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BIVELES DE ACETILCOLINA EN MEDULA OBLONGADA DE RATAS
ESTIMULADAS CON _DOXOPRAM Y ACUPUNTARA (PUNTO GV-26).

BENJAMIN C. GONZALEZ BRIZUELA,

Apesors
HECTOR SUMANO LOPEZ, K.V.Z. Ph.D.

RESUMENz

Se efectuo una evaluacién de los niveles de acetil
colina en médula oblongada de ratas wister, utilizando-
se para tal efecto tres gruposs grupo control 8 evalua-
ciones grupe estimulado con Doxopram 7 evaluaciones y -
grupo estimulado con acupuntura en el punto GV-26 7 eva
luaciones,

El grupo estimulado con acupuntura (punto GV-26) -
dio muestras de un incremento significativo en las lec-
turas de extincién en comparscién con el grupo control,

' Sin embargo sl grupo tratado con Doxoonram, no mostro -
cambion significativos en las lecturas de extincién en-
comparacidn con el grupo control.
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I, INTRODUCCION.

En la préctica veterinaria una de las areas mds nue-
vas (y mds viejae) que se han incluido como ayuda adicio-
nal para el clfnico, es el usoc de la acupuntura (Del lat.
asus, aguja, y punctura, punzada,.,), sola o acompafiada con
la medicina tradicional (9).

No me ha considerado a la acupuntura como un substi-
tuto de la medicina occidental, pero bien, puede conside-
rarse como un instrumento adicional para ls prédctica ve -
terinaria diaria (9,10).

Uno de los problemas a los que se enfreata la acupun
tura en la prdctica veterinaria es la falta de pruebas fi
sioldgicas y farmacolégicas que experimentalmente apoye -
en los beneficlios de la préctica (2,4,10).

I.l. POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE LA ACUPUNTURA.

Se han identificado varios efectos logrados por la -
eétimulacidn con acupuntura (11,19,25) sin embarge, no se
sabe afn la casusa que los provoca.

Estari{a fuera de los »>bjetivos deo este trabajo enlis
tar 2z multitud de experimentoe que proveen pruebas tangi-
bles de la efectividad de la acupuntura, Sin embargo, cabe
mencionar que la acupuntura tiene dentro de sus acciones,=
efectos locales en los cuales ée regula la sintesis de -
prostagalendinas (11,22), se disminuye la liberacién de -
histamina (10,11);y otros mediadores qufmicos involucrados
en el proceso de la inflamacién (10,22).

Adem#s, se han encontrado varios puntos en el CUerpo=

que al ser estimulados aAumentan la actividad del sistema -
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nervioso autonomo (7,22), y consecuencia de esta se re-
conocen en la actualidad miltiples efectos bien defini-
dos en el siptemu cardiovascular (13,14).

La inhibicifn del dolor en la acupuntura, se ha re
lacionado con un efecto de "Puenteo", Este efecto se -
lleva a cabo en la subgtancia gelatinosa de la médula -
espinal y se logra impidicndo que los eptimulos del do-
lor pagen a través de los tramos ascendentes a 1la corte
za cerebral (16,21).

Por otro lado, se ha postulado que el hipotflamo,y
sobre todo el tdlammo, mo. nfcleos cerebrales claves en-
los cuales se inhibe el dolor, despuds de estimulacién-
con acupuntura (12,16,21). Resulta particularmente inte
resante el sesdalar que tanbién se ha demostrado después
de la estaisulaciln con acupuitura un increzento en la -
concentruciln de péptidos cerebrales (endorfinas y ence
falinas) (15,:.0) que son 1o5s inhibidores del dolor en -
forma natural a nivel de receptores de la morfina (12,
23).

I.2. EPZCTIVIDAD DEL PUNTO 3V-26 PARA ESTINULAR =L CEN-
TRO RESPIRATORIO.
EIntre 1lzp mfiltiples efectos observados experimental

mente con acupuntura, se ha demostrado gque el punto GV-

26 tiene una marcada ¢fectividad para estimular el centro

respiratorio (3,14) y se ha demostrado que su estimula -
¢idn nos permite restaurar la frecuencia respiratoria en
perrvs con paro respiratorio, inducidos con una sobredo-
eis de barvitdricos (23, 24).

- .
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Ruevamente se desconoce como s¢ loxgra ente efecto-
y no hay estudios acerca de las modificaclones que pudie
ra sufrir el centro respiratorio. En cuanto &l centro -
respiratorio, la evidencia acumulada a la fecha nos indi
ca que el principal medisdor qufmico de este centro es -
la acetilcolina (5,6,17,19 ).

1.3, JUSTIPICACION.

En virtud del esceptisismo que rodea esta discipli.
na y por no existir referencias gque identifiquen el meca
nismo de accién del punto GV-26 sobre el centro respire-
torio, se considera de valor fisioldgico el determinar -
8i 1la estimulacién en dicho punto tiene un efecto direc~
to sobre el centro respiratorio que se podria observar -~
a partir de los niveles de acetilcolina.

En virtud de gque el centro respiratorio (nucleo neu
motéxico, apnéustico y de integracién) ocupa gran parte-
de 1a médula oblongadn, se considera a toda esta como re
presentativa del centro respiratorio.

I.4, OBJETIVO.

Determinar la concentracién de acetilcolina en medu
las oblongadas de ratas control, ratas estimuladas con -
doxopram, un anuléptico respiratorio de uso comfin en me-
dicina veterinaria (18), y ratas estimuladas con el pun-
to de acupuitura 0V-26 (ver #ig. 1),

En los tres grupos las ratas son anestesiadas con -
pentobarbital sodico.

Durante la evaluacifn de los niveles de acetilcolina
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en 1la médula oblonguda (centro respiratorio) implemeatar
1a técaica de deteccibn de acetilcolina que se basa en -
1a combinacibn de dos métodos; el &cido-etanol para 1a -
obtencifn de acetilcolina (4) y el de Surplus (espectofo
tometrico) para su detecciln (3).
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MATERIAL Y METODOS,

El material) utilizedo ac nencinia a lo largo de la-

explicacidn de cada método.

Los grupos coasistieron de ocho ratas cada uno., Las

ratas (wistar )} alcanzaron un peso promedio de 323 g,

IX.1, OBTENCION.DE ACETILCOLINA ( ACIDO-ETANOL ).

l.-

2e~

3o~

4.~

S5e-

6-"

Tem

B,-

Anestesia de las ratas con una aplicacién intraperi.
toneal de pentobarbital sodico (25mg/Kg). Aplicaoién
de la estimulacidn oon aguja de aéupuntura en el pun
to (V=26 (ver Fig, 1) en un grupo, adminiatracién de
doxopram (6mg/Kg) en otro grupo; y no estimulacién -
de ningun tipo en 6l grupo control.

Sacrificio de los animales (anestesiados) en nitrége
no lfquido.

Obtencién de médula oblongada. Evitando la desconge-
laoién (ver Pig. 2).

Pesado de la muestra y maserado en mortero de acero.
Evitar descongelacidn.

Transferir a un mortero de vidrio conteniendo 5 ml,
por gramo de muestra de una solucién 95% etanol y -
0.2% £cido acetico glacial, Se homogenisa la mues -
tra {sobre hielo frape),

Reposo de la preparacién en hielo frape durante 20~
minutos.

Transferir a tubos de centrffuga y centrifugar a -
2500r.p.,m, durante 5 minutos,

Recuperar el sobrenadante y conservarlo en refrigera
cién hasta su uso,
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Lavar los restiduss con S5 ml, de alconol etflico al 70%
Y O.1% de Acido acetico glacial, Repita 1la certrifuga-
cib. 8 2500r.pem,

10.~ Afladir a los gobrenadantes aobtenidos 1 ml, de agua -

destilada y evaporar hasta secar & 35-40 °C {bvadio ma-
ria modelo CB25Qz)”,

1ll.- Resuspender la aucstra con 3 ml. de agua destilada y

centrifugar por 20 minutes a 2500r.pe.me (2ontrifuga -
modelo UJL)*",

Decantuar la eslucids sobrenadante a un tubo de ensaye
y ajustar la wuestra a un pH de 4, Guardar en congela
cifn harta su uso.

II.2, EXETODO ESPECTOFOTOMETRICO ( SURPLUS ),

le-
2e-
3o

4o
5e-

6.-

Ta=

Be~
Do

Tomar lml, de la muestra a estudiar.

Adicionar 2 mi, de clorhidrato de hodroxilamina 2 M,
Adicionar 2 ml. de una solucifn al 14% de hidroxido de
sodio,

¥ezclar vigorosamente y dejar reposar por 1 minuto.
Adicionar 2 mzl, de una eolucidn de Acido clorhfdrico -
( 12 de agua destilada) y megzclar,

Adicionar 2 ml. de una solucién de cloruro férrico en
0.1 N, de 8cido clorhfdrico y mezclar vigorosamente,
Transferir inzediataments a espcetofotometre {modelo-
pr2pL)**?
Celibrar a cero con agua deptilada,

¥ leer a 540 nm,

Se corre agua destilada a tréves de ambos metdados coxo

un control de las técnicus,
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¥1.3. VALORACION DE DATOS.

Se establecio una curva de recuperaci’n para esta téc
nica dentro de los limites esperados de concentracibn de a
cetilcolina en el cerebro de ratas (15,17,19), La 1{unea de
mejor acoplamiento a los valares de las recuperaciones he-
chas se establecio por medio de regercién lineal,

Los valoree de extincidn de los tres grupos se compa-
raron entre s{ por mdio de pruebas de "t"” de Student,

* grant Instruments, (Cambridge) Ltd, Englend.

**Martin Christ, Osteroie Harz, Gramany.
T*Carl Zeies de M&xins, 3.A.



I11. RESULTADDS.

Se hialeron 2D deterrinaciénes de azetilcolina en me e
dula oblongada de rata,

Un tercio de estas (8) se utilizaron como controiss -
para obterer un nivel bacal de scetilcolina en ratas no es
tiouladay, 1w otra tercera parte 3e utilirzb para detectar-
les niveles de acetilcolirua en ratas estimuledss con el -
aaleptico reapiratoric doxorram y en el tercin restante de
las ratas se ce determisuron los niveles de este neurotrans
mianr bajo ls estimulacidn con acupuntiara en el punto GV-
26 (Pig. 1),

Loa valeres de extireiédn para los treé grupos asi cow
10 el percentaje s cambin en los nivelas de extinciédn es-
tar. enlintalos en el cuadro 1, donde se puede observar que
1la <¢stimulacifn con acusuntura provoca un incremento conai
derable e +4§7%, Doxrpraa piv el coatrario dio una disminu
cién de -2,3% en =1 porcentaje de cambio d9 extinciSn, Cu-
ardo re zcmparan las medlas de estos grupos por medio de -
pruebas de Student "t (cuadro 2), se puede obeervar que -
axiste una diferencis altamente eignificativa entre el gru
p2> de la acupuntura y los otros dos grupos, mientras que -
la estimulacidn con doxoprram no resulto significativa en -
relaci8s al grupo cortrol. En la flgura 3 se representa -
gr&ficamente las diferencian de extincidn entre los dife -
rentes grupos, asi como los valores de extincid: de la co-
lumi.a blanco,

Con el objeto de estabiecer la confiabilidad de las -

leterminaciones de aczetilecolina basandose en los niveles -




de extincién a 540 nm, se levo & cabo una curva de recupe-
racidn de acetilcolina (Fig. 4) 1la cual nos indica gue los
valores de los tres grupos trabajados (control, doxopram,
acupuntura) caen dantro de dicha curva de recuperacién, lo
que nos indica que las concentraciones de asetilcolina en-
la medula oblongada de ratas varia deaproximadamente 0,5 -
microgramos a 3¢5 microgramos,.

El cambio de porcentaje de extinoisn de 47% del grupo
de acupuntura equivale aproximadamente a un aumento de 1,7
nmicrogramos de acetilcolina, de acuerdo a la curva de ex -~
tincién de la figura 4.



=11le

Punto GV=26.

Pigura 1, Lugar de aplicacil del
punto GV-26 en la rata.
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col{culo infert

Pedunculo cer

Auditivo,

Tubare

Pigure 2, Vista dorsal del centro res-
piratorio de rata,

inspiratorir,
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E INCION A 540 nm, i
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h 8 2 3 4 GRUPOS
Pigura 3, En este histograma se muestran las lecturas prose -

dio y desviaciones estandar de; el blance en colume
na 13 el grupo coatrol en la columna 2; ¢l :grupo es
timulado en &l punto GV-26 columna 3; grupo tratado
con doxopram columna 4,




EXTINCIONR A 540 nm.

04500
0.450] -
0.400 |

O. 3504 :
04300
04250 |
0,200 | ° |
00150
04100

©.050, |

) 1 .2 3 4
Acetilcolina ug.

Pigura 4. Curva de recuperacién de acetilcolina,trazada con -
regrecién lineal.Los valores del grupo control (#)-
se ubican dentro de la lectura de 200-300 nm, Los -
valores del grupo experimental estimulado con el -
punto GV-26 (M) se ubica entre los 300-400 nm, Los-
valores del grupo tratedo con Doxopram (O) se ubi--
can sntre los 200-300 nm,
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Cuadro 1l.

Porcentaje de cambio en los valores de extincién observado -
despues de la estimulacién con acupuntura (Punto GV-26) o con
el analepﬁico Doxopram con 'respecto al grupo control,

Grupos. nm, de Extincién , Porcentaje de cam -
X bic en los niveles—
de extincién.
Gontrol 0.215
Acupunturs 0.316 +47
Doxopraa 0.210 -2¢3
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Cuadro e
Andlisis “t™ de Student comparando las medidas de los tres
grupos acupuntura,control y &oxopraa.

Grupon. Del e 1 P
Acupuntura-Control 14 3,14 ~<=. 0,005
Acupunture-Doxopran 12 2.85 <Z0,005
Doxopram-Control 12 -0.,037 = 0,05
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1vV. DISCUGSION.

La combinacidn de los metodos Acido~etancl y Surplus-—
para la determinacién de acetilcolina resulto ampliamente-
satisfactoria como lo demuestra la ourva de extinciédn (Pig,
4).

Resulta evidente que sl aumento en los valores de ax-
tincibn al grupo de la acupuntura indican un notable aumen
to en la concentracifn de acetilcolina 1o cusl puede muy -
bien indicar que el proceso de neurotransmiocifn entre el -
centro apnéustico, centro neumotdxico y el centro de inte-
gracifn esta notablements aumentado, especialmente #i ne -
coneidera que es probable que acstilcolina sea en neuro -
transmisor responsable de la actividad del centro respira-
torio (5).

Resulta interesante puntualizar el hecho de que los -
niveles de acetilcolina permanecieron casi inalterados des
pues de la estimulacién con doxoprdm, el cual se ha consi-
derado como el mejor mnaléptico respiratorio a la fecha -
(16) y el cual se utiliza ampliesmente en la clfnica prficti
ca diaria (16).

De acuerdo a las teorias de acupuntura, 6l punto uti-
lizado empliamente (GV-26) se considera como un punto de -
emergemcia til en los casos de shock, incluyendo los ca -
sos de paro respiratorio (23,24). Sin embargo, la aeviden -
cia experimental presentada en esta discertacién ®olo nos-
indica la eximstencia de un cambio radical:en los niveles -
de acetilcolina, pero aun queda por elucidar sl mecanismo-
por medio del cual se consige ests efecto. Es probabls que,

al uenos en parte el efecto obmervado este mediado por una
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via neurogénica (1€,25), ya que otras investipgaciones ai
milareg han demostrado que la acupu:tura esg capaz de au-
mentar los niveles de algunos neurotrasmisores, V.G., en
dorficas (15,18).

Vale la pena selalar que puede practicarse la esti-
mulacifn del punto GV-?€ en forma rutinaria en los casos
clfnicos précticos que 1o requieran y se espera que la -
evidencia obtenida e:; este trabajo sirva para disminuir-
el esceptieismo con el cue por lo ge-eral se mira a esta
disciplina,

Rsulta iiteresarnte sedlalar que el mecanismo de ac--
cién del doxopram se bama en uia accién directa sobre los
quimoreceptores de la regién yugular y carotidea asi co-
mo una accifn nc bien determinada sokre el centro pneumo
‘tdxico (18), sin embargo ecste trabajo demuestra que el -
doxoprram no tiene un efecto directo sobre el centro res-
piratoric en terminos de un incremento en los niveles de

acetilcolina.
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V. CONCLUSIONES.

1., Los niveles de acetilcolina del grupo estimulado

con acupuntara,{punto GV-26) fueron significativanente -
mds altos en relacidn con los niveles obtenidos en el -
grupo control,.
) 2. Lo3 niveles de sacetilcolinn del grupo control -
comparado con los niveles de acetilcolina del grupo estl
mulado con doxopram nos muestra que no hubo camblos sig.
nificativos, con lo cuasl se puede postular ocue su efecto
no es especifico sobre 1la acetilcolina de médula oblonga
da de¢ rata,.

3. Se podrfa afirmar que la aplicacifn de la acupun
tura en casos de paro respiratorio es de alta utilidad -
en situaciones de emergencia en la clfnica, ya que esta-
estimulacibdn estd involucrando directamente a los centros
gpﬁéustxco, neumotfixico y de integracidr incramentando -
los niveles de acetilcolinm, el oual es uno de 1os medig
dores quimicos present:s ea forma importante en el meoca-
niszo de la estimulacién de la respiracifn en médula > -
blongzada,



VI.LITERATURA CITADA.

1,

2e

3.

4.

Se

6.

Ts

8.

BN

Alder,L,H,;Roessler,B.E.s Probability and Statistics. -
Third Edition, California State University Prens. Davig;-
U.S.A. 1964,

Altmen,S.s Taking & Closer Look, Mod. vet, Pract., 1003 -
1006 (13977).

Association of Official Analitical Chemists., (A.0.A.C.)s
Standardization of Acetylcholine Substrate, Twelfth Edi -
tion. pp 53, 1975.

Fuentes,V,0.¢ Some Efects of Chronio and Acute Morphine -
Adnministration in the Rat. Tesis Doctoral; Nottinham In -
gland. pp 44-45 (1977).

Ganong,W.F.s Manual de PFisiologfa Medioa. Cuarta Ediciéne
México., 1973

Giarman,N,J. and Pepeu,G.¥ Drug-Induced Changes in Brain-
Acetylcholine, Brit, J. Pharmacol., (19)z 226-224 (1962).
Jonescw-Tirgoviste,C.s Tpeory of Mechanism of Action ine-
Acupunture, Am, J, Acupunture, 1z 193-198 (1973).
Jenssens,L.z Respiratpry and Cardiac Arrest Under General
Anesthesiaz Tratament by Acupuncture of the Nacal Phil -
trum, Vet.Res., 105¢ 273-276 (1979).

Joechel W,z Veterinary Acupuncture in Burope and Americas
Past and Present., Am, J. Acupuncture, 6 (2)z 149-156 (19-
18).

10. Joechel,W.z Acupuncture in Veterinary Medioinez Pact, -

Praud or Hoax?, The Practioing Vetrinarian, 47 (3)r 3-7

11, Kim,S.S.s Mediatore of Acupuncture, Am, J. Acupuncture ,

4 (1)s 25-32 (1976).




12,

13.

14,

15.

16.

17.

18,

13.

~-21-

Kim,S.5.2z Acupuncturez Mode of Action in Migraine Head-
ache., &m, J. Acupuncture, 3 (1)s 108-114 (1975).
Loe,D.C.z Comparasion of the Cardiovascular Effects of-
Acupuncture by Various Porms of Stimulation in Doge Di-
rung Halothane Anesthesia. Am J, Acupuncture, 6§ {3): -
209-217 (1978).

Leo,D.C.;Lee,X,0, and Ciifford,DeH.s Some Effects of A-
cupuncture at Jen Chung (Go-26) on Cardiovascular Dyna-
mics in Dogs, Can, J. Comp, Med., 41 (4)r 446-454 (1977h
Lee,D.C.;Lea,¥,B, and Clifford,D.H.z Does Beta Endorphi
in the Sypathomimetic Effects of Acupunoture During A -
nesthesia in Dogs?. Am. J. Acupuncture, 8 (3): 215.224
(1380).

Lee,T.N.2 The Thalamic Neuron Theory and Classical Acu-
puncture, Am, J. Acupuacture, 4 (6): 273-278 (1973).
¥Maeon,S,T. and Fibiger,H,C.z Psible Behawioural Func —
tion for Roradrenaline-icetylcholine Interaction in Bra.
in, Nature, 277 (5695)s 396-397 (1979).
Meyer,L.J.sBooth,N,H, and Mc,Donald,L.k.s Veterinary -
Pharmacology and Therapeutics. Pourth Bdition. Iowa Sta
te University Press. Yowa, U.S.A., 1977,

Pepeu,G,; Schmidt,R. P, sGiarnman,N,J.s Identy with Authen-
tic Acetylcholine of Acetylcholine~Like Activity in Ex-
tracts of Rat Brain. Biocﬁem, Pharmac,, 12r 385-395 -
(1963).

Pomerany,B.z Do Endorphins Mediate Acupuncture Analgesia
Adv, Bilochem, Psyhopharmac., 18z 351-359 (1973),




21.

22,

‘23.

24.

25

22w

Rossier,L,;Battenberg,P,;Pittman,Q.;Bayon,A;Koda,LesMi.
ller,Re;Guillemin,R. and Bloom,P,s Hipotalamic Enkepha-
1lin Neurones may Regulate the Neurohypophisis, Nature,
227 (5698): 653-655 (19739).

Small,T.J .2 The Neurophysiological Basis for Acupunctu-
re. Am, J. Acupuncture, 2z 77-778 (1979).

Sumano,L.H.s Acupuntura en Situaciones de Bmergencia, -

Memorias del Ciclo de Conferencias para la Divulgacifn-
de Temas Selectoe de Pisiologf{a; Pacultad de Estudios -
Superiorres, Cusutitlan (1980),

Toyama,P.M.z The Physiologycal Basie of Acupuncture and
Mexibustion Therapy. Am. J. Acupuncture, 3 (2)s 115-128
(1975).

Wei,L.Y.z Nerve Tranemieion and Acupuncture Mechanisnm,
Am, J. Acupuncture, 5 {1)s 69-83 (1977).




	Portada
	Índice
	Resumen
	Texto
	Conclusiones
	Literatura Citada

