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EFECTO DE INYECCIONES INTRAHIPOCAMPALES DE ERISODINA SOBRE UN
LABERINTO ELEVADO EN T-.

Susana Graciela Sanchez Herrera, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

En plantas del género Erythrina se encuentra presente el alcaloide erisodina, el cual se
ha demostrado que actia como un antagonista de los receptores nicotinicos
neuronales a4B32. En este estudio erisodina se aislo de las semillas de tres diferentes
especies de Erythrina y su estructura quimica se determindé por RMN-H!. La
participacion del alcaloide erisodina sobre los receptores 0432 se evalué mediante una
tarea de Laberinto T Elevado, cuyo procedimiento consta de dos fases (entrenamiento
y prueba). Para esta investigacion los sujetos experimentales fueron ratas macho de la
cepa Wistar a los cuales se les insertaron bilateralmente canulas dirigidas hacia el
hipocampo dorsal. Una semana después de la cirugia y antes del entrenamiento,
grupos independientes de sujetos recibieron los siguientes tratamientos: nicotina (3.4
Mg/uL) o erisodina (3.4, 6.8 pg/pL) o solucién salina 0.9% (SAL) (1 pL/min), a un grupo
adicional de animales no recibié tratamiento (INT). Pasados 30 minutos de la
administracion, cada rata fue colocada al inicio del brazo cerrado del laberinto T
Elevado y se cronometrd el tiempo en segundos en que el sujeto tardé en llegar a uno
de los brazos abiertos (LB). El animal fue sacado del laberinto y colocado en su caja
durante 30 segundos para repetir dos veces mas el mismo procedimiento,
registrandose las latencias de Evitacion (EV1 y EV2) respectivamente. Por otro lado,
para evaluar el Escape (ESC1), el sujeto se coloco al final del brazo abierto y se
registré el tiempo que tardé en desplazarse hacia el brazo cerrado (latencia de escape).
Veinticuatro horas después se realiz6 la prueba, colocando nuevamente a los animales
en el Laberinto T Elevado para medir una evitacion (EV3) y un escape (ESC2).

Los resultados muestran que en la obtencion de erisodina, el mejor rendimiento se
obtuvo con las semillas de Erythrina herbacea y el andlisis por RMN-H! elucidd su
estructura quimica. El modelo de Laberinto T evidenci6 el efecto ansiolitico de nicotina
y la actividad ansiolitica dosis dependiente de erisodina. Con respecto a sus efectos
sobre la memoria en la tarea, no hubo afectacion con el agonista nicotinico; sin
embargo, ambas dosis de erisodina la deterioraron. Erisodina y nicotina también
disminuyeron el trastorno de panico asociado al escape y deterioraron la memoria del
evento aversivo. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el papel de los
receptores nicotinicos a432 en la modulacion de los procesos de ansiedad y memoria.
Palabras clave: Erisodina, receptores nicotinicos, hipocampo dorsal, memoria,

ansiedad.



EFFECT OF INTRAHIPPOCAMPAL ERYSODINE INJECTIONS ON ELEVATED T-
MAZE

Susana Graciela Sanchez Herrera, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Erysodine is an alkaloid found in plants of the genus Erythrina, which has been shown
to act as an antagonist of neuronal a4f32 nicotinic receptors. In this study erysodine was
isolated from the seeds of three different Erythrina species and its chemical structure
was determined by H!-NMR. The involvement of the alkaloid erysodine on a4pB2
receptors was assessed by an Elevated T-Maze task, whose procedure consists of two
phases (training and testing). Male Wistar rats were used with cannulae inserted
bilaterally into the dorsal hippocampus. One week after surgery and before training,
independent groups of subjects received the following treatments: nicotine (3.4 pg/pL)
or erysodine (3.4, 6.8 pg/pL) or 0.9% saline (SAL) (1 pL/min), an additional group of
animals received no treatment (INT). After 30 minutes of administration, each subject
was placed at the beginning of the closed arm of the Elevated T maze and the time in
seconds the subject took to reach one of the open arms (LB) was recorded. The animal
was removed from the maze and placed in its box for 30 seconds to repeat the same
procedure two more times, recording the avoidance latencies (EV1 and EV2)
respectively. On the other hand, to assess Escape (ESC1), the subject was placed at
the end of the open arm and the time it took to move towards the closed arm (escape
latency) was recorded. Twenty-four hours later the test was performed, placing the
animals again in the Elevated T Maze to measure avoidance (EV3) and escape (ESC2).

The results show that in obtaining erysodine, the best yield was obtained with the seeds
of Erythrina herbacea and the H!-NMR analysis elucidated its chemical structure.
Elevated T-Maze evidenced the anxiolytic effect of nicotine and the dose-dependent
anxiolytic activity of erysodine. With respect to its effects on memory on task, there was
no impairment with the nicotinic agonist; however, both doses of erysodine impaired it.
Erysodine and nicotine also decreased escape-associated panic disorder and impaired
memory of the aversive event.

The results obtained highlight the role of a432 nicotinic receptors in the modulation of
anxiety and memory processes.

Key words: Erysodine, nicotinic receptors, dorsal hippocampus, memory, anxiety.
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I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, en todo el mundo se ha incrementado el interés por el estudio
de las plantas medicinales. El uso tradicional de medicamentos a base de plantas era
la regla durante toda la historia de la humanidad. Se ha reconocido que es un
complemento eficaz a la medicina moderna, y puede ser aceptado por las autoridades
de éste ambito (OMS, 2000).

La OMS establece como medicina tradicional al “Conjunto de conocimientos, aptitudes
y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como
para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o
mentales” (OMS, 1991).

Las practicas que se hacen en la medicina tradicional varian en gran medida de un pais
a otro y de una regidon a otra, misma que se ha influenciado por la cultura, las
costumbres, los recursos naturales disponibles y la filosofia de los pueblos que las
utilizan incluyendo la experiencia de los habitantes y los conocimientos transmitidos de
generacion en generacion. Este conjunto de conocimientos proporciona la seguridad y
eficacia a la practica de la medicina tradicional. La investigacion cientifica puede
proporcionar evidencia de soporte, sin minimizar el conocimiento y experiencia que se

han adquirido a lo largo de los siglos de las préacticas establecidas (OMS, 2000).

La mayoria de la poblacion utiliza o ha utilizado plantas medicinales para la prevencion
o alivio de ciertas enfermedades o padecimientos (Sagera 1991); sin embargo recalca
gue es importante estudiar las propiedades que estas plantas poseen asi también de

las reacciones que éstas pudieran ocasionar debido a los componentes que poseen.

En los dltimos afos, la herbolaria ha sido particularmente revalorada y promovida en
nuestro pais. El principal enfoque que se le ha dado es sobre la aplicacion en
enfermedades; es también una practica que sigue tan arraigada en nuestro pueblo

desde hace mucho tiempo (Nakagawa, 1991).

En México hay cerca de 4500 especies que son utilizadas en una gran variedad de



tratamientos fitoterapéuticos y que forman parte de la herbolaria tradicional mexicana.
Por ello nuestro pais actualmente tiene el segundo lugar a nivel mundial en cuento el
namero de plantas medicinales utilizadas (Martinez, 1996; Barragan, 2006). Debido al
uso de estas plantas, en algunos paises subdesarrollados y desarrollados se ha
incrementado el uso y la comercializacion de fitofarmacos y productos naturales
(Chavez y Roldan, 1994), y muestra de ello es el gran aumento en la demanda mundial

por estos productos.

Existen plantas que desde tiempos antiguos han sido utilizadas en la medicina
tradicional. Entre estas plantas se encuentran las de género Erythrina, y que en México
se encuentran representando a un gran namero de especies. Por ello se requiere
realizar un trabajo de tipo fitoquimico y farmacolégico a nivel del Sistema Nervioso

Central (SNC) ya que las investigaciones en estas areas son escasas.



Il. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION
2.1 Justificacion

El alcaloide erisodina es un antagonista nicotinico competitivo de receptores
acetilcolinérgicos que presenta siete veces mas afinidad al receptor neuronal subtipo
0432, lo que lo convierte en una herramienta auxiliar en la caracterizacion funcional de
estos receptores. Los receptores 0432 del hipocampo dorsal participan de manera
significativa en el proceso de consolidacion de la memoria; por ello, se esperaria que la
administracion de erisodina en el hipocampo dorsal produzca mayor deterioro en la
retencion, que la observada con la administracion de antagonistas con menor afinidad a

estos receptores como DHJE.

Por otro lado, existen evidencias que las estructuras cerebrales implicadas en la
modulacién de la memoria y en la ansiedad se superponen (Tomaz et al., 1992). El
modelo de laberinto T elevado, tiene como ventaja evaluar en la misma prueba los

efectos de los farmacos sobre la ansiedad y la memoria (Viana et al., 1994).

En esta investigacion se plantea el siguiente objetivo general y los subsecuentes

particulares:
2.2 Objetivo General:

Evaluar el efecto de la administraciéon de erisodina en el hipocampo dorsal de ratas
entrenadas en el Laberinto T Elevado
2.3 Objetivos Especificos:

> Aislar el alcaloide erisodina a partir de semillas de especies del género Erythrina.

> ldentificar y cuantificar mediante técnicas espectroscopicas el alcaloide

erisodina.

» Analizar el efecto ansiolitico de la erisodina y su efecto en la memoria y la

ansiedad en un modelo conductual de Laberinto en T Elevado.



lII.LREVISION DE LITERATURA
2.1 Distribucién de Erythrina

El género Erythrina pertenece a la subfamilia Papilionidae de la familia de las
Leguminosas (Fabaceae) (Krukoff y Barneby, 1974; Neill, 1988). Fue Carl Linneo en
1753, quien describi6 y caracterizé a la especie Erythrina corallodendron (especie tipo),
de acuerdo a la forma que las plantas presentan los verticilos de la flor (céliz,

estandarte, alas y quilla) (Figura 1).

]

ERYTHRINA

Figura 1. Caracteres taxonémicos de la especie tipo Erythrina corallodendron L. (Dibujo
de Angelo Donati (AHMUHNAC, RES.2, vol. 3, Tab. 347)).

Se conocen cerca de 113 especies (Neill, 1993), éstas especies se distribuyen en las
regiones tropicales, subtropicales y en zonas templadas en el mundo. De acuerdo a
Neil (1993) y Granados y colaboradores (2005), existen cerca de 70 especies que se
distribuyen en América, 31 especies en el continente africano, y aproximadamente 12
especies en Asia y Oceania (Figura 2). Se presentan en una amplia variedad de
habitats, que van desde el bosque tropical lluvioso y desiertos aridos hasta bosques
montafiosos con altitudes superiores a los 3000 msnm. La mayoria son arboles,

algunos son arbustos y hierbas perennes con raices lefiosas.
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En Meéxico, se tienen registrados aproximadamente 27 especies las cuales se
distribuyen en zonas tropicales calientes y templados y algunas otras en las regiones

aridas.

Figura 2. Distribucién del género Erythrina en el mundo (tomado de Velasquez et al.,
2019)

2.2 Caracteristicas botanicas del género Erythrina

Las especies de Erythrina tienen ciertas caracteristicas botanicas con las que pueden
identificarse facilmente en el campo. Alcanzan una altura entre 4 y 12 metros, su tallo
es color amarillento e irregular y sus ramas espinosas (Figura 3). Las hojas son
pinnadas vy trifolioladas, alternas con hojuelas de 10 cm de largo, casi cordiformes o
deltoideas y en la mayoria de los casos glabras o pubescentes, provistas de estipulas,
generalmente se oscurecen al secar. Los foliolos tienen forma romboides, asi como
ovados, elipticos o suborbiculares, el dpice es agudo, acuminado u obtuso, la base
obtusa, truncada o aguda, margen entero, pubescentes o glabros, presenta tricomas
simples y en ocasiones pueden ser dendritico-equinoides (Granados et al., 2005).



Figura 3. Arbol de Erythrina coralloides (tomado de researchgate.net)

Su follaje frondoso y caduco es verde claro. La palabra Erythrina proviene del griego
Erythros el cual hace referencia al color rojo que poseen las flores. En ocasiones se
ven ejemplares unicamente con flores terminales de verticilos pentameros o tetrdmeros
con céliz y corola, los cuales son de color rojo vivo y se producen en conjuntos
terminales cénicos. Constan de un estambre largo aproximadamente de 6 cm y otros 9
fusionados. Las alas y la quilla son pequefas (1 cm) de color blanquecino. El gineceo
esta rodeado en su base por un nectario y consta de un ovario alargado, comprimido
con un estilo simple que termina en un estigma pequefio (Figura 4) (Granados et al.,
2005).

-“‘w,-"f. e ,;"

Figura 4. Flores de Erythrina americana (tomada en Tepatepec Hidalgo)
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El fruto que poseen las especies de Erythrina es una vaina con estrechamientos a lo
largo de la misma que limitan a los compartimientos donde se encuentran las semillas.
Estas semillas poseen un color rojo vivo, rojo escarlata o en ocasiones de color naranja

muy brillantes, la testa de la semilla es lisa y carece de endospermo (Figura 5).

Figura 5. Frutos y semillas del género Erythrina sp. (Tomada de
davesgarden.com)

Algunos autores (Ariza et al., 2010; Grados y Peldez, 2012; Corado y Escobar, 2013;
Aguirre et al., 2015; Lépez et al., 2016) hacen mencién del uso de la madera que es
empleada para la elaboracion de casas, algunos muebles y también como combustible

o lefa.

En cada region se le ha nombrado de diferentes maneras de acuerdo a Aguilar y Zolla
(1982). Algunos de los nombres con los cuales se ha nombrado a este género son
coral tree (en inglés), equemite (Puebla), coralina (Baja California), colorin (Tlaxcala),
chocolin (Hidalgo), madre del cacao (Tabasco), patol (Veracruz), zompantli (Estado de
México, Guerrero y Tlaxcala).



2.3 Aporte nutricional

La FAO considero a este género en el listado de las especies mas importantes en la
seguridad alimentaria. Es una especie que aporta proteinas, minerales, carbohidratos y
fibra, los cuales ya que se ha demostrado son de importancia en la dieta humana y en
la dieta animal, (Zavaleta et al., 2010; Guevara et al., 2014; Ashfod et al., 2017).

El valor nutritivo de algunas plantas de Erythrina, se ve afectado por las condiciones
ecoldgicas varia con la estacion, la edad, el tipo de suelo, entre otros factores (Romeo
y Bell, 1974). Sotelo y colaboradores en 1993, sefialaron que las semillas detoxificadas
de las especies E. breviflora y E. americana contienen una alta cantidad de proteinas
(38.5 y 42.5% respectivamente) e indicaron que éstas presentan un balance de
aminoacidos satisfactorio para ser utilizadas como suplemento alimenticio en forrajes.
Adicionalmente contienen 0.1 y 0.3% de grasa. La cantidad de alcaloides es
inversamente proporcional al contenido de aminoacidos, lo cual indica que cuando
existe una mayor cantidad de aminoacidos, la cantidad de alcaloides es menor (Romeo
y Bell, 1974).

Se usa en alimentacion animal para bovinos, ovinos, caprinos, porcinos y en la
produccion acuicola. A menudo se procesa como ensilaje, en el cual hay una
fermentacion del forraje y ocasionalmente también de los frutos (vainas y semillas),
esto con la finalidad de aumentar la biodisponibilidad. Como resultado de ello en el
sector pecuario se genera una mayor rentabilidad (Guzman, 2010; Meza et al., 2014;
Aguirre et al., 2015; Lopez et al., 2016; Montero, 2016; Lopez y Bricefio, 2017).

2.4 Ornamental

Por la belleza de sus flores las plantas del género Erythrina han sido utilizadas como
ornamentales en calles, jardines y parques de grandes ciudades del trépico y
subtrépico. En la Ciudad de Meéxico especies como E. americana y E. coralloides
adornan las calles de la ciudad y en Paraguay es usada E. falcata para este mismo fin.
Las semillas son empleadas para elaborar artesanias, como collares, pulseras, aretes.
También por la suavidad de la madera se elaboran algunos instrumentos musicales de

acuerdo a la cultura de cada localidad.



2.5 Otros usos

Ademés de los anteriores usos, las plantas Erythrina se utilizan como cercas vivas
delimitando los predios o terrenos. También se establecen como cultivo para la
recuperacion de algunos suelos y es comun la introduccion de estas especies en

sistemas del tipo agroforestales y silvopastoriles.

Debido a las caracteristicas biologicas, diversos autores (Vijaya et al., 2008; Villanueva
et al., 2008; Gagliardi, et al., 2015; Farfan et al., 2016) hacen mencion de que las
plantas de Erythrina son resistente a los cambios bruscos de temperatura y pH, asi
como a las inundaciones y sequias. Las plantas actian en la fijacion del nitrégeno,
aportan grandes cantidades de biomasa y ademas tienen la caracteristica de tolerar
altas concentraciones de metales como el aluminio. Ademas de ello Buttgenbach y
colaboradores en 2012, reportaron que algunas especies como Erythrina ulei
incrementan rapidamente el diametro del tronco de forma anual, lo cual hace que esta
especie se utilice en la recuperacion de bosques premontanos. Son una excelente
opcion en la fijacion de diéxido de carbono atmosférico y asi ayudar a mitigar los
efectos del cambio climatico. Debido al color llamativo de las flores y semillas, éstas
atraen una gran diversidad de aves, mariposas y abejas, lo cual hace que haya un
aumento en la polinizacién de las especies que se encuentran asociadas (Aguilar y
Aguilar, 2011; Farfan, 2012; Ventrichi, 2014; Cardenas, 2016).

2.6 Etnobotanica

Las especies del género Erythrina (Leguminosae), han sido fuente de diversos estudios
gracias al alto contenido de proteinas de las semillas, como se menciond en la seccion
anterior. Este género contiene metabolitos secundarios que le confieren diversas
propiedades biolégicas. Estos metabolitos son fenoles, alcaloides o lecitinas (Pino et
al., 2004; Bonilla, 2013).

En la medicina tradicional las plantas de Erythrina tienen diversos de usos y
dependiendo de la regién se utilizan para padecimientos como en quemaduras del arco
del pie, abscesos o Ulceras, el tratamiento contra las hemorroides, e inclusive para

tratar enfermedades como la malaria, sifiis o gonorrea. Asi también controlan
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trastornos menstruales y migrafa, disminuyen diarrea, lepra y hepatitis, en afecciones
dérmicas, infecciones urinarias, lesiones de ojos y garganta. También se emplea como
diurético, para eliminar algunas inflamaciones y parasitos, para disminuir la glucosa,
como anticonceptivo, y tiene propiedades sedativas, analgésicas, antisépticas pero
también se le considera una especie toxica (Pino et al., 2004; Mass y Campanera,
2011; De Araujo et al., 2012; Escamilo, 2012).

Las especies que sobresalen por su uso mas frecuente son Erythrina variegata L., E.
abyssinica Lam, E. indica Lam, E. fusca Lour, y E. senegalensis DC (Rageau, 1973).
Asi mismo entre los érganos vegetales que mas se utilizan con fines medicinales son
las hojas y la corteza de Erythrina (33% y 31% respectivamente), otros 6rganos
vegetales como raices, semillas y flores son utilizados por la poblacién, con menor
frecuencia (12, 10 y 8%, respectivamente). Ademas de ello, se utilizan otras partes de
la planta como las ramas, el fruto y ocasionalmente también la planta completa.
Excepcionalmente también la savia de Erythrina variegata se ha utilizado para tratar

padecimientos de infertilidad en la mujer.

Existen cerca de 60 trastornos diferentes que son tratadas con diversas especies del
género Erythrina entre ellas estan aliviar dolores (7%); mitigar infecciones urinarias y
respiratorias, curar infecciones de los ojos, piel y garganta (7%), controlar la fiebre
(6%), curar heridas (5%), contra los trastornos menstruales (5%) y entre otras (Pino et
al., 2004).

En 1943, Rivera reporto que en México, especificamente en Veracruz, las hojas de E.
americana se utilizan contra las Ulceras y abscesos, ademas de curar las picaduras de
insectos; para desinflamar brazos, piernas, cabeza y ojos se utilizan los frutos molidos.
El autor menciona que también en la Huasteca de México, la corteza se utiliza como un
anticonceptivo la cual se toma hervida 40 dias después del nacimiento de los nifios, asi
también en esta region se usa contra el insomnio la infusion de las flores inmaduras. En

Guerrero se combate la malaria utilizando infusiones de toda la planta

En Sonora los habitantes de la etnia Seri utilizan una infusion de las hojas de E.

standleyana para controlar la diarrea, para las hemorragias nasales y dolores de muela.
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En Durango, las semillas de E. flabelliformis son utilizadas para mitigar el dolor de

muelas (Hastings, 1990).

La corteza de otras especies como E. crista-galli se utiliza en Paraguay contra el dolor
de huesos, ademas de inducir el suefio (Hastings, 1990). De acuerdo a Mass y
Campanera (2011), en Guatemala, se utiliza el tallo de E. berteroana como hipndtico.
Las flores en infusidon se emplean como sedantes y para contralar los nervios, ademas
para detener las hemorragias y la disenteria. La corteza cocida en agua se utiliza como

antiséptico y micotico.

En Colombia se eliminan animales no deseados con el uso de las semillas de E.
folkersii y como diurético. Las flores se usan contra las afecciones del térax y producen
somnolencia cuando se consumen; las raices como sudoriferos, y la coccion de toda la

planta se usa contra el apendicitis (Hastings, 1990).
2.7 Metabolitos

Existen sustancias que se encuentran en las plantas, las cuales tienen propiedades
diversas, y en ocasiones la fisiologia y el papel fisiolégico que juegan en ella aun es
desconocido. Estas sustancias pueden clasificarse en dos grupos los metabolitos

llamados primarios y los secundarios.

Los primarios son los metabolitos vitales en el desarrollo de la planta y se encuentran
en grandes cantidades. Su extraccion es relativamente facil extraccion y su

aprovechamiento es relativamente econdmico (Buchanan et al., 2000).

Las plantas emplean carbono y energia a la produccion de moléculas organicas que al
parecer no tienen relacion en reacciones como fotosintesis, respiracion, transporte de
los solutos o en la produccidon de moléculas como, carbohidratos, proteinas y lipidos. A
estas sustancias se les conoce como metabolitos secundarios o productos secundarios

y se encuentran en cantidades menores.

El metabolismo de una planta ya sea primario o secundario, es un todo que se integra
en un programa de desarrollo de la planta, el cual se encuentra regulado en su

expresion genética. Esto implica que cada uno de los pasos del metabolismo se
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expresara solamente en un estado y tiempo de desarrollo definido en la planta. De
acuerdo a Avalos y Pérez-Urria (2009) “La diferencia entre metabolitos primarios y
metabolitos secundarios es solo funcional, por lo que la divergencia entre las vias
bioguimicas es difusa, ya veces un compuesto es considerado un metabolito primario,
pero por la accidbn de una sola enzima se convierte en lo que se considera un

metabolito secundario”.

Ocasionalmente alguna sustancia que se considera como metabolito primario se puede
transformar en uno secundario gracias a la accion de alguna enzima, por otro lado
existen metabolitos secundarios que intervienen en funciones vitales de las plantas
(Valencia, 2013).

2.8 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios estan distribuidos en solo algunos grupos del reino vegetal
y nho en todos. Estas sustancias se producen en cantidades muy pequefias y no en
todos los 6rganos de la planta de forma generalizada. Ademas es frecuente que su
produccién sea restringida Unicamente a un determinado género, a una familia, o

inclusive a solo algunas especies (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

El ser humano ha utilizado a los metabolitos secundarios en la industria cosmeética,
alimentaria y farmacéutica. Muchos de estos metabolitos los utilizo en la medicina para
mitigar y combatir enfermedades. Actualmente, con estas sustancias se producen
medicamentos, aromas, cosméticos resinas, colorantes, saborizantes, drogas adictivas,
insecticidas y potenciadores de sabor (Salisbury y Ross, 1992). El papel metabdlico
primordial que se le confiere a estos metabolitos es la proteccidén al ataque de animales
herbivoros y proteccion contra las infecciones que producen virus y bacterias, ademas,
tienen la funcion de actuar como atrayentes a insectos polinizadores y como agentes
de competencia entre planta y planta (Azcon-Bieto y Talon, 2000). La sintesis y
produccion de metabolitos secundarios es dependiente de la etapa de desarrollo en la
cual se encuentra la planta y el incremento en la cantidad de ellos depende del estrés
abidtico o bidtico al cual estén sometidos. El aumento en la cantidad de los metabolitos

secundarios se relaciona directamente con la sobrevivencia de las plantas, debido a
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gue la sintesis y produccion proviene del metabolismo primario y en ocasiones algunas
sustancias pueden llegar a ser toxicas aun para la misma planta. Es por ello, que
algunos metabolitos secundarios emiten respuestas contra heridas y dafos que les

produzca el ataque de plagas (Sepulveda et al., 2003).
2.9 Clasificacion de los metabolitos secundarios

La clasificaciobn de los compuestos secundarios se basa en los siguientes criterios:
estructura quimica, la accion biologica, el origen biogenético, y la actividad
farmacoldgica (Pedrozo, 2004). De acuerdo la clasificacion de Taiz y Zeiger (2006), los
metabolitos secundarios se clasifican en: productos nitrogenados, productos fendlicos y
terpenoides.

Entre estos metabolitos secundarios se encuentran los alcaloides, los cuales se definen
como compuestos quimicos con caracter basico o alcalino que contienen uno o mas
atomos de nitrégeno; generalmente poseen un anillo heterociclico y presentan accion
fisiologica en animales y en el ser humano. Entre los metabolitos secundarios con
nitrégeno en su estructura estan los alcaloides, glucosinolatos, aminoacidos, aminas, y
glucésidos cianogénicos. Aquellos que no contienen nitrégeno (llamados no
nitrogenados) pueden clasificarse en terpenoides, poliacetilenos, policétidos,

compuestos fendlicos y fenilpropanoides (Sepulveda et al., 2003).
2.10 Productos nitrogenados

De acuerdo con Sajc et al. (2000), entre los metabolitos secundarios nitrogenados se
encuentran los alcaloides y los glucésidos cianogénicos. Los alcaloides pertenecen a
un grupo de sustancias con aproximadamente 4000 estructuras conocidas comerciales.
Muchos de estos alcaloides como la cocaina, nicotina o morfina actdan en personas y
tienen una actividad fisiolégica activa generan un gran interés en la industria
farmacoldgica. Por otro lado, “posiblemente los glucésidos cianogénicos se consideran
los metabolitos secundarios con mayor relacién en las funciones de defensa” (Bennetty
Wallsgrove, 1994).
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Villar, 1999 hace referencia que la unidad estructural basica de las proteinas, alcaloides
y purinas que son los aminoacidos. La biosintesis de los alcaloides se basa en las
reacciones que se llevan a cabo entre algunos aminoécidos y otros metabolitos como
acetato o mevalonato. Por ello, se genera una diversidad de estructuras que da lugar a

todos los tipos de alcaloide que se conocen.

Los alcaloides presentan caracteristicas en comun, pero ademas de ello son sustancias
con moléculas organicas de estructuras mas o menos complejas, que presentan un
heterociclo con uno o mas atomos de nitrégeno; la sintesis de ellos se produce
inicialmente a partir de los aminoacidos o de sus derivados inmediatos y que presentan
con cierta toxicidad, actuando sobre todo en el sistema nervioso central (Azcon-Bieto y
Taldn, 2000).

Existen cerca de 27 000 alcaloides que son extraidos de plantas, organismos marinos,
hongos o de algunos mamiferos. Cerca de 22 000 alcaloides se derivan de las plantas,
y especificamente de 7231 especies de 186 familias. Existen mas de 153 familias que

aun quedan por estudiar (Mitaine-Offer et al., 2002).
2.11 Alcaloides y sus funciones biologicas

Las funciones bioldgicas de los alcaloides dentro de las plantas no estan bien definidas,
pero esta claro que no son producidos en las plantas para una Unica funcion. Algunas

de las funciones bioldgicas de los alcaloides son:

1. Reservas de las sustancias para suplir el nitrdgeno.

2. Productos finales del mecanismo de detoxificacion.

3. La produccién de alcaloides como agentes de defensa o disuasorios alimentarios.

4. Estimulantes o reguladores en las plantas, ejemplo de ello son algunos alcaloides
gue inhiben el crecimiento de plantulas de centeno y cebada, y otro es la colchicina que
inhibe la divisién celular.

5. Reservas para la sintesis de proteinas.

6. Inhibidores de las actividades enzimaticas (Merillon y Ramawat, 1999).
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2.12 Alcaloides de Erythrina

Los alcaloides de Erythrina han sido estudiados desde muchos puntos de vista. Entre
estos estudios destacan aquellos que tienen relacion con la biosintesis y farmacologia
asi como en la elucidacion de estructuras nuevas (Barakat et al, 1977; Chawla y
Jackson, 1989). Carmack y colaboradores (1951), identificaron la estructura del
esqueleto base de los alcaloides de Erythrina llamado eritrinano. Mas adelante se
evidencio la existencia de otros dos grupos de alcaloides, un grupo de aquellos que
presentan un anillo lactonico y otro grupo con los alcaloides de un anillo aromético, en

lugar del lacténico.

Los alcaloides de Erythrina son del tipo isoquinolitico ya que presentan un esqueleto

base denominado eritrinano, el cual estructuralmente es una espiroamina tetraciclica

(Figura 6).
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Figura 6. Esqueleto Eritrinano

Los alcaloides diénicos contienen un sistema dieno conjugado en los anillos Ay B (Fig.
7).

Figura 7. Estructura de los alcaloides diénicos.
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Los alcaloides alquénicos presentan una insaturacion 1,6 en el anillo A (Fig. 8).
R,0

=
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——
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CH,0

Figura 8. Estructura de los alcaloides alquénicos.

Alcaloides lactonicos, en esta clasificacion se incluyen a los que presentan una lactona

insaturada en lugar del anillo aromatico D (Fig. 9).

Figura 9. Estructura de los alcaloides lacténicos.

Existen alcaloides de Erythrina que no corresponden a los anteriores como la
hipaforina, la N-nororientalina y la eribidina. Entre los alcaloides que han sido aislados
del género Erythrina estan: erisovina, erisodina, erisotrina, eritralina, glucoerisopina,
erisotiovina, a y [ eritroidina, eritrocoraloidina, eritratina, eritramina, erisotiopina,

coraloidina entre otros (Hargreaves et al., 1974).
2.13 Distribucién de los alcaloides en la planta

Los alcaloides se presenta en toda la planta y no se localizan en los tejidos especificos.
Las semillas son las estructuras vegetales en donde existe la mayor concentracién de

ellos y representan mas o menos el 1%. El contenido de los alcaloides varia entre las
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especies, entre los individuos de una misma poblacién y en la temporada del afio,
debido a las caracteristicas locales, ambientales e inclusive al tipo de suelo (Aguilar et
al., 1981).

Los alcaloides se encuentran presentes en la planta de dos formas; en forma libre o
conjugada como glucdsidos fendlicos. Los alcaloides libres pueden ser obtenidos
directamente de la extraccion, mientras que los conjugados necesitan ser hidrolizados

en medio acido para aislarlos (Scalabrin, 1984).
2.14 Aspectos farmacologicos de los alcaloides de Erythrina

Los alcaloides que se han encontrado en las especies del género Erythrina son de
interés debido a la accidon farmacoldgica que poseen. En el siglo XIX, se descubri6 la
accion paralizante de los extractos de la semilla de Erythrina, observando un efecto
semejante al del curare. Francisco Rio de la Loza, fue el primer estudioso de estas
sustancias y le dio el nombre de eritrocoraloidina (Lozoya y Lozoya, 1982). Fernando
Altamirano en 1888, aislo otro alcaloide responsable del efecto curarizante al cual le
llamo coraloidina. Encontr6é que paralizaba los nervios motores cuando se administra
de forma intravenosa, pero este efecto es poco marcado de forma oral. Folkers y Major
(1937) estudiaron la coraloidina en el género Erythrina, realizando la separacién de la
misma. Encontraron que eran de dos alcaloides isbmeros que denominaron como o y
- eritroidina (Goodman y Gilman, 2006). El Dr. Prieto investigo la corteza de Erythrina
y hallé diversos componentes; una resina neutra, algunas sales, un alcaloide y dos

sustancias coloridas, una roja y otra amarilla (Lozoya y Lozoya, 1982).

En 1939, son presentados nuevos hallazgos los cuales demuestran la existencia de
alcaloides en 28 especies de Erythrina los cuales poseen un efecto semejante al
curare. Actualmente no se conocen especies de Erythrina que no posean alcaloides
con actividad paralizante. Se ha encontrado una amplia variacion en la toxicidad de las
semillas de las diferentes especies y una uniformidad de la actividad paralizante de los

alcaloides en animales de laboratorio.

Willaman y Bernice (1961) indican que se han investigado 59 especies diferentes de
Erythrina y que de ellas se han aislado 13 alcaloides, los cuales, a excepcién de la
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hipaforina, tienen semejanzas estructurales y farmacologicas. No se han detectado
todos estos alcaloides en una sola especie, pero en E. glauca Willd se han identificado
10 alcaloides en la semilla (Leyva, 1988). Un estudio comparativo realizado por
Guerrero en 1980, hace mencion que Erythrina americana es dos veces mas téxica que

Erythrina breviflora.
2.15 Efectos fisiologicos de los alcaloides del género Erythrina

Debido a la estructura quimica que presentan Evans (1991) menciona que hay gran
diversidad entre los alcaloides. Los efectos farmacoldgicos vy fisioldgicos que presentan
son distintos. Muchos de estos alcaloides actdan sobre el sistema nervioso central
causando pardlisis, otros mas elevan o disminuyen la presion sanguinea, presentan
propiedades analgésicas, anticolinérgicas, antidepresivas, antimalaricas, antitumorales,
estimulantes nerviosos, narcoticos, tranquilizantes o relajantes musculares (Pelletier,
1983).

Los alcaloides como el curare son ineficaces por via oral y su indice terapéutico es
bajo. Los alcaloides mas activos del curare son las sales de amonio cuaternarias, por lo
gue se ha encontrado una actividad curarizante. Los alcaloides del tipo eritrinano que
bloquean la transmision mioneural de los impulsos al musculo esquelético, y
posteriormente se produce la muerte por paralisis respiratoria (Burger, 1960). Los
alcaloides son menos toxicos en dosis terapéuticas, y que normalmente se utilizan para
aumentar relajacion muscular cuando se inhala un anestésico ligero, se emplean para
mantener un paciente en estado de inconciencia y mitigar el peligro cuando se
administra anestesia profunda producida por barbituricos, asi como para presentar la
insensibilidad al dolor (Hill y Kolb, 1999).

Los alcaloides extraidos de semillas de Erythrina tienen propiedades curativas, pero los
isbmeros a y [ de eritroidina asi como su dihidroderivado (dihidro-B-eritroidina)
presentan la mayor potencia en los ensayos clinicos. Al convertir B-eritroidina en la
metasal cuaternaria (metilyoduro de B-eritroidina) la actividad curariforme es casi nula;
esto representa una excepcidn de que la conversion de muchos alcaloides en

metasales cuaternarias presentan accion curarizante (Kats, 1971). Las eritroidinas
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tienen un efecto antagonista de la accion nicotinica de la acetilcolina en la union
sinaptica ganglionar. B-eritroidina y su dihidroderivado producen un tipo de bloqueo
neuromuscular no despolarizante, similar al de la tubocurarina y probablemente posean

un mecanismo de accion idéntico.

Las eritroidinas se absorben por via oral, atraviesan la barrera hematoencefalica y
penetran facilmente en la médula espinal, ejerciendo un efecto depresor en el encéfalo
y la médula espinal. Bloquean la respuesta de las interneuronas de Renshaw a la
acetilcolina liberada por los axones colaterales de las motoneuronas (Bowman y Rand,
1984). La muerte se produce por paralisis motora y por asfixia a consecuencia de la
pardlisis del diafragma (Kolb y Getz, 1976).

La absorcion gastrointestinal de eritroidina y su dihidroderivado, es tan rapida y
completa, hay pocas diferencias entre las dosis orales eficaces y las subcutaneas.
Dihidro-B-eritroidina tiene una accion mas prolongada y es seis veces mas activa que la
B-eritroidina, ambos alcaloides se contrarrestan en la conexion neuromuscular
mediante la accion de las anticolinerasas tales como la prostigmina y a diferencia del
curare producen una depresion del sistema nervioso central en dosis clinicas (Haberer,
2017).

El Dr. Altamirano sugirid6 su uso en lugar del curare para emplearse en experiencias
fisiologicas y para el tratamiento del mal de Corea (Lozoya y Lozoya, 1982). Los
extractos acuosos de semillas de Erythrina administrados tiene una accion tipica a la
del curare administrado en aves, anfibios y mamiferos; no es tan potente en su
duracion como el curare, pero la pardlisis puede ser controlada mas facilmente. Estos
extractos son efectivos por medio de inyecciones intravenosas, intramusculares o
hipodérmicas, pero no por administracion géstrica, se han determinado las dosis
paralizantes del nervio aértico y las dosis toxicas para diferentes animales, la paralisis
respiratoria es de origen periférico (Lehman, 1937). Las plantas del Erythrina tiene un
poder completamente curarico y su accion es acompafada por un aumento en la
reobase y cronoxia de los nervios y musculos. La curarizacion por dosis minimas es
reversible y desaparece después de pocas horas. En los perros el extracto produce

muerte por paralisis del nervio frénico; si se provoca la respiracion artificial y se
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continla por bastante tiempo es posible que el animal se recupere. En sapos y en
mamiferos el extracto paraliza el vago. La inyeccion intravenosa produce una

hipotensién cataléptica (Barrera, 1958).
2.16 Estudios previos realizados con los alcaloides de Erythrina en el SNC

Los estudios farmacologicos en los alcaloides de Erythrina han comenzado desde la
década de los 80’s, entre los estudios méas relevantes con ellos destacan los de
Williams y Robinson (1984), quienes trabajaron con el antagonista nicotinico colinérgico
dihidro-p-eritroidina sobre el tejido cerebral de la rata. Los resultados mostraron que
dihidro-B-eritroidina esta ligado al reconocimiento del sitio nicotinico en el cerebro de la

rata el cual es neuromuscular, méas que del tipo ganglionico.

En 1995, se evaluaron los efectos farmacoldgicos in vivo de dihidro-B-eritroidina, un
antagonista nicotinico, en ratones; concluyeron que este alcaloide, un antagonista
neuromuscular nicotinico, es capaz de bloquear algunas acciones centrales de la
nicotina después de una administracion sistémica. Este mecanismo es diferente al de la
mecamilamina y puede verse involucrado una accion directa de dihidro-p-eritroidina

sobre un receptor nicotinico (Damaj et al. 1995).

Por otro lado se evalué el efecto de las inyecciones intraventriculares del dihidro-f-
eritroidina sobre la memoria espacial de la rata, encontrando que existe una disociacion
entre los efectos de la nicotina y la actividad locomotriz, y que dihidro-B-eritroidina fue
capaz de atenuar significativamente el aumento de la actividad motora horizontal, pero
no afectar la reduccion inicial de la actividad vertical en un laberinto de agua Morris
(Curzon et al., 1996). Los autores mencionan que el proceso nicotinico de memoria
parece estar involucrado en pruebas de memoria espacial debido al blogqueo de los

receptores nicotinicos que presenta con la administracion de dihidro-B-eritroidina.

Se realiz6 una investigacion donde se examind la influencia del antagonista de la
nicotina, dihidro-B-eritroidina (DHBE), sobre varios efectos conductuales de la nicotina
en ratas (Stolerman et al., 1997). Encontrando que la DHBE bloqued6 de forma potente
los efectos del estimulo locomotor activador y discriminativo de la nicotina en dosis que

no antagonizaron sus efectos depresores locomotores y de reducciéon de la velocidad
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de respuesta operante, mencionando que este bloqueo selectivo apoya la participacion
de diferentes subtipos de receptor nicotinico en la mediacion de diversos efectos

conductuales.

En otro estudio se examinoé la capacidad del hidrobromuro de dihidro-B-eritroidina como
antagonista competitivo del receptor nicotinico de alta afinidad (DHBE) para
antagonizar el efecto ansiolitico de la nicotina después de la infusion intra-Nucleo del
Rafe Dorsal (NRD) utilizando la prueba de interaccion social (Cheeta et al. 2001). El
aumento en la interaccion social observado después de la administracion de nicotina (5
ng) en el DRN se revirti6 completamente mediante la coadministracion de 100 ng de
DHBE. Por otro lado 100 ng de DHBE, cuando se administré en el DRN, no modifico el
tiempo dedicado a la interaccién social, sin embargo, aumentd significativamente la
actividad locomotora y este efecto no fue antagonizado por la coadministracion de 5 ng
de nicotina en el DRN. Debido al perfil farmacolégico de DHBE, resultados de esa
investigacion muestran que el efecto ansiolitico de la nicotina en el DRN estd mediado

por el subtipo de receptor nicotinico a432.

En cuanto a los estudios previos realizados con el alcaloide erisodina se menciona el
realizado por Decker y colaboradores en 1995, en el cual evaluaron erisodina
administrada sistémicamente en el cerebro de ratones, atenuando significativamente
los efectos hipotérmicos de la nicotina y su efecto ansiolitico en la prueba de laberinto
en cruz elevado. Hubo una mayor separacion entre las dosis de antagonistas y toxicas
para la erisodina que para la dihidro-B-eritroidina, quizas debido a la mayor selectividad
de la erisodina por los receptores neuronales a432. En ratas, erisodina previno tanto la
disminucién del desarrollo temprano como el aumento del desarrollo tardio de la
actividad locomotora producida por la nicotina. La naturaleza potente y competitiva del
antagonismo de erisodina, junto con su capacidad para ingresar al cerebro después de
la administracion sistémica, sugiere que erisodina puede ser una herramienta util para

caracterizar los receptores de acetilcolina nicotinicos neuronales.

En otra investigacion se compararon los efectos del antagonista competitivo erisodina y
el antagonista no competitivo mecamilamina en ratas entrenadas para discriminar o

autoadministrar nicotina (Mansbach et al., 2000). Encontrando que erisodina (0,3 a 10
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mg/kg) y mecamilamina (0,1 a 1,0 mg/kg) bloquearon la discriminacién de la nicotina .
Asi, basandose en la afinidad conocida de erisodina por los receptores neuronales de
acetilcolina 042 y su selectividad con respecto a los receptores a7 y a11yd, los datos
encontrados concluyen que existe un papel critico de las construcciones de los
receptores neuronales de acetilcolina que contienen 2 en las acciones discriminatorias

y reforzadoras de la nicotina.

Lopez-Varela, (2007), se enfocd en determinar la participacion de los receptores o432
del hipocampo dorsal del cerebro de rata sobre la consolidacion de una prueba de
evitacion inhibitoria utilizando ratas macho Wistar, a los cuales se les administro 1, 6 2
Mg/uL de erisodina para interferir con la consolidaciéon de la memoria, asi como,
grupos adicionales recibieron 1 pug/pL de nicotina 6 2 pg/uL de dihidro-p-eritroidina; al
grupo control se le administr6 1pL/min de solucion salina 0.9%. La ausencia de
diferencias en la adquisicion y el escape sugiere que, en las ratas se presentd una
actividad similar en la primera exposicion a la camara y al exponerse al choque
eléctrico se generd la misma reaccién. Los resultados en este estudio aportan
evidencia sobre la participacion del sistema colinérgico neuronal del hipocampo dorsal

en la consolidacién de la memoria.

En otro estudio se utilizaron ratas macho Wistar a las cuales les fueron colocadas
canulas insertadas bilateralmente en el hipocampo dorsal, la cual es la region del
cerebro que tiene relacién con las tareas de memoria (Garin-Aguilar et al., 2009).
Encontraron que después de 8 dias de ser sometidos a la cirugia, las ratas se
entrenaron en una tarea de evitacion inhibitoria, y posteriormente se les administro
uno de los siguientes tratamientos: 1 6 2 pg/uL de erisodina; 2 pg/uL de dihidro-B-
eritroidina (DHBE) 6 1ug/pL de nicotina. Se establecié un grupo denominado control al
cual se le administro 1uL/min de solucion salina. Veinticuatro horas a la sesion de
entrenamiento se evalud la retencion de memoria, hallando que la dosis con nicotina
no afecto la retencion de la tarea, sin embargo existio un deterioro significativo con los
antagonistas erisodina y DHBE, lo cual demuestra que existe participacion del receptor
0432 del hipocampo dorsal en la consolidacion de la memoria en una tarea aversiva.

Sugieren que, gracias a las bajas retenciones observadas con la dosis de DHJE,
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existen otros receptores como a3B2 y a7 con afinidad a DHBE que probablemente

ocasionan un deterioro adicional sobre la consolidacion de la memoria.

En 2010 Garcia-Martinez, estudio el bloqueo de receptores a7 y a4p2 en el hipocampo
ventral de ratas macho Wistar en el aprendizaje de evitacion, los animales recibieron
microinyecciones de nicotina DHBE, erisodina y solucion salina; las ratas fueron
entrenadas en la caja de evitacion, recibiendo un choque eléctrico. Los resultados
mostraron que los alcaloides DHBE y erisodina interfirieron en el aprendizaje de
evitacion, dafiando la memoria de corto y largo plazo. De tal forma que los resultados
encontrados sugieren que existe la participacion de los receptores nicotinicos o432 y
a7 del hipocampo ventral en la modulacion del aprendizaje de evitacién y en lo que se
refiere al papel que juega erisodina especificamente sobre los receptores a432 en la

memoria de largo plazo.

En otro estudio se extrajo erisodina de semillas de Erythrina americana y determiné la
participacion del receptor a432 en la consolidacién de la memoria en el hipocampo
ventral de ratas Wistar macho, en una tarea de evitacion inhibitoria. Los animales
recibieron los siguientes tratamientos: nicotina, DHBE, erisodina o solucién salina. Los
resultados indicaron que el agonista colinérgico nicotina no deterioré la memoria,
mientras que los antagonistas DHBE y erisodina evitaron la consolidacion de la tarea de
evitacion, por ello, en este estudio se encontré que el dafio de la memoria fue mayor
con DHBE que con erisodina, esto sugiere la posibilidad de que los otros receptores a
los que DHBE es afin (a384, a3B2 y a7), ocasionan un deterioro adicional en la

consolidacion de la memoria (Garcia-Mendoza, 2015).
2.17 El sistema limbico

‘El sistema limbico es un grupo interconectado de las estructuras corticales y
subcorticales dedicado a vincular los estados de la emocion visceral con la cognicion y
el comportamiento” (Garcia-Mendoza, 2015). El término limbico fue designado por
Thomas Willis (1664) para asignar la zona de la frontera cortical que rodea el tronco del
encéfalo (limbo: 'frontera’ en latin), actualmente este nombre se emplea, para sefalar

las regiones dedicadas a una amplia gama de funciones.
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El sistema limbico tiene injerencia sobre el aprendizaje, la memoria y sobre las
emociones, de forma particular en el sistema autdbnomo y neuroendocrino. Asi mismo,
este sistema se encuentra implicado en trastornos neurosiquiatricos como la

fisiopatologia de la epilepsia del I6bulo temporal (Sitoh y Tien 1997).

Este sistema consta de estructuras que se encuentran interrelacionadas entre si tales
como la circunvolucién cingular (que es la estructura que rodea al cuerpo calloso y esta
limitada por el surco calloso marginal), la cisura longitudinal (la cual separa el
hemisferio derecho e izquierdo del cerebro), el septum (que se ubica en la pared medial
del cuerno anterior y cuerpo del ventriculo lateral), el cuerpo mamilar del hipotalamo
(localizado en cada lado), el fornix (cuya cara inferior del cuerpo calloso se localiza con
el cuerpo del férnix), el hipotdlamo (que se encuentra por debajo del surco del
hipotdlamo en la pared lateral del tercer ventriculo), la amigdala (localizada adelante y
arriba de la punta del asta inferior del ventriculo lateral) y el hipocampo (éste se

encuentra dentro del I6bulo temporal) como se muestra en la Figura 10.

Cingulate
Cortex

Corpus
Callosum

Prefrontal
Cortex

Fornix

Hypothalamus
Amygdala

Hippocampus |
' Thalamus

Figura 10. Componentes estructurales y funcionales del sistema limbico (tomado
de: general.rau.ac.za).
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2.18 Hipocampo

Ashby y colaboradores en 2010, mencionan que en la memoria implicita intervienen
diversas estructuras del cerebro que se ve involucradas con el aprendizaje
procedimental, ejemplo de ello son los ganglios basales que intervienen en el
aprendizaje de habitos y habilidades, asi también estructuras como el cerebelo tiene
injerencia en los condicionamientos de respuestas motoras y los condicionamientos
emocionales estan relacionados con la amigdala (Timmann, 2010). La memoria
declarativa es la memoria espacial donde se ven involucrados diversos mecanismos
especificos para codificar, almacenar y recuperar informacién acerca de localizaciones
de espacio (Buzsaki y Moser, 2013). Por otro lado, el hipocampo es una estructura del

cerebro que se relaciona a la memoria declarativa (Morris, 2006).

El hipocampo toma su nombre por la similitud que tiene al caballito de mar, ya su
estructura tiene el tubo curvado. Estructuralmente esta formado por el cuerno de
Amoén (CA), que es el cuerpo del hipocampo el cual se divide en la regiones CAL1,
CA2 y CAS3, también esta constituido por el complejo subicular constituido por el
presubiculum, subiculum y parasubiculum, el giro dentado y la corteza entorrinal
(Figura 11) (Amaral y Witter, 1989).

[ Birect and i g >
fa subiculum
_— —

Figura 11 Areas CA1, CA2 y CA3 del hipocampo (Tomado de
https://repository.icesi.edu.co/biblioteca_digital/bitstream/10906/82472/1/TG01749.pdf).
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El hipocampo se diferencia funcionalmente a lo largo de su eje dorsoventral
(septotemporal), ya que las conexiones corticales y subcorticales del hipocampo
dorsal y ventral son diferentes, con informacién derivada de las cortezas sensoriales
gue ingresan principalmente en los dos tercios o tres cuartos dorsales de la
circunvolucion dentada (Moser y Moser, 1998). Anatbmicamente de acuerdo a los
estudios realizados se dice que las conexiones de entrada y de salida del hipocampo
dorsal y ventral son diferentes (Swanson y Cowan, 1977). Por otro lado, Moser y su
grupo de investigacion evidenciaron que el aprendizaje y la memoria son procesos
gue se encuentran asociados a la navegacion, exploracion y locomocion son
dependientes del hipocampo dorsal, y Henke (1990) demostr6 el hipocampo ventral
esta relacionado con las respuestas al estrés, comportamiento motivacional y

emocional.

La organizacién del hipocampo es de tipo laminar y en el microscopio facilmente se
distinguen las capas. Asi en la parte dorsal, se localiza la capa mas superficial que es
el stratum oriens (so), en ella se albergan los cuerpos celulares de las interneuronas.
La siguiente capa es la celular piramidal (pyr), en ésta se ubican los somas de las
neuronas piramidales. En el resto de las capas se encuentran las proyecciones de
estas neuronas, en el stratum radiatum (rad) se localizan las proyecciones colaterales
de Shaffer, que son la proyeccion de CA3 a CAl (Andersen, 2007) (Figura 12).
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Figura 12.Capas del hipocampo. DG: Giro dentado; mol, capa molecular; lac: stratum
lacunosum; rad: stratum radiatum; pyr: capa celular piramidal; so: stratum oriens
(tomada de Hilton et al., 2013)

2.19. Concepto de transmision quimica

Existen sustancias quimicas que intervienen en la transmision de informacion entre las
células, éstas se encargan de controlan la conducta de las células o de los 6rganos. De
tal forma que para que se lleven a cabo éstas transmisiones es necesaria la presencia
de células que liberen sustancias quimicas y ademas de la intervencion de moléculas
proteicas especializadas que las detecten y que son los denominados receptores.La
diferencia de ellas radica principalmente por la distancia entre la célula que secreta la

sustancia quimica y los receptores que detectan su presencia.

Estas sustancias quimicas, llamados neurotransmisores, se liberan a través de los
botones terminales y son detectadas por los receptores que se encuentran en la
membrana de otra célula que se ubica a muy poca distancia. Los neuromoduladores
viajan mas lejos y por tanto se dispersan mas, estos también son liberados desde los
botones terminales, pero son secretados en mayores cantidades y viajan a una mayor
distancia, y como consecuencia de ello en una zona determinada del cerebro pueden
modular la actividad de muchas neuronas. Gran parte de los neuromoduladores estan
formados por péptidos que son moléculas de tipo proteico, los péptidos tienen efectos
sobre las células al unirse al lugar de unién (binding site) que es una regién especifica
de la molécula receptora. La forma del lugar de unién y la de la molécula de la
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sustancia transmisora son complementarias, la molécula de transmisor encaja en el
lugar de unién de forma similar a como lo hace una llave con la cerradura (Guyton,
2001).

2.20 Acetilcolina

La acetilcolina es la sustancia que se libera cuando ocurre la sinapsis de los musculos
esqueléticos (uniones neuromusculares) de los vertebrados, es también la sustancia
transmisora en los ganglios (que son acumulaciones terminaciones nerviosas y de
cuerpos celulares localizados fuera del sistema nervioso central) del sistema nervioso
autonomo. Este sistema es parte del nervioso periférico el cual se relaciona con las
funciones vegetativas (control del aparato digestivo, frecuencia cardiaca, etc). Los
axones de las neuronas preganglionares, cuyos cuerpos celulares estan localizados
dentro del sistema nervioso central, entran a los ganglios periféricos, donde hacen
sinapsis con las neuronas postganglionares, cuyos axones pasan a los d6rganos
efectores inervados por ellas. La acetilcolina se utiliza para transmitir de las neuronas
preganglionares a neuronas postganglionares impulsos postsinapticos eléctricos. Estas
neuronas postganglionares va afectar a los érganos efectores y como respuesta a ello

secretan acetilcolina o noradrenalina (Carlson, 2004).
2.20.1 Sintesis de acetilcolina

La acetilcolina es sintetizada por la enzima colina-acetiltransferasa (CAT) llamada

anteriormente como acetilasa de colina de la siguiente manera:
Colina + Acetilcoenzima A (ACoA)T> Acetilcolina + Coenzima A.
CAT

En presencia de la enzima CAT, el ion acetato de la molécula de acetil CoA es
transferido a la molécula de colina, produciendo una molécula de ACh y una CoA
simple (Figura 13). Durante una estimulacion nerviosa, la acetilcolina recién sintetizada
puede ser liberada en forma preferente. Sin tomar en cuenta la fuente, la acetil CoA se

sintetiza principalmente en la mitocondrias.
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Figura 13. Estructura de la acetilcolina.

La enzima colina-acetiltransferasa es activada por cloruros y es inhibida por los grupos
sulfhidrilo y puede emplear derivados acilo tanto de la coenzima A como de la
etanolamina como sustrato. La colina se sintetiza en el higado, la cual se deriva del
desdoblamiento de los lipidos y se capta por transporte activo, pasando a la neurona,
toméandola de la circulacion general tanto en forma libre como en forma de fosfolipidos.
Existen tres mecanismos para regular la concentracion de ACh en las células:
inhibicion retroactiva de ACh sobre la colina-acetiltransferasa, la acciéon de masas y la
disponibilidad de la acetil CoA, colina o ambas. De estas tres formas el factor de
regulacibn mas importante es el transporte de colina de lata afinidad. Ademas la
concentracion endogena de ACh también interviene en la regulacion de la

concentracion del transmisor en el cerebro (Bowman y Rand, 1985; Carlson, 2004).

La produccion de ACh guarda relacion directa con la concentracion de colina. La ACh
se almacena en las vesiculas sinpticas, de modo que al llegar el impulso nervioso,
varios cientos de vesiculas descargan simultineamente el neurotransmisor hacia la
hendidura sinaptica. Los iones calcio son indispensables para este proceso y son
antagonizados por los iones magnesio. En la fase de liberacion no se vacian totalmente
las vesiculas y un 15% de la sustancia permanece en la célula terminal. La ACh que
llega a la célula receptora se acopla a receptores especificos muscarinicos y
nicotinicos. La activacion del receptor muscarinico es rapida mientras que la del

nicotinico es mas lenta y sostenida.
2.21 Receptores colinérgicos

Existen dos tipos de receptores de ACh, uno de ellos es ionotrdpico, que se encuentra

asociado a canales i6nicos y uno metabotrépico, en donde éste receptor esta asociado
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a las proteinas G. Ambos tipos de receptores se identificaron cuando los investigadores
se dieron cuenta de que la activacion de los mismos se daba por sustancias distintas.
La sustancia responsable de la estimulacion del receptor ionotropico para ACh es la
nicotina, el cual es un alcaloide presente en las hojas de tabaco, y para el caso del
receptor metabotrépico para ACh la estimulacién se lleva a cabo la muscarina, un
alcaloide que se localiza en el hongo Amanita muscaria. Debido a lo anterior, los dos
receptores para ACh fueron nombrados receptores muscarinicos y receptores
nicotinicos (Carlson, 2004).

2.22 Receptores neuronales nicotinicos de acetilcolina

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) son canales idénicos de compuerta
gue se activan por ligando, los cuales estdn ampliamente distribuidos en el cerebro, se
encargan de mediar la transmision de sefales a través de la union neuromuscular, asi
como en la sinapsis a nivel central y periférico. Existen multiples subtipos de estos
receptores, cada uno con un perfil farmacologico y funcional. Estos median los efectos
de la nicotina droga de amplio uso, estdn implicados en un nimero de procesos
fisioldgicos y conductuales y se ven involucrados en condiciones patolégicas como la

Esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer y de Parkinson.

La localizacion de los receptores nicotinicos se da a nivel de la unién neuromuscular en
practicamente todas las membranas de las fibras musculares esqueléticas (Figura 14)
(Guyton, 2001).
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Figura 14 Receptores nicotinicos de la Acetilcolina (Tomado de
http://[pharmacologycorner.com/acetylcholine-receptors-muscarinic-and-nicotinic/).

Las investigaciones bioquimicas en los receptores neuronales de Torpedo han
establecido que los tipos periféricos y neuronales estan formados por proteinas que a
su vez contienen cinco subunidades en un canal iénico, por el cual fluyen hacia el
interior celular iones de calcio y sodio, mientras que salen iones potasio. Estos se
incluyen en una familia de canales i6nicos activados por ligandos conocidos como
receptores ionotropicos (Paterson y Nordberg, 2000). Las subunidades estan formadas

por = 450-700 aminodcidos.

Estructuralmente todos los miembros de la familia se caracterizan por presentar tres
dominios bien diferenciados extracelular hidrofilico, transmembranal hidrofébico e
intracelular hidrofilico. En cada subunidad se forman 4 dominios transmembranales que
atraviesan la membrana lipidica los cuales se denominan de M1 al M4. Para el caso del
dominio M2 éste esta formado por aminoacidos que forman la pared del poro, con un
diametro = 7 A y constituye el filtro de selectividad pues se limita el flujo de las
moléculas cuyos radios son > ~7 A, este diametro suficientemente ancho para permitir
el paso de K* y Na*. Los aminoacidos que se localizan hacia la luz del poro se
combinan para formar 6-8 anillos, de los cuales tres presentan una carga negativa

(anillos anidnicos), localizados en la region extracelular (entrada del canal) denominado
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anillo externo, otro conocido como intermedio, y finalmente otro denominado
citoplasmatico localizado en la parte del citoplasma del poro. La importancia de estos
anillos es para determinar las propiedades de selectividad y la conductancia iénica de
los receptores nicotinicos. ElI dominio intracelular estd formado por un asa grande
constituida por aminoacidos de M3 a M4 y un asa corta formada por un segmento entre
M1-M2, el dominio extracelular contiene terminales carboxilo y amino de cada
subunidad. En la terminal amino se encuentran los sitios de unién con el agonista
(Paterson y Nordberg, 2000).

Las propiedades funcionales comunes observadas en esta familia pueden resumirse en
gue: los receptores tiene la capacidad de reconocer y de unirse a transmisores
especificos, la union del ligando abre el canal i6nico para producir un flujo de iones y
con la presencia prolongada del agonista, los receptores se desensibilizan y en tal caso
el canal no podra conducir iones (Arias, 1998).

El canal es un pentdmero polipeptidico compuesto de diversas combinaciones de
subunidades a, 3, & y €. En el tipo muscular de receptor nicotinico, los sitios de union a
acetilcolina estan formados por bolsas en la interfaz de las subunidades a y d y las
subunidades a y €. La unién de acetilcolina al receptor causa entrada de sodio,
despolarizacién de la membrana, liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico y
contraccion muscular (Figura 15). Los receptores neuronales son diferentes ya que
estos no presentan subunidades vy, o, €. Estos receptores consisten de varios
complementos de subunidades de a2-a9 y p2-p4. Hasta la fecha seis subunidades a
(a2-a7) y tres B (B2-p4) han sido identificadas y clonadas del cerebro humano. En
contraste con los receptores musculares, estos receptores pueden reunirse de acuerdo
con su estequiometria general 2a03p, con la posibilidad de mas subunidades a,
conocido como pentadmero, asi mismo las subunidades a7, a8 y a9 son conocidas de
forma funcional como homo-oligdmeros que constan de una subunidad de manera

individual (Flores y Segura, 2005).
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Figura 15. Subunidades de los receptores nicotinicos (Tomado de
https://basicmedicalkey.com/acetylcholine-receptor-agonists-2/)

2.23 Sitios de ligandos

Una gran gama de quimicos son conocidos por ser farmacos activos sobre los
receptores nicotinicos de acetilcolina. Estos farmacos que actian sobre estos

receptores pueden ser divididos en tres tipos:

1. Agonistas

2. Antagonistas

3. Ligandos alostéricos-activando e inhibiendo
2.23.1 Sitio ligando de ACh

Los sitios ligando interactian de una manera cooperativa y asi ambos sitios son
ocupados por la acetilcolina o los agonistas nicotinicos involucrados en la activacién del
canal. Los dos sitios de ligandos de los receptores neuronales heterooligoméricos se
ubican en la interfase, entre las subunidades o y B. Sin embargo, en los receptores
homooligoméricos a7, a8 y a9, se han identificado cinco sitios de ligando idénticos

debido a la naturaleza idéntica de las subunidades.
2.23.2 Sitios de ligandos Alostéricos

La funcion que presentan los receptores nicotinicos de Acetilcolina esta ligada a la
modulacién por una variedad de compuestos incluyendo la fisostigmina, esteroides,

etanol y bloqueadores de los canales de Ca?* que no ligan a los sitios clasicos de ACh,
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sino a un namero de estructuras distintas a los sitios alostéricos los cuales son
insensibles a ACh, asi mismo se agrupa en el sitio alostérico activador no competitivo;

localizado en la subunidad o del receptor.

Son denominados canales activadores ya que intensifican la apertura del canal y la
conductancia de iones. En este grupo se incluyen los inhibidores de la colinesterasa,

fisostigmina, tacrina y los relajantes musculares.

Sitio alostérico inhibidor no competitivo. Estos sitios inhiben la funcién del canal
idnico, en este se incluyen a los anestésicos locales, barbitlricos y al etanol pueden
activar este tipo de receptor, el cual produce como consecuencia, un efecto negativo en
la funcién de los receptores nicotinicos, de tal forma que se afecta directamente al
ligando de ACh. Se localizan en el canal i6nico y estd conformado por aminoacidos del
segmento M2 en cada una de las cinco subunidades que forman al receptor con alta
afinidad, mientras que el segundo se localiza en la interfase entre el receptor proteico y
la membrana lipidica, aproximadamente de 10-20 en cada receptor, tienen baja
afinidad (>100 uM), con ligandos que aceleran la desensibilizacién del canal i6nico del

receptor.
2.24 Distribucién de los receptores nicotinicos de ACh en el cerebro.

Los receptores nicotinicos neuronales en comparacion a los receptores muscarinicos,
se expresan en el cerebro humano en baja intensidad. Ademas, su patrén de
distribucién es relativamente homogéneo y no se limita a las vias colinérgicas
cerebrales bien definidas. La distribucién neuroanatomica de varios subtipos de nAChR
y las subunidades de ARNm han sido extensamente caracterizadas en el cerebro de
roedores y pollos, pero no ha sido bien caracterizados en el cerebro de los seres

humanos.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha, han mapeado la distribucion de sitios de
AChR de alta afinidad utilizando nicotina, epibatidina y citisina con algunos estudios

adicionales que mapean los sitios de union de aBTX.
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Algunos estudios mapearon la distribucion de los receptores de ACh subunidad mRNA
en el cerebro humano usando hibridacion isotopica in situ (Cuadro 1). A pesar de la
incompleta naturaleza de estos estudios realizados es posible dibujar un mapa de la
distribucion de los receptores de ACh en el cerebro, ya que estos receptores estan
presentes en una variedad de estructuras cerebrales, en particular en el talamo,

corteza y estriado (Paterson y Nordberg, 2000).

Cuadro 1. Distribucién de los receptores de ACh en el cerebro humano (tomado de
Paterson y Nordberg, 2000)

Region cerebral B2 B3 pa a3 o4 a5 o7
Corteza + + +
Prefrontal + ++ + ++
Motora + ++ + +++
Entorrinal + ++ + +
Singular + + ¥

Temporal + + +

Talamo + + T
Dorsomedial + +++ ++
Lateroposterior ++4+

Reticular ++ +
Ventroposterolateral + +++

Cuerpos geniculados + +++ ++
Hipocampo + + ++
Giro dentado + + ++
Putamen caudado + + + + ++
Cerebelo + + + + + +
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La mayoria de los estudios que comparan la distribucion de las subunidades, en
muestras de sitio de ligandos de nicotina y a BTX coinciden en la teoria de que a4p2,
constituyen un subtipo predominante en el cerebro, por otro lado a3 predomina mas en
la corteza (neuronas piramidales), a4 es significativamente alta en la corteza temporal y
cerebelo. La subunidad 2 se encuentra presente diversas estructuras como la corteza
insular, lamina granular del giro dentado y en la regién del hipocampo CA2-3, presente
también en el estriado, la subunidad o7 predomina en el talamo, no reticular, cuerpos
geniculados lateral y medial, rama horizontal de la banda diagonal de Broca, se
encontraron niveles moderados en el hipocampo, ademas pueden ser encontradas en
la medula espinal, medula oblonga, puente, cerebelo y mesencéfalo. La subunidad o5
no es abundante en la corteza, a3 fue alta en el cerebelo, en comparacion con a5y B4
gue fueron significativamente bajos en la corteza y cerebelo (Paterson y Nordberg,
2000; Levin 2002).

2.25 Funcion de los receptores nicotinicos sobre el SNC

La nicotina es una amina terciaria compuesta de un anillo de piridina y uno de
pirrolidina, es un potente modulador de la funcion del SNC, que mejora el flujo de iones
y la liberacion de neurotransmisores. La administracion de nicotina diversos efectos
fisiologicos tales como incremento de la presion sanguinea y la frecuencia cardiaca,
ademas de incrementar la secrecion de prolactina y ACTH (hormona
adenocorticotropica), de tal forma que se tendra un aumento en la secrecién de
corticosterona. En cuanto a los efectos sobre el sistema nervioso, éstos son el
incremento del flujo cerebral asi como el incremento de la utilizacion de glucosa,
ademas de incrementar la excitacion, atencién visual y percepcién, disminuyendo el
tiempo de reaccion, tanto en fumadores como en no fumadores, la nicotina mejora con
rapidez y precision la funcion motora y la realizacion de tareas motoras complejas,
como manejar un carro. Los receptores nicotinicos presinapticos se encuentran en las
neuronas del en el hipocampo, las regiones corticales y el cerebelo, asi mismo la
nicotina interactia con una gran variedad de receptores nicotinicos presinapticos que
facilita la liberacion de una gama de neurotransmisores incluyendo ACh, dopamina,

noradrenalina, 5-hidroxitriptamina, GABA y glutamato, muchos de los cuales estan
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implicados en la modulacién y la mediacion de tareas conductuales (Araki et al., 2002).
La accion mejor conocida mediada por los receptores nicotinicos es la adiccion de los
fumadores a la nicotina, esta accion esta motivada por factores de reforzamiento
positivos y negativos. Los factores positivos son relajacion, reduccion del estrés,
incremento en el periodo de vigilia, reforzamiento del conocimiento y reduccion de peso
corporal. Los factores negativos incluyen nerviosismo, inquietud, irritabilidad, ansiedad,
disminucién de la concentracion y conocimiento, lo cual podria estar dado por la
reduccién en la estimulacion de las neuronas dopaminérgicas del mesolimbico
(Lindstrom, 1997). Por otro lado la medicacién con nicotina podria beneficiar el
tratamiento de las disfunciones cognitivas asi como en la enfermedad del Alzheimer,

esquizofrenia y déficit de atencién y desorden de hiperactividad (Levin, 2002).
2.26 Aprendizaje

De acuerdo a diversos autores como Toro (2008) expresan que “La plasticidad
neuronal es capacidad del sistema nervioso de cambiar, la cual esta implicada en el
desarrollo embriolégico”. Sin embargo, en la etapa adulta, el aprendizaje, las nuevas
habilidades, las nuevas memorias y la respuesta a las adversidades del medio, es
debido a la plasticidad (Purves et al., 2004). De tal forma que, el aprendizaje un
desarrollo mediante el cual los seres cambian su conducta de manera que pueden
acoplarse al cambio de condiciones cambiantes que se presenten en el medio en el
gue interactban. Es la principal adaptacion de los seres vivos (Morgado, 2005; Correa,
2007). Por ello es que el aprendizaje es un cambio que se da en el sistema nervioso
gracias al resultado de la experiencia y que propicia los cambios permanentes de la

conducta en los organismos.

En el aprendizaje se adquieren conocimientos de lo que nos rodea, y la memoria es el
proceso en el cual la informacion adquirida en el conocimiento es codificado,
almacenado, consolidado, y después recuperado, es por ello que la memoria y el
aprendizaje y la memoria son fases que estan intimamente relacionadas. De tal forma
gue, no se separa el aprendizaje de la memoria, y no es posible realizar diferencias

dentro del circuito neuronal (Machado et al., 2008; Poolton et al., 2005).
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2.27 Memoria

Para que un sujeto aprenda, se requiere que las experiencias del pasado se almacenen
de alguna forma, de manera que, cuando se encuentren otra vez los mismos estimulos,
la reaccion de éstos estd determinada por lo que sucedio antes, a esta capacidad de
recordar se le ha llamado memoria (Squire, 1987).

La memoria es un proceso intelectual complicado y es por ello que el sistema neuronal
y anatdmico debe ser complejo. En estudios desarrollados en los ultimos afios con
animales se ha encontrado una mayor comprension en el control del cerebro en el
funcionamiento mnésico y el aprendizaje debido a las investigaciones en las lesiones
cerebrales y alteraciones mnésicas con alteraciones de la memoria. En cuanto a su
fisiologia, cuando existen variaciones de la sensibilidad de transmisién sinaptica de una
neurona a la siguiente es cuando los recuerdos se producen. Gracias a estas
variaciones se producen generan nuevas vias de transmisidon de sefales en los
circuitos neurales del cerebro. Las vias nuevas o facilitadas son conocidas como
huellas de la memoria, y su importancia radica en que una vez establecidas, la mente
las activa y asi reproducir los recuerdos (Guyton, 2001). Algunos autores refieren el
aprendizaje y memoria como términos indistintos pero otros sefialan diferencias entre
ambos. Los estudios que se han realizado en el aprendizaje se enfocan en la
adquisicion de conocimiento y el desarrollo de nuevas conductas, asi como los de la
memoria en donde hacen referencia al papel que juega la retencion o el recuerdo de
las conductas y diversas situaciones; en el caso de la memoria hacen referencias a
como persiste el aprendizaje en un estado que puede ser mostrado en un corto tiempo

después (Squire, 1987).

La relacién de lo que se ha aprendido tiene completa relacion con la memoria, de tal
manera que es ésta ultima la que posee la capacidad de recuperar las informaciones
gue se han ido adquiriendo con el paso del tiempo (Hummel et al., 2002). Es por ello
que, existen variacion en la cantidad de neuronas durante toda vida y es posible
explicar la gran cantidad de informacion que es almacenada en forma de memoria, es
decir la sinapsis es el sustrato de proceso mnemonico (Lopez-Rojas et al., 2007;

Fasce, 2008). Es asi que, en la sinapsis se establece el sitio fisico que sirve de enlace

38



en el paso de las informacién de una neurona a otra, y se lleve a cabo la interaccion

funcional de las diferentes partes del sistema (Kandel y Siegelbaum, 2000).

Por ello, para que el conocimiento se manifieste, se tiene que hacer referencia tanto a
la memoria como a los mecanismos que permiten que la informacion se recupere, la
memoria es por tanto la prueba de haber aprendido (Sperling, 1964). En la memoria se
tienen diversas etapas, el primero es el registro o codificacion, en donde se lleva la
entrada de informacion, que es recibida por el sistema nervioso central, el segundo es
la consolidacion o almacenamiento de la informacién y por ultimo la evocacion de la
informacién (Baddeley y Hitch, 1994).

2.28 Tipos de memoria

La memoria es caracterizada en dos categorias funcionales, desde el punto de vista
neurobiologico: la memoria de corto plazo y la de largo plazo. La primera es una
memoria labil, de poca capacidad y duracion reducida, mientras que la segunda es
relativamente permanente, de gran capacidad y resistente a la interferencia. Aunque no
se conoce a ciencia cierta cdmo se forman estas memorias, se manejan varias
hipotesis al respecto. Una hipétesis antigua, pero que hasta nuestros dias ha sido
vigente, en lo que respecta al establecimiento de la memoria de corto plazo asegura
gue esta de memoria depende de la actividad reverbante en circuitos neuronales,
inducida por la experiencia del aprendizaje. El hecho de que la actividad sea facilmente
abatible encaja muy bien con las observaciones de que la memoria de corto plazo es
labil. En esta memoria se guardan datos que son utiles durante periodos temporales
cortos (Prado et al., 2004).

La memoria de largo plazo, por otro lado implica la produccion de cambios plasticos
relativamente duraderos: incremento en la densidad de botones sinapticos, en la
longitud y ramificaciones axonicas, asi como el numero de espinas dendriticas, entre
otros. Para que estas modificaciones morfolégicas se lleven a cabo, es menester que
se incremente la sintesis de proteinas: por el contrario la inhibicidbn de la sintesis

proteica impide la formacion de la memoria a largo plazo.

La memoria de largo plazo depende de que la informacion adquirida haya ocupado
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primero el pequefio almacén de corto plazo. La conversion de la memoria de corto a la
de largo plazo depende de un proceso hipotético denominado consolidacion: parece
ser que esta conversion esta supeditada a cuando menos dos factores dependientes
de la experiencia: la importancia relativa que la informacién tiene para el organismo y la
frecuencia con la que la informacién es captada por el sistema nervioso. Es bien sabido
gue aquellas experiencias con alto contenido emocional producen memorias muy
estables, de igual manera se guarda en la memoria informacién que no es importante,

pero a la que estamos expuestos repetidamente.

Es por ello, que el establecimiento de la memoria de largo plazo es dependiente de la
interaccidon de diversos sistemas de neurotransmisores, los cuales se llevan a cabo en
las diversas estructuras cerebrales. De tal manera que, es la acetilcolina (ACh) y la
serotonina (5-HT) las sustancias mas estudiadas y de los que se sabe que participan

en la consolidacion de la memoria (Prado et al., 2004).

2.29 Papel que desempefian los receptores nicotinicos en las funciones de

memoriay cognicion

La nicotina y los agonistas nicotinicos mejoran la memoria y la cognicidon en animales y
humanos, mientras que los antagonistas como mecamilamina y dihidro-B-eritroidina
deterioran la funcion de memoria (Levin, 1996). En roedores y primates, el tratamiento
largo y corto plazo con agonistas mejora la realizacion de tareas de memoria, por otro
lado, ha sido demostrado que el tratamiento con nicotina a corto plazo, mejora el
proceso de memoria en gran nimero de estudios experimentales en ratas (Levin, 1996,
Decker, 1995). Es asi que, Levin (2002) hace referencia que los receptores nicotinicos
tienen injerencia en la mayoria de las funciones en la conducta, incluida la funcién
cognitiva, asi los medicamentos nicotinicos pueden proporcionar un tratamiento
beneficioso para la disfuncion cognitiva, asi, la nicotina mejora el rendimiento de la
atencion en las funciones conductuales y cuando se administra se mejora la memoria
de trabajo en las ratas en una prueba en el laberinto radial, es por ello, que los
receptores nicotinicos a4p2 y a7 situados en el hipocampo ventral y la amigdala
basolateral estan implicados en la memoria de trabajo y los déficits de la memoria de

trabajo inducidos por el bloqueo de 0432 del hipocampo ventral se revierten con el
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tratamiento con nicotina sistémica cronica, mientras que la carencia de la memoria de
trabajo los cuales son inducidos cuando hay un bloqueo de a7 del hipocampo ventral,
no son revertidos cuando se tiene régimen de nicotina, asi mismo, Levin (2002) hace
referencia a que estos estudios de los mecanismos nicotinicos neuronales subyacentes
a la funcién cognitiva son clave para abrir vias para el desarrollo de tratamientos

nicotinicos seguros y eficaces para la disfuncion cognitiva.
2.30 Ansiedad

De acuerdo con Rojas (2014), la ansiedad “es una vivencia de temor ante algo difuso,
vago, inconcreto, indefinido, y a diferencia del miedo, tiene una referencia explicita”.
Esta emocion se ve acompafnada de reacciones adrenérgicas tales como: respiracion
agitada, tension muscular, temblores, sudoraciones junto con dolores de cabeza,
espalda, estbmago, y/o pecho, también suelen presentarse palpitaciones, entre otros
sintomas y que al aumentar estos niveles hace incapaz a un individuo de adaptarse a

la vida cotidiana.

Algunos otros autores como Stossel (2014), hace referencia a la ansiedad como un
proceso normal y automético que muchos organismos presentan en situaciones
particulares de una forma compleja y determinante, que se produce como una

respuesta a nivel mental de forma cognitiva o abstracta.
2.30.1 Ansiedad conductual

De acuerdo a Cedillo en 2017, la ansiedad tiene relaciébn con diversos estimulos
condicionados o incondicionados que hacen que ésta actien de la misma manera en la
respuesta emocional; produciendo un estimulo discriminativo, de tal forma que la
ansiedad conductual se mantiene a partir de una relacion funcional con un refuerzo que

se generd en el pasado.

De esta forma, en el estimulo de ansiedad se tienen al menos 2 caracteristicas, la
primera es un estado emocional el cual es provocado por un estimulo perturbador, este
estimulo anticipa al mismo ya que no precede ni acompafa al estado; la segunda

caracteristica hace referencia al estimulo que aun no ha pasado y que por lo tanto
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pudiera actuar como una causa. Es por ello que, la respuesta que se da cuando se
presenta un estimulo de estrés, se manifiesta como un elemento primordial de
procesos adaptativos que son esenciales en la sobrevivencia del organismo (Hajés-
Korcsok et al., 2003), de tal forma que las adaptaciones que se presentan cuando hay

estrés pueden causar trastornos afectivos como la ansiedad.

Algunos aspectos como expresiones faciales, patrones de comunicacion e inquietud,
son las principales respuestas al componente conductual (Gould et al., 2002), y asi
estos aspectos se reflejan sobre el deterioro de las respuestas como ejecucién de
evitacion y escape, sobretodo en el habla, tareas de vigilancia y motivacién, debido a
gue existe una interaccién de esta disposicion emocional con los demas procesos
psicologicos (vigilia, la atencién, la percepcion, el razonamiento y la memoria), dando
como resultado que existan altos niveles de ansiedad que podrian dificultar la atencién
y concentracion (Fernandez-Castillo y Gutiérrez, 2009).

2.30.2 La ansiedad en neurobiologia

Gomez (2007) menciona que en neurobiologia se plantea la existencia de una
anatomia de las emociones, el cual indica que existen ciertas regiones cerebrales que
juegan un papel importante en experimentacion. Ademas de ello menciona que, cuando
existen procesos emocionales y cognitivo y emocional, hay conexiones a en todas la
regioOnes cerebrales, es asi que sistema limbico es el lugar donde se ubican las
emociones, la cual es una regién cerebral que involucra algunas estructuras internas
del cerebro tales como el cingulo, la amigdala, el hipotalamo, el hipocampo, y otras
mas, en estas estructuras hay conexiones hacia el tallo cerebral-médula, del cual
emerge el nervio Vago, que va inervar todos los érganos del térax y del abdomen,

incluyendo el corazén y el intestino.
2.31 El papel de los receptores nicotinicos en la ansiedad

Los individuos que padecen un trastorno de ansiedad presentan sintomas como gran
preocupacion y ansiedad, aunados a la dificultad para controlarlas. Estos sintomas se
asocian a otros mas sobretodo experimentan inquietud y agitacion, frecuentemente

existe fatiga, asi como dificultad para concentrarse, se vuelven irritables con gran
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tension muscular y en la mayoria de los casos hay una alteracion del suefio (Gelder et
al., 1996).

Hughes en 1986, menciona que estudios epidemiolégicos demuestran que, el 49% de
los pacientes que presentan ansiedad y depresion son fumadores esto con respecto al
resto de la poblacion y gracias a ello se sugiere que la nicotina podria tener efectos

benéficos en estos pacientes.

Diversos autores (Pomerleau, 1986; Decker et al., 1993) han demostrado que la
nicotina y algunos de sus agonistas (ABT-418) producen efectos parecidos a los de los
ansioliticos y los antidepresivos en los modelos animales. Asi mismo, cuando se
colocan parches nicotinicos en pacientes que no fuman éstos presentan efectos

antidepresivos (Salin-Pascual et al., 1996).

Es asi que, la ansiedad y la depresion estan intimamente relacionados con el sistema
colinérgico septo-hipocampal (Gray, 1988); de tal forma que es la nicotina la sustancia
gue tiene efecto sobre el hipocampo y como resultado de ello se producen efectos de

tipo ansiogénicos (Ouagazzal, 1999).
2.32 Modelos conductuales

Para poder evaluar el efecto de los farmacos ansioliticos se utilizan diversos modelos
de animales, asi también estos modelos permiten estudiar los mecanismos de

comportamiento que presentan los organismos como respuesta a un estimulo.

Los modelos animales de ansiedad necesariamente implican la interferencia con
procesos psicobiolégicos, como la capacidad motora, la motivacion (en la privacion de
alimentos y/o agua), la percepcion (frecuentemente de estimulos dolorosos), el
aprendizaje y la memoria (Handley y McBlane 1993). La interferencia de la privacién y
el dolor se pueden eliminar utilizando situaciones aversivas con base etoldgica, tal

como los modelos de laberintos elevados (Pellow et al., 1985).
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2.33 Modelo de laberinto T elevado

El laberinto T elevado, es una prueba conductual derivada de una modificacién del
laberinto + elevado (Pellow et al., 1985), éste ultimo modelo, probablemente genere
diferentes tipos de miedo/ansiedad, dando como resultado una variabilidad compleja de
efectos de los farmacos (Handley y McBlane, 1993); por ello, este aparato fue
modificado bloqueando la entrada a uno de sus brazos cerrados, dando origen al
laberinto T elevado, siendo un excelente modelo para separar el miedo aprendido del

no aprendido.

El laberinto T elevado es un modelo que permite evaluar los efectos de los farmacos en
la ansiedad y la memoria en el mismo procedimiento. Cuando la rata es colocada en el
extremo del brazo cerrado, los brazos abiertos no se alcanzan a ver hasta que el
animal asoma la cabeza més alla de las paredes del brazo cerrado. Cuando se coloca
al animal en uno de los brazos abiertos, parece ser una experiencia desagradable, ya
gue las ratas presentan un miedo innato a los espacios abiertos y elevados. Esto hace
gue el animal aprenda a evitar los brazos abiertos al ser colocado en repetidas
ocasiones en el interior del brazo cerrado; y cuando la rata se coloque al final de uno
de los brazos abiertos, posiblemente se movera hacia el brazo cerrado, lo que se le
llama respuesta de escape. Por un lado, la evitacion inhibitoria de los brazos abiertos
representa el miedo aprendido o condicionado, y por otro la respuesta de escape desde
uno de los brazos abiertos representa el miedo innato o incondicionado; estos miedos
han sido relacionados clinicamente con ansiedad generalizada y trastornos de pénico,
respectivamente (Zangrossi y Graeff, 1997). Para la evaluacion de la memoria, las
conductas de evitacion inhibitoria y el escape de una via son evaluados 24 horas

posteriores de la primera exposicion al laberinto T elevado (Figura 16).

La ventaja de este modelo es que a los sujetos experimentales no les es restringido ni
el alimento ni el agua, tampoco precisa estimulos aversivos como en el caso de la

prevencion pasiva o evitacion inhibitoria (Viana et al., 1994).
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Figura 16. Laberinto T elevado (Tomado de
sciencedirect.com/sciencel/article/abs/pii/S0149763414000608)

45



IV.  MATERIALES Y METODOS
4.1 Material vegetal

Se recolecto del material vegetal de E. americana en la localidad de Colorines, Estado
de México, E. coralloides en Texcoco, Estado de México, y las semillas de E. herbacea
fueron proporcionadas por la Dra. Maria Eugenia Garin Aguilar de la FES lztacala. El
material seco se almaceno en bolsas de plastico y se trituro en un molino hasta obtener

un tamafo de particula muy fino.
4.2 Determinacion taxonémica

La autenticidad de las especies recolectadas fue autentificada por el curador del

herbario CHAPA del Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, Estado de México.
4.3 Extraccion de alcaloides

La extraccion preliminar de alcaloides se hizo de acuerdo con el método descrito por
Games et al., (1974). El material vegetal pulverizado se desgraso con hexano durante
48 horas utilizando un aparato Soxhlet. Posterior a ello el extracto hexanico se
concentré en un rotavapor a presion reducida, el residuo se lavé con H2SO4 a 2%, se
filtr6 y extrajo con diclorometano (3x100), y se ajusté a un pH de 8 utilizando NaHCOs.
Por ultimo, se hicieron extracciones con diclorometano (3x100), el disolvente se

evaporo y se obtuvo la fraccion de alcaloides libres solubles en hexano.

Para obtener la fraccion de alcaloides libres solubles en metanol, el material seco y ya

sin grasa se extrajo con metanol durante 48 h.

La fase acuosa de la fraccion metandlica se acidific6 con HCI concentrado hasta
obtener un pH cercano a 2 y posteriormente se hidroliz, para asi obtener la fraccion de

alcaloides liberados o hidrolizados solubles en metanol.
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4.4 Separacion de los alcaloides

Los extractos fueron sometidos a diversas técnicas para lograr separar los alcaloides
presentes en cada uno de ellos (Garcia-Mateos et al., 2005; Ibarra-Estrada et al.,
2011; Sanchez-Herrera et al., 2001).

La separacion se hizo con cromatografia en capa fina (CCF); se utilizaron placas
cromatograficas de gel de silice, eluyendo con una mezcla de diclorometano:metanol
en proporciones 9:1. Después de correr las placas éstas fueron reveladas con el
reactivo de Dragendorff que colorea de un tono naranja a los alcaloides, y
posteriormente se compararon con estandares de los alcaloides puros para confirmar
su identidad.

Para separar a los alcaloides de los extractos se utilizd la cromatografia en columna

(CCQ), utilizando como elucién diclorometano:metanol en diferentes proporciones.

4.5 Identificacion de erisodina

4.5.1. Resonancia magnética nuclear (RMN-H?)

Para identificar la pureza de erisodina aislada, ésta se analizd en un espectrometro
Brucker-360 de 300 MHz, utilizando como disolvente CDClIs y como referencia interna

Trimetil silano.

4.6 Evaluacion farmacolégica (Modelo Conductual)

4.6.1 Animales

Para la evaluacién farmacolégica se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, las
cuales contaban con pesos entre 250-300 g aproximadamente, las cuales se colocaron
en cajas de acrilico en grupos de cinco. Se mantuvieron sin restriccion de alimento y
agua. Los animales fueron colocados en el bioterio, de la FES Iztacala de la UNAM, a

una temperatura de 22 + 1°C, con un fotoperiodo de luz/oscuridad de 12 horas.

4.6.2 Cirugia
Antes de la cirugia los animales recibieron via i.p. 20 unidades de atropina, para evitar
complicaciones respiratorias y se anestesiaron administrando una solucion de

pentobarbital sddico (45 mg/kg i.p.). Estos fueron sometidos a cirugia estereotaxica, de
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acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson (2005). Las ratas fueron sujetadas al equipo
estereotaxico y se les implant6 bilateralmente canulas de acero inoxidable del nimero
23 de 10 mm de largo dirigidas a la region dorsal del hipocampo (AP=-4.1, L + 2.5,V =
3.1) (Figura 17). A las canulas se les colocé acrilico dental para mantenerlas fijas al
craneo y se les coloco un estilete de la misma longitud dentro de las canulas para evitar
gue se taparan. Posteriormente, las ratas fueron regresadas a su caja habitacion hasta
su recuperacion total. Todos los procedimientos se establecieron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio, NOM-062-
Z00-1999.

Figura 17. Cirugia estereotaxica de rata

4.6.3 Manipulacion de las ratas

Cuatro dias después de la cirugia las ratas fueron gentilmente manipuladas por el
experimentador durante 3 0 5 dias previos al experimento para reducir el estrés. La
manipulacion consistié en sacar a los animales de las cajas, revisar los estiletes de las
canulas y sujetarlas simulando la administracion de las sustancias. Al sexto dia durante
la manipulacion, se introdujo en las canulas un falso inyector con la finalidad de evitar
el estrés durante la administracion de los tratamientos.

4.7 Tratamientos y microinyeccion

Siete dias después de la cirugia, se les administraron los tratamientos a evaluar: 30
minutos antes de la prueba conductual a las ratas les fueron administrados en el
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hipocampo dorsal los siguientes tratamientos: 1L de solucion salina a 0.9% (SAL), 3.4
Mg/uL de nicotina (NI), 3.4 pg/uL de erisodina (ED1) o 6.8 pg/uL de erisodina (ED2)

administrados por separado.

Se inyectaron los tratamientos con canulas bilaterales utilizando inyectores de acero
inoxidable calibre 30 de 10.5 mm conectados a una microjeringa Hamilton de 10 pL
acoplada a una bomba de infusién continua (WPI modelo sp200i). Las canulas se
dirigieron al hipocampo dorsal y la velocidad de infusion fue de 1 pL/min. Una vez
terminada la administracion de la microinyeccion, los inyectores permanecieron en las
canulas un minuto adicional. Después de 30 minutos de haber recibido las

microinyecciones las ratas fueron sometidas a la prueba conductual.

4.8. Aparato

Para evaluar el efecto que tienen los alcaloides sobre los individuos, éstos fueron a un
laberinto elevado en forma de T, el cual esta elaborado en acrilico y con 3 brazos del
mismo tamafo (50 x 12 cm). Uno de los brazos (el perpendicular a los 2 brazos
opuestos), cerrado por paredes que miden 40 cm de alto y los brazos abiertos
rodeados con un borde de 1 cm de alto (Figura 18 muestra un laberinto semejante al

utilizado en este experimento).

Figura 18. Laberinto en T. elevado (tomado de
https://www.medicalexpo.es/prod/mazeengineers/product-125279-908563.html)
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4.9 Procedimiento

Primero se entrenaron los sujetos experimentales. Para ello, 30 minutos después de
haber administrado cada uno de Ilos tratamientos, las ratas se colocaron
individualmente dentro del laberinto elevado en T de modo que miraran hacia los
brazos perpendiculares. A partir de ese momento se contabilizo el tiempo en que la rata
Cruzo con sus cuatro patas hacia alguno de los brazos abiertos (latencia de la linea
base = LB). El animal fue retirado del laberinto y se coloc6 en su caja durante 30
segundos, posteriormente este procedimiento se repitié dos veces mas registrdndose
ahora las latencias de evitacion 1 (EV1) y evitacion 2 (EV2), respectivamente.

Para la evaluacion de las latencias de escape (ESC), la rata se colocé al final del brazo
derecho abierto y se registré el tiempo que tardo en abandonar con sus cuatro patas el

brazo abierto (Viana et al., 1994).

Un dia después del entrenamiento se llevd a cabo la fase de prueba en donde se
registraron las latencias de evitacion (evitacion 3) y escape (escape 2) nuevamente, sin
la administracion de algun tratamiento. El experimento se realiz6 en silencio, con dos

observadores dentro del laboratorio para registrar asi los resultados.
4.10 Perfusién

Después de la prueba, cada uno de los sujetos fue sacrificado empleando una
sobredosis de pentobarbital sédico y fueron perfundidos intracardialmente utilizando
solucion salina isoténica y posteriormente con formaldehido a 10%, para ello se utilizo
una bomba de infusion (Modelo Manostat) con una velocidad de 48 RPM.
Posteriormente, se extrajeron los cerebros los cuales fueron almacenaron en frascos

viales con una soluciéon de formaldehido al 10%.
4.11 Histologia y verificacion de ubicacion de las canulas

Los cerebros fueron trasladados al Instituto de Neurobiologia de la UNAM en el
Campus Juriquilla y con el micrétomo criostato se hicieron cortes coronales de 50
micras, para posteriormente fijarlos en el portaobjetos. Estos fueron tefiidos con la

técnica del Nissl, con la finalidad de verificar el sitio de ubicacion de las puntas de las
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canulas en el microscopio, y asi descartar aquellas donde las puntas no se localizaban

en el area experimental.
4.12 Analisis estadistico

Para analizar las latencias de la prueba y entrenamiento se empled la estadistica no
paramétrica. Todos los datos se presentan como media + error estandar de la media y
se analizaron con una ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Duncan.
En todos los casos, un valor de p<0.05 se considerd significativo. Se utilizé el programa
estadistico IBM SPSS Statistics 22.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL
5.1 Identificacion y cuantificacion de erisodina

Con el objeto de identificar y aislar erisodina de semillas de Erythrina coralloides, E.
americana y E. herbacea, se prepararon los extractos de alcaloides libres y liberados.
Los resultados se muestran en el Cuadro 2 y son expresados en gramos por kilogramo
de tejido vegetal (peso seco). A partir de estos extractos se obtuvo erisodina cuya
cantidad se expresa en gramos. Se observa que E. herbacea presentd la mayor
cantidad de extracto libre y extracto liberado, ademas del valor mas alto de erisodina
aislada (0.24 g) en comparacion con las otras especies E. coralloides y E. americana

(0.12 y 0.19 g respectivamente)

Tanto erisodina como los demés alcaloides presentes en los extractos se separaron
con cromatografia en columna utilizando como adsorbente silica gel (400 g de gel de
silice G 60 Merck 70-230 mallas); la elucidon se hizo con diclorometano:metanol en
proporciones 99:1 hasta 80:20 y se aislaron para su posterior identificacion. En total se
obtuvieron 0.55 g de erisodina, la cual se identifico mediante su espectro de RMN*H
(Figura 19).

Cuadro 2. Contenido de alcaloides en los extractos crudos de Erythrina coralloides, E.
americanay E. herbacea.

E. coralloides 4.41 g/kg 0.943 g/kg 0.12¢g
E. americana 7.5454 g/kg 0.9902 g/kg 0.19¢
E. herbacea 8.0355 g/kg 7.0106 g/kg 0.24 g
Total erisodina 0.550¢
obtenida
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Las diferencias en la cantidad de los extractos obtenidos de las plantas del género
Erythrina pueden variar dentro de una misma especie; esto se debe a que son diversas
las condiciones que hay en el ambiente en el que crecen como el tipo de clima, la
altitud, el tipo de suelo, la estacion del afio y la etapa de crecimiento que hacen que las

especies produzcan cantidades y concentraciones diferentes (Valencia, 1995).

Los datos obtenidos en esta investigacion se ubican dentro del intervalo de 0.1-0.5%
para alcaloides libres y 0.2-0.8 % para alcaloides liberados, cifras que se encuentran
entre los valores reportados por otros autores que analizaron los alcaloides de otras
especies del género Erythrina (Chawla et al., 1985 y Sotelo et al., 1993). Esto indicé
gue el método de extraccion propuesto por Soto-Hernandez y Jackson (1994) que fue

empleado en este estudio para la obtenciéon de alcaloides fue el adecuado.

Por otro lado, Garin-Aguilar et al., (2005) reportaron la presencia de erisovina,
erisodina, erisotrina, eritralina, glucoerisopina y erisopina en extractos crudos (fraccion
de alcaloides libres en hexano, libres en metanol y liberados) de semillas de E.
herbacea. Los alcaloides erisodina, erisovina, erisopina y B-eritroidina se reportaron en
el extracto metandlico de las semillas de E. americana y E. coralloides de forma libre o
conjugada formando glucésidos (Garcia-Mateos y Soto-Hernandez, 2001). Estos
estudios respaldan que las especies consideradas en esta investigacion son
adecuadas para la extraccion de erisodina.

Diversos autores mencionan que son las semillas las que concentran la mayor cantidad
de alcaloides. Por lo que en este estudio se eligieron las semillas para la obtencion de
erisodina (Soto-Hernandez, 1989; Soto-Hernandez y Jackson, 1994, Garcia-Mateos et
al., 1998).
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Figura 19. Espectro de RMN'H para el alcaloide erisodina.

El andlisis de RMN'H es una técnica que permite confirmar la estructura de erisodina
comparando los resultados del analisis con el software donde se muestra la estructura
guimica de este alcaloide. En el espectro, se muestran los protones de los carbonos C-
14 y C-17 de los anillos aromaticos. Asi también se muestran 2 dobletes en la zona de
frecuencia alta del espectro los cuales corresponden a los protones 1H y 2H, en una &

de 6.04 y 6.59 respectivamente.

El 7H olefinico se observa como un singulete con & de 5.73. Los tres protones 1H, 2H y
7H se observan como el patron de sefiales llamado sistema ABX las cuales se
localizan en las regiones de frecuencia alta. Lo cual es una caracteristica tipica de los

alcaloides diénicos como erisodina.

La sefial de 3-OCHs se ubica en la region & =3.3 y en una zona de frecuencia baja se

encuentran los protones del metoxilo aromatico 15-OCHs.
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Cuadro 3. Desplazamientos quimicos del alcaloide erisodina

'PROTONES  DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS
(O)

1H 6.04
2H 6.59
3Ha 4.01
4Ha 1.6
4He 2.6
7H 5.73
8H 3.48
8H 3.68
10Ha 2.93
10He 3.55
11Ha 2.89
11H 2.63
14H 6.79
17H 6.69
15-OCHs 3.77
3-OCHs 3.32

5.2 Resultados de la prueba conductual

Se hicieron pruebas conductuales para evaluar los efectos de la administracion
intrahipocampal de dos concentraciones del alcaloide erisodina (3.4 y 6.8 pg/pL) en los
procesos de memoria y ansiedad con ratas usando el modelo de laberinto T elevado.
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En el Cuadro 4 se muestra la media de las latencias en segundos (s) de la linea base
(LB) y-las evitaciones 1, 2 y 3 (EV1, EV2 EV3). En el Cuadro 5 se presenta la media de
los escapes 1 y 2 (ESC 1, ESC2), pardmetros evaluados para cada uno de los
tratamientos durante el entrenamiento y la prueba en el modelo de laberinto T elevado.

Cuadro 4. Media de las latencias (s) de evitacion (LB, EV1 y EV2) durante el
entrenamiento para cada uno de los tratamientos. La linea punteada ( —--=—) indica
gue la EV3 se llevd a cabo 24 h después del entrenamiento.

INTACTO (INT) 14 138 176 : 184
SOLUCION 11 151 207 : 244
SALINA (SAL) :
NICOTINA (NIC) 10 159 153 E 183
3.4 pg/puL :
ERISODINA 1(ER1) 14 55 107 E 64
3.4 pg/puL :
ERISODINA 2 (ER2) 10 11 16 E 7
6.8 ug/uL :
i
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Cuadro 5. Medias de las latencias de escape 1y 2 en cada uno de los tratamientos. La
linea punteada ( = ** =) indica que el ESC2 se realiz6 24 h después del entrenamiento.

INTACTO (INT) 14 : 13
SOLUCION 15 : 13
SALINA (SAL) 1 pL :
NICOTINA (NIC) 69 E 11
3.4 pg/pL :
ERISODINA (ER1) 79 E 31
3.4 ug/uL :
ERISODINA (ER2) 76 E 32
6.8 ug/uL :

i
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5.3 Entrenamiento y pruebas de evitacion

ENTRENAMIENTO a PRUEBA

250 A

244

200 A

150 A

LATENCIA (S)

100 A

50 A

LB EV1 EV2 EV3

EINT @SAL ENIC BEER1 OER2

Figura 20. Latencias de retencién (s) de los tratamientos en Linea Base (LB) y
Evitaciones (EV1, EV2 y EV3) durante el entrenamiento y prueba en una tarea de
laberinto T elevado.

Las latencias de linea base (LB), la evitacién 1 (EV1), evitacion 2 (EV2) y evitacion 3
(EV3), obtenidas durante el entrenamiento y la prueba de cada uno de los grupos (n=9)

se analizaron con una prueba de ANOVA de una sola via.

El andlisis muestra que no hubo diferencias significativas entre las latencias de la LB
[Fu.40=1.461, p= 0.232] de los tratamientos INT, SAL, NIC, ER1 y ER2. Todos los
valores fueron cortos (10-14 s), lo que indica que los animales se desplazaron
rapidamente desde brazo cerrado a cualquiera de los brazos abiertos, desplegando
actividad similar ante la primera exposicion al laberinto T. Evidenciando que la
administracion de los tratamientos no afect6é la conducta exploratoria inicial, de todos

los sujetos durante el entrenamiento (Figura 20).

La prueba ANOVA, indicé diferencias significativas en EV1 [F(4,40=4.496, p=0.004]. La
prueba post hoc de Duncan formé 3 grupos: el primero conformado por los tratamientos

INT, SAL y NIC, el segundo por ER1 y un tercer grupo con el tratamiento ER2. Se
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observa que en la EV1 los animales de los grupos INT, SAL y NIC permanecieron mas
tiempo (138, 151, 159 s, respectivamente) en el brazo cerrado; mientras que los
animales a los que se les administr6 ER1 y ER2 presentaron latencias menores (55 y
11 s, respectivamente), desplazdndose mas rapidamente al brazo abierto y el tiempo
mas corto lo presentd el grupo con la dosis mas alta de erisodina (6.8 ug/uL), este
grupo se desplazé tan rapido (11 s) como lo hizo en la LB (10 s). El desplazamiento
rapido al brazo abierto en estos dos Ultimos grupos es evidencia de un posible efecto
ansiolitico de erisodina.

En la EV2 el ANOVA mostré diferencias significativas [F(4,40)= 6.557, p=0.0001] y la
prueba de Duncan formé nuevamente tres grupos integrados por: a) INT y SAL, b) NIC
y ER1 y un tercer grupo c) con ER2. Estos datos evidencian que el grupo de NIC (153
s) y ER1 (107 s) terminaron desplazdndose al BA, presentando latencias
significativamente menores a INT (176 s) y SAL (207 s). Aqui se confirma el efecto

ansiolitico de NIC y ER1, ademas del fuerte efecto ansiolitico de ER2 (16 s).

La EV1 como en la EV2 el ANOVA indico que existen diferencias significativas entre los
grupos que recibieron las dosis de erisodina (ER1 y ER2), los animales que recibieron
la dosis mas alta de este alcaloide se desplazaron mas rapidamente desde el brazo
cerrado al brazo abierto y no lo evitan. Estos datos sugieren probablemente un mayor
efecto ansiolitico del tratamiento con erisodina administrada a una concentracion de 6.8

pg/uL y por lo tanto un efecto ansiolitico dosis dependiente.

Es evidente que erisodina en sus dos concentraciones ER1 (3.4 pg/uL) y ER2 (6.8
Hg/uL) presentaron latencias bajas en la EV1 y EV2, sugiriendo que con estas dosis los
animales no evitaron el BA, por lo que este estimulo aversivo (espacio abierto y
elevado) no generd en ellos miedo aprendido o condicionado, miedo que en este
modelo se encuentra relacionado con la ansiedad generalizada (Zangrossi y Graeff,
1997).

Estos resultados no son consistentes con los encontrados por Flores-Hernandez (2004)
en donde la administracion de erisodina (0.9 mg/kg IP.) no tuvo efecto ansiolitico en el

modelo de laberinto T.
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También discrepan de los resultados obtenidos por Decker et al. (1995) quienes
administraron 30 umol/kg (ip) de este alcaloide a ratas entrenadas en el modelo de
laberinto + elevado. Los autores reportaron que el alcaloide erisodina por si solo, no
afecto el tiempo gastado en el BA, pero tampoco fue capaz de antagonizar los efectos

de la nicotina.

Los hallazgos de esta investigacion son consistentes con el estudio de Rodrigues-
Serrano et al. (2011) quienes aislaron erisodina y erisotrina de flores de E. suberosa
encontrando que en el Laberinto Elevado en Cruz Unicamente erisodina a una
concentracion de 10 mg/kg via oral present6 efecto ansiolitico; mientras que en el
modelo de transicidn luz-obscuridad, ambos alcaloides (erisodina 10 mg/kg y erisotrina

3 mg/kg) presentaron efecto ansiolitico.

Estas inconsistencias y consistencias entre los estudios pueden explicarse en términos
de la dosis, la via de administracion, asi como del modelo conductual usado en la

evaluacion (Bettany y Levin, 2001).

Para estudiar los efectos de los tratamientos sobre la memoria, en el modelo de
laberinto T elevado, la EV3 se evalud 24 horas después del entrenamiento. El ANOVA
indicé diferencias significativas entre los tratamientos [F@4,40=13.320, p=0.0001], y de
acuerdo a la prueba post hoc de Duncan, se formaron 2 grupos: el primer grupo
conformado por los tratamientos INT, SAL y NIC con latencias de 184, 244 y 183 s
respectivamente y el segundo grupo integrado por los grupos que recibieron ER1 y
ER2 los cuales mostraron latencias de 64 y 7 s respectivamente. Estos resultados
muestran que los animales con los tratamientos INT, SAL y NIC al ser colocados en el
laberinto, permanecieron mas tiempo en el BC evitando salir hacia el BA. Este
comportamiento de las ratas puede ser interpretado que los sujetos, ya sin el efecto de
los tratamientos, retienen la informacion aprendida durante el entrenamiento, que en el
BA existe un espacio que podria representar peligro para éstas. Es evidente que la
administracion de 3.8 pg/pL del agonista nicotina administrada en el hipocampo dorsal

no deteriord la memoria en el Laberinto T elevado.
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Por otro lado, los animales que recibieron erisodina en dosis de 3.4 pg/uL al ser
colocados en el BA permanecieron poco mas de un minuto para posteriormente
abandonar el BC y salir al BA, mientras que aquellos animales que recibieron erisodina
a una dosis de 6.8 pg/pL al ser colocados en el BC se desplazaron hacia el BA de
forma inmediata. Se sugiriere que las dosis del antagonista erisodina (3.4 6 6.8 ug/uL)
provocaron un deterioro-de la consolidacion de la memoria en la tarea de evitacion

inhibitoria.

Los resultados de este trabajo son consistentes con lo reportado en la investigacion
previa realizada por Flores-Hernandez (2004) quien administré erisodina por via ip y
encontré también que este antagonista deteriord la retencion de la evitacién al brazo
abierto (EV3) del laberinto T elevado.

Nuestros resultados también son consistentes con los obtenidos por Ruiz-Lépez
(2012), quien reporté que al administrar el antagonista erisopina, otro alcaloide aislado
de semillas de E. americana, en dosis de 0.5 mg/kg por via ip. ocasion6 un deterioro en
la evitacion EV3 al BA. En general, los antagonistas de receptores nicotinicos
neuronales, deterioran la memoria de tareas en modelos conductuales, en especifico
cabe sefialar que erisodina y erisopina son antagonistas nicotinicos que tienen la
misma estructura quimica base, ambos son alcaloides diénicos y encuentran presentes

en especies del género Erythrina (Barakat et al, 1977; Chawla y Jackson, 1989).

En otro estudio realizado por Garin-Aguilar y colaboradores en el 2009, se observé que
la administracion de erisodina (1 y 2 pg/pL/lado) en el hipocampo dorsal de ratas,
deterioré la consolidacion de la memoria en una tarea de evitacion inhibitoria,
sefialando que este deterioro se debe a la alta afinidad que presenta erisodina a los
receptores nicotinicos a432. Asi, el deterioro durante la EV3 observado en el Laberinto
T elevado, pueda explicarse también por el bloqueo que erisodina ejerce sobre estos

receptores.

Por otro lado, Nott y Levin (2006), administraron en el hipocampo dorsal de ratas
metilicaconitina (antagonista de receptores a7) o DHBE (antagonista de receptores

0a4p32), antes de correrlas en un laberinto radial de 16 brazos. Los animales recibieron
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infusiones agudas de DHBE (0, 1.69, 3.38 y 6.75 pg/lado) y MLA (6.75 ug/lado) solas y
en combinacion en un disefio de medidas repetidas. Estas dosis administradas en el
hipocampo dorsal aumentaron significativamente los errores de la memoria de trabajo,
evidenciando la importancia que juegan los receptores nicotinicos de acetilcolina o432
y a7 en el hipocampo dorsal para la funcién cognitiva espacial motivada por el apetito.
Estos resultados obtenidos concuerdan con los de la presente investigacion, ya que al
utilizar erisodina, alcaloide 7 veces mas potente que DHPBE, ocasiondé también un

deterioro de la memoria en la EV3.

En otras investigaciones se ha mostrado que los receptores a4p2 estan ampliamente
implicados en las funciones cognitivas (Barros et al., 2004) en donde los autores
administraron los antagonistas de nAChR, mecamilamina (1, 3 y 10 ug/lado), dihidro-B-
eritroidina (DHBE; 2, 6 y 18 ug/lado) y el agonista nicotina (0,6, 1 y 3 ug/lado)en la
region CA1l del hipocampo dorsal, en una tarea de evitacion inhibitoria; en esta
investigacion se demostré que los receptores a4B2 participan: a) La adquisicion,
cuando el antagonista DHBE se administré 15 minutos antes del entrenamiento; b) La
consolidacion, cuando DHBE se administré inmediatamente después del entrenamiento
y ¢) La evocacién de memoria de corto y largo plazo, administrando DHBE 15 minutos

antes de la sesion de prueba.

El estudio de la participacién de los receptores nicotinicos cerebrales en procesos
cognitivos, ha requerido del empleo de diferentes farmacos agonistas o antagonistas a
eso0s receptores. Asi, mecamilamina, es una sustancia que permite demostrar que los
receptores nicotinicos a3p2 participan en la adquisicion, consolidacion y evocacién de

memoria de corto y largo plazo de una tarea de evitacion pasiva (Barros et al., 2004)

Dada la alta afinidad que presenta erisodina a los receptores nicotinicos 0432, es
posible que la respuesta obtenida en la EV3 pudiera deberse al bloqueo de estos
receptores en el hipocampo por erisodina con ambas dosis, ya que se ha demostrado
que 04B2 estd ampliamente implicado en las funciones cognitivas debido a la
interaccion quimica entre erisodina y los receptores a4f2, aunque las latencias
producidas por el tratamiento con ER2 fueron mucho menores (7 s) que con ER1 (64

s), con lo cual se asume que a una mayor dosis el efecto ansiolitico aumenta.
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Garin y colaboradores (2009), administraron en el hipocampo ventral nicotina (2
Mg/uL/min), DHBE (2 pg/uL/min), erisodina (2 6 6 pg/uL/min) o solucién salina isotdnica
(2 uL/min) en una tarea de evitacidn inhibitoria reportaron que, nicotina no tuvo efecto
sobre la consolidacion de la memoria, mientras que DHBE vy erisodina, antagonistas de
receptores nicotinicos a4B2, deterioraron la memoria de la tarea. Los autores
concluyeron que los receptores a432 del hipocampo ventral juegan un papel importante
en el proceso de consolidacion de la memoria. Estos datos son consistentes con los
obtenidos aqui con el modelo de Laberinto T elevado (EV3) en donde las latencias

bajas durante la prueba, evidencian un deterioro en la consolidacién de la memoria.

5.4 Escape en entrenamiento y prueba

5.4.1 Escape 1 (entrenamiento)

En la Figura 21 se observa la gréfica de las medias de las latencias de escape
obtenidas durante el entrenamiento y la prueba. EI ANOVA muestra que existen
diferencias significativas entre los tratamientos del entrenamiento en el ESC
1[F(4,40)=2.655, p=0.047], de tal forma que al aplicar la prueba post-hoc de Duncan se
formaron dos grupos. El primer grupo quedo integrado por los tratamientos INT y SAL
los cuales presentaron latencias de escape bajas (14 y 15 s respectivamente) y un
segundo grupo por NIC, ER1 y ER2, los cuales presentaron latencias promedio de 69,
79y 76 s respectivamente.

Los resultados del ESC1 evidenciaron el potencial ansiolitico de ER1, ER2 (3.4 6 6.8
pg/pLl) y NIC (3.4 pg/ul) que permanecieron mas tiempo en el BA que los sujetos de
los grupos control (INT y SAL). Cabe resaltar que, el efecto ansiolitico sobre el
trastorno de péanico ejercido por ER1 y ER2 fue similar al obtenido con la administracion
de NIC.

Este efecto ansiolitico encontrado para NIC, ER1 y ER2 en este estudio, es consistente
con lo reportado en 2012 por Ruiz-Lopez quien informo el efecto ansiolitico sobre el
trastorno de panico con NIC (0.3 mg/kg ip) y erisopina (0.5 mg/kg ip). Cabe sefalar

gue, erisopina es clasificado como un alcaloide diénico que se encuentra presente en
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especies del género Erythrina y comparte con erisodina la misma estructura quimica

base.
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Figura 21. Latencias de retencion de los tratamientos escape en el entrenamiento y
prueba en unatarea de laberinto T elevado.

En este estudio, los sujetos experimentales que formaron los grupos INT y SAL,
presentaron latencias bajas en el escape ESC1 durante el entrenamiento, reflejando el
miedo innato a los espacios abiertos y elevados. Se ha sefialado que, cuando un
organismo detecta amenazas del ambiente, se activan una serie de respuestas
endocrinas, metabdlicas, inmunes y periféricas que permiten responder ante las

situaciones que alteran su homeostasis (Lupien et al., 2009).

El efecto ansiolitico de la nicotina reportado en este estudio ya fue evidenciado en otros
estudios como el de Tucci et al. (2003) en un modelo de interaccion social en ratones,
cuyo efecto se asocia en particular con las subunidades a7 en los receptores

colinérgicos nicotinicos neuronales (NAChR) del hipocampo dorsal de roedores.

La administracion de DHBE ha sido documentada en donde se muestra un deterioro
en tareas de laberinto y evitacion inhibitoria (Barros et al., 2004; Levin et al., 2002;
Levin y Alexi, 2006). Ademas, los estudios han demostrado que este farmaco no es

selectivo uUnicamente para o432, sino que ademas se une competitivamente a
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receptores del subtipo a3B2, a3pB4 y a7 (Sharples y Wonnacott, 2001). Por otro lado,
se ha sefialado que erisodina es un antagonista selectivo siete veces mas a fin al
receptor a4pB2 que DHBE (Decker, 1995), por lo cual la administracion en el
hipocampo dorsal permitio evidenciar el papel que juega este alcaloide en la ansiedad

al someterla al escape en el entrenamiento.

Con respecto a los resultados del efecto ansiolitico de erisodina que se muestra en
este estudio, concuerdan con los encontrados por Serrano y colaboradores (2011),
guienes aislaron erisodina y erisotrina de flores de E. suberosa y les fueron
suministrados de forma oral a ratones suizos en dosis de 3 y 10 mg/kg, ademas de
incluir en el estudio un grupo de control positivo que recibié una inyeccién
intraperitoneal de diazepam (DZP, 2 mg/kg). Para ello, los sujetos experimentales
fueron expuestos a una prueba conductual de Laberinto en Cruz y a un modelo de
transicion luz-oscuridad. Los resultados demostraron que el tratamiento con erisodina
y erisotrina, produjeron efecto ansiolitico en ratones expuestos a éstas dos pruebas
para evaluar ansiedad, aunque las dosis utilizadas en esta investigacion doctoral
fueron mas bajas ya que el area de administraciéon fue directamente en el hipocampo,

el efecto ansiolitico de la erisodina fue evidente en la prueba del laberinto T elevado.

En otras investigaciones se ha confirmado que existe evidencia que sugiere que las
especies del género Erythrina tienen efectos ansioliticos, tal es el caso de Flausino et
al., (2007) quienes reportan que la administracion oral a ratones con dosis de 3-10
mg/kg de los alcaloides 11-a-hidroxyeritravina, eritravina y a-hidroxerisotrina,
deterioraron la adquisicion de evitacién inhibitoria cuando son colocados en los brazos
abiertos en el laberinto en T elevado; asi también Flausino y colaboradores (2007b)
encontraron que la administracion oral con los alcaloides eritravina y 11-a-
hidroxyeritravina en ratones suizos a una dosis de 3-10 mg/kg produjeron efectos
ansioliticos en el modelo de transicion luz oscuridad. Se basa en el conflicto que tiene
el raton entre el comportamiento exploratorio y la aversion innata que tiene hacia el
area que se encuentra abierta e iluminada (brillante) de esta evaluacion, asi un
aumento en el tiempo de permanencia en el lado iluminado, se considera como un

indicativo de la reduccion en la ansiedad (Rején-Orantes et al., 2011).
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5.4.2 Escape 2 (Prueba)

Los resultados del ESC 2 se muestran en la Figura 21. EI ANOVA encontré
diferencias significativas entre los tratamientos [F,40=6.636, p=0.0001] y la prueba
post-hoc de Duncan formo 2 grupos: el primero conformado por los tratamientos INT,
SAL y NIC con latencias de 13, 14 y 11 s respectivamente y un segundo grupo
integrado por ER1 y ER2 con 31 y 32 s de latencia. Se observa que después de 24
horas de la administracion de los tratamientos, es decir cuando los animales ya no se
encuentran bajo el influjo de los farmacos, los grupos INT, SAL y NIC se desplazaron
rapidamente desde el BA al BC escapando del estimulo aversivo; mientras que los
animales a los que se les administr6 erisodina en ambas dosis (3.4 6 6.8 pg/uL),
permanecieron mas tiempo en el BA antes de regresar al BC. Esto puede
interpretarse  como un posible deterioro de la memoria del evento aversivo,

ocasionado por el antagonista erisodina.

Los resultados del ESC2 indican que en los grupos INT, SAL y NIC no hubo
interferencia con la memoria del miedo incondicionado o innato que presentan los
roedores a los espacios abiertos y elevados. Estos datos concuerdan con los
encontrados por Flores-Hernandez (2004) quien reporté que la administracion via ip
de nicotina (0.3 mg/kg) no afecto la memoria del miedo incondicionado. Por otro lado,
el deterioro de la memoria del miedo innato provocado por la administracion de ER1 y
ER2 (3.4 6 6.8 ug/pL) en el hipocampo dorsal, también concuerdan con los hallazgos
de Flores-Hernandez (2004) quién reporté deterior6 de la memoria del estimulo

aversivo cuando erisodina (0.9 mg/kg) se administré por via oral.

Por otro lado, los datos de ESC2 evidenciaron que ER1 y ER2 (3.4 6 6.8 pg/uL)
deterioraron la memoria del evento aversivo; en contraste en el estudio de Ruiz-L6pez
(2012) erisopina (0.5 mg/kg ip.) no deterior6 esta memoria aun cuando mostro efecto
ansiolitico durante el ESC1. Estas inconsistencias en el efecto sobre la memoria se
pueden explicar en términos de la via de administracion de los tratamientos y las

dosis, factores determinantes en el efecto de los farmacos (Hernandez-Chavez, 2014).
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Los estudios de los receptores nicotinicos y el papel que desempeiian en la funcion
cognitiva se ha basa principalmente en los receptores a4B2 y a7, debido a la
disponibilidad que tienen los antagonistas selectivos DHBE y metilicaconitina (MLA)
para estos subtipos. De tal forma que, el receptor a4B2 en el hipocampo se ha
implicado en la liberacion de acetilcolina; y por otro lado el receptor a7 tiene relacion
con el desarrollo neuronal y la regulacién del crecimiento (Chan y Quik, 1993), estos
receptores son importantes en la memoria y aprendizaje. Sin embargo, cuando DHBE y
MLA se presentan en altas concentraciones de hasta 92 pg/lado, pueden afectar a
ambos receptores, es por ello que se han usado bajas dosis para una mayor
discriminacion entre ellos (Bettany y Levin, 2001). De tal forma que es importante el
uso de bajas dosis en donde pueda evidenciarse el papel de desempefian en los
procesos cognitivos, los receptores.

El hecho de que en esta investigacién se haya evidenciado el efecto ansiolitico de
ER1 (3.4 pug/uL) y ER2 (6.8 ug/pL) sobre el trastorno de ansiedad generalizada (EV1y
EV2) y sobre el trastorno de panico (ESC1); asi como el deterioro en la memoria para
evitar (EV3) o escapar (ESC2) del estimulo aversivo, permiten proponer a este
alcaloide como antagonista de receptores nicotinicos que modulan los procesos de
memoria y ansiedad. Es necesario evaluar el efecto de erisodina en un intervalo
amplio de dosis para verificar cual es el efecto de este alcaloide a concentraciones

mayores en procesos cognitivo-afectivos.

Se sugiere verificar en estudios conductuales, el papel de los receptores a334 a los
gue erisodina también presentd afinidad en experimentos in vitro de acuerdo con los
estudios realizados por Decker et al. (1995), debido a que estos receptores se les
encuentran presentes en el hipocampo y se han implicado en la potenciacion a largo
plazo (LTP), asi como en la base de los cambios plasticos que se asocian a la

memoria y a el aprendizaje (Matsuyama et al., 2003).

Los resultados de esta investigacion soportan lo propuesto en Garin-Aguilar et al.
(2009), quienes ya sefialaron la importancia de realizar investigaciones con otros
alcaloides del género Erythrina, en donde se identifigue el papel basico de los

receptores a4P2 y a7. Asi se han planteado ser blancos terapéuticos potenciales en
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enfermedades neuronales como epilepsia, y en una gran cantidad de desordenes de
tipo psiquiatricos y neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, de
Parkinson, el sindrome de Tourette, la esquizofrenia, inclusive para tratamientos

contra el dolor y por supuesto la ansiedad y la depresion.
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VI.  CONCLUSION

El espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-H?) permitié elucidar
la estructura quimica de erisodina aislada de semillas del género Erythrina siendo E.
herbacea la especie de la cual se obtuvo un mayor rendimiento, por ello se seleccioné

esta especie para aislar ésta sustancia.

El modelo de laberinto T permitié evidenciar el efecto ansiolitico de nicotina (3.4 pg/uL)

disminuyendo la ansiedad generalizada solo en la EV2.
Nicotina no deterioré la memoria del miedo aprendido o condicionado (EV3).

Erisodina (6.8 pg/pL) (ER2) presenté un mayor efecto ansiolitico en la fase de

entrenamiento en el Laberinto Elevado en T (EV1y EV2).

Erisodina en ambas dosis (3.4 6 6.8 pg/uL), presenté efecto ansiolitico durante el

entrenamiento y este efecto fue dependiente de la dosis.

Erisodina deterior6 de la memoria de la ansiedad generalizada y el miedo

incondicionado generados en el laberinto T elevado.

Se presentaron bajas latencias, con ambas dosis de erisodina administrada, en la
evitacion al brazo abierto (EV3) y del ESC2 lo cual demuestran que existe un deterioro

de la memoria sobre el miedo incondicionado.

Los incrementos significativos en las latencias de ESC1 (asociado al trastorno de
panico) ocasionados con la administracion de erisodina y nicotina confirman el efecto

ansiolitico de estos.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el papel de los receptores nicotinicos

0432 en la modulacion de los procesos de ansiedad y memoria.
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