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NIVELES DE ACETILCOLINA EN MEDULA OBLONGADA DE RATAS  

ESTIMULADAS CON DOXOPRAM Y ACUPUNTARA (PUNTO GV-26).  

BENJAMIN C. GONZALEZ BRIZUELA. 

Asesor% 

RECTOR SUMANO LOPEZ. M.V.Z. PhiD. 

RESUMEN% 

Se efectuo una evaluación de los niveles de acetil 

colina en médula oblongada de ratas wister, utilizando-

se para tal efecto tres grupos% grupo control 8 evalua-

ciones grupo estimulado con Doxopram 7 evaluaciones y -

grupo estimulado con acupuntura en el punto GV-26 7 eva 
luacionee. 

El grupo estimulado con acupuntura (punto GV-26) -
dio muestras de un incremento significativo en las lec-

turas de e*tincién en comparación con el grupo control. 

*Sin embargo el grupo tratado con Doxopram, no moetro -

cambios significativos en las lecturas de extinción en,. 

comparación con el grupo control. 

1981. 
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I. INTRODUCCION. 

En la práctica veterinaria una de las arean más nue-

vas (y más viejas) que se han incluido como ayuda adicio-

nal para el clínico, ea el uno de la acupuntura (Del late 

acus o  aguja, y punctura, punzada.), sola o acompañada con 

la medicina tradicional (9). 

No se ha considerado a la acupuntura como un substi-

tuto de la medicina occidental, pero bien, puede conside-

raree como un instrumento adicional para la práctica ve - 

terinaria diaria (9,10). 

Uno de los problemas a los que se enfrenta la acupun 

tura en la práctica veterinaria es la falta de pruebas fi 

siológicae y farmacológicas que experimentalmente apoye -

en los beneficios de la práctica (2,4,10). 

I.1. POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE LA ACUPUNTURA. 

Se han identificado varios efectos logrados por la 

estimulación con acupuntura (11,19,25) sin embargo, no se 

sabe aun la causa que loe provoca. 

Estaría fuera de loe ,bjetivos de este trabajo enlis 

tar In multitud de experimentos que proveen pruebas tangi-

bles de la efectividad de la acupuntura. Sin embargo, cebe 

mencionar que la acupuntura tiene dentro de sus acciones,-

efectos locales en los cuales se regula la síntesis de - 

prostagalandinas (11,22), se disminuye la liberación de -

histamina (10,11)¡y otros mediadores químicos involucrados 

en el proceso de la inflamación (10,22). 

Además, se han encontrado varios puntos en el cuerpo-

que al ser estimulados aumentan la actividad del sistema - 
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nervioso autonomo (7,22), y consecuencia de esto se re-

conocen en la actualidad mdltiples efectos bien defini-

dos en el sistema cardiovascular (13,14). 

La inhibición del dolor en la acupuntura, se ha re 

lacionado con un efecto de "Puenteo". Este efecto se -

lleva a cabo en la substancia gelatinosa de la médula -

espinal y se logra impidiendo que loa estímulos del do-

lor pasen a través de los tramos ascendentes a la corte 

za cerebral (16,21). 

Por otro lado, se ha postulado que el hipotálamo,y 

sobre todo el tálamo, sor, ndcleos cerebrales claves *ma-

los cuales se inhibe el dolor, después de estimulacidn- 

. con acupuntura (12,16,21). Resulta particularmente inte 

resante el senalar que también Be ha demostrado después 

de la estimulacidn con acupu.itura un incremento en la 
9 	concentración de péptidoa cerebrales (endorfinae y ence 

falinas) (15,20) que son los inhibidores del dolor en -

forma natural a nivel de receptores de la morfina (12, 

23). 

1.2. EFECTIVIDAD DEL PUNTO GV-26 PARA ESTIMULAR EL CEN-

TRO RESPIRATORIO. 

Entre loa mdltiples efectos observados experimental 

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

26 tiene una marcada ‹,feotividad para estimular el centro 

respiratorio (3,14) y se ha demostrado que su estimula - 

cidn nos permite restaurar la frecuencia respiratoria en 

perros con paro respiratorio, inducidos con una sobredo-

sis de barbitdricos (23,24). 
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Nuevamente se desconoce como se logra este efecto-

y no hay estudios acerca de las modificaciones que pudie 

ra sufrir el centro respiratorio. En cuanto al centro -

respiratorio, la evidencia acumulada a la fecha nos irsdi 

ca que el principal mediador químico de este centro es -

la acetilcolina (5,6,17,19 ). 

1.3. JUSTIFICACION. 
En virtud del esceptisismo que rodea esta discipli-

na y por no existir referencias que identifiquen el mece 

nismo de acción del punto CV-26 sobre el centro respira-

torio, se considera de valor fisiológico el determinar - 

si la ectimulación 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 que el centro respiratorio (nucleo neu 

motáxico, apnéustico y de integración) ocupa gran parte-

de la médula oblongada, se considera a toda esta como re 

presentativa del centro respiratorio. 

1.4. OBJETIVO. 
Determinar la concentración de acetilcolina en medu 

las oblongadaa de ratas control, ratas estimuladas con - 

doxopram, un analéptico respiratorio de uso coman en me-

dicina veterinaria (18), y ratas estimuladas con el pun-

to de acupuntura GV-26 (ver Fig. 1). 

En los tres grupos las ratas son anestesiadas con 

pentobarbital sodico. 

Durante la evaluaci6n de los niveles de acetilcolina 
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en la médula oblongada (centro respíratorio) implementar 

la técnica de detección de acetilculina que ee basa en -

la combinación de dos métodos; el dcido-etanol para la -

obtención de acetilcolina (4) y el de Surplus (espectofo 

tometrico) para eu detección (3). 
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II. MATERIAL Y METODOS. 

El material utilizado av 210,v:iota a lo largo de la- 

explicación de cada método. 

Los grupos consistieron de ocho ratas cada uno. Las 

ratas (arietar ) alcanzaron un peso promedio de 323 g. 

II.1. OBTE?;CION•DE ACETILCOLINA ( ACIDO-ETANOL ). 

1.- Anestesia de las ratas con una aplicación intraperi-

toneal de pentobarbital sodico (25mg/Kg). Aplicación 

de la estimulación con aguja de aeupuntura en el pun 

to GV-26 (ver Fig. 1) en un grupo, administración de 

doxopram (6mg/Kg) en otro grupo; y no estimulación -

de ningun tipo en el grupo control. 

2.- Sacrificio de loe animales (anestesiados) en nitróge 

no liquido. 

3.- Obtención de médula oblongada. Evitando la desconge-

lación (ver Fig. 2). 

4.- Pesado de la muestra y macerado en mortero de acero. 

Evitar descongelación. 

5.- Transferir a un mortero de vidrio conteniendo 5 ml. 

por gramo de muestra de una solución 95% etanol y -

0.2% ácido acetico glacial. Se homogeniea la mues - 

tra (sobre hielo frape). 

6.- Reposo de la preparación en hielo trape durante 20-

minutos. 

7.- Transferir a tubos de centrifuga y centrifugar a 

2500r.p.m. durante 5 minutos. 

8.- Recuperar el sobrenadante y conservarlo en refrigera 

oión hasta su uso. 
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3.- Lavar los residuos con 5 ml. de alcohol etílico al 70% 

y 0.1% de ácido acetico glacial. Repita la certrifuga-

cid.' a 2.500r.pem. 

10.- AHadir a los sobrenadanten aobtenidos 1 ml. de agua -

destilada y evaporar hasta secar a 35-40 4C (baño ma-

rta modelo 01125QZ)4. 

11.- Resuspender la muestra con 3 ml. de agua destilada y 

centrifugar por 20 minutos a 2500r.p.m. (nontrlfuga -
modelo ITJ1)44. 

12.— Decantar la eolucidn sabrenadante a un tubo de ensaye 
y ajustar la muestra a un pH de 4. guardar en congela 

ci6n hasta su uso. 

11.2. WETODO ESPECTOFOTOMETRICO ( SURPLUS ). 
1.- Tomarla'. de la muestra a estudiar. 

2.- Adicionar 2 ml. de clorhidrato de hodroxilamina 2 M. 
3.- Adicionar 2 ml. de una solucidn al 14% de hidroxido de 

sodio. 

4.- Mezclar vigorosamente y dejar reposar por 1 minuto. 

5.- Adicionar 2 ml. de una eolucién de ácido clorhídrico 

( 1r2 de agua destilada) y mezclar. 

6.- Adicionar 2 ml. de una solución de cloruro férrico en 

0.1 N. de ácido clorhídrico y mezclar vigorosamente. 
7.- Transferir inmediatamente a eapectofotometre (modelo- 

PM2DL)".17 leer a 540 no. 

B.- Calibrar a cero con agua destilada. 

9.- Se corre agua destilada a tráves de ambos metodos como 

un control de las técnicas. 



11.3. VALORACION DE DATOS. 

Se eetablecio una curva de recuperaci5n para esta tdc 

mica dentro de los limites esperados de concentración de a 

cetilcolina ea el cerebro de ratas (15,17,19). La línea de 
mejor acoplamiento a los valores de las recuperaciones he-

chas se establecio por medio de regerei6n lineal. 
Loe valores de extinción de los tres grupos se compa-

raron entre sí por mdio de pruebas de "t" de Student. 

' Gramt Instrumente. (Cambridge) Ltd. England. 

"Martin Christ. Osterode Harz, Gramany. 

"'Can Zeiss de México, 3.A. 



III. RE3ULTADDS. 

3e hinteron 20 determinacienes de acetilcolina en me.. 

dula oblongada de rata. 

Un tercio de estas (8) se utilizaron como controles -

para obtener un nivel banal de acetilcolina en ratas no es 

timuladan, la otra tercera parte 38 utilir6 para detectar-

loa niveles de acetilcolina en ratas estimuladas con el a-

nalZptico respiratorio doxopram y en el tercia restante de 

las ratas se se determinaron los niveles de este neurotrans 

:negar bajo le estimulación can acupuntura en el punto GV-

26 (Pig. 1). 

Los valores de extinción para los tres grupos ari co-

mo el porcentaje :4.e cambia en loa nivelas de extinción es-

tar enliatadon en el cuadro 1, donde se puede observar que 

la entimulación con acupuntura provoca un incremento conei 

derable de .47%. 0oxapnan p')r el enntrario dio una disminu 

ci6n de -143% en el porcentaje de cambio de extiln. Cu-

ando PC z:cmparau dan medias de estos grupos por medio de -

pruebas de Student '''t" (cuadro 2), ee puede observar que -

'existe una diferencia altamente significativa entre el gru 

pa de la acupuntura y loa otros dos grupos, mientras que 

la estimulación con doxopram no resulto significativa en 

relación al grupo control. En la figura 3 se representa 

gráficamente las diferencias de extinción entre loa dife 

rentes grupos, asi onmo los valores de extinción de la co-

lumna blanco. 

Con el objeto de establecer la confiabilidad de las -

determinaciones de acetilcolina basandose en los niveles 



-10- 

de extinción a 540 nm. se levo a cabo una curva de recupe-

ración de acetilcolina (Fig. 4) la cual nos indica -que los 

valores de los tres grupos trabajados (control, doxopram, 

acupuntura) caen dentro de dicha curva de recuperación, lo 

que nos indica que lat concentraciones de asetilcolina en-

la medula oblongada de ratas varia deaproximadamente 0.5 - 

microgramos a 3.5 micvogramoe. 

El cambio de porcentaje de extinción de 47% del grupo 

de acupuntura equivale aproximadamente a un aumento de 1.7 

microgramos de acetilcolina, de acuerdo a la curva de ex 

tincidn de la figura 4. 



Figura 1. Lugar de aplican& del 
punto GV-26 en la rata. 
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inspiratorie. 

figura 2. Vista dorsal del centro ree- 
piratorio de rata. 
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E INCION A 540 nm. 	 o 

0.350 

0.300  

0.250  

0.200  

0.150 

0.100 

0.050 

1 

1 	2 	3 	4 GRUPOS 

Figura 3. En este histograma se muestran las lecturas proseo -

dio y desviaciones estandar del el blanco en colum-

na. 1: el grupo control en la columna 2; el grupo es 

tiaulado en el punto GV-26 columna 3; grupo tratado 

con doxopram columna 4. 
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srrocior A 540 nm. 

0.500- 

0.450-' 

0.400_ 

0.300. 

0.250. 

0.200 

0.150_ 

0.100. 

0.050.- 

0 	1 	.2 	3 
Acetiloolina ug. 

Pigura 4. Curva de recuperación de acetilcolina4razada con 
regrecién lineal.los valores del grupo control Qin 
se ubican dentro de la lectura de 200-300 nm. Loe -
valores del grupo experimental estimulado con el -
punto GV-26 (•) se ubica entre los 300-400 nm. Los-
valores del grupo tratado con Doxopram (0) se ubi-
can entre los 200-300 nm. 
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Cuadro 1. 
Porcentaje de cambio en los valores de extinción observado - 
despuee de la eatimulación con acupuntura (Punto 0V-26) o con 
el analeptico Doxopram con respecto al grupo control. 

Grupos. nm. de Extinción 
1 

Porcentaje de coa - 
bio en los nivelan-
do extinción. 

+47 
-2.3 

0.215 
0.316 

0.210 

Control 
'Acupuntura 

Doxoprma 
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Cuadro 2. 
ilt" de Student comparando las medidas de los tres 

grupos aoupuntura,control y doropram. 

Grupos. u_1 libt II P 

Acupuntura-Control 14 3.14 G0.005 
lcupuntura-Domopram 12 2.85 .c0.005 
Domopram-Control 12 -0.037 .... 0.05 
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IV. DISCUSION. 

La combinación de los metodos ácido-etanol y Surplus-

para la determinación de acetilcolina resulto ampliamente-

satisfactoria como lo demuestra la curva de extinción (Fig. 

4). 

Resulta evidente que el aumento en los valores de ex-

tinción al grupo de la acupuntura indican un notable aumen 

to en la concentración de acetilcolina lo cual puede muy 

bien indicar que el proceso de neurotransmición entre •l -

centro apnéustico, centro neumotáxico y el centro de inte-

gración esta notablemente aumentado, especialmente 1111 se -

considera que es probable que acetilcolina 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 estimulación con doxoprém, el cual se ha consi-

derado como el mejor analéptico respiratorio a la fecha -

(16) y el cual se utiliza ampliamente en la clínica précti 

ca diaria (16). 

De acuerdo a las teorias de acupuntura, el punto uti-

lizado ampliamente (GV-26) se considera como un pante de 

emergemcia dtil en los casos de shock, incluyendo los oa 

sos de paro respiratorio (23,24). Sin embargo, la eviden 

cía experimental presentada en esta discertación solo nos-

indica la existencia de un cambio radical:en los niveles -

de acetilcolina, pero aun queda por elucidar el mecanismo-

por medio del cual se consigo este efecto. Es probable que, 

al menos en parte el efecto observado este mediado por una 
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vía neurogénica (1E,25), ya que otras investigaciones si 

milares han demostrado que la acupu:tura ee capaz de su-

mentar 3os niveles de algunos neurotraamieores, V.G., en 

dorfinas (15,18). 

Vale la pena sePalar que puede practicaras la esti-

mulaci8n del punto GV-2E en forma rutinaria en los casos 

clínicos prácticos que lo requieran y se espera que la -

evidencia obtenida en este trabajo sirva pare disminuir-

el esceptieismo con el cue por lo ge-..eral se mira a esta 

disciplina. 

Raulta interesante senalar que el mecanismo de ac-

ción del doxopraw se basa en una acción directa sobre los 

quimoreceptores de la región yugular y carotidea asi co-

mo una acción no bien determinada sobre el centro pneumo 

tóxico (18), sin embargo este trabajo demuestra que el - 

doxopram no tiene un efecto directo sobre el centro res-

piratorio en terminas de un incremento en loe niveles de 

acetilcolina. 



-19- 

V. CONCLUSIONES. 

1. Los niveles de acetilcolina del grupo estimulado 

con acupuntura,(punto GV-26) fueron significativamente 

sede altos en relación con los niveles obtenidos en el 

grupo control. 

2. Los niveles de acetilcolinn del grupo control 

comparado con los nivelen de acetilcolina del grupo esti 

mulada con doxopram nos muestra que no hubo cambios sig-

nificativos, con lo cual se puede pontular oue su efecto 

no ea específico sobre la acetilcolina de módula oblonga 

da de rata. 

3. Se podría afirmar que la aplicación de la acupun 

tura en casos de paro respiratorio es de alta utilidad -

en situaciones de emergencia en la clínica, ya que esta-

estimulación está involucrando directamente a los centros 

apnéuetico, neumotáxico y de integración incrementando -

loe niveles de acetilcolina, el cual es uno de los media 

dores químicos presentes en forma importante en el ~In-

fiemo de la estimulación de la respiración en médula 

blongada. 
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