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RESUMEN. 

 

Los receptores ionotrópicos de GABA del tipo A (GABAARs) y de glicina 

(GlyRs) son fundamentales para la inhibición sináptica en el sistema nervioso 

central (SNC). En la sinapsis, los neurotransmisores GABA y glicina activan GlyRs 

y GABAARs postsinápticos, permitiendo el influjo de iones cloruro y la 

hiperpolarización del potencial de membrana, controlando así la excitabilidad 

neuronal. Alteraciones en la neurotransmisión GABAérgica o glicinérgica se han 

asociado con trastornos prevalentes del SNC tales como epilepsia, depresión, 

ansiedad, dolor crónico, entre otros. La relevancia de la función GABAérgica ha sido 

resaltada por la buena eficacia de varios fármacos de uso clínico que poseen como 

blanco principal a los GABAARs. Por el contrario, actualmente no hay fármacos que 

tengan como blanco especifico a los GlyRs.  

Con relación a la farmacología de estos receptores, es importante mencionar 

que se han identificado diversos moduladores de GlyRs y GABAARs a partir de 

plantas y hongos. En este contexto, los alcaloides de las plantas de Gelsemium han 

demostrado efectos beneficiosos en diversas patologías del SNC. Sin embargo, 

estos compuestos han mostrado una alta toxicidad intrínseca, con un perfil 

toxicológico que sugiere posibles efectos a nivel neuronal. Los blancos moleculares 

de estos alcaloides en el SNC aún no están definidos. No obstante, existen estudios 

que han sugerido la posible participación de GlyRs y GABAARs en sus acciones. 

Este trabajo de tesis logró definir y caracterizar la actividad de los cuatro principales 

alcaloides del Gelsemium (gelsemina, gelsevirina, koumina y humantenmina) en 

GABAARs y GlyRs, y en la función sináptica de neuronas corticales. Utilizando 
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registros electrofisiológicos de GABAARs y GlyRs recombinantes, se demostró que 

gelsemina, koumina y gelsevirina inhibieron las corrientes glicinérgicas y 

GABAérgicas a concentraciones micromolares. El análisis de las concentraciones 

inhibitorias medias (IC50) y del porcentaje de máxima inhibición mostró que los 

GlyRs poseen una sensibilidad mayor a estos alcaloides que los GABAARs. 

Contrariamente, humantenmina no modificó significativamente la actividad de 

GABAARs y GlyRs. Utilizando receptores quiméricos y mutados en combinación con 

técnicas bioinformáticas, se logró determinar que dos mutaciones puntuales en el 

sitio ortostérico fueron suficientes para generar GlyRs insensibles a gelsemina, 

koumina y gelsevirina, lo que sugiere que las acciones de estos alcaloides 

dependen únicamente de su unión al sitio ortostérico. Por otra parte, en el contexto 

de la sinapsis, se logró establecer que gelsemina disminuyó la frecuencia de los 

eventos sinápticos GABAérgicos y glutamatérgicos en miniatura de neuronas 

corticales, sin modificar significativamente la amplitud. De modo interesante, se 

obtuvieron resultados similares utilizando el alcaloide humantenmina, demostrando 

que la inhibición directa de GlyRs o GABAARs no es necesaria para los efectos 

sinápticos. Finalmente, estudios de fluorometría de Ca2+ intracelular lograron 

demostrar que gelsemina disminuyó la frecuencia de las señales espontaneas de 

Ca2+, sugiriendo que gelsemina, y posiblemente otros alcaloides del Gelsemium, 

modulan la sinapsis a través de la interacción con blancos moleculares 

presinápticos.  

En conjunto, los resultados de esta tesis proporcionan información novedosa 

sobre las acciones funcionales y los sitios moleculares de los principales alcaloides 
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del Gelsemium en GABAARs y GlyRs. El perfil de actividad de gelsemina, koumina 

y gelsevirina en estos canales iónicos sugiere que estas interacciones pudieran 

estar asociadas a su toxicidad. Por el contrario, los resultados encontrados para 

humantemina y gelsemina a nivel neuronal sugieren que su actividad biológica 

estaría relacionada con blancos moleculares presinápticos, diferentes a GABAARs 

y GlyRs. Estas acciones sinápticas proporcionan una hipótesis novedosa para 

explicar los diversos efectos beneficiosos de los alcaloides del Gelsemium. En 

resumen, los resultados de este trabajo contribuyen a dilucidar, al menos en parte, 

los mecanismos involucrados en las acciones beneficiosas y tóxicas de los 

alcaloides del Gelsemium a nivel del SNC de mamíferos. 
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ABSTRACT. 

 

Ionotropic gamma-aminobutyric acid type A receptors (GABAARs) and glycine 

receptors (GlyRs) play a fundamental role in synaptic inhibition within the central 

nervous system (CNS). At synapses, neurotransmitters GABA and glycine activate 

postsynaptic GlyRs and GABAARs, facilitating the entry of chloride ions and inducing 

membrane hyperpolarization to regulate neuronal excitability. Dysregulation of 

GABAergic or glycinergic neurotransmission has been associated with prevalent 

CNS disorders such as epilepsy, depression, anxiety, and chronic pain. The 

significance of GABAergic function is underscored by the efficacy of various clinically 

used drugs targeting GABAARs. In contrast, there are currently no drugs specifically 

targeting GlyRs. 

Regarding the pharmacology of these receptors, various modulators of GlyRs 

and GABAARs have been identified from plants and fungi. In this context, alkaloids 

from Gelsemium plants have demonstrated beneficial effects in various CNS 

pathologies. However, these compounds exhibit high intrinsic toxicity, with a 

toxicological profile suggesting potential neuronal effects. The molecular targets of 

these alkaloids in the CNS are yet to be defined. Nevertheless, studies have 

suggested the possible involvement of GlyRs and GABAARs in their actions. 

This thesis successfully defined and characterized the activity of the four main 

Gelsemium alkaloids (gelsemine, gelsevirine, koumine, and humantenmine) on 

GABAARs, GlyRs, and synaptic function in cortical neurons. Using 

electrophysiological recordings from recombinant GABAARs and GlyRs, it was 

demonstrated that Gelsemine, Koumine, and Gelsevirine inhibited glycinergic and 
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GABAergic currents at micromolar concentrations. Analysis of the half-maximal 

inhibitory concentrations (IC50) and the percentage of maximum inhibition revealed 

that GlyRs exhibit greater sensitivity to these alkaloids than GABAARs. Conversely, 

Humantenmine did not significantly alter the activity of GABAARs and GlyRs. Using 

chimeric and mutated receptors in combination with bioinformatics, it was 

determined that two-point mutations in the orthosteric site were sufficient to generate 

GlyRs insensitive to Gelsemine, Koumine, and Gelsevirine, suggesting that the 

functional effects of these alkaloids depend solely on their binding to the orthosteric 

site. 

Moreover, in the synaptic context, Gelsemine was found to decrease the 

frequency of GABAergic and glutamatergic miniature synaptic events in cortical 

neurons without significantly affecting amplitude. Interestingly, similar results were 

obtained with the alkaloid humantenmine, demonstrating that direct inhibition of 

GlyRs or GABAARs is not necessary for these synaptic effects. Finally, intracellular 

Ca2+ fluorimetry studies demonstrated that gelsemine significantly reduced the 

frequency of spontaneous Ca2+ signals, suggesting that Gelsemine, and possibly 

other Gelsemium alkaloids, modulate synapses through interaction with presynaptic 

molecular targets. 

Collectively, the results of this thesis provide novel insights into the functional 

actions and molecular sites of Gelsemium's main alkaloids on GABAARs and GlyRs. 

The activity profile of gelsemine, koumine, and gelsevirine on these ion channels 

suggests a potential association with their toxicity. Conversely, the findings for 

humantenmine and gelsemine at the neuronal level suggest that their biological 
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activity may be related to presynaptic molecular targets, different from GABAARs and 

GlyRs. These synaptic actions provide a novel hypothesis to explain the diverse 

beneficial effects of Gelsemium alkaloids. In summary, the results of this work 

contribute to elucidating, at least in part, the mechanisms involved in the beneficial 

and toxic actions of Gelsemium alkaloids in the mammalian CNS.
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1. Aspectos generales de los receptores de GABAA y de glicina. 

 

 El ácido γ-aminobutírico (GABA) y glicina (Gly) son los principales 

neurotransmisores inhibitorios del sistema nervioso central (SNC). Estas moléculas 

son sintetizadas en la sección terminal del axón de las neuronas inhibitorias y 

almacenados en vesículas mediante el transportador vesicular de aminoácidos 

inhibitorios (VIAAT, del inglés The Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter) 

(Shimizu-Okabe et al., 2022; Zeilhofer, Benke, et al., 2012). Estos 

neurotransmisores interaccionan con receptores ampliamente expresados en 

neuronas de todo el SNC, los que han sido clasificados principalmente en base a 

sus estructuras y sus perfiles farmacológicos. Por una parte, encontramos los 

receptores de tipo ionotrópico, los cuales son canales iónicos clásicamente 

conocidos como receptores de glicina (GlyRs) y receptores de GABAA (GABAARs) 

(Hammond, 2015; Kandel, 2000) y, por otra parte, se encuentran los receptores 

metabotrópicos, los cuales son receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), 

donde encontramos a los receptores de GABAB (Sallard et al., 2021), y al 

recientemente descubierto receptor metabotrópico activado por glicina, denominado 

GPR158 o mGlyR (Laboute et al., 2023).  

  En este estudio nos enfocaremos en los receptores ionotrópicos GlyRs y 

GABAARs, los cuales son proteínas transmembránicas que conforman un poro 

permeable a Cl- (Hammond, 2015; Kandel, 2000). Ambos grupos de receptores 
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pertenecen a la superfamilia de canales iónicos activados por ligando pentaméricos 

(pLGICs, del inglés pentameric ligand-gated ion channels), dentro de la cual también 

se encuentran los receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR), los receptores de 

serotonina tipo 3 (5-HT3R), y otros canales que son expresados en bacterias (Figura 

1) (Corringer et al., 2012; Dutertre et al., 2012; Lara et al., 2020; Nys et al., 2013); 

Z. S. Wu et al. (2015). Datos estructurales de esta familia de receptores han 

revelado una arquitectura conservada en forma de cilindro para todos los pLGICs, 

en las que cinco subunidades están dispuestas alrededor de un eje central 

(Corringer et al., 2012; Lara et al., 2020; Nys et al., 2013). Cada subunidad de los 

pLGICs posee una estructura conservada que está compuesta por un dominio 

extracelular (ECD, del inglés extracellular domain), en el cual se ubican los sitio 

ortostéricos, 4 dominios transmembrana (TM1-4) los cuales conforman el poro del 

canal, y un dominio intracelular (ICD del inglés intracellular domain) entre los 

dominios TM3 y TM4 (Z. S. Wu et al., 2015). 
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 Figura 1. Aspectos filogenéticos y estructurales de los pLGICs. A. Árbol 

filogenético de los principales pLGICs identificados en bacterias y en mamíferos. B. 

Estructura esencial de una subunidad de pLGIC y su conformación pentamérica 

funcional. Adaptado de Lemoine et al., 2012.(Lemoine et al., 2012) 

Los sistemas de neurotransmisión asociados a los pLGICs son claves para 

el funcionamiento, regulación, mantención y desarrollo del SNC. La importancia de 

los GlyRs y GABAARs ha sido ampliamente descrita con relación al control de la 

excitabilidad neuronal a través de la inhibición sináptica gatillada por la entrada de 

cloruro a neuronas del SNC (Hammond, 2015; Kandel, 2000).  La regulación 

inhibitoria controla eventos fisiológicos vitales, tales como regulación sensorial 

somática, movimiento, locomoción, tono muscular y ritmo respiratorio (Chua & 
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Chebib, 2017; Hammond, 2015; Kandel, 2000; Lynch, 2009; Mohler, 2009). 

Consistente con su relevancia fisiológica, alteraciones a la neurotransmisión 

GABAergica o glicinérgica han sido relacionadas con desórdenes del SNC, tales 

como epilepsia (Lasoń et al., 2013; Mastrangelo, 2021; Wu et al., 2023), depresión 

(Luscher et al., 2011), trastornos de ansiedad (El Matine et al., 2023; McCool et al., 

2003; Möhler, 2012), trastornos del espectro autista (Kang & Barnes, 2013), 

hiperekplexia (Absalom et al., 2020; Becker et al., 2002; Harvey, 2019; Schaefer et 

al., 2013; Tijssen et al., 1997; Vuilleumier et al., 2018; Zou et al., 2019), esquizofrenia 

(de Bartolomeis et al., 2020; Harvey & Yee, 2013; Iqbal et al., 2023; Möhler et al., 

2008; Yang & Tsai, 2017) y dolor crónico (Lara et al., 2020; Yeo et al., 2022; Zeilhofer 

et al., 2018; Zeilhofer, Benke, et al., 2012; Zeilhofer et al., 2021), entre otros (Jacob, 

2019; Jahangir et al., 2021; Planells-Cases & Jentsch, 2009; Sakimoto et al., 2021; 

Sun et al., 2019; Wu et al., 2020; Xing et al., 2021).  

Los ligandos canónicos de estos receptores, los neurotransmisores GABA y 

glicina, son liberados desde los botones presinápticos mediante la fusión de las 

vesículas presinápticas con la membrana plasmática. Los neurotransmisores 

difunden por el espacio sináptico, y se unen con los receptores de manera limitada 

en el tiempo. La unión de los agonistas con sus receptores desencadena una serie 

de cambios conformacionales en el complejo pentamérico del receptor, el cual se 

transmite desde los ECD hasta los TM2 que conforman la pared interna del poro 

central, abriendo transitoriamente el poro del canal y permitiendo el flujo de iones 

Cl- (Nemecz et al., 2016). En el sistema nervioso adulto, y en parte debido al 

potencial de equilibrio del Cl-, la apertura de los GlyRs y GABAARs genera 
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principalmente un influjo de Cl- y, en consecuencia, una hiperpolarización del 

potencial de membrana, logrando un control rápido de la excitabilidad neuronal 

(Doyon et al., 2016). Los GlyRs y GABAARs que están localizados en el sitio activo 

de la sinapsis se encuentran agrupados mediante proteínas de andamiaje 

intracelulares como gefirina, permitiendo la formación de agrupaciones sinápticas 

de receptores (“clusters”), los que aumentan la eficiencia de la transmisión sináptica 

(Groeneweg et al., 2018). La activación de los GlyRs y GABAARs sinápticos generan 

una inhibición fásica de las neuronas, caracterizada por activaciones rápidas y 

transitorias de los receptores, las cuales son definidas experimentalmente como 

corrientes postsinápticas inhibitorias GABAérgicas o glicinérgicas (“GABAergic-

IPSCs o Gly-IPSCs”). Estas corrientes se caracterizan por mostrar amplitudes 

variables, tiempos de activación muy cortos (<0.5 ms) y tiempos de decaimiento 

variables, en general, menores a 30-40 ms en total (Sallard et al., 2021). En 

contraste, existen poblaciones de GlyRs y GABAARs que se expresan en el espacio 

extrasináptico de las neuronas, los cuales pueden estar activados de manera 

sostenida por bajas concentraciones de agonista. A este tipo de activación se le 

denomina inhibición tónica, la cual es caracterizada por corrientes constantes de 

amplitudes menores (< 20pA) y duración temporal permanente (Farrant & Nusser, 

2005). Diversos estudios han demostrado que la inhibición fásica y tónica 

contribuyen, en conjunto, al control de la excitabilidad neuronal en todo el SNC 

(Farrant & Nusser, 2005). Finalmente, la disponibilidad de estos neurotransmisores 

en el espacio sináptico está controlada por sistemas de transportadores específicos: 
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la familia de transportadores de GABA (GAT1, GAT2 y GAT3) y de glicina (GlyT1 y 

GlyT2) (Farrant & Nusser, 2005; Zeilhofer, Benke, et al., 2012).  

Figura 2. Características generales de la neurotransmisión inhibitoria fásica y 

tónica. A-B. Neurotransmisión inhibitoria fásica. A. La liberación de una única 

vesícula sináptica resulta en una corriente postsináptica denominada “corriente 

inhibitoria postsináptica en miniatura” o mIPSC. B. La liberación de múltiples 

vesículas sinápticas resulta en una corriente postsináptica, generalmente de 

mayores amplitudes, denominada “corriente inhibitoria postsináptica espontanea” o 

sIPSC. C. Neurotransmisión inhibitoria tónica. En ausencia de liberación vesicular 

de neurotransmisores, los GlyRs y/o GABAARs localizados fuera del sitio activo 

sináptico pueden ser activados constantemente por concentraciones menores de 

neurotransmisor, generando una corriente de amplitud limitada pero estable en el 

tiempo. Ambos tipos de neurotransmisión han sido caracterizados para GlyRs y 

GABAARs. Adaptado de Farrant & Nusser, 2005. 

 

GlyT2 GlyT1
A B C
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1.2. Los receptores de GABAA: relevancia farmacológica y fisiológica. 

 

 Para los GABAARs se han descubierto 16 genes (GABRA1 – GABRA6, 

GABRB1 – GABRB3, GABRG1 – GABRG3, GABRD, GABRE, GABRP, GABRQ) 

que codifican para 16 subunidades diferentes (α1- 6, β1- 3, γ1-3, δ, ε, θ, π), 

excluyendo a los genes codificantes (GABRR1 – GABRR3) para las tres 

subunidades ρ (ρ1-3) (Ghit et al., 2021). Estas subunidades, al ensamblarse entre 

sí, son capaces de conformar canales iónicos con características similares al resto 

de GABAARs, pero debido a su diverso perfil farmacológico, en varios estudios se 

clasifican como grupos de receptores independientes (receptor de GABAC, 

GABACRs). Sin embargo, el Nomenclature Committee of IUPHAR ha determinado 

que los receptores compuestos por la subunidad ρ deben ser clasificados como 

parte de los GABAARs y recomiendan limitar el uso de GABACRs para títulos, 

resúmenes o en las menciones de este receptor en publicaciones iniciales (Olsen & 

Sieghart, 2009). 

 A pesar de la amplia diversidad de subunidades, las cuales podrían dar origen 

a variadas posibilidades de ensamblajes, se ha descrito que solo un limitado de 

configuraciones es expresado en neuronas. Se estima que podrían haber alrededor 

de 500 subtipos diferentes del GABAARs expresados en mamíferos (Sallard et al., 

2021). Lo concreto es que, a la fecha, se ha determinado que el ≈ 60% de los 

GABAARs corresponden a la conformación α1β2γ2. Los otros subtipos mayormente 

encontrados son α2β3γ2 y α3β3γ2 (<20-25%), mientras que α4–6βγ2, α6β2–3δ, 

α4β2–3δ, αβ y ρ1–3 son menos abundantes (<5%). Los subtipos menores cuya 
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existencia fisiológica in vivo se considera probable incluyen a α1βδ, α2β1γ1, αβε, 

αβπ, αβθ, α1α6βγ2, α1α6βδ and αβγ3 (Olsen & Sieghart, 2009; Sallard et al., 2021). 

 La estequiometria más aceptada de los GABAARs es 2α:2β:1γ en una 

disposición β-α-β-α-γ, dispuesta en sentido anti-horario en torno al poro central. 

Dentro de esta se encuentra mayormente conservada la porción β-α-β-α, mientras 

que la posición de γ es modular, pudiendo ser reemplazada por cualquiera de los 

otros subtipos de subunidades, incluyendo otra subunidad α o β (Botzolakis et al., 

2016). Además, se ha descrito que solo β3 y ρ1 son capaces de generan 

homopentámeros funcionales en sistemas heterólogos (Hannan & Smart, 2018).   

Por otra parte, se ha determinado que estas subunidades poseen diferentes 

perfiles de distribución espacial y temporal. Por ejemplo, algunas subunidades, 

como α1-3, β y γ2, muestran una distribución ubicua, mientras que otras, como α6 

y ρ, tienen una distribución muy restringida (Ghit et al., 2021). La distribución 

anatómica de cada subunidad está estrechamente ligada a su función, tanto a nivel 

celular como sistémica. A nivel celular, se ha determinado que la migración de 

GABAARs al espacio post-sináptico requiere la presencia de la subunidad γ, 

mediando la inhibición fásica. Su reemplazo con la subunidad δ genera una 

localización extrasináptica, lo que contribuye mayormente a la inhibición tónica 

(Hannan et al., 2020; Nusser et al., 1998; Sun et al., 2022; Wei et al., 2003; Zhang 

et al., 2007). A partir de esta información se ha logrado esquematizar la estructura 

básica de la sinapsis GABAérgica, la cual está compuesta por neuronas 

presinápticas que sintetizan GABA a partir de glutamato, el cual es posteriormente 

almacenado en vesículas por VIAAT y liberado al espacio sinápticos. Además, 
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circundantes al espacio sináptico, se encuentran los transportadores de GABA, 

GAT-1 y GAT-3 (del inglés GABA transporter 1 y 3) expresados en la neurona 

presinápticas y en los astrocitos respectivamente (Jin et al., 2011). Estos 

transportadores se encargan de la recaptación de GABA. Finalmente, en la 

membrana posináptica, se encuentran mayormente expresados GABAARs que 

contienen las subunidades α1/2/3β2/3γ2 unidas a gefirina como la proteína de 

anclaje fundamental (Govindpani et al., 2017; Shimizu-Okabe et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sinapsis GABAergica. El esquema resume los componentes principales 

de la sinapsis GABAergica, en las cuales los GABAARs y los GABABRs coordinan 

diferentes tipos de respuestas celulares al neurotransmisor GABA. Extraído desde 

(Govindpani et al., 2017). 
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La caracterización farmacológica de los GABAARs ha desempeñado un papel 

fundamental en la comprensión de sus funciones fisiológicas y fisiopatológicas. En 

combinación con herramientas de mutagénesis y proteómica, estas investigaciones 

han permitido el esclarecimiento de su distribución y composición en el SNC. Dentro 

de esta amplia variedad de ligandos, destacan las benzodiacepinas (BDZ), los 

neuroesteroides, y algunos anestésicos generales de uso clínico, como el propofol 

(Cerne et al., 2022; Ghit et al., 2021; Knoflach & Bertrand, 2021).  Las BDZ, son un 

grupo de moléculas con gran relevancia clínica y biomédica, ya que se encuentra 

en el listado de fármacos más consumidos a nivel mundial, principalmente por su 

actividad ansiolítica, hipnótica y anticonvulsiva. Se caracterizan por ser selectivas a 

GABAARs compuestos por la subunidad γ2 y de al menos una subunidad α1, α2, α3 

o α5 (Cerne et al., 2022; Ghit et al., 2021; Knoflach & Bertrand, 2021; Wieland et al., 

1992). En contraste, los GABAARs compuestos por las subunidades α4/6 y δ son 

insensibles a BDZ (Möhler et al., 2002). Posteriormente, se determinó que la 

diferencia entre las subunidades α sensibles e insensibles a BDZ estaba 

determinada por la presencia de un residuo de histidina en la región extracelular de 

la subunidad α1 en la posición 101 (H101) (Crestani et al., 2000; Rudolph et al., 

1999). Este residuo se encuentra conservado en las subunidades α2, α3, y α5, 

mientras que α4 y α6 expresan un residuo de arginina (Löw et al., 2000; Möhler et 

al., 2002). Estudios subsecuentes que utilizaron receptores con mutaciones 

puntuales en este residuo confirmaron su importancia funcional, ya que la mutación 

H101R en la subunidad α1 generó GABAARs insensibles a las BDZ.  Esto impulsó 

la generación de sistemas in vivo que permitieron correlacionar las diferentes 
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subunidades del GABAARs con efectos neurofisiológicos de las BDZ en estudios de 

comportamiento animal. En el año 1999 y 2000 se crearon dos modelos de ratón 

que incorporaron las mutaciones α1(H101R) (Rudolph et al., 1999) y α2(H101R) 

(Löw et al., 2000). A través de estudios de comportamiento, se evaluaron los efectos 

del diazepam, una BDZ clásica, sobre la actividad motora, coordinación y niveles de 

ansiedad de estos ratones, logrando asociar estos efectos in vivo a diferentes 

subunidades del receptor. Por ejemplo, se observó que altas dosis de diazepam (30 

mg/kg) no afectó la actividad motora de los ratones knock-in α1H101R, por lo que 

se asoció los efectos sedativos del diazepam a GABAARs compuestos de la 

subunidad α1. De modo interesante, se encontró una disminución en los niveles de 

ansiedad similar a los ratones wild-type (Rudolph et al., 1999). En estudios 

subsecuentes con ratones knock-in α2H101R, se observó disminución de la 

actividad motora y la coordinación luego de la administración de diazepam, pero no 

se observaron efectos ansiolíticos (Löw et al., 2000). Estos hallazgos permitieron 

concluir que los efectos sedativos del diazepam, y de la mayoría de las BDZ, son 

mediados principalmente por la modulación de GABAARs compuestos de la 

subunidad α1, mientras que los efectos ansiolíticos están mediados por GABAARs 

compuestos de la subunidad α2 (Löw et al., 2000; Rudolph et al., 1999). Estos 

resultados han sido confirmados y expandidos en múltiples estudios subsecuentes 

(Ghit et al., 2021; Knoflach & Bertrand, 2021; Ralvenius et al., 2015). 

Además de las BDZ, ha sido relevante la determinación de la función 

fisiológica de las subunidades de GABAARs que configuran su sensibilidad a los 

neuroesteroides, los cuales son moléculas endógenas que presentan efectos 
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ansiolíticos, hipnóticos, anestésicos, y anticonvulsivos (Belelli et al., 2022; Covey et 

al., 2023). Además, se han relacionado en mecanismos de memoria, 

neuroprotección y en acciones conductuales (Mellon, 2007; Reddy, 2010). El 

neuroesteroide más estudiado en este contexto es la allopregnanolona (Cerne et 

al., 2022; Cornett et al., 2021; Lüscher & Möhler, 2019). Inicialmente se había 

descrito su sitio de unión en la interfaz de los TM las subunidades α y β (Alvarez et 

al., 2019; Hosie et al., 2006). El dominio M1 de la subunidad α, específicamente una 

glutamina altamente conservada en la posición 241, desempeña un papel clave en 

la modulación de los neuroesteroides (Hosie et al., 2006). Estudios 

electrofisiológicos lograron demostrar de manera consistente que los GABAARs que 

contienen la subunidad δ presentan una mayor sensibilidad a neuroesteroides 

(Lüscher & Möhler, 2019; Stell et al., 2003). En línea con esta información, el ratón 

knock-out a la subunidad δ se ha caracterizado por tener una mayor resistencia a 

los efectos sedativos y ansiolíticos de los neuroesteroides (Mihalek et al., 1999; 

Spigelman et al., 2002). La subunidad δ se ha encontrado expresada en la corteza 

prefrontal (Centanni et al., 2017), amígdala (Marowsky & Vogt, 2014), bulbo 

raquídeo(Montandon et al., 2017), cerebelo, tálamo e hipocampo (Sun et al., 2018), 

principalmente asociada a las subunidades α4/6 y β1/3 (Dalby et al., 2020; Ghit et 

al., 2021; Glykys et al., 2008; Sperk et al., 1997). Finalmente, es relevante 

mencionar que el conocimiento acerca de la modulación de los neuroesteroides de 

GABAARs compuestos de la subunidad δ y de su relevancia fisiológica en el 

contexto del embarazo ha contribuido a generar el primer tratamiento farmacológico 

contra la depresión post-parto (Cornett et al., 2021; Lüscher & Möhler, 2019).  
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Figura 4. Principales moduladores GABAérgicos. A. Ligandos del sitio de las 

BDZ. Diazepam es un BDZ clásica que potencia la actividad de GABAARs, mientras 

que Flumazenil es un antagonista del sitio de las BDZ. Zolpidem es un modulador 

correspondiente al grupo de las drogas no-BDZ (“Z-drugs”) que posee una 

selectividad parcial por GABAARs compuestos de la subunidad α1. B. Anestésicos 

generales. Isoflurano es un anestésico general volátil, mientras que etomidato y 

propofol son anestésicos generales endovenosos. C. Esteroides neuroactivos. 

Allopreganolona es un neuroesteroide endógeno, mientras que Alfaxalona es un 

esteroide neuroactivo de origen sintético. La versión sintética de Allopreganolona es 

comercializada con el nombre de Brexanalona (Zulresso, SAGE Therapeutics) y es 

utilizada como tratamiento contra la depresión post-parto desde su aprobación por 

la FDA el 2018 (Cerne et al., 2022; Cornett et al., 2021; Lüscher & Möhler, 2019).  
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 La disección molecular de los roles fisiológicos de diferentes subunidades 

de GABAARs se ha delineado mayormente a través del estudio de animales 

genéticamente modificados. Por una parte, se encontró que el animal knock-out 

para α1 fue viable y presentaba un fenotipo muy similar a animales wild-type, sin 

defectos neurológicos o motores evidentes (Sur et al., 2001). Sin embargo, los 

animales knock-out para γ2 mueren a los pocos días de nacer (Günther et al., 1995). 

Por otra parte, otros ensayos mostraron que el retraso en el desarrollo de knock-out 

de γ2, utilizando la estrategia Cre-loxP, resultó en ratones fenotípicamente normales 

3 semanas después del parto, para luego exhibir un rápido deterioro, incluyendo 

episodios epilépticos y la muerte (Schweizer et al., 2003). Además, resultó en la 

pérdida de los sitios de unión de las BDZ y la pérdida de la asociación de los 

receptores sinápticos de GABAARs con la proteína de andamiaje gefirina. Estas 

evidencias contribuyeron a determinar que la subunidad γ2 contribuye a la 

localización postsináptica de estos receptores a través de gefirina (Schweizer et al., 

2003). Finalmente, ratones con expresión atenuada de γ2 en todo el cerebro dio 

origen a un deterioro de la conducta, incluido un fenotipo ansioso-depresivo 

aumentado (Chandra et al., 2005; Crestani et al., 1999; Earnheart et al., 2007), 

mientras que ratones γ2 heterocigotos mostraron una maduración defectuosa de la 

columna vertebral (Ren et al., 2015).  

Otros estudios han determinado la relevancia de diferentes subunidades β 

de los GABAARs. Por ejemplo, animales knock-out para la subunidad β3 

presentaron fenotipos de epilepsia, además de déficit de aprendizaje y deficiencias 

motoras con hiperactividad. De modo interesante, se ha descrito que en torno al 
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90% de las crías de estos animales mueren como neonatos y muchos presentan 

desarrollo anormal del paladar (DeLorey et al., 1998; Ferguson et al., 2007). Estas 

características hicieron posible que algunos investigadores hayan propuesto este 

animal como un modelo para el estudio del síndrome de Angelman (DeLorey et al., 

1998). De modo complementario, otros estudios realizados sobre ratones knock-out 

para la subunidad β2 presentaron alteraciones conductuales de ansiedad y 

depresión, además de cambios importantes en las habilidades sociales, de 

aprendizaje y memoria (Gao et al., 2022). Estos hallazgos se han correlacionado 

con alteraciones psiquiátricas como trastorno bipolar (Chen et al., 2009; Perlis et al., 

2008), trastorno depresivo mayor (Zhao et al., 2009), y trastorno disfórico 

premenstrual (Gao et al., 2022; Ullah et al., 2020), entre otras.  

Sobre la subunidad α5 se ha descrito que solo representa menos del 5% de 

toda la población de GABAARs. Debido a que su expresión es predominantemente 

en la corteza cerebral, e hipocampo (Caraiscos et al., 2004), sus funciones se han 

asociado a regulación de procesos de aprendizaje y memoria  (Rudolph & Mohler, 

2004). De modo interesante, ratones knock-out para esta subunidad presentaron 

una mejoría en el aprendizaje espacial, y una subsecuente disminución de la 

amplitud de las corrientes sinápticas (Collinson et al., 2002). Por lo cual, 

actualmente, se considera como un posible blanco farmacológico para combatir el 

deterioro cognitivo asociado a síndrome de Down y esquizofrenia, y los déficits 

conductuales asociados a trastornos del espectro autista (Kasaragod et al., 2023). 
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1.3. Los receptores de glicina: relevancia fisiológica y potencial como 

blanco farmacológico. 

 

A la fecha se han descrito cuatro genes (denominados Glra1-4) que codifican 

para las subunidades α (α1-α4) y un único gen (Glrb) que codifica para la subunidad 

β (Dutertre (Dutertre et al., 2012). Sin embargo, el gen del α4 GlyR es un pseudogen 

en humanos y existe poca evidencia de su expresión funcional en ratas (Lynch, 

2009). Existe una identidad de aminoácidos mayor al 80% entre subunidades α, 

mientras que entre subunidades α y β existe una identidad de alrededor de 50% 

(Dutertre et al., 2012). A pesar de la alta identidad entre las subunidades α, éstas 

presentan una expresión espacio-temporal diferente, así como también muestran 

propiedades cinéticas distintas y, en algunos casos, también hay divergencias en su 

sensibilidad a agonistas y moduladores alostéricos (Acuña et al., 2016; Beato et al., 

2004; Krashia et al., 2011; Lara et al., 2016; Lynch, 2009; Marabelli et al., 2013; 

Yevenes et al., 2010; Zeilhofer et al., 2018). 

En general, los GlyRs funcionales existen como homopentámeros 

conformados por cinco subunidades α, o como heteropentámeros, con una 

estequiometría recientemente descrita de cuatro subunidades α y una β (Yu et al., 

2021; Zhu & Gouaux, 2021). Los GlyRs son estabilizados en la densidad 

postsináptica debido a la interacción del ICD de la subunidad β con la proteína de 

andamiaje gefirina (Alvarez, 2017; Groeneweg et al., 2018; Tyagarajan & Fritschy, 

2014). De este modo, es ampliamente aceptado que los GlyRs sinápticos 

comprenden mayoritariamente complejos heteroméricos (Lynch, 2009; Maynard et 

al., 2021). La recaptación de la glicina liberada al espacio sináptico es mediada por 
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dos transportadores de glicina, ubicados en la membrana de astrocitos (GlyT1) o en 

neuronas presinápticas (GlyT2), esto sumado al VIAAT previamente mencionado, 

comprenden los elementos básicos que podemos encontrar en neuronas inhibitorias 

glicinérgicas(Cioffi, 2018; Zeilhofer, Benke, et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sinapsis glicinérgica. El esquema resume los componentes principales 

de la sinapsis glicinérgica, en la cual la apertura de GlyR postsinápticos genera un 

influjo de iones cloruro, logrando hiperpolarizar el potencial de membrana. Los roles 

de los transportadores de glicina GlyT1 y GlyT2, así como también del transportador 

vesicular VGAT/VIAAT, son presentados. Extraído desde Cioffi et al., 2018. 

La subunidad α1 se encuentra altamente expresada en médula espinal y 

tronco encefálico a partir de la tercera semana postnatal (Lynch, 2009). Esta 
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subunidad posee un rol fundamental en el control de la excitabilidad neuronal en el 

SNC, ya que su pérdida de expresión genera un fenotipo que a partir de la segunda 

semana postnatal desarrolla un deterioro progresivo caracterizado por rigidez 

muscular, temblores, marcha espástica y muerte (Kling et al., 1997). 

Coincidentemente, mutaciones a α1 GlyR en humanos originan la enfermedad 

conocida como hiperekplexia, la cual es un desorden motor caracterizado por rigidez 

muscular y respuestas de sobresalto exageradas (Bode & Lynch, 2014; Schaefer et 

al., 2013). La introducción de mutaciones puntuales encontradas en pacientes 

hiperekplexicos al gen que codifica la subunidad α1 del GlyR en ratones generan 

fenotipos hiperekpléxicos (Bode & Lynch, 2014; Schaefer et al., 2013). En conjunto, 

estas evidencias demuestran el rol fundamental de esta subunidad en el control 

motor y el tono muscular. Finalmente, es importante destacar que estudios recientes 

han caracterizado la expresión y función de la subunidad α1 en el cerebro. De modo 

interesante, su expresión ha estado involucrada a la regulación de los circuitos de 

recompensa en el núcleo Accumbens y en el área tegmental ventral  (Gallegos et 

al., 2019; Muñoz et al., 2020; Muñoz et al., 2018).  

En contraste con la subunidad α1, la subunidad α2 del GlyR se encuentra 

ubicuamente expresada en estados embrionarios (Lynch, 2009), mientras que en 

estadios adultos se encuentra expresada en áreas cerebrales como hipocampo, 

corteza prefrontal y cerebro anterior (Chattipakorn & McMahon, 2002; McCracken 

et al., 2017; Xu & Gong, 2010). Ratones knock-out para la subunidad α2 sobreviven 

hasta edades adultas (Avila et al., 2013; Young-Pearse et al., 2006). Sin embargo, 

en estos animales se han detectado alteraciones cognitivas menores en el 
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aprendizaje (Pilorge et al., 2016), modificaciones en la migración de interneuronas 

corticales (Avila et al., 2013) y cambios en la morfología de neuronas 

somatosensoriales de la corteza cerebral (Morelli et al., 2017). Por otra parte, 

mutaciones puntuales en esta subunidad se han relacionado con desarrollo de 

autismo y epilepsia (Avila et al., 2013; Pilorge et al., 2016). 

Por otra parte, la subunidad α3 del GlyR comienza a expresarse a partir de 

las dos semanas postnatales en retina, hipocampo, cerebro anterior y láminas 

superficiales de la medula espinal (Harvey et al., 2004; Lynch, 2009; McCracken et 

al., 2017). Similar a los animales knock-out para la subunidad α2, la inactivación 

genética de α3 genera ratones viables (Harvey et al., 2004). Sin embargo, los 

animales knock-out para la subunidad α3 presentan un ritmo respiratorio irregular 

(Manzke et al., 2010) y alteraciones en la audición (Tziridis et al., 2017).  

Particularmente, se ha determinado que alteraciones en el funcionamiento y/o en la 

expresión de α3 GlyR son relevantes para la generación y mantención de dolor 

crónico (Ahmadi et al., 2002; Harvey et al., 2004; Zeilhofer et al., 2018; Zeilhofer, 

Benke, et al., 2012). Ratones knock-out para la subunidad α3 presentan una 

recuperación más rápida de la hipersensibilidad a dolor generada por modelos de 

dolor inflamatorio comparados con ratones wild type, (Harvey et al., 2004). Además, 

la reciente generación de una línea de ratones “knock-in” que expresan la mutación 

S346A en el gen Glra3 permitió el análisis directo de la relevancia de la fosforilación 

de este residuo en el contexto del dolor crónico (Werynska et al., 2021). Los 

experimentos de comportamiento mostraron que estos ratones poseen un 

desarrollo de hiperalgesia a dolor inflamatorio significativamente disminuida 
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(Werynska et al., 2021). En conjunto, estos resultados muestran que la subunidad 

α3 es relevante para funciones fisiológicas, tales como ritmo respiratorio y audición, 

como también en el procesamiento de señales nociceptivas en el contexto del dolor 

crónico.  

Finalmente, la subunidad β del GlyR se encuentra expresada tanto en 

periodos pre y postnatales en todo el sistema nervioso central (Aguayo et al., 2004; 

Lynch, 2009; Malosio et al., 1991). Esta subunidad es necesaria para el 

reclutamiento de GlyRs en el espacio sináptico (Meyer et al., 1995). Mutaciones en 

esta subunidad producen fenotipos hiperekpléxicos, tanto en humanos como en 

ratones (Schaeffer et al., 2013; Bode et al., 2014), los cuales se caracterizan 

mayoritariamente por presentar disminuciones en la expresión de GlyRs en la 

membrana plasmática (Groemer et al., 2022; Piro et al., 2021), fallas en el control 

motor (Bode et al., 2014) y alteraciones en el procesamiento nociceptivo (Groemer 

et al., 2022). Además, al comparar las configuraciones del GlyR que contienen la 

subunidad β con sus contrapartes homopentaméricas han encontrado cambios 

funcionales, tales como la afinidad a ligando, en su cinética de apertura e incluso su 

farmacología (Acuña et al., 2016; Lynch, 2009; Muñoz et al., 2021). 

A diferencia de los otros pLGICs de mamíferos, los GlyRs son los únicos que 

han permanecido con un desarrollo farmacológico menor. Actualmente, no existe 

ningún fármaco de uso clínico que tenga como blanco especifico los GlyRs. Sin 

embargo, y en base a su relevancia en el dolor crónico, en los últimos años se han 

caracterizado un número creciente de nuevos moduladores glicinérgicos, los cuales, 

en algunos casos, poseen efectos analgésicos en modelos de dolor crónico in vivo 
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(Cioffi, 2018; Lara et al., 2020; Zeilhofer, Benke, et al., 2012; Zeilhofer et al., 2021). 

De este modo, y aunque aún no han sido desarrollados compuestos que posean 

una alta selectividad y especificidad hacia GlyRs, resulta de particular interés la 

investigación y el desarrollo de nuevos moduladores glicinérgicos, lo que podría 

originar herramientas terapéuticas alternativas para diversas patologías del SNC. 

Figura 6. Moduladores glicinérgicos con actividad analgésica. Cannabidiol es 

un fitocannabinoide de origen natural que actúa como un modulador alostérico 

positivo de GlyRs (Xiong et al., 2012). El compuesto 2,6-di-tert-butylfenol es un 

análogo de propofol que no posee acciones en GABAARs, pero que posee actividad 

potenciadora en GlyRs homoméricos o heteroméricos en estado fosforilado (Acuña 

et al., 2016). AM-1488 es un modulador alostérico positivo sintético de alta potencia 

diseñado por la compañía farmacéutica AMGEN (Huang et al., 2017), mientras que 

gelsemina es un alcaloide procedente de las plantas del género Gelsemium que 

ejerce efectos mayoritariamente inhibitorios en GlyR de diferente configuración 

(Lara et al., 2016). 
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1.4. Aspectos generales de las plantas del género Gelsemium y de sus 

alcaloides. 

 

Los extractos de las plantas del género Gelsemium, de la familia 

Gelsemaceae, se han utilizado tradicionalmente en la medicina popular para tratar 

la neuralgia, ciática, artritis reumatoide y diversas manifestaciones de dolor (Jin et 

al. 2014). Las primeras descripciones de su uso surgieron en el “Canon de Materia 

Médica del Emperador Shennong” (Shen-nong Ben-caojing) de principios del siglo 

III d.C., donde se describieron sus usos terapéuticos, y también su carácter 

altamente toxico (Jin et al., 2014; Peng et al., 2023). Anecdóticamente, estos 

extractos incluso se describen en la mitología china como causantes de la muerta 

del emperador Shennong. Actualmente, se conocen 5 especies distintas del género 

Gelsemium de las cuales destacan tres: Gelsemium elegans, nativa del sureste 

asiático, principalmente China, Gelsemium sempervirens comúnmente conocida 

como Jazmín amarillo, distribuida desde Texas hasta México y Guatemala, y 

Gelsemium Rankinii nativas del sureste de Estados Unidos (Dutt, Thakur, et al., 

2010; Zhang & Wang, 2015). 

 A través de años, diferentes estudios han descrito diversos efectos para los 

extractos de esta planta, los que incluyen efectos terapéuticos contra diversas 

patologías (Jin et al., 2014; Peng et al., 2023).  Sin embargo, el uso clínico de los 

extractos de Gelsemium es bastante limitado debido a su alta toxicidad, lo que 

incluye un decaimiento en la actividad motora y ritmo respiratorio, temblores 

corporales, convulsiones e incluso la muerte por asfixia. En la actualidad se siguen 
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reportando casos de envenenamiento (Lai & Chan, 2009; Qu et al., 2021) y 

contaminación de alimentos con compuestos de Gelsemium (Yang et al., 2020). A 

pesar de su estrecho margen terapéutico, estudios han descrito acciones biológicas 

beneficiosas en humanos y animales, como, por ejemplo, acciones antitumorales, 

ansiolíticas, antinflamatorias, y antinociceptivas (Bousta et al., 2001; Dutt, Dhar, et 

al., 2010; Dutt, Thakur, et al., 2010; Huang et al., 2010; Jin et al., 2014; Lin et al., 

2021; LinZhong, 1988; Magnani et al., 2010; Marzotto et al., 2014; Peng et al., 2023; 

Tan et al., 1988; Vitet et al., 2018; Y. K. Xu et al., 2012; Zhang & Wang, 2015). 

La actividad biológica terapéutica de los extractos de Gelsemium ha 

promovido investigaciones que han determinado su composición química. Se han 

encontrado compuestos de diferente naturaleza, como, por ejemplo, esteroides, 

coumarinas, iridoides y alcaloides. Este último grupo ha mostrado una interesante 

diversidad química, ya que se han encontrado alrededor de 121 tipos diferentes de 

alcaloides presentes en las raíces, hojas y tallos de este tipo de planta (Jin et al., 

2014). De esta amplia diversidad química, más de 80 compuestos son alcaloides 

que incluyen grupos indol y oxindol, los cuales se han clasificado en seis tipos de 

acuerdo con su estructura química. Estos tipos llevan el nombre del alcaloide más 

abundante y representativo: tipo gelsemina, tipo koumina, tipo gelsedina, tipo 

humantenina, tipo yohimbano y tipo sarpagina (Liu et al., 2017). A partir de estos 

hallazgos, se ha logrado purificar y caracterizar diversos alcaloides de la planta 

Gelsemium, los que han logrado replicar, en gran parte, las acciones biológicas 

beneficiosas previamente reportadas por los estudios en extractos. Al igual que 

estos efectos benéficos, se han logrado reproducir sus perfiles toxicológicos y 
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relacionarlos con los efectos nocivos de las plantas y de sus extractos (Li et al., 

2022; Pedroni et al., 2023; Peng et al., 2023; Rujjanawate et al., 2003).En general, 

los compuestos activos encontrados en mayor concentración en las plantas y 

extractos, y, por ende, los más estudiados, son: gelsemina, koumina, gelsevirina y 

gelsenicina, también conocida como humantenmina (Jin et al., 2014). Por estas 

razones, en este trabajo nos centramos en estos cuatro alcaloides, de los cuales 

detallaremos sus características más relevantes a continuación.  

 

Figura 7. Alcaloides prominentes de las plantas de Gelsemium. El alcaloide 

gelsemina es la molécula representativa de los alcaloides del tipo gelsemina, 

mientras que koumina es el compuesto prototípico de los de tipo koumina. 

Gelsevirina está clasificada como un alcaloide adicional del tipo gelsemina, mientras 

que gelsenicina pertenece al grupo de alcaloides del tipo gelsedina. Adaptado de 

Zhang & Wang, 2015. 

 

 

 

Gelsemina Koumina Gelsevirina Gelsenicina

(humantenmina)
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1.4.1. Gelsemina. 

Como se mencionó anteriormente, gelsemina es el alcaloide más abundante en 

la planta G. sempervirens y el segundo en abundancia en G. elegans. Además, fue 

el primer alcaloide del género aislado en 1959. Posteriormente se encontraron dos 

isómeros ópticos en su aislación (Lin et al., 2019).  

Se han descrito diversas acciones biológicas beneficiosas y toxicas de este 

alcaloide. Se han descrito diversos efectos beneficiosos, que van desde efectos 

antihiperlipidemicos (T. Wu et al., 2015) y antioxidantes (Lin et al., 2015; T. Wu et 

al., 2015; Ye et al., 2018) a efectos neuroprotectores frente a tratamientos con el 

oligómero Aβ (Chen et al., 2020). De modo interesante, otros investigadores han 

reportado efectos analgésicos y ansiolíticos en modelos murinos. Estudios de 

comportamiento en animales han demostrado que gelsemina es capaz de revertir 

la hipersensibilidad a estímulos térmicos y mecánicos en diversos modelos de dolor, 

como, por ejemplo, dolor inducido por formalina (Zhang et al., 2013), dolor en 

modelo de cáncer de hueso (Zhang et al., 2013) y dolor neuropático (Shoaib et al., 

2019; Y. E. Wu et al., 2015; Zhang et al., 2013). También se ha descrito su acción 

ansiolítica en modelos de rata (Meyer et al., 2013) y ratón (Liu et al., 2013), la cual 

fue comparable a la acción de la BDZ clásica, diazepam. Por otra parte, también se 

ha descrito la intoxicación por gelsemina, la cual se caracteriza por la presencia de 

disnea, convulsiones, temblores, paro respiratorio, e incluso la muerte. En estos 

experimentos, se ha determinado que la LD50 para ratones es de 56,2 mg/kg 

mediante administración intraperitoneal (Jin et al., 2014; Lin et al., 2021). 
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Con respecto a los mecanismos involucrados en sus acciones benéficas, la 

actividad ansiolítica y analgésica de este alcaloide han sido relacionados con la 

unión y activación de GlyRs (Liu et al., 2013; Shoaib et al., 2019; Venard et al., 2008; 

Zhang & Wang, 2015). Por una parte, se ha encontrado que la administración de 

estricnina, en conjunto con gelsemina, bloquea el efecto analgésico en roedores 

(Zhang et al., 2013; Shoaib et al., 2019). Similares resultados fueron obtenidos en 

estudios relacionados a sus acciones ansiolíticas, ya que diferentes dosis de 

estricnina demostraron ser capaces de revertir el efecto ansiolítico de gelsemina 

(Liu et al., 2013). En estos estudios se ha investigado la capacidad de gelsemina de 

unirse a los GlyRs en experimentos de unión utilizando 3H-estricnina. Utilizando 

homogenizados de médula espinal de ratas con 3H-estricnina y diferentes 

concentraciones de gelsemina, se determinó que gelsemina posee una Ki de 21.9 

µM, determinándose que gelsemina desplaza de manera competitiva a estricnina 

(Zhang et al., 2013). Basados en esta evidencia, este grupo de autores propuso que 

los efectos ansiolíticos y analgésicos de gelsemina son mediados por la activación 

directa del GlyR (Liu et al., 2013; Shoaib et al., 2019; Venard et al., 2008; Zhang et 

al., 2013; Zhang & Wang, 2015). Sin embargo, estudios electrofisiológicos que 

evaluaron la función de diferentes configuraciones del GlyRs han determinado que 

gelsemina es principalmente un inhibidor competitivo del GlyR, sin ninguna actividad 

agonista detectable (Lara et al., 2016).  De modo interesante, estos estudios 

mostraron que gelsemina posee un efecto bifásico exclusivamente en GlyRs 

compuestos de la subunidad α1. A concentraciones entre 0.01 – 50µM del alcaloide, 

se observó una potenciación de las corrientes evocadas por glicina, con un aumento 
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máximo entorno al 60% con 10µM. A concentraciones mayores de 50µM, el 

alcaloide inhibió las corrientes evocadas, con una inhibición máxima entorno al 80% 

con 300µM. Interesantemente, la modulación positiva de gelsemina fue 

completamente anulada con la presencia de la subunidad β, convirtiendo a la 

conformación α1β en insensible a concentraciones menores de 50µM de gelsemina, 

y solo inhibiéndose a concentraciones mayores. Por otra parte, los α2 y α3 GlyRs 

de configuración homo y heteropentaméricos fueron inhibidos por gelsemina (Lara 

et al., 2016). 

 

Figura 8. Modulación de GlyRs por el alcaloide gelsemina. A-C. Los trazos de 

corriente y las curvas concentración respuesta muestran los efectos de gelsemina 

(0.01-300 μM) en GlyRs compuestos de subunidades α1, α2 y α3 de configuración 
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homo y heteropentaméricos. D. El grafico resume de los efectos de gelsemina (25 

μM) en GlyR homoméricos y heteroméricos (Lara et al., 2016).  

Los resultados de estos experimentos funcionales son interesantes, ya que 

correlacionan directamente con la sintomatología de toxicidad de gelsemina, tales 

como el paro respiratorio y convulsiones  (Rujjanawate et al., 2003) . Sin embargo, 

al mismo tiempo, estos resultados son controversiales, ya que no son coherentes 

con los efectos ansiolíticos y analgésicos de gelsemina y el rol propuesto para los 

GlyRs (Lara et al., 2016; Shoaib et al., 2019; Venard et al., 2008; Zhang & Wang, 

2015). Los resultados electrofisiológicos son coherentes con los ensayos de unión 

previamente mencionados, junto con la similitud estructural y funcional que 

comparte la estricnina con la gelsemina. Estas evidencias, en conjunto, demuestran 

que este alcaloide es un antagonista competitivo del GlyRs. Sin embargo, los 

efectos bifásicos de la gelsemina en el α1 GlyRs dejan abierta la posibilidad de que 

exista más de un sitio de unión para el alcaloide, que pudiera mediar los efectos 

potenciadores de la gelsemina en esta conformación en comparación con las 

demás.  

Por otra parte, las investigaciones realizadas por Lara y colaboradores (Lara 

et al., 2016) exploraron posibles efectos de gelsemina en la sinapsis glicinérgica y 

glutamatérgica, encontrando que el alcaloide, a concentraciones menores a las que 

logran una inhibición significativa de los GlyRs, logró disminuir significativamente la 

frecuencia de los eventos glicinérgicos y glutamatérgicos sin cambios mayores en 

la amplitud. Estos resultados sugieren que gelsemina podría actuar a nivel 

presináptico a través de interacciones con blancos moleculares no identificados 
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hasta ahora. En conjunto, estas evidencias sugieren que el alcaloide gelsemina 

posee diferentes proteínas blanco a nivel sináptico, por lo que estudios adicionales 

son necesarios. 

1.4.2. Gelsevirina. 

Gelsevirina es un alcaloide de tipo gelsemina con un grupo metoxi en el 

átomo de nitrógeno en la posición 1 (Zhang & Wang, 2015). Este alcaloide ha sido 

recientemente relacionado a efectos protectores frente a procesos inflamatorios 

desarrollados en sepsis, osteoartritis e isquemia cerebral. En estos estudios se ha 

encontrado, por ejemplo, que gelsevirina disminuyo la respuesta inflamatoria 

causada por IL-1β de cultivos de condrocitos (Feng et al., 2022). También se ha 

encontrado que, en ratones expuestos a sepsis inducida por ligadura y punción 

cecal, progresaban con un periodo de supervivencia significativamente mayor luego 

de la administración post-operatoria de gelsevirina (Chen et al., 2023). En ambos 

estudios se apunta como principal mecanismo de acción la unión de este alcaloide 

con la proteína estimuladora de genes de interferón (de sus siglas en ingles STING), 

provocando su inactivación y ubiquitinación (Cheng et al., 2023). Adicionalmente, se 

ha evaluado el efecto de gelsevirina en ratones con oclusión de la arteria cerebral 

media para evaluar su efecto protector en accidentes cerebrovasculares y se 

encontró que la administración de este alcaloide mejoró significativamente el 

volumen del infarto, la función neurobiológica, la apoptosis de neuronas (Xing et al., 

2023). En este estudio se encontró que es capaz de regular negativamente la 

hiperactividad de la microglía, la generación de efectos inflamatorios, la disfunción 

mitocondrial, y la producción de ROS (Xing et al., 2023). 
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Por otra parte, y similar a gelsemina, gelsevirina se ha relacionado con 

efectos ansiolíticos. En experimentos de laberinto en cruz y de transición claro-

oscuro con ratones se observó que la administración subcutánea de gelsevirina 

generó una disminución del comportamiento de ansiedad similares a los observados 

con gelsemina (Liu et al., 2013). De modo interesante, su efecto ansiolítico fue 

revertido con estricnina. A partir de estas evidencias se ha postulado que los 

mecanismos de acción involucrados a las acciones ansiolíticas de  gelsevirina  se 

inician con modulación directa del alcaloide sobre los GlyRs, Sin embargo, a la 

fecha, los efectos funcionales de este alcaloide en GlyRs no han sido determinados. 

1.4.3. Koumina. 

En la actualidad, se han aislado 16 alcaloides del tipo Koumina desde las 

plantas de Gelsemium. Koumina es el alcaloide más abundante de G. elegans (Jin 

et al., 2014; Sun et al., 2013). Este alcaloide fue purificado por primera vez en 1931, 

mientras su estructura fue determinada en 1981 (Khuong-Huu et al., 1981). De 

modo similar a los otros alcaloides descritos anteriormente, se han descrito varias 

propiedades beneficiosas para koumina. A su vez, se ha determinado que koumina 

presenta una toxicidad relativamente menor con respecto a otros alcaloides, con 

una LD50 de 99 kg/mg mediante administración intraperitoneal en ratones (Jin et al., 

2014). 

La actividad benéfica de koumina incluye efectos antiproliferativos (Wu et al., 

2006), antiinflamatorios (Gui-lin et al., 2022) y hepatoprotectores (Yuan et al., 2019).  

Por ejemplo, koumina ejerció efectos antitumorales sobre líneas celulares 
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cancerígenas como HepG2, de carcinoma hepatocelular (Huang et al., 2010) y 

MCF-7, de cáncer de mamas (Zhang et al., 2015). Otros autores han descrito un 

efecto citoprotector de este alcaloide frente a α-sinucleina, uno de los principales 

agentes patológicos de la enfermedad de Parkinson (Ghanem et al., 2021) . Este 

estudio demostró que koumina fue capaz de inhibir la agregación de α-sinucleina y 

la subsecuente generación de fibrillas (Ghanem et al., 2021). Por otra parte, otros 

grupos de investigadores han descrito su actividad antiinflamatoria, donde, por 

ejemplo, se ha encontrado que es capaz de regular la polarización de macrófagos 

(Jin et al., 2022; Lin et al., 2023) y de células tipo T (Yang et al., 2022) y de tipo B 

(Lin et al., 2022) en modelos animales de sepsis y artritis.  Además, las acciones 

antiinflamatorias de koumina se han asociado con disminución de IL-1β y TNF-α en 

modelos de artritis inducida por colágeno (Yang et al., 2016).  Finalmente, y 

posiblemente relacionado a sus efectos antiinflamatorios, otros reportes mostraron 

que koumina promovió efectos hepatoprotectores en modelos murinos de hepatitis 

autoinmune (Que et al., 2023)  y modelos de hígado graso no alcohólico (Yue et al., 

2019).  

De manera coincidente con la literatura enfocada en gelsemina, variados 

reportes han determinado que el alcaloide koumina ejerce efectos ansiolíticos en 

modelos murinos (Chen et al., 2017; Liu et al., 2013; Lu et al., 2023; Xiong et al., 

2022) y efectos analgésicos en diferentes modelos de dolor, tales como dolor 

neuropático (Jin, He, et al., 2018b; Qiu et al., 2015; Xiong, You, et al., 2021; Y. Xu et 

al., 2012), inflamatorio (Xiong, Jin, et al., 2021; Y. Xu et al., 2012), diabético (Ling et 

al., 2014; Lu et al., 2023)  y de dolor post operatorio (Xiong et al., 2017). Estos 
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efectos benéficos se han correlacionado con diferentes aristas de su mecanismo de 

acción. En primer lugar, se ha encontrado que koumina fue capaz de disminuir la 

activación de la microglía (Jin, He, et al., 2018a) y de disminuir la neuro inflamación 

mediada por astrocitos (Jin, Yue, et al., 2018). En segundo lugar, se ha sugerido que 

koumina fue capaz de regular positivamente los niveles de neuroesteroides como la 

alopreganalonona (Y. Xu et al., 2012) mediante el aumento de la expresión y la 

actividad de enzimas involucradas en su biosíntesis como 3α-HSOR (Qiu et al., 

2015) y TSPO (Xiong, Jin, et al., 2021). Finalmente, en tercer lugar, algunos de estos 

estudios han propuesto como posible blanco de acción los GABAARs y GlyRs, ya 

que, por una parte, se ha observado que la administración de bicuculina revirtió la 

analgesia inducida por koumina en modelos murinos de dolor postoperatorio (Xiong 

et al., 2017). Por otra parte, de modo similar a lo observado en los estudios con 

gelsemina, se ha observado que estricnina fue capaz de bloquear sus efectos 

ansiolíticos (Liu et al., 2013) y analgésicos (Shoaib et al., 2019).  A pesar de estas 

evidencias, a la fecha se desconoce si koumina es capaz de modular la actividad 

de GABAARs y GlyRs. 

1.4.4. Humantenmina. 

Humantenmina, también conocido como gelsenicina, se ha clasificado como 

un alcaloide tipo gelsedina y se ha descrito como el alcaloide presente en las plantas 

del género Gelsemium de mayor toxicidad (LD50= 0.165 mg/kg en ratones por 

administración intraperitoneal) (Jin et al., 2014). Estudios toxicológicos han 

mostrado efectos principalmente neurológicos, mediante una fuerte inhibición del 

centro respiratorio, desencadenando insuficiencia respiratoria y la muerte (Jin et al., 
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2014; Li et al., 2022). Actualmente, se desconocen los blancos moleculares 

involucrados en la toxicidad de este alcaloide. Sin embargo, estudios 

bioinformáticos recientes enfocados en explorar los mecanismos implicados en los 

efectos tóxicos de este alcaloide han determinado que humantenmina podría unirse 

al receptor de ácido N-metil-D-aspartato (NMDAR) (Huang et al., 2021) y de 

acetilcolina (AchRs) (Pedroni et al., 2023). Por otra parte, otros grupos de 

investigación han buscado posibles antídotos para la intoxicación por 

humantenmina, donde se ha encontrado que la administración de NMDA mejora la 

tasa de supervivencia de animales envenenados con humantenmina (Pedroni et al., 

2023). De manera interesante, y aunque no coincidente con la evidencia anterior, 

otros reportes han encontrado que flumazenil (Li et al., 2022; Yang et al., 2020) y 

diazepam, dos ligandos GABAérgicos de efectos contrapuestos, mejoraron 

significativamente la supervivencia y la sintomatología de humantenmina en ratones 

(Li et al., 2022). A pesar de todos estos antecedentes sobre su alta toxicidad, 

también se han reportado efectos analgésicos (Liu et al., 2011) e anti-inflamatorios 

(Liu et al., 2011; Xu et al., 2023) mediados por humantenmina. Interesantemente, 

uno de estos estudios sugiere que los efectos benéficos de este alcaloide pudieran 

estar mediados por un aumento en la expresión de GlyRs en la medula espinal (Xu 

et al., 2023). De manera similar a lo descrito para koumina y gelsevirina, a la fecha 

es desconocido si humantenmina modula directamente la función de GABAARs y 

GlyRs. 
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 

 

2.1.  Hipótesis. 

 

Los antecedentes presentados en la sección anterior sugieren que los 

GABAARs y GlyRs son blancos moleculares de diversos alcaloides de Gelsemium. 

Sin embargo, la información a la fecha no permite definir con claridad la relevancia 

de GABAARs y GlyRs en las acciones terapéuticas y tóxicas de estos alcaloides. En 

particular, los efectos funcionales de gelsemina solo se han estudiado en 

profundidad en GlyRs, por lo que la sensibilidad de GABAARs a este alcaloide no 

ha sido investigada. Por otra parte, no existen estudios electrofisiológicos que 

determinen las acciones directas de otros grupos de alcaloides de Gelsemium en la 

función de los GABAARs y los GlyRs. Sumados a estas interrogantes, los 

mecanismos involucrados en la modulación sináptica ejercida por gelsemina, y 

potencialmente por alcaloides adicionales, aún no están determinados. Finalmente, 

estudios moleculares y bioquímicos que confirmen los sitios de unión de estos 

alcaloides en GABAARs y los GlyRs no han sido reportados. En base a estas 

interrogantes, se formuló la siguiente hipótesis de trabajo:  

“Alcaloides provenientes de plantas del género Gelsemium regula 

directamente la función de GABAARs y GlyRs, lo que modula la función 

sináptica de neuronas en cultivo” 
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2.2 Objetivo General. 

 

 Determinar las acciones de los cuatro principales alcaloides provenientes de 

plantas del género Gelsemium (gelsemina, gelsevirina, koumina y humantenmina) 

en la función de GABAARs y GlyRs, y en la función sináptica de neuronas corticales 

en cultivo.  

2.3 Objetivos específicos:  

 

Objetivo específico 1. Evaluar la actividad funcional de gelsemina, 

gelsevirina, koumina y humantenmina sobre GABAARs. 

Objetivo específico 2. Evaluar la actividad funcional de gelsevirina, koumina 

y humantenmina sobre GlyRs. 

Objetivo específico 3. Determinar los sitios de unión putativos para los 

alcaloides de Gelsemium en GlyRs y GABAARs. 

Objetivo específico 4. Determinar las acciones de alcaloides de Gelsemium 

en la función sináptica de neuronas corticales en cultivo. 
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3. METODOLOGIA. 

 

3.1. Reactivos. 

 

Glicina y las sales necesarias para la preparación de soluciones 

electrofisiológicas fueron compradas en Sigma Aldrich (USA). Los alcaloides 

gelsemina, gelsevirina, humantenmina y koumina fueron adquiridas en AK Scientific 

(USA) o en ChemFaces (Wuhan, China). Diazepam fue adquirido en Laboratorio 

Chile. Estricnina fue comprada en AK Scientific Inc (USA). GABA, CNQX, D-AP5, 

Bicuculina, QX-314 y TTX fueron comprados en HelloBio Inc. (Bristol, UK). 

Soluciones stock de glicina, GABA, alcaloides, bloqueadores y otras moléculas 

fueron preparados en agua nano-pura o DMSO, de acuerdo con la información 

otorgada por el proveedor, alicuotadas y almacenadas a -20°C hasta el momento 

del experimento. En los experimentos de electrofisiología, la cantidad de DMSO no 

superó el 1% del volumen de la solución de trabajo. 

3.2. Cultivo celular y transfección de células HEK293. 

 

Se utilizaron células Human Embryonic Kidney cells 293 (HEK 293, CRL-

1573; American Type Culture Collection, USA), las cuales fueron cultivadas 

mediante protocolos previamente descritos (Groot-Kormelink et al., 2002) en 

Dulbecco’s modified Eagle médium (DMEM, Corning®) con 10% de suero fetal 

bovino inactivado por calor (FBS, Gibco), en una incubadora termo regulada con 5% 

de CO2 a 37°C. Las células fueron pasajeadas siguiendo procedimiento estándar 

que consiste en un lavado con buffer fosfato salino (PBS, Corning®), luego 
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disgregación mecánica con DMEM y siembra sobre flask de 100mm para mantener 

el stock de células y flask Nunclon® de 35 mm para ensayos de electrofisiología. 

Para expresar GABAAR y GlyR en células HEK293 se realizó la transfección 

química transitoria mediante el reactivo Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, 

Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. En 

resumen, se utilizó 0.8 µL de Lipofectamine por cada microgramo de plásmido a 

transfectar y se diluyeron ambos reactivos en Opti-MEM (Gibco™). Luego se incubó 

la mezcla por 20 minutos a temperatura ambiente, se agregó mediante goteo suave 

sobre células en una confluencia del 50-60%. Finalmente se mantuvieron las células 

con el medio y condiciones de cultivo antes descrito por 12 a 48 horas.  

 Los vectores codificantes para las subunidades de GABAAR y GlyR 

utilizados en este trabajo son especificados en la Tabla 1. Para el caso de los 

registros electrofisiológicos que requirieron expresión de GlyR homopentaméricos, 

se transfectaron 0.5 µg del plásmido para la subunidad de interés (α1,2 o 3) y 0.5µg 

de GFP como gen reportero. En el caso de los GlyR heteropentaméricos se 

transfectaron 0.5 µg de la subunidad α correspondiente y 2.5 µg de la subunidad β. 

Para los registros electrofisiológicos que necesitaron la expresión de αxβx GABAAR, 

se transfectaron 1 µg de la subunidad α y 1 µg de la subunidad β correspondientes 

para cada experimento, más 0.5 µg de GFP. Para la configuración αxβxγ2 GABAAR 

se transfectaron 0.5 µg de la subunidad α, 0.5 µg de β correspondientes, más 2.5 

µg de γ2, el cual se encuentra subclonado en un vector bicistronico que expresa la 

GFP. 
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Tabla 1. Plásmidos utilizados para el estudio de GABAAR y GlyRs expresados 

en células HEK293. 

Proteína  Vector Referencia 

GABAAR   

α1 pBC12/CMV (Benson et al., 1998)  

α2 pBC12/CMV (Benson et al., 1998) 

α3 pBC12/CMV (Benson et al., 1998) 

α5 pCI (Marileo et al., 2022) 

β2 pcDNA3.1 
(Moraga-Cid et al., 

2011) 

β3 pcDNA3.1 (Benson et al., 1998) 

γ2 pIRES-eGFP 
(Moraga-Cid et al., 

2011) 

GlyR   

α1 pCI (Yevenes et al., 2010)  

α2 pCI (Yevenes et al., 2010)  

α3 pCI (Lara et al, 2016) 

β pCI (Lara et al, 2016) 

Quimera α1-α2 pCI (Yevenes et al., 2010)  

Quimera α1-α3 pCI (Yevenes et al., 2010)  

Quimera α3-α1 pCI (Yevenes et al., 2010)  

Quimera α2-α1 pCI (Yevenes et al., 2010)  

α1(F63A) pCI Mutagenex Inc. 

α1(G106E) pCI Mutagenex Inc. 

GFP pGreen-lantern (Yevenes et al., 2010)  
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3.3. Registros electrofisiológicos en células HEK293. 

 

Los registros realizados en HEK293 fueron realizados mediante protocolos 

previamente descritos (Acuña et al., 2016; Moraga-Cid et al., 2015). Los registros 

fueron realizados en la conformación de célula completa en modalidad Voltage 

clamp a -60 mV a temperatura ambiente. Las pipetas de vidrio fueron generadas a 

partir de capilares de borosilicato (Sutter Instruments, USA) con un pulidor vertical 

PC-100 (Narishige group) y pulidas con una microforja hasta obtener una resistencia 

de 3 – 5MΩ. Las pipetas fueron llenadas con solución interna la cual contiene (en 

mM): 120 KCl, 10 BAPTA, 10 HEPES, 4 MgCl2, 0.5 GTP, 2 ATP, pH ajustado a 7.4 

y osmolalidad 290-310 mOsm/Kg. Las células son bañadas en una solución externa 

normal (SEN) que contiene (en mM): 140 NaCl, 5.4 KCl, 2.0 CaCl2, 1.0 MgCl2, 10 

HEPES, 10 glucosa, pH 7.4 y osmolalidad 310-320 mOsm/kg.  

La adquisición y digitalización de los datos electrofisiológicos se realizó con 

un amplificador Axopatch 200B, una Digidata 13222A y el programa pClamp 9 

(Molecular Devices, USA). El análisis de los registros fue realizado utilizando el 

programa Clampfit 10. (Molecular Devices, USA). La aplicación externa de los 

ligandos y moduladores fue realizada mediante una línea de perfusión alimentada 

por gravedad, utilizando líneas de perfusión de 200 µm de diámetro. El efecto de 

los alcaloides y moduladores utilizados sobre las corrientes evocadas por ligandos 

fue evaluado a través del porcentaje de cambio normalizado (Lara et al., 2016; 

Marileo et al., 2023). La actividad de los agonistas y otros parámetros 

farmacológicos fueron calculadas mediante curvas concentración respuesta de 

corriente normalizada, las cuales fueron calculadas usando la ecuación:  Corriente 
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normalizada (%) =100 × (I/Imax), donde I es la corriente activada por una 

concentración del ligando subsaturante, e Imax es la máxima amplitud de corriente 

obtenida a una concentración saturante de ligando. Además, se obtuvo desde el 

ajuste de la curva de concentración respuesta los parámetros EC50 y numero de Hill 

(nH) mediante la ecuación IAgonista = Imax[CAgonista]nH/([CAgonista]nH + (EC50) nH). Donde 

IAgonista es la corriente evocada en presencia a determinada subsaturante 

concentración del agonista y EC50 es la concentración requerida para obtener la 

mitad de la respuesta máxima. La actividad de los moduladores se evaluó mediante 

la obtención del porcentaje de cambio, el cual se calculó por la siguiente ecuación; 

Porcentaje de Cambio =100× ((Imodulador−IAgonista)/IAgonista), donde IAgonista es la 

amplitud de la corriente evocada por la concentración de agonista control (EC10-20), 

Imodulador es la corriente evocada por el agonista en presencia de una determinada 

concentración del modulador.  Por último, a partir de los datos de EC50 e IC50, se 

calculo la constante de unión estimada para cada alcaloide (Kb), utilizando la fórmula 

de Cheng-Prusoff, Kb=IC50/((2+(CAgonista/EC50)nH)1/nH-1).  

3.4. Cultivos neuronales.   

 

Los protocolos para el uso y de animales de experimentación fueron 

aprobados por el Comité de Ética de la Universidad de Concepción (código de 

protocolo 1170252 aprobado el 06.01.2017 y CEBB944-2021 aprobado el 

28.05.2021). Se siguieron las guías y protocolos éticos de cuidado de animales de 

experimentación establecidos por NIH (National Institutes of Health, Maryland, 

USA).  Se utilizaron ratones C57BL/J6 que fueron mantenidos en cajas en grupos 

de 2 a 4, en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, con agua y comida ad libitum. 
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Para la realización de los cultivos primarios se utilizó un total de 20 hembras 

gestantes.  

Para este trabajo se utilizaron cultivos neuronales de corteza, los cuales 

fueron preparados siguiendo protocolos descritos, con algunas modificaciones (Lara 

et al., 2016; Marileo et al., 2022; Yevenes et al., 2003). Para los cultivos corticales 

se utilizaron hembras con 18.5 días de gestación.  

En primer lugar, se realizó la eutanasia de una hembra preñada mediante la 

inhalación de CO2 y posterior dislocación cervical. Posterior a eso se realizó 

inmediatamente la remoción de los embriones, los cuales se decapitaron y se realizó 

la disección del área de interés. Luego el tejido diseccionado fue triturado mecánica 

y enzimáticamente para luego ser sembrados a una confluencia de 320.000 

células/vidrio, en vidrios de 18 mm de diámetro tratados previamente con poly-L-

lysine (Sigma #P4707). Las células sembradas fueron mantenidas en medio 

platting, el cual contiene MEM/EBBS (Hyclone®, #SH30244.02) suplementado con 

10% suero de caballo (Gibco #26050-088), 1% glutamina (Gibco #25030-081) y 1% 

DNAse I (Roche, #11284932001). A las 24 horas de la siembra se reemplazó el 

medio platting por el doble de volumen de medio feeding, el cual contiene 

MEM/EBBS suplementado con 4% v/v suero fetal bovino (Gibco #16000-044), 4% 

v/v suero de caballo y 0.4% v/v de una mezcla de nutrientes y factores de 

crecimiento previamente estandarizada (Tapia & Aguayo, 1998). Los cultivos fueron 

incubados por 14 a 21 días de maduración a 37°C en una atmosfera saturada de 

H2O y 5%CO2 hasta su utilización. 
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3.5. Cuantificación relativa de expresión de subunidades de GABAAR. 

 

Para evaluar la expresión de las subunidades de GABAAR de interés en 

neuronas corticales de ratón en cultivo, se purificó ARN total a partir de cultivo 

primario de neuronas corticales homogenizando el plato de cultivo con 1 mL de 

Trizol® (Gibco). Posteriormente se agregó 200 μL de cloroformo (Merck) para aislar 

el ARN total de la fase orgánica, para luego precipitar con isopropanol (Merck). El 

pellet obtenido se lavó con etanol (70%) (Merck) y se disolvió en agua libre de 

ARNasa. Finalmente se cuantificó la pureza y la concentración de ARN total 

utilizando el equipo Infinite® 200 PRO NanoQuant. Para la retro-transcripción del 

ARN total a cDNA se utilizó el kit AffinityScript QPCR cDNA Synthesis (Agilent 

technologies, CAT# 600559). Para realizar la qPCR, se utilizó el kit Brilliant II 

SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent technologies, CAT# 600828) y el equipo 

Mx3000P QPCR System (Agilent technologies), el cual está acoplado al software 

MxPro QPCR (Agilent technologies). Los partidores utilizados se describen en la 

tabla 2.  

Tabla 2. Partidores utilizados para el estudio de expresión de ARNm de 

GABAAR expresados en cultivo de neuronas corticales. 

 Forward primer Reverse primer Referencia 

α1 5'-gccccgagctgtgcaa-3' 5'-ggtccaggcccaaagatagtc-3' (Linnemann et al., 2006) 

α2 5'-acagtccaagccgaatgtcc-3' 5'-aacggagtcagaagcattgtaagt-3 (Linnemann et al., 2006) 

α3 5'-aacaaatctgtggaagtagcacagg-3' 5'-tctctgtcccaacaacatggcc-3' (Linnemann et al., 2006) 

α5 5'-gcagcttgaggactttccaatg-3' 5'-ggtaagcataactgccaaatttca-3' (Linnemann et al., 2006) 
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β2 5´-aggggctactttgggatttgg -3’ 5’-tctgtccaccgtctctttaacc-3’ (Szemes et al., 2013) 

β3 5’-ttgcggagaagacagccaag-3’ 5’-tgaacatccatcggtgctaatagg-3’ (Szemes et al., 2013) 

γ2 5´-cttacattccctgcacactcatc-3’ 5’-agattttctggctatggtgctt-3’ (Szemes et al., 2013) 

 

El análisis de los datos se realizó en base a la expresión de RNA relativa del gen de 

interés al gen de referencia GAPDH, de acuerdo a la formula expresión de RNA 

relativa=2- ΔCt, donde Ct es el ciclo umbral de aumento de fluorescencia, y en 

consecuencia ΔCt = Ct(gen de interés)−Ct(GAPDH). 

3.6. Registros electrofisiológicos de neuronas en cultivo. 

 

Los registros de corrientes evocadas por GABA fueron realizados utilizando 

condiciones similares a los registros de célula completa en células HEK293, con 

excepción de la adición de 300 nM de TTX a la solución externa. Para estudiar y 

aislar corrientes inhibitorias postsinápticas inhibitorias (mIPSCs) o excitatorias 

(mEPSCs) se siguieron protocolos que han sido previamente descritos (Lara et al., 

2016). Las corrientes postsinápticas inhibitorias en miniatura GABAérgicas (GABA-

mIPSCs) fueron aisladas farmacológicamente utilizando tetrodotoxina (TTX, 

0.3µM), estricnina (STN, 2µM), CNQX (4µM) y ácido D(-)-2-amino-5-fosfovalérico 

(AP5, 50µM). Luego, para confirmar la naturaleza GABAérgicas de los eventos 

observados se utilizó bicuculina (5 µM), el cual es un antagonista competitivo de los 

GlyRs. De manera similar, para las corrientes postsinápticas inhibitorias en 

miniatura glicinérgicas (gly-mIPSCs) fueron aisladas farmacológicamente utilizando 

tetrodotoxina (TTX, 0.3µM), bicuculina (5µM), CNQX (4µM) y ácido D(-)-2-amino-5-
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fosfovalérico (AP5, 50µM). Para aislar corrientes postsinápticas excitatorias en 

miniatura se utilizó el siguiente coctel farmacológico: TTX (0.3µM), bicuculina (5µM) 

y estricnina (2µM). Luego, al final del registro se utilizaron los bloqueadores CNQX 

(4µM) y AP5 (50µM) para confirmar la naturaleza glutamatérgica de los eventos. Los 

eventos obtenidos tanto para las mIPSCs como las mEPSCs fueron analizados off-

line utilizando los softwares Clampfit 10.1 (Molecular Devices) y MiniAnalysis 6.0.3 

(Synaptosoft). Con estos softwares se calcularon la amplitud de los eventos, la 

frecuencia de los eventos, el decay time y el rise time en ausencia o presencia de 

moduladores. 

3.7. Microfluorimetría de Ca2+ intracelular. 

 

Debido a que el proceso de fusión vesicular y liberación de 

neurotransmisores comprende fluctuaciones dinámicas de Ca2+ en las neuronas, 

llevamos a cabo la evaluación del impacto potencial de los alcaloides en la actividad 

neuronal mediante el registro de señales espontáneas de Ca2+ intracelulares. Estos 

registros se obtuvieron mediante técnicas de microfluorometría utilizando protocolos 

previamente descritos (Gavilan et al., 2019; González-Ramírez et al., 2018). Para 

estos análisis se utilizó la sonda FLUO-4-AM™ a 5 μM (Invitrogen, MA, USA) con 

espectros de excitación/emisión 480nm/520nm. Esta sonda es capaz de atravesar 

la membrana plasmática y generar una señal fluorescente proporcional a los niveles 

de Ca2+ en el citosol. Inicialmente, la sonda se incubó durante 20 minutos en PBS 

utilizando condiciones de incubación estándar. Posteriormente, las células se 

lavaron 20 minutos con PBS y 3 veces con SEN. Para la adquisición de los datos 

se utilizó un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon, Tokio, Japón) 
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acoplado a una cámara EMCCD Ixon+ (Andor, Belfast, Irlanda). El control de 

iluminación fue realizado por medio de un Shutter Lambda 10-B (Sutter Instrument 

Co, Novato, CA, USA). La fuente de iluminación fue una lámpara de arco de 

mercurio, utilizando un filtro de excitación de 480nm y un filtro de emisión de 520nm. 

La adquisición de datos, manejo de cámara y shutter, y análisis de fluorescencia se 

llevaron a cabo con el programa Imaging Workbench 6.0 (Indec BioSystems, Santa 

Clara, CA, USA). Cada imagen se midió la fluorescencia cada 30 s, con 200 ms de 

exposición. Para todas las grabaciones, primero registramos 10 minutos de 

condición basal. Después de este período, se aplicó de forma aguda cada molécula 

mediante perfusión al cultivo y se registraron durante otros 10 minutos más. 

Además, las señales de Ca2+ se registraron seleccionando una región particular de 

interés en las neuronas y se expresaron como ΔF/F, a partir de la ecuación ΔF/F = 

(F(t) – F0)/F, donde ΔF es la diferencia entre las fluorescencia de la región de interés 

en diferentes momentos (F(t)), y fluorescencia en el tiempo inicial (F0), mientras que 

F es la fluorescencia de fondo. 

3.8. Análisis estadístico. 

 

La normalidad se verificó mediante las pruebas de Shapiro-Wilk o 

D’Angostino Pearson según el tamaño de la muestra. Todos los resultados se 

presentan como promedio ± SEM. Los análisis estadísticos y los gráficos se 

realizaron con Origin (versión 6.0 u 8.0) y GraphPad Prism 6. Los valores de p<0.05, 

p<0.001 y p<0.0001 se consideraron estadísticamente diferentes. Las 

comparaciones estadísticas fueron realizadas mediante T-test pareados con 

corrección de Welch, no pareados o con ANOVA unidireccional con post hoc de 
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Bonferroni según corresponda. Las comparaciones estadísticas de distribuciones 

de probabilidad acumulada se realizaron mediante la prueba de Kolmogorov-

Smirnov (K-S).  
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4. RESULTADOS. 

 

4.1. Modulación de GABAARs recombinantes y nativos por 

gelsemina.  
 

Estudios anteriores demostraron que gelsemina generó inhibición de la 

función de los GlyR (Lara et al., 2016). Es desconocido si este alcaloide es capaz 

de modular funcionalmente de GABAARs. Los estudios realizados por Liu y 

colaboradores en el año 2013 compararon las acciones ansiolíticas de gelsemina y 

diazepam en roedores, sugiriendo que gelsemina posee efectos similares a los 

descritos para las BDZs,  por lo cual, se ha propuesto que el mecanismo de acción 

esta mediado por GABAARs. Para investigar directamente esta interrogante, se 

examinaron los efectos de gelsemina en los GABAARs sensibles a BDZ más 

abundantes en el CNS a través de la técnica de patch-clamp en modalidad célula 

competa (Fritschy, 2015; Fritschy & Mohler, 1995; Rudolph & Mohler, 2004). Para 

ejecutar estos experimentos, en una primera instancia se analizó la sensibilidad a 

GABA de los GABAARs de configuración α1β2γ2, α2β3γ2, α3β3γ2 y α5β2γ2 

recombinantes expresadas en células HEK 293 (Tabla 3 y Figura 8). Los resultados 

fueron comparables a los obtenidos por otros investigadores (Benson et al., 1998). 
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Figura 9. Sensibilidad a GABA de GABAARs recombinantes sensibles a BDZ 

expresados en células HEK293. A. Trazos de corriente representativos obtenidos 

tras la aplicación de GABA (0.01 – 1000 mM) a una célula HEK293 que expresó 

GABAARs de configuración α1β2γ2. B. Curvas de concentración respuesta a GABA 

de α1β2γ2, α2β3γ2, α3β3γ2 y α5β2γ2 GABAARs expresadas en HEK293. Los datos 

corresponden a promedios ± SEM de 6 a 8 células. 
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Tabla 3. Propiedades farmacológicas de GABAARs recombinantes 

sensibles a BDZ expresados en células HEK293. 

GABAAR EC50 (μM) nH Imax(pA) n 

α1β22 3.2±0.2 1.8±0.2 3792±257 6 

α2β32 29.8±10.1 0.6±0.1 1958±371 7 

α3β32 12.4±5.5 0.5±0.1 2227±475 6 

α5β22 5.4±0.3 1.10±0.1 1428±302 8 

 

Posterior a esta caracterización, se evaluaron los posibles efectos directos 

de gelsemina sobre GABAARs en ausencia de su agonista natural, GABA.  Para 

ello, se aplicó 300 mM de gelsemina a los GABAARs de configuración α1β2γ2, 

α2β3γ2, α3β3γ2 y α5β2γ2 (Figura 9). La aplicación de gelsemina en ausencia de 

GABA no generó ningún cambio en la línea de base de nuestros registros 

electrofisiológicos, lo que sugiere la ausencia de actividad agonista (α1β2γ2; 

1.2±1.2% (n=6), α2β2γ2; 1.4±1.3% (n=6), α3β3γ2;1.6±0.8% (n=6) y α5β2γ2; -

0.2±1.0 (n=6)). 
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Figura 10. Ausencia de actividad agonista de gelsemina en GABAARs 

recombinantes sensibles a BDZ expresados en células HEK293. A. Trazos de 

corriente representativos que ilustran las acciones de gelsemina en ausencia de 

GABA en GABAARs de configuración α1β2γ2. B. El gráfico resume el porcentaje de 

cambio en la línea de base de los registros. No se detectaron efectos agonistas 

inducidos por gelsemina. Los datos corresponden a promedios ± SEM de 5 a 6 

células. 

Luego, en un segundo set de experimentos, se evaluó los efectos de 

gelsemina (0.01 – 300 µM) sobre las corrientes activadas por concentraciones sub-

saturantes de GABA (EC10-15) (Figura 10). La aplicación de concentraciones 

micromolares del alcaloide (>10 µM) inhibieron significativamente las corrientes de 

cloruro evocadas por GABA de manera dependiente de la concentración (Figura 10 

y Tabla 4). El análisis de las curvas de concentración-respuesta a gelsemina reveló 

un perfil de inhibición similar para los cinco subtipos de GABAARs estudiados 

(Figura 10). Ninguno de los subtipos de GABAARs estudiados fue completamente 

403020100

Time (s) Sw eep:6 Visible:1 of 8

IN
 0

(
p
A

)

-1200

-1000

-800

-600

-400

-200

0

0.0000 s

0.0 pA

2

36.4954 s

1.7 pA

3

-1.4128 s

1.8 pA

4

0.0000 s

-1.4 pA

1

4
0

0
 p

A

1s

GABA 

(500µM)

Gelsemina

(300µM)

A

VEH α1β2γ2 α2β3γ2 α3β3γ2 α5β2γ2

Gelsemina (300 µM)

C
o

rr
ie

n
te

 n
o

rm
a

liz
a

d
a

B

-10

-5

0

5

10

15

20

a1b22 GABAAR



 
 51 

 

bloqueado por el alcaloide (Figura 10 y Tabla 2). De acuerdo con estudios anteriores 

(Benson et al., 1998; Rudolph et al., 1999), la aplicación de 2 µM de diazepam fue 

capaz de potenciar la función de los GABAARs estudiados (α1β2γ2; 146.1± 35.9% 

(n=6), α2β2γ2; 172.6±54.9% (n=6), α3β3γ2; 242.1±32.8% (n= 10) y α5β2γ2; 

115.0±35.6 (n=6)) (Figura 10C), esto confirma que en el modelo de estudio utilizado, 

neuronas corticales de 9-12 días, se encuentran expresados GABAARs nativos 

sensibles a BDZ. 

En conjunto, estos resultados muestran que GABAARs sensibles a BDZ son 

modulados negativamente por gelsemina. La cuantificación de los efectos del 

alcaloide en GABAARs contrastan con los valores máximos de inhibición informados 

para GlyRs, en los cuales el porcentaje promedio de inhibición máxima fue de ≈87 

%, obtenido con la aplicación de 300 µM de gelsemina (Lara et al., 2016). Además, 

los valores de IC50 obtenidos en los subtipos de GABAARs fueron más altos y 

modulaciones máximas menores que los reportados anteriormente para GlyRs, los 

cuales mostraron IC50 de ≈40 µM y una modulación máxima de ≈87%, aplicando 

300 µM (Lara et al., 2016). Estos resultados sugieren que gelsemina posee una 

menor eficiencia sobre los GABAARs en comparación con GlyRs (Sección Anexos, 

Tabla 1).  
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Figura 11. Modulación de GABAARs recombinantes sensibles a BDZ por 

gelsemina. A. Trazos representativos que muestran los efectos de gelsemina (300 

µM) y los efectos potenciadores de diazepam (2 µM) en las corrientes evocadas por 

GABA en GABAARs de configuración α1β2γ2, α2β3γ2, α3β3γ2 y α5β2γ2. B. El 

gráfico resume los efectos de gelsemina (0.1–300 µM) en las corrientes evocadas 

por GABA de las células que expresaron GABAAR α1β2γ2, α2β3γ2, α3β3γ2 y 

α5β2γ2. C. El gráfico resume los efectos de diazepam (2 µM) en las corrientes 
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evocadas por GABA de los receptores estudiados. No se obtuvieron diferencias 

significativas. Los datos corresponden a promedios ± SEM de 5 a 10 células. 

Tabla 4. Sensibilidad a gelsemina de GABAARs recombinantes sensibles a 

BDZ expresados en células HEK293. 

GABAAR IC50 (μM) nH Modulación maxima (%) n 

α1β22 66.8±16.0 1.9±0.7 -44.3±9.9 6 

α2β32 55.2±13.7 1.2±0.5 -56.5±4.9 6 

α3β32 55.6±12.1 1.2±0.5 -63.5±5.0 10 

α5β22 72.1±7.9 0.7±0.3 -61.1±3.8 6 

 

Para evaluar si la modulación inducida por gelsemina es conservada en 

GABAAR nativos, se realizaron experimentos electrofisiológicos en cultivos de 

neuronas corticales de ratón (Figura 11-12). Al momento de nuestros experimentos 

electrofisiológicos (9-12 días en cultivo), esta preparación se compone de una 

población heterogénea de neuronas y células gliales. Antes de evaluar la 

sensibilidad a la gelsemina mediante experimentos electrofisiológicos, evaluamos 

la expresión de GABAAR sensibles a BDZ mediante ensayos de RT-qPCR (Figura 

12). Los resultados muestran que estos cultivos expresan el repertorio de 

subunidades necesario para configurar GABAAR sensibles a BDZ, sugiriendo un 

predominio de receptores compuestos de subunidades a1 y a5, combinadas con b2 

o b3 y 2 (Figura 12).  
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Figura 12. Análisis de RT-qPCR de subunidades de GABAAR sensibles a BDZ 

en neuronas corticales de ratón en cultivo. El gráfico resume la expresión de las 

subunidades α1, α2, α3, α5, β2, β3, γ2 en relación con GADPH en neuronas 

corticales ratón en cultivo. Los partidores para la enzima GADPH se utilizaron como 

control (N=3). 

Considerando esta información, luego se evaluó el efecto de diferentes 

concentraciones de gelsemina (0.1 - 300 μM) sobre las corrientes evocadas por 

GABA utilizando una concentración sub-saturante de agonista (0.5 a 1 μM). Las 

corrientes de cloruro a través de los GABAAR nativos fueron inhibidas por gelsemina 

de manera dependiente de la concentración (Figura 13B). Los valores de IC50 y de 

inhibición máxima de la corriente inducida por gelsemina obtenidos de estas 

neuronas (IC50 = 89.1 ± 16.4 μM y -49.6 ± 4.3 % con 300 μM, n=8) (Tabla 4) fueron 

similares a los resultados obtenidos desde receptores recombinantes (Figura 10 y 

Tabla 3). En concordancia con los datos obtenidos mediante RT-qPCR, las 
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corrientes evocadas por GABA obtenidas de estas neuronas fueron sensibles al 

diazepam (64.6 ± 10.9 %, n = 7, diazepam 2 µM, Figura 13A). 

 

 

Figura 13. Modulación de GABAAR nativos por gelsemina. A. Trazos de 

corriente representativos que ilustran los efectos negativos de gelsemina (300 µM) 

y los efectos positivos de diazepam (2 µM) sobre las corrientes evocadas por GABA 

expresados por neuronas corticales en cultivo. B. El gráfico resume los efectos de 

gelsemina (0.1-300 μM) en las corrientes evocadas por GABA. Los datos 

corresponden a promedios ± SEM de 8 neuronas. 

Para analizar los mecanismos involucrados en la inhibición de GABAAR 

neuronales por gelsemina, determinamos la sensibilidad a GABA en presencia y en 

ausencia del alcaloide. El análisis de las curvas de concentración respuesta a GABA 

mostró que gelsemina (200 μM) disminuyó significativamente la afinidad aparente 

por GABA de los GABAAR expresados en neuronas corticales (Figura 14A y Tabla 

5). Por otro lado, el alcaloide no afectó significativamente la amplitud de la corriente 
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máxima evocada por concentraciones saturantes de GABA (Figura 14B y Tabla 5). 

Aunque estos datos sugieren que gelsemina modula los GABAAR mediante la 

disminución de la afinidad aparente por GABA, el alcaloide aún podría alterar la 

desensibilización del canal iónico. Para evaluar esta posibilidad, se analizaron las 

propiedades cinéticas de las corrientes macroscópicas activadas por GABA a  una 

concentración saturante de agonista (300 μM) (Figura 14 C-D). Estos análisis 

mostraron que gelsemina no modificó la fracción de corriente desensibilizada o la 

constante de decaimiento de las corrientes evocadas por GABA (Figura 14 C-D y 

Tabla 5), lo cual permite concluir que gelsemina no tiene efectos sobre corrientes 

saturantes de los GABAARs corticales. 
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Figura 14. Efectos de gelsemina en la afinidad aparente por GABA y en la 

cinética de las corrientes macroscópicas de cultivos de neuronas corticales. 

A. Curvas concentración respuesta a GABA en ausencia (círculos negros) y 

presencia (cuadrados rojos) de gelsemina (200 μM) realizadas en cultivos de 

neuronas corticales (n=12). B. Trazos de corriente representativas de GABAAR 

nativos activados por una concentración saturante de GABA (300 μM) en ausencia 

y presencia de gelsemina (200 μM). C-D. Los gráficos resumen los efectos de 

gelsemina en el tiempo de decaimiento (C) y el porcentaje de corriente 

desensibilizada (D) de las corrientes evocadas por GABA. Las diferencias no fueron 

significativas (n=12, t-Student pareado) 
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Tabla 5. Sensibilidad a gelsemina de GABAARs nativos expresados en 

neuronas corticales de ratón en cultivo. 

                    Sensibilidad a GABA                   Sensibilidad a gelsemina 

GABAAR EC50 (μM) nH Imax(pA) n IC50 (μM) nH 
Modulación 

 maxima (%) 
n 

Nativos  2.1±0.5 1.0±0.1 2492±568 12 89.1±16.4 1.2±0.1 -49.6±4.3 8 

+ Gels. 7.4±1.0* 1.2±0.2 1995±434 12          -      -         - - 

Los resultados se presentan como promedios ± SEM. *, P<0.01, t-Student no 
pareado, receptores nativos en ausencia y presencia de gelsemina (+ Gels., 200 
μM). 

En resumen, los resultados descritos anteriormente demuestran que el 

alcaloide gelsemina es capaz de inhibir la función de GABAARs expresados en 

células HEK293 y de receptores nativos expresados en neuronas corticales en 

cultivo. Estos datos sugieren que la modulación inducida por el alcaloide es efectiva 

en GABAARs expresados en el SNC de mamíferos, lo que podría estar relacionado 

a los efectos benéficos y tóxicos de la gelsemina. 

4.2. Modulación de GABAARs recombinantes por Gelsevirina, 

Koumina y Humantenmina.  
 

La modulación de los GABAARs recombinantes y neuronales por gelsemina 

sugiere que otros alcaloides de Gelsemium pudieran poseer efectos inhibitorios 

similares. Sin embargo, existe la posibilidad que otros compuestos muestren 

diferencias en la eficacia y en la potencia de la modulación de GABAARs, lo que es 

interesante desde un punto de vista farmacológico. Considerando la abundancia de 

los diferentes alcaloides del Gelsemium, se realizaron estos estudios con: i. 

koumina, el alcaloide prototípico del tipo koumina; ii, humantenmina, también 

llamado gelsenicina, el alcaloide prototípico del tipo gelsedina; y gelsevirina, 

perteneciente al grupo de alcaloides del tipo gelsemina.  
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Debido a que los 5 subtipos de GABAARs estudiados mostraron una 

modulación similar por gelsemina (Figura 10 y Tabla 4), este grupo de ensayos se 

centró en la modulación de GABAARs de configuración α1β2γ2, la que corresponde 

al subtipo más expresado en el cerebro de mamíferos. De modo similar a gelsemina, 

la aplicación de koumina y de gelsevirina (50mM) inhibió la corriente activada por 

GABA (Figura 15). Por el contrario, el alcaloide humantenmina (50 mM) no logró 

modificar significativamente la amplitud de la corriente GABAérgica (Figura 15). 

Aplicaciones de 100 y 300 mM de humantenmina tampoco fueron capaces de 

modular la corriente evocada por GABA (Figura 15C).  

 

 



 
 60 

 

 

Figura 15. Efectos de koumina, gelsevirina y humantenmina en GABAARs de 

configuración α1β2γ2. A. Trazos de corriente representativos para los efectos de 

koumina (50 µM), gelsevirina (50 µM) y humantenmina (300 µM) en las corrientes 

evocadas por GABA. B. El gráfico de barras resume los efectos de los tres 

alcaloides del Gelsemium, a una concentración de 50 µM, en las corrientes 

evocadas por GABA. El porcentaje de cambio fue significativamente diferente para 

humantenmina con respecto a koumina y gelsevirina (**, P<0.001, ANOVA). Los 

porcentajes de cambio inducidos por koumina y gelsevirina no fueron diferentes. C. 

El gráfico resume el efecto de humantenmina (50, 100 y 200 µM) en las corrientes 

evocadas por GABA. Los datos corresponden a promedios ± SEM de 4 a 9 células. 
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En conjunto, estos resultados muestran que GABAARs sensibles a BDZ son 

modulados negativamente por gelsemina, koumina y gelsevirina. Por el contrario, el 

alcaloide humantenmina no modificó la corriente GABAérgica a ninguna 

concentración testeada. Estos resultados sugieren que los alcaloides del tipo 

gelsemina y del tipo koumina poseen una actividad inhibitoria detectable sobre 

GABAARs, mientras que los alcaloides del tipo gelsedina no ejercerían acciones 

funcionales en estos tipos de receptores.  

4.3. Modulación de GlyRs recombinantes por Gelsevirina, Koumina y 

Humantenmina.  
 

Estudios anteriores demostraron que gelsemina modula la función de GlyR 

recombinantes y nativos (Lara et al., 2016). De modo interesante, estos estudios 

demostraron que el alcaloide mostró efectos funcionales dependientes de la 

composición del GlyR. Por una parte, gelsemina potenció la función de GlyRs 

compuestos solo de subunidades a1 a concentraciones entre 0.5 y 50 mM, mientras 

que concentraciones sobre 50 mM inhibieron las corrientes de GlyRs homoméricos 

a1, a2 y a3, y heteropentaméricos a1b a2b y ab sin mostrar potenciación de la 

función (Lara et al., 2016). A la fecha, no se ha descrito si otros alcaloides del 

Gelsemium son capaces de modular la función de GlyRs. Para resolver esta 

pregunta, se exploró los efectos de koumina, gelsevirina y humantenmina en todas 

las configuraciones de GlyRs (i.e. receptores homoméricos a1, a2 y a3 junto con 

heteropentaméricos a1b a2b y ab) a través de patch-clamp en modalidad célula 

completa en células HEK 293 (Tabla 6 y Figura 16-18).  
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En una primera etapa, se analizaron los efectos de koumina (0.01 – 300 µM) 

sobre las corrientes activadas por glicina (EC10) de GlyRs recombinantes.  En estos 

experimentos, utilizamos los parámetros farmacológicos de GlyRs anteriormente 

publicados por nuestro grupo (Lara et al., 2016). La aplicación de concentraciones 

menores a 10 µM de koumina no modificó la corriente activada por glicina en 

ninguna configuración de los GlyRs. Por el contrario, concentraciones mayores a 25 

mM inhibieron significativamente las corrientes de GlyRs homoméricos y 

heteropentaméricos (Figura 16B). El análisis de las curvas concentración respuesta 

a koumina reveló algunas diferencias estadísticas significativas entre 

configuraciones del GlyR (Figura 16 y Tabla 6). Por ejemplo, el IC50 de koumina para 

receptores homoméricos α1 fue de 31.5±1.8 mM (n=6), mientras que para 

homoméricos α2 fue de 11.2± 2.1 mM (n=6) (t-Student no pareado, p<0.001). Por 

otra parte, todas las configuraciones del GlyR examinadas fueron inhibidas en más 

de un 85-90% por koumina, sin mostrar diferencias significativas en los porcentajes 

de inhibición máxima (Figura 16 y Tabla 6). 
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Figura 16. Acciones de koumina sobre GlyRs recombinantes expresados en 

células HEK293.  A. Trazos de corriente representativos que muestran las acciones 

inhibitorias del alcaloide koumina sobre las corrientes evocadas por glicina. B. El 

gráfico resume los efectos de koumina (0.1-300 μM) en las corrientes evocadas por 

glicina de GlyR homo y heteropentaméricos. Los datos corresponden a promedios 

± SEM de 4-6 células. 
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La caracterización de los alcaloides de Gelsemium en GlyRs continuó con 

gelsevirina, molécula perteneciente al grupo de alcaloides del tipo gelsemina (Figura 

17). Los resultados electrofisiológicos mostraron que gelsevirina mostro un perfil 

farmacológico similar a koumina, inhibiendo la actividad de todas las 

configuraciones de GlyR examinados (Figura 17B y Tabla 6).  El análisis de las 

curvas concentración respuesta a gelsevirina de diferentes configuraciones del 

GlyR mostró, en algunos casos, diferencias significativas (Figura 17 y Tabla 6). Por 

ejemplo, el IC50 de gelsevirina para receptores homoméricos α3 fue de 4.0±0.7 mM 

(n=9), mientras que para homoméricos α2 fue de 40.1±5.5 mM (n=4) (t-Student no 

pareado, p<0.01). Similar a lo observado con koumina, todas las configuraciones 

del GlyR fueron inhibidas en más de un ≈80% por gelsevirina, sin mostrar 

diferencias significativas en los porcentajes de inhibición máxima (Figura 17 y Tabla 

6). 
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Figura 17. Efectos de gelsevirina sobre GlyRs recombinantes expresados en 

células HEK293.  A. Trazos de corriente representativos que muestran las acciones 

inhibitorias del alcaloide gelsevirina sobre las corrientes evocadas por glicina. B. El 

gráfico resume los efectos de gelsevirina (0.1-300 μM) en las corrientes evocadas 

por glicina de GlyR homo y heteropentaméricos. Los datos corresponden a 

promedios ± SEM de 4-9 células. 
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Finalmente, las acciones del alcaloide humantenmina en GlyRs fueron 

analizadas a través de experimentos similares (Figura 18). De modo análogo a los 

hallazgos encontrados en GABAARs (Figura 14), los datos electrofisiológicos 

mostraron que la aplicación de un amplio rango de concentraciones de 

humantenmina (0.01-300 mM) no modificó significativamente la amplitud de todas 

las configuraciones de GlyR examinadas (Figura 18 y Tabla 6).  Estos resultados 

contrastan con los datos obtenidos con koumina y gelsevirina, los cuales mostraron 

que la aplicación de 200-300 mM generó una robusta y significativa inhibición de las 

corrientes glicinérgicas, mostrando un porcentaje de inhibición máxima de ≈85%, 

mientras que humantenmina, en condiciones similares, no tuvo acciones 

significativas, mostrando un porcentaje de inhibición máxima de ≈3% (Figura 18 y 

Tabla 6). 
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Figura 18. El alcaloide humantenmina no modificó significativamente las 

corrientes activadas por glicina de GlyRs recombinantes.  A. Trazos de 

corriente representativos que muestran los efectos del alcaloide humantenmina 

sobre las corrientes evocadas por glicina. B. El gráfico resume los efectos de 

humantenmina (0.1-300 μM) en las corrientes evocadas por glicina de GlyR homo y 

heteropentaméricos. Los cambios no fueron significativos. Los datos corresponden 

a promedios ± SEM de 3-6 células. 
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Tabla 6. Sensibilidad a koumina, gelsevirina y humantenmina de GlyR recombinantes 
expresados en células HEK293. 

GlyR Alcaloide IC50 (µM) KD (µM) nH M. Max (%) 
Concentración 
M. Max (µM) 

n 

α1 

KM 31.5±1.7 53.1±17.1 1.7±0.1 -95.0±1.5 300 6 

GV 40.6±8.2 50.1±9.5 1.1±0.1 -92.7±4.1 300 9 

HM ND ND ND -25.8±13.7 1 6 

α2 

KM 11.2±2.1 44.2±4.6 1.0±0.2 -94.3±2.7 200 6 

GV 40.1±5.5 73.9±21.7 2.4±0.7 -99.1±0.3 300 4 

HM ND ND ND 8.7±9.6 50 6 

α3 

KM 15.8±4.6 33.9±15.8 0.9±0.2 -87.4±4.9 200 8 

GV 4.0±0.7 8.7±5.4 0.7±0.1 -85.9±3.8 300 9 

HM ND ND ND -20.2±10.7 0.1 4 

α1β 

KM 32.5±13.2 50.1±9.5 0.9±0.5 -90.8±2.3 300 4 

GV 65.2±6.5 88.5±13.6 3.5±0.9 -88.6±5.0 200 4 

HM ND ND ND -7.3±10.8 0.01 5 

α2β 

KM 23.6±8.3 57.4±4.0 1.3±0.6 -91.5±5.4 300 4 

GV 38.9±7.7 25.2±15.0 3.0±1.5 -88.7±7.8 300 4 

HM ND ND ND -10.3±11.2 50 4 

α3β 

KM 20.2±7.7 54.1±20.0 0.9±0.2 -90.9±3.15 300 7 

GV 14.0±4.3 30.1±19.5 0.9±0.2 -77.1±4.8 300 9 

HM ND ND ND -15.6±3.8 300 3 

KM, koumina; GV, gelsevirina, HM, humantenmina; M. Max., modulación 
máxima; Concentración M. Max., concentración de la modulación máxima; ND, no 
determinado; KD, constante de disociación en base a ecuación de Cheng-Prussof.  

 

En conjunto, estos resultados muestran que los GlyRs son modulados 

negativamente por koumina y gelsevirina. Por el contrario, el alcaloide 

humantenmina no fue capaz de modificar las corrientes glicinérgicas a ninguna 

concentración testeada. Estos resultados sugieren que los alcaloides del tipo 

gelsemina y del tipo koumina poseen una actividad inhibitoria robusta sobre GlyR 

compuestos por diferentes subunidades, mientras que los alcaloides del tipo 
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gelsedina no ejercerían acciones funcionales en GlyRs. Por otra parte, estos 

resultados sugieren que las acciones potenciadoras de gelsemina en GlyR 

compuestos de la subunidad a1 son exclusivos para este alcaloide y no 

necesariamente son conservados en el grupo de alcaloides de Gelsemium del tipo 

gelsemina.  

4.4. Sitios de unión putativos para los alcaloides de Gelsemium en 

GABAARs y en GlyRs. 

 

Los resultados electrofisiológicos anteriormente descritos confirman que 

gelsemina, koumina y gelsevirina son moduladores funcionales negativos de 

GABAARs y de GlyRs. En líneas generales, estos resultados mostraron además que 

los GlyRs son más sensibles a la inhibición por estos alcaloides que los GABAARs. 

Por otra parte, los datos mostraron que humantenmina, un alcaloide del tipo 

gelsedina, no logró modular ningún subtipo de receptor inhibitorio, sugiriendo un 

margen de especificidad importante dentro de los alcaloides del Gelsemium en 

relación con la modulación funcional de GABAARs y de GlyRs.   

La inhibición de la función de estos receptores por gelsemina, koumina y 

gelsevirina sugiere la presencia de sitios de unión conservados en ambas clases de 

receptores. En este sentido, estudios de otros grupos de investigación han 

mostrado, a través de experimentos de desplazamiento de 3H-estricnina realizados 

en tejido de médula espinal, que gelsemina es capaz de unirse a GlyRs espinales 

(Zhang et al., 2013). A su vez, estudios de nuestro grupo mostraron que gelsemina 

disminuyó la afinidad aparente de GlyRs recombinantes, desplazando 

significativamente el EC50 a glicina a la derecha (Lara et al., 2016). Lo anterior 
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sugiere que gelsemina se une al sitio ortostérico del GlyR, por lo que compartiría el 

mismo sitio de unión del agonista glicina y del antagonista clásico del GlyR, 

estricnina.  

Considerando estas evidencias, resulta lógico pensar que otros alcaloides 

del Gelsemium se unirían competitivamente a los sitios de unión de GABA y de 

glicina en sus respectivos receptores. Sin embargo, los efectos potenciadores de 

gelsemina en GlyR compuestos de la subunidad a1 sugieren que podrían existir 

sitios adicionales de modulación, diferentes al sitio ortostérico. Por otra parte, a la 

fecha no existen resultados experimentales que hayan confirmado la unión de 

gelsemina u otro alcaloide de Gelsemium a los GlyRs mediante estudios 

estructurales asociados a mutagénesis de residuos específicos. Finalmente, 

actualmente no ha sido estudiado si estos alcaloides se unirían también al sitio 

ortostérico de GABAARs. En base a estas interrogantes, se desarrollaron 

experimentos y aproximaciones para explorar los sitios de unión putativos de los 

alcaloides de Gelsemium en GABAARs y de GlyRs, poniendo un foco especial en la 

determinación de los efectos diferenciales de gelsemina en GlyRs compuestos de 

la subunidad a1. Para una mayor comprensión de estos ensayos, se mostrarán 

resultados relacionados a GABAARs y GlyRs de manera independiente y 

secuencial. 
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4.4.1. Sitios de unión putativos para gelsemina en GABAARs. 

Los sitios de unión putativos relacionados a la inhibición funcional de 

GABAARs sensibles a BDZ por gelsemina no han sido investigados. Las acciones 

ansiolíticas de gelsemina en ensayos de comportamiento sugieren la posibilidad de 

que el alcaloide ejerza efectos directos sobre el sitio de unión a las BDZ. Sin 

embargo, la modulación negativa de las corrientes GABAérgicas de gelsemina 

(Figura 10 y Tabla 4) sugiere que su mecanismo de acción es distinto al de las BDZ 

clásicas, las cuales potencian la función GABAérgica. A pesar de este racional, el 

alcaloide aún podría ejercer sus acciones sobre GABAARs mediante agonismo 

inverso en el sitio de las BDZ o a través de sitios moleculares no relacionados con 

las subunidades 2 (Ghit et al., 2021; Kim & Hibbs, 2021; Olsen et al., 2019). Para 

responder estas interrogantes, evaluamos los efectos de gelsemina sobre GABAAR 

compuestos por subunidades α1(H101R)β2γ2 y α1β2 (Figura 19 y Tabla 7). La 

subunidad α1(H101R) de GABAAR contiene una mutación puntual de histidina a 

arginina en la posición 101, lo que altera el sitio de unión de BDZ, generando 

GABAARs insensibles al diazepam, pero normalmente sensibles al agonista GABA 

(Benson et al., 1998; Knoflach & Bertrand, 2021; Ralvenius et al., 2015). En estos 

experimentos, seleccionamos el subtipo α1β2γ2 para evaluar la relevancia del sitio 

de unión de BDZ debido a que es el subtipo de GABAAR más expresado en el 

cerebro de mamíferos (Fritschy, 2015). Por otro lado, los receptores α1β2 no son 

sensibles a las BDZ debido a la ausencia de la interfase α1-γ2, pero conservan la 

sensibilidad a su agonista, GABA, y a otros moduladores del receptor, tales como 

propofol, neuroesteroides y etomidato (Kim & Hibbs, 2021; Knoflach & Bertrand, 
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2021; Olsen et al., 2019). Los experimentos realizados demostraron que los 

GABAAR de configuración α1(H101R)β2γ2 y α1β2 fueron insensibles a la aplicación 

de 2 µM de diazepam (-2.0±4.7 % y 4.0±2.9 %, respectivamente), en comparación 

con receptores wild-type de configuración α1β2γ2 (146.1 ± 35.9 %) (Figura 19A-B). 

Por el contrario, la aplicación de 300 µM de gelsemina provocó una inhibición similar 

de las corrientes evocadas por GABA en estos receptores (α1(H101R)β2γ2: -

50.8±11.8%, α1β2: -44.1±2.5% y α1β2γ2 de tipo salvaje: -40.1±5.4%) (Figura 19C).  

En resumen, estos estudios permiten concluir que el sitio de unión a las BDZ ni la 

presencia de la subunidad 2 son necesarios para los efectos inhibitorios de 

gelsemina en GABAARs. 

 

Figura 19. Relevancia del sitio de unión a las BDZ y de la subunidad γ2 en las 

acciones de gelsemina en GABAARs. A. Trazos de corriente representativos de 

los efectos de diazepam (2 µM) y de gelsemina (300 µM) en las corrientes evocadas 

por GABA a través de α1(H101R)β2γ2 y α1β2 GABAAR. B-C. Los gráficos resumen 

las acciones de diazepam (B) y gelsemina (C) sobre GABAAR α1(H101R)β2γ2 y 
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α1β2. Para el panel B, las diferencias fueron significativas (***P<0.001, **P<0.01, 

ANOVA con test post-hoc de Bonferroni, F(2,14)= 3.860. Para el panel C, las 

diferencias no fueron significativas.  

Tabla 7. Propiedades farmacológicas de GABAARs recombinantes de 

configuración α1(H101R)β22 y α1β2 

GABAAR EC50 (μM) nH Imax(pA) n 

α1(H101R)β22 2.3±0.1 1.5±0.2 1946±266 5 

α1β2 2.1±0.1 1.6±0.2 1641±271 6 

 

Estos resultados demuestran que los efectos la gelsemina sobre la función 

de GABAAR requieren solo de las subunidades α y β, proponiendo una posible unión 

del alcaloide al sitio ortostérico. Sin embargo, los GABAAR compuestos por 

subunidades α y β poseen sitios moduladores para otros ligandos (por ejemplo, 

propofol y neuroesteroides) (Olsen et al., 2019, Kim & Hibbs, 2021) y, por lo tanto, 

estos datos aun no descartan que las acciones de la gelsemina ocurran 

exclusivamente a través de interacciones con el sitio ortostérico. Para contribuir a 

resolver estas interrogantes, se desarrollaron estudios bioinformáticos en 

colaboración con el Prof. Carlos F. Burgos (Departamento de Fisiologia, Universidad 

de Concepción), los que permitieron profundizar en estos aspectos desde un punto 

de vista estructural. Los resultados obtenidos (Sección Anexos, Figura 1) muestran 

que los alcaloides del Gelsemium se unen preferentemente a la región extracelular 

(ECD) de GABAARs de configuración α1β2γ2. Los alcaloides se unen en sitios 

cercanos al sitio ortostérico y en el sitio ortostérico, el cual se encuentra en la 

interfase entre subunidades α1 y β2. Ensayos complementarios de “docking” 

molecular mostraron que gelsemina, koumina y gelsevirina lograron unirse al sitio 
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ortostérico con propiedades energéticas favorables. Humantenmina, pese a no 

modular funcionalmente a los GABAARs, también logro unirse al sitio ortostérico. 

Ensayos similares mostraron que la interfase entre subunidades α1 y 2, la cual 

contiene el sitio de unión de las BDZ, no logró unir ninguno de los alcaloides de 

manera detectable, lo que reafirma la idea de que los alcaloides de Gelsemium no 

requieren de la subunidad 2 para ejercer sus efectos inhibitorios sobre GABAARs.  

4.4.2. Sitios de unión putativos para alcaloides del Gelsemium en GlyRs. 

Para analizar los potenciales sitios de unión de los alcaloides de Gelsemium 

al GlyR, comenzamos investigando los requerimientos moleculares de la 

modulación bifásica de gelsemina en GlyRs compuestos de la subunidad a1 (Lara 

et al., 2016).   Una posibilidad para explicar este tipo de modulación sugiere que el 

alcaloide pudiera unirse a sitios diversos dentro de la estructura del receptor, lo que 

pudiera incluir el sitio ortostérico. Con el objetivo de verificar esta idea, se 

desarrollaron estudios bioinformáticos en colaboración con el Prof. Carlos F. Burgos 

(Departamento de Fisiologia, Universidad de Concepción), los que permitieron 

analizar los posibles sitios de unión de gelsemina en la estructura del a1 GlyRs 

homomérico (Sección Anexos, Figura 2).  Este análisis mostró que gelsemina se 

uniría mayoritariamente a sitios localizados en el ECD del receptor (≈75% de los 

complejos), lo que sugiere que el alcaloide se uniría al sitio ortostérico. Sin embargo, 

cerca de un ≈25% de los complejos gelsemina-receptor se posicionaron en los 

dominios de transmembrana (TMs), sugiriendo múltiples sitios de unión. De modo 

interesante, gelsevirina también mostró formación de complejos alcaloide-receptor 

en los TMD. Contrariamente, koumina y humantenmina solo mostraron formación 
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de complejos en el ECD del receptor, algunos asociados al sitio ortostérico (Sección 

Anexos, Figura 2). 

Para examinar funcionalmente la relevancia del ECD y de los TMD para las 

acciones específicas de subunidades de la gelsemina en los a1GlyR, estudiamos 

receptores quiméricos en los que los ECD de las subunidades a1 y a2 fueron 

intercambiados (Yevenes et al., 2010) (Figura 20). La relevancia funcional del ECD 

se evaluó testeando la potenciación y la inhibición provocada por gelsemina en 

estos receptores. De acuerdo con experimentos reportados por nuestro grupo (Lara 

et al., 2016), los experimentos en a1GlyR wild-type demostraron que la aplicación 

de 10 mM de gelsemina potenció las corrientes glicinérgicas (44.8±13.5 %; n=9). A 

su vez, la aplicación de 50 mM de gelsemina inhibió las corrientes glicinérgicas en 

a2GlyR wild-type (-47.8±2.8; n=6). El intercambio del ECD a1 con su homólogo a2 

(i.e., receptor quimérico a2-a1) fue suficiente para cambiar la potenciación a 

inhibición (50 mM de gelsemina, -48.6±7.4, n=10). Del mismo modo, el intercambio 

del ECD a2 con su contraparte a1 fue suficiente para cambiar la modulación 

negativa de a2GlyR wild-type a potenciación (receptor quimérico a1-a2, 10 mM de 

gelsemina, 42.1±22.9, n=7).  En conjunto, estos resultados sugieren que la 

modulación bifásica de a1GlyRs se relaciona exclusivamente con elementos del 

ECD, descartando la participación de otros potenciales sitios de unión del alcaloide 

en otros dominios del canal iónico. 
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Figura 20. Acciones de gelsemina en GlyR quiméricos. A. Vista esquemática de 

las construcciones GlyR quiméricas y wild-type utilizadas. Las construcciones han 

sido previamente caracterizadas (Yévenes et al., 2010). B. Trazos de corriente 

evocadas por glicina en ausencia y presencia de gelsemina obtenidas desde células 

HEK293 que expresaron GlyR quiméricos y wild-type. La potenciación de a1GlyR 

por gelsemina se investigó con una concentración de 10 μM de gelsemina, mientras 

que la inhibición fue explorada con una concentración de 50 μM. C. El gráfico 

resume las acciones de gelsemina sobre la potenciación de la corriente provocada 

por la glicina (10 μM) o la inhibición (50 μM). Los datos se muestran como promedio 

± SEM de 7-9 células por grupo. Las diferencias entre a1GlyR wild-type y a1-a2, y 

entre a2GlyR wild-type y a2-a1 no fueron significativas. 
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Nuestros datos funcionales y la evidencia proveniente de otros grupos 

sugieren fuertemente que el sitio ortostérico es posiblemente el sitio molecular 

crítico responsable de los efectos positivos y negativos de los alcaloides del 

Gelsemium en GlyRs. Para examinar directamente esta idea, en una primera etapa 

se realizó una inspección in silico de las interacciones moleculares de gelsemina, 

koumina, gelsevirina y humantenmina con el sitio ortostérico de GlyR compuestos 

de a1, a2 y a3, en colaboración con el Prof. Carlos F. Burgos (Departamento de 

Fisiologia, Universidad de Concepción) (Sección Anexos, Figura 3 y 4). Estos datos 

mostraron que todos los alcaloides, incluido humantenmina, poseen valores de 

“docking score” que sugieren interacciones con el sitio ortostérico (Sección Anexos, 

Figura 3). Para continuar este estudio, en la segunda etapa se examinaron los 

residuos críticos que estabilizan la interacción entre los alcaloides y el sitio 

ortostérico. Sin embargo, debido al efecto bifásico de la gelsemina en a1GlyRs y a 

su relevancia fisiológica, se decidió centrar estos análisis en este subtipo de GlyR. 

El análisis de las interacciones moleculares indicó que los residuos F63, S129, 

F159, G160 y F207 son críticos para mantener una interacción estable entre 

gelsemina y el sitio ortostérico de a1GlyRs (Sección Anexos, Figura 4).  La 

interacción putativa entre koumina y gelsevirina también mostró ser dependiente de 

aminoácidos similares. En el contexto de estos resultados, cabe destacar que la 

humantenmina, aunque se muestra unida al sitio ortostérico, no mostró 

interacciones detectables con los residuos clave que estabilizaron la unión de 

gelsemina, koumina y gelsevirina.  



 
 78 

 

Para corroborar experimentalmente estos hallazgos in silico, se planificó 

realizar registros electrofisiológicos en a1GlyR que contienen mutaciones en los 

aminoácidos clave del sitio ortostérico. Sin embargo, es necesario considerar que 

mutaciones en el sitio ortostérico pudieran generar receptores no funcionales, al 

alterar el sitio de unión del agonista glicina. Para evitar esta potencial dificultad, se 

analizó el impacto en la unión de glicina de un set de mutaciones en el sitio 

ortostérico a través de cálculos de “docking score”. Para corroborar 

experimentalmente estos hallazgos in silico, se planificó realizar registros 

electrofisiológicos en a1GlyR que contienen mutaciones en los aminoácidos clave 

del sitio ortostérico. Sin embargo, es necesario considerar que mutaciones en el 

sitio ortostérico pudieran generar receptores no funcionales, al alterar el sitio de 

unión del agonista glicina. Para evitar esta potencial dificultad, se analizó el impacto 

en la unión de glicina de un set de mutaciones en el sitio ortostérico usando 

aproximaciones bioinformáticas. Estos ensayos mostraron que las substituciones 

F63A, G160E y F207A generaron algunas variaciones en la unión de los alcaloides 

al sitio, pero conservando una proporción importante de la unión de glicina. En 

consecuencia, dos de estas mutaciones fueron estudiadas mediante 

electrofisiología (Figura 21). De acuerdo con lo obtenido en ensayos in silico, la 

introducción de las mutaciones F63A y G160E originó receptores capaces de 

generar corrientes activadas por glicina (Figura 21A). Nuestros estudios 

electrofisiológicos indicaron que los GlyR mutantes fueron insensibles a 

concentraciones de gelsemina que generan potenciación (10 mM) o inhibición (200 

mM) de las corrientes activadas por glicina en a1GlyR wild-type. Registros 
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adicionales mostraron que la aplicación de 200 mM de koumina y gelsevirina no 

ejercieron efectos detectables sobre las corrientes glicinérgicas asociados a estos 

GlyR mutados (Figura 21). Por otra parte, estudios complementarios mostraron que 

la mutante F63A no fue inhibida por estricnina, mientras que la G160E conservó una 

buena parte de la sensibilidad a estricnina (F63A, 1.7±3.1 % de inhibición; G160E, 

48.5±13.9 % de inhibición, ambas a una concentración de 2 mM de estricnina).  En 

conjunto, estos datos demuestran que residuos específicos en el sitio ortostérico de 

a1GlyR son necesarios para la modulación funcional de los alcaloides de 

Gelsemium. Dadas las similitudes estructurales entre las diferentes subunidades del 

GlyR, es posible sugerir que las acciones funcionales de estos alcaloides en GlyR 

compuestos por subunidades a1, a2, y a3 también dependerían de estos residuos 

conservados presentes en el sitio ortostérico. 
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Figura 21. Efectos de alcaloides del Gelsemium en α1GlyRs con mutaciones 

puntuales en residuos del sitio ortostérico. A-B. Los trazos de corriente y los 

gráficos resumen los efectos de las mutaciones puntuales F63A y G160E en la 

potenciación e inhibición inducida por la aplicación de gelsemina (10 μM o 200 μM) 

a a1GlyR mutados y wild-type. C-D. Los trazos de corriente y los gráficos resumen 

403020100

Time (s) Sw eep:3 Visible:1 of 7

IN
 0

(
p
A

)

-350

-300

-250

-200

-150

-100

-50

0

0.0099 s

-1.2 pA

2

0.0298 s

-1.6 pA

3

0.0099 s

-0.9 pA

4

0.0099 s

-0.3 pA

1

403020100

Time (s) Sw eep:4 Visible:1 of 7

IN
 0

(
p
A

)

-500

-400

-300

-200

-100

0

0.0099 s

0.4 pA

2

0.0298 s

3.1 pA

3

0.0099 s

-2.2 pA

4

0.0099 s

0.3 pA

1

2s

1
0

0
 p

A

***

**

***

***

***

***

**

**

14121086420

Time (s) Sw eep:1 Visible:1 of 7

IN
 0

(p
A

)

-160

-140

-120

-100

-80

-60

-40

-20

0

20

Tag 1 sw :1

14.3021 s

20gly

0.0000 s

-0.4 pA

1

0.0000 s

0.0 pA

2

0.0000 s

-0.4 pA

3

0.0000 s

0.0 pA

4

14121086420

Time (s) Sw eep:2 Visible:1 of 7

IN
 0

(p
A

)

-180

-160

-140

-120

-100

-80

-60

-40

-20

0.0000 s

-23.1 pA

1

0.0000 s

0.0 pA

2

0.0000 s

-23.1 pA

3

0.0000 s

0.0 pA

4

2s

4
0

 p
A

2s

4
0

 p
A

14121086420

Time (s) Sw eep:4 Visible:1 of 4

IN
 0

(p
A

)

-80

-70

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

Tag 2 sw :4

9.8021 s

20+gel15

0.0000 s

0.4 pA

1

0.0000 s

0.0 pA

2

0.0000 s

0.4 pA

3

0.0000 s

0.0 pA

4

14121086420

Time (s) Sw eep:3 Visible:1 of 4

IN
 0

(p
A

)

-70

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

10

Tag 1 sw :3

10.3021 s

20+gel

0.0000 s

1.3 pA

1

0.0000 s

0.0 pA

2

0.0000 s

1.3 pA

3

0.0000 s

0.0 pA

4

403020100

Time (s) Sw eep:11 Visible:1 of 19

IN
 0

(
p
A

)

-120

-100

-80

-60

-40

-20

0

0.0099 s

1.0 pA

2

0.0298 s

0.8 pA

3

0.0099 s

0.1 pA

4

0.0099 s

0.2 pA

1

403020100

Time (s) Sw eep:12 Visible:1 of 19

IN
 0

(
p
A

)

-160

-140

-120

-100

-80

-60

-40

-20

0

Tag 5 sw :12

24.4521 s

3000ggly

0.0099 s

0.5 pA

2

0.0298 s

0.7 pA

3

0.0099 s

0.1 pA

4

0.0099 s

0.2 pA

1

2s

4
0

 p
A

WT

F63A

G160E

-20

0

20

40

60

80

100

-100

-80

-60

-40

-20

0

20

40

60

a1

-100

-80

-60

-40

-20

0

20

40

60

-100

-80

-60

-40

-20

0

20

40

60

WT

P
o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

a
m

b
io

g
e
ls

e
m

in
a
 (

1
0
 μ

M
)

P
o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

a
m

b
io

g
e
ls

e
m

in
a
 (

2
0
0
 μ

M
)

P
o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

a
m

b
io

k
o
u
m

in
a
 (

2
0
0
 μ

M
)

P
o
rc

e
n
ta

je
 d

e
 c

a
m

b
io

g
e
ls

e
v
ir
in

a
(2

0
0
 μ

M
)

a1 GlyR F63A

GelseminaControl GelseminaControl

a1 GlyR G160E

WT

F63A

G160E

A

B

KouminaControl GelsevirinaControl

a1 GlyR F63A a1 GlyR G160EC

D



 
 81 

 

el porcentaje de inhibición generado por la aplicación de koumina y gelsevirina (200 

μM) a a1GlyR mutados y wild-type.  La potenciación y la inhibición disminuyeron 

significativamente (**, P<0.01; ***, P<0.001, ANOVA seguido de la prueba post hoc 

de Bonferroni). Los datos son promedios ± SEM de 5-8 células.  

4.5. Acciones de los alcaloides de Gelsemium en la transmisión sináptica 

espontánea. 

Nuestros resultados en receptores recombinantes y nativos sugieren que los 

alcaloides de Gelsemium modulan las corrientes evocadas por GABA y glicina a 

través de interacciones con los sitios ortostéricos de GlyRs y de GABAARs. Estudios 

previos de nuestro grupo han reportado que la aplicación de gelsemina disminuyó 

significativamente la frecuencia de las corrientes inhibitorias postsinápticas en 

miniatura glicinérgicas de neuronas espinales en cultivo, sin modificar la amplitud 

(Lara et al., 2016). A la fecha, se desconoce si gelsemina también modifica la 

neurotransmisión GABAérgica. Para contestar esta interrogante, estudiamos el 

impacto de gelsemina en la actividad sináptica GABAérgica de neuronas corticales 

en cultivo (Figura 21 y Tabla 8). Las corrientes postsinápticas en miniatura 

GABAérgicas (GABA-mIPSCs) fueron aisladas mediante la aplicación conjunta de 

bloqueadores glutamatérgicos (CNQX y AP5) junto con el bloqueador de canales de 

sodio dependientes de voltaje, TTX. Las neuronas corticales en cultivo no muestran 

eventos sinápticos glicinérgicos debido a la ausencia de liberación sináptica de 

glicina (Zeilhofer et al., 2012). Sin embargo, estas neuronas expresan GlyR 

funcionales, los que aún podrían modularse por gelsemina (McCracken et al., 2017). 

Para estudiar la sinapsis GABAérgica en ausencia de acciones derivadas de la 
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interacción de gelsemina con GlyRs, incluimos el antagonista glicinérgico estricnina. 

Bajo estas condiciones, la aplicación del antagonista GABAérgico bicuculina 

bloqueó completamente la detección de corrientes sinápticas, confirmando su 

naturaleza GABAérgica (datos no mostrados). 

Las mIPSCs GABAérgicas se obtuvieron a -60 mV y mostraron una 

frecuencia promedio de 0.91 ± 0.23 Hz (n=8, Figura 22). La aplicación de 50 μM de 

gelsemina redujo la frecuencia de los GABA-mIPSCs en todas las neuronas 

registradas. Gelsemina disminuyó la frecuencia promedio a un valor de 0.42 ± 0.16 

Hz (n = 8) (p<0.01, t-Student pareado versus condición control) y alteró 

significativamente la probabilidad acumulada de intervalos inter-eventos (*, P 

<0,0001; prueba de Kolmogorov-Smirnoff). A pesar de la reducción de la frecuencia, 

todas las neuronas mostraron algunos GABA-mIPSCs en presencia del alcaloide. 

Estos eventos sinápticos GABAérgicos mostraron una amplitud promedio inalterada 

en ausencia o en presencia del alcaloide (Control, 33.3 ± 8.2 pA; Gelsemina, 24.8 ± 

4.3 pA, p=0.15, t-Student pareado versus condición control). Por otra parte, el 

alcaloide no modificó la cinética de los eventos GABAérgicos. El tiempo de subida 

y el tiempo de decaimiento de los GABA-mIPSCs no fue significativamente diferente 

en presencia o ausencia de gelsemina (p=0.88 y p=0.79, respectivamente, t de 

Student no pareado versus condición control). Estos resultados indican que 

gelsemina reduce la frecuencia de las mIPSC GABAérgicas sin modificar la función 

de los GABAAR postsinápticas, lo que sugiere un mecanismo presináptico de 

modulación.  
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Figura 22. Modulación de gelsemina de la neurotransmisión GABAérgica. A. 

Ejemplos de trazos de corriente que muestran la actividad sináptica GABAérgica 

antes y durante la aplicación de gelsemina.  B. El gráfico de dispersión y el grafico 

de barras resume el efecto de 50 μM de gelsemina en la frecuencia de los eventos 

sinápticos GABAérgicos en 8 neuronas. *, P<0.05, t-Student pareado. C. Gráfico de 

probabilidad acumulada de los intervalos inter-eventos de GABA-mIPSCs en 
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ausencia o presencia de 50 μM de gelsemina. La distribución fue significativamente 

alterada por el alcaloide. P<0.0001; Test de Kolmogorov-Smirnoff. D. El grafico de 

barras representa los efectos de gelsemina en la amplitud de los GABA-mIPSCs. 

Las diferencias no fueron significativas. E. Gráfico de probabilidad acumulada de 

las amplitudes de GABA-mIPSCs en ausencia o presencia de gelsemina. Las 

diferencias no fueron significativas. F. Trazos promedios de corrientes sinápticas 

GABAérgica antes y durante la aplicación de 50 μM de gelsemina. G. Los gráficos 

de barras resumen los efectos de gelsemina sobre el tiempo de subida y el tiempo 

de decaimiento de los GABA-mIPSCs. Las diferencias no fueron significativas. 

Para continuar profundizando en la modulación sináptica de gelsemina, 

exploramos si el alcaloide es capaz de afectar las corrientes excitatorias 

postsinápticas en miniatura glutamatérgicas (mEPSCs) de neuronas corticales en 

cultivo (Figura 23). Estudios previos de nuestro grupo han reportado que la 

aplicación de gelsemina disminuyó significativamente la frecuencia de las mEPSCs 

de neuronas espinales en cultivo, sin modificar la amplitud (Lara et al., 2016). De 

manera similar, evaluamos las mEPSCs en ausencia y presencia de 50 μM de 

gelsemina (Figura 23 y Tabla 8). Para evitar cualquier efecto mediado por gelsemina 

relacionado con la modulación de GlyR o GABAAR, las mEPSCs se aislaron 

farmacológicamente mediante la aplicación de TTX junto con estricnina y bicuculina. 

Nuestros resultados mostraron que la aplicación de 50 μM de gelsemina disminuyó 

significativamente la frecuencia de las mEPSCs en todas las neuronas registradas 

(Figura 23). La frecuencia promedio (Control = 0.72 ± 0.16 Hz; Gelsemina = 0.40 ± 

0.11 Hz, n=8; p <0.01, t de Student pareado) y la distribución de probabilidad 



 
 85 

 

acumulada de los intervalos inter-eventos también fueron reducidos 

significativamente por el alcaloide (*, P <0.0001; test de Kolmogorov-Smirnoff). 

Gelsemina no modificó la amplitud promedio (28.8 ± 2.9 pA a 26.4 ± 3.1 pA, p=0.98, 

t-Student pareado) ni los parámetros de tiempo de subida o de decamiento de las 

mEPSCs (Figura 23D-G). Experimentos adicionales demostraron que la aplicación 

de 100 μM de gelsemina eliminó la presencia de eventos GABAérgicos y 

glutamatérgicos detectables (n=4 neuronas por condición, frecuencia igual a cero 

en ambos casos). 
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Figura 23. Modulación de la neurotransmisión glutamatérgica por gelsemina. 

A. Ejemplos de trazos de corriente que muestran la actividad sináptica 

glutamatérgica antes y durante la aplicación de gelsemina.  B. El gráfico de 

dispersión y el de barras resume el efecto de 50 μM de gelsemina en la frecuencia 

de los eventos sinápticos glutamatérgicos en 8 neuronas. *, P<0.05, t-Student 

pareado. C. Gráfico de probabilidad acumulada de los intervalos inter-eventos de 

mEPSCs en ausencia o presencia de 50 μM de gelsemina. La distribución fue 

significativamente alterada por el alcaloide. P<0.0001; Test de Kolmogorov-

Smirnoff. D. El grafico de barras representa los efectos de gelsemina en la amplitud 

de los mEPSCs. Las diferencias no fueron significativas. E. Gráfico de probabilidad 

acumulada de las amplitudes de mEPSCs en ausencia o presencia de gelsemina. 

Las diferencias no fueron significativas. F. Trazos promedios de corrientes 
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sinápticas glutamatérgicas antes y durante la aplicación de 50 μM de gelsemina. G. 

Los gráficos de barras resumen los efectos de gelsemina sobre el tiempo de subida 

y el tiempo de decaimiento de los mEPSCs. Las diferencias no fueron significativas. 

Tabla 8. Efectos de la gelsemina sobre mIPSC GABAérgicas y mEPSC 
glutamatérgicas de neuronas corticales en cultivo 

 
Frecuencia 

(Hz) 
Amplitud 

(pA) 
Tiempo de 
subida (ms) 

Tiempo de 
decaimiento 

(ms) 
N n 

mIPSCs 0.91± 0.23 33.3± 8.2 0.86±0.18 10.72±2.62 8 912 

+ Gelsemina 0.42±0.16* 24.8± 4.3 0.94±0.22 11.79±6.92 8 538 

mEPSCs 0.72±0.16 28.8± 2.9 0.67± 0.11 3.62±0.45 8 1724 

+ Gelsemina 0.40±0.11* 26.4±3.1 0.77±0.24 3.74±0.55 8 912 

 

*, P<0.05, prueba t de Student pareada. Se utilizó una concentración de 50 

mM de gelsemina. n, número de eventos analizados, N, número de células.  

En conjunto, estos resultados demuestran que gelsemina redujo la frecuencia 

de las corrientes sinápticas inhibitorias y excitatorias de neuronas corticales en 

cultivo, posiblemente a través de efectos a nivel presináptico. Dado que estas 

acciones parecen ser independientes de la actividad de GlyRs o de GABAARs, estos 

ensayos sugieren que gelsemina interacciona con blancos proteicos adicionales en 

las sinapsis. Para explorar esta idea, evaluamos el impacto de la gelsemina en las 

señales espontáneas de Ca2+ intracelular utilizando técnicas de fluorimetría (Figura 

24). Debido a que el proceso de fusión de vesículas y liberación de 

neurotransmisores comprende fluctuaciones dinámicas de Ca2+ en las neuronas, 

las mediciones de las señales de Ca2+ podrían proporcionar información adicional 

sobre las acciones de la gelsemina a nivel sináptico. Las señales espontáneas de 
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Ca2+ intracelular representan actividad neuronal que puede estar relacionada con la 

transmisión sináptica y, en menor medida, con cambios relacionados con la acción 

en la conductancia de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Hammond & 

Esclapez, 2015; Hammond & Michel, 2015). A través del análisis de registros de 10 

minutos, primero determinamos que la frecuencia promedio de las señales 

espontáneas de Ca2+ intracelular, en ausencia de cualquier bloqueador de canales 

iónicos, fue de aproximadamente 0.04-0.05 Hz (Figura 24). La aplicación de 50 o 

100 μM de gelsemina disminuyó significativamente la frecuencia de eventos de 

Ca2+. La adición de 50 μM de gelsemina redujo la frecuencia de las fluctuaciones de 

Ca2+ (de 0.041 ± 0,002 Hz a 0.029 ± 0.002 Hz (****, p < 0.0001, t-Student no 

pareada), lo que se traduce en un cambio porcentual de una reducción de 66.03 ± 

4.79 % del control (N = 7; n =218, donde N es el número de muestras y n es el 

número de células evaluadas) (****, p<0.0001, t-Student no pareado). Por otra parte, 

la incorporación de 100 μM del alcaloide bloqueó casi por completo la aparición de 

señales de Ca2+ en estas neuronas (Figura 24). La frecuencia disminuyó de 0.048 

± 0.003 Hz a 0.006 ± 0.004 (****, p <0.0001, prueba t-Student no pareada) y el 

cambio porcentual disminuyó a 4.48 ± 1.03 % del control (N = 4, n=55, ****, p<0.001, 

t-Student no pareado).  

En conjunto, nuestros resultados sugieren que gelsemina reduce la 

transmisión excitatoria e inhibitoria, y a la vez, disminuye las señales espontáneas 

de Ca2+ intracelular. Estos efectos sugieren que el alcaloide promueve, de manera 

rápida, una reducción importante de la transmisión sináptica excitatoria e inhibitoria, 
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posiblemente a través de una reducción en la cantidad de Ca2+ necesaria para una 

correcta liberación de vesículas sinápticas en la zona presináptica.  

 

Figura 24. Efectos de gelsemina sobre la frecuencia de señales espontáneas 

de calcio intracelular. A-C. Trazos representativos de señales de calcio intracelular 

de neuronas corticales en ausencia y presencia de 50 μM (A) o 100 μM (C) de 

gelsemina. B-D. Los gráficos de barras resumen la frecuencia promedio de las 

señales de calcio intracelular y el cambio porcentual de la frecuencia durante la 

aplicación de 50 μM o 100 μM de gelsemina. Las diferencias fueron significativas 

(****, P <0.0001, t-Student no pareado). 
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Las evidencias anteriormente presentadas sugieren que gelsemina posee 

acciones presinápticas, las cuales posiblemente no estarían relacionadas con la 

modulación directa de GlyRs y GABAARs. Estas evidencias sugieren que otros 

alcaloides del Gelsemium podrían tener efectos sinápticos similares a gelsemina. 

Sin embargo, nuestros estudios sugieren que sólo algunos tipos de alcaloides del 

Gelsemium ejercen acciones directas sobre la función de GlyRs y GABAARs. En 

este sentido, nuestros estudios mostraron que gelsemina y gelsevirina, ambos 

alcaloides del tipo gelsemina, y koumina, alcaloide del tipo koumina, poseen 

acciones directas sobre GlyRs y GABAARs (Figuras 15, 16, y 17, y Tabla 6). Por otra 

parte, humantenmina, alcaloide del tipo gelsedina, no mostró actividad en sobre 

GlyRs y GABAARs (Figuras 15 y 18 y Tabla 6). Para investigar si la actividad directa 

de los alcaloides del Gelsemium sobre GlyRs y GABAARs es necesaria para la 

modulación sináptica, realizamos experimentos electrofisiológicos similares a los 

descritos anteriormente (Figuras 22 y Tabla 8) con humantenmina, alcaloide inactivo 

como modulador directo de ambos canales iónicos inhibitorios. En estos 

experimentos, los GABA-mIPSCs fueron aislados mediante la aplicación conjunta 

de bloqueadores glutamatérgicos (CNQX y AP5) junto con el bloqueador de canales 

de sodio dependientes de voltaje, TTX, y el inhibidor glicinérgico estricnina.  

La aplicación de 50 μM de humantenmina redujo la frecuencia de los GABA-

mIPSCs en todas las neuronas registradas (Figura 25). El alcaloide disminuyó la 

frecuencia promedio desde 0.42 ± 0.20 Hz a 0.21± 0.10 Hz (n=4) (p<0.05, t de 

Student pareado) y alteró significativamente la probabilidad acumulada de intervalos 

inter-eventos (*, P <0.0001; prueba de Kolmogorov-Smirnoff). A pesar de la 
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reducción de la frecuencia, todas las neuronas mostraron algunos GABA-mIPSCs 

en presencia del alcaloide. Estos eventos sinápticos GABAérgicos restantes 

mostraron una amplitud promedio inalterada en ausencia o en presencia del 

alcaloide (Control, 21.6 ± 1.5 pA; humantenmina, 22.2 ± 2.4 pA, p = 0.85, t de 

Student pareado). Por otra parte, el alcaloide no modificó la cinética de los eventos 

GABAérgicos. El tiempo de subida y el tiempo de decaimiento de los GABA-mIPSCs 

no fue significativamente diferente en presencia o ausencia de gelsemina (Figura 

25). Estos resultados indican que humantenmina, al igual que gelsemina, reduce la 

frecuencia de las mIPSC GABAérgicas sin modificar la función de los GABAAR 

postsinápticos, lo que sugiere un mecanismo presináptico de modulación. Por otra 

parte, estos resultados demuestran que los efectos sinápticos de estos alcaloides 

no requieren acciones directas sobre GABAARs o GlyRs.  
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Figura 25. Modulación inducida por humantenmina de la neurotransmisión 

GABAérgica. A. Ejemplos de trazos de corriente que muestran la actividad 

sináptica GABAérgica antes y durante la aplicación de humantenmina 50 μM.  B. El 

gráfico de dispersión y el gráfico de barras resume el efecto de 50 μM de 

humantenmina en la frecuencia de los eventos sinápticos GABAérgicos en 4 

neuronas. *, P<0.05, t de Student pareado. C. Gráfico de probabilidad acumulada 

de los intervalos inter-eventos de GABA-mIPSCs en ausencia o presencia de 50 μM 

de humantenmina. La distribución fue significativamente alterada por el alcaloide. 

P<0.0001; Test de Kolmogorov-Smirnoff. D. El gráfico de barras representa los 

efectos de humantenmina en la amplitud de los GABA-mIPSCs. Las diferencias no 

fueron significativas. E. Gráfico de probabilidad acumulada de las amplitudes de 

GABA-mIPSCs en ausencia o presencia de humantenmina 50 μM. Las diferencias 

no fueron significativas. F. Trazos promedios de corrientes sinápticas GABAérgica 
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antes y durante la aplicación de 50 μM de humantenmina. G. Los gráficos de barras 

resumen los efectos de humantenmina sobre el tiempo de subida y el tiempo de 

decaimiento de los GABA-mIPSCs. Las diferencias no fueron significativas. 
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5. DISCUSION. 

 

Un conjunto creciente de evidencia ha revelado las acciones biológicas 

mediadas por los alcaloides presentes en las plantas de Gelsemium. Hasta la fecha, 

se han identificado más de 100 alcaloides provenientes de Gelsemium (Jin et al., 

2014). La investigación actual se ha centrado principalmente en los alcaloides 

indólicos más abundantes de estas plantas, los cuales son la gelsemina, gelsevirina, 

koumina y humantenmina. Como se ha mencionado anteriormente, estos 

compuestos han sido extensamente documentados por sus diversas actividades 

biológicas contra estados patológicos, tales como el crecimiento tumoral (Huang et 

al., 2010; Zhang et al., 2015), la hiperlipidemia (T. Wu et al., 2015), el dolor crónico 

(Jin, He, et al., 2018b; Ling et al., 2014; Liu et al., 2011; Qiu et al., 2015; Que et al., 

2021; Rana Muhammad et al., 2019; Rujjanawate et al., 2003; Shoaib et al., 2019; 

Vitet et al., 2018; Y. E. Wu et al., 2015; Xiong et al., 2017; Y. Xu et al., 2012; Zhang 

et al., 2013; Zhang & Wang, 2015), la ansiedad (Chen et al., 2017; Liu et al., 2013; 

Lu et al., 2023; Meyer et al., 2013; Xiong et al., 2022) y la enfermedad de Alzheimer 

(Chen et al., 2020). A pesar de sus acciones beneficiosas, la toxicidad de estos 

alcaloides ha sido consistentemente demostrada mediante ensayos in vivo con 

extractos de Gelsemium y alcaloides purificados (Jin et al., 2014; Li et al., 2022).  

Aunque presenta relevancia etnofarmacológica y un potencial farmacológico, los 

blancos moleculares y los mecanismos involucrados en los efectos de los alcaloides 

de Gelsemium aún no están completamente claros. En particular, existe escasa 

información a nivel molecular, bioquímica y funcional que describa las interacciones 

de estos alcaloides con blancos proteicos del SNC. En este contexto, utilizando 



 
 95 

 

registros electrofisiológicos combinados con mutagénesis y modelamiento 

molecular, en este trabajo se describen las interacciones moleculares involucradas 

en la modulación funcional de GlyRs y GABAARs por los alcaloides indólicos más 

destacados de Gelsemium. Además, mediante registros electrofisiológicos y 

microfluorimetría de Ca2+ intracelular se determinaron los efectos de gelsemina y 

humantenmina sobre la actividad sináptica espontánea de neuronas corticales.  

En termino generales, podemos concluir que estos alcaloides presentan una 

actividad principalmente inhibitoria sobre GlyRs y GABAARs, exceptuando 

humantenmina, el cual, a pesar de la similitud química y estructural con el resto de 

los alcaloides, no mostró actividad detectable en estos receptores. A pesar de esto, 

tanto humantenmina y gelsemina fueron capaces de modular la actividad sináptica, 

posiblemente a través de blancos moleculares diferentes a GABAARs y GlyRs. Para 

un mejor ordenamiento, a continuación, se discutirán aspectos específicos de los 

alcances de los hallazgos obtenidos.  

5.1. Modulación de GlyRs y GABAARs por alcaloides de la planta 

Gelsemium. 
 

Como se ha mencionado previamente, los GlyR y GABAAR desempeñan un 

papel fundamental en el control inhibitorio y la modulación del SNC. Ambos canales 

han sido vinculados a diversos procesos neurofisiológicos de importancia crítica. En 

primer lugar, la actividad de los GlyR está implicada en procesos tan relevantes 

como la coordinación y actividad motora, la sincronización respiratoria, así como en 

el procesamiento e integración sensorial, incluidas las señales nociceptivas. Por 

otro lado, la activación de los GABAAR regula múltiples procesos neurofisiológicos, 
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tales como el tono muscular, la ansiedad, el procesamiento multisensorial, 

coordinación cognitiva, la formación de memoria y la percepción del dolor, entre 

otros. (Fritschy, 2015; Rudolph & Möhler, 2004; Zeilhofer, Wildner, et al., 2012). 

En consonancia con su relevancia fisiológica, se ha explorado ampliamente 

la farmacología de los GABAAR (Möhler, 2012; Sieghart, 2015). Por el contrario, a 

la fecha no existe ningún fármaco que tenga como blanco especifico a los GlyRs. A 

pesar de ello, ambos receptores poseen ligandos agonistas, antagonistas y 

moduladores alostéricos provenientes de diversos orígenes, incluyendo 

moduladores purificados de hongos y plantas, así como moléculas endógenas y 

compuestos de diseño sintético (Lara et al., 2020). 

En base con la evidencia previamente descrita sobre la actividad biológica de 

los alcaloides de Gelsemium por nuestro grupo de investigación (Lara et al., 2016), 

este trabajo se enfocó en expandir y definir los mecanismos relacionados a la 

modulación funcional de los GlyR y GABAAR por los cuatro alcaloides más 

prominentes de Gelsemium: gelsemina, koumina y gelsevirina y humantenmina. Los 

estudios electrofisiológicos demostraron que los tres primeros ejercen acciones 

principalmente inhibitorias sobre corrientes evocadas GABAérgicas y glicinérgicas, 

mientras que, por otro lado, se determinó que la humantenmina no ejerce efectos 

detectables sobre estos canales iónicos.   

La expresión de receptores recombinantes expresados en células HEK293 

permitió definir la modulación de gelsemina sobre GABAARs de composición 

definida. Se decidió enfocar el estudio en las configuraciones mayormente 
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expresadas en el SNC, y que estuvieran asociadas principalmente a las acciones 

farmacológicas de las BDZ (Cerne et al., 2022; Ghit et al., 2021; Knoflach & 

Bertrand, 2021). Se encontró que todas las configuraciones estudiadas fueron 

inhibidas por gelsemina de manera similar, lo que indica la ausencia de efectos 

selectivos hacia configuraciones específicas. Esta similitud es consistente con el 

alto grado de homología de los sitios ortostéricos de estas configuraciones de 

GABAARs. En concordancia con estas observaciones, gelsemina también fue capaz 

de inhibir los GABAAR nativos expresados en neuronas corticales en cultivo, los 

cuales también presentaron sensibilidad a BDZ.  A pesar de la heterogeneidad de 

las configuraciones de GABAAR expresadas en estas neuronas, el IC50 y la 

inhibición de la corriente máxima fueron comparables con los resultados de los 

GABAAR recombinantes. En un contexto más amplio, los resultados aquí 

informados nos permiten generar un perfil más completo de las acciones de 

gelsemina en GABAARs y GlyRs. La comparación de los valores de IC50 calculados 

para los efectos de gelsemina en GlyRs (≈30-50 µM, Lara et al., 2016) versus los 

obtenidos para GABAAR (≈55-90 µM) y las inhibiciones máximas registradas para 

cada canal (≈80-95% de inhibición de GlyR versus ≈45-55% de inhibición de 

GABAAR), sugiere que los GlyR son más sensibles a la gelsemina que los GABAAR. 

Los ensayos con koumina y gelsevirina mostraron una eficacia similar para todas 

las configuraciones de GlyR estudiadas, obteniéndose inhibiciones máximas de 

alrededor de ≈90%, similares a gelsemina. Las acciones de estos alcaloides sobre 

GABAAR nos permiten sugerir que, al igual que gelsemina, koumina y gelsevirina 

poseerían una menor eficacia sobre GABAARs en comparación a GlyR. 
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El presente estudio además determinó que humantenmina no ejerce cambios 

detectables sobre la función de estos canales iónicos. Estudios in silico e in vivo 

previamente publicados han propuesto posibles interacciones de humantenmina 

con diversos canales iónicos, lo que incluye receptores de acetilcolina nicotínicos 

(Pedroni et al., 2023), receptores NMDA (Huang et al., 2021), GABAARs y GlyRs (Li 

et al., 2022). Estos autores asociaron la elevada toxicidad de este alcaloide a 

acciones directas en estos canales. Los resultados obtenidos en este trabajo 

sugieren consistentemente que las acciones de humantenmina no estarían 

relacionados a la modulación funcional de GABAARs y GlyRs. Sin embargo, la 

evidencia a la fecha no descarta que interacciones de este alcaloide sobre otros 

canales y proteínas relevantes para el funcionamiento del SNC estén involucradas.  

En resumen, los hallazgos de este trabajo proporcionan un avance sustantivo 

en la caracterización funcional de los efectos de gelsemina, koumina y gelsevirina 

en GABAAR y GlyR. Sin embargo, a pesar de sus similitudes química, los datos 

obtenidos descartan acciones directas de humantenmina con estos canales, 

sugiriendo un margen de especificad interesante de diferentes grupos de alcaloides 

del Gelsemium en receptores inhibitorios y posiblemente en otros tipos de canales 

(Figura 26). 
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Figura 26. Resumen esquemático de la actividad de los principales alcaloides 

de la planta Gelsemium sobre GABAARs y GlyRs. El esquema resume las 

evidencias funcionales sobre la actividad de los 6 grupos de alcaloides de 

Gelsemium sobre canales iónicos activados por ligando del SNC.  

5.2. Sitios moleculares y mecanismos asociados a la modulación de 

GlyRs y GABAARs por alcaloides del Gelsemium. 
 

A la fecha, se desconocen los mecanismos y sitios moleculares involucrados 

en la modulación de los GABAAR y GlyR por los alcaloides del Gelsemium. Los 

resultados presentados mostraron que gelsemina es capaz de disminuir la afinidad 

aparente de GABAAR nativos por GABA sin generar cambios significativos en las 

corrientes máximas o en las tasas de desensibilización. Estos datos son 

cualitativamente similares a lo reportados anteriormente para GlyRs, donde 
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gelsemina aumentó desplazo el EC50 del agonista sobre  GlyR recombinantes (Lara 

et al, 2016). Coincidente con estas evidencias, estudios adicionales de otros grupos 

mostraron que gelsemina desplazó la unión de la 3H-estricnina en tejido de médula 

espinal (Shoaib et al., 2019). Aunque estos datos en conjunto sugieren que 

gelsemina pudiera actuar como un antagonista competitivo en ambos canales 

iónicos, aun no existe información molecular o estructural de la unión de gelsemina 

u otro alcaloide del Gelsemium al sitio ortostérico de GABAAR o GlyR. 

Los estudios de esta tesis centrados en las configuraciones de GABAAR 

insensibles a BDZ han generado resultados contrarios a las hipótesis planteadas 

por otros grupos de investigación, los cuales han propuesto posibles interacciones 

de estos alcaloides con el sitio de unión a BDZ (Meyer et al., 2013; Liu et al., 2013). 

Los hallazgos de este trabajo indican que los efectos inhibitorios de gelsemina sobre 

los GABAAR solo requieren la presencia de las subunidades α y β, descartando la 

participación de las subunidades γ2 y del sitio de unión a BDZ. No obstante, es 

importante señalar que los GABAAR compuestos por subunidades α y β poseen, 

además del sitio ortostérico, sitios alostéricos para diversos ligandos, como propofol 

y neuroesteroides, según lo documentado por Olsen et al. (2019) y Kim & Hibbs 

(2021). Por lo tanto, potenciales acciones de gelsemina a través de estos sitios no 

pueden descartarse. De modo interesante, la información estructural proporcionada 

por el grupo del Dr. Burgos (Sección Anexos, Figura 1) sugiere que solo un 

porcentaje mínimo de complejos gelsemina-GABAAR se localizan en los dominios 

TM, mientras que más del 90% de las interacciones se distribuye en el ECD, en 

sitios cercanos al ortostérico. Una mirada detallada de estas interacciones putativas 
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muestra que la unión de gelsemina, koumina, gelsevirina y humantenmina al sitio 

ortostérico posee perfiles energéticos favorables, que sugieren una interacción 

ligando-receptor. Estas evidencias in silico, sumadas a los datos funcionales, 

sugieren que, al menos en parte, la unión de gelsemina al sitio ortostérico es uno 

de los mecanismos de acción más probables para explicar las acciones funcionales 

de los alcaloides del Gelsemium en GABAARs.  

Este trabajo además evaluó en profundidad los sitios moleculares 

involucrados en la modulación del GlyR por estos alcaloides. En una primera etapa, 

se analizó la formación de complejos alcaloide-GlyR mediante metodologías in silico 

(Sección Anexos, Figura 2 y 3). Estos estudios mostraron que, al igual que en 

GABAARs, la mayoría de las interacciones putativas entre los alcaloides y el GlyR 

se posicionaron en el ECD y en el sitio ortostérico. El análisis de los perfiles 

energéticos de estos complejos sugiere una interacción favorable entre los 

alcaloides y el sitio ortostérico del GlyR, lo cual es coincidente con evidencias de 

nuestro grupo y de otros investigadores. Sin embargo, la modulación bifásica de 

gelsemina de GlyRs compuestos de la subunidad a1 sugiere la existencia de más 

de un sitio de unión a este alcaloide, o de elementos estructurales diferenciadores 

presentes en esta subunidad y ausentes en las otras subunidades de los GlyR. En 

este sentido, es reconocido que sitios moleculares asociados a la modulación 

alostérica del GlyR han sido localizados en los dominios TM, entre los que se 

destacan el THC y el 2,6-di-tert-butilfenol (Acuña et al., 2016; Kumar et al., 2020). 

Para determinar si el ECD es la región clave en la modulación bifásica de gelsemina, 

se evaluó la sensibilidad a gelsemina de GlyR quiméricos, en los cuales los ECD de 
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las subunidades α1 y α2 fueron intercambiados (Yévenes et al., 2010). Estos 

resultados mostraron las acciones positivas y negativas de gelsemina en las 

corrientes activadas por glicina son exclusivamente dependientes de la composición 

del ECD. Estos resultados indican que las interacciones putativas de gelsemina con 

sitios de los dominios TM detectadas en los ensayos in silico no tendrían relevancia 

en la modulación bifásica del alcaloide. Considerando estos resultados, luego 

investigamos directamente la relevancia del sitio ortostérico a través una 

combinación de estudios bioinformáticos con mutaciones puntuales y 

electrofisiología.  

Estudios in silico mostraron que gelsemina, koumina, gelsevirina y 

humantenmina interaccionan con el sitio ortostérico de GlyRs con perfiles 

energéticos adecuados que permiten sugerir una interacción física entre los 

alcaloides y el sitio ortostérico de los GlyR (Sección Anexos, Figura 3-4). Los 

diagramas de interacción mostraron que los alcaloides funcionalmente activos (i.e. 

gelsemina, koumina y gelsevirina) interaccionan con una red de residuos del sitio 

ortostérico. De modo interesante, los residuos aromáticos logran estabilizar a los 

alcaloides mediante diversas fuerzas intermoleculares, destacando la interacción 

entre un nitrógeno cargado de estos alcaloides con residuos específicos. 

Contrariamente a lo anteriormente descrito, la humantenmina, aunque se posicionó 

en el sitio ortostérico, no mostró interacciones entre su estructura y residuos de esta 

zona (sección anexos, Figura 4).  

Para validar estas la relevancia de estas interacciones experimentalmente, 

se estudiaron diversas mutaciones al sitio ortostérico. Sin embargo, es importante 
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considerar que mutaciones en esta región pudieran generar receptores no 

funcionales, debido a que pudieran afectar la unión del agonista glicina (Atak et al., 

2015; Huang et al., 2015). Para evaluar el impacto de mutaciones al sitio ortostérico, 

se realizó un estudio bioinformático que determinó el impacto de diversas 

substituciones de aminoácidos en la unión de gelsemina y del agonista glicina. Estos 

estudios mostraron que las mutaciones puntuales F63A, G160E y F207A en 

α1GlyRs generaron variaciones en la unión de los alcaloides al sitio, pero 

conservando mayoritariamente la unión de glicina. Los registros electrofisiológicos 

de las mutaciones F63A y G160E fueron consistentes con los estudios 

bioinformáticos y demostraron que estas substituciones afectaron la modulación del 

α1GlyRs por gelsemina, koumina y gelsevirina. Estos resultados, en conjunto, 

permiten concluir que los alcaloides activos se comportan mayoritariamente como 

antagonistas competitivos de los GlyR. Además, se concluye que los efectos de 

potenciación específicos para gelsemina y α1GlyRs dependen exclusivamente del 

ECD y, en gran parte, del sitio ortostérico. En este sentido, el efecto potenciador de 

gelsemina sobre α1 GlyR pudiera estar relacionado a residuos no conservados en 

el ECD entra la subunidad α1, y las subunidades α2 y α3, los cuales podrían 

encontrarse distantes al sitio de unión, modulando la estabilización del canal en 

estado abierto en presencia de gelsemina.  

Los estudios discutidos en los párrafos anteriores describieron los 

determinantes moleculares necesarios para la modulación de los alcaloides del 

Gelsemium de GlyRs. Sin embargo, los requerimientos estructurales y 

fisicoquímicos necesarios para la actividad funcional de los alcaloides sobre el GlyR 
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se desconocen.  En colaboración con el Dr. Burgos (Departamento de fisiología, 

Universidad de Concepción), desarrollamos algunos estudios de asociación entre la 

estructura química de estos alcaloides y su interacción con GlyRs para esclarecer 

esta interrogante. Según su estructura química, los alcaloides de tipo indol se 

clasifican en seis grupos: gelsemina, koumina, humantenina, gelsedina, sarpagina 

y yohimbano. En términos generales, estos alcaloides corresponden a derivados de 

la metabolización del aminoácido triptófano y poseen núcleos de oxindol o indol. 

Además, cada grupo de estos compuestos muestran características particulares, 

que pueden ir desde la presencia de metilos unidos a la estructura principal, o la 

inclusión de una estructura de jaula hexacíclica, lo que pudiera afectar 

significativamente su interacción con las proteínas. Los datos funcionales 

presentados en este estudio determinaron que los principales alcaloides de los 

grupos tipo gelsemina y tipo koumina son activos en GlyRs y GABAARs. Por el 

contrario, la humantenmina (o también conocida como gelsenicina), un miembro del 

grupo de la gelsedina, no mostró ninguna modulación detectable. Estructuralmente, 

la incorporación de un grupo metoxi en la posición del nitrógeno, como radical del 

grupo indol, como en el caso de gelsevirina, no cambió la modulación funcional en 

comparación con koumina, la cual no lo posee. Por otra parte, humantenmina 

también posee la incorporación de un grupo 1-metoxi al núcleo de oxindol, sin 

embargo, no fue capaz de ejercer acciones sobre estos receptores. Por lo tanto, 

estas simples observaciones señalan que las estructuras esenciales de tipo indol u 

oxindol probablemente son determinantes críticos para la actividad funcional, pero 

no son suficientes para ello. Un examen más detallado de las entidades químicas 
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que acompañan a los núcleos de indol u oxindol sugiere que el volumen molecular, 

flexibilidad y cargas presentadas en las estructuras cíclicas accesorias a los grupos 

indol, estarían relacionados con la inhibición funcional de GlyR y GABAAR. Si bien 

el volumen de los núcleos de indol es similar en los alcaloides examinados, las 

estructuras adicionales en gelsemina, koumina y gelsevirina proporcionan un 

volumen tridimensional adicional, posiblemente permitiéndoles establecer 

interacciones más favorables con los residuos de los sitios ortostéricos. Por el 

contrario, la caja heterocíclica unida al grupo indol de la humantenmina posee 

menos volumen espacial, y una estructura globalmente más plana, lo que 

probablemente desfavorezca la capacidad de este alcaloide de establecer 

interacciones estables con estas proteínas. Para profundizar en estos 

requerimientos fisicoquímicos, se construyó un farmacóforo en base a los efectos 

funcionales de estos alcaloides en GlyRs. En estos estudios, se consideró además 

a la estricnina como molécula de referencia que interacciona con el sitio ortostérico. 

La descripción del farmacóforo mostro que los requerimientos estructurales para la 

acción funcional de estos alcaloides son: i. la presencia de 3 grupos hidrofóbicos, ii. 

la presencia de un anillo aromático, y iii. la presencia de un grupo nitrogenado 

cargado positivamente a pH=7.0 (Sección Anexos, Figura 5). Estos requisitos son 

cumplidos completamente por estricnina, gelsemina, koumina y gelsevirina. 

Contrariamente, humantenmina solo cumple con los dos primeros requisitos, no 

mostrando un grupo nitrogenado cargado positivamente. Consistente con estas 

observaciones, los diagramas de interacción in silico mostraron que los alcaloides 

funcionalmente activos interaccionan con residuos del sitio ortostérico en parte a 

anam2
Comentario en el texto
Prof. Iturriaga; Ya que los resultados de los Anexos no conforman como parte de la tesis, preferiría que por ahora siguieran en esa sección, para no generar confusión. El día de mi defensa privada podemos acordar eso con el resto de la comisión.
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través de nitrógenos cargados posicionados dentro de las estructuras adicionales a 

los grupos indol u oxindol (Sección Anexos, Figura 4).  Humantenmina, al no poseer 

este grupo cargado, no mostró interacciones con residuos de esta zona. En base a 

estos resultados, es posible sugerir que el presente trabajo proporciona un 

mecanismo integral para explicar la presencia o ausencia de modulación funcional 

de los GlyRs por estos alcaloides.  

Los análisis de los sitios de unión de estos alcaloides en los GlyR sumados 

a la determinación de un farmacóforo para los alcaloides del Gelsemium respalda 

la idea de que variaciones sutiles en las estructuras químicas asociadas a los 

núcleos de tipo indol son los determinantes críticos que definen su actividad 

funcional. Por lo tanto, estos hallazgos abren la puerta para describir posibles 

relaciones estructura-actividad de diferentes grupos de alcaloides del Gelsemium 

para identificar y caracterizar nuevos moduladores GlyR o GABAAR de origen 

natural. Este tipo de estudios abren la posibilidad de descubrir, por ejemplo, 

agonistas parciales o antagonistas específicos de subunidades para GlyRs, lo cual 

aún no ha sido descrito.  A su vez, tampoco se puede descartar la posibilidad de 

que estos alcaloides, incluidos humantenmina, afecten la actividad de otros canales 

iónicos pertenecientes a esta familia, por ejemplo, los receptores de acetilcolina 

nicotínicos o de serotonina del tipo 3 (Pedroni et al., 2023). Estudios futuros que 

combinen ensayos funcionales con aproximaciones bioinformáticas pudieran 

contribuir a generar un perfil completo de los efectos funcionales de los alcaloides 

del Gelsemium sobre los canales iónicos del SNC. 
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5.3. Acciones de los alcaloides del Gelsemium en la sinapsis. 

 

Los efectos de los alcaloides en los GABAARs y GlyRs recombinantes 

sugieren acciones a nivel de la sinapsis. Sin embargo, estos canales pueden estar 

presentes a nivel pre y postsináptico, y a su vez, pueden ejercer roles en la 

neurotransmisión sináptica rápida y en la inhibición tónica (Farrant & Nusser, 2005; 

Zeilhofer, Benke, et al., 2012). Con el objetivo de evaluar los posibles efectos 

regulatorios de los alcaloides sobre la función sináptica, se estudió los efectos de  

gelsemina y humantenmina en neuronas corticales en cultivo. Estos resultados 

mostraron que gelsemina disminuyó significativamente la frecuencia de mIPSC 

GABAérgicas y mEPSC glutamatérgicas de neuronas corticales. En ambos casos, 

la gelsemina no modificó la amplitud promedio ni la cinética de las corrientes 

sinápticas, sugiriendo una regulación presináptica. En base a estudios previos de 

nuestro grupo (Lara et al., 2016) y los datos presentados en este trabajo, se podría 

argumentar que gelsemina ejerció la modulación sináptica a través de GABAAR o 

GlyR presinápticos. La relevancia de pLGIC presinápticos permeables al cloruro se 

ha demostrado previamente por otros grupos (Choi et al., 2013; Jang et al., 2006; 

McCracken et al., 2017; Schicker et al., 2008). Sin embargo, el diseño experimental 

empleado en los estudios de este trabajo no correlaciona con un papel potencial de 

GABAAR o GlyR presinápticos en las acciones de gelsemina. Primero, los análisis 

electrofisiológicos en neuronas corticales se realizaron en presencia de estricnina, 

lo cual elimina una contribución de GlyRs tanto sinápticos como extrasinápticos. En 

segundo lugar, el aislamiento de los eventos glutamatérgicos se realizó utilizando 

bicuculina y estricnina, bloqueando farmacológicamente a los GABAAR y GlyRs 
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respectivamente. En tercer lugar, la concentración de gelsemina utilizada para 

evaluar los efectos sinápticos no genera una modulación robusta de los GABAAR. 

Cuarto, la aplicación de gelsemina disminuyó la frecuencia de las señales de calcio 

intracelular en nuestro sistema neuronal. Estas observaciones son consistentes con 

los efectos sinápticos encontrados con el alcaloide humantenmina, el cual, a pesar 

de no modular directamente la función de los GABAAR y GlyR, fue capaz de 

disminuir la frecuencia en los eventos miniatura GABAérgicos. En conjunto, este 

análisis sugiere que la reducción en la frecuencia de las corrientes sinápticas 

inducida por gelsemina y humantenmina no requiere de la modulación directa de 

GlyRs o GABAARs por los alcaloides, sino que ocurre a través de una disminución 

de la entrada de calcio a las terminales presinápticas. Aunque no es posible 

descartar completamente un rol de la modulación de los GlyR o GABAAR 

presinápticos por gelsemina, los datos de este trabajo sugieren que canales de 

calcio dependientes de voltaje, GPCR presinápticos u otras proteínas involucradas 

en la regulación de calcio, a nivel presináptico, podrían ser moduladas por estos 

alcaloides (Booker et al., 2020; Pernía-Andrade et al., 2009; Zhu & Pan, 2005). Por 

último, el efecto inhibitorio de la actividad sináptica observadas en este trabajo es 

consistente con el estudio publicado por el grupo de Wu y colaboradores (Y. E. Wu 

et al., 2015), el cual reporta que gelsemina revierte el aumento en la expresión de 

c-Fos en la corteza cingulada anterior producida en modelos neuropáticos de dolor 

y por lo cual concluyen, que posiblemente este alcaloide es capaz de inhibir la 

actividad neuronal.  De este modo, los resultados obtenidos abren perspectivas 

novedosas para estudios adicionales enfocados en blancos moleculares para 
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diversos alcaloides del Gelsemium en la sinapsis de mamíferos (Figura 27). 

Experimentos futuros con preparaciones neuronales más intactas, como cortes de 

cerebro, sumados a la disección farmacológica y genética de blancos moleculares 

potenciales, pudieran ayudar a definir la naturaleza de las proteínas sensibles a 

estos alcaloides.  

 

Figura 27. Esquema de las acciones y mecanismos posibles de los alcaloides 

del Gelsemium en la sinapsis. De acuerdo con nuestros resultados, los alcaloides 

de Gelsemium pudieran modular la actividad de elementos presinápticos, tales 

como canales de calcio voltaje dependientes, GPCRs, canales iónicos presinápticos 

y proteínas estructurales involucradas en liberación vesicular (mPSCs; de las siglas 

en ingles de corrientes postsinápticas miniaturas).  
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5.4. Implicancias de las acciones neurofisiológicas de los alcaloides 

del Gelsemium para sus efectos benéficos y tóxicos en modelos in 

vivo.  
 

En relación con las acciones biológicas de los alcaloides de Gelsemium en 

sistemas in vivo y en humanos, este estudio contribuye, al menos en parte, a una 

mejor interpretación de sus propiedades y acciones. Gelsemina y koumina, hasta 

ahora los alcaloides más estudiados de acuerdo con la literatura publicada, 

comparten varias características. Por ejemplo, ambos han demostrado ejercer 

analgesia en diversos modelos preclínicos de dolor (Chen et al., 2020; Jin, He, et 

al., 2018b; Jin, Yue, et al., 2018; Lu et al., 2023; Shoaib et al., 2019; Y. E. Wu et al., 

2015; Xiong, Jin, et al., 2021; Xiong, You, et al., 2021; Xiong et al., 2017; Y. Xu et 

al., 2012; Zhang et al., 2013; Zhang & Wang, 2015), efectos ansiolíticos (Chen et 

al., 2017; Liu et al., 2013; Meyer et al., 2013; Zhang et al., 2015) y efectos anti 

inflamatorios (Chen et al., 2020; Gui-lin et al., 2022; Jin et al., 2022; Lin et al., 2022; 

Lin et al., 2023; Xiong, Jin, et al., 2021; Yang et al., 2022). Varios de estos estudios 

han sugerido la participación de GlyRs y GABAARs en los mecanismos moleculares 

implicados en estas acciones beneficiosas. Particularmente, se ha propuesto que la 

unión directa y la consecuente activación de GlyRs por parte de estos alcaloides 

son eventos clave (Shoaib et al., 2019) para alcanzar los efectos analgésicos y 

ansiolíticos. A su vez, se ha sugerido que la activación de GlyRs mediada por los 

alcaloides gatillaría la producción de neuroesteroides endógenos, como la 

alopregnalonona, lo que explicaría los efectos benéficos (Figura 28). Sin embargo, 

los datos funcionales publicados por nuestro grupo de investigación (Lara et al. 

2016) y los resultados del presente trabajo han demostrado consistentemente que 
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los alcaloides de Gelsemium son principalmente antagonistas competitivos de 

GlyRs y GABAARs. Así, nuestros hallazgos descartan que los efectos ansiolíticos 

(Liu et al., 2013; Meyer et al., 2013), hipnóticos (Y. E. Wu et al., 2015) y analgésicos 

(Shoaib et al., 2019; Zhang et al., 2013; Zhang & Wang, 2015) de gelsemina estén 

mediados por la potenciación directa de GABAAR sensibles a BDZ. Por lo tanto, la 

activación directa de estos receptores como un mecanismo para explicar los efectos 

analgésicos o ansiolíticos de estos alcaloides es controversial y no es coherente 

con las evidencias funcionales de las acciones directas de los alcaloides con los 

canales iónicos. Sin embargo, los resultados funcionales obtenidos con 

humantenmina se correlacionan de buena manera con observaciones previas, 

donde se demostró que este alcaloide no muestra efectos beneficiosos en modelos 

de ansiedad en roedores, en comparación con koumina, gelsemina y gelsevirina 

(Liu et al., 2013). Sin embargo, cabe destacar que las dosis y concentraciones 

utilizadas para investigar los efectos beneficiosos son generalmente inferiores a las 

concentraciones necesarias para una modulación robusta de GlyRs o GABAARs 

(Liu et al., 2013; Meyer et al., 2013). Concentraciones de gelsemina en el rango 

nanomolar se han asociado con la estimulación de la producción de neuroesteroides 

espinales y acciones analgésicas o ansiolíticas (Shoaib et al., 2019). En este 

sentido, la regulación de la actividad sináptica excitadora e inhibitoria mediada por 

gelsemina podría contribuir a explicar algunas de sus acciones terapéuticas. La 

atenuación de la actividad sináptica a nivel presináptico es un mecanismo común 

de fármacos clínicamente relevantes, como gabapentina, pregabalina y baclofeno 

(Alles et al., 2020; Taylor et al., 2007), los cuales, por interacción con diferentes 
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proteínas presentes en los terminales presinápticos, como canales de calcio voltaje 

dependiente y receptores GABAB, producen una rápida reducción de la 

neurotransmisión, lo que contribuye a controlar los circuitos neuronales implicados 

en la ansiedad y el dolor. Estudios neurofisiológicos con foco en proteínas 

expresadas a nivel presináptico podrán ayudar a dilucidar la naturaleza de estos 

blancos moleculares en el futuro. 

 

Figura 28. Modelo propuesto del mecanismo de acción asociado a alcaloides 

de la planta Gelsemium.  En A. se propone que gelsemina y koumina, como 

agonistas para GlyR, reducen la excitabilidad neuronal mediante el influjo de Cl-. B. 

propone que gelsemina y koumina aumentan la expresión de 3α-HSOR y activan la 

TSPO promoviendo la producción de alopregnalonona y finalmente esta activa a los 
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GABAARs reforzando la actividad inhibitoria. También se señalan que la producción 

de alopregnalonona tiene otras acciones tales como en C. la consecuente 

disminución de los niveles de cortisol y D.  propone que el efecto inhibitorio de 

koumina sobre los niveles de ROS, mediante la inhibición de la activación del 

inflamasoma NLRP3 y reducir la secreción TNF e IL-6. Y, por último, E. propone la 

reducción de proteínas como CREB y BDNF en el hipotálamo y el hipocampo 

mediada por gelsemina (Long et al., 2023) 

En un contexto diferente al relacionado a las acciones benéficas de los 

alcaloides del Gelsemium, los resultados de este trabajo sumados a la evidencia 

previamente publicada (Lara et al., 2016), ofrecen un marco neurofisiológico 

racional y más directo para explicar la toxicidad intrínseca de gelsemina, koumina y 

gelsevirina. Como se mencionó anteriormente, la evidencia experimental indica que 

estos tres alcaloides son antagonistas competitivos de GlyR y GABAAR, 

estableciendo un mecanismo de acción común con antagonistas competitivos 

reconocidos de esta clase de receptores: estricnina, picrotoxina y bicuculina 

(Zeilhofer et al., 2012; Olsen, 2015; Cerne et al., 2022). Estas similitudes sugieren 

que gelsemina, koumina y gelsevirina disminuyen la función glicinérgica y 

GABAérgica, generando una pérdida del control inhibitorio del SNC que coincide 

con una parte importante de la sintomatología de la intoxicación por alcaloides de 

Gelsemium (Jin et al., 2014). Por otra parte, nuestros resultados funcionales con 

humantenmina sugieren que su toxicidad no estaría relacionada con la modulación 

de GlyRs o GABAARs. Estudios in vivo han demostrado que la humantenmina es el 

alcaloide de Gelsemium de mayor potencia en términos toxicológicos, con valores 
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de LD50 inferiores a 0.2 mg/kg en ratones (Lin et al., 2021). En ensayos similares, 

gelsemina y koumina han mostrado valores de LD50 superiores a 50 mg/kg, 

indicando un mecanismo de acción diferente (Lin et al., 2021). Esta información 

sugiere que la toxicidad de los compuestos tipo gelsemina y tipo koumina 

probablemente esté relacionada con la inhibición de GlyRs o GABAARs, mientras 

que las acciones tóxicas de los alcaloides tipo gelsedina estarían mediadas por 

otros blancos moleculares (Figura 29). Estudios adicionales en este ámbito podrían 

proporcionar un marco racional para diseñar enfoques farmacológicos específicos 

para tratar la intoxicación aguda por Gelsemium. Este tipo de investigaciones 

toxicológicas son importantes en el contexto biomédico, especialmente 

considerando que las preparaciones de Gelsemium siguen siendo utilizadas en 

humanos y que artículos recientes han informado casos de intoxicaciones agudas 

por contaminación alimentaria o por consumo casual (Lin et al., 2021; Qu et al., 

2021). A largo plazo, estudios de este tipo ayudarán a identificar y desarrollar 

antídotos seguros y más específicos contra la intoxicación aguda por diferentes 

alcaloides y preparaciones de Gelsemium. 
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Figura 29. Asociación de acciones biológicas de los alcaloides de la planta 

Gelsemium, con posibles mecanismos de acción. El esquema relaciona las 

distintas acciones de los alcaloides de Gelsemium a nivel celular y sináptico con 

efectos benéficos y tóxicos en sistemas in vivo. 
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6. CONCLUSIONES. 

 

En conjunto, los resultados de esta tesis proporcionan información novedosa 

sobre las acciones funcionales y los sitios moleculares de los alcaloides principales 

del Gelsemium en GABAARs y GlyRs. El perfil de actividad de gelsemina, koumina 

y gelsevirina en estos canales iónicos sugiere que estas interacciones pudieran 

estar asociados a sus efectos tóxicos. Por el contrario, los resultados encontrados 

con la humantemina sugieren que su actividad biológica estaría relacionada con 

otros blancos moleculares. Por otro lado, nuestros estudios enfocados en la sinapsis 

mostraron que gelsemina disminuyó la frecuencia de eventos GABAérgicos y 

glutamatérgicos, y a la vez, redujo la frecuencia de las señales espontaneas de 

calcio intracelular, sugiriendo un mecanismo de acción presináptico. Considerando 

evidencias previas y mecanismos de acción de fármacos de uso clínico, estas 

acciones presinápticas podrían proporcionar una hipótesis complementaria y 

novedosa para explicar los efectos beneficiosos de los alcaloides del Gelsemium. 

En resumen, los resultados de este trabajo contribuyen a definir las acciones 

biológicas y las características moleculares involucradas en la modulación de 

canales iónicos inhibitorios y de la sinapsis neuronal por alcaloides del Gelsemium. 

Estos hallazgos contribuyen a comprender, al menos en parte, los mecanismos 

involucrados en las acciones beneficiosas y toxicas de los alcaloides del Gelsemium 

en mamíferos (Figura 29). 
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7. ANEXOS 

 

 

Figura 1. Sitios moleculares de alcaloides del Gelsemium en GABAARs.  

A. Modelos estructurales de las interacciones putativas de gelsemina (verde), 

koumina (naranja), gelsevirina (rosa) y humantenmina (azul) con GABAARs de 

configuración a1b22. Para este estudio se utilizó la estructura de a1b22 GABAAR, 

6X3S, obtenida del Protein Data Bank (PDB). Para los estudios de “docking” se 

utilizaron los programas Autodock Vina y GLIDE. B. El grafico resume los 

Gelsemine Koumine Gelsevirine Humantenmine

a1b22 GABAAR

a1b22 GABAAR

Gelsemine Koumine Gelsevirine Humantenmine

a1b22 GABAAR

A B

C



 
 118 

 

porcentajes de complejos alcaloide-receptor formados en el dominio extracelular 

(ECD) y en los dominios transmembrana (TM). La mayoría de los complejos se situó 

en el ECD, con preferencia por el sitio ortostérico. C. Interacción de gelsemina 

(verde), koumina (naranja), gelsevirina (rosa) y humantenmina (azul) con el sitio 

ortostérico de a1b22 GABAAR, localizado en la interfase entre las subunidades a1 

y b2. Los valores de “docking score” fueron: gelsemina, -5.5 Kcal/mol; koumina, -

5.5 Kcal/mol; gelsevirina, -5.5 Kcal/mol; humantenmina, -5.5 Kcal/mol. Los valores 

sugieren una interacción favorable entre los alcaloides y el receptor. Ensayos 

utilizando similares protocolos mostraron que interfase entre subunidades α1 y 2, 

la cual contiene el sitio de unión de las BDZ, no logró unir ninguno de los alcaloides 

de manera detectable, lo que impidió calcular un valor de “docking score”. 
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Figura 2. Sitios moleculares para gelsemina en GlyRs compuestos de la 

subunidad α1. A. Modelos estructurales de las interacciones putativas de 

gelsemina (verde), koumina (naranja), gelsevirina (rosa) y humantenmina (azul) con 

GlyRs de configuración a1. Para este estudio se utilizó la estructura de a1 GlyRs, 

1TU9, obtenida del Protein Data Bank (PDB). Para el estudio de “docking” se utilizó 

el programa Autodock Vina. B. El grafico resume los porcentajes de complejos 

alcaloide-receptor formados en el dominio extracelular (ECD) y en los dominios 

transmembrana (TM). La mayoría de los complejos se situó en el ECD, con 

preferencia por el sitio ortostérico. Solo gelsemina y gelsevirina, ambos del grupo 

Gelsemine Koumine Gelsevirine Humantenmine

a1 GlyR

A

B
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de alcaloides del tipo gelsemina, mostraron formación de complejos alcaloide-

receptor en los dominios de transmembrana del canal. 

 

 

 

 

Figura 3. Interacciones de los alcaloides del Gelsemium con los sitios 

ortostéricos de GlyRs compuestos de la subunidad α1, α2, y α3. En el lado 

izquierdo, se muestra la interacción de gelsevirina con a1GlyR (estructura 1TU9, 

PDB). A la derecha, se muestran modelos estructurales de las interacciones 

putativas de gelsemina (verde), koumina (naranja), gelsevirina (rosa) y 

humantenmina (azul) con los sitios ortostéricos de GlyRs de configuración a1, a2, 

y a3. Para este estudio se utilizaron las siguientes estructuras del Protein Data Bank 

(PDB): a1GlyR (1TU9), a2GlyR (1KUY), y a3GlyR (5CFB). Para el estudio de 

“docking” se utilizó el programa GLIDE. Los valores promedio de “docking score” 

fueron: para a1GlyR, gelsemina, -6.24 Kcal/mol; koumina, -6.59 Kcal/mol; 

a1 GlyR

a2 GlyR

a3 GlyR
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gelsevirina, -5.60 Kcal/mol; humantenmina, -5.3 Kcal/mol; para a2GlyR, gelsemina, 

-6.37 Kcal/mol; koumina, -6.53 Kcal/mol; gelsevirina, -5.70 Kcal/mol; 

humantenmina, -5.8 Kcal/mol; para a3GlyR, gelsemina, -6.51 Kcal/mol; koumina, -

6.02 Kcal/mol; gelsevirina, -5.01 Kcal/mol; humantenmina, -3.77 Kcal/mol. Los 

valores sugieren una interacción probable entre los alcaloides y el receptor. 
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Figura 4. Interacciones de residuos del sitio ortostérico de GlyRs con 

alcaloides del Gelsemium. Los diagramas de interacción resumen la red de 

aminoácidos que estabilizan e interaccionan con los alcaloides del Gelsemium en el 

sitio ortostérico de a1GlyR. Los residuos visualizados se encuentran a un máximo 

de 5Å de las moléculas. Aminoácidos de las cadenas A y B, las cuales corresponden 

a los ECDs de subunidades de subunidades a1 vecinas, participan estabilizando la 

Gelsemina Koumina

Gelsevirina Humantenmina
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unión de los alcaloides. gelsemina, koumina y gelsevirina interaccionan a través de 

un nitrógeno cargado positivo con residuos específicos del sitio ortostérico. 

Humantenmina no mostró una estabilización significativa con ningún residuo 

especifico. 

 

 

 

Figura 5. Farmacóforo propuesto para las acciones de alcaloides del 

Gelsemium sobre GlyRs. La figura muestra el farmacóforo construidos en base a 

la información funcional de los alcaloides superpuesto con las estructuras químicas 

de gelsemina (A, verde), gelsevirina (B, rosa), koumina (C, dorado), estricnina (D, 

rojo) y humantenmina (E, azul). El panel F muestra la superposición de gelsemina 

y humantenmina en el farmacóforo. Para este estudio se utilizó el programa 

Schrödinger. De acuerdo con las características del farmacóforo, los requerimientos 

estructurales para la acción funcional de los alcaloides (presencia de 3 grupos 

A B C

D E F

Gelsemina Gelsevirina Koumina

Estricnina Humantenmina
Gelsemina

Humantenmina
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hidrofóbicos, de un anillo aromático, y de un grupo nitrogenado cargado 

positivamente) solo son cumplidos por estricnina, gelsemina, koumina y gelsevirina. 

Humantenmina no muestra un grupo nitrogenado cargado positivamente, lo que 

explicaría la ausencia de modulación funcional en GlyRs. 

Tabla 1. Efectos de la gelsemina sobre los receptores de glicina homoméricos 

y heteroméricos (GlyR) expresados en células HEK293. Extraído de Lara et al., 

2016. 
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