de rana, Iébulos y ovocitos. En (A) se muestra a la rana durante
la cirugia en el momento donde los I6bulos son extraidos con una pinza de diseccion.
Posteriormente los l6bulos (B) son separados en células individuales (C), ovocitos en
estadio V y VI sin dafio aparente.

5.2.3. Microinyeccion.

Al dia siguiente los ovocitos fueron inyectados con 50 nL de la mezcla de
cada uno de los ARN que codifican para las distintas subunidades del receptor
nicotinico, a una concentracién de 1 ug/uL con un nanoinyector (Nanoliter 2000,
World Precision Instruments, Inc. Modelo B203XVY).

Las micropipetas de inyeccidon se prepararon con un estirador de pipetas
(Sutter P-30) con capilares de vidrio (Drumond Scientific). Después de la inyeccién
los ovocitos se mantuvieron en frascos con solucion de Barth con gentamicina

(renovando la solucion diariamente) a una temperatura de 17°C.
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Dos dias después de la nanoinyeccion, la capa folicular que envuelve a los
ovocitos fue removida mediante un tratamiento enzimatico con colagenasa tipo 1A
en soluciéon de Ringer, para remover la colagenasa los ovocitos fueron lavados
varias veces con solucion de Barth y se mantuvieron incubados dos dias mas en
solucion de Barth a 17°C hasta que fueron utilizados en los ensayos

electrofisiologicos.

Nota: La solucién de Barth en la que se mantiene a los ovocitos fue
continuamente renovada y los ovocitos que han muerto fueron eliminados para

evitar dafo a los ovocitos viables.

5.3. Registros electrofisioldgicos

Las corrientes de membrana se registraron mediante la técnica de fijacion
de voltaje con dos microelectrodos después de 4-9 dias de la inyeccion de los
ARNmMm, tiempo en el cual se llevd a cabo la traduccion de los transcritos y la
incorporacion de los receptores a la membrana del ovocito.

Una vez que en el ovocito se expresaron los receptores nicotinicos
neuronales en su membrana, fue colocado en una camara de registro, la cual
estuvo perfundida continuamente con solucién Ringer. La aplicacion de las
distintas soluciones se realizé6 mediante un sistema de perfusion a una velocidad
de 10 mL/min. EIl liquido fue removido de la camara a través de una pipeta

conectada a un sistema de vacio.
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Todas las soluciones se prepararon con Ringer, y los receptores fueron
activados con acetilcolina. Las respuestas fueron registradas con ayuda de un
amplificador comercial (Warner OC-725A; Warner Instruments Corp, Hamden, CT,
USA) y detectadas con un osciloscopio (Nicolet 310; Nicolet instruments Corp,
Madison, WI, USA). El voltaje de membrana del ovocito fue fijado a -60 mV. Los
registros se almacenaron para analisis posterior con los programas Nicolet y

Origin.

La curva de inhibicion de la amplitud de ACh por erisopina fue obtenida

mediante la ecuacién de Hill:

| IL,<ICg
erisopina — . . ny
(erisopinam™ + IC *
Donde: |erisopina = es la corriente inhibida por erisopina

|p = corriente maxima control
ICso = concentracién de erisopina que inhibe el 50% de la corriente

Np=1.2

(Tomado de Garcia-Colunga y Milledi, 1999)
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6. RESULTADOS

Una vez obtenida la expresién de los receptores nicotinicos neuronales
(subtipos a4p2, a4p4 y musculares (alp1yd) en ovocitos de Xenopus laevis, se
estudiaron las corrientes inducidas por acetilcolina y su modulacion por el
alcaloide erisopina obtenido de semillas de Erythrina americana (proporcionado
por la Dra. Maria Eugenia Garin Aguilar. Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. UNAM) a distintas concentraciones. Para ello se empleé la técnica de
fijacion de voltaje con dos microelectrodos, manteniendo el voltaje de la
membrana del ovocito a -60 mV.

Se incluyeron siempre como controles a los ovocitos no inyectados, mismos
gue no presentaron ninguna respuesta a la aplicaciébn de una concentracion alta
de acetilcolina (100 uM).

Para la mayoria de los experimentos se empled acetilcolina 500 nM,
concentracion a la cual la desensibilizacion de los receptores nicotinicos es muy
baja, con lo que se puede evaluar de manera clara el efecto de los inhibidores de
la corriente.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos durante la realizaciéon

del proyecto.

6.1. Corriente control activada por acetilcolina
En esta serie de experimentos se registraron las corrientes ionicas
activadas por acetilcolina, que de acuerdo con la técnica de fijacion de voltaje,

para que la membrana del ovocito sea mantenida a un voltaje establecido (-60
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mV), se requiere de la inyeccién de corriente por uno de los electrodos; esta
corriente se denomina corriente de mantenimiento y se observa como una linea
continua en el plano horizontal hasta antes de la aplicacién del agonista (Figura
15). Una vez que la acetilcolina (ACh) es perfundida e interactia con los
receptores nicotinicos, éstos se activan permitiendo el paso de iones a través del
canal (corriente eléctrica). Esta corriente se observa como un desplazamiento
hacia abajo, y es denominada por convencién como una corriente entrante. Esta
respuesta alcanza su valor maximo y después va disminuyendo lentamente
dependiendo de la concentracion empleada de acetilcolina, producto de la
desensibilizacidén de los receptores nicotinicos.

Las concentraciones de acetilcolina probadas para el subtipo a4p4 fueron
500 nM y 2 pM. EI efecto de la concentracion de acetilcolina sobre la
desensibilizaciéon de los receptores nicotinicos es evidente, ya que a bajas
concentraciones (500 nM) la desensibilizacion es minima, es decir, en presencia
del agonista la corriente se mantiene casi constante durante el curso de la
aplicacion de la ACh (Figura 15, trazo en color negro); en contraste, al aumentar la
concentracion de ACh (2 uM) la desensibilizacién es mayor, lo cual se observa en
el decaimiento de la corriente (Figura 15, trazo en color rojo).

La concentracion de acetilcolina aplicada a lo largo de este proyecto fue de

500 nM.
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ACh

Figura. 15. Efecto de erisopina en corrientes activadas por acetilcolina en el
receptor nicotinico a4p4. Registro electrofisiolégico continuo de receptores nicotinicos
neuronales a4p4 de rata en el cual se observa corrientes entrantes. La corriente al aplicar
2 uyM de ACh es mayor (trazo rojo,b) en comparacion con la corriente generada con 500
nM de ACh (trazo negro, a). El potencial de mantenimiento fue de —60 mV en todos los
experimentos. El inicio y término de aplicacion de ACh se marca con un pulso de
despolarizacion de 20 mV con el que se detecta el cambio en la conductancia de la
membrana del ovocito.
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6.2. Efecto inhibitorio de erisopina en los receptores nicotinicos a4p4.

Se evalud el efecto que tiene el alcaloide erisopina sobre la corriente
inducida por acetilcolina en ovocitos que expresaron los receptores nicotinicos
04p4. Primero, se obtuvo la corriente ionica control durante siete minutos de
perfusion continua con acetilcolina 500 nM (Figura 16). Después, se perfundi6 al
ovocito por 20 min con Ringer normal, para remover la acetilcolina de los
receptores nicotinicos. Posteriormente se activaron a estos receptores nicotinicos
con la misma concentracion de acetilcolina, y después de dos minutos se adicioné
erisopina 20 nM. En este ejemplo, la magnitud de la corriente control inducida por
acetilcolina a los cinco minutos fue de 93 nA, la cual se redujo a 3 nA después de
aplicar erisopina 20 nM por tres minutos. Para evaluar el efecto de erisopina, como
el porcentaje de la corriente resistente a esta sustancia, se tomaron los valores de
ambas corrientes a los cinco minutos después de activar con acetilcolina. Asi, se
dividi6 el valor de la corriente en presencia de acetilcolina y erisopina entre el valor
de la corriente control activada solo con acetilcolina, el valor obtenido fue

multiplicado por 100. El porcentaje de inhibicién de la corriente fue del 99 %, n=11.
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erisopina 20 nM
ACh 500 nM

Figura. 16. Efecto inhibitorio de erisopina en los receptores nicotinicos a4p4. Los
receptores nicotinicos a4p4 expresados en ovocitos de Xenopus laevis fueron activados
con 500 nM de ACh (registro de color negro). Bloqueo de la corriente por 20 nM de
erisopina (registro de color azul). La linea horizontal continua negra indica el tiempo de
aplicacion de la acetilcolina, mientras que la linea azul indica el tiempo de aplicacion de
erisopina. La linea punteada a-b indica la disminucién de la corriente, efecto de erisopina
20nM (n=11).
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6.3. Relacion concentracion de erisopina vs efecto

Una vez que se observé que el alcaloide erisopina tiene un efecto inhibitorio
sobre los receptores nicotinicos o4p4, se procedid6 a probar distintas
concentraciones del alcaloide, con el objeto de encontrar la concentracién de
erisopina que inhibe el 50% de la respuesta maxima (ICsp). Para ello se registraron
las corrientes utilizando un protocolo de perfusion continua de 500 nM de
acetilcolina durante 7 minutos, a los 2 minutos se aplicaron las distintas
concentraciones de erisopina; las cuales van desde aquellas que no tienen efecto
hasta aquellas que inhiben totalmente la corriente (0.2 nM a 20 nM).

Los resultados mostraron gque conforme va aumentando la concentracion de
erisopina, su efecto inhibitorio sobre la corriente control (inducida por 500 nM de
acetilcolina) es mayor. Este efecto se muestra como la razén o cociente de la
corriente en presencia de erisopina en relacion a la corriente control (le/lc), ambas
medidas se obtienen a los cinco minutos después de iniciada la aplicacion de
acetilcolina. Cuando el valor de esta razén es igual a la unidad, es indicativo de
gue no hubo ningun efecto sobre la corriente control. Si el valor es menor a la
unidad el efecto es inhibitorio. En la Figura 17 se observa la curva dosis-respuesta
a partir de la cual se obtuvo la ICsp y se presentan tres registros corresponden a
algunas de las concentraciones estudiadas. En el primer trazo (Figura 17, B) se
muestra el efecto inhibitorio de erisopina 2 nM, En el segundo se observa el efecto
inhibitorio de erisopina 5 nM y finalmente con erisopina 20 nM donde el bloqueo de

la corriente es cercano al 100%.
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Los resultados mostraron que conforme fue aumentando la concentracion
de erisopina, la corriente inducida por acetilcolina fue menor (Figura 17, B). Con 2
nM de erisopina, el porcentaje de la corriente remanente inducida por acetilcolina
fue de 87.4 + 2.6%, con 5 nM de 65.9 £ 2.6 %, y con 20 nM fue de 23.9 £ 5.4 %.
Ajustando los datos con la ecuacion de Hill, se obtuvo la ICso de erisopina para los

receptores nicotinicos a4p4, que fue de 9.3 + 0.7 nM, y el coeficiente de Hill (nH)

de 1.2 +0.1.
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Figura. 17. Bloqueo de la respuesta de acetilcolina por erisopina en funciéon de su
concentracion. A) Relacion dosis-respuesta de erisopina en corrientes activadas con 500
nM de ACh. La IC 5, es de 9.3 nM B) Registros del efecto inhibitorio de algunas
concentraciones de erisopina sobre la corriente inducida por ACh.
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6.4. Erisopina como antagonista competitivo

En este proyecto se evaludé si este alcaloide compite o no con la
acetilcolina, por el mismo sitio de union en los receptores nicotinicos a4p4. Para
ello se realizaron las curvas dosis-respuesta a concentraciones de 500 nMy 2 uM
de acetilcolina

Los resultados mostraron que la amplitud de la corriente va aumentando en
funcibn de la concentracion de acetilcolina, asi como la rapidez de
desensibilizacién. En la Figura 18 A, se observa que la curva dosis-respuesta
obtenida con 2 uM de acetilcolina esta desplazada hacia la derecha de la curva
obtenida con 500 nM de acetilcolina. Haciendo evidente que a la misma
concentracion de erisopina el porcentaje de bloqueo es menor cuando se activa
con 2 uM que al aplicar acetilcolina 500 nM. Lo cual sugiere que erisopina es un
antagonista competitivo. En la Figura 13 B, se ilustran dos registros que
pertenecen a las concentraciones de 500 nM y 2 uM de acetilcolina evaluadas, en
ambos registros se aplicé erisopina 20 nM, donde se evidencia que el bloqueo de
erisopina 20 nM es mayor cuando se emplea una concentracion de 500nM de
ACh, este efecto inhibitorio de erisopina 20 nM se ve disminuido cuando se
emplea una concentracion mas alta de ACh 2 uM, lo cual indica que erisopina

compite por el mismo sitio de union de ACh.
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Figura 18. Erisopina como antagonista competitivo de los receptores nicotinicos
neuronales. A) Curva dosis - respuesta. Se observa que la curva correspondiente a los
experimentos donde se emple6 2 uM de ACh se encuentra desplazada hacia la derecha,
indicando que al aumentar la concentracion de ACh el porcentaje de bloqueo por
erisopina se ve disminuido. B) Efecto inhibitorio de la corriente i6nica inducida con 500 nM
y 2 uM de ACh. El efecto inhibitorio varia de magnitud dependiendo de la concentracion
de agonista utilizada. Esto indica que erisopina es un antagonista competitivo de
receptores nicotinicos a4p4.
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6.5. Efecto de erisopina en comparacion con otros antagonistas

Con la finalidad de obtener informacién comparativa, en este proyecto se
evalué el efecto de erisopina 20 nM en comparacion con otros antagonistas
competitivos selectivos de receptores nicotinicos neuronales del subtipo a4f4, los
antagonistas empleados fueron: dihidro-beta-Eritroidina (DHBE, RBI-Sigma) y
erisodina (proporcionado por la Dra. Maria Eugenia Garin Aguilar. Facultad de
Estudios Superiores Iztacala. UNAM), ambos a una concentracion de 20 nM. En la
Figura 19 se muestran los registros obtenidos con 20 nM, de los tres
antagonistas, estos se presentan en orden decreciente de bloqueo. La corriente
inducida con 500 nM de ACh se inhibe 76.1 + 3% con 20 nM erisopina, 46.0
1.1% con 20 nM de erisodinay 17.6 + 3.3%, con 20 nM de DHpE. Esta diferencia
en la inhibicion se observa mas claramente en la Figura 20 donde se hace
evidente que la erisopina bloquea 1.6 veces mas que la erisodina y 4 veces mas
que la DHBE. Esto sugiere que la erisopina, a una concentracion de 20 nM tiene
mayor efecto de bloqueo que erisopina y DHBE en los receptores nicotinicos

neuronales o4p4.
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ACh 500 nM
______ erisopina 20 nM

Figura 19. Erisopina en comparacién con antagonistas competitivos.
Registros de tres antagonistas de receptores nicotinicos neuronales. El porcentaje
de bloqueo de la corriente activada con 500 nM de acetilcolina se muestra para
cada antagonista. EI mayor porcentaje de bloqueo se observa en el registro con
erisopina (76.1%, trazo en rojo) y el menor bloqueo se observa para la DHBE
(17.58%, trazo en verde). Lo cual indica que la erisopina a esta concentracion (20

nM) tiene un efecto mayor que erisodinay DHBE en receptores nicotinicos a44.
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Figura 19. Antagonistas de receptores nicotinicos neuronales. La inhibicion de la
corriente generada por 500 nM de ACh fue 76.1 + 3% con 20 nM de erisopina, 46.03 +
1.1% con 20 nM de erisodina y 17.58 * 3.3% con 20 nM de DHBE. De estos tres

antagonistas erisopina inhibe mas.

Una vez caracterizado el efecto del alcaloide erisopina sobre el subtipo de
receptor nicotinico a4p4, se procedio a evaluar el efecto de este alcaloide sobre

otros subtipos de receptores, para evaluar si es un antagonista selectivo.
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6.6. Relacion dosis-respuesta de erisopina en los receptores
nicotinicos a4p2

Para el caso de este subtipo de receptor o432, se observa que la erisopina
inhibe las corrientes inducidas con acetilcolina. Se probaron dos concentraciones
de acetilcolina, una pequefia de 500 nM y otra de 50 uM. Los registros muestran
gue la inhibicibn de erisopina disminuye al aumentar la concentracion de
acetilcolina; lo que indica que estd compitiendo por el mismo sitio de union a
acetilcolina, asi podemos sugerir que erisopina es un antagonista competitivo de

receptores nicotinicos neuronales o432 (Figura 19).
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Figura 20. Antagonista competitivo de receptores nicotinicos a4p2. Efecto inhibitorio
de 20 nM de ACh sobre la corriente iénica inducida con 500 nM y 50 uM de ACh. Los
efectos inhibitorios varian dependiendo de la concentracién utilizada de agonista. A
medida que se incrementa la concentracién de ACh la inhibicion por erisopina disminuye.
Esto indica que erisopina es un antagonista competitivo de receptores nicotinicos a4f2.
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6.7. Erisopina en receptores nicotinicos musculares a1p1yd

Posteriormente se procedié a evaluar el efecto del alcaloide erisopina en
receptores nicotinicos musculares de rata, para determinar si es un antagonista
selectivo de receptores nicotinicos neuronales. En la Figura 20 se muestran dos
registros obtenidos en ovocitos que expresaban receptores nicotinicos
musculares, cuya corriente fue activada con 500 nM de acetilcolina. Es evidente
gue erisopina 20 nM tuvo muy poco efecto sobre la corriente, inhibiendo sélo el 3.8
+ 0.04%. Lo que indica que erisopina es un antagonista selectivo de receptores

nicotinicos neuronales.
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Figura 20. Efecto de erisopina en receptores nicotinicos musculares alflys. La
inhibicion de receptores nicotinicos musculares por erisopina 20 nM fue 3.8 + 0.04% de la
respuesta inducida con 500 nM de acetilcolina.

6.8. Erisopina potente antagonista de receptores a42

Después de que se evaluaron algunas caracteristicas de los efectos
inhibitorios que tiene la erisopina sobre los receptores neuronales a4p2y a4p4 se
hizo una comparacién con la finalidad de mostrar la afinidad de la erisopina por

estos receptores.

81


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Los resultados mostraron que erisopina es un antagonista mas potente para
inhibir a los receptores nicotinicos neuronales a4p2 que a los receptores a4p4. En
la Figura 21, se observa que la curva dosis-respuesta para los receptores
nicotinicos neuronales a4p2 (trazo negro) esta desplazada a la izquierda de el
trazo en azul que corresponde a los receptores a4pB4. Haciendo evidente que a la
misma concentracion de erisopina el porcentaje de blogueo es mayor en los
receptores nicotinicos a4p2 que en los receptores a4p4. Erisopina es mas potente
para inhibir a los receptores nicotinicos neuronales a4p2 ( ICsp = 2.74 £ 0.80 nM,
nH = 1.5 + 0.05) que a los receptores nicotinicos a4p4 ( ICso = 9.81 + 0.66 nM, nH

= 1.2 +0.08)
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Figura 21. Erisopina potente antagonista de receptores nicotinicos neuronales
a4B2. Curva dosis-respuesta. Se observa que la curva en negro que corresponde a los
receptores nicotinicos a4f2 esta desplazada a la izquierda de la curva en azul que
corresponde a los receptores a4f4, indicando que a la misma concentracion de erisopina
el porcentaje de bloqueo es mayor en los receptores nicotinicos o4p2 que en los
receptores o4p4. Erisopina es mas potente para inhibir a los receptores nicotinicos
neuronales a4f2 (ICsp = 2.74 £ 0.80 nM, nH = 1.5 + 0.05) que a los receptores nicotinicos
04p4 (ICs=9.81 £ 0.66 nM, nH = 1.2 £ 0.08).
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6.9. RESUMEN DE RESULTADOS

Erisopina inhibe las corrientes inducidas por acetilcolina en los receptores
nicotinicos neuronales a4p4 dependiendo de su concentracion, con una ICsg

de 9.3 nM.

Erisopina inhibe las corrientes inducidas por acetilcolina en receptores
nicotinicos neuronales o432 dependiendo de su concentracion con una ICsg

de 2.74 nM.

Erisopina es un potente antagonista de receptores nicotinicos neuronales

o4p2.

Erisopina actlia como antagonista competitivo en los receptores nicotinicos

neuronales a4p4 y a4p2 activados con acetilcolina.

Erisopina es mas potente que Dihidro B eritroidina y erisodina para inhibir a

los receptores nicotinicos neuronales a4p4

Erisopina no inhibe receptores nicotinicos musculares a11y3
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7. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue determinar los efectos del alcaloide
erisopina en los receptores nicotinicos neuronales a4p4.

La erisopina tiene una similitud estructural a la dihidro-beta-eritroidina
(DHBE), un derivado sintético del alcaloide B-eritroidina presente en el mismo
género (Erythrina), el cual es un alcaloide antagonista no competitivo de los
receptores nicotinicos neuronales heteroméricos. La DHBE bloquea la respuesta
del agonista en receptores de rata a4p2 y a4p4, con un valor de ICso de 370y 190
nM, respectivamente (Harvey y Luetje, 1996). En receptores expresados en
células PC12 y TE671, DHBE es aproximadamente 10 veces mas selectivo para
receptores nicotinicos humanos a4p4 que para a4p2, con una ICso de 10 y 110
nM, respectivamente (Chavez Noriega et al.,, 1997). En el presente estudio
erisopina inhibi6 las corrientes activadas con acetilcolina en el receptor nicotinico
04p4, dependiendo de la concentracion de erisopina. El valor calculado de la ICso
en este estudio es 9.3 nM, mientras que la ICso de DHBE para este mismo
receptor es de 0.19 £ 0.01 uM (Papke et al., 2008), por lo cual erisopina es un
inhibidor mas potente de receptores nicotinicos a4p4 que la DHBE.

Para el caso de los receptores nicotinicos neuronales o4p2 de rata se
encontro que erisopina es un potente inhibidor, cuya ICsp es de 2.7 nM incluso la

inhibicion es mayor que en los receptores a4p4.
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En comparacion con su homélogo a4p2 de humano donde la erisopina
presenta una ICso de 201 nM (lturriaga-Vasquez et al., 2010), erisopina €s mas
potente para inhibir los receptores nicotinicos neuronales de rata a4p2 cuyo ICs
es del orden de 2.7 nM, aunque esto podria variar dependiendo de la
concentracion empleada de acetilcolina con la que se activa el receptor nicotinico.,

Esto evidencia que pese a que las subunidades de receptores nicotinicos
neuronales humanos a4p2 y a4p4 muestran del 91-99% de aminoé&cidos idénticos
con su homélogo de rata (Anand y Lindstrom, 1990), las pequefias diferencias que
existen en las secuencias de aminoacidos pueden afectar las propiedades de los
receptores nicotinicos.

Por otro lado, erisopina es un antagonista competitivo de receptores
nicotinicos neuronales a4p4, debido a que a la misma concentracion de erisopina,
el porcentaje de blogueo varia dependiendo de la concentracion de acetilcolina
empleada. Cuando se activa con 2 uM el bloqueo es menor que al emplear
acetilcolina 500 nM, lo cual sugiere que es un antagonista competitivo; lo mismo
ocurre en receptores nicotinicos neuronales de humano del subtipo o4p2
(Iturriaga-Véasquez et al.,, 2010). De esta manera sabemos que el alcaloide
erisopina esta interactuado en el mismo sitio de union de la acetilcolina.

Se sabe que varios residuos de aminoacidos que estan altamente
conservados contribuyen al sitio de unién de la acetilcolina, estos se encuentran
en seis secuencias no contiguas, llamadas asas A, B y C (el principal componente

esta dentro de la subunidad o4), y D, E y F (este componente complementario se
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localiza dentro de la subunidad B). En los receptores o432 esos residuos son los
siguientes:
04Tyrl26, a4Trpl82, adTyr223, a4Tyr230y B2Trp82.

Es decir, el dominio extracelular de las subunidades a y 3 de los receptores
nicotinicos, contribuyen a la sensibilidad para DHBE (Harvey y Luetje, 1996).

Por otro lado, erisopina al igual que DHBE y otros alcaloides del género
Erythrina poseen un nitrdgeno terciario en el catecol, este nitrdgeno es un punto
importante de interaccién con el sitio de union al receptor nicotinico (Crestey et al.,
2013).

La inhibicion podria estar parcialmente gobernada por interacciones entre
erisopina y los residuos arométicos conservados en el sitio de union a agonistas
de los receptores nicotinicos. Al parecer el grupo lactona de erisopina encaja en la
canasta que forman los residuos Tyrl26, Tyr223, Tyr230 y Trpl82 presentes en la
subunidad o y Trp82 de la subunidad (3, siendo el grupo hidroxil ubicado en el
carbono 16 de la erisopina el que establece un puente de hidrégeno con el residuo
04Tyrl26, y al parecer es esta interaccion la que contribuye a la sensibilidad de la

inhibicién del receptor nicotinico por la erisopina (lturriaga-Vasquez et al., 2010).

Para los agonistas, la principal interaccion es con Trpl82 de la subunidad a,
mientras que la principal interaccién de erisopina podria ser con el Asp196, esto
debido a que el nitrégeno de erisopina tiene un gran impedimento estérico debido
a estructura triciclica que lo rodea (lturriaga-Vasquez et al., 2010), asi es que,

erisopina actia directamente en el mismo sitio de unién a ACh, aunque con
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algunas pequefas diferencias determinadas por el impedimento estérico del
nitrogeno presente en la estructura de erisopina. Actuando erisopina como un

antagonista competitivo selectivo de receptores nicotinicos neuronales a4f2.

Finalmente se realiz6 una comparacion sobre los receptores neuronales
04B2y ad4p4y musculares alPBlyd, donde se observdO que erisopina es un
antagonista muy afin para los receptores nicotinicos neuronales, siendo mas
potente para inhibir a los receptores nicotinicos neuronales a4p2 con una ICsy de
2.74 nM que a los a4p4 cuya IC50 es de 9.3 nM y es muy poco afin a los
receptores nicotinicos musculares. Debido a la afinidad que presenta erisopina por
los receptores nicotinicos neuronales podria ser util en el tratamiento o control de
algunos trastornos.

Por otro lado, sabemos que los receptores nicotinicos de acetilcolina se
definieron inicialmente como muscarinico o nicotinico, basados en la activacion
selectiva por dos productos naturales, nicotina y muscarina, a partir de ahi otros
agonistas nicotinicos han sido descubiertos a partir de fuentes naturales,
incluyendo la citisina, anatoxina, anabaseina, epibatidina y epiquinamida.

Fuentes naturales también han proporcionado antagonistas nicotinicos,
como tubocurarina, metillicaconitina y B-eritroidina. Estos productos naturales han
proporcionado las estructuras base para el disefio de una amplia gama de agentes
sintéticos.

Erisopina es un antagonista competitivo de receptores nicotinicos

proveniente de una fuente natural, hay mucho por explorar, pues, tal vez exista
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aun, otro compuesto en la naturaleza que pueda ser Util para la caracterizacion
farmacolégica o sirva para el tratamiento de patologias en las que estan

involucrados los receptores nicotinicos.
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8. CONCLUSIONES

Analizando los resultados obtenidos en este proyecto podemos concluir que
erisopina tiene un efecto inhibitorio sobre las corrientes ionicas inducidas por
acetilcolina en los receptores nicotinicos neuronales o4p4 y o4p2 que fueron
expresados en ovocitos de Xenopus laevis. Este efecto es el resultado de la
interacciéon de este alcaloide en el mismo sitio de unién para la acetilcolina, debido
a que la inhibicion es competitiva.

El alcaloide erisopina es un blogueador mas potente en receptores
nicotinicos neuronales a4p2 que en receptores neuronales o4p4.

Erisopina es muy poco afin a receptores musculares.
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9. PERSPECTIVAS

Es importante continuar explorando el efecto de erisopina sobre otros

subtipos de receptores nicotinicos, para determinar si este alcaloide es subtipo-
selectivo.
Los posibles usos clinicos de las sustancias que interactlan con los receptores
nicotinicos son de gran interés, debido a que estos podrian ser utilizados en el
tratamiento 0 manejo de algunas patologias tales como Alzheimer, Parkinson,
ansiedad y depresién, entre otros.

Asi pues, es importante continuar con la caracterizacion de los receptores
nicotinicos, para entender de qué manera participan en una determinada funcién
fisiologica o patologica, para asi poder diseflar farmacos selectivos que
interactien con un solo subtipo de receptor.

Para finalizar es importante continuar explorando las fuentes naturales
(muchas de ellas empleadas en medicina tradicional) pues tal vez hay algun
compuesto que pueda ser util para tratar algunas patologias donde estan
involucrados los receptores nicotinicos, o bien sirvan de base para el disefio de

nuevos farmacos.
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